Jiho¢eska univerzita vCeskych Budjovicich
Prirodovédecka fakulta

Reportery genové exprese Drosophila melanogaster

Bakal&ska prace

Ji¥i Stros

Skolitel: Mgr. Toméas Dolezal, Ph.d.

Ceské Budjovice 2013



Stros J., (2013): Reportéry genové expred@rosophila melanogaster [Gene expression
reporters inDrosophila melanogaster. Bc Thesis, in Czech] - 50 p., Faculty of science,
University of South Bohemia&,eské Budjovice, Czech republic

Anotation

Drosophila melanogaster is a widely used model organism in genetic reteard in a
number of other disciplines associated with medaral biotechnological issues. The first
part of this thesis presents a review of some lgEietic tools and gene expression reporters
used inD. melanogaster research with emphasis on the use of GFP repdittersecond part
presents a description and results of my experiahembrk aimed at the reporter construct
consisting of adenosine deaminase gene (ADGF-A) @GRB marker. When using gene
expression reporters such as GFP, it is importakihbw whether the presence of reporter
does not affect the studied process. The experigesdribed in this study tested whether the
fusion protein consisting of GFP and adenosine d®se is fully functional enzyme or
whether the enzyme activity is influenced by thespnce of fluorescent tag. Results of this
work support the usefulness of using the fusiorsttot as a gene expression reporter.
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1.Uvod

1.1.Drosophila melanogaster jako modelovy organismus

Drosophila melanogastefoctomilka obecna) je druh hmyzuréadu dvoukidlych
(Diptera) jiz vice nez jedno stoleti Siroce vyuriygako modelovy organismus v genetice,
burg¢né a molekularni biologii, vyvojové biologiitad dalSich ¥dnich oboi, které maji
vztah k biotechnologicky a Iékeky vyznamnym probléfm.

Studium octomilky umoznilo ndklad potvrzeni, ugesreéni a doplgni Mendelovych
principa dédi¢cnosti (krong jiného formulovanim a rozvijenim teorie, podlerktgsou geny
lokalizovany na chromozomech). Na tyto poznatky&zaV rozvoj genetického mapovani
a nasleda revolwni rozvoj Sirokérady molekulars biologickych metod v poslednich
desetiletich. Octomilku jako modelovy organismusuziyaly pikopnické studie
zabyvajici setznymi technikami mutageneze, molekularniho klonéwémhadou jinych
metod, na které navazuje vyzkum dalSich orgafizidebyvalé moZnosti poskytuje
Drosophilapro studium genové exprese, které se stale dyhkgmiaviji.

Na molekulars genetické urovni existuje podobnost mezi bezofratlzivocichy
a ¢lovéekem. Také proto j®rosophilavyuzivana jako model ke studitiznych lidskych

onemocgni.

1.2.Charakteristika

D. Melanogasterje musSka kosmopolitniho rozéni dofistajici rekolika milimetn.
Jako modelovy organismus je vyuZivangedevsSim pro svou nen&most a rychlé
rozmnozovani s relatigrvelkymi pasty potomk.

Haploidni genom octomilky velkyiiblizné 170 milioni pam bazi je organizovan do
¢tyt chromosoni (ozna&enych X/Y, 2, 3 a 4), iemz ¢tvrty chromosom je maly
a geneticky méalo vyznamny. V genomu je kédovafibligné 13 600 gefi, coZz odpovida
zhruba polovig pcoctu gerii ¢lovéka. DNA obsahuje vyrazny podil repetitivnich seksien
(21%) a mobilnich genetickych elem&r{®%; shrnuji Hartwell et al, 2000). Transpozony
maji vyznamné vyuZzitiip experimentalnich studiich jako proeiky inzeéni mutageneze
a v dalSich navazujicich metodéach.

Pri studiuD. melanogastejsou velmi uziténé tzv. balancerové chromosomy. Jedna se
0 varianty chromozofh upravené viagtnymi inverzemi tak, aby nemohly podstupovat

rekombinaci. Hlavnim iinosem balancerovych chromosbnje moznost udrZzovat



recesive letalni mutace v heterozygotnim stavu. To je umip@rtim, Ze takto upravené
chromosomy jsou samy v homozygotnim stavu obvyitélhi, takze jedin heterozygot
nesouci balancerovy chromozom a recesivatalni mutaci na jeho homologu je
Zivotaschopny. V tisledku absence rekombinace vznika rozmnoZzovaniavyak jedind
opét jen heterozygotni potomstvo s jednim balancerovghiromosomem a jeho
homologem nesoucim danou mutaci. Pro vSechirgeheticky vyznamné chromosorby
melanogastejsou dnes k dispozici balancerové varianty. Paxsé rozpoznani genotypu

nesou balancerové chromozomy obvylkdg@kou fenotypo¥ napadnou zriku.

2. Studium genové exprese D. melanogaster

Genova exprese nebo téZz exprese genu je procegmkije informace zakdédovana
v sekvenci DNA vyuzivana k syntéze funkho genového produktuémmito produkty jsou
obvykle proteiny. Exprese géntedy zahrnuje procesy transkripce aftippct geni
kodujicich proteiny takeé translaci. Krénoho se mohou upl&bvat rekteré dalSi procesy,
jako nap. sestih RNA nebo posttranstai modifikace proteih Vysledkem tohoto
procesu je molekularni aparat zéjigci vSechny Zivotni pochody hkly a organismu.
Exprese sehrava hlavni roli v procesech vyvoje dyz®logickych reakcich. Regulace
genové exprese probiha na vice Urovnich zahrnhjiigizikalni a chemické modifikace
DNA, regulaci transkripce a translace a posttramsl@rocesy. Jelikoz exprese geje
fyzickou realizaci &dicnosti, edstavuje jeji vyzkum jednu z néjdzit¢jSich oblasti
genetického vyzkumu, ktera se v poslednicdstle dynamicky rozviji.

Studium genové expreselu melanogastejiz piineslo velmi podrobné poznani Siroké
fady mhiznych biologickych procésa mechanisiin od identifikace a charakterizace gen
jejich produkfi a funkci az po rozkryti a podrobny popizmych signélnich kaskad a
vyvojovych a fyziologickych mechanigm Zcela zasadni vyznam ma studium genove
exprese ID. melanogastepii odhalovani molekulaggenetické podstaty procesu vyvoje,
neba’ tyto poznatky se stavaji vychodiskem pro vyzkundalSich organisin véetrg
¢lovéka. Revoléni rozvoj technik a metodickychfigtupi umoziuje dalSi prohlubovani
existujicich poznatk

Z toho vyplyva hlavni cil studia genové expresesrjn je identifikace a furdai

charakterizace génve vztahu k fenotypu.Pdosahovéani tohoto cile byla vyvinutada
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identifikace gefi na zaklad jejich exprese (pasti na zesiléea viz 2.2.) a cilend
manipulace s genovou expresi (systém GAL4; viz ;2r&bo RNA interference).
Prelomovy vyznam maji v s@asnosti nové celogenomovigiupy (viz 2.5.).

Jmenované fiistupy Siroce vyuzivaji reportérové geny, které @@ vizualizovat
genovou expresi a jeji pramlivost v¢ase a prostoru. Zvlastni pozornost je v dalSich
kapitolach této prace émovana jednomu z nejvyznagjsich genovych reportér

zelenému fluoresceénimu proteinu (GFP; viz 2.4.).

2.1. Mutageneze, P-elementy

Dalekosahlé moZnosti studia gem D. melanogaster piineslo vyuziti mobilnich
genetickych elemet které jsou pro tento organismus typickym fenoménée vyzkumu
nasly velké uplatini predevSim tzv. P-elementy (Ryder a Russell, 2003).

P-elementy jsou transpozony ve swaqdni podob dlouhé 2,9 kb. Z obou kofigsou
ohrantené invertovanymi repeticemi dlouhymi 31 pdrazi. Tyto invertované repetice
jsou nezbytné pro transpozici (Vviigeni z genomu). Vnihi ¢ast obsahuje koédujici
sekvenci enzymu transponasy, ktery katalyzuje gra@aspozice (Karess a Rubin, 1984).
Syntéza transponasy podléhdaribé specifickému seshu, a proto je za firozenych
podminek enzym produkovan pouze wkéch zarodéné linie. Vhodnou Upravou
(odstrarni intronu mezi 2. a 3. exonem) se dosahne expregeém typu bugk (Laski et
al., 1986; Ryder a Russell, 2003), coz je vyhodmnémikacich uvedenych dale.

Transponasové aktivita termindlnim invertovanym repeticim &d P-elementy za
svou schopnost mobilizace (viigeni z genomu) a nasledné viceg@ahodné integrace
do genomu. ¥chto vlastnosti se Siroce vyuZzivadi pechnikach inzemi mutageneze
a transgenozB. melanogaster

Inzekni mutageneze je procesj kterém se P-elementy ndhadntegruji do genomu,
¢imZz mohou zpsobit geruSeni sekvence diteho genu a tim dat vzniknout novym
fenotypim (Cooley et al, 1988; Oh et al., 2002). Nastede provadi prastovani
ziskanych linii na nové fenotypy. Tato metodadstavuje klasickyifstup v identifikaci
a charakterizaci gén

Na podobném principu je zaloZena P-elementova fvamace. Pikopniky vytva&eni
transgennich liniD. melanogastepomoci transpozdnbyli Spradling a Rubin (1982). Pro
mutagenezi i transgenozi byléeba mivodni transpozony zie¢ modifikovat, aby se
dosahlo kontrolovatelnostéthto proces. Upravené P-elementy byvaji zbavené kodujici



sekvence transponasy, kter4 je nahrazena repojtérgenem (nap genemrosy pro
zbarveni oka) pdfpact jakymkoli jinym klonovanym genem, ktery ma byt eee do
genomu.

Za &elem transformace jsou konstruovany vektory zaléZzema upravenych P-
elementech (Lund et al. 2011). Vzhledem k abselastni transponasy nejsou transgenni
konstrukty v &chto vektorech samy o si®hbmobilizovatelné. Proto sefiptransgenozi
dodava transponasa z jiného zdroje. V¢asuosti je obvykle pro tytocaly s ugitymi
Upravami stabilé integrovana do genomu (Robertson et al., 1988).

Vlastni vneseni cizorodych konstriktse podle fivodniho pistupu provadi
mikroinjekci konstruki do ¢asného embrya a naslednou izolacigsptransformovaného
potomstva. (Rubin a Spradling, 1982; Spradling &iRu1982). Pro &ely inzegni
mutageneze a na ni navazujici techniky pasti ndozage (viz 2.3.) je dnesgvodni
technika mikroinjekci nahrazena podstatjednodussim #zenim transgennich linii
nesoucich upraveny P-elementovy konstrukt s refpwyéni geny s liniemi nesoucimi
stabilni zdroj transponasy (Robertson et al., 1$38gh, 1995).

Jinou aplikaci P-elemeitje mutageneze vyt¥@nim deleci pomoci n&gsného
vystiizeni P-elemeritpii jejich mobilizaci. Transpozon vioZzeny do genomtize byt ot
mobilizovan picemzZ jeho vysiZzeni z genomu obvykle nebyv&esné a zanechava za
sebou deleci (Cooley et al, 1988; Singh, 1995)td g mozné generovat mnohiznych
mutantnich alel.

Jako no¥jSi technika vytvéeni transgennich liniD. melanogastesse v sotiasnosti
rozviji homologni rekombinace (Rong et al., 200&gr4 gedstavuje mozZnost vysoce

specifického vnaseni cizorodych konstfudlb genomu.

2.2. Pasti na zesilowse

Studium geft pomoci nahodné mutageneze a naslednéhoéiondni na nové
fenotypy ma sva zraad omezeni. Jednim z nich je skutest, Ze ¥wtSina ged D.
melanogastememd& Zadny zvlastni fenotyp, ktery by vznikl jejigiaktivaci (Miklos
a Rubin, 1996), takZe jejich mutovanim nemusi bigkéna poZadovana informace
o funkci daného genu. Tato omezemékmnava technika tzv. pasti na zesit@/gangl.
enhancer traps ktera umoi#uje identifikaci a funkni charakterizaci génna zaklad
jejich expresniho vzoru. iBtup vyuzivad inzerce konstruktna bazi P-elemeint

s reportérovymi geny k vizualizaci specifickych segnich vzar danych reguknimi



sekvencemi (zesilova transkripce) oblasti inzerce konstruktu a tim hinge detekci
a charakterizaci gérpodléhajicich&mto regul&nim sekvencim.

Zesilovae transkripce (enhancery) jsou regmiasekvence eukaryotické DNA, které
se podileji na regulaci transkripcélghlych gerii a to i na velké vzdalenosti (desitky kb).
Pisobi pomoci transkrgmich faktofi, které se vazou na zesilégva vytvdeji s nim
komplex, ktery se nasledinza vzniku sm§ky vaze na promotorové oblasti gen
a ovliviiuje tak jejich transkripci. Zesilo¢a pisobi na okolni geny bez ohledu na jejich
orientaci a mohou bytiffiomné i uvnit genu (Blackwood and Kadonaga, 1998; Kolovos et
al., 2012).

O'Kane a Gehring (1987) vyvinuli systém umiojici detekci regukénich genomovych
sekvenci ID. melanogastea tim polozili zaklady naslednému dalekosahlénmuzity pasti
na zesilovée. Autai vychazeli z metody nahodného vykeai operonovych fazi, ktera
umoZziuje izolaci a charakterizaci giema zaklad vzon jejich exprese u baktérii. Metoda
je zaloZena na ndhodné integraci reportérového gempromotoru. Exprese tohoto genu
je potétizena kkterym z bakterialnich promotib{Casadaban a Cohen, 1979). S uvazenim
nekterych odliSnych aspektregulace transkripce u eukaryotnich orgariisfpavislost
aktivity promotoru na okolnich sekvencich, hapesilovaich) aplikovali O'Kane
a Gehring (1987) obdobnyiptup uD. melanogastek detekci enhancerovych sekvenci.

Autori vyuzili P-elementové transformace (viz 2.1.), aavedli do muSiho genomu
konstrukt sestavajici z reportérového geaaZ (kdduje enzyng-galaktosidasu &. Coli;
viz 2.4.1.) a P-elementového promotoruldBZ), ktery se pro poeby této studie ukazal
vyhovujicim.

