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1. Uvod

Vznik mnohobunécnosti pied 2.5 miliardami let s sebou pfinesl do t¢ doby nezndmy
problém: jak se v rdmci jednoho organizmu “domluvit”? Kazda buiika musi dbat nejen na
své zajmy, ale také na zdjmy mnohobunééného celku, protoze jinak by neSlo o
mnohobunécnost, ale pouze o kooperaci samostatnych bunek. Odhaduje se, Ze praveé v této
dobé se zacaly vyvijet mezibunééné signalni drahy. A nezbytnou podminkou signalizace je
jeji regulace. Ta muze probihat na vSech myslitelnych stupnich, naptiklad na Grovni
modifikace proteind zapojenych v signalnich kaskadach, regulaci transkripce, spojovanim
s jinymi drahami apod. Zatimco zdékladnich signalnich drah v burice je relativné¢ malo,
obrovského mnozstvi tkanove specifickych odpovédi na stejny signél je dosazeno prave
diky dimylsnym regulaénim mechanizmim. Neni tedy pifekvapujici, ze regulace
signalizace hraje klicovou roli i pfi riznych nemocech a vyvojovych poruchach.
Pfedmétem mého studia a experimentu je Notch signdlni drdha a jeji ovlivnéni

metabolismem.

1.1. Notch signalni draha

Notch signalni draha je silné konzervovana a ptfitomnd u vSech mnohobunécnych
organismil. Ovliviiuje mnoho rtiznych bunéénych procest jako je diferenciace, proliferace
¢i indukce apoptdzy. Pii jeji nefunkénosti, nebo ¢aste¢ném posSkozeni je zodpovédnd za
mnoho vyvojovych vad i n€kolika nemoci u dospélého organizmu, véetné rakoviny. Jejimi
zakladnimi komponentami jsou receptor Notch v bunéné membrané signal vysilajici
buiiky a jeho ligand v membréne tésné sousedici buiiky na tento signal reagujici (obr. 1). U
Drosophila melanogaster existuje jeden receptor a dva ligandy (Delta a Serrate), u savcii
jsou receptory Ctyfi a ligand dvandct. P&t z nich je ovSem takzvané nekanonickych, coz
znamena, ze sice aktivuji Notch drahu, ale bez spoluprace s CFB-1 transkripénim faktorem
( Su(H)) (Kopan and Ilagan 2009). Narozdil od jinych signalnich drah nevyzaduje Notch
draha Zadného tzv. druhého posla. Po aktivaci receptoru se jeho intracelularni doména
(N'P) odstépi pomoci ADAM/TACE proteazy a y-sekretetizového komplexu a jde piimo
do jadra, kde aktivuje genovou transkripci vazbou na transkripéni faktor CSL (CBFI,
Su(H), Lag2, podle ptislusnych orthologii u savct, octomilky a had’atka). CSL se vaze na
DNA enhancery obsahujici konsenzus vazebné misto CGTGGGAA. Zdaleka ne vSechna

potencialni vazebna mista jsou vSak za dané situace obsazena. Ucebnicovy model
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pfedpokladd, Ze bez ptitomnosti Notch signalizace vaze CSL korepresory tlumici
transkripci cilovych gend, zatimco N'P zpiisobi vytdsnéni téchto korepresort a naopak
spusténi transkripce téchto cilovych gentli. Ze studii na octomilce ale vime, Ze mnoho geni
vaze Supressor of Hairless (Su(H)) az po aktivaci Notch drahy a ne vSechny Notch cilové
geny jsou tedy reprimovany pomoci Su(H) (Housden, Fu et al. 2013).

Je prekvapujici, ze tato relativné jednoducha signalni drdha je pouzita pti vyvoji
témet kazdé tkané a jeji zapnuti vyvolava naprosto odliSné odpoveédi v zavoslosti na
bunécném kontextu. Naptiklad v nékterych ptipadech aktivace Notch drdhy podporuje
proliferaci bun¢k (Kopan, Nye et al. 1994; Delfini, Hirsinger et al. 2000; Hirsinger,
Malapert et al. 2001), jindy zase bunécnou diferenciaci (Robey 1999), nebo urcuje
bunécnou specifikaci (Gaiano and Fishell 2002).

SIGNAL-SENDING CELL
1

W oA
Ligand
endocytosis /
\ Trans-endocytosis

° .
:—j Ligand J/Np peptide

CYTOPLASM

a = secretase
b o R
,% (S2Tleavage) é E
\
[{[ Hl NEXT > =
Receplor

/ endocytosis
it

Furin cleavage ($1)
Fringe glycosylation

%’% NICD NICD*
\Q.‘) .
Golgi - Proteasomal

degradation

.

