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1. Uvod
1.1. Octomilka a gendco

Octomilka obecné& (Drosophila melanogaster) je diidilikhmyz, ktery
naSel rozsahlé uplatni v genetice, molekularni biologii, vyvojové bigioa
dalSich odwtvich wdy jako modelovy organismus.¢Roliv to neni na prvni
pohled patrné, octomilka je se svymi zhruba 15 @8ty z genetického
hlediska velice podobnfoveku, ktery disponuje zhruba 20 000 gefigsto
tedy slouzi jako modelovy organismus pro simulagyzkum lidskych
onemocgni.

Jedinci octomilky daistaji délky kolem 2,5 — 3 mm a je u nich vyrazny
pohlavni dimorfismus. Zbarveni byva obvykle veNegiabilni, zejména pak u
mutantnich jedini. Vinna muska, jak se ji tak&kdy iika, Zije téndt po celém
swté, mimo Antarktidy a s neftSi diverzitou v tropech.

Gendco(discs overgrown) je gen, ktery je v genomu octiynimisgn na
tietim chromozomu. Historie objevu tohoto genu je grokhzajimava. Tento
gen byl dvakrat, nezavisle na gpbbjeven, pojmenovan a az po letech se
zjistilo, Ze se nejedna o vice gemle o jeden jediny gen, ktery s&astni

mnoha proceas
1.2. Historie objevu genudco

Jak jiz bylo zmiéno, gendco byl objeven dvakrat. Jednou jako gisoa
jednou jako gewouble-timgKloss et al., 1998), ovliwijici periodu
v cirkadialnich rytmech (Price et al., 1998). Nggpbyl gendcopopsan v roce
1990 a lokalizovan na pravém rameénketiho chromozomu
(Jurnish et al., 1990). Od té doby bylo pomdeinych mutanich postup

umgle vytvoreno mnoho novych alel tohoto genu (Zilian et €899).

1.3. Charakteristika genudco

Gendco (disc overgrown) je konzervovanym ortologem¢sho genu CKd
u Drosophila melanogaster z rodiny kasein kindn¢Klet al., 1998) a taktéz je
shodny s genemouble-timgKloss et al., 1998). Genovymi analyzami a
pomoci cDNA se zjistilo, Ze transkribovatist genudco obsahujetyii exony

a i introny (Zilian et al., 1999). Nejdelgteci rAmec (open reading frame,



ORF) koduje 440 aminokyselin, z nichz 300 aminokgse N-koncem ma

velkou podobnost &eny rodiny CKE ay (Zilian et al., 1999).

1.4. Uloha genudco béhem ontogenetického vyvoje u Drosophila

melanogaster

Apoptoza, jinak takéizena buscna smrt, je proces, ktery je nepostradatelny
pro normalni vyvoj orgahv télech Zivaichu
(Jacobson et al., 1997; Meier et al., 2000) a $l@ke jako kontrola kvality
now vznikajicich bugk, pomaha eliminovat abnormality a poSkozeni & je |
zajisen odpovidajici peet burgk v now vznikajici tkani, v naSemifpact
v imaginalnim disku.
Gendcozpisobuje, Ze ghem larvalniho vyvoje jéetnost apopt6z na nizkeé
arovni a napomaha tak udrzet optimalni rovnovahaiiensénym ctlenim a
apoptozou, tudiz je nepostradatelnym faktorem préwou organogenezi.
Spojeni mezi bugnou proliferaci, smrti a spravnym formovanim &un
v tkanich bylo intenzivé studovano natidelnich imaginalnich discich
modeloveho organismu Drosophila melanogaster
(Edgar, 1999; Serano, O’Farell, 1997§hBm tech larvalnich instar
proclavaji imaginélni kidelni disky rychlé faze proliferace &stu s velmi
maloucetnosti apoptozy (Milan et al., 1997).
V pripact mitotickych nulovych mutafitgenudcodojde ke vzniku fenotypu
s malymi imaginalnimi disky, v krajnimijpact ke ztra¢ imaginalnich disk,

coZ je pro octomilku letalni.
1.4.1. Ztrata genudco a prabéh apoptozy

Rizena buinéa smrt, apoptoza, je proviich pomoci kaspaz. Kaspazy jsou
syntetizovany v inaktivni forén— zymogenu, ktery je dale zpracovavan do
aktivni formy. Cel&d maSinerie apoptdzy podléhigmpé regulaci. Jednim
takovym regulatorem je skupina protiiAP (Inhibitor of Apoptosis). Tyto
proteiny mohou vazat kaspazy, inhibovat jejich kaigkou aktivitu nebo vazat
substrat (Deveraux, Reed, 1999). Studiem skupiatepii IAP u Drosophila
melanogaster byl objeven mechanismus jejiihku a jejich regulace.
Inhibitor apoptézy DIAP1¢len skupiny IAP, mMiZe byt vazan a inhibovan
genovymi produkty ganHid (Head involution defective), Grim a Rpr (Regpe

(Guan et al., 2007). Jestlize tedy dojde k inhibétiteréhoclena skupiny IAP
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nekterym z proapoptickych faktdr(Hid, Grim atd.), dojde k inhibici kaspaz a
ani nedojde k zablokovani apoptézy.

