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Anotace

Extraceluldrni adenozin je duleZitou signalni molekulou mnoha fyziologickych
procesd. Pokud neni jeho hladina tadné& regulovdna, dochdzi k riznym
onemocné&nim, napf. k t&Zké kombinované imunodeficienci. Pro zkoumani G&inkl
zvysSené hladiny extracelularniho adenozinu byl na octomilce vytvoren geneticky
model s mutovanym genem pro ADGF-A (Adenosine Deaminase-related Growth
Factor A), jenz méa hlavni adenozin deaminazovou aktivitu. Tato prace navazuje
na rozsahly screening dominantnich supresorl adgf-a mutantniho fenotypu
a podrobnéji zkouma 3 oblasti, které podle tohoto screeningu dominantni

supresory obsahuji.

Annotation:

Extracellular adenosine is an important signaling molecule in various
physiological processes. When not regulated properly it can cause various
pathologies such as Severe Combined Immunodeficiency. To study the effects of
increased extracellular adenosine level a Drosophila model has been established.
This model is based on mutation in the main adenosine deaminase gene in
Drosophila (ADGF-A, Adenosine Deaminase-related Growth Factor A). This work
is a consequence of large screening for the suppressors of adgf-a mutant
phenotype and presents a more detailed study of 3 previously identified regions

containing dominant suppressors.
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1 Uvod

1.1 Drozofila

Octomilka obecna (Drosophila melanogaster) je jednim
z nejvyznamné&jdich modelovych organism( pro genetiku a vyvojovou biologii.
Patfi do trfidy hmyz (Insecta), radu dvoukfidli (Diptera), celedi octomilkoviti
(Drosophilidae).

Octomilka je drobnd muska, obvykle dorlstd do délky 2,5 - 3 mm. Jeji
obvyklé zbarveni je svétle zluté, hnédé az cerné. U octomilek je patrny pohlavni
dimorfismus.

Octomilky jsou v soucasné dobé kosmopolitnim organismem, s vyjimkou
Antarktidy Ziji na v8ech svétadilech. Vé&tsina druhl Zije v tropickych dedtnych
pralesich, ale obyvaji i rizna jina stanovisté v&etné& pousti. N&které druhy, jako
napr. pravé Drosophila melanogaster, jsou vazany na mésta a lidska obydli.
Octomilky se obvykle vyviji v hnijicim ovoci a jinych rozkladajicich se rostlinnych

a houbovych materialech.

1.2 Drozofila jako modelovy organismus

Jako modelovy organismus ma Drosophila melanogaster mnoho Uzasnych
vlastnosti. Jsou jimi relativné snadna genetickd manipulovatelnost, nizky pocet
chromozomd s malym podtem gend, znalost celého genomu, existence
balancerovych chromozomd, fakt, e u samcl neprobihd rekombinace, kratky
zivotni cyklus, velké mnozstvi potomstva, financni a prostorova nenarocnost
chovu a v neposledni fadé také to, ze s drozofilou pracuji po celém svété tisice
védcld a v laboratofich je vyuzivéna jiz vice neZ 100 let.

NejddleZit&jsi je, Ze mnoho genl a procest je konzervovano i v jinych
organizmech vcetné Clovéka. Prikladem mohou byt homeotické geny. Také z 289
genl, o kterych je zndmo, e maji u ¢lovéka vztah k rlznym onemocné&nim, ma

své homology u drozofily celd tretina (Rubin et Lewis, 2000).



1.3 Genetika drozofily

Drozofila m& &tyFi pary chromozomU. Jsou nazyvany X (Y), druhy, treti
a Ctvrty. Kazdy chromozom je tvoren pravym a levym ramenem. Velikosti levého
ramene X a obé ramena druhého a tretiho chromozomu maji podobnou velikost.
X a ¢tvrty chromozom maji hlavni levé rameno. Pravé je velmi malé, obvykle
u nich byvaji znazoriovana pouze ramena leva. Velikost Ctvrtého chromozomu je
oproti ostatnim priblizné pétinova.

Rameno kazdého chromozomu je rozdé&leno na 20 ocislovanych Usekd.
U chromozomu X rozliSujeme Useky 1-20, ulevého ramene druhého
chromozomu (2L) 21-40, u pravého ramene druhého chromozomu (2R) 41-60,
u levého ramene tretiho chromozomu (3L) 61-80 a 81-100 pro pravé rameno
tretiho chromozomu (3R). Ctvrty chromozom je rozdélen pouze na Useky
101-104. Kazdy z téchto ocislovanych Usekl se dale déli na Useky znaéené

velkymi pismeny (A, B, C, D, E). (Greenspan, 2004)

1.3.1 Balancerové chromozomy

Balancerové chromozomy jsou chromozomy, které obsahuji mnohocetné
inverze, coz témér znemoznuje rekombinaci s jejich standardnimi homology
béhem meidzy. Dale obvykle nesou néjakou recesivné letalni mutaci a vzdy
néjaky snadno rozeznatelny dominantni marker. Diky témto vlastnostem
balancerové chromozomy umoznuji snadno pracovat i s mutacemi, které nemaji
v heterozygotnim stavu viditelny fenotypovy projev, udrZovat linie a provadét
s nimi kfizeni, ktera by byla bez nich prakticky neproveditelna.

Diky homozygotni letalité, kdy balancerovy chromozom muZe byt ze dvou
homolognich pouze jeden, a dobre viditelnému markeru pfi kfizeni stale presné
vime i to, ve kterych jedincich se nachazi homologni chromozom se sledovanou
alelou. Ato dokonce jiz uembryi alarev, diky variantdm balancerovych

chromozomd nesoucim gen pro tvorbu GFP (green fluorescent protein).

1.3.2 Mobilni transponovatelné elementy

U drozofily jsou nejpouzivanéjsi P-elementy, které patfi mezi transpozony

II. skupiny (pro mobilizaci vyzaduji transponazu). Do Drosophily melanogaster
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se zfejmé dostaly béhem poslednich Ctyficeti let z jiného druhu.

Na okrajich P-elementu se nachazi terminalni invertované repetice o délce
31 bazi, které jsou nutné pro vystfizeni a zpétné zaclenéni do chromozomu. Cely
P-element ma velikost 2,9 kb a ve 4 exonech kdduje funkéni transponazu.

Pri zajisténi kontrolovatelnosti transpozice a nahrazeni vnitfni sekvence
pro transponazu dobre viditelnym markerem (napf. miniwhite, rosa) se
P-elementy daji velmi dobre vyuzit pro cilenou mutagenezi. Tak je mozné ziskat
celou sbirku linii, které maji néjaky P-element inzerovan skoro v kazdém genu.

Nevyhodou P-elementl je, Ze se prednostné transponuji do promotorové
oblasti a inzerce do koédujici oblasti genu je velmi vzacna. Proto se obcas
pouzivaji ijiné mobilni elementy, napftiklad PiggyBac, které se transponuji

rovnomernéji.

1.4 Extracelularni adenozin a regulace jeho hladiny

Adenozin (Ado) je nukleosid, ktery je slozen z adeninu a ribofuranosy
spojenych B-Ns glykosidickou vazbou. Adenozin hraje dlleZitou roli v mnoha
rlznych procesech v organizmu, jeho funkce zaleZi na mistu pisobeni.