O-fucosylation
0—glucosylat|on NUCLEUS

Endoplaamk: .
reticulum —

Transcnptlonal
SIGNAL-RECEIVING CELL switch

Obr.1: Schéma aktivace Notch signalni drahy: Notch receptor je protein zakotveny v bunééné membraneé,
s extracelularni doménou (N"P) a intracelularni doménou (N'“?).Béhem piepravy pies endoplazmatické
retikulum a Golgiho komplex protein maturuje. Dochazi k posttranlsaénim modifikacim (glycosylace a
fucosylacena EFG repeticich v N*“P) a také §t&peni furin protedzou (S1). Navazani ligandu (Serrate, Delta)
aktivuje druhé $t&peni (S2), zprosttedkované ADAM metaloprotedzou. Dale je N'P §t&pena (S3 a S4) y-
sekretazovym komplexem.Tim je N'® uvolnéna z membrany a prepravena do jadra, kde se spoji s CSL a
dalimi koaktivatory a spusti transkripci cilovych gentl. Bez piitonosti N'° je exprese stejnych genii
vétsinou potlacena pomoci CSL komplexu vaziciho korepresory (Kopan and Ilagan 2009).



Notch signalizace hraje vyznamnou roli béhem vyvoje organismu, kde se uplatiiuje
pfi ctyfech zakladnich procesech. Laterdlni inhibici, laterdlni indukci, pfi definovani
hrani¢nich oblasti tkani a pfi bunééné specializaci.

Lateralni inhibice je jakysi kompeti¢ni boj mezi jesté nediferencovanymi buiikami
epitelia o to, kterd buiika se specializuje, jaky bude jeji osud (Gibert and Simpson 2003; Le
Borgne and Schweisguth 2003). Muzeme to ukazat na casto uvadéném piikladu
diferenciace neuront u octomilky. Pfed diferenciaci se jednd o shluk proneurdlnich bun¢k
exprimujicich stejné pocty Notch receptorii a ligandl. Tyto buiiky také exprimuji produkty
proneuralnich genti Achaete (Ac) a Scute (Sc). Tedy vSechny buniky ve shluku maji stejnou
moznost stat se neuronem. Postupem ¢asu jedna z bun€k exprimuje vic ligandli nez ostatni,
zvitézi v kompetici, a to vede k aktivaci Notch drahy u okolnich buné¢k a inaktivaci dréhy u
ni samotné. U okolnich bun¢k se aktivuji geny Enhancer of split komplexu, které zastavi
expresi Ac/Sc produkti. Timto mechanismem se u okolnich bun¢k zastavi neurdlni
diferenciace a stane se z nich nervovy epitel, zatimco z buiiky uprostied se stane prekurzor
neuronu. U octomilky se takto také vyvijeji smyslové organy (chlupy) na thoraxu (Stitu)
(Castro, Barolo et al. 2005), coz byl jeden z markerti, ktery jsem ve své praci sledoval.

Lateralni indukce ptisobi v podobnych situacich jako inhibice. Rozdil je jen v
mechanismu blokace u okolnich bun¢k. Kontroluje totiz expresi ligandt Serrate a Jagged
pozitivni zpétnou vazbou Notch indukénich signali u sousednich bunék. Stejné jako u
laterdlni inhibice je opét Notch draha blokovéna u vitézné buiiky, tentokrat prostfednictvim
regulatoru Numb (Zhou, Atkins et al. 2007). Situace je tedy nakonec stejné jako u lateralni
inhibice: méme shluk bun¢k z nichz jedna ma nizkou Notch aktivitu a ostatni vysokou.

Vznik hrani¢nich oblasti mezi dvéma populacemi bunék muize byt také fizen Notch
signalni drahou, jak se to dé&je napiiklad pfi formovani okraje kiidla octomilky nebo
kiidelnich cév béhem larvalniho vyvoje v kiidelnim disku (Bray 2006). I tento marker
jsem hodnotil ve své praci (sledovanim fenotypu na kiidlech u dospélcit).

Notch také tidi bunécnou diferenciaci, naptiklad u prekurzoriit smyslovych organii
nebou kmenovych bunck. Regulace zde probihd opét prostfednictvim Numb proteinu,
ktery je po asymetrickém déleni bunék nerovnomérné rozlozen (Bray 2006; Zhou, Atkins
et al. 2007). To vede k rizné aktivit¢ Notch drahy mezi dcefinnou a mateiskou buiikou a

tim ke specifikaci bun¢k v rizné podtypy.