Gendco, ktery, jak bylo zmi#no vySe, mimo jiné udrzZuje nizkou frekvenci
apoptoz , i své ztr& vyvola masivni pokles inhibitoru apoptozy DIAP1a

tudiz i aktivaci kaspazy (Guan et al., 2007).
1.5. Mutace genudco a jejich G¢inky

Od objeveni gendcov roce 1990 byly pomoci mutagennich prdces¢le
vytvoieny nové alely tohoto genu, u kterych bylo postéstovano, jaky maji
Ucinek na vySe zmimou problematiku, v homozygotnim i heterozygotnim
stavu (Zilian et al., 1999). Tyto mutantni alelypsejevuiji jako ,loss of
function“ nebo ,gain of function“. VSechny tyto néalely byly vytvdeny
pomoci EMS indukci alebgd?, dcd®, dcd®®®), vkladanim P-elemeit(dcd™®®
dcd™®® dcd™®*® dcd™*2%9, excizi P-elemeiit(dcd* 3 nebo pomoci paprakx
(dcd™®™®). Tyto testy ukazaly, Zéizné genotypy, zahrnujicizné alely,
vykazuji fizny stupé& a rozsah abnormality, od Uplné ztraty imaginalmiicht
az po normalni disky (Zilian et al., 1999). VSecluyge zmigné ungle
vytvoiené mutace gerdcov homozygotni konstituci vytvaly formy bez
diska (discless) nebo formy s velmi malymi disky (snuh$ics), které
zpasobovaly letalitu u embryi, larev nebo kukel. Ov§edna heteroalelicka
kombinace produkovala normalni imaginalni diskytoTynikétni vlastnosti
méla heterokombinacded”**¥dcd’. Jediném s touto kombinaci se pdila
dosahnout stadia dadpe. Témto dosglcam ovSem byly lokalizovany

vyristky na anténach a na distélnich segmentectekion
1.5.1. Specificita mutantni alelydco®

Alela genudcodcd’ je neobvykla tim, Ze v heterozygotni konstituci
(oproti nulové alele) prodluzuje larvalni stadiumaarekolik dni. Takto
prodlouzené larvalni stadium se vyZaj@ neustalymirstem imaginalnich
diski, tudiZ na konci larvalniho obdobi maji jedinciel@u dco® vatsi
imaginalni disky nez jedinci se standa¥dihouhou dobou larvélniho vyvoje.
Imaginalni disky udchto jedind si udrZely svoji epitelialni strukturu, proto zde
hovaime o hyperplastickémigristani imaginalnich disk spiSe nez o

neoplastickém igrastani.



Heterozygotni konstituce gemlgd’ s jinou zndmou alelou umozni vyvoj do
stadia kukly nebo dogfre. Homozygotni jedinci nejsou schopiepit do
pozdjSich stadii vyvoje.

Pro heterozygotni jedince je typickyé&t$eny tarsalni segment,&$ené

ptilinum na hla¥ ac¢asto chybjici oci.

1.6. Charakteristika rakoviny prsu a jeji zkoumanina druhu Drosophila

melanogaster

Rakovina prsu je jedno z egtjSich zhoubnych onemoéni u Zen.
Navzdory vyznamnému zlepsSeni v rané diagnosticetéobnemoceni i
efektivrejSi 1&he, étvrtina pacientek na toto onemaoni umira
(Fuja et al., 2004).

Pochopeni molekularni podstaty tohoto onendn€nam pomaha ve vyvoji
novych I&ebnych postupna molekularni bazi. V posledni dobaznamenala
véda pokrok v identifikaci tumor-supresorovych gekteré jsou &di¢cné. Jedna
se o tumor-supresoroveé geny BRCAL1 a BRCA2, i kdy2®pipadi rakoviny
neni @&dicnych (Fuja et al., 2004).

Vyvoj karcinomu prsu probiha wkolika etapach. zZdna epitelialni
hyperplazii, poté nasleduje faze karcinomu a nakseekarcinom stava
invazivnim.

K identifikaci gen, které se ztashuji regulace buktné proliferace a
tumorogeneze, byl pouzit modelovy organismus Drbdapnelanogaster.
Genetickymi studiemi byly objeveny tumor-supres@ageny, jejichz recesivni
mutace vedly k hyperplastickémiepistani larvalnich imaginalnich disk
ostatnich tkani (Bryant et al., 1990).

Histologickymi vySetenimi bylo potvrzeno, Ze lidské homologghto tumor-
supresorovych gén(CSNKZ%, DLG1, EDD/hHYD se exprimuji v lidské

rakovinové tkani.
1.7. Charakteristika lidskych homologi tumor-supresorovych geri

CSNK1e koduje kasein kindzei (CKlg), serin-threoninovou kinazu, jejiz
nadnernd exprese mimo jiné ovilwje Wnt signalizaci tim, Ze pragplodobré
poméaha vytvéet stabiliz&ni komplex v biice, ktery zabrani tomu, aby A
catenin, kléova molekula ve Wnt signélni draze, degradovanwitimiaci. Tato

problematika CKd ve vztahu k Wnt signalizaci bude rozebrana dale.
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DLGL1 (disc large 1) kédujaDlg, ktery je¢lenem proteinoveé rodiny
Guanylate kindza. Je homologem genu Drosophily mogjaster TS@Gllg,
jehoZ mutaci a ztratou futikosti dochazi kignistani imaginélnich diska
mozku v larvalnim stadiu. Guanylate kinaza je obeykkalizovana na
membranovém cytoskeletu a obsahujkatik domén. Hraje roli
v intracelularni signalni transdukci. Imunochemitiéalizatni experimenty
ukazaly, zehDlg je lokalizovan podél bazolateralnich povirapitelialnich
burgk streva.

PDZ2, doména genového produkiilg, se vaZe na mitotickou kindzu
TOPK/PBK ahDIg tedy interaguje s ostatnimi tumor supresory, zagne
s PTEN a APC.

EDD/hHYD/DD5 koduje progestinem indukovany proteinifEtdo rodiny
proteimi HECT.EDD je homologem genhyd (hyperplastic discs) u

Drosophily melanogaster, jehoz ztrat@agpbuje peristani imaginalnich disk
1.8. Vysoky vyskyt mutaci genu CK¢ ve vztahu ke vzniku karcinomu