Extraceluldrni adenozin je dlleZitou signalni molekulou. Pisobi ptes své
specifické receptory. U savcd rozliSujeme ¢&tyfi skupiny: A, As, Az a As
(Fredholm et al., 2000). Reguluje vazodilataci (roztazeni cév) a vazokonstrikci,
stimuluje glykogenolyzu a anaerobni glykolyzu, zasobovani myokardu kyslikem
(Berne et al.,, 1983), cyklus spanku a bdélosti (Ohta et Sitkovsky, 2001),
otevirdni a uzavirdni iontovych kanald, snizuje neuralni drazdivost
(postsynapticka i presynapticka inhibice) (Buck, 2004). Signalni funkce
adenozinu je rovnéz velmi dileZitd za stresovych podminek (hypoxie, zanét)
a ovliviiuje bunécny cyklus a apoptosu.

Mnozstvi extracelularniho adenozinu je nutné prisné regulovat. Jeho
koncentrace je obvykle nizkd (cca kolem 300 nM), protoze je rychle
metabolizovan na inozin enzymem adenozin deamindzou. V pfipadé bunécného
poskozeni, zanétu nebo hypoxii se jeho hladina ale rychle zvysSuje az na
nékolikanasobek. Je uvolfiovan prfimo z bunék nukleosidovymi transportéry, nebo
je produkovan na povrchu nékterych bunék z ATP uvolnéného z poskozenych
tkani (Obr. 1).
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Obr. 1: Schéma znazornujici uvolnéni, signalizaci a degradaci extracelularniho
adenozinu

e-Ado muzZe byt uvolnén nukleosidovymi transportéry z intraceluldrniho
prostoru, kde je produkovan pfi metabolickém stresu, nebo mize
vznikat z ATP uvoln&ného z podkozenych tkani kaskadou ektoenzymd.

Ztrata schopnosti regulovat hladinu adenozinu nasledkem vrozené mutace
adenozin deamindzy vede u Clovéka k tézké kombinované imunodeficienci
(SCID), kdy jsou postizeny lymfocyty B a T i NK bunky.

Imunodeficence mohou byt zplsobeny i jinymi mutacemi, u &lovéka je jich
zndmo minimalné sedm rdznych a vétsinou jsou lokalizovdny na chromozomu X.

Mutace v adenozin deaminaze je ale nejcastéjsi.

1.5 Drozofila jako geneticky model pro zkoumani acinkl
extracelularniho adenozinu

Pro zkoumani funkce adenozin deamindzy byl na octomilce zhotoven
geneticky model - mouchy s blokovanou expresi proteinu zvaného adenosine
deaminase-related growth factor (ADGF-A) (Dolezal et al., 2005), jenz ma
adenozin deaminazovou aktivitu a je exprimovan ve stfevé a hematopoetickych
organech. V mouchach postradajicich enzymatickou aktivitu ADGF-A se adenozin
a deoxyadenozin hromadi, jeho koncentrace je zvysend zejména v hemolymfé.
Takto postizené mouchy casto hynou jiz v larvalnim stadiu nebo jako kukly.

Vyvoj adgf-a mutantl je vyrazné opozdény jiz od tfetiho instaru larev,



u kterych casto dochazi k rozpadu tukového télesa a zejména v zadni casti téla
se vyskytuji mnoho&etné melanotické tumory. Méné nez 30 % jedincQ se zakukli
a obvykle hynou brzy poté. Obvykle se nevyvine abdominalni ¢ast. U kukel je
také Casté zahnuti zadecku na pravou stranu. Dospélosti dosahuji méné nez 2 %

jedinct a obvykle jsou sterilni (DoleZal et al., 2003).

1.6 Geneticky screening

Geneticky screening je metoda hromadného zjistovani geneticky
podminénych nemoci (i v heterozygotnim stavu) nebo odchylek od normalu
v urcité populaci. U ¢lovéka byva hlavnim cilem identifikovat jedince, u kterych
hrozi vyssi riziko, Ze jejich déti nebo oni samotni budou trpét néjakym geneticky

podminénym onemocnénim.

U drozofily se jako geneticky screening oznacuje hledani mutaci, které
zplsobuji urcity fenotyp. Deleéni screening umoZfiuje otestovat cely genom
pomoci relativné malého poctu deleci, které jej skoro cely pokryvaji, namisto

testovani véech jednotlivych genl postupné. Octomilka ma pres 13 700 gend.

Drive se pouzival tzv. delecCni kit, coz je sbirka linii s 270 heterozygotnimi
delecemi, které dohromady pokryvaji pfiblizné 92 % genomu (Ryder et al.,
2007). Nevyhodou této sbirky je, ze delece byly vytvareny rentgenovym
zarenim, které mohlo vyvolat vznik dalSich nahodnych nezadoucich mutaci

a u takto pripravenych deleci nezname ani jejich presné hranice.

Dnes je dostupny tzv. delec¢ni kit druhé generace, coz je sbirka linii s 209
delecemi, které pokryvaji vice nez 60 % genomu. Tyto delece jsou jiz presné
ohrani¢ené a v téchto liniich by se neméla vyskytovat zadna jind mutace. (Ryder
et al., 2007).

Dalsi mozZnosti genetického screeningu je napf. inzerc¢ni screening, kdy je

gen inaktivovan inzerci P-elementu.



1.7 Pouziti flipazy pro vytvareni presné ohranicenych deleci

Flipaza je enzym ziskany z kvasinek, ktery katalyzuje rekombinaci mezi
dvéma FRT misty (Obr. 2).

Pokud je vnitini sekvence P-elementu nahrazena FRT mistem a néjakym
snadno rozeznatelnym markerem, napf. miniwhite, daji se takové P-elementy
vyuZit pro vyrobu deleci, jejichz hranice je definovdna polohou P-elementl
pouzitych pro jejich vyrobu.

Timto zplsobem vznikly dvé sbirky linii s pfesné ohrani¢enymi delecemi,
Drosdel v Szegedu (www.drosdel.org.uk) a Exelixis na Harward Medical School
v Bostonu (drosophila.med.harvard.edu). Na obrdzku 2 je uveden zpUsob vyroby

deleci pouzivany v Exelixis (Parks et al., 2004).

Cervené oci
TIR m}-— Cervené ofi

\

TIR delece, bilé ofi
TIR. st miniwhite = FRT |mimwhite duplikace, cervené oi

Obr. 2: Vznik delece mezi dvéma P-elementy rekombinaci mezi FRT misty

Schéma znazorfiuje vyrobu deleci pomoci flipdzy a P-elementd
nesoucich FRT misto a marker miniwhite. Pokud jsou oba P-elementy na
riznych mistech homolognich chromozom, dojde po aktivaci flipazy

a rekombinaci mezi obéma FRT misty ke vzniku delece oblasti mezi
témito P-elementy na jednom chromozomu a ke vzniku duplikace na
druhém. Chromozom s deleci nenese marker miniwhite, proto vSechny
bélooké mouchy v potomstvu maji deleci, zatimco ¢ervenooké mouchy
maji duplikaci, nebo plvodni chromozomy.