Za timto &elem zkonstruovali transpozonl&],ry']A, ktery obsahoval ve spravném
¢tecim ramci transtai fuzi reportérového genlacZ ve druhém exonu transpozonu, P-
elementové konce nutné pro transpozici, gen rogyjdko fenotypovou zriku (zbarveni
oc¢i) a na 3’ konci trailerové sekvence a polyadetnilanisto geninsp70 V plazmidovém
vektoru byl tento transpozon vpraven mikroinjekoi @mbryaD. melanogastespol&né
s vhodnym zdrojem transponasy (pomocny vektor). Dyhtento P-elementovy vektor
mobilizovan, coz umoznilo jeho naslednou inzerciSilmké fady iiznych genomovych
lokalizaci. Potom byly izolovany u&gre transformované linie.

Studie ukazala, Ze integraci tohoto konstruktecpazi slaby promotor pod kontrolu
nekterého z okolnich zesilova, coz se miZze projevit zvySenou expresi reportéroveho
genu. To bylo pedvedeno ziskanim transformovanych linii, jejichibeya exprimovald-

galaktosidasu v mnohazanych prostorovych vzorech. Vizualizace tohoto r&grového



genu bylo dosaZzeno pomoci substf@galaktosidasy X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-galaktopyranosid), jehoZ oxidaci vznikd modrévben. Studium jednotlivych inzerci
nasledg umoznilo identifikaci a charakterizaci velkéhaiponovych lokus.

Omezenim tohototwodniho pistupu byly slozité a nataé procedury mikroinjekci.
Tato pekazka byla fekonana postupnym vytienim transgennich linii nesoucich
konstrukty potebné pro mobilizaci stabinintegrované v genomu. Mobilizace je tak
mozné dosahnout pouhymiiZenim linie nesouci zdroj transponasy (imobilizo¥a
odstragnim jedné z terminalnich repetic) s linii nesouwddre modifikovany transpozon.
Mobilizace potom probiha ste&jjako u inzegni metageneze (viz 2.1.)(Cooley et al., 1988;
Robertson et al., 1988; Bellen et al.,1989; Wilebal.,1989; Singh, 1995).

Cooley et al. (1988) integrovali transponasovy gergenomu pod kontrolu tepelnym
Sokem indukovaného promotoru gehsp70 Mobilizace byla poté dosazena tepelnym
Sokem. Robertson et al. (1988) vyvinuli jiny stabikdroj transponasy schopny stélé
exprese v somatickych i zaragych buikdch bez pdeby aktivace tepelnym Sokem. Této
vSudygitomné exprese transponasy bylo dosazeno odsfrandruhého aiétiho intronu
jejino genu (elementn2-3; Laski et al.,, 1986). Vyt¥éni novych linii pomoci P-
elementové mobilizace takgstalo byt zavislé na mikroinjekcich.

Toto zdokonaleni techniky pasti na zesikaumoznilo jeji vyuzZivani ve velkém
metitku. Bylo identifikovAno a charakterizovano velké@nozZstvi novych lokus
podilejicich se nadenych vyvojovych procesech od embryondlni segmentpo
diferenciacirady orgai a tkani (Singh, 1995).

Vhodnost a ¥rohodnost tohotoifistupu byla potvrzenautezitym zjiS€nim, ze vzory
exprese reportérového genlacZ odpovidaji vzaim exprese endogennich geratkoli
v nékterych gipadech neni vylaiena moZnost ovlivni vysledki nag. inzerci
transpozonu dodkteré dilezité oblasti genu (Kassis, 1990; Singh, 1995).

Vyznamnym vyuzitim techniky pasti na zesildgge vytvaeni linii, u nichz specificka
exprese vloZzeného reportérového genu d&zea ugité buiky, tkare nebo organy
s vysokym rozliSenim (Bellen et al., 1989). Ziskt#nhto vysoce specifickych b&nych
znaek poskytuje moznost sledovani ozeaych soubdr burek v pribéhu vyvoje. To
umoznilo poznani vyvojovych prodes podrobnostechitve nedosazitelnych.

Techniku pasti na zesilo¥a je také mozné pouZzit k inzai mutagenezi s vyhodou
ozna&eni inaktivovaného genu reportérem. To umge nap. sledovat expresni vzor
mutovanych geiy které jsou homozygognletalni, v heterozygotni konstituci (Singh,
1995).



Nevyhodou systému pasti na zesikkwanize byt mozny nesoulad mezi detekovanou
expresi reportérového genu a skatau transkripci daného lokusu tmobeny nab
pietrvavanim reportéru po dity ¢as i po ukoteni transkripce lokusu v ramci vyvoje
(Singh, 1995). Jinouipkazku pedstavuji sekvami preference P-elemeéntAckoli se o P-
elementové inzerci pojednava jako o nahodném popdegy ukazany preference pro
uréitd mista inzerce (Hama et al.,, 1990), codZencinit ¢ast gefi touto technikou jen
obtizre zachytitelnymi.

Modifikaci techniky pasti na zesilos& ktera ma potencial do zZime miry reSit
uvedeny problém nenahodnosti P-elementové transpozie vyuziti jiného typu
transponovatelnych eleméntZa timto @elem byly zkonstruovany vektory na bazi
element hobo (hobolac?), jejichz sekvedni preference je mignodliSna od P-elemén
coz dava perspektivu odhaleni novych lakukteré se nepodido zachytit pomoci P-
elementovych enhancerovych pasti (Smith et al.3188hgh, 1995).

Vyuziti technikky se neomezuje pouze Ba melanogaster Pasti na zesilova
predstavuji dinny nastroj nap pro studium genomu obratlav¢Korzh, 2007).

Vedle pasti na zesilova byl vyvinut obdobny systém zvany pasti na gemgkayene
traps Lukacsovich, 2001). V tomtofistupu je exprese vektoru genové pdastiena
endogennim promotorem, zatimco vektory korwérh pasti na zesilova nesou vlastni
promotor. Vektor je poté exprimovan pouzerippc, Ze dojde k jeho integraci ve spravné
orientaci do oblasti podléhajici promotoru endogleamenu.

Po technikdch mutageneze, které umupzstudovat funkci gainna zaklad fenotyp
ziskanych jejich inaktivaci, znamenal nastup pastizesilovée velky pokrok, nebd
umoznil @imo sledovat expresi génaniz by bylo byvalo péeba o danych genech
piedem ®co wdét. Tim umo#uje tato technika geny seasré identifikovat
i charakterizovat z hlediska jejich expresnich uzddicméré znalost pesné prostorové
lokalizace atasové promnlivosti exprese genin vivo obvykle poskytuje jen omezenou
informaci o jeho funkcich a regéaich mechanismech. DalSim igobem, jak ziskat
pozadovanou informaci o studovaném genu, bylo zavedisgsSnych technik, které

umoziuji ridit expresi genu podle peby.

2.3.Rizeni genové exprese: Systém GAL4

Jednim z dlezitych gistupi k analyze funkce génse ukazala byt tzv. ektopicka
exprese. Je to exprese genodliSné prostorové nebimsové lokalizaci, nez jaka nastava



za rirozenych podminek. Jak je uvedeno vyi#Sima ged D. melanogastenema zadny
zvlastni fenotyp spojeny se ztratou funkéesg-of-function phenotypéMiklos a Rubin,
1996), ktery by vznikl jejich inaktivaci. Ektopickéxprese mize pomoci se o takovych
genech dogdét vice (Elliot a Brand, 2008).

Obzvlast uzitetnym a roz&enym nastrojem pro studie zaloZzené na ektopickéeskp
se stal systém GAL4/UASigvzaty z genetiky kvasineggkaccharomyces cerevisiagento
systém poskytuje rozsahlou Skalu moznosti a techeifulace a vysoce igsného

selektivniho cileni genové exprese v prostotase.

2.3.1. Princip fungovéani systému GAL4

GAL4 je eukaryoticky transkrimi faktor sestavajici z 881 aminokyselin (Laughon
a Gesteland, 1984; Duffy, 2002). Funguje jako tapsni aktivator gefi zapojenych
v kvasinkovém metabolismu galaktézy (Hashimoto let1883; Elliot a Brand, 2008).
Aktivace je zajiSovana vazbou proteinu GAL4 na cilovou oblast DNAamwu UAS
(Upstream Activating Sequencegprotisnérné aktivujici sekvence), sestavajicivodre ze
Ctyi kopii sekvence o sedmnacti parech bazi (Ginigeal.e1985), ktera je pro aktivaci
transkripce nezbytna. GAL4 je analogicky zesitalra transkripce (enhancery) ostatnich
eukaryot (Duffy, 2002).

2.3.2. Vyuziti systému

VyuZzitelnost systému spivd ve schopnosti GAL4 aktivovat transkripci jakiéko
promotorem op#ené sekvence uméste za prvkem UAS. Takto iwe byt aktivovana
kodujici sekvnece jakéhokoli genu nebo takéin&pnstrukty RNAIi (Elliot a Brand,
2008). GAL4 uD. melanogastepravdpodobre nema zadny Skodlivy fenotypovyiaek
(Duffy, 2002).

Brand a Perrimon (1993) zavedli systém GAL4 do wualk genové exprese .
melanogastea navrhli metodicky aparat pro cileni genové es@revolenych genpodle
potreby. Tim poskytuji experimentatorovi nebyvalé matntenti libovolné fidit expresi
geni v Sirokérack tkanove a burgcné specifickych vzai.

Uvedeni auth demonstrovali vyuZiti systému GAL4ipdentifikaci funkce proteinu
even-skipped embryonalnim vyvoji. Ukazali, Ze systém GALAjp@Zné vyuZit Kizenym
zmeénam osud burek ve vyvoji.

Studie vyuziva GAL4/UAS jako dvoustranny systémklddem je vytvoeni dvou
odcklenych transgennich linii, z nichZ jedna nese kiadligekvenci GAL4 exprimovanou



vV urtitém vzoru (tzv.driveru) daném okolnimi regutaimi sekvencemi a druhd nese
konstrukt sestavajici z transktigho aktivatoru UAS a sledovaného genu (tzv.
respondery ¢asto reportérovy gen). Linigdriveru exprimuje GAL4 v witém vzoru, coz
samo o sobnema fenotypovy projev. Linieesponderwnese sledovany gen pod kontrolou
sekvence UAS, ale v nfomnosti aktivatoru GAL4 je tento gen transknip neaktivni.
Spustni exprese sledovaného gemesponderd je pak dosazenotiZenim &chto linii
mezi sebou za vzniku potomstva, které exprimmgsponderve vzoru daném expresi
GAL4 (driveru). Tato exprese je umo&dma vazbou proteinu GAL4 na regémd prvek
UAS a naslednou aktivaci transkripce genu, kteryaehézi pod jeho kontrolou (Brand
a Perrimon,1993; Duffy, 2002; Elliot a Brand, 2008)

Moznost drzet linieesponderwa driveru oddlen¢ piinasi velké vyhody (Duffy, 2002;
Elliot a Brand, 2008). Umadilije na@. udrzovat geny, jejichZz produkty jsou toxické nebo
snizuji Zivotaschopnost, coZ je umeé@n transkrigni neinnosti genutizeného prvkem
UAS v negiitomnosti GAL4. Patr& nejvyznamgjSi vyhodou systému GAL4/UAS je
moznost selektivhvyvolat expresi sledovaného genu v konkrétnim wzmurek a tkani,
ktera dosahuje zejména s pomadnych modifikaci vysokéigsnosti v prostoru i ¥ase.

Z toho vyplyva sotasré také hlavni omezeni systému, kterym je omezenyetpo
expresnich vzdr (driveri), které jsou k dispozici. Linie jsou uchovavany stck
centrech, jaké je napv americkém Bloomingtonu. Popisy mnoha linii jgsou dostupné
v databazi FlyBase.

Za telem charakterizace expresniho vzortitdho GAL4driverujsou tyto transgenni
linie nejdrive Kizeny sresponderovymliniemi, které nesou pod kontrolou prvku UAS
n¢jaky reportérovy gen (fluorescam proteiny,3-galaktosidasu). Vzor exprese reportéru
v8ak nemusi byt totoZny s expresnim vzorem respomédbo genu, ktery chceme
studovat. Proto byva p@ba analyzovat vzor exprese indukované GAlkirerem primo
pro studovany gen (napmunohistochemicky). Novym vychodiskem by mohia primo
pouziti variant gef znaenych fluorescefmimi reportérovymi proteiny (Duffy, 2002).

Expresi reportéru ve vzoru daném regolani sekvencemi GAL4 je potom mozZné
snadno sledovat. iPtom je velmi dilezite, aby reportérové geny né&m Skodlivé
fenotypové dinky na studovany proces. Phelps a Brand (1998)xalkaze rktere
reportérové konstrukty mohou mit v kombinaci sec#fpkymi GAL4 drivery letalni

acinky.



Dulezitym funkinim aspektem GAL4 je také zavislost jeho aktivitytaplot (Duffy,
2002). Ri 16°C je aktivita proteinu GAL4 minimalni a roste zvysujici se teplotou. To
umoziuje predejit moznym Skodlivymdinkam responderw ¢asnych stadiich vyvoje.

Znalost sekvence genoniu melanogastespol&né se zvladnutim technik mutageneze
a transgenoze umoznilo Siroké vyuZziti systému GAIAB jako flexibilniho prostedku
cilené genové exprese.

Brand a Perrimon (1993) vyvinuli¢kolik vektori pro vytv&eni transgennich linii
responder a drivei. Za G&elem umisini studovaného genu pod kontrolu GAL4
zkonstruovali vektor pUAST, ktery nese prvek UASpmotor fsp7Q, mnoh&etné
klonovani misto, intron (SV40) a polyadenyia signal. Sledovany gen je klonovan do
vektoru a ten je nasledpouzit k vytvdeni transgenni linie.

Pri vytvareni miznorodych vzor exprese GAL4 se upkatji dva gistupy (Brand,
1999). Jeden je zalozen nfipmjovani znamych specifickych promoiok sekvenci genu
GAL4. Vzor exprese GAL4 je potom dan zvolenym proonem. Druhy vyuZiva pasti na
zesilovae (viz 2.2.). Konstrukt GAL4 je nahodintegrovan do genomdjmz se dostava
pod specifickou kontrolugkterého z geonomovych zesilava

Pro tvorbu konstrukit sestavajicich z regiaich sekvenci a genu GAL4 vytiid
Brand a Perrimon (1993) vektory pGAWB, pGATB a p@ATTyto konstrukty umaiuji
vioZeni znamych regudaich sekvenci zacélem ziskani specifickych vabrexprese
GAL4. Moznosti vyuziti systéemu GAL4/UAS se vyznatmrozsfily s fadou modifikaci
téchto vektod.