1.2. Regulace Notch drahy

Notch signalizace musi byt velmi slozité regulovana, protoze v riznych tkanich a
kontextech ovliviiuje riizné geny. Aktivaci Notch drahy ve svalovych buiikdch octomilky
se zapne 197 geni a v krevnivh bunikdch 76 genii, ale geni spole¢nych pro obé¢ tkané je
pouze 37 (Krejci, Bernard et al. 2009). Co tedy zptsobi naprosto odliSnou bunécnou
odpovéd’ na zapnuti stejné signalni drahy? Doposud bylo popsano nékolik mechanizm,
které maji vliv na celkovy vysledek signalizace (Borggrefe and Oswald 2009).

Jednim z faktori, které mohou ovlivnit kvalitu Notch signalizace a vybér cilovych
gent, jsou samotné receptory. Ackoliv u octomilky exisuje jen jeden Notch receptor a tedy
jedna Notch intracelularni doména, u savcll jsou receptory Ctyfi, které se liSi svym
expresnim profilem a mirné také svou intracelularni doménou. Ukazuje se, ze ackoliv

vechny &tyii N'P jsou schopné aktivovat transkripci stejnym mechanismem, jsou odligng

ICD . 1ICD

nachylné k degradaci. Signal z n¢kterych N je tedy stabilngjsi a delsi nez od jinych N
a to muze byt jednim z divodil pro jiny repertoar cilovych genti (Arnett, Hass et al. 2010).

Mnozstvi §tépeného receptoru a stabilita N'P

ma tedy zasadni vliv na kvalitu a délku
signalizace.

DalSim faktorem pfi vybéru Notch cilovych genil je sloZzeni transkripnich komplext
na jejich enhacerech. Korepresorovy komplex rekrutovany pomoci Su(H) mize obsahovat
rizné partnery, mimo jiné histonové deacetylazy, demetylazy i histonové chaperony.
Koaktivaéni komplex se sklada ze t¥i kliGovych proteind - CSL, N'° a MAM
(mastermind), které pak spolecné zapojuji histonové acetyldzy a dalsi koaktivatory
spoustéjici transkripci Notch cilovych genii. Tento komplex je vSak na DNA velmi
nestabilni. Dochazi k rychlé fosforylaci a deacetylaci N'“P, které vedou k jeji degradaci.
Jedna molekula receptoru tak mlize signalizovat pouze jednou, a to jesté kratce, nedochazi
k Zadné amplifikaci signdlu jako u jinych drah. Slozeni transkripénich komplext je
tkanove specifické a nabizi dalsi urovén regulace Notch signalizace. Spolu s rozdilnou
obsazenosti Su(H) vazebnych mist mize tedy mit vyrazny vliv na druh tkanové specifické
odpovédi na Notch signalizaci.

Dalsi vyznamnou kapitolou v oblasti specificity Notch signalizace je jeji spoluprace s
jinymi signalnimi drahami a transkpripénimi faktory. Notch drdha mulze spolupracovat
napiilad s Wnt, NF-kB nebo TGF-B drahami, a to pozitivné i negativné, na Urovni
vzajemné modifikace signdlnich komponent nebo sdilenim stejnych cilovych gent.

Dtlezitou okolnosti je také kooperace s transkripénimi faktory, které mohou vyrazné
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ovlivnit vybér Notch responsivnich enhancert. Napfiklad transkripéni faktor Twist
spolupracuje se Su(H) pii specifikaci svalovych bunék (Bernard, Krejci et al. 2010), nebo
Runx transkripéni faktory spolupracuji se Su(H) pfi specifikaci krevnich bunék (Terriente-
Felix, Li et al. 2013).

V posledni dobé ptibyva dikazd, ze jednim z faktord, které mohou zésadné
ovlivnit Notch signalizaci, je i irovent bunééného metabolizmu. Z vysledkl nasi laboratote
napiiklad vyplyva, Ze buiiky péstované v médiu s 2-deoxyglok6zou (inhibujici glykolyzu)

odpovidaji podstatné htite na aktivaci Notch drahy nez
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Obr.2: Sir2 jako metabolicky sensor pro Notch drdhu. Normalizovana exprese Notch cilového genu
HLHm3 ve S2N burikéch u octomilky. Kontrolni buiky (modie) a buiiky s pouzitim RNAI proti Sir2
(oranzove). Praimér ze tfech opakovani. RNAi mize ¢astecné zachranit negativni vliv 2-deoxyglukosy
(2DGQ) na aktivaci Notch cilového genu.