Vysoky vyskyt somatickych mutaci, ktery byl objewegenuCSNK1
(CKle), spol€n¢ se skutenosti, Ze gen CKlaktivuje Wnt signalizaci, fize
znamenat, Ze tyto dva faktoryigpivaji ke vzniku rakoviny (Fuja et al., 2004).
Sekvenovanim vzotkrakoviny bylo odhaleno, Ze kasein kindza 1 epggon
mutovana, respektive jeji N-terminalni oblast. Tamatace se objevovala s 15%
cetnosti. Sekvenovanim bylo odhaleno 19 nesynonymmigaci v genu Ckel
Nékteré mutace byly nachazeny opakavalednalo se o mutace L39Q (Zjis
celkem gtkrat) a S101R (zjigha celkem dvakrat) (Fuja et al., 2004). Tato
pozorovani nastinila moznost, Ze tyto mutace matvtiunovat funkci CKk a
Ze mohou hréat ktovou roli @i mikroevoluci karcinomu aigspivat k jeho
progresi. Ngjastji vyskytujici se mutace, L39Q, byla u packestrakovinou

nachazena samostatnebo v kombinaci s mutaci S101R (Fuja et al., 2004



2. Role CKle v signalnich drahach a procesech

2.1. Fat/Warts signalni draha

Fat/Warts signalni draha, znama také jako Hippodig draha, kontroluje
velikost orgaf pomoci regulace bétiného @leni a apoptozy. Nespravné
fungovani drahy zisobi dramatickéieristani tkag v imaginalnich discich
(Madhuri Kango-Singh, Amit Singh, 2009). Mnoho kindahrnutych do této
signalni drahy funguje jako tumor supresory. Jestna kinazy Warts (Wts),
Hippo (Hpo), Salvador (Sav) a Mob (Mats). Trans&nipkoaktivator Yorkie
(Yki) u Drosophily i jeho lidsky homolog byly idefikovany jako onkogeny
(Harvey et al., 2003; Jia et al., 2003; Justical.et1995; Kango-Singh et al.,
2002; Lai et al., 2005; Pantalacci et al., 2003 draet al., 2002; Udan et al.,
2003; Wu et al., 2003; Xu et al., 1995).

V piipadt poskozeni vySe zmdnych tumor supresémauize dojit k genistanim
tkang. To umoznilo, pomoci mutaitidentifikaci girozenych funkcidchto
¢lent signalni drahy. NejiezitéjSi funkce je omezovanastu kthem vyvoje
tkare imaginalnich disk u Drosophila melanogaster, coz se jevi jako ¢aink
princip Wart signalizace (Reddy, Irvine, 2008). &wsneni zcela zndmo, jak
tyto geny ovliviuji ostatni projevy hitky. V této oblasti je provésh intenzivni

vyzkum.

2.1.1. Fungovani Warts signalni drahy u Drosophilanelanogaster

Genetickymi a biochemickymi studiemi byly geny \téajWts), Hippo
(Hpo), Salvador (Sav) a Mats-as-tumor suppresotgManisgny do
pomysiného $edu Warts signalni drahy. Dale byla objeveéada aspekt
které posiluji vzajemné interakce mezi nimi.

Hippo a Warts jsou serin-threoninové kinazy a jepd&tivita je regulovana
fosforylaci a spojenim s geny Sav a Mats. Studiesty Ba¢iho homologu
Hpo, se zjistilo, Ze tuto kindzu Ize aktivovat imt@lekularni fosforylaci
(Glantching et al., 2002; Lee, Yonehara, 2002) iviktan& kinaza Hpo
nasleds fosforyluje Wts, Sav a Mats (Wei et al., 2007) yAlyla kinaza Wts
aktivovana, je zap&ebi kinazy Mats, ktera slouzi jako kofaktor

(Lai et al., 2005) a jeji fosforylace napomaha waghaz Wts — Mats



(Wei et al., 2007). Aktivovana kinaza Wts inhibtjenskrigni koaktivator
Yorkie (Yki), ktery je klcovym regulatorem transkripce @stu burgk
(Huang et al., 2005). Pro uplnost dodavam schétnssignalni drahy na

obrazkue.1.
D= i Hey
Fj—ll L l
Fat i ()
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l lats:
arts

A
Obr.¢. 1 Schéma signélni drahy Fat-Warts
(prevzato z Reddy, Irvine, 2008)

2.1.2. Kli¢ova uloha transkripéniho koaktivatoru Yorkie

Transkrigni koaktivator Yorkie je ktiovou sodasti celé Hippo signalizace. Je
inhibovan cytoplazmatickou sekvestraci Hippo sighdtahy

(Bandura, Edgar, 2008). Koaktivator Yki podporujstrtkarg, ale, neni-li pod
kontrolou, niize byt nezadouci.

Nedavno provathé studie identifikovaly DNA vazajici protein Scgied (Sd),
ktery se jevi byt partnerem Yki (Goulev et al., 20@/u et al., 2008; Zhang et
al., 2008; Zhao et al., 2008). Jak jiz bylo z#mio, kinaza Wts po své vlastni
fosforylaci miZe pokr&ovat ve fosforylaci Yki a tim ho inaktivovat. Takto
inaktivované Yki neumoZzni DNA vazajicimu proteind \&zat DNA. Jestlize
ovSem nedojde k inaktivaci transkiipho koaktivatoru Yki, vytvéi se
komplex Yki-Sd, ktery vede k expresikolika gerii, které podporuji svymi
produkty organovyist. Témito produkty mohou byt cyklin E nebo inhibitor
apoptézy DIAP1 (Bandura, Edgar, 2008).



2.1.3. Transmembranovy receptor Fat a Ulohaco v regulaci Hippo

Transmembranovy receptor Fat reguluist tkarg pomoci Hippo
signalizace. Tuto regulaci provadi fosforylovany &ktivaci Hippo kinazy
pomoci proteinu Expanded (Ex). Podle genetickyalishentiZze receptor Fat
aktivovat Hippo kindzu sdm o sbhle k tomu zaptgbi velkého cadherinu jako
ligandu. Timto ligandem je transmembranovy ligaratiisous
(Cho et al., 2006). Dalsim moznyitienem kaskady ovliwijici proliferaci a
apoptézu by mohl byt podiekterych vyzkuni Dco. Genetické testy umistili
dcodo Fat signalni drahy (Cho et al., 2006). Niejel se pedpokladalo, Zze Ds
nebo Fat budou potencionalnimi substraty fosfoeylaco, poz¢jsi studie vSak
Ds vylowily jako substrat, protoZze Dco nebylo schopno Bddoylovat.
DalSim dikazem pak byla utte navozena nadéma exprese proteinu Dco in
vivo pomoci systému UAS-Gal4. Takto zvySené mnadzstvduktu genulco
vedlo k zvySeni fosforylace Fat (Feng, Irvine, 20Q@stlize fosforylace
receptoru Fat pomoci Dco skimé probiha, pak by aleldco® mela mit op&ny
efekt, protoze zjsobuje neschopnost tiky Fat signalizace
(Feng, Irvine, 2009).