Jista rozmanitost exprese cilového genu pod kanirdJAS je dana také mistem
inzerce konstruktu UAS-gen v genomu. Stejny cilgeyp mize byt po kizeni se stejnou
linii driveru GAL4 exprimovan vizné mfe v zavislosti na genomové lokalizaci
konstruktu UAS-gen (Brand, 1999).

2.3.3. Modifikace a aplikace systému GAL4/UAS

Jak vektory pro vytv@ni transgennich linii, tak postupy vyuzivani systé
GAL4/UAS byly nizné modifikovany. Vektor pGAWB byl zkonstruovan prockaiku
pasti na zesilow@ (enhancer trapsviz 2.2.), ktera nalezla Siroké vyuZiti jako magipro
identifikaci geri. Upravami vektoru pUAST byl ziskan podobny vekpafASP vhodny
predevsSim prorizeni expreseesponderuv maternalni zarodeé bur¢né linii (Duffy,
2002).
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P vyuZivani systému GAL4/UAS proigsné cileni genové exprese se ukézalo, Ze
specifita exprese driveérneni v gkterych gipadech dostatea a tak vznikla poeba
modifikace postup smérem ke zvySeni igsnosti a rozliSeni cileni genové exprese
v prostoru aase. Duffy (2002) a Elliot a Brand (2008) shrnujkalik hlavnich postup
zavedenych ke zdokonaleni moznosti regulace systému

Regulace exprese sledovaného gamsponder) v ¢ase niize byt dosazena pouzitim
represoru aktivity GAL4, kvasinkového proteinu GAlL8ktery se vaze na GAL4
a zabrauje tak aktivaci transkripce. Schopnost GAL8O0 imwviéat aktivitu GAL4 uD.
melanogaster piedvedli Lee a Luo (1999). DosaZzeni vysSSiho stuptasové
regulovatelnosti systému pomoci GAL80 dalo sfmies rekterymi jinymi technikami
vzniknout dalSim fistupim, jako jsou analyzy vyuzZivajici vytkéni geneticky
mozaikovych jeding. To miZze byt uziténé zejména pro studium gerkteré zgsobuji
¢asnou letalitu. Omezenim jejich exprese pouze Hmangcasti mize byt jejich letalni
Gcinek potla&en, coZz umozni studium jejich chovénivivo. Fi vytvéireni mozaikovych
jedinal se uplaiuje fizena mitotickd rekombinace zprestkovana kvasinkovou FLP-
rekombinasou.

Jednou z modifikaci systénregulace genové exprese pomoci represorovéhaoimrote
GAL8O je vyuZiti jeho teploth citlivé varianty (GAL80® Matsumoto et al., 1978).
Aktivace transkripce je potom mozné dosahnout vbadmenou teploty. Tentoistup je
zékladem metody zvané ,TARGETtefmporal and regional gene expression targeting
(McGuire et al., 2003). Pro studie tohoto typu bylvinuty balancerové chromosomy
nesouci sekvenci GAL80 (Vef et al., 2006).

Regulace exprese sledovaného gentase je také mozno dosahnout pomoci
hormonal® indukovatelnych forem GAL4. Jedna se o fuzni pmteestavajici z GAL4
a hormonalniho receptoru, jejichz aktivace nastaZzapo navazani vhodného ligandu
(hormonu). Aktivace transkripce je tak dosazenmgeliSe podanimifslusného hormonu
ve stra¥. Vyhodou tohoto systému je moznodegejit moznym Skodlivym dinkam
piedcasné exprese sledovaného genu. K dispozici jsou vérianty €chto faznich
proteini, GAL4-estrogenovy receptor a GAL4-progesteronowceptor zvany také
»,GeneSwitch(Han et al., 2000; Osterwalder et al., 2001; Roregal., 2001).

Duffy (2002) a Elliot a Brand (2008) uv&dradu dalSich modifikaci systému GALA4.
Jeden z fistupi vyuziva systém, ve kterém je aktivita GAL4 indukoa tetracyklinem
(tzv. systéemTet-On. Jina metoda roztlje protein GAL4 na d¥ domeény, které jsou

drzené odéere jako proteinové chiméry s heterodimernimi podjekami tzv.
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leucinovych zi. Pouze pokud se élpodjednotky vyskytuji ve stejnych tkach, jejich
spojeni d& vzniknout heterodimeru s fank aktivani aktivitou (,Split GAL4). Jiné
metody spojuji systém GAL4 s pattavanim exprese gérpomoci RNA interference.

Vyuziti systéemu GAL4 se neomezuje pouze na D. nogjaster, ale nachazi stéle SirSi
vyuZziti u celérady jinych organisiin jako nap. u mysSi nebo husetku Arabidopsis
thaliana (Lewandoski, 2001; Engineer et al., 2005; Elli@drand, 2008). Kror piistup
in vivo bylo vyuziti systému roz&no také na buiné kultury (Duffy, 2002).

Systém GAL4 navazuje na techniky P-elementové neum@ze a fedstavuje mocny
prostedek pro techniku pasti na zesildeaebo pasti na geny (viz 2.2.).

Jmenované modifikace a specialni metodickéstppy @Fedstavuji pouze vy
z existujicich moznosti. Systém GAL4 poskytuje nmyoenflexibilni nastroj pro studie
zaloZené na ektopické expresi @ieavsak nachazi vyuzititadé dalSich oblasti. Vyuziva
se nap. pri identifikaci a charakterizaci lokaskteré modifikuji fenotyp vyvolanyizenou
expresi. Je pra¥godobné, Ze Skala modifikaci i moznosti vyuZzititéyas GAL4 se bude

dale rozSiovat.

2.4. Vizualizace genoveé exprese. Reportérové geny

Existuje rkolik zpasohi vizualizace genové expreseriymi metodami jsou
hybridizace molekularnich sond nebo imunohistoclk&énidetekce produkt pomoci
protilatek. Tyto pistupy maji svA omezeni. Jednou z nevyhod je skast, Ze poskytuji
jen staticky obraz genové exprese, takze netmjpsledovat dynamické zny genové
expresein vivo. Tyto metody navic vyZaduji relati¥rslozité manipulace, které zahrnuji
pitvani studovanych tkani a jejich fixaci, cozize indukovat zkresleni. Jinou nevyhodou
piimé detekce produkt genové exprese idhe byt omezena propustnost tkani pro
protilatky. Nag. kutikuly larev a dosglych jedina@i D. melanogastejsou pro protilatky
nepropustné (Brand, 1999; Yeh, 1995).

Nepimé gistupy vyuzivaji detekci produktgenové exprese pomoci reportérovych
gen. Reportérovy gen je sekvence DNA koéduji€jaky snadno rozpoznatelny produkt
nebo fenotypovy znak. Rekombinantni konstrukty nesoeportérové geny jsou zavay
technikami transgenoze do cilovych organismyto geny jsou vyuZivany Sirokdadou
raiznych zisohi a k tiznym (Eelim. Fikladem vyuziti reportérovych géne detekce

a charakterizace loktisa zaklad jejich piirozené nebo ektopické exprese (viz 2.2. a 2.3.),
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charakterizace exprese gepomoci faznich protein znaeni specifickych typ buick
nebo jsou pouzivany jako setek fenotypové zniky.

VyuZziti reportérovych genje velmi Siroké a fesahuje ramec studia genové exprese.
Moznym pouzitim je nap identifikace a selekce pozitigntransformovanych bk
v burg¢né populaci fi procesech f&nosu genetického materialu.

Mezi nejvyznampjSi reportérové geny pouZzivané D. melanogasterpati [3-

galaktosidasa a zelené fluoresa@mroteiny.

2.4.1.3-galaktosidasa

B-galaktosidasa je enzym ze skupiny hydrolas, kisrolyticky S€pi laktozu a jiné
B-galaktosidy na monosacharidy. Jako reportér jec8irvyuzivanap-galaktosidasa
z baktérie E. coli kédovana genemacZ lakt6zového operonu. Protein je tetramer
sestavajici zetyr stejnych podjednotek o celkové hmotnosti 464 k&ze se jedna
o relativre velkou molekulu (Matthews, 2005; Fowler a Zabif7Q; Rouwenhorst et al.,
1989; Jacobson et al., 1994).

Vizualizace expres@-galaktosidasy je dosahovano pomoci chromogennibststu
X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyp-D-galaktopyranosid), jehoZz oxidaci vznika modré
barvivo. Buiky a tkar, ve kterych se enzym exprimuje, je tak mozné noaepo dodani
substratu podlefffomnosti barviva.

Rozsahlé vyuziti nalezl@-galaktosidasa D. melanogasterpii identifikaci geri
metodou pasti na zesilaia(viz 2.2.). Existuje takéada dalSich Zisohi vyuZziti, nag. pi
studiu vyvojovych procds pomoci fuznich gen (Shiga et al.,, 1996; Timmons et al.,
1997).

Nevyhody pouzit3-galaktosidasy jsou obdobné nevyhodam pouziti l|ateki. Enzym
vyzaduje dodani substratu a vizualizace jeho erp$&penim tohoto substratu je mozna
jen ve fixovanych tkanich. Z toho vyplyva nutnostativre slozitych procedur pitvani
a fixace.-galaktosidasa tedy neposkytuje moznost studovaarmické zminy genové

expresen Vivo.

2.4.2. Zeleny fluorescetni protein (GFP)
2.4.2.1. Charakteristika
Zeleny fluorescetni protein (angl.green fluorescent proteinGFP) je protein

izolovany z meduzyequorea victoriaChalfie et al. (1994) poprvé&gdvedli vyuziti GFP
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jako reportérového genu a od té doby naSel rozsaghi&ti v molekularg biologickych a
biotechnologickych &dach.

GFP je relativa maly protein (hmotnost monomeru jélizne 27 kDa) sestavajici
z 238 aminokyselinovych podjednotek (shrnuje Tsi#®98). Molekula cylindrického
tvaru (tzv. B-barel) sestava z jedenactetzci s antiparalelnim uspédanim, které
vytvéreji barel, a z centralni helikélni struktury uvniitarelu. Na vniini Sroubovici je
uprosted molekuly pipojeny chromofor, struktura zodp&dna za fluoresce&ni chovani
proteinu. Molekuly GFP agreguji do dinier pomoci ®kolika hydrofobnich
aminokyselinovych zbyik pricemz tato schopnost dimerizacejena v zavislosti na typu
a koncentraci proteinu (Ormo et al., 1996; Yangletl996; Tsien, 1998; Zimmer, 2002).

Duvodem Sirokého vyuZziti GFP jsou jeho unikatni feswegini vlastnosti. Byla
popsanairada fiznych fluorescetnich proteii z niznych organisii. Mnoho z &chto
proteini na rozdil od GFP vyuziva jako chromofory exterofiaktory, coz je tinilo méns
atraktivni pro vuziti ve vyzkumu (Tsien, 1998). Nat GFP vyuZiva jako chromofor
p-hydroxybenzylidenimidazolin, strukturu zé& tmodifikovanych aminokyselin serinu,
tyrosinu a glycinu v pozicich 65-67. Existuji také&zné mutované varianty s jinymi
aminokyselinami ve chromoforu, avSak glycin v po&i¢ je konzervovan u vSech forem,
které si zachovavaji schopnost fluorescence (Praethal., 1992; Prasher, 1995; shrnuje
Tsien, 1998).

GFP je produkovan jako apoprotein, ktery ziskavé fiMorescetni vlastnosti po
cyklizaci a autooxidaci chromoforu. Peba autooxidace vede kéitému zpozdni (viadu
jednotek hodin) mezi expresi proteinu a vznikeno jhiorescenni formy (Tsien, 1998).

GFP absorbuje modré &lo s maximem absoépiho spektra i 395 nm
a sekundarnim maximentipt75 nm. Po excitaci emituje &lo v zelené oblasti spektra
s maximem o vinové délce kolem 508 nm. Tvar alisohm spektra a hodnoty maxim se
meéni v zavislosti na pH roztoku a rozpotdie (Morin a Hastings, 1974; Morise et al.,
1974; Ward et al., 1980; Cubitt et al., 1995; TsEI08).

2.4.2.2. Mutantni varianty

Upravy zeleného fluoresc&miho proteinu metodami genového inzenyrstvi vedly
k ziskani gkolika mutantnich variant s odliSnymi vlastnostide{m et al., 1994).

Mezi vyznamné mutantni formy v b&mé biologii pati nag. varianta S65T (Serin
Vv pozici 65 je nahrazen threoninem; Heim et al95)9 Tato mutantni forma ma jedno

excitatni maximum pi 490 nm, coZ zjednoduSuje jeji pouziti &bymi sadami GFP-
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fluorescekinich filtra. Déle poskytuje sikjSi fluorescenci a ma zkracenou dobu zréani (tj.
¢as potebny pro posttranstai modifikace).

Jinym gikladem je dvoji& mutantni varianta Y66H/Y145F (Heim et al., 199@gra
emituje modré sitlo o vinové délce 445 nmripexcitaci s¥tlem o 381 nm. Tato forma se
ozna&uje jako modry fluoresceni protein (anglblue fluorescent protejrBFP). Nekolik
dalSich mutantnich variant GFP zlepSuje jeho zeafiuorescetni viastnosti (MGFP5,
MGFP6 a dalSi.)(shrnuje Brand, 1999).

2.4.2.3. Rednosti a aplikace

Schopnost GFP emitovat relatévsilnou a jasnou fluorescenci bez nutnosti dodavat
jakékoli substraty pét k jeho nejvyznamgSim vyhodam. Protein pi@buje pouze zdroj
energie a kyslik. DalSi velkou vyhodou GFP je jehala velikost (27 kDa) umagjici
jeho snadnou difuzi. GFP je netoxicky a vyzn&mmeovliviiuje Zivotaschopnost bek
(Ackoli moznost, Ze GFP ovliwje rekteré aspekty Zivotaschopnosti organismu byla
oznamena WD. melanogasterMawhinney a Staveley, 2011). Tyto vlastnastii zeleny
fluorescekini protein idealni vitalni zr&ou pro studiein vivo a predznamenaly jeho
rozsahlé vyuziti @ady organism zahrnujici bakterie, hlistice, mouchy, rostlingavce
(Chalfie et al., 1994; Cubitt et al., 1995; Rizzetal., 1995; Yeh et al., 1995; Leffel et al.,
1997; Brand, 1999; Zimmer, 2002; March et al., 2003

March et al. (2003) shrnuji¢které nejastjSi obecné aplikace GFP. Nagtji je
zeleny fluorescefi protein vyuzivan jako fuzni gen. Fuze GFP sd@stanym genem da
vzniknout chimérickému proteinu, ktery je moznédskat pomoci fluorescence. Tento
pristup vyuziva jedné z velkychigmnosti GFP: jeho stability (ktera by mohla byt za
urcitych okolnosti i nevyhodou). GFP stabilizuje fugbtein,¢imz umo#uje relativre
snadné sledovani a kvantifikaci produktu expresdmlaného genu agsné monitorovani
biologickych proces béhem vyvoje.