kontrolni bunky v médiu s glukézou (obr.2). V1iv metabolismu na Notch signalizaci si
vsiml také Merdes et al. (Siebourg, Merdes et al. 2012) pifi svém RNAI screenu gent
ovlivityjicich Notch signalizaci in vivo. Jakym zpiisobem je vSak signal o trovni
bunééného metabolizmu transformovan do zmén v Notch signalizaci? To piedpoklada
existenci metabolického senzoru, tedy proteinu, ktery by ménil svou aktivitu v
zavislosti na bunééném metabolismu a byl zarovén schopny modifikovat vystup
Notch drahy. Jednim z téchto senzort pro Notch drahu se zda byt protein Sir2. Dle
studii Mullighana a Guarani (Guarani, Deflorian et al. 2011; Mulligan, Yang et al.
2011) je protein Sirtl ze skupiny sirtuind (homolog kvasinkového SIR2 u savci)
ICD

zodpovédny za deacetylaci a naslednou degradaci N

(H4K16, H1K26) vedouci ke kondenzaci chromatinu. Podle naSich vysledkii se tak

1 za deacetylaci histonti

ziejm¢ déje predevSim v podmindch snizené glykolyzy (obr.2). Sir2 protein vaze

NAD" a je tedy citlivy na NAD":NADH pomér, ktery se méni v zavislosti na typu



bunééného metabolismu. Vysledky z naSi laboratofe ale naznacuji, Ze role Sir2
proteinti v Notch signalizaci je rozsahlejsi a tento protein miZe ovliviiovat Notch
drahu 1 pozitivné. Dal§im zplGsobem, jakym urovenn metabolismu muze ovlivnit
signalizaci, jsou posttranslacni modifikace signalnich molekul. Napftiklad acetylace je
zavisld na dostupnosti acetyl-CoA nebo glykosylace na dostupnosti patficnych
cukernych zbytkd.

Stejné tak ale existuje n¢kolik signdlnich drah, které pfimo reguluji bunéény
metabolismus. Naptiklad inzulinova draha je stimulovana pfi vysokém obsahu zivin v
organismu a stimuluje pfijem glukozy a jeji ukladani ve form¢ glykogenu. Stejné tak
buiika monitoruje pfitomnost aminokyselin (pfes Rag proteiny) a pomér ATP:ADP
(ptes AMP kinazu) a pomoci TORC1 komplexu reguluje celkovou troven translace a
metabolismu. Metabolismus je rovnéz cilem dalSich signdlnich molekul, mezi nez
patfi 1 onkogeny (napiiklad myc). Rakovinnd buiikka ma metabolismus vyrazné
odlisny od buiiky zdravé (Warburgiiv efekt) a onkogeny hraji ¢asto vyraznou ulohu
pfi zajisténi této metabolické zmény. Propojeni bunécné signalizace a metabolismu je

tedy oboustrané (Wellen and Thompson 2012).

1.3. Cil bakalarské prace

Zamérem mé bakalaiské prace bylo zjistit, zda budeme moci pozorovat
ovlivnéni Notch drahy metabolismem, pokud budeme péstovat octomilky na dietach s
riznym pomérem cukri a kvasinek (zdroj aminokyselin). Zaméfil jsem se na
kvantifikaci Notch fenotypu na kiidlech a na chlupech thoraxu. Z naSich experimentt
na tkanovych kulturach stejné tak jako z vysledkii publikovanych z jinych laboratofi
je jisté, ze Notch drdhu je mozné ovlivnit urovni bunééného metabolismu. Zda lze
vSak sledovat fenotypicky projev poruchy Notch signalizace in vivo piimou

manipulaci dostupnych zivin béhem vyvoje organismu, ziistdvalo nezndmou otazkou.



2. Materialy a metody

Pro sledovani fenotypu Notch drahy jsem potieboval alely, jejichz silu by Slo
dobie a ptfesn¢ kvantifikovat. Pouzil jsem tedy mouchy nesouci mutantni alelu pro
Notch receptor (N*>°''; fenotyp odrazi snizenou aktivitu Notch drahy) nebo pro
korepresorovy protein Hairless (H?; vede k derepresi nékterych genii a tedy pfipomina
fenotyp zvySené activity Notch drdhy). Do pokusu jsem je zkiizil s yw divokym
kmenem a pro analyzu vybiral pouze jedince, u kterych nebyly pfitomné zadné
balancery.