Tato alela gendcov sol& ukryva d¥ bodové mutace, které vedou

k masivnimu peristani tkas v imaginalnich discich. Dale tato mutace zvySuje
hladinu inhibitoru apoptézy DIAP1 a prodluzuje laivi stadium. Naopak,
ztrata genulcovede k redukovanémdstu a snizeni hladiny DIAP1

(Sopko et al., 2009).

V Gvodu tohoto odstavce byla znifra dilezitost ligandu Dachsous na Fat
receptor. K zji&tni vztahu mezi fosforylaci receptoru Fat podporawan
ligandem Ds a fosforylaci zavislou na Dco byla pohenalytické metody
Western blot posuzovana mobilita proteid vysledki vyplyva, ze Dco
ovliviuje fosforylaci, kterou zprogtdkovava Ds, a Zéco’ sniZzuje hladinu
fosforylace Fat (Feng, Irvine, 2009). Fosforylaeeaptoru Fat je tedy zcela
zasadni proces pro celou signalni kaskadu, ktdiyiaje cely sled
nasledujicich reakci.

Fuja a kolektiv publikovali v roce 20@#anek, ve kterém prezentovali objev
nékolika mutaci objevenych v lidské rakovinoveé tkarak jiz bylo uvedeno,
jednalo se o mutace L39Q a S101R. Doktor TomasZabke ve své praci
zan®fil na owieni funknich znén tchto mutaci. Zavad mutace do geindco
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které byly regulovany sousednimi genomickymi sekeem,cimz byla
zajiStna rirozena exprese mutantnidhoforem. Doktor DoleZal zkoumal,
zda mé&dcd>*?vliv na Fat/Warts signalni drahu. Mutantni jedidcg->°° maji
mimo jiné podobny fenotyp jako mutanti Fat/Wargnsilni kaskady

(Cho et al., 2006; Dolezal et al., 2010). Jejiatotgpy se podobaji napagin
zvétSenymi imaginalnimi disky (Justice et al., 1998nBett, Harvey, 2006).
Vysledky dale ukazaly, ze mutaditd>°?v heteroalelické konstituci &t
vyrazre zwtSena kidla, podobg jako mutantni jedinci ve Fat/Warts signalni
kaskad, oproti wild-type jedinédm. Tyto vysledky vSak jeStnenaznéuji

spojitost dcd>°? s Fat/Warts signalizaci.

2.2. Akt signalni draha

Akt signalni draha je velicetiteZita @i vyvoji organismu a vzniku rakoviny.
Jedna se o signalni drahu proteinoveé kinazy B/Kiketra je nezbytna vaznych
vyvojovych procesech, zejména pak v metabolismikusyntéze protein
kontrole bug¢ného cyklu, ¢etrg inhibice apoptézy (Nicholson, Anderson,
2002). Tato draha je intenzi&studovana ve vztahu k rakowjrprotoze jeji
nadnérna exprese byla mimo jiné spojena s maligni tanséci tkag, ale take
s rezistenci &i chemoterapii (Kim et al., 2005).

Akt signdlni draha riZe byt aktivovana, jestlize je fika vystavena mnohym
druhim stimuli. Témito stimuly mohou bytistoveé faktory, inhibitory
fosfatazy, hormony nebo i bény stres (Nahta et al., 2006).
Serin-threoninova kinaza Akt svoji signalizaci stioje rekolik drah a
podporuje tak zachovani btlg které by jinak podlehly apoptéze, fosforylaci
vhodnych substrat Jedna se néilad o substraty Bad, kaspaza-9, KKy AP
atd. (Nicholson, Anderosn, 2000).

K pocateini aktivaci této signalni drahy je zafedti fosfoinositidove
dependetni kinazy (PDK1), kter& fosforyluje Threind808. Celkové aktivace
je ovdem dosazeno fosforylaci Serinu 473. \Copan fFipad je defosforylace
hlavnim nastrojem inhibice této signalni drahy.d&azeni defosforylace B/Akt
proteinové kinazy jeréba jedné ze dvou fosfataz. Tytazdesfatazy se
nazyvaji PTEN a PP2A. Podlékterych zdroj byla ztrata nebo jiné poSkozeni
fosfatazy PTEN defosforylujici fosfatidylinositolkenazu (P13K)

zdokumentovana az v 50 %ipadi rakoviny



(Engelman et al., 2006). Fosfataza PP2A se uk@dadanhibitor Akt signalni
drahy, ktery dokaze tuto drahu inaktivovat defogfei obou aktivénich mist
na proteinu (Millward et al., 1996).

2.2.1. Uloha CKle v Akt signalni draze

Hi vyzkumu leukémie byla studiemi CKbbjevena potencialni moznost
pozitivni regulace PTEN, coZgdstavovalo vyhoduippisobeni
genotoxického stresu (Okamura et al., 2006). Taidmost byla zvaZzovana na
zaklad pozorovani vzork rakoviny, ve kterych byly nachazeny bodové
mutace v genu pro CKlu vice nez 10 % pacientrpicich rakovinou
(Fuja et al., 2004). Ztrata funkce PTEN byla spajgk s onemocmim
leukémii, tak i s tumorogenezi u savc
Védecky tym Petera Bryanta se z#ihna objasini problému, zda
gen CKZ hraje rgjakou roli @i tumorogenezi. Jejich zkoumani vedlo
k poznatku, Ze regulace Akt signalni drahy prolpitdnoci CKE a Ze probiha
raiznymi zpisoby (Modak et al., 2008).