DalSim gistupem Siroce vyuZivajicim GFP je vizualizace celgrganism, ktera se
uplatiuje @i biotechnologickych a environmentalnich studii aktérii. Jinou zajimavou
oblasti vyuziti zeleného fluoresagiho proteinu jsou transkipi sondy ke studiu vlivu
raiznych stresovych faktdr na genovou expresi. GFP je pro tyt@ely spojen
s promotorem citlivym k @itému sledovanému stresovému faktoru (toxické )ateedle
intenzity fluorescence je poté stanovovana Uiasteesu za danych podminek.

GFP se stal vyznamnym nastrojenti studiu dynamickych procés v buice

a vizualizaci bu&tnych organel a oddil S pomoci faznich proteins GFP byly ziskany
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nové podrobné poznatky o strukturach a procesdchjganap. cytoskelet €xu), burgcné
déleni, transport proteinmezi bugénym jadrem a cytoplazmou nebo vesikularni transport
spojeny s endoplazmatickym retikulem a Golgiho afmmn (Rizzuto et al., 1995; Gerdes
and Kaether, 1996).

Vizualizace GFP se dosahuje pomoci soupravifitii fluorescegni a konfokalni
mikroskopii.

2.4.2.4. Aplikace uDrosophila melanogaster.

Poté, co se ukazalo, Zze GFP je velmi vhodny k pbjgio reportér genové exprese
(Chalfie et al., 1994), naSel tento protein Sirokéziti také uD. MelanogasterJednim
z prvnich vyuziti GFP u octomilky bylo sledovanibsalularni distribuce proteinu
exuperantigpomoci fuze s GFP w#ecim ramci (Wang a Hazelrigg, 199&3(perantige
protein, ktery ma vyznam fp ustavovani polarity vyvijejiciho se oocytu ai p
spermatogenezi; Hazelrigg et al., 1990; Cha e80,1). Studie ukazala, Ze fuzni protein
exuGFP byl exprimovan ve stejném vzoru, jako natipndtein exuperantia.Nicmére
pristupy vyuZzivajici fuzni proteiny jsou slozité anhevyloweno, Ze fuzni produkty
S ukitymi proteiny mohou byt nestabilni, neaktivni nebmhou postradat schopnost
fluorescence (Yeh et al., 1995).

Za &elem zvySeni vyuzitelnosti GFP Yeh et al. (1995vaiili transgenni linie pro
cileni exprese GFP pomoci systému GAL4 (viz 2Byto linie nesly cDNA zeleného
fluorescekniho proteinu pod kontrolou prvku UAS, takZe pdcjejzkizeni s ukitym
GAL4 driverem exprimovalo potomstvo GFP ve specifickém vzoru lporvoleného
GAL4 driveru. Uvedeni auti testovali vhodnost GFP jako reportérvého genuiel.i
nesouci konstrukt UAS-GFP bylytikeny s gkolika liniemi exprimujicimi GAL4 ve
specifickych vzorech ve vajeicich, v imaginalnich técich a v larvalni nervové soustav
Spravna exprese GFP byla potvrzena porovnanim ledkys ziskanymi histochemicky
(pomoci B-galaktosidasy) u paralelnichéikeni. Detekce GFP byla mozZn&erstvych
i fixovanych tkanich stefhjako v intaktnich zivych embryich a larvach. Zdaolyplyva, ze
GFP je mozné vyuzit ke sledovani dynamickyckmzigenove expresebem vyvoje.

Vytvoreni systému pasti na zesilogazaloZzeného na GFP jéiglibem objevovani
novych expresnich vzér Také mohou byt vytieny vektory pro P-elementovou inzer
mutagenezi vyuZzivajici GFP pro izolaci novych mtrésh linii.
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Byly vytvoreny varianty vSechitbalancerovych chromozanznaené GFP (Casso et
al., 1999), coz umdilije snadnou selekci heterozyyjaa homozygat v embryonalnim
nebo larvalnim stadiu.

GFP se ukéazal jako velmi uzitey nastroj pro specifické zdeni burk, coz je dlezité
piedevSim fi studiu procesu vyvoje.rBd zavedenim GFP bylo zfemi nervovych busk
studovano téwt pouze invazivnimi technikami, jakymi jsou mikraékce barviv nebo
pouziti protilatek. Barviva (na&p lucifer yellow nebo Dil) umo#uji sledovat osud
jednotlivych bugk v pribéhu vyvojein vivo. Vyznamnou vyhodou pouziti barviv je jejich
schopnost &inné difuze do celé hiky véetns jejich vybdZki, coZ je vyhodné nap pri
studiu vyvoje nervové soustavy. Nevyhodou je tedkdnia pracovni naéaost gchto
fixované tkag. Navic jsou zde omezeni s prostupnosti kutikuty gmotilatky atd. (Brand,
1995, Brand, 1999).

Pri studiu vyvoje nervové soustavl). melanogasterBrand (1999) fedvadi, Ze
zavedeni GFP imeslo vyznamné zdokonaleni a zjednoduSeni vizasdizspecifickych
burgk a tkani. Vysoka schopnost difuze unioje GFP vyphovat celé biiky a pronikat do
burg¢nych vykEzka (typickych pro nervové hiky). Tato vlastnost umoznila rozliSovat
a charakterizovat jednotlivé tky bechem vyvoje. GFP tak umoznil vizualizovat segregaci
burgk nervové soustavy od neuralnich prekuiizptes matéské buiky ganglii az po
diferenciaci neuraina gliovych bugk a synaptogenezi (Brand, 1999; Yeh et al., 1995).

Uvedena studie (Brand, 1999) také vyuZila systérmll4s Byly vytvoreny transgenni
linie, které mohou exprimovat GFPrad riznych vzof a typa burgk (Brand, 1995;
Brand, 1999).

Jako reportér genové exprese je vyuzivan konstod®-GFP. Tyto konstrukty byly
vytvoieny s rkolika riznymi formami GFP liSicich se mirfluorescegnimi vlastnostmi.
Kromé konstruktu s fvodnim typem GFP bylyijpraveny nap konstrukty s mutantnimi
variantami GFP s excitaim maximem posunutym z 395 na 475 nmisledku znénéné
aminokyselinové podjednotky ve fluoroforu (UAS-GFB65T nebo UAS-GFP
S65T/1167T; Brand, 1999)

GFP je vyuzivan také jako fuzni protein. Zgl@m specifického cileni exprese GFP do
jadra byl vytvdgen fazni konstrukt sestavajici z GFP a sekvencejgmternou lokalizaci
(NLS)(Shiga et al.,, 1996). Tento konstrukt vSakipialdnich jadrech nevykazoval

fluorescenci (fluorescence byla z§i8a pouze v polytenich jadrech). Vyteaim
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konstruktu spojujiciho GFP s genebacZ (3-galaktosidasa) a sekvenci NLS se vSak
dosahlo usgsného fluorescemiho znaeni jader.

Timmons et al. (1997) také vytkib fazni konstrukt sestavajici ze dvou reportércvy
geni, B-galaktosidasy a GFP. Poté testovali expresi tolivimitého reportéru pomoci
systému GAL4. Tim umoznili ffmé porovnéni expresnich vaorzziskanych pomoci
fluorescence GFP a barvefigalaktosidasou. Studie ukazala, Ze expresni vobiu
reportéfi liSicich se molekularni povahou i technikou angalyly ve WtSineé pripadi
podobné, coz ukazuje vhodnost pouzéthto reportérovych génke studiu genove
exprese. V &kterych tkanich byly zjighy mirné rozdily. S pomoci dvojitého reportéru
LacZGFP izolovali uvedeni auitiol20 novych GAL4driverovychlinii.

Jinym vyuzivanym fuznim produktem je tau-GFP. Rmytetau se vazou na
mikrotubuly, ¢imz je stabilizuji (Weingarten et al., 1979). TaBRstak umozni jejich
vizualizaci pomci fluorescence, cozefstavuje dalSi prasidek vysoce specifické
vizualizace celych busk nebo tkani (Brand, 1995; shrnuje Brand, 1999).

2.4.3.Cerveny fluorescerni protein DsRed

Jak je uvedeno vySe (viz 2.4.2.2.), mutovaniimagniho GFP byly ziskany upravené
varianty s odliSnymi vlastnostmi. Exisuji mutantiormy emitujici modré nebo Zluté
swtlo. Razné barevné formy fluorescénich proteiri jsou cegnym prostedkem nap pro
vicebarevné zm@ni vice geh sowasr. Zadna z mutovanych variant GFP v3ak
neposkytovala fluorescencicervené oblasti spektra, ktera by vyrazonzstila moznosti
vicebarevného ziani geri (Tsien, 1998).

Tato situace se znila s vyzkumem fluorescénich proteii homologiich GFP
z maskych Zahavt. Matz et al. (1999)fiedpokladali, Zze homology GFP ziskané z Koral
by mohly mit nové dosud ch§fici fluorescerni vlastnosti a klonovali Sest protéin
homolognich GFP.iedpoklad se ukazal spravnym a z koralu rBigcosomabyl ziskan
unikatni protein drFP583 znamy téz pod aammDsRed

DsRedje protein o molekulové hmotnosti 28 kDa s ab&ohm maximem 558 nm a
emisnim maximem 583 nm. Protein m& struktifoarelu podobnou GFP a také kriticky
dulezité aminokyselinové podjednotky (Tyr-66, Gly-6%)ytvéiejici chromofor, tj.
strukturu zodpogdnou za fluorescemi chovani, jsou shodné s GFBsRedvykazuje
podobré jako GFP tendenci vytvét oligomery.In vitro a takéin vivo byla pozorovana
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formace tetrametr coZ by mohlo fedstavovat problémipnékterych aplikacich (Baird et
al., 2000).

Jednou z hlavnich nevyhagrvenéo fluoresceéniho proteinuDsRedje dlouha doba
zrani. Dosazentervené fluorescence try@dow nekolik dni po syntéze (pro dosazeni
90% maximalni fluorescence je paba 48 hod.). TakésRed byl ungle mutovan
piedevsSim ve snaze zkratit peibnou dobu zrani, ale toto Usili nebyl#lip UsgEsSné.
Nicmére varianty se zrnénymi fluorescetnimi vlastnostmi byly ziskany (Baird et al.,
2000).

Prikladem aplikacddsRedu D. melanogastefe knihovna fosmidovych klanFlyFos
(viz 2.5.). Vektor FlyFos nesBsRedjako selekni zna&ku pro rozpoznani transgennich

jedinai nesoucich klonovany konstrukt.

2.5. Systematické studium genové exprese: projektyos

Metoda identifikace ganpomoci pasti na zesilos& (enhancer trapsje zaloZzena na
nahodné inzerci modifikovanych transpoé#orNahodna povaha tohotofigtupu tak
predstavuje jeho ziaé omezeni. Aby bylo mozné studovat genovou ekpyssematicky
na arovni celého genomu, Ejsmont et al. (2009) myWinovy pistup, ktery umaoiuje
vytvareni reportér genove exprese in vivo pomoci fosmidovych kl@nvysoce &innych
technik transgenoze. Fosmid je vektor molekularrktenovani. Jedna se o kruhovou
molekulu DNA, kter4 na rozdil od plazmidovych vektamoziuje nést podstatnvetsi
useky klonované DNA - az 50 kb.

Uvedeni autth vytvorili genomové fosmidové knihovny pro druhBRrosophila
melanogastera Drosophila pseudoobscur&teré pokryvaji ¥tSinu genomuéchto drufi.
Vyvinuli novy fosmidovy vektor pFlyFos, ktery obsgh indukoatelné oriV, sekvenci attB
pro mist specifickou integraci genu prostnictvim integrasyC31 a seleéni zna&ku
DsRed(cerveny fluoresceimi protein; viz 2.4.3.) pro identifikaci transfornta.

Zasadni finos této prace spiva v moznosti efektivh modifikovat jakykoli
z klonovanych gein (nag. pripojenim fluoresceini znaky) a nasledné moznosti studia
chovéni tohoto konstruktu in vivo v kontextu jeh@vpdnich cis-reguknich prviki (tj.
prvki nachazejicich se na stejné molekule DNA). To jeoizmno pra¥ pouzitim
fosmidovych vektak, které maji dostat@ou kapacitu, aby pojaly celé genomové useky

obsahujici geny i s jejichiehlymi regul&nimi sekvencemi. Vysokésinnosti modifikace
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kloni dosahli uvedeni autiozdokonalenou technikouhjgh-throughput recombineerifig
v tekuté kultie.

Aby prowiili moznost pouzit klony FlyFos jako reportéry geé@oexpresdn vivo,
Ejsmont et al. (2009) zavedIgkolik fosmidi do D. melanogastea nasledé sledovali,
zda expresni vzoryéthto rekombinantnich konstruktodpovidaji expresnim vzim
divokého typu. Autéi ukazali, Ze expresni vzory fosmidového transgenaeného
pomoci GFP rekapituluji expresni vzory divokéhautyp

Podle uvedené studie byly ozieaé geny ve fosmidech biologicky aktivni, takze
mohou byt pouzity k experimairh se zachranou mutantnich fenatyp

Vytvotreni fosmidovych genomovych knihoven spoluc¢miymi technikami jejich
modifikace a transgenozégaistavuje velmi perspektivnfiptup ke studiu genové exprese,
ktery bude pravtpodobrg stale vice vyuzivan jako dogimi zavedenych metod
zaloZenych na pastech na zesilaa

Studium genové expreséegalstavuje velmidlezity prostedek k porozurni Zivotnich
projevi buiky a organismu. #kladem vyuziti fosmidového klonu FlyFos ve vyzkumu
metabolickych kaskad a s nimi souvisejicich fyzjid&ych proces byla identifikace
a charakterizace protéin(gen) zapojenych v metabolismu adenosinu (Fenckoval01
o kterych vice pojednava praktickast této prace (viz 3.1.5.).