Navafil jsem jidla s rGznymi nutriénimi hodnotami (tab.I). Jednalo se o C&tyii
typy jidla s rozdinym mnoZstvim kvasinek a cukrii a paté jidlo pfipravené podle
publikace Merdes et al. (Siebourg et al. 2012). Zde autofi pozorovali vliv
metabolismu na Notch reporter v kfidelnich discich larev po RNAi genll pro
glykolyzu (Siebourg et al. 2012) a my jsme chtéli vidét, jestli by se Notch fenotyp
vyrazné odliSoval od ostatnich diet. V tomto by ale bylo obtizné ménit metabolické
poméry, protoze je mnohem komplexnéjSi a obsahuje ne piesné definované
komponenty jako sladovy extrakt. Metabolické poméry octomilek piedevSim na
prvnich ctyfech jidlech by se ale mély lisit. Napiiklad mouchy na dietach s vysokym
obsahem cukru by mé&y ziskavat energii predevs§im ptes glykolyzu, zatimco mouchy s
vysokou hladinou kvasinek a tedy aminokyselin by mély mit aktivni spiSe Krebsiv
cyklus. Rozdili v metabolismu je ale vice, naptfiklad mouchy s nizkou hladinou
kvasinek nebo cukrii by mély mit zarovenn malo aktivni mTOR drahu. Zmény
metabolismu ale in vivo sledovat nelze a nevime tedy zcela s jistotou, co se na
jednotlivych dietach presné déje.

Na jidla jsem nasadil dospélce v poméru 6 samicek a 4 samce, celkové 8 vialek
pro kazdé jidlo. Nejprve po péti dnech, pak dvakrat po tfech dnech jsem vSechny
octomilky pfesunul do nové navatenych diet a v§echny jsem udrzoval v inkubatoru o
konstantni teploté 25°C. Potomky jsem po vylihnuti vyttidil a ulozil do etanolu. Poté
jsem vyrobil preparaty kiidel, vyfotografoval je pod mikroskopem s patfiénym
rozliSenim a kvantifikoval typické fenotypové markery pro jednotlivé mutace.

55el1
" mutace

Pro kvantifikaci notch fenotypu jsem pocital chlupy na §tité, u N
jsem také kvantifikoval Sitku delty u cévy L5 (pocitanim chlupi, tedy poctu bunék,
tvoricich okraj delty, viz obr. 3B) a u H” dospé&lcti jsem pomoci ImageJ64 softwaru

méfil vzdalenost cévy LS od jejiho konce do okraje kiidlav poméru k celkové délce
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cévy (tedy velikost cévy, kterd se diky mutaci v H® nevyvinula, obr. 4C). Zajimalo
mé, zda tyto tii parametry odrézejici aktivitu Notch drahy v dospélcich, budou

rozdilné v zavislosti na mnozstvi a poméru zZivin v médiu, ve kterém se vyvijely larvy.

Obr. 3: Fenotypové markery pro N**''(B) a H? (C) mutace. Obr. A) znézoriiuje normélni fenotyp, B)
mutace N>°'' znamend heterozygotni absenci receptoru Notch. Notch dréha je mnohem méng
aktivovana a to ovliviiyje diferenciaci bun€k. V dusledku toho cévy L2, L3, L4 a L5 na svém konci
tvori deltu a L5 je celkové tlustsi. Na toraxu se vyvine vice chlupii (obr. D). C) mutace H®> znamena
absenci Hairless korepresoru v Notch represnim komplexu. To vede k caste¢né derepresi (tedy
aktivaci) gent i bez aktivni Notch drahy. Fenotyp na kfidle je manifestovany kratsi LS cévou a na
thoraxu se vyvine méné chlupti.



Experimenty jsem provedl celkem tfi. Prvni experiment zahrnoval pét diet,
druhy a tfeti diet Sest. Vysledky prvniho experiment naznacovaly, ze pravé obsah
kvasinek (tedy hlavn¢ aminokyselin) ma vliv na Notch fentyp. Do druhého a tretiho
experimentu jsem tedy zahrnul i diety, kde jsem kvasinky nahradil pfesné¢ danym
slozenim vSech dvaceti aminokyselin, podle publikace Lindy Partrige et al.
(Grandison, Piper et al. 2009), kterd studovala plodnost a délku zivota octomilek v
zavislosti na hladiné Zivin. Toto slozeni by mélo pfesné odrdzet pomér aminokyselin
pfitomnych v kvasinkach. Pfipravil jsem 100x koncentrovany zasobni roztok, ktery
jsem ptidaval do stiedné chladného media (37°C) (tab.2). Pfidanim aminokyselin do
diet jsem doufal v navraceni aktivity Notch drdhy na uroven diety s vysokym

obsahem kvasinek.