Modak et al. vyuZzivali k pokusn buiky MCF-7. Tyto buiky byly izolovany

v roce 1970 od Sedesati devitileté pacientky tigac€inomem prsu. dmto
buinkam, které nebyly schopny tkibendogenni CK4, byly pomoci transfekce
zavedeny konstrukty kodujici uwild-type CKle nebo,kinase-dead mutant*
(DN) — buiky, které nemily funkéni CKle. CK1e byly posléze inkubovany

v insulinu po dobu 60 minut za&&lem aktivace Akt signalni drahygldek
téchto konstruki byl nejprve néfen mirou fosforylace Serinu 473, ktery, jak je
zminéno vyse, je nezbytny pro aktivaci signalni drahytotbuiky pak byly
porovnavany s hikami, které nebyly vybavenyigluSnymi konstrukty a
nebyly inkubovany v inzulinu. Exprese fumkho CKZx vedla k o0 mnoho
vétSimu p@tu fosforylaci na Serinech 473 nez u &kiDN a burgk bez
konstruktu CK%. Protoze fosforylace Serinu 473 na Akt je&&th pro Gplnou
aktivaci kinazy, byla snaha dokazat, Zze €kidukuje plnou aktivaci Akt
drahy. Byla tedy urle navozena fosforylace na Serinu 9 proteinovézina
GSK33 a tim byl inhibovan jeji vliv na pottani kontroly bus¢ného cyklu
(Kim et al., 2005). Biikky oSetené inhibitorem proteinové kindzy CKIC 261
mély potlacenou fosforylaci GSK@i v ptitomnosti insulinu.

Christina Modak dosjta k zawru, Ze exprese CKlivede k aktivaci Akt

signalni drahy.
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Protoze u linie butk MCF-7 nedochazi k expresi CKIModak et al. se
pokouseli zjistit, zda Akt signalizace, zpr@stkovana CKd, probiha i u jinych
rakovinovych bus¢nych linii. K experimentu byla vybrana higma linie
Hs578T. Tato linie ma, podobiako MCF-7, normalni hladinu PTEN.
Obdobrg jako u linie MCF-7 byla urle navozena exprese genu €l
pomoci epidermalnihaistoveho faktoru aktivovana Akt signalni draha.
Pomoaoci inhibitoru IC 261 se pokouSeli zjistit, ztaezenim CKd dojde ke
snizeni aktivace Akt signalni drdhy. Takto é8eé€, v inzulinu inkubované
bunky vykazovaly vyrazny pokles fosforylace Akt, podgako buiky
neinkubované v inzulinu. Toto zj&ti jen potvrdilo, Ze CKd je zodpo¥dné za

plnou aktivaci Akt signalni drahy (Modak et al.,03).
2.3. Wnt signalni draha

Wnt signalni draha je t5protein, jejiz role je doke znama v embryogenezi
a také pi vzniku rakoviny, tedy mutace Wnt genebo sodasti Wnt signalni
dréhy vede k vyvojovym porucham.
Vstup do Wnt drahy zajisije receptor Frizzled (Fz), na ktery se vaze Wnt
protein jako ligand. Prostdnictvim rkolika cytoplazmatickych komponent
je signél penesen bdi nap-catenin, v takovémifpad se jedna o tzv.
kanonickou Wnt signdlni drahu, nebo na jiné tymu&tnin, které nevyuzivaji
B-catenin, v takovémifpact hovaime o nekanonické Wnt signalni draze. V
piipadt kanonické drahy vstupuecatenin do jadra a vytviakomplex s TCF

proteiny,¢imz aktivuje transkripci Wnt geén
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Fz

Degradace ff-cateninu

Jadro
Obr.¢. 2 Kanonicka Wnt signalni kaskada bézgmnosti ligandu Wnt

(prevzato z Komiya, Habas, 2008, upraveno)

S Wat signilem

LRPS/6 Fz
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¢ Jadro ¢

—» Cilové geny

Obr. ¢. 3 Kanonicka signalni kaskada s Wnt ligandem

(prevzato z Komiya, Habas, 2008, upraveno)
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2.3.1. Fungovani kanonické Wnt signalni drahy

K aktivaci Wnt signalni drdhy dochazi navamanint ligandu na receptor
Fz a koreceptor LRP5 (Zeng et al., 2008). Navatigaynd umozni fosforylaci
koreceptoru¢imz je umozano navazani Aktinu na zminy koreceptor
(Tamai et al., 2004). Receptor Fz pak aktivuje giroDishevelled (Dvl)
(Wong et al., 2003), coZz umozni fosforylaci koregoep. Protein Dvl je dalSi
klicovou molekulou f této signalizaci. B navazani aktinu na Dvl se zablokuje
degradani komplex,imz se znemoznitpnos fosfatove skupiny rflacatenin
(Kishida et al., 1999). To #gobi hromaéhi B-cateninu v cytoplazena i
urgitém mnozstvi se zae gresouvat do jadra, kde igobi aktivaci transkripce
a tim i expresi gei) jedna se ndfklad o genyc-mycnebo gen koédujici
cyklin D1.
V piipadt, Ze se na receptor Fz nenavaze ligand, dojdevioigyti
degradaniho komplexu v cytoplazén Degradani komplex zfisobi fosforylaci
B-cateninu a tim zajisti jeho degradaci (Zeng etl&97). Fosforylovany
protein Dvl je pomysinym jadrem degr&dého komplexu, na ktery se napojuji
dalsi komponenty: Adenomatus Poliposis Coli (AR&lycogen Synthase
Kinase (GSK-B) a CK1 (Yost et al., 1996). GSK33osforylujep-catenin.
FosforylaceB-cateninu slouzi k jeho oz&eni pro ubikvitinaci a naslednou

degradaci proteazomem.
2.3.2. Nekanonicka Wnt signalni draha

Nekanonickych signalnich kaskad bylo v poslednisitolika letech
objeveno gkolik typa. Vyznauji se glenosem signalu nezavislym na
B-cateninu. Obdohnjako u kanonické Wnt signalni drahycaaa renos
signélu navazanim ligandu na Wnt receptor. Takowymateptorem fize byt,
podobre jako v gipadt kanonické drahy, receptor Fz nebo dalSi (ROR, RYK)
signalni drahy je od kanonické drahy odliSny vewddalezitych aspektech.
Jednak se liSi cilovymi geny, jednak $ermosu dastni odliSné proteiny.