1.8 Enolaza

Enolaza, znama také jako fosfopyruvat dehydratdza, je enzym, ktery
katalyzuje preménu 2-fosfoglycerové kyseliny (PGA) na fosfoenolpyruvat (PEP)
v predposlednim kroku glykolyzy (Obr. 3). Nachazi se ve vSech tkanich, které

jsou schopny glykolyzy nebo kvadeni. Enoldza se sklddd ze dvou dimerd



se dvéma shodnymi podjednotkami. Pro svou aktivitu potrebuje jako kofaktor

né&jaky dvojmocny kov, coz byva Mg?*, ktery enzymu umozfuje nejvetsi aktivitu.
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Obr. 3: Pozice a funkce enolazy v glykolyze

Na obrazku je schéma glykolyzy. Enolaza katalyzuje dehydrataci
2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat a vodu v predposlednim kroku.
V obrazku jsou znazornény chemické vzorce 2-fosfoglyceratu

a fosfoenolpyruvatu.



2 Cil prace

Hlavnim cilem této prace bylo identifikovat konkrétni gen(y), jejichz
mutace zmirfiuji nebo potladuji fenotyp zptsobeny mutaci v adenozin deaminaze
(adgf-a fenotypu), nebo snizit jejich mozny pocet pomoci podrobného delec¢niho
a inzerc¢niho genetického screeningu ve trech oblastech na druhém chromozomu,

které byly nalezeny dfive pomoci hrubého delec¢niho screeningu.

K dosazeni cile bylo nutné:
- ovérit, zda delece nalezené pfi hrubém screeningu skutecné potlacuji
adgf-a fenotyp
- pokracovat ve screeningu ovérenych oblasti s pouzitim kratSich deleci

- u oblasti omezenych na nékolik genl pouZit inzerce P-elementd



3 Metodika

3.1 Testované oblasti

Byly testovany tfi oblasti nalezené hrubym screeningem (Dolezal,

nepublikovano) pomoci ,starého" delec¢niho kitu sestaveného z nepresné

ohrani¢enych deleci.

Prvni oblast je vymezena deleci Df(2L)dp-79b, ktera zasahuje pfriblizné

146 gend. 2L v zavorce znamend, Ze se tato delece nachazi na levém rameni

druhého chromozomu. Prehled deleci pouzitych pro podrobny screening v této

oblasti je v tabulce I a II a na obrazku 4.

Druhd a treti testovana oblast se nachazi blizko sebe na pravém rameni

druhého chromozomu. (viz Tab. III a Obr. 5).

Tab. I: Prehled kratSich deleci pokryvajicich oblast vymezenou deleci
Df(2L)dp79b a soufadnice jejich okrajl

Nazev Souradnice levého okraje | Souradnice pravého okraje
Df(2L)Exel6005 |2L:1,555,098 2L:1,737,249
Df(2L)Exel7007 |2L:1,716,977 2L:1,909,976
Df(2L)Exel6006 |2L:1,911,627 2L:2,175,599
Df(2L)Exel6007 |2L:2,175,607 2L:2,362,917
Df(2L)Exel7011 |2L:2,362,917 2L:2,492,447
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Obr. 4: Pozice a prekryvy pouzitych deleci v oblasti vymezené deleci
Df(2L)dp79b
Hranice delece Df(2L)dp79b jsou vymezené pouze cytologicky (podle
chybé&jicich prouzk( 22A2-3 az 22D5-E1 na polyténnich chromozomech).
Nejisté hranice jsou v obrazku znaceny ¢arkované. Hranice péti kratsSich
deleci jsou pfesné definované polohou P-elementd pouzitych pro jejich
vyrobu. Kratsi delece pokryvaji celou oblast, kterd by mohla chybét
u plvodni mutace.

Tab. II: Tabulka P-elementl pouZitych pro vyrobu deleci v 1. zkoumané oblasti
(na levém rameni druhého chromozomu)

Nazev delece P-elementovy progenitor | P-elementovy progenitor
levy okraj pravy okraj
Df(2L)Exel6005 P{XP}CG17646%0324 P{XP}d05570
Df(2L)Exel7007 P{XP}CG7337%7754 PBac{RB}CG1831 70041
Df(2L)Exel6006 P{XP}aop°75! P{XP}CG 733701604
Df(2L)Exel6007 P{XP}aop®°7c! P{XP}d05960
Df(2L)Exel7011 P{XP}d05960 PBac{WH }SIh™0170
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Tab III: Pfehled pouzitych deleci a P-elementl v 2. a 3. zkoumané oblasti

Nazev Typ souradnice
Df(2R)Px2 delece 60C6-60D9
Df(2R)Kr10 delece 60E10—60F5
P{RS3}CB-0201-3 P-element 2R:20,830,362..20,830,362
P{RS3}slik =753 P-element 2R:20,290,110..20,290,110
P{RS5}5-57-3980 P-element 2R:21,080,490..21,080,490

2R
—+—t—+—+——t—t—+——+—+—t+—+—+—+—+——+—+—+—+—t+—+—+—+—+—+t+—+—+———+—+—+—+———tt+—
20 200k 20 300k 20 400k 20 500k 20 600k 20 700k 20 800k 20 900k 21 000k
] ] ]
P{RS3)slikCB-3766"3 PRS3)CB-0201-3  P{RSS)5-5Z-398(
[ | _
DF(2R)Px2 Df{2R)Kr10

Obr. 5: Pozice dalSich dvou deleci nalezenych v hrubém screeningu na pravém
rameni druhého chromozomu.
Hranice obou deleci jsou vymezené pouze cytologicky. Pravdépodobné
okraje delece Df(2R)Px2 jsou 60C a 60D, okraje delece Df (2R)Kr10
jsou 60E10 a 60F5. V téchto oblastech nejsou zadné dalsSi vhodné kratsi
delece. Pro podrobny screening byly pouzity tfi ndhodné vybrané

P-elementy.

3.2 Mutace v adenozin deaminaze

Pro geneticky screening byly pouzity mouchy s mutaci v ADGF-A
(adenosine deaminase-related growth factor). Byly pouzity dvé mutantni alely
tohoto genu - adgf-a*® a adgf-a?®®, které vznikly nezavisle na sobé&, ale maji
stejny fenotypovy ucinek. Pokud se o mutaci v ADGF-A hovori obecné (tedy
adgr-a* nebo adgf-a%™), je zapsana zkracené pouze jako adgf-a.
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3.3 KFizeni linii pro podrobny screening

Pro geneticky screening bylo potreba vykfrizit linie, které by mély na
druhém chromozomu sledovanou deleci nebo P-element ana tretim
chromozomu adgf-a, oboji proti néjakému balanceru s GFP (CyO balancer pro

chromozom 2 a TM3-Ser balancer pro chromozom 3). Véechny testované delece

vvvvv

delece/P—element +
L @ CyO & O7|5co TM3 Ser GFP

+ . + adgf-a
2. ¢ CyO GFP’ TM3Sb e} TM3 SerGFP

d delece/P—element + ® Q . adgf-a
Sco ' TM3 Ser GFP CyO GFP' TM3Sb

delece adgf—a
CyO GFP' TM3 Ser GFP

Obr. 6: Priprava linii pro geneticky screening

V prvnim kroku jsou pouzity samice se sledovanou deleci nebo P-
elementem proti balancerovému chromozomu CyO. Kfizi se se samci
s markerem scutoid na druhém chromozomu a balancerem TM3 Ser GFP
na tfetim chromozomu. Z tohoto kfizeni jsou pouziti samci nesouci
deleci nebo P-element proti mutaci scutoid. Scutoid neni balancer, ale
u samcl neprobihd rekombinace.