3. Prakticka ¢ast

3.1. Uvod do problému
3.1.1. Adenosin

Adenosin je purinovy nukleosid shkolika vyznamnymi funkcemi v hice
a organismu. Molekula adenosinu sestavd ze sachaitidfuranosy vazanéh@—Ne-
glykosidickou vazbou s heterocyklickou purinovowibadeninem. Adenosin je stavebni
jednotkou nukleovych kyselin a meziproduktem sypt@Z€peni adenosintrifosatu, hlavni
latky energetického metabolismu iy, cyklického adenosin monofosfatu, ktery ma
vyznam i prenosu signalu v biice, a dalSich metabolicky vyznamnych molekul.

Krom¢ uvedenych strukturnich funkci zastava adenosinnasymou ulohu jako
extracelularni metabolit veékolika procesech zahrnujicich neuromodulaci nelguleei
homeostaze (Cunha, 2001). ¥krerych procesech vystupuje adenosin jako horman (v
3.1.4.1.). Obdobny vyznam a vlastnosti ma také gadenosin.
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3.1.2. Adenosin deaminasy

Koncentrace adenosinu vime a v extracelularnich prostorech podléhsletiné
regulaci. Na této regulaci se podilkolik enzymi, mezi rZ pati adenosin deaminasy
(ADA), které hydroliticky Spi adenosin a deoxyadenosin nésiiSné inosinove
nukleosidy. Adenosin deaminasy jsou evaottikonzervované proteinyifpomné u vSech
organisnii (Dolezelova et al., 2005).

U mnohobuicnych nachazime dvrodiny geri kodujicich proteiny s adenosin
deaminasovou aktivito’lovék i Drosophilamaji v genomu zastoupeny homology z obou
genovych rodin (DoleZelova et al., 2005). Prvniéeedzndma je genova rodina tbona
fide adenosin deaminas (téz ADAl). Do této rodinyftipdtlavni lidska adenosin
deaminasa, jejiz deficience je jednouikip dédicného onemocmi €Zké kombinované
imunodeficience (SCID; Giblett et al., 197®rosophilanese v genomu jeden homolog
pafici do této genové rodiny se sekwehpodobnosti lidskému ADA, avSak tento gen
ukazuje pouze nizkou UravesSudygitomné exprese a jeho produktem prgatobré
neni funkni adenosin deaminasa (Zurovec et al., 2002; Dinedet al., 2005).

Druh& genova rodina ADGF/CECR (ADA2) je znama pat$irdobu a zahrnuje lidsky
homolog CECR1 na chromosomu 22. Duplikace chromosénoblasti nesouci tento gen
je spojena salicnym onemocénim zvanym syndrom Kaciho oka (Riazi et al., 2001).
U D. melanogastebylo nalezeno Sest gieispadajicich do této rodiny, oztemych ADGF
(,Adenosine deaminase like growth factors® ristové faktory podobné adenosin
deaminase; Maier et al., 2001; Zurovec et al., 20@feZelova et al., 2005).&Mito geny
jsou ADGF-A, ADGF-A2, ADGF-B, ADGF-C, ADGF-D a ADGE. Geny se lisi
intenzitou a lokalizaci exprese a lokalizaci praduktim, Ze funkce dkterych z nich se
mohou¢asteéns prekryvat (Matsushita et al., 2000; Zurovec et alQ2 Dolezal et al.,
2003). ADGF-A je nejintenziwi exprimovanou formou ve vSech vyvojovych stadiich
V larvdlnim stadiu se dale exprimuje pouze ADGFHXprese ostatnich ADGF se
omezuje na stadium dadpe a v larvalnim stadiu nema vyznamny vliv. (Zwowet al.,
2002; Dolezal et al., 2003; Dolezelova et al., 2005

Bylo ukazéno, Ze proteiny ADGF svoji enzymatickddivatou stimuluji rist burgk
v zavislosti na Htomnosti extracelularniho adenosinu, ktergsgbi na #st burgk
negativré. (Zurovec et al., 2002). Jako hlavni Uloha adendsiaminas se ukazuje ochrana

burgk a tkani ped toxickym @inkem zvySené hladiny adenosinu. M&imelanogaster
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a savci existuje podobnost v distribuci adenosiandeasové aktivity (Dolezelova et al.,
2005), coz podporuje vhodnost pouziti mouchy jakmeiového organismu.

3.1.3. Deficience adenosin deminasy visledku mutace

Jak je uvedeno vySe, deficience adenosin deamin&®yeka je jednou z ficin tezké
kombinované imunodeficience (Giblett et al., 197@phecnou dleZitost tohoto enzymu
ukazuje skutgnost, Ze také u mySi je mutace v adenosin deamiet@Eai. Mutantni mysi
mely zvySené hladiny adenosinu a deoxyadenosteiné organové deformace a byly
imunodeficientni. Plody se rodily 8aznymi abnormalitami a hynuly v ddbnarozeni
(Abott et al., 1986; Wakamiya et al., 1995; Blackbat al., 1998).

U D. melanogastebyla analyza deficience ADA komplikovan&t$im patem (6)
geni ADGF s gredpokladanou adenosin deaminasovou aktivitou. Veggsukidli maji
oproti ostatnim Zivéichim vétSi patet geri pro adenosin deaminasy (ADGF) tistedku
piidavnych duplikaci v evoluci této skupiny (Maier &t, 2001). Z dvodu moZného
piekryvani funkci jednotlivych protein ADGF nebylo mozné analyzovat tyto faktory
prostym pro¥iovanim na fenotypy vzniklé inaktivujici mutaci. B&povy efekt mutace
jednoho z ADGF mohl byt pottan aktivitou jiného.

Z téchto divodi Dolezal et al., (2003) provedli analyzu této skypperi pomoci
homologni rekombinace. Byla izolovaieda kombinaci mutaci v jednotlivych ADGF, na
zaklad cehoz byly jednotlivé geny charakterizovany z hlkdigejich dilezitosti ve vztahu
k fenotypu. Studie ukazala, Ze ADGF-A je hlavni @ mormalni vyvoj nezbytnou
adenosin deaminasou alespolarvalnim stadiu. Mutace v genu ADGF-A se ukazayt
letalni. Castena letalita byla pozorovana také u mutantnich [ind ADGF-C a ADGF-D,
piicemz Skodlivy dinek €chto dvou mutaci se jevil byt kumulativni. Mutacgtainich
geni z této skupiny neukazaly zadné vyznamneé o¥livrfenotypu alespo v larvalnim

stadiu.

3.1.4. Mutace v genu ADGF-A WDrosophila melanogaster
3.1.4.1. Mutantni fenotyp

Dolezal et al. (2005) charakterizovali fenotypovpjpv inaktivujici mutace v genu
ADGF-A. Studie ukazala, Ze deficience ADAuBpbena uvedenou mutaci vede k Ghynu
larev a kukel. Bblizné 60% larev homozygotnich pro adgf-a dosakagho instaru. 30%
homozygot se zakukli a kukly brzy hynou. M&émez 2% homozygotnich jediicse

vyvine v dosglce. V €lech mutantnich larev dochazi k formovani melakgtb tumofi
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a rozsadhlému rozpadu tukovéhslesa. Kukly vykazuji abnormalni zakeni v oblasti
abdomenu. ZvySena hladina extracelularnino ademosiede ke zpozmi vyvoje
a inhibuje kukleni. Mutace ma&iaek na hormonalni regulaci vyvoje.

Meienim bylo zjistno, Ze deficience ADA je provazena zvySenymi hladin
adenosinu a deoxyadenosinu v hemotymf

Mutace ovlivuje vyvoj hemocyt. Homozygoti ndli v obéhu az sedmkrat vice
hemocyt nez jedinci divokého typu.

K ovéreni, Ze pozorovany mutantni fenotyp je vysledkentacaiv ADGF-A, uvedeni
autadi pripravili transgenni linie nesouci futii gen ADGF-A pod promotorem
indukovatelnym tepelnym Sokem. Takto vyvolana egpreadenosin deaminasy
v mutantnim pozadi vedla k signifikantnimu snizktality. Obdobnym zfisobem byla
vyvolana zachrana mutantnich jedinektopickou expresi ADGF-A v lymfatickych
Zlazadch pomoci systému GAL4jmz se potvrdila souvislost pozorovaného fenotypu
s mutaci v ADGF-A.

Dolezal et al., (2005) také D. melanogasterdentifikovali adenosinovy receptor
AdoR (u sav@ Al, A2a, A2b a A3) a testovalicinek jeho mutace na Zivotaschopnost
mutantnich jedint ADGF-A. Jedinci nesouci samotnou mutaci AdoR jsplmé
Zivotaschopni. Dvojiti mutanti se ukazali byt Z@sthopni¢imZ autdi demonstrovali, Ze
alespa cast letalniho &inku mutace v adenosin deaminaseckteré fenotypoveé projevy
mutace jsou zjsobeny signalizaciips adenosinové receptory. Receptor AdoR je spojeny
s G-proteinem a je kddovan genem CG9753 (Dolezek@4; Dolezelova et al., 2007).

Rozpad tukovéhoélesa je pediasnou metamorfézni zZmou a souvisi s aktivitou
hemocyli. Tento proces se zda byt nezavisly na signaliaaenosinovymi receptory.
U mutantnich jedint dochazi ke zpozdi vyvoje a inhibici kukleni. Tyto projevy jsou
ziejme spojené se signalizaci receptory AdoR (Dolezal.e2005).

Zuberova et al. (2010) analyzovali mutantni fenogggf-a Studie ukézala, Ze
mutantni fenotyp je spojeny s hyperglykémii a nanih energetického metabolismu.
Extracelularni adenosimipobi jako hormon, ktery prdastnictvim receptorové signalizace
spousti mobilizaci energetickych zasob podofako adipokineticky hormon. Projevem
mobilizace je zvySena hladina glukdzy v hemolymProto je adenosin studovan jako
metabolit, ktery by mohl byt zapojeny v tzv. symuo plytvani, ktery provazi sktera

lidska onemoc#ni.
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3.1.4.2. Citlivost mutantnich jedindi na sloZeni stravy

Mutantni jedinciadgf-ajsou mimd@adre citlivi na sloZzeni stravy. Kdyz byly mutantni
larvy péstované na kvasnicové stéagoplniné 5% sachardzy, projevil se u nich typicky
mutantni fenotyp (viz 3.1.4.1.). Larv¢gtované na kvasnicové stégvez gidaného cukru
obvykle vSechny uhynoué¢hem larvalnich stadii, zatimco strava obohacend0% 1
sachardézy umaije vyznams vySSi vitalitu, kterd se projevi vySSim podilendifed,
ktefi se zakukli a vylihnou v do&lge. Tato dietni citlivost je specificka pro mutacigf-a
Mutantni jedinci se zablokovanou signalizaci ademg/mi receptory dietni citlivost

nevykazuji (Zuberova et al., 2010).

3.1.5. Konstrukt FlyFos-adgf-a:GFP

Jak je uvedeno vipdchazejicich¢astech (viz 2.5.), prd. melanogasterbyla
vytvoiena fosmidova genomova knihovna pokryvajici velkast genomu. Knihovna je
tvorena fosmidovymi klony FlyFos, které nesou ksosamotnych gantaké jejich pilehlé
studiumin vivo (Ejsmont et al, 2009).

Fenckova (2011) pouzila knihovnu FlyFos k vyoi reportérovych konstruktse
zelenym fluorescemim proteinem (GFP; viz 2.4.2) pro vizualizacikalika proteini
zapojenych v metabolismu adenosinwivo. V této praci bylo #kolik geni (krome jiného
ADGF-A) ozna&eno C-terminalnim GFP. Expresi takto vyoych konstruki vznikaji
fuzni proteiny. Pomoci fluorescence tak bylo mogogorovat expresni vzory oztenych
gen.

Reportérovy konstrukt FlyFos-adgf-a-GFP sestavaji&iodujici sekvence fudhki
adenosin deaminasy ADGF-A, jejictilphlych sekvenci, sekvenci fosmidového vektoru
FlyFos (viz 2.5.) a kédujici sekvence reportérovganu GFP (viz 2.4.2.) byl zaveden do
genomu D. melanogaster na druhy chromosom, zatimloes ADGF-A se firozers
nachazi naretim chromosomu. Exprese tohoto konstruktu umoZstilalovat expresni
vzor hlavni adenosin deaminasy u mouchy. Prace &rpného ukazala, Ze exprese
fuzniho proteintadgf-a-GFPje lokalizovana k povrchu baéné membrany nebo do okoli
burgk.
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3.2. Cile prace

Jak je uvedeno vipdchozichcastech prace (viz 2.), reportéry genové exprese
piedstavuji mocny nastroj pro studium a fémkcharakterizaci géna jejich mutaci ve
vztahu k fenotypu. Abychom ziskakmhodné vysledkyi funkeni analyze ufitého genu
¢i mutace pomoci reportirje velmi dilezité wdét, zda pouzivany reportér sam o &ob
neovliviiuje studovany proces. FUzni proteiny sestavajici sagdovaného proteinu
a reportéru (nap GFP) mohou byt nestabilni nebo mit ovlimou aktivitu (Yeh et al.,
1995). Phelps a Brand (1998) uvedli, Zgktaré reportérové konstrukty mohou mit
v kombinaci se specifickymi GAL4 drivery letalnéidky. Pro studium uitého procesu
S vyuzitim reportérovych gén mize byt tedy uzitené testovat vliv pouzivanych
reportérovych konstruktna studovany proces.

Praktickacast této prace je zatfena na reportérovy konstruldyFos-adgf-A:GFP
(Fenckovd, 2011; viz 3.1.2). Cilem prace je tedtoxda je fuzni proteiDGF-A:GFP
vznikajici expresi tohoto konstruktu plfunkéni adenosin deaminasou nebo zda je aktivita
enzymu ®jak ovlivnéna @itomnosti reportéru. Toto testovani je zaloZzenocslealovani
mutantniho fenotypadgf-a (SniZzena aktivita enzymu se projevegevsim jako snizena
vitalita; viz 3.1.4.).

V bodech je mozné vyjéid cile prace takto:

- Kiizenim pipravit linii much D. melanogastenesouci konstrukElyFos-adgf-

A:GFP (chromosom Il) v pozadi mutantni adenosin deamjifesomosom Ill).