Tab. I: Slozeni jidla pouzitého pro prvni experiment. Piiprava diety zahrnovala 30 minut vafeni vody a
agaru ( Agar Agar Serva, CAS [9002-18-0]) pfi teploté 90°C, poté ptidani kvasnic (Instantni praskové
drozdi, vyrobce: Lesafre), kukufi¢né mouky (kukufiénd mouka hladka, vyrobce: Kukuficny mlyn
Mrzkovice, distributor: prodejna zdravé vyzivy Harmonia) a cukru (Korunni cukr Krystal, vyrobce:
cukrovar v HruSovanech nad JeviSovkou) a vafeni dalSich 40 minut ve speciadlnim hrnci. Na konci
vaieni by do jidel pfidan Nipagin (25ml/l). Diety 3 a 4 byly nalévany pfi teploté¢ 37°C do chladnéjsich
vialek kvili sedimentaci zivin (kvasnic) na dno vialek.

1 160 g yeast; 160 g sugar (6 g agar; 80 g corn meal; 1 | water) (y+; s+)

2 160 g yeast; 20 g sugar (6 g agar; 80 g corn meal; 1 1 water) (y+; s-)

3 20 g yeast; 160 g sugar (6 g agar; 80 g corn meal; 1 1 water) (y-; s+)

4 20 g yeast; 20 g sugar (6 g agar; 80 g corn meal; 1 1 water) (y-; s-)

5 18 g yeast; 8 g agar; 10 g soya meal; 22 g beet sirup; 80 g cornmeal,
“Merdes” 80 g malt extract; 1 1 water (Merdes — M (y+-; s+))




Tab. II: Slozeni jidla pouzitého pro druhy a tfeti experiment. Pfiprava diety zahrnovala 30 minut
vafeni vody a agaru Amresco (Agar Bacteriological [J637] pii teploté 90°C, poté pfidani kvasnic
(Instantni praskové drozdi, vyrobce: Lesafre), kukuficné mouky (kukufi¢nd mouka hladka, vyrobce:
Kukufiény mlyn Mrzkovice, distributor: prodejna zdravé vyzivy Harmonia) a cukru (Korunni cukr
Krystal, vyrobce: cukrovar v HruSovanech nad JeviSovkou) a vateni dalSich 40 minut ve specidlnim
hrnci. Na konci vafeni by do jidel ptidan Nipagin (25ml/l). Diety 3,4,5 a 6 byly nalévany pfi teploté
37°C do chladngjsich vialek kvuli sedimentaci Zivin (kvasnic a aminokyselin) na dno vialek.

1 160 g yeast; 160 g sugar (1 | water; 6 g agar)(y+; s+; AA-)

160 g yeast; 20 g sugar (1 1 water; 6 g agar) (y+; s-; AA-)

20 g yeast; 160 g sugar (1 1 water; 6 g agar) (y-; s+; AA-)

20 g yeast; 160 g sugar (0,9 1 water; 6 g agar; 100 ml AA) (y-; s+; AA+)

2
3
4 20 g yeast; 20 g sugar (1 1 water; 6 g agar) (y-; s-; AA-)
5
6

20 g yeast; 20 g sugar (0,9 1 water,6g agar; 100 ml AA) (y-; s-; AA+)

Tab III: Slozeni 100x koncentrovaného roztoku aminokyselin pro diety v tabulce 2, v gramech na 10
ml mili-Q vody:

L-arginine 0.43¢g L-alanine 0.4g

L-histidine 0.21g L-asparagine 0.27g
L-isoleucine 0.34¢ L-aspartate 0.27¢g
L-leucine 0.48¢g L-cysteine3 0.01g
L-lysine 0.52¢g L-glutamate 0.42¢g
L-methionine 0.1g L-glutamine 0.42¢g
L-phenylalanine  0.26g glycine 0.34¢g
L-threonine 0.37¢g L-proline 0.2g

L-tryptophan 0.09¢ L-serine 0.29¢
L-valine 0.4g L-tyrosine 0.12g

2.1. Optimalizace

Druhému a tfetimu experimentu pfedchdzela optimalizace metody pfedevsim
kvili zméné dodavatele agaru. Agar od dodavatele Serva se piestal vyrabét ( Agar
Agar Serva, CAS [9002-18-0]) a musel jsem najit jiny agar, jenZ by byl pro mé
pokusy vhodny. ZkouSel jsem vafit agar od riznych vyrobct pfi riiznych teplotach, v
riznych koncentracich, rizné€ dlouhou dobu, ve specidlnim hrnci, v mikroviné troubé,

na elektromagnetické plotynce apod. Vysledky byly ¢asto zna¢né problematické. Jidlo
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bylo bud’ zdrclé, nebo naopak vyloucilo vodu, nedrzelo pohromadé a rozpadalo se
nasledkem c¢ehoz se mouchy topily. Pii zvySeni koncentrace agaru zas byla
vysokonutri¢ni jidla pfili§ tuha a larvy se jim nemohly prokousat. Teprve vyrobek
Amresco (Agar Bacteriological [J637], Bacteriological grade) konecné pftinesl
ocekavany vysledek ve smyslu konzistence medii.