V druhém kroku byly kfizeny samice s balancery CyO GFP a TM3 Sb se
samci s adgf-a proti balanceru TM3 Ser GFP. Z tohoto krizeni jsou
vybrany samice s balancerem CyO GFP a adgf-a proti balanceru TM3 Sb.
Prvni a druhy krok byl kfizen paralelné. Ve tretim kroku jsou krizeni
potomci z 1. a 2. kroku.

Z nich jsou vybirdni samci a samice, nesouci pozadovanou deleci nebo
P-element proti balanceru CyO GFP na druhém chromozomu a mutaci
adgf-a proti TM3 Ser GFP na tretim.

4,
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Pro samotné testovani pak byly panny ztéchto |linii kfizeny se
samci adgf-a/TM3 Ser GFP (nebo reciproce) tak, aby potomci vzdy méli na
tfetim chromozomu adgf-a*/adgf-a%¢® (Obr. 7).

Potomstvo tohoto kfizeni bylo screenovdno na potlacovani adgf-a fenotypu.

delece/P—element . adgf-a ® adgf-a
CyO GFP " TM3 Ser GFP TMR Ser GFP

v

delece/P—element , adgf-—a
+ " adgf-a®™
Obr. 7: Schéma kfizeni pro samotny screening
Jediny genotyp bez GFP, ktery ztohoto kfizeni vznika, je delece
nebo P-element v heterozygotnim stavu na druhém chromozomu
s adgf-a“™/adgf-a®*® na tretim chromozomu. Prvni instary tohoto
genotypu byly vybirdny pro screening.

karel

3.4 Screening

Rodi¢e (na obrazku 7. nahote) kladli v komurkach (v kazdé asi 200 samic)
na dzusové misky (4% agar ve visSiovém dzusu) s kvasni¢nou pastou. Doba
kladeni byla priblizné 21 hodin (od asi 13 hodin do asi 10 hodin dopoledne).
Vaji¢ka byla potom smyta vodou do nylonového sitka (BD Falcon, velikost otvord
100 um), promyta Cistym etanolem a rozprostfena na misku se specialni dietou
(viz nize), na které se lihla.

Pro screening byly vybirany prvni instary larev. Pozadovany genotyp byl
rozeznan podle exprese GFP (screenované larvy nesviti, samotni adgf-a mutanti
ano, viz Obr. 7). Do vialek, ve kterych byla vzdy stejna dieta jako na misce, bylo

preneseno vzdy 25 larev.

Potom byl sledovdn pocet kukel v jednotlivych vialkach a jiné
charakteristiky, které by mohly napovidat, Ze v deletované oblasti se nachazi
gen, jehoz vypnuti potlacuje adgf-a fenotyp. Byl sledovan pocet larev, které
pokrocily ve vyvoji az do tfetiho instaru, pocet kukel a dospélch (podrobné&ji ve

vysledcich).
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3.5 Priprava diet

Diety byly pripravovany rozvarenim agaru (1,6 %), kvasnic (8 %) a cukru
(2 %, pouze pri screeningu v Cervnu 2010, ostatni diety byly bez cukru) ve
vodé&. Smés byla vafena po dobu 30 nebo 70 minut pfi teploté 90°C. Poté byla
chlazena ve sterilni Erlenmayerové barfice. Po snizeni teploty byl pridan
metylparaben. Po promichani byla hotova dieta nalita do sterilnich vialek (cca po
5 ml) a Petriho misek. Vialky byly uzavfeny vatovymi zatkami.
Do nékterych pak byla priddna antibiotika (penicilin a streptomycin) tak, aby

vzdy pokryla cely povrch diety ve vialce.

3.6 Ovéreni pritomnosti deleci ve vykFrizenych liniich

PFitomnost adgf-a je snadno rozeznatelnd diky pretrvavani balancerd na

tretim chromozomu v liniich.

PFitomnost poZadovanych deleci nebo P-elementd je ale dobré ovéfit
pomoci PCR, napt. kvili mozné chybé pfi kiizeni linii, kterou by mohla zpUsobit

tfeba jedna nepanenska samice.

3.6.1 Izolace DNA pro PCR

Genomova DNA pro PCR byla prfipravena rozdrcenim jedné mouchy
v plastové mikrozkumavce pomoci mikropipetové Spicky v 50 pl squishing
bufferu (10 mM Tris-HCI, pH 8,2, 1 mM EDTA, 25 mM NaCl, 200 pg/ml
Proteindza K). Kratkou centrifugaci byly oddéleny pevné zbytky a supernatant
byl inkubovén 30 minut pFi teploté 37°C. Poté byla deaktivovéna proteindza K

inkubaci po dobu 3 minut pfi teploté& 95°C.

3.6.2 PCR reakce

Kazda PCR reakce obsahovala 0,1 pl DNA polymerdazy, 1,6 pl nukleotidd,
0,8 ul templatu (500 ng - 1 pg), 0,4 pl forward primeru, 0,4 ul reverse
primeru (oba o koncentraci 100 uM), 2 ul pufru a 14,7 pl destilované vody.

Pouzité forward primery jsou uvedeny v tabulce IV véetné ocekavané

délky PCR produktl a doby elongaéni faze, kterd pro né byla pouZita.
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Jako reverse primer byl pouzit univerzalni P-elementovy primer, ktery
nasedd na terminalni invertované repetice P-elementl, v tomto piipadé
P-elementd pouzitych  pro  pripravu delece. Jeho sekvence je
CGACGGGACCACCTTATGTTATTTCATCATG.

Tab. IV: Pouzité forward primery, jejich délka, ocekavana délka produktu
a doba elongacni faze pri PCR

délka délka Doba
jméno sekvence 5'-3' produktu primeru |elongacni

[bp] [nt] faze [s]
Ex6005F |AACTGTCGGGTTTAGCAGCTC 607 21 60
Ex7007F |CTACGCCAGCGAACTCACTC 346 20 60
Ex6006F |ATTAACCACCCACACCACCAC 460 21 60
Ex6007F AGACGCGACGTAATGGAAGC 992 20 90
Ex7011F | TTCGAGGGCGGGTGAATTTG 468 20 60

Aby bylo dosaZeno efektivn&j&i amplifikace pozadovanych produktl bez
predchoziho zdlouhavého zabihdni primer(, byla pouZita touch down PCR, pfi
které se v kazdém cyklu sniZila teplota annealingu o 0,1°C. Podatedni teplota

byla 58,5°C, kone&na 55°C. Tabulka V ukazuje pouzity program termocycleru.