- Pred ziskanim vlastni cilové linie &t spravnost pedchoziho postupu (tj.

otestovat fitomnost konstruktirlyFos-adgf-A:GFPa mutantni alely).

- Testovat vitalitu ziskané linie proti kontrole bleanstruktuFlyFos-adgf-A:GFP

heterozygotni a mutantni pro adgf-a a to na duaaych typech stravy.

- Na zaklad zjiSttnych (daj stanovit, zda je enzymaticka aktivita fazniho

proteinuUADGF-A:GFPn¢jak ovlivnéna gitomnosti reportéru GFP.

3.3. Materialy a metody
3.3.1. Chov a zachazeni s pokusnym organismem

Mouchy octomilky byly laboratokh chovany ve sklemych valcovitych lahwikach
o paméru 2,5 cm a vySceriblizné 9 cm. Na da lahvicek je vrstva krmného média silna 1
— 2 cm (sloZeni aifprava: viz 3.3.6.). V jedné lakige bylo obvykle chovano po 20 — 30
jedincich. Riblizn¢ kazdé dva tydny byly mouchygmistny do nové lahwiky s novou
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potravou. Pemistni se prova&lo prostym sklepanim much bez uspani. Lakyibyly
uzaweny prodySnymi vatovymi zatkami.

Chovy byly udrzovany obvykleipteplot 25°C. V rekterych gipadech byly umighy
do prostedi o teplat 18°C za delem prodlouzeni geneidi doby, ale to se provéld jen
v téch pripadech, kdy nizsi teplota nemohla negatiemlivnit Zivotaschopnost dané linie
much. Generani doba pi 25°C trva giblizné 10 dni, pi 18°C giblizn¢ 19 dni.

Za (elem vylEru much pro kizeni bylo patba mouchy uspat. Uspani s prastad
zavedenim oxidu uhiitého (CQ) do lahvEky. Po uspani byly mouchy umiay na
propustnou destku, kterou proudil oxid uhdity a udrZzoval mouchy uspané. Tak bylo
mozné pomoci stereomikroskopu (Olympus SZ5%tSani 8-40x) vybrat pozadované
jedince (nesp@&né samice, jedince nesouckitou fenotypovou zngku atd.). Vybrani

jedinci byli umiséni do nové lahwiky.

3.3.2. Vychozi linie

Za elem ziskani genotyippro testovani bylo pteba provést #zeni o rkolika
krocich. Ri kiizeni bylo vyuzivano balancerovych chromofonesoucich fenotypoveé
znaky, aby bylo mozné v potomstvu kaZzdého krokigéni spolehlig rozliSit jedince
poZzadovaného genotypu, kteyli vybirani pro dalsi krok.

Genotypy linii pouzitych v této préci:

- Sco/CyO GFP ; adgfd™ / TM3s;GFP

- +/+;adgf-a“®®/ TM6B

- FlyFos-adgf-A:GFP / FlyFos-adgf-A:GFP ; +/ +

- Sco/CyO:GFP ; adgf8™ / TM3;GFP

- +/+; adgf-a®®""8/ TM3sc:GFP

- +/+; adgf-a®® | TM3Ze;:GFP
Zapis genotypu vzdy sestdva ze dwdasti oddlenych stednikem: prvni je uveden
genotyp pro Il. chromosom, druhy je genotyp prodiromosom. Vysitleni jednotlivych

zapigdi uvadi tabulka 1.

3.3.3. Mutantni alely

Pro gipravu cilové linie mutantni v genu adenosin deasynna itetim chromosomu
bylo pouZito dvou mutantnich alel tohoto genu. BybuZity alelyadgf-&" a adgf-&7¢"%
které byly undle vytvareny homologni rekombinaci v ramci analyzy @ &DGF (Dolezal

et al., 2003). Ob alely nesou inaktivujici mutaci tj. jejich expreginikd nefunkni
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protein. Kazd4 zéthto alel vSak byla vytwena nezavislou mutai udélosti a udrzovana
v odcElené linii. PouZiti takto nezavisle vytkenych alel (fenotypavtotoznych) je vhodné
proto, Ze se tak vyraZrsnizuje pravépodobnost mozné vedlejSi mutace, ktera mokila p
vytvareni a udrzovani linii vzniknout naetim chromosomu arpnaset se ve vaZlse
sledovanou alelou. Tim se docili vysoka mira jistde vysledny fenotyp bude pouze
projevem mutace v genu ADGF-A s minimélnim rizikertivu dalSich mutaci. Jako
mutantni genotyp je v této praci ozosana kombinaceadgf-d®® / adgf-&£°? vzhledem

k fenotypové totoznosti obou alel, pokud neni uvedaak.

Tabulka I: Vys¥tleni genotypovych zapis

zapis popis

+ standardni alela nebo chromosom

adgf-a" mutantni alela v genu ADGF-A na Ill. chromosomu

adgf-a®®  mutantni alela v genu ADGF-A na Ill. chromosomu

CyO balancerova varianta 1. chromosomu nesouci dorman
fenotypovou zné&u Curly, kter4 se projevuje fldly zahnutymi
nahoru

TM3 ser balancerova varianta Ill. chromosomu nesouci dontitia
fenotypovou znéku Serrate ktera se projevuje vykrojenymiiklly

TM6B balancerova varianta Ill. chromosomu nesouci domtima
fenotypovou znéku Tubby ktera se projevuje zhustymi chlupy
v oblasti humeru a kratSimi larvami a kuklami.

Sco Dominantni zn&a na druhém chromosomu, kterd se projevuje
absenci chlupna Stitku v zadniasti thoraxu.

GFP Zeleny fluorescetni protein: dominantni zi&a, ktera se projevuje
fluorescenci po ozéni s¥tlem vhodné vinoveé délky (viz 2.4.2.).

3.3.4. Krizeni

3.3.4.1. Obecny postup
Pred prvnim krokem #Zeni se do ffipravenych lahviek s krmnym médiem umisti
skupiny jediné rodi¢ovskych linii (obvykle st& jedna lahwika po 20 mouchach pro

kazdou linii), kterd obsahuje samice i samce. Mgusk nechaji naklast embrya do
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krmného média a poté jsou dekp z lahvicek premiseEni (obvykle po dvou dnech nebo
pozckji podle poteby). Kdyz je pdtba zajistit ¥tSi paet potomk (nag. pokud chceme
z potomki vybirat vzacnjSi genotypovou kombinaci), i@mis’'ujeme skupiny jedinc
rodicovskych linii opakovatido dalSich lahviek. Po deseti dnechi{25°C) od nasazeni
rodicovskych linii se v lahwkach z&nou z lihnout nové imaga (dasg).

Aby bylo mozné pouzit mouchy praéikeni, je nutné vybirat nesggaé samice.iPtom
se vyuziva skutmosti, Zze piblizn¢ 8 hodin po vylihnuti nejsou samice schopné&pa
Cerst vylihnuté nesp@né samice je mozné rozlisit podlest®ho zbarveni da
a viditelIného mekonia. Samce je mozné vybrat prlktkdykoli po vylihnuti.

Vybrané mouchy vhodnych genofypse davaji kzit. Nesp&né samice jedné
rodicovské linie a samci druhé jsou postépmis’ovani spolén¢ do lahviky. Pokud
nesledujeme znaky spojené s pohlavnimi chromose#t§inou nezalezi na tom, od které
linie pouzijeme samce a od které samice. Obvykiedgutime jest reciproké kizeni. Do
jedné lahvtky ddvame fiblizn¢ 15 — 20 samic a 3 — 5 safngripadré mére pii zachovani
tohoto pongru. Abychom ndli potomstvo rozloZzené do vice laligk, byva vhodné po
nékolika dnech kizené dosflce ot presunout do noveé lahiky. Po deseti dnech od
umisgni prvnich rodiovskych jediné se z&ne lihnout potomstvo. Vékterych gfipadech
provadime selekci pro dalSi krokyikeni uz ve stadiu kukel nebo larev. Jedince vydbran
z potomstva davame dalé kit stejnym zgsobem.

Pri kfizeni je nutné postupovat tak, abychom ziskali ppsteo, v gmZ bude mozné
spolehli¥ rozpoznat genotypy, které nas zajimaji. K tomuvgaeziva balancerovych
chromosonmi nesoucich fenotypové zfg. Kiizime-li rodtovské jedince nesouci
recesivni mutace nebo alely naagm oznaenymi balancery (tzn. mutace nebo alela lezi
na jednom normalnim chromosomu, zatimco jeho balawg homolog obvykle nese
v daném lokusu standardni alelu), potomci takouélibeni ponesou mutaci od jednoho
zrodicu vzdy nad balancerem od toho druhého a tak je snadmpozname podle
fenotypové zné&ky pouzitého balanceru. To je umedo neschopnosti balanéer
podstupovat rekombinaci. Bet moznych genotypovych kombinaci je tak redukovan
pouze na kombinace radivské pro kazdy chromosom, zatimco rekombinantnitkoace

nevznikaji.

28



3.3.4.2. Riprava cilového genotypu

V rdmci této prace bylo provédo hlavni kiZeni o étyrech krocich s cilem zavést
konstrukt FlyFos-adgf-A:GFPdo pozadi mutantniho adgf-a (tedy ziskat cilovgoggp,
ktery byl podroben testovani vitality). Schéma hiigno KiZzeni ukazuje obrazek 1.

V prvnim kroku KiZeni byla zavedena mutantni aleldgf-&®*® do pozadi vhodnych
balancetl. Z Sesti genotypovych kombinaci vznikajicich tirkk&Zzenim byly vybrany o,
kterée byly dale KZzeny mezi sebou v kroku 2a. Jelikoz dominantni ckaaSco
v rodicovské linii kroku 2a neni balancovana, bylo nuta®ranit rekombinaci. K tomu
bylo vyuZzito skuténosti, Ze u samicD. melanogastek rekombinaci firozere nedochazi
a tak byli od genotypGco/+ ; adgf-82"°/ TM3se;GFP pro KiZeni vybrani pouze samci.

Souasre s krokem 2a byl provéd krok 2b, ktery zavedl konstruklyFos-adgf-
A:GFP do pozadi vhodnych balanéerZ kazdého kZeni kroku 2 byli vybrani jedinci
jednoho genotypu aikZeni mezi sebou v kroku 3. Tim byl@igravena linie o genotypu
FlyFos-adgf-A:GFP / CyO:GFP ; adgfd®/ TM3s.:GFP pro nasledny finalni krok
kiizeni.

Pred finalnim ¢tvrtym) krokem hlavnihoizZeni a naslednym experimentem s vitalitou
byla tato linie podrobena &keni gitomnosti konstruktlFlyFos-adgf-A:GFPa mutantni
alelyadgf-d&@®' (viz 3.3.4.4.).

Aby byl z posledniho krokuikZzeni ziskan dostate¢ vysoky p@et potomk cilového
genotypu pro experiment s vitalitou, bylo nuti@dg viastnimctvrtym krokem namnozit
rodi¢ovské linie, tj. linii uvedenou vySe, ziskanou f&tim kroku, a linii nesouci mutantni
aleluadgf-&°?

Ve c¢tvrtém kroku KiZzeni tedy vznikalo potomstvo cilového mutantnirenaypu
FlyFos-adgf-A:GFP / CyO:GFP ; adgfd°®) adgf-&2°"®® ktery byl podroben experimentu
s vitalitou.

Souwasreé se ¢tvrtym krokem hlavniho #Zeni probihalo jednokrokovéiikeni pro
ziskani obou kontrol (viz 3.3.4.3.). Také ramliské linie tohoto ¥zZeni byly gedtim

dostatén¢ namnozeny.

3.3.4.3. Kontroly
Cilovy genotyp FlyFos-adgf-A:GFP/+ ; adgf-5/ adgf-&°® byl podroben
experimentu na deni vitality. Aby bylo mozné rozhodnout, zda jealita jedind

cilového genotypu djak ovlivnéna, bylo nutné fipravit kontroly, se kterymi mohou byt
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Karel Karel

Sco adgf-a + adgf-a
Krok 1: : ; g X = =
CyO:GFP TM3_GFP + TM6B
Karel Karel . Karel
Krok 2- a) Sco adgf-a X + adgf-a b) FlyFos-adgf-A:GFP  + X Sco adgf-a
ro . ; ; ; ;
+  TM3g :GFP  CyO:GFP  TM6B FlyFos-adgf-A:GFP  + CyO:GFP ' TM3g_:GFP
Ve Sco  adgf-a"™®  FlyFos-adgFAGFP  +
. CyO GFP ' TM6B X CyO GFP . TM34  GFP
Gerd
FlyFos-adgf-A:GFP adgf-a Karel X + adgf-a erea
Krok 4: “ “
CyO GFP TM3,, GFP % +  TM3g,, GFP
Karel
FlyFos-adgf-A:GFP  adgf-a
+ ’ Gerda

adgf-a

Obrazek 1: Schéma hlavnihtizeni.
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Udaje cilového genotypu porovnavany. Tyto kontrbljty dw&: pozitivni a negativni.
Negativni kontrolu pedstavuje heterozygot pro mutantni alelu, jehcditat by nengla byt
nijak ovlivnéna. Jako pozitivni kontrola poslouzil mutantni ggpoadgf-&® / adgf-
a®®" ktery by m#l vykazovat vyznaméasnizenou vitalitu.

Za &elem ziskani obou kontrol bylo prowimb jednokrokové #zeni sodasré
s finalnim ¢tvrtym) krokem hlavniho #Zeni. Byla Kkizena linieadgf-&®®/ TM3sc:GFP
s linif adgf-&2°“Y TM3se:GFP (schéma je na obrazku 2) za vzniku mutanta a dwtgota
v pontru 1:2 (alelyadgf-d® a adgf-&° jsou fenotypow totozné). Potomci tohoto
kiizeni byli podrobeni experimentu s vitalitou 8asr¢ s testovanym cilovym genotypem
hlavniho KiZzeni (viz 3.3.5.).

Karel Gerda

adgf-a adgf-a
TM3:GFP TM3:GFP

l

Karel
1) adgf-a o
T Gerda pozitivni kontrola
adgf-a
Karel
2) adgf-a
TM3:GFP
negativni kontrola
Gerda
adgf-a
) TM3.GFP

Obrazek 2: Hprava a genotypy kontrol.&eni probihalo saasrg s finalnim ¢tvrtym)
krokem hlavniho KZeni. Mutantni genotyp slouZil jako pozitivni kaia a heterozygot
jako negativni kontrola. Oba genotypy bylo mozZzr#paznat jiz Wwasném larvalnim stadiu

podle gitomnosti resp. absence fluorescence GFP.