13



2.3.2.1. Nekanonicka Wnt/C4&'" signalni draha

Aktivace této signalni drahy standafgmobiha navazanim Wnt ligandu na
receptor, jeho? vysledkem je #ma koncentrace Ghionti v cytoplazng.
Vznikly komplex Wnt/Fz interaguje s dimerem G-piote
(Slusarski et al., 1997). Jehepodjednotka aktivuje fosfolipazu C, ktera
umozni tvorbu inositolutrifosfatu (§Pa diacyglycerolu (DAG). Poté dojde
k uvolnsni C&* iontii z endoplazmatického retikula do cytoplazmy. Wghéi
tedy zvysi koncentraci Ghiontii v cytoplazng, &imZ jsou aktivovany
poteinkindza C a kalmodulin dependentni kinaz&lih( et al., 2000).

Protein kindza C aktivovana €aonty reguluje diferenciaci tkani pomoci
GTPazy CDC42 (Winklbauer et al., 2001).

(gt

Dddéleni tkani

Obr. &. 4 Nekanonicka Wnt/Gasignalni kaskada
(prevzato z Komiya, Habas, 2008, upraveno)
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2.3.2.2. Planar Cell Polarity signalni draha (Wnt/ZP)

Objev Wnt/PCP signalni kaskady vedl| k poznatkis&éato draha uplatje
v uréovani orientace chlougkna kidlech a vyvoji omatidii.
Pro genos signalu je u této nekanonické signalni drdddy kdicovy receptor
Fz, ze kterého se signalgmasi na protein Dvl. Protein Dvl masddomény.
Jedné se o domény DEP a PDZ domény. Tyto doméiiyditezitou roli [i
aktivaci dvou paralelnich drah, které zahrnuji GayPaho a Rac
(Axelrod et al., 1998).
GTPazu Rho aktivuje protein DAAML1 tim, Ze vytv&omplex s Dvl
(Habas et al., 2001). Aktivovana kindza Rho déksopi na ROCK a myosin
(Marlow et al., 2002) coz vede ke Zmam ve stavbcytoskeletu.
DalSi signalizace probihajictgs DEP doménu proteinu Dvl, stimuluji GTPazu
Rac. Aktivace této signélni drahy neni zavisla WADI1 proteinu
(Habas et al., 2003).

Prestavba cytoskeletu

Obr.¢. 5 Nekanonicka Planar Cell Polarity signalni katska

(prevzato z Komiya, Habas, 2008, upraveno)
2.3.3. Klicova uloha proteinu Dishevelled a jeho regulace

Protein Dishevelled hrajél@zitou Ulohu jak v kanonické signalni draze, tak
i v nekanonickych signalnich drahach. V kanonidgé&ni draze se uplatje

jako p‘enaseé signalu z receptoru rfacatenin degradai komplex. DalSi jeho
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vyznamnou ulohou je funkce igpina&e"”, podle rkterych praci je tento protein
zodpowdny za pozitivni regulaci kanonické signalni dralgarové take za
inhibici nekanonické drahy - PCP signalni drahytoTjaho kitova aktivita je
pravdpodobré umozréna jeho fosforylaci kasein kindzau(CKle).

Podle rkkterych zdroj se CKE vaze pimo na doménu PDZ proteinu Dvl a na
C-terminalni oblast Axinu (Rubinfeld et al., 200@ySem jiné zdroje uvé,

Ze se CKd vaze pimo na DEP doménu proteinu Dvl a kiepo na Axin
(Kishida et al., 2001). Navzdory usilovhému zkouim#ni zcela jasné, jak se
CKle vaze a jak ovlistuje Wnt signalizaci. Nademna exprese CKlzvySuje
fosforylaci fiznych komponent Wnt signalni drahy. Jedna séikiag o Dvl,
Axin, APC. Nelze tedy jednoztiaé vyvodit zawr fyziologického @inku pri

této signalizaci (Cong et al., 2004).

2.3.4. Uloha CKl v kanonické Wnt signalni draze

Jak jiz bylo zmigno v predchozim odstavci, Uloha C&Ve Wnt signalizaci
jeS& neni zcela jasnda. V roce 1999 identifikovaldei CKle jako pozitivni
regulator kanonické Wnt signalni drahy. Nauina exprese této kasein kinazy
vyvolala u embryi modelového organismu Xenopusitaditeré byly pedtim
oz&eny davkou UV z&ni, transkripci cilovych géna umoznila jim tak fezit
(Peters et al., 1999). Navic bylo prokazano fyzjaké propojeni CKd,
proteinu Dvl a Axinu. Poziji bylo zjisténo, Ze kinazova doména Cide vaze
na PDZ podjednotku proteinu Dvl (Peters et al.,2)9P0o zvéejnéni tohoto
objevu nasledovala dalSi tvrzeni, pogaa silnymi dkazy, Ze podjednotka
PDZ proteinu Dvl neni jedinym mistem vazby EKNagiklad se ukazalo, ze
CKle se vaze mo na
C-terminalnicast Axinu (Mckay et al., 2001). DalSimi misty, Kudy
prokazany vazby CK| byla doména DEP proteinu Dvl a vazba s Axineraeskr

doposud neidentifikovany protein (Kishida et a002).
2.3.5. Uloha CKle v Planar Cell Polarity signalni draze

V predchozim odstavci bylo uvedeno, Ze €Kyla identifikovana jako
pozitivni regulator Wnt signalni drahy. Protein Dwlklicovou komponentou
nejen pi transdukci Wg signalu, ale také pktivité Planar Cell Polarity
signalni drahy, respektiveigprostedkovani DFz1 aktivity. #nadnerné

expresi CK¢ tedy dochazi k aktivaci Wnt signalni drahy. Druhgfaektem této
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nadn&érné exprese je negativni ouvliovani PCP signalni drahy. Pro potvrzeni
nebo vyvraceni tohotaredpokladu bylo vytvieno osm transgennich linii
Drosophily pomoci UAS/GAL-4 systému (Cong et ai02).