Tab. V: Pouzity program termocycleru

t[°C] ¢as [s]
pocatecni denaturace 94 120
denaturace 94 20
annealing 58,5—>55 20 X35
polymerace 72 viz Tab. IV
posledni polymerace 72 480
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3.6.3 Elektroforéza

Pro gelovou elektroforézu bylo pouzito 100 ml 1,5% agarézového gelu.
Do prvni jamky bylo naneseno 5 ul 0,5-10 kbp markeru s 15 pl vody. Do
ostatnich jamek po 20 pl vzorku.

Pro ,zajeti" gelu bylo pouzito napéti 40 V, potom bylo zvyseno na 80 V. Po
skonceni elektroforézy byl gel 20 minut barven v ethydium bromidu a 10 minut

odbarvovan ve vode.
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4 Vysledky

Vysledky testovani supresorovych G¢inkd zkoumanych deleci a P-elementd
jsou zndzornény graficky. Na ose y jsou procenta preZivsich kukel, dospélcl atd.
(viz legenda u kazdého grafu) a na ose x testované delece nebo P-elementy.

Chybové Use&ky u véech grafl znazorfiuji standardni chybu priméru.

4.1 Testovani supresorovych ucinkl deleci na levém rameni
druhého chromozomu

4.1.1 Pocitani ¢erven 2010

Prvni pocitani bylo provadéno v ¢ervnu 2010. Byly testovany ucinky deleci
Df(2L)Exel6005, DFf(2L)Exel7007, Df(2L)Exel6006 a Df(2L)Exel6007. Pro
srovnani byli pouziti samotni adgf-a mutanti. Pro maly pocet vylihnutych larev se
podafilo od kazdé delece vybrat pouze 2 vialky s dietou 0/8 (0 % cukru a 8 %
kvasnic) a 2 vialky s dietou 2/8. U delece Df(2L)Exel6005 se kuklilo 48 %
jedincd na dieté 0/8 a 63 % jedincl na dieté 2/8. U delece Df(2L)Exel7007 se
kuklilo 72 % jedincd na diet& 0/8 a 64 % jedincl na dieté 2/8. adgf-a mutanti se

kuklili z 15 % na dieté 0/8 a z 25 % na dieté 2/8. Grafické znazornéni je na

obrazku 8.

100 100
80 80
60 60
40 40

B % kukel

20 20 O % dospélca

o
|
o
|
|
adgf-a/adgf-a g_'

Df(2L)Exel6005
Df(2L)Exel7007
Df(2L)Exel6006
Df(2L)Exel6007
adgf-a/adgf-a
Df(2L)Exel6005
Df(2L)Exel7007
Df(2L)Exel6006
Df(2L)Exel6007 I"'

Obr. 8: Vysledky testovani supresorovych G¢inkd vybranych deleci na dieté&
0/8 a 2/8 s antibiotiky z ¢ervna 2010
Podle t&chto vysledkl adgf-a fenotyp suprimuji delece Df(2L)Exel6005
a Df(2L)Exel7007. Pozdéji se ale ukazalo, ze tyto linie byly Spatné
vykfizeny a mutaci adgf-a nenesly.
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Pro mensi pocet larev vlozenych do vialek (zde se nepodarilo vybrat 25)
a maly pocet opakovani bylo nutné testovani opakovat, protoze by tyto vysledky
nebyly statisticky prikazné. I presto se zdalo, Ze v delecich Df(2L)Exel6005
a Df(2L)Exel7007 by mohl byt néjaky dominantni supresor adgf-a mutantniho
fenotypu. Tyto dvé delece se Ccastecné prekryvaji, zdalo se tedy byt
pravdépodobné, Ze supresor se nachazi v jejich prekryvu. Prekryv téchto dvou
deleci je na obrdzku 9 a obsahuje 6 genl. Z nich jsem se zamé&Fil na gen pro
enolazu (CG17654), ktery byl pak zkouman detailnéji, protoze mutace
v enolaze by mohla zpomalit glykolyzu a tim zachranit mutanta v adenozin
deaminaze.

Po nékolika generacich ale z téchto linii vymizely balancery TM3 Ser GFP,
z Cehoz vyplyva, ze linie byly Spatné vykfizeny. Na tretim chromozomu
neobsahovaly adgf-a a tudiz se kuklily vice nez adgf-a kontroly. Nasledujici
pocitani se stejnymi, ovsem nové a spravné vykrizenymi liniemi, jiz na zadnou
zachranu neukazovalo (vysledky nize).

2L

1710k 1720k 1730k 1740k 1750k 1760k

Gene Span
CGL7aa0 CGL1E317 | gl] CG31937 CGL7712 Gr22f CGL7E50
= -~ -~ - = =7 =]
mRpLds Rrpdd CoL7ode CG17543
[y | I [
frtz CG17e52
S — ~i

Estinated Cytological band
2261

2282

Deleted segnent
Df (ZL2Exel 6005
I

Spanning aberrationds)
Of (2L 2Exel 7007
[

DFCZLIEDLAL
DFCZLIEDLZZ

DFf (2L Y BSCAES
DF(ZLIEDLLO
DFCZLOEDLZS
DF(ELIEDLLS
DF(ZLIEDLLT

Transgene insertion site

P{EPguz-EnolEY0OEE51]

Obr. 9: Prekryv deleci Df(2L)Exel6005 a Df(2L)Exel7007, které pri prvnim
screeningu v ¢ervnu 2010 vysly jako supresorové
Prekryvajici se delece jsou oznaceny zelené. Geny lezici v tomto
prekryvu jsou zvyraznény tmavsi barvou. Ve spodni Casti je znazornén
P-element P{EPgy2}Eno[EY02251], ktery pravdépodobné inaktivuje gen
pro enolazu.
Obrazek byl vygenerovan na www.flybase.org a upraven.
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4.1.2 Pocitani anor 2011

V Unoru 2011 byla provedena dal&i 2 pocitdni supresorovych UG¢&inkd
nové vykrizenych deleci  Df(2L)Exel6005, Df(2L)Exel7007, Df(2L)Exel6006
a Df(2L)Exel6007 a navic delece Df(2L)Exel7011. Pro srovnani byly znovu
testovany i delece Df(2L)Exel6006 a Df(2L)Exel6007 vykiizené v 1été a pdvodni
supresorova delece Df(2L)dp-79b nalezena pfi hrubém screeningu. Delece

Df(2L)dp-79b je v grafech vzdy na prvnim misté.

Pfi prvnim Unorovém pocitani bylo od kazdé delece a adgf-a mutantnich
kontrol vybrano po dvaceti vialkdch. Pro kontrolu podminek experimentu byl
pouzit genotyp adgf-a/TM3 Ser GFP, ktery se vyviji jako mouchy divokého typu
(tedy neprojevuje mutantni fenotyp), od kterého bylo vybrano po 10 vialkach.
Byla pouzita dieta 0/8 (0 % cukru, 8 % kvasnic, 1,6 % agaru). Doba vareni byla

70 minut.

Vysledky tohoto poéitani ukazuje obrdzek 10. Z&dna z testovanych deleci
nepotlacuje  adgf-a mutantni  fenotyp. U plvodni supresoroveé
delece Df(2L)dp-79b se kuklilo 22 % jedincG, u adgf-a mutantd 33 %,

respektive 26 % u reciprokého krizeni.