3.3.4.4. O¥reni spravnosti Kizeni

Pred poslednim ¢fvrtym) krokem hlavniho #Zeni byla linie o pedpokladaném
genotypuFlyFos-adgf-A:GFP/CyO:GFP ; adgffd®/TM3se;GFP ziskana veretim kroku
hlavniho KiZeni podrobena testovani s cilendittvspravnost pedpokladaného genotypu.
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Pritomnost konstruktuFlyFos-adgf-A:GFP byla owtfovana sledovanim ffjomnosti
cervené fluorescami znaky DsRed ktera je sotasti sekvenci vektoru FlyFos. Aby se
owvetila spravnost #zeni, bylo nutné, aby tato fluores¢an znaka byla pozorovana u
vSech larev testované linie. Jefigmdna nefitomnost by nazrimvala kontaminaci jedinci
bez konstrukturlyFos-adgf-A:GFP.

Za (telem owiit piitomnost mutantni alelgdgf-d®"® bylo poteba provést jednoduché
kiizeni. V uvedené testované liniihem jejiho rozmnoZzovani galo piibyvat jedindé bez
balanceruTM3se:GFP (tj. predpokladanych homozygopro mutantni alelu), coz mohlo
nazngovat bul’ zachraujici efekt konstruktu-lyFos-adgf-A:GFR ktery by se prokazal
experimentem s testovanim vitality, nebo kontamik&éeni standardni alelou. Toho bylo
vyuzito @i oveérovacim Kizeni tak, zZe byli vybrani jedinciiedpokladaného genotypu
FlyFos-adgf-A:GFP/CyO:GFP ; adgfd®/ adgf-&*®. Tito jedinci byli KiZeni s linii
o genotypuadgf-d&©/TM6B za vzniku potomstva @tyrech moznych genotypovych
kombinacich s positem 1:1:1:1 (heterozygoti mohli byt rodh pouZiti, ale za vzniku
vétSiho p@tu kombinaci, coz byinilo postup slozijSim). % potomstva tedy byla

Karel Karel

+ adgf-a

+ TM6B

FlyFos-adgf-A:GFP adgf-a
CyO:GFP

Karel

l

Karel

5 FlyFos-adgf-A:GFP adgf-a + . adgf-a

1 adgf-a

Karel

+ ' Karel 3) CyO:GFP’ Karel
adgf-a . adgf-a
Karel adaf-a Karel
») FlyFos-adgf-A'GFP adgf-a 4 + . adag
¥ T TMeB CyO:GFP' TM6B

Obrazek 3: Kizeni provadné za delem owieni genotypu fipraveného hlavnim
kiizenim. Pokud bylo hlavnitiZeni spravné, tha by ¥4 potomstva vykazovat mutantni

fenotyp spojeny s vyznamsnizenou vitalitou.
homozygotni pro mutantni aleadgf-&®® a sowdasré postradala konstruk&lyFos-adgf-

A:GFP. Pokud bylo hlavni iZeni spravne, tha by tato ¢ast potomstva vykazovat

vyznamm snizenou vitalitu (dosct by bylo vyrazg mérg) a fenotyp spojeny s mutaci
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adgf-a (viz 3.1.4.1.). Ovtovaci KiZzeni se provatdo pouze v lahwikach obvyklym

zpusobem a wiovani genotyfp potomstva probihalo ve stadiu delsf.

3.3.5. Experiment s vitalitou
3.3.5.1. Usp#adani experimentu

Podstatou experimentu je testovani vitality cilavéenotypu fipraveného hlavnim
kiizenim proti mutantni a heterozygotni kontrole aaadvou typech stravy, nebslozeni
stravy ma vyznamny vliv na vitalitu mutaradgf-a(viz 3.1.4.2.).

Rodi¢ovskeé linie se nechalyiiit (obrazek 1: krok 4 a obrazek 2) a naklast gmpr
ktera se nechala vyvinoutéasné larvy. Tyto larvy cilového genotypu a konbrgly poté
vybirany a umisny do lahvéek na pisluSnou dietu zjsobem popsanym nize (viz
3.3.5.4)).

Testovani sptivalo ve sledovani @tu jedindi, ktei dosahnou stadia kukly resp.

imaga.

3.3.5.2. Namnozeni rodiovskych linii

Pred vlastnim experimentem byly namnozZeny vSechnycowdké linie tj. linie pro
findlni krok hlavniho kizeni (krok 4 na obrazku 1) a redvskeé linie kontrol (obrazek 2).
Tyto linie bylo poteba namnozit tak, abychom v kratkéase mohli vybrat dostates
vysoky paet jedin@ (predevSim samic) pro finalni krok hlavnihdizeni a pro kzeni
provadgné za delem ziskani kontrol. Wvodem tohoto vysokého pm rodicovskych
jedinal byla nutnost vybrat velky get potomk finalniho KiZzeni a kontrol pro vlastni
testovani zivotaschopnosti a nasledné statistickbodnoceni. Postupntedy bylo

pripraveno 10 — 25 lahttek s mouchami od kazdé z réavskych linii.

3.3.5.3. Findlni krok kifizeni a pfiprava kontrol

Pripravené namnoZzené linie byly nasazeny@astvou stravu a po deseti dneckiata
byt obvyklym zmisobem vybirani samci a negpaé samice pro finalni krokikeni a pro
kiizeni na ziskani kontrol.

Vybrané nesp@né samice a samci byli umdsani do lahwiek hned k sal aby se
stihli spéit.

Priblizné béhem jednoho tydne byl nasbiran dostafepaiet jedind. Finalni ctvrty
krok hlavniho kiZzeni i KiZzeni pro ziskani kontrol probihaly v deseti Igkéch po
priblizné dvaceti samicich a&pi samcich na jednu lahsku.
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Od rodtovskeé linie ziskané vedtim kroku hlavniho #Zeni byly ve finalnim kroku
pouZity samice, které tedy bylyiikeny se samci linie s mutantni aleladgf-&>¢"*
(obrazek 1; krok 4).

3.3.5.4. Kladeni, enos embryi a selekce

V této fazi, kdy jsou mouchy vybrany v dostatém pd&tu a KiZzeny, bylo mozné
pokraiovat dalSi fazi experimentu, ktera zahrnovala kiadembryi, naslednou selekci
a penos larev a vlastni testovani jejich vitality.

Aby se zajistilo, Ze jedinci testovanych gendityjpudou jiZz od z&tku Ziveni uéenou
dietou (0% resp. 5% cukru), nechaly se &odské samice klast embrya rovnou do misek
obsahujicich dietu gslusnym obsahem cukru. ©liety pouzité doéchto misek byly
kukuricné (viz 3.3.6.]. Poté, co mouchy nakladly dosi&ié mnozstvi embryi, byla tato
embrya vhod#é oSetena a nasledn#&sné larvy byly vybirany podle genotypuiamasSeny
v piesnych pétech do lahwiek s fislusnou dietou, kde byla testovana jejich vitalita
Presny postup je popsan nize.

Pouzité pornicky a chemikalie:

- Plastové Petriho misky vhodné velikosti.

- Dieta do misek (kukiicna strava s obsahem 0% resp. 5% glukoiypréva: viz

3.3.6.)

- Standardni lah¢ky pro chov (viz 3.3.1.)

- Dieta do lahwiek (kukui¢na strava s 5% glukdzy resp. kvasnicova strava)s 0%

- Duté valce z urlé hmoty o piméru priblizné 6 cm a vySce 10 cm uz@né

z horni strany jemnouti¥ou (slouzi jako nadoby pro kladeni) a ze spodiaingt
vickem, do kterého se vklada Petriho miska se stravou

- Jemna sitka, ktera zachyti embrya much

- Roztok ethanolu 70%

- Destilovana a vodovodni voda

- Jemny Sitec

- Mikroskop s fluorescemimi filtry pro GFP (Olympus SZX12).

- Preparéani jehla
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Postup:

- Byly ptipraveny Petriho misky s kukidnou dietou obsahujici 5% cukru. Na
povrch krmného média bylo namazano malé mnozstdersich kvasnic
rozmichanych v destilované vb(kzajisti lepSi vyZivu rodovskym moucham).

- VSechny mouchy v lahvkach, kde probihaloikeni, byly postuph uspany a
piesunuty do plastovych vdic(pii tom byly valce sikou doli postavené na
propustné desice, kterou proudi oxid ukiity). Kazdé Kizeni bylo pesunuto do
jednoho valce (celkem tedy byly dvalpizné po 250 jedincich).

- Vélce byly hned fiklopeny Petriho miskou s dietou a nasazeno pl&staiko,
které misku drZi fipevrénou k valci.

- Vélce byly umistny miskami se stravou doha tmavé misto (Mouchy se budou
dale pdit a zanou v dostattném mnozstvi klast embrya). Takto se nechaly 24
hodin stat (pipadré i déle; vtom pipad je vhodné misku s dietou jednou
vymeénit za novou).

- Mezitim byly gipraveny misky s dietou, na které se nechaji moudhgt pro
nasledny s&r embryi a selekci larev. Pro prvisdst experimentu byla pouzita
kukuti¢na dieta s 5% glukozy, pro druhsast kukidicna dieta s 0% glukozy (viz
3.3.6.). Na povrch misek sedmlaly kvasnice.

- Po uvedenych 24 hodinach nebo delSiédsb daly mouchy klast. Valce byly
otoceny a mouchy sklepany na stranu s&ai (neni vhodné uspavat). Opdtrn
byla vymEnéna pivodni miska za novou misku sigluSnou dietou pro kladeni
(5% resp. 0% glukdzy). @p byly valce uzakeny a umisiny jako gedtim.
Mouchy se nechaly klast 4 hodiny (Kratka doba j&ezita, abychom pracovali
s piblizn¢ stejré starym potomstvem).

- Po c¢tyfech hodinach byly misky s nakladenymi embryi odebpréa ot
vymeénény za nove misky s vyzivnou dietou (5% cukru). \&akcmouchami byly
umisgny jako gedtim.

- Dvojice misek s nakladenymi embryi byléikiopena véky a nechala se stat 12
hodin.

- Po dvanacti hodinach bylo provedeno promyvani eirdjgjich fesun na novou
misku. Do misky s nakladenymi embryi se nalilo mailénozstvi vody
a Sttcem byla jem& uvoliovana z povrchu krmného média. S vodou byla

embrya postuphoplachnuta do jemného sitka, kde se zachytila.
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Embrya byla nejprve proplachnuta destilovanou vodowoté kratce 70%
roztokem ethanolu (hlavni vyznam tohoto promytilgsinfekce. Dale to pomahéa
uvolnéni ¢asnych larev ze zarotleych obat).

Promyta embrya byla &em gFesunuta na novou Petriho misku se stejnou
dietou, ze které budou naslédwybirany larvy prvniho instaru. Cely postup byl
proveden nejprve pro jednu misku (hlavrizieni) a hned poté pro druhou
(kontroly).

Misky s promytymi embryi se nechaly stat dalSichhddin. Celkem 24 hodin od
zatatku kladeni se z embryi vyvijeji larvy prvnihotarsi. V tétocasti tedy byly
piipravené d¥ misky: jedna s potomky findlniho krokuikeni (tj. s larvami
cilového genotypu) a druha s larvami obou kontvtwhla z&it selekce larev.

Ve stejnycas byly mouchy ve valcich spnechany na 4 hodiny klast embrya na
misky, ze kterych budou vybirana embrya dal$i dedrphém opakovani.

Pro selekci larev bylo nutnéipravit si lahviky s vhodnou dietou, do kterych
byly vybrané larvy penaSeny. Pro prvni opakovani byléippaveno po gti
lahvickach s dietou pro kazdy genotyp tj. 5 lat®k pro cilovy genotyp, 5
lahvicek pro pozitivni a 5 pro negativni kontrolu.

Selekce larev probihala s vyuzitim fluoresggmmikroskopie. Ze vSech moznych
genotypovych kombinaci, které mohou vzniknout v&lfim kroku kizeni, je
cilovy genotyp mozZné rozpoznat podle absence fhoemce (ij. absence
balanceru ozrn@ného GFP. &koli konstrukt FlyFos-adgf-A:GFP také obsahuje
zeleny fluorescetni protein, exprese tohoto konstruktu se omezujagertkteré
orany a pi celkovém pohledu na larvu je jeji intenzita jegimi mald). Z misek
s potomky finalniho kroku hlavnihatikeni byly tedy vybirany pouze larvy bez
jasné fluorescence.

Z misek s potomky kontrolnihoiiZeni byly vybirdny oba mozné fenotypy tj.
larvy s fluorescenci GFP (heterozygoti pro adgfiegativni kontrola) i larvy bez
ni (mutanti adgf-a; pozitivni kontrola).

Larvy byly vybirany z misek prepatai jehlou pod mikroskopem agnaseny do
lahvicek s gisluSnou dietou. Do kazdé lakiky bylo p‘enaseno po 25 larvach.

Na kazdou dietu byly vybirany larvy veaeth opakovénich (vzdy po 24
hodinach), tj. procedura od kladeniep promyvani po selekci agmos larev
probihala tikrat pro kazdou dietu (mouchy ve valcich tedy kradelkem 6x

vzdy po 24 hodinach; 3x na stravu s 0% cukru as88stravu s 5%).
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Pro prvnicast experimentu (tj. testovani na dist5% glukdzy) byla v miskach
pro kladeni i v lahwikach na larvy kukiicna strava s 5% glukézy. Pro druhou
cast byla v miskach kukitna strava s 0% glukozy a v labkéch (vlastni
testovani vitality) byla pouzita kvasnicova strav@%o glukézy (vodem pouziti
kvasnicové stravy je skuteost, Ze kukki¢na strava sama o sbbbsahuje cukry,
coz by mohlo vést k&st&né zachratimutantnich jedinta ovlivreni vysledk).

Pti jednom opakovani bylo tedy vybrano 125 larev eddého zeit genotyp,
coz znamena celkem 375 larev kazdého genotypunéjédsti experimentu
s dietou s 5% glukdzy.To celé bylo provedeno stéfké v druh&asti s dietou

s 0% glukozy.

Prenesené larvy se nechaly v latkdch s pisluSnou dietou vyvijet do stadia
kukel a dospica. F¥i tom byly sledovany fipadné znamky mutantniho fenotypu
u larev cilového genotypu.