Bylo zjiSténo, Ze aktivace Wg signalu ve vyvijejicim galle vede

k ektopickym okrajovym chlougnm uvnit kiidla a ztrata funkce nebo
nadneérna exprese DFz1 naruSuje jejich polaritu (Axeleval., 1998). Pomoci
driveru C765-Gal4, ktery se exprimoval v celéfidle, byly pozorovany
ektopické chloupky uvnitkiidla, podobs jako u Wg signélni aktivace.
Nadmerna exprese CKltedy vedla k defekim polarity (Cong et al., 2004).

2.3.6. CKle jako pozitivni regulator kanonické a negativni regilator

nekanonické signalni drahy

Vitézslav Bryja se ve své praci zabyval vySe zmymi viivy CKle na
kanonické i nekanonické signalni drahy a taiéolika mutacemi genu CKl
Tyto mutace byly nalezeny u pacientek s rakovineu pJednalo se o mutace:
L39Q — nefastji se vyskytujici mutace; L39Q v kombinaci s S101B9Q
v kombinaci s L49Q a N78T.

Vysledky jeho prace ukazuji, ze vSechiiyriutantni alely mohou své produkty
navazat na protein Dvl, ovSem nedokaZou ho fostegtl cimZ dochazi k ,loss
of function” v kanonické Wnp-catenin signalni draze (Bryja et al., 2010).
Dale na z&klatlsvych vysledi potvrdil, Ze pi fosforylaci proteinu Dvl

pomoci CKEt dochazi k inhibici nekanonické signalni drahy

(Cong et al., 2004; Bryja et al., 2008). Gk tedy jevi, jak jiz bylo zméno,
jako ,prepina", ktery sneruje signal od nekanonické signalni kaskady ke
kanonické Wn-catenin signalizaci (Bryja et al., 2010).

3. Prakticka ¢ast
3. 1. Uvod do problematiky

V praktickécasti své bakatgké prace, ktera se tyka pouzesti mé
bakal&ské prace, jsem se zabyval nulovou mudad®®® Jak bylo zmi#no
v odstavci 1. 5., jedna se o aleludlenvytvarenou. Tato alela gerdcose
chové recesivha je v homozygotni konstituci letélni. V transhesgygotni
konstituci ezivaji jedinci nesouci ve svém genotypu tuto adeldosplci.
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Nulovi mutanti nemaji funini gen dco a tudiZz u nich dochaghbm larvalniho
vyvoje k velkému pétu apoptdz a hynou. Kdyz ovSem tato nulova mutackeb
v heterozygotni konstituci oproti standardni alekhude mit tato mutantni
alela efekt letality. Dco fosforylaci receptoru E&djme ¢asté&né inhibuje
Fat/Warts drahu (Dolezal et al. 2010). Aktivni Méatts draha pottaje rist,
proto jsme se rozhodli otestovat, zda odebranigedely Dco a tudiz snizeni
exprese Dco, bude m&mhibovat Fat/Warts drahu, coz by se mohlo prajevi
zmen3enim ndfklad kiidel dosplce. Ve svém experimentu jsem se tedy
pokusil otestovat, zda aleted®® ovlivni velikost kidel u dosplych jedind.

3. 2. Cil préce
- vyKiZit poZadovany genotyp
-ziskat Kidla jedindg tohoto genotypu

- znEtit plochu Kidel mutantnich jedinica porovnat ji s velikosti plochy

wild-type jedindi
3. 3. Material a metody
3. 3. 1. KiZeni poZadované linie pro experimentalni &eni plochy kidel

Pro nefeni plochy kidel mutantnich jediricbylo poteba vykKiZzit linii
s genotypem nesouci alalud®® nad normalni alelou gerdeo Tito jedinci

byli kiizeni podle nasledujiciho schématu (Obr. 6).

e88 +
7 yw dco x O Yw dco+
TM6B dcc
e88
YW dco
+

Obr.¢. 6 Fiprava mutantni linie pro &eni
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Jako vychozi linie byli pouZiti sathjedinci stokwislo 1012 s alelodcd®®®
nad balancerem TM6B. Tito samci bylikeni se samicemi YW s éima
standardnimilcoalelami. Vysledek tohotorkzeni pak byl YW s alelodcd®®®
nad standardni alelalco.

3. 3. 2. Ziskavani a réreni kridel

Kiidla byla z jeding ziskavana, po jejichipneseni na deskiu, ze které
vzlinal oxid uhlEity, pomoci prepatmich pinzet. B preparaci kidel byla
pouzita binolupa Olympus SZX10 s kamerou Olympud @RZiskana
neporuSenaikdla byla vyfotografovanarpkonstantnim z#tSeni. Rozréry
fotografii byly 4080 x 3072 pixél Pro pozdjsi prevedeni velikosti plochy
kiidel v pixelech bylo vyfotografovanodtidio s 1 mm (Obr. 8) se stejnym
zvétSenim jako Kdla. Pozdji byl pomoci p@itatového programu GIMP
stanoven péet pixeli na 1 mm.

U vypreparovanych a vyfotografovanyctidel byla stanovovéana plocha

v pixelech pomoci nastroje polygonéalniho #stbprogramu GIMP. Zfisob

méteni je zobrazen na obrazkislo 7. Tlust&ernacara oznauje hranici

vybéru plochy. Namdfené vysledky jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach
(Tab. I — VIII). R prvnim neieni byl péet pixefi na 1mmi 1175020.

druhém ndieni 1739556. Tyto dvhodnoty jsou rozdilné, protoZe prvni a druhé
meéteni bylo provadno nezavisle na sepv jinou dobu, a tudiz 2tSeni, i

kterych byla kidla fotografovana, bylo rozdilné.

Obr.¢. 7 Princip ndteni plochy kidla
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Obr. ¢. 8 Vyfotografované riidlo se stejnym zstSenim jako fotografieiidel

Tab. I: Vysledky prvniho gteni mutantni linie samic

e88 e88
samice YW dcf samice YW dcf
pixely mn?