Delece Df(2L)dp-79b statisticky signifikantné nezlepSuje adgf-a mutantni
fenotyp (p=0,47;t=-0,737; df=38) podle T-testu na hladiné vyznamnosti 5 %.

Dale byl zjistovan rozdil mezi kratsimi delecemi jednostrannou ANOVOu
a naslednym Post Hoc Tukey testem. Byl zjistén rozdil pouze mezi delecemi
DF(2L)Exel6006-/éto a Df(2L)Exel6005 (p = 0,0003).
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Obr. 10: Polty dospélct, kukel a jedinct vyvinutych alespofi do 3. instaru na
dieté 0/8 s antibiotiky a dobou vareni 70 minut pfi prvnim pocitani
v unoru 2011.
U kontrol, které byly kfizeny reciproce (v grafu maji stejny genotyp),
jsou vzdy uvedeny vysledky z pocitani obou kfizeni. Prvni sloupec
ukazuje vysledky z kfizeni, kde samice nesly mutaci adgf-a’™ a samci
adgf-a*™, Druhy sloupec ukazuje reciproké kfizeni. Od kazdého
genotypu bylo vybrano po 20 vialkach.

PFi druhém pocitani v Unoru 2011 bylo vybrano po 7 vialkdch od kazdé

delece do ¢étyF rlznych diet (Tab. VI).

Tab. VI: Prehled pouzitych diet pfi pocitani v unoru 2011

Doba vareni [min] |Antibiotika
Dieta 1 30 ano
Dieta 2 30 ne
Dieta 3 70 ano
Dieta 4 70 ne
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Vysledky se liSily pouze podle doby vareni, pritomnost antibiotik neméla
vyznam. Na obrazcich 11 a 12 jsou uvedeny vysledky pocitani na dieté 0/8
s antibiotiky pfi dobé vareni 30 a 70 minut. Byly zaznamendavany pocty tretich
instarl, melanizovanych larev, kukel a dospélcd. U kukel a dospé&lct bylo také
sledovano, zda maji patrny ,karlovsky fenotyp" (adgf-a mutantni fenotyp) -
zakfiveni zade¢ku kukel (obvykle doprava), melanotické tumory a mensi vzrist.

Z4dna z testovanych deleci nepotlacuje adgf-a mutantni fenotyp.

Na dieté vafené po dobu 30 minut se u plvodni supresorové delece
Df(2L)dp-79b kuklilo 56 % jedincl, u adgf-a mutantl 40 %, respektive 45 %
u reciprokého krizeni. Ani u tohoto pocitani delece Df(2L)dp-79b statisticky
signifikantné nezlepsSuje adgf-a mutantni fenotyp (p=0,33; t=1,02; df=10).
Dal&i statistické vyhodnoceni vysledk( z této oblasti jsem jiz neprovadél, protoze
se larvy kuklily obdobné a pfipadné odlignosti by kvili men&imu poétu opakovani

byly méné vérohodné nez u predchoziho pocitani.
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Obr. 11: Graficky zndzornéné vysledky pocitani na dieté 0/8 s antibiotiky
a dobou vareni 30 minut pfi druhém pocitani v Unoru 2011
U kontrol, které byly provadény reciproce (v grafu maji stejny
genotyp), jsou vzdy uvedeny vysledky z pocitani obou kfizeni. Prvni
sloupec ukazuje vysledky z kfizeni, kde samice nesly mutaci adgf-a?¢®
a samci adgf-a“., Druhy sloupec ukazuje reciproké kfizeni. Od
kazdého genotypu bylo do této diety vybrano 7 vialek.
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Na dietd vafené po dobu 70 minut se u plvodni supresorové delece
Df(2L)dp-79b kuklilo 24 % jedincl, u adgf-a mutantl 9 %, respektive 13 % u

reciprokého krizeni.
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Obr. 12: Graficky znazornéné vysledky pocitani na dieté 0/8 s antibiotiky
a dobou vareni 70 minut pfi druhém pocitani v Unoru 2011
U kontrol, které byly kfizeny reciproce (v grafu maji stejny genotyp),
jsou vzdy uvedeny vysledky z pocitani obou kfizeni. Prvni sloupec
ukazuje vysledky z kfizeni, kde samice nesly mutaci adgf-a™ a samci
adgr-a*®®, druhy sloupec ukazuje reciproké kfizeni. Od kazdého
genotypu bylo do této diety vybrano 7 vialek.

4.2 Testovani supresorovych ucinkli mutace v enolaze

Byla pouzita linie BL-19899, kterda ma inzerci P-elementu
P{EPgy2}Eno[EY02251] v genu CG17654 pro enolazu.

Byly pocitdny 3 rGzné genotypy - mutanti v adgf-a heterozygotni
v enolaze (enol/+; adgf-a), samotni adgf-a mutanti a heterozygoti adgf-a (adgf-
a/TM3 Ser GFP). Heterozygoti v adgf-a prezivaji stejné jako divoky typ. VSechna

tfi kfizeni pro vybirani larev byla provadéna reciproce.

Jak ukazuje graf na obrazku 13, mutace v enolaze adgf-a mutantni

fenotyp zhor$ovala (kuklilo se 2,2 % a 2,6 % heterozygotl v enoldze, zatimco
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samotnych adgf-a mutantl se kuklilo 31 % a 27 %). Z grafu je také patrné, Ze

obé reciproka krizeni davaji stejné vysledky.
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Obr. 13: Vysledky prvniho poditani mutantl v enoldze na diet& 0/8 s antibiotiky
a dobou vareni 70 min.

Byly po&itéany 3 rdzné genotypy - mutanti v adgf-a heterozygotni

v enolaze (enol/+; adgf-a), samotni adgf-a mutanti a heterozygoti
adgf-a (adgf-a/TM3 Ser GFP). VSechna tfi krizeni pro vybirani larev
byla provadéna reciproce, v grafu jsou uvedeny vysledky z pocitani
obou kFizeni. Prvni sloupec ukazuje vysledky z kfizeni, kde samice
nesly mutaci adgf-a’™ a samci adgf-a*. Druhy sloupec ukazuje
reciproké krizeni. Od kazdého genotypu bylo vybrano po 20 vialkach.

Pfi druhém pocitdni bylo testovdno 6 genotypl - adgf-a mutanti
heterozygotni v enolaze, heterozygoti v enoldze iadgf-a, adgf-a mutanti
homozygotni v enoldze, homozygoti v enolaze heterozygotni v adgf-a, samotni
adgf-a mutanti a heterozygoti v adgf-a jako divoky typ.

Bylo provedeno rovnéz 20 opakovani od kazdého genotypu, kromé adgf-a
mutantd homozygotnich v mutaci v genu pro enolazu, kde bylo nakladeno malé
mnozstvi vajicek a lihlo se velmi malé mnozstvi larev, prestoze samotna inzerce

je homozygotné vitalni. Zde bylo vybrano pouze 6 a 8 vialek.