DalSim krokem v optimalizaci diet byly poméry mezi kvasinkami a cukrem,
abychom co nejvice odliSili metabolické parametry mezi jednotlivymi jidly. Cilem
bylo nalézt co nejmensi mozné hladiny zivin, kdy octomilky jesté pieziji a mnozi se.
Zkousel jsem davat napiiklad 200g kvasnic / Og, 10g, 15g cukru na 1l vody a
obracenég, aby byl rozdil mezi mnozstvim kvasinek a cukr co nejvétsi. Nicméné se
ukazalo, ze imrtnost larev v nizkonutri¢nich dietach (pfi obsahu cukru 15g nebo
obsahu kvasinek 15g) byla pfili§ vysokd a rozhodl jsem se tedy pro poméry uvedené
vyse v tabulce €.2.

Dal§im problémem, ktery bylo nutné feSit, byla sedimentace Zivin u
nizkonutri¢nich diet v receptech bez pouziti kukuficné mouky, kterd zahuStovala
medium a diety v prvnim experiment nesedimetovaly. Pfi naliti té€chto diet do horkych
vialek (podle obvyklého postupu), byly kvasnice a cukr po vychladnuti jen na dné
vialky a vétSinu prostoru zabiral v podstaté pouze agar, jehoz vyzivna hodnota je
téméf nulova. Takto piipravené diety by neposkytly spravné vysledky. Resenim se
ukdzalo nalévani jidla do chladnych vialek pfi teploté diet 37°C. Protoze jsem do
nékterych diet pouzival aminokyseliny, musel jsem tyto diety nalévat také chladnéjsi,

abych aminokyseliny vysokym teplem neznicil.

3. Vysledky

Jako hlavni markery pfi vyhodnocovani vysledkll experimentli jsem pouzival

poéty chlupti v deltach cév L5 na kiidlech u octomilek s mutaci N>

a délku cévy
L5 u octomilek s mutaci H”. Jako doplitkovy marker jsem po¢ital chlupy na thoraxu.
V pfipadé markeru v deltich L5 jsem ocekaval zvySeni poctu chlupi u
nizkonutri¢nich jidel a v pfipadé délky cév L5 jsem naopak ocekaval jeji prodlouzeni
(tedy zmenSeni mezery). Oba trendy vzajemné se projevily pouze u prvniho
experimentu. Druhy experiment byl poznamenan problémy s optimalizaci metody

popsané vysSe a ve tfetim experimentu se trend projevil jen v deltach, ale ne uz u cév.

Pifi pouziti aminokyselin jsem ocekaval navrat fenotypu k hodnotam u
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vysokonutri¢nich diet, coz se neprojevilo ani u jednoho z experimentl, kde jsem
aminokyseliny pouzil. Pro snaz$i ptehlednost budu uvéadét vysledky dle pouzitych

mutaci.

3.1. Kvantifikace §ifky cévy L5 u N>

Pii kvantifikaci §iiky cévy L5 na kiidlech octomilek s mutaci N>>*''se projevil
trend k SirSim deltim a tedy zhorSeni Notch mutantniho fenptypu octomilek
pestovanych na jidlech s nizkym obsahem kvasinek, a to u prvniho a tfetiho pokusu
(obr. 4, 6 a tab. IV, VI). Druhy pokus tyto vysledky nepotrvdil (obr. 5 a tab. V), ale to
l1ze mimo jiné vysvétlit malym poctem much dostupnych k analyze. Z ttetiho pokusu
je patrné, ze ptidani aminokyselin nezvratilo trend zhorSeného fenotypu a nevratilo ho

na nizsi hodnoty jako u jidel obsahujici cukr. Mozna vysvétleni nastinim v diskusi.

14 - NS5xYW (exp.1)
13
12
11 -
» 10 7
&
ci
o 8
g
= 7
=
=] 6 -
4
RN
=
4 -
3 -
2 -
1 -
0 T T T T
y+9 st y+> S- Y- st y-, §- (M) y+', st+
Food type:

Obr. 4: N55el 1, prvni experiment. Sika delty L4 na kiidlech u octomilky s mutaci N*>¢"!

zhorseni fenotypu u diet s nizkym obsahem kvasnic.