3185847 2,711312999
3049067 2,594906470
2847697 2,423530663
3085996 2,626334871
3175518 2,702522510
3071917 2,614352947
3116809 2,652558254
3044690 2,591181427
3159469 2,688864019
3196210 2,720132423
3165470 2,693971166
3120241 2,655479056
2939849 2,501956562
3042243 2,589098909
3064113 2,607711358
2727614 2,321334105
3150209 2,680983302
2862535 2,436158533
3157149 2,686889585
3153895 2,684120270
3006775 2,558913891
3171873 2,699420435
3018825 2,569169035
3348622 2,849842556
2942974 2,504616092
3004715 2,557160729
3160194 2,689481030
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Tab. II: Vysledky druhého steni mutantni linie samic

e88 e88
samice YW dcf samice YW dcf
pixely mn?’

4625011 2,658730734
4667649 2,683241586
4560478 2,621633336
4453153 2,559936559
4439318 2,55198338
4265800 2,452234938
4347481 2,499190023
4312565 2,479118235
4533520 2,606136278
4479881 2,575301399

Tab. 1lI: Vysledky prvniho rfeni mutantni linie sanfic

e88 e88
samci YW ded samci YW ded
pixely mn?’
2582669 2,19798
2571490 2,18846
2562905 2,18116
2355414 2,00457
2488743 2,11804
2279187 1,93970

Tab. IV: Vysledky druhého #iteni mutantni linie saniic

e88 e88
samci YW ded samci YW ded
pixely mn?’

3758227 2,160451862
3435932 1,975177574
3383807 1,945213031
3676236 2,113318571
3535802 2,032588776
3435852 1,975131585
3560207 2,046618218
3508016 2,016615734
3688436 2,120331855
3458840 1,988346452
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Tab. V: Vysledky prvniho &feni samic se standardnim genotypem

samice YW dco samice YW dco
dec” dec”
pixely mn?’

2964511 2,522945141
2991058 2,545537948
3110530 2,647214515
2810567 2,391931201
2920697 2,485657265
2689348 2,288767851
2985463 2,540776327
2995731 2,549514902
2731327 2,324494051
2798785 2,381904138

Tab. VI: Vysledky druhého #teni samic se standardnim genotypem

samice YW dco samice YW dco
dec” dec”
pixely mn?’

4129386 2,373816077
4182966 2,40461704
3987938 2,292503374
3722422 2,139869024
4443076 2,554143701

Tab. VII: Vysledky prvniho réreni sam@ se standardnim genotypem

samci YW dco samci YW dco
dcc”® dec”
pixely mn?’

2390280 2,034246
2209429 1,880333
2815282 2,395944
3161572 2,690654
2416809 2,056824
2964433 2,522879
3045639 2,591989
2184049 1,858733
2342179 1,993310
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Tab. VIII: Vysledky druhého ®teni samaé se standardnim genotypem

samci YW dco samci YW dco
dec” dec”
pixely mn?’

3058002 1,75792099
3286453 1,88924818
3447567 1,98186606
3055505 1,75648556
3118381 1,79263042
3036052 1,74530282
3058002 1,75792099

3. 4. Vysledky prace
3. 4. 1. Statistické vyhodnoceni nagitenych hodnot
Pri statistickém zpracovani jsem polozZil nulovou higzui, ktergika: ,Alela

dcd®®® v heterozygotni konstituci neoviivje velikost kidel.®

Tab. IX: Statistické vyhodnoceni obowif@ni mutantni linie samic

Aritmeticky pr amér 2,60268945
Prumérna odchylka 0,0799962
Smérodatna odchylka 0,103165278

Tab. X: Statistické vyhodnocenicheni mutantni linie sanic

Aritmeticky pr amér 2,062731479
Prumérna odchylka 0,080077742
Smérodatna odchylka 0,090593536

Tab. XI: Statistické vyhodnoceni safith kiidel s normalnim genotypem

Aritmeticky pr amér 2,429579504
Pramérna odchylka 0,135212692
Smérodatna odchylka 0,111831103

Tab. XII: Statistické vyhodnoceni séioh kiidel s normalnim genotypem

Aritmeticky pr amér 2,044142939
Prumérna odchylka 0,254696913
Smérodatna odchylka 0,322711934
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Tab. XIII: Tabulka vyp@gitanych hodnot Studentova t-testu

Samice P value 0,130602
Samci P value 0,121448
4000000 -
3500000 -
3000000 -
2500000 -
2000000 -
1500000 -
1000000 -
500000 -
0 . . . .
mut. samice std. samice  mut. samci std. samci

Obr.¢. 9 Grafické znazogmi velikosti Kidel v pixelech podle genotypu a
pohlavi

3. 5. Za&wr a diskuze

Alela dcd®®je nulova mutantni alela, ktera je v homozygotrigtituci
letalni. Zpisobuje, Ze ghem larvalniho vyvoje Drosophily neni inhibovana
apoptoza a tudiz nemohou vzniknout imaginélni diskgripad heterozygotni
konstituce jedinecigZiva.

Ve své praci jsem se zdfil na owieni, zda heteroalelicka konstituce alel,

v mém pgipads dcd®®® nad +, zpsobi vznik mensichiidelnich imaginalnich
diska a kidel.

Pt ovérovani nulové hypotézy jsem pouzil parovy t-testdhtmty P-value pro
olk¢ pohlavi jsou uvedené v tabulce XllIl. Vyfitana hodnota P-value pro
samice mi neumoznila zamitnout nulovou hypotéz&%eahladiré
vyznamnosti, tudiz ze statistického hlediska ade@t®® neovliviiuje velikost
kiidla. Hodnota P-value pro samce mi nedovolila zaouit nulovou hypotézu,
tudiz ani u samicnemohu tvrdit, Zelcd®® ovliviiuje velikost kidel.

Jsem si wdom, Ze v mé praci je nizky pet meieni, zejménadkterych

statistickych soubdr coz otevira prostor pro dalSi zkoumani v tét@sibl
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