Graf na obrazku 14 ukazuje, ze jak homozygotni tak heterozygotni
mutace v enolaze adgf-a fenotyp zhorSovala. U heterozygotnich adgf-a mutantl

heterozygotnich v enoldze se =zakuklilo primé&rné 88 % jedincy,
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u heterozygotnich adgf-a mutantd homozygotnich v enoldze pouze 81 %. Tento

rozdil je podle Post Hoc Tukey testu statisticky prikazny (p=0,37).
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Obr. 14: Vysledky druhého poé¢itdni mutantt v enoldze na dieté 0/8
s antibiotiky a dobou vareni 70 min
PFi druhém po¢iténi bylo testovdno 6 genotypl - adgf-a mutanti
heterozygotni v enoldze, heterozygoti v enoladze i adgf-a, adgf-a
mutanti homozygotni v enolaze, homozygoti v enoldze heterozygotni
v adgf-a, samotni adgf-a mutanti a heterozygoti v adgf-a jako divoky
typ. U kriZeni, ktera byla provadéna reciproce (v grafu maji stejny
genotyp), jsou vzdy uvedeny vysledky z poditani obou kFizeni. Prvni
sloupec ukazuje vysledky z kfizeni, kde samice nesly mutaci adgf-a?¢®
a samci adgf-a“, Druhy sloupec ukazuje reciproké kfizeni. Od
kazdého genotypu bylo vybrano po 20 vialkach.

4.3 Testovani supresorovych Gcinkl deleci a P-elementil ve
druhé a treti testované oblasti na pravém rameni
druhého chromozomu

Pfi prvnim poéitani suprimujicich G¢inkd adgf-a mutantniho fenotypu geny
z pravého ramene druhého chromozomu bylo stejné jako pfi druhém Unorovém
pocitani v oblasti delece Df(2L)dp-79b na levém rameni vybrano po 7 vialkach

od kazdého zkoumaného genotypu (delece nebo inzerce P-elementu) do Ctyr diet
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zaznamenanych v tabulce VI.
I zde se vysledky liSily pouze podle doby vareni a pritomnost antibiotik
nemeéla vyznam. Na obrazcich 15 a 16 jsou uvedeny vysledky pocitani na dieté

0/8 s antibiotiky pfi dobé vareni 30 a 70 minut.

Zadna ztestovanych deleci ainzerci P-elementl nepotlacuje adgf-a
mutantni fenotyp. Delece Df(2R)Px2 jej naopak zhorSuje - kuklilo se pouze
2,3 % jedincl. Larvy s P-elementem P{RS3}CB-0201-3 se kuklily ve 43 %
pripadd, larvy s P-elementem P{RS3}slik CB-5766-3 ve 49 % pripadQ,
P{RS5]5-5Z-398C ve 30 %, plvodni supresorova delece Df(2R)Kr10 v 18 %

a adgf-a mutanti ve 45 %, respektive 40 % p¥ipadQ u reciprokého kiizeni.
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Obr. 15: Graficky znazornéné vysledky pocitani na dieté 0/8 s antibiotiky
a dobou vareni 30 minut pfi prvnim pocitani v oblasti pravého ramene
druhého chromozomu

U kontrol, které byly kfizeny reciproce (v grafu maji stejny genotyp),
jsou vzdy uvedeny vysledky z pocitani obou kfizeni. Prvni sloupec
ukazuje vysledky z kfizeni, kde samice nesly mutaci adgf-a?* a samci
adgf-a*. Druhy sloupec ukazuje reciproké kfizeni.
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Ani u diety varené po dobu 70 minut zadna z testovanych deleci a inzerci
P-elementd nepotladuje adgf-a mutantni fenotyp. Delece Df(2R)Px2 se nekuklila
vibec. Larvy s P-elementem P{RS3}CB-0201-3 se kuklily v 17 % ptipadd, larvy
s P-elementem P{RS3}slik CB-5766-3 ve 13 % pFl’padﬁ, P{RS5]5-57-398C se
nekuklily, plvodni supresorova delece Df(2R)Kr10 ve 4 % a adgf-a mutanti

v 9 %, respektive 13 % pFipadl u reciprokého kfizeni.
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Obr. 16: Graficky znazornéné vysledky pocitani na dieté 0/8 s antibiotiky
a dobou vareni 70 minut pfi prvnim pocitani v oblasti pravého ramene
druhého chromozomu
U kontrol, které byly kfizeny reciproce (v grafu maji stejny genotyp),
jsou vzdy uvedeny vysledky z pocitani obou kfizeni. Prvni sloupec
ukazuje vysledky z kfizeni, kde samice nesly mutaci adgf-a%® a samci
adgr-a*e, Druhy sloupec ukazuje reciproké kfizeni.

Pfi druhém pocitani suprimujicich G&inkl adgf-a mutantniho fenotypu geny
z pravého ramene druhého chromozomu bylo vybrano po 20 vialkach od
kazdého zkoumaného genotypu (delece nebo inzerce P-elementu) do diety 0/8

s antibiotiky a dobou vareni 70 minut.
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Jak ukazuje obrazek 17, zadna delece ani P-element nemély supresorovy
ucinek na adgf-a mutantni fenotyp. Pomoci testu ANOVA bylo zjiSténo, Zze od
adgf-a mutantl se v mnoZstvi kukel statisticky li§i pouze delece DF(2R)Px2,
kterd se pri této dieté nekuklila (p=0,0075 %). P-element P{RS3}slik CB-
5766-3, u kterého se kuklilo 8 % jedincl, se témér neli$i od adgf-a mutantd
(p=5,2 %). Ostatni testované genotypy jsou srovnatelné s adgf-a kontrolou,

ktera se kuklila z 3 %, respektive 5 % u reciprokého kfizeni.
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Obr. 17: Graficky zndzornéné vysledky pocitani na dieté 0/8 s antibiotiky

a dobou vareni 70 minut pfi druhém pocitani v oblasti pravého ramene
druhého chromozomu

U kontrol, které byly kfizeny reciproce (v grafu maji stejny genotyp),
jsou vzdy uvedeny vysledky z pocitani obou kfizeni. Prvni sloupec
ukazuje vysledky z kfizeni, kde samice nesly mutaci adgf-a?* a samci
adgrf-a*, Druhy sloupec ukazuje reciproké kfizeni. Od kazdého
genotypu bylo vybrano 20 vialek.
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4.4 Ovéreni pritomnosti deleci pomoci PCR

Na obrazku 18 je fotografie gelu po elektroforéze PCR produktl. Velikosti
produktl u linii s delecemi Df(2L)Exel7007, Df(2L)Exel6006, Df(2L)Exel6007,
Df(2L)Exel6005 |éto, Df(2L)Exel7007 |éto, Df(2L)Exel6006 léto, Df(2L)Exel6007
léto odpovidaji o¢ekdvané délce PCR produktl (Tab. IV).

Pritomnost delece Df(DL)Exel6005 v nové vykfizené linii je zfejma ze
shodnych vysledk{ pocitani této delece a stejné delece vykfizené v &ervnu 2010,

u které ovéreni PCR vyslo. Delece Df(2L)Exel7011 ovérena nebyla.