Relativni vitalita cilového genotypu bylatiena jako peet jedind, ktei dosahli
stadia kukly a stadia doslpe v porovnani s kontrolami. Byl sfithn pa@et
jedinai, kteti dosahli stadia kukly a et dosglci kazdého z testovanych
genotypi. Paity ziskané pro cilovy genotyp, pozitivni a negaitikantrolu byly

porovnavany a statisticky testovany.

3.3.6. Diety
Pro experimenty v ramci této prace byly pouZitptiypy diet:

Standardni kukiicnd dieta s 5% sacharézy
Kukuti¢na dieta s 5% glukozy
Kukuti¢na dieta s 0% cukru

Kvasnicova dieta s 0% cukru

3.3.6.1. Kukuri¢né diety

Jako standardni dieta je pouzivano agarové médhsahujici kvasnice, kuki¢nou

mouku a cukr. Sailasré s @ipravou diety se provadi sterilizace chovnych laskj do

kterych je krmné médium naslednalévano.

Pro gipravu 1,5 | standardni diety je pebba:

Agar: 159
Instantni kvasnice: 60g

Kukuii¢nd mouka: 120 g
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- Sachar6za: 759

- Destilovana voda

- Konzervans (10% methylparaben v etanolu): 25 ml

Postup pi pripraw:

1) Lahvicky se nechaly sterilizovatipgl80°C po dobu 2 hod.

2) Souasré se dala vt kukuficnd mouka v 1,2 | destilované vody 1 hodinti p
teplot€ 95°C za stalého michani.

3) Agar byl rozmichan ve 300 ml vody.

4) Po jedné hodin vareni se fidal do vd&ené mouky rozmichany agar, cukr
a kvasnice. Sis se véla dalSi hodinu p stejné teplat a za stalého michani.

5) Pred koncem druhé hodiny se snizila teplota na 50fEdal konzervans. Sés
byla dikladné promichana. V této fazi byla dietéigravena na rozliti (# nalévani
by lahvicky nengly byt uz @ilis horké ale také neifliS chladné). Po naliti do
lahvicek sn&s vychladla a ztuhla.

Uvedené mnozZstvi diety postgoro gipravu giblizné 160 chovnych lah¢ek. Tato
standardni dieta byla pouzita pro chov i@éni much ve vSecliastech experimentu
popsaného vyse, kde neni uvedeno jinak.

Kukuii¢cnd dieta s 5% glukozy sdipravuje stejnym zfsobem pouze s tim rozdilem,
Ze namisto sacharozy s#ida glukdza. Tato dieta byla pouzita do misek plad&ni
embryi pro nasledné vybirani a testovani vitalaybfbo cukru.

Kukuii¢cnd dieta s 0% cukru séipravi rovrez stejnym zpsobem, ale négma se do ni
Zadny cukr. Tato dieta byla pouzita do misek pradkhi embryi pro nasledné vybirani

a testovani vitality na 0% cukru.

3.3.6.2. Kvasnicova dieta

Za &elem testovani vitality cilového genotypu na die¢z gidanych sacharid byla
pripravenacisté kvasnicova dieta. Tato dieta byla pouzita pouzdatiwicek pro vlastni
testovani vitality.

Byla pripravena dieta o0 8% kvasnic a 1,5% agaru podle iowiég(2011).

Pro gipravu 470 ml 8% kvasnicové diety je fatia:

- Agar 7,05 g

- Instatntni kvasnice: 37,6 g

- Destilovana voda

Postup:
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1) Pred vlastni pipravou diety se lahvky pro chov much sterilizovaly stejnym
zpasobem jako v fedchozim fipack (viz 3.3.6.1.).

2) Navazené mnoZstvi agaru a kvasnic bylo nasypari@adinky s vodou aikladre
promichano.

3) Po doplrni vody na konény objem 470 ml a promichani se &ndala vét do
mikrovinné trouby na 10 minut. JelikoZ &snpi vareni gnila, bylo nutné viéeni
kratce peruSovat (tj. celkova dobaiemi byla o gco kratsi).

4) Takto uvdena smis se nechala kratce zchladnout (bézgvani konzeruanich

latek) a poté byla rozlita do lak¥ek, kde dale vychladla a ztuhla.

3.4. Vysledky
3.4.1. O¥reni potvrdilo spravnost kifizeni

Pro gipravu cilového genotypu nesouciho konstrdkyFos-adgf-A:GFP bylo
provadno kiizeni octyiech krocich (viz viz 3.3.4.2.; obrazek 1). \tetim kroku tohoto
kiizeni byla pipravena rodiovska linie cilového genotypu.rdtim, nez se tato linie
nechala déle fiZit za vzniku cilového genotypu, byla podrobenaieri spravnosti
piedpokladaného genotypu (viz 3.3.4.4.), aby se takowilo riziko piipadné
kontaminace, ktera mohla nastat chybouckterém z pedchozich krok kiizeni. Byla
testovana fitomnost konstruktélyFos-adgf-A:GFPa mutantni aleladgf-&@".

Pozorovani pomoci mikroskopu s fluorest@mi filtry ukézalo, Ze fluoresceni
zna’ka DsRedbyla gitomna u vSech pozorovanych larev testovane lifieZ se potvrdila
pritomnost konstruktirlyFos-adgf-A:GFP

Piitomnost mutantni alelgdgf-&*®' byla prowtovana kizenim o jednom kroku (viz
obradzek 3) a naslednym jednoduchym porovnanimityitedbsgElca na standardni di&t
Owetrovacim Kizenim vzniklo potomstvo vSeattyi predpokladanych genotyp Pongr
jednotlivych genotyp vyrazré neodpovidal §pnému porsru 1:1:1:1, ktery by @l nastat,
kdyby se tyto genotypy neliSily Zivotaschopnost[R*0,05;df=3] = 128.5). Z celkového
poctu 373 dosplct meli pouze 3 jedinci pedpokladany mutantni genotyp (rozpoznani
podle balancer€yO:GFPa sodasné absencEM6B), coz odpovida 0,8%. Tento vysledek
je v souladu s poznatkem, Ze stadia dlxgpse dozivaji ménnéz 2% jedind mutantnich
v ADGF-A (Dolezal et al., 2005).

Oweteni tedy neukazalo Zadny naznak kontaminace adilot\piedpokladany genotyp
linie pripravené pro finalni krok hlavnihaikeni.
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3.4.2. Konstrukt FlyFos-adgf-A:GFP zachraiiuje mutantni jedince na obou typech
stravy

Jak bylo pedpokladano, negativni kontroldepstavovana heterozygoty pro mutantni
aleluadgf-d@"® vykazovala vysokou vitalitu na obou typech died%,8% resp. 91,5% pro
dosgglce na 0% resp. 5% glukdzy)igemz mezi dietami nebyl vyznamny rozdil. Pozitivni
kontrola fedstavovana mutantenadgf-&®® / adgf-£%%9) ukazala vyznamnsnizenou
vitalitu (1,1% resp. 10,4% pro dadpe na 0% resp. 5% glukdzy)iigem?z vitalita na 5%
diett byla vyznama vy3Si, nez na 0% (p < 0,01 pro kukly i délsp) U pozitivni kontroly
byly na obou typech diety pozorovany znamky mutimtrfenotypu (melandzni tumory
a rozpad tukovéhalesa).

Mutantni jedinci s konstruktemFlyFos-adgf-A:GFP (cilovy genotyp) rovéz
vykazovali vysokou vitalitu. Ani na jednom typu tienebyl zjiS€n vyznamny rozdil ve
vitalité tohoto genotypu oproti negativni kontrole (p =70s&sp. 0,96 pro 0% resp. 5%)
a také mezi jednotlivymi dietami nebyl vyznamny dz(p = 0,998). Row&Z nebyly
pozorovany zadné znamky mutantniho fenotypu. KakstFlyFos-adgf-A:GFP tedy
prikazre zachrauje mutantni jedince. Vysledky statistického por@vinziskanych dat
ukazuji tabulky Il a lll. Grafické porovnani jedtiefch genotyf na obou typech stravy je

na obrazku 4.

3.5. Diskuse

3.5.1. Neobvykle vysoka vitalita pozitivni kontrolyna 5% dieté

Ackoli mutantni genotyp+/CyO:GFP ; adgf-&*® / adgf-&®® pripraveny pi
ovérovani spravnostiizeni (viz 3.3.4.2.; obrazek 3) vykazoval v souladatekavanim
vitalitu dosglct niZSi nez 2%, i vlastnim experimentu s vitalitou cilového genatypiz
3.3.5.) na diet s 5% glukézy ukazal mutantni genotypr ; adgf-ak®® / adgf-&°® (+
kontrola) vitalitu dosgici 10,4 %, cozZ je v rozporu £ekavanou hodnotou nizSi nez 2%.
Tento vysledek riZze souviset se skuteosti, Ze mutantni jedinci ziskanii pvérovani
nesli navic balance€yO, ktery mohl déle fispivat ke snizeni vitality, zatimco jedinci
cilového genotypu byli bez balanceru. Také procgdachazeni s embryi a larvami mohly
sehrat jistou Ulohu (Promyvani etanolem zajistiirdekci a usnadnicasnym larvam

uvolréni ze z&rodénych oball, coZz se miZze pozitivie promitnout na Zivotaschopnosti).
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Tabulka II: Vysledky statistického porovnani vitglitestovaného cilového genotypu a
kontrol na obou typech stravy pro kukly. V hornfadku a v prvnim sloupci zleva jsou
uvedené testované genotyiisla twsnym pismem ukazuji, Zeiglusné genotypy a diety

v danémiadku a sloupci se od sebe statisticky vyznamsi (Tukey HSD test; variable

Kukly Approximate Probabilities for Post Hoc Te&igor: Between MS = 5,8317, df =

84,000).

FlyFos- FlyFos-
KUKl adgf- + kontrola |- kontrola | adgf- + kontrola| - kontrola
ukly AGFP | (0%) (0%) A:GFP | (5%) (5%)

(0%) (5%)
FlyFos-adgf-
ABED (%) 0,00012 0,16158 0,99992 0,00012 0,83106
Zfo‘g/‘;)””o'a 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012
zo'fg;”o'a 0,16158  0,00012 0,25232 0,00012  0,83106
FlyFos-adgf-
AGFP (5%)| 99992 000012  0,25232 0,00012  0,92223
2’5‘;‘;)””0'6‘ 0,00012 0,00012 0,00012  0,00012 0,00012
255)2')1”0'3 0,83106 0,00012 0,8310§ 0,92223 0,00012

Tabulka 1lI: Vysledky statistického porovnani vitgltestovaneého cilového genotypu a
kontrol na obou typech stravy pro délge. V hornimradku a v prvnim sloupci zleva jsou
uvedené testované genotygisla titnym pismem ukazuji, Zefipludné genotypy a diety

v danémiradku a sloupci se od sebe statisticky vyznamsi (Tukey HSD test; variable

Dospelci Approximate Probabilities for Post Hoc Testsder Between MS = 3,1889, df =

84,000)

FlyFos- FlyFos-
Doslci adgf- + kontrola |- kontrola |adgf- + kontrola| - kontrola
ospect A:GFP | (0%) (0%) A:GEP | (5%) (5%)

(0%) (5%)
FlyFos-adgf-
e (0%) 000017 0,86987 0,99855 0,00012 0,82255
Z'otf/f)””o'a 0,00012 0,00012 0,00012 0,00749  0,00012
Eoﬁzr)‘”o'a 0,86987  0,00012 0,6438§ 0,00012  0,18573
FlyFos-adgf-
NGFP 53| 099855 000012  0,6438 000012 0,96351
2'5‘;3)””0""‘ 000012 0,00749 0,00012  0,00012 0,00012
25‘;23‘”0'8‘ 0,82255 0,00012 0,18573 0,96351 0,00012
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Obrazek 4: Porovnani relativni vitality cilovéhonggypu FlyFos-adgf-A:GFP / + ; adgf-
a“@® adgf-#°% (zde ozneeného jako FlyFos-adgf-A:GFP) a kontrol na dietach
obsahujicich 0% a 5% glukézy. Udaje jsou vynesempyoeentech celkového mnoZstvi

vybranych larexSEM.

Navic cilovy genotyp nesl dvrizné mutantni alelyadgf-&® / adgf-&°¥, zatimco
mutant pipraveny za delem owfeni genotypu byl homozygotni pro alehalgf-d°".
Nicmére vitalita kukel i dosplcu byla pifikazreé nizsi oproti negativni kontrole a byl také
pozorovan mutantni fenotyp. Navic na s&rab% glukdzy je u pozitivni kontroly patrny
rozdil ve vitali# kukel a dosglcii, coz v souladu scekavanim ukazuje vysokou letalitu ve

stadiu kukly.

3.5.2. Konstrukt FlyFos-adgf-A: GFP jako vhodny reportér genové exprese

Jak bylo uvedeno vipdchozich¢astech prace (viz 3.1.2.), konstruklyFos-adgf-
A:GFP jiz byl usgsre pouzit jako reportér genové expresegiudiu proteii zapojenych
v metabolismu adenosinu (Fenckova, 2011). Expetirpepsany vysSe ukazal, Ze fazni
protein sestavajici z fugki adenosin deaminasy a GFP, ktery vznika exprasstkuktu
FlyFos-adgf-A:GFR nahrazuje fwodni adenosin deaminasu a poégja k zachraé
mutantnich jedint. Experiment neukazal, Ze by adenosin deaminasktidta fuzniho
proteinu byla jakkoli negativnovlivnéna. Tento vysledek podporuje vhodnost konstruktu

FlyFos-adgf-A:GFHako reportéru genové exprese.
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3.6. Zawr

Kiizenim byla usgsre pripravena linie muclD. melanogasterktera nesla konstrukt
FlyFos-adgf-A:GFP na druhém chromosomu v pozadi amotho genu hlavni
testovani vitality proti kontrolam na dvou typedhasy. Experiment ukazal, Ze adenosin
deaminasova aktivita fuzniho proteinu ADGF-A:GFPd@st&ujici k zachraa jedina
mutantnich v ivodnim lokusu. Nebyl pozorovan jakykoli naznak eni vitality, ktera by
indikovala negativni &inek fluorescedni zn&ky GFP na enzymatickou aktivitu fazniho
proteinu. Toto zji&ni podporuje vhodnost fazniho proteinu pro poujgkio reportéru

genoveé exprese.
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