Df(2L)Exel6007 leto
Df(2L)Exel6006 léto
Df(2L)Exel7007 léto
Df(2L)Exel6005 léto

Df(2L)Exel7011
Df(2L)Exel6007
Df(2L)Exel6006
Df(2L)Exel7007
Df(2L)Exel6005

marker

- 10 kbp
- B kbp
- 6 kbp

- 5 kbp
- 4 kbp

- 3 kbp

- 2 kbp

- 1,5 kbp

- 1kbp

- 0,5 kbp

Obr. 18: Fotografie gelu po elektroforéze PCR produktl
Velikost v&ech viditelnych band( odpovida o&ekdvanym hodnotdm.
Pritomnost delece Df(DL)Exel6005 v nové vykrizené linii je zfejma ze
shodnych vysledkd poéitdni této delece a stejné delece vykfizené
v ¢ervnu 2010, u které ovéreni PCR vyslo. Delece Df(2L)Exel7011
ovérena nebyla.
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5 Diskuze

Supresorovy Ucinek adgf-a mutantniho fenotypu deleci Df(2L)dp-79b neni
statisticky prlkazny. Nebyl zji&t&n ani u 2adné z kratSich deleci, které tuto zcela
pokryvaji. Rovnéz nebyl potvrzen supresorovy ucinek delece Df(2R)Kr10 ani
Df(2R)Px2, ktera adgf-a mutantni fenotyp naopak zhorsuje.

Zvysena hladina adenozinu v adgf-a mutantovi stimuluje mobilizaci
glukézy do hemolymfy z glykogenovych zasob nebo z potravy (Zuberova et al.,
2010). Proto jsou adgf-a mutanti extrémné citlivi na mnoZstvi cukrl v dieté -
pokud jich je malo, Spatné prezivaji a nekukli se. Proto bylo potreba
optimalizovat dietu, aby se potlacila pfriliSna variabilita a zaroven se nastavil
stupen letality a prezivani na takovou hodnotu, kterd by umoznovala screening.
To ovdem vyrazné zménilo podminky oproti plivodnimu screeningu.

Optimalizovat dietu se ukdazalo byt velkym problémem. Jako nejlepsi se
jevi dieta bez cukru, s 8 % kvasnic a 1,6 % agaru varend po dobu 70 minut. Pfi
této dobé vareni byl potlacen adgf-a mutantni fenotyp natolik, ze bylo mozné
sledovat vliv ostatnich mutaci, zatimco dieta pfi dobé vareni 30 minut adgf-a
mutantni fenotyp tolik nezhorsovala.

Pfritomnost antibiotik za podminek, ve kterych byly experimenty
provadény, nemeéla vliv. Antibiotika viditelné nezpomalovala ani neurychlovala
vyvoj larev.

Adenozin také vznikd pfi stresu. Proto velmi zdlezi na aktualnich
podminkach, ve kterych se larvy nachazi.

Dalsim velkym problémem je genetické pozadi pouzitych linii. Napf.
vysledky mého delec¢niho screeningu, kde pouzité kratSi delece adgf-a mutantni
fenotyp zhorsSovaly, mohou naznacovat, ze linie ze sbirky Exelixis obecné
zhorsuji adgf-a fenotyp. Dalsi zde nepublikované vysledky z nasi laboratore zase
naznacuji, ze naopak linie ze sbirky DrosDel adgf-a fenotyp potlacuji. Redenim
by bylo prenést mutaci v adgf-a do stejného genetického pozadi jako testované
delece a P-elementy.

Vyznamnou roli mohou hrat indhodné mutace, které se snadno
nahromadi b&hem kFizeni provéddéného s pfili§ malym poétem jedincd.

Plvodni (hruby) screening byl provadén za velmi komplexnich podminek

(pfitomnost  heterozygotnich sourozencl ve vialce, pfirozené prostiedi
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nepotlacené antibiotiky, komplexni dieta zalozena na kukufi¢né mouce atd.) a za
nich v urc¢itém genetickém pozadi méla delece Df(2L)dp-79b potlacujici efekt.
Dalsi delece jiz byly zkoumany za jinych podminek a v jiném genetickém pozadi.
Proto je mozné, ze potlacujici efekt byl skryt témito zménami.

Zda se, ze vysSe uvedené externi faktory jsou mnohdy silnéjsi, nez ucinek
heterozygotni mutace, ktera by mohla fenotyp potlacovat.

Na =zdakladé vysledkl screeningu =z &ervna 2010, kdy vysly jako
supresorové prekryvajici se delece Df(2L)Exel6005 a Df(2L)Exel7007, byl z Sesti
genl, které se v tomto prekryvu nachazi, vybréan gen pro enoldzu. Z dFivéjich
screeningl totiz vychazelo, ze zvy$ené mnozstvi adenozinu v adgf-a mutantech
souvisi s energetickym metabolizmem a stimuluje mobilizaci glukdézy do
hemolymfy. Za predpokladu, Ze t&mto mutantdim by nejvice $kodila pravé jejich
priliSna snaha udrzet vysokou hladinu glukézy v hemolymfé, by mutace
v enolaze svym pravdépodobnym zpomalenim glykolyzy mohla adgf-a mutanty
zachranovat, protoze udrzet hladinu glukézy v hemolymfé by pro né pak bylo
snazsi.

Tento predpoklad se ale nepotvrdil, mutace genu pro enoldzu adgf-a
fenotyp naopak jesté zhorsSovala, podobné jako nové vykrizené delece
Df(2L)Exel6005 a Df(2L)Exel7007. Zpomaleni glykolyzy ve vSech burkach
organismu ma pravdépodobné spiSe negativni Uc¢inek na prezivani oslabenych
mutantl. Zdanlivy supresorovy uc&inek té&chto dfive vykfizenych deleci byl
zplUsoben s nejvétsi pravdépodobnosti chybou b&hem kiizeni, protoZe vechny
vysledné screenované mouchy nenesly mutaci adgf-a. Opét ale nemohu vyloudit
ani vliv genetického pozadi.

Po detailnim pocitanim tietich instarl, kukel, dospé&lcl a melanizovanych
larev jsem dosel k zavéru, e &asto pouzivany zplsob, kdy jsou pocitany pouze

kukly, je dostatecny.
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6 Zaveér

U zadné z deleci nebyl potvrzen supresorovy Uclinek adgf-a mutantniho
fenotypu.

Detailnim dele¢nim screeningem se tedy nepodafilo identifikovat konkrétni
gen ¢&i skupinu genQ, které by byly zodpov&dné za supresorovy Ucinek. Ukdzalo
se, ze konkrétni genetické pozadi ma silnéjsi vliv, nez testované heterozygotni
mutace. Vysledky také ovliviuji externi faktory jako jsou aktualni podminky,
pouzita dieta atd.

Nejlepsi délka vareni diety pro zvyraznéni adgf-a mutantniho fenotypu
byla asi 70 minut. Byla potladena variabilita adgf-a mutantl a stupefi letality
a prezivani byl nastaven tak, ze alespon ¢astecné umoznoval delecni screening.

Pfitomnost antibiotik za podminek, ve kterych byly experimenty
provadény, nema vliv. Antibiotika viditeIné nezpomaluji ani neurychluji vyvoj
larev.

BéZzné uzivané pocitani samotnych kukel ma dostateCnou vypovédni

hodnotu a pocty ostatnich vyvojovych stadii odrazi.
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