. Je patrné
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Tab. IV: Poty kiidel analyzovanych pro konkrétni diety a primérna $itka L4 delty u mutanti N>>°'!,

prvni experiment.

exp.1 Food type average Flyes no:
(N55xYW) y+, s+ 10,46 89
y+, s- 10,64 72
y-, st 11,65 43
y-, S- 12,07 67
y+-, s+ MERDES 11,95 68

NSSXYW (exp.2)

16

14 -

12

10

6 I

O T T T T T

y+, s+, AA-  y+, s-, AA-  y-, s+, AA-  y-, 8-, AA-  y-, st AA+  y-, s-, AAT+
Food type:

Hairs on wing deltas
o0

N
1

[\S)
1

Obr. 5: N”*''_ druhy experiment. Sitka delty L5 na k¥idlech u octomilky s mutaci N>''. Zde se
nepodafilo potvrdit trend zjistény u prvniho experimentu.
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Tab. V: Poéty ktidel analyzovanych pro konkrétni diety a pramérna sitka L5 delty u mutantt N>,

druhy experiment.

exp.2 Food type average Flyes no:
(N55xYW) y+, s+, AA- 12,41 28
y+, s-, AA- 11,02 29
y-, s+, AA- 9,23 29
y-, 8-, AA- 13,89 17
y-, s+, AA+ 10,45 28
y-, 8-, AA+ 12,53 16

N55XYW (exp.3)

14

12 1
0 T T T T T

y+,s+,AA- y+,5-,AA- y-,sT,AA- y-,5-,AA- y-,stH,AA+ y-,s-,AA+
Food type:

(o]
1

(@)}
1

hairs on wing deltas

o
1

[\
1

Obr. 6: N"' tieti experiment. Sitka delty L4 na ktidlech u octomilky s mutaci N>

zhorSeni fenotypu u diet s nizkym obsahem kvasnic, ten ale neni navracen na pivodni hodnotu

. Je patrné

ptidanim aminokyselin.
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Tab. VI: Pocty kiidel analyzovanych pro konkrétni diety a primérna Sitka L4 delty u mutantid N

treti experiment.

55ell

>

exp.3 Food type average Flyes no:
(NS5xYW) y+,s+,AA- 9,84 90
y+,s-,AA- 10,42 90
y-,s+,AA- 11,22 90
y-,s-,AA- 11,84 90
y-,sHAA+ 12,1 90
y-,s-, AA+ 11,6 90

3.2. Poditani chloupkii na thoraxu u N

Pro octomilky s mutaci N
experimentu d4 vysledovat trend nartistu poctu chloupki na jidlech s nizkym obsahem
kvasinek (obr. 7 a tab. VII), tedy mirny nartst péti, Sesti a sedmi-chlupych octomilek
oproti jidlim s vys$im obsahem kvasinek. To by bylo v souladu s vysledky méfeni
fenotypu delt na cévé L5x. Pocty pocitanych jedincii vSak byly malé a experiment
bylo nutné zopakovat. Jak jsem ale vysvétlil vySe, v dalSich experimentech jsem

mimo jiné musel pouzit jiny agar a nepodafilo se mi trendy z prvniho experimentu

potvrdit ( obr. 8, 9 a tab. VIII, IX).

55el1
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55el1

se pfi pocitani chloupkli na thoraxu pii prvnim




NS5xYW (exp.1)
120 -
100 A i * - -
80 i 21,9 .
34,1 24
29,4
- .
< 60 343 7 bristles
2 H 6 bristles
% 5 bristles
[=2] ]
40 ¥ 4 bristles
B 3 bristles
20 -
0 T s T T T
y+, st y+, s- y-, st y-, 8- (M) y+-, st
-20 -
Food type:

Obr. 7: N>*"' prvni experiment. Procentni zastoupeni poétu chloupkii na thoraxu u riznych diet. U
nizkonutri¢nich diet je patrny nardst péti, Sesti, sedmi-chlupych octomilek oproti poklesu ctyi-
chlupych.

Tab. VII: Poéty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a poéty chloupkii na thorax u N>
fenotypu pfi prvnim experimentu.

exp.1 y+, s+ y+, s- y-, S+ y-, 8- yt-, s+
3 bristles 0 1 0 0 0
4 bristles 54 51 16 39 31
S bristles 31 16 6 20 24
6 bristles 4 4 1 8 14
7 bristles 2 1 2 1 1
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bristles (%)

120

100

80

60

40

20

N55 x YW(exp.2)

Food type:

M6 bristles
115 bristles
M4 bristles

M 3 bristles

Obr. 8: N>>*"' druhy experiment. Procentni zastoupeni poétu chloupki na thoraxu u riiznych diet.

Tab. VIII: Pocty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a pocty chloupkii na thorax u N

fenotypu pfi druhém experimentu.

55ell

exp.2 y+, s+, AA- | y+, s, AA- | y-, s+, AA- y-, 8-, AA- | y-, s+, AA+ | y-, s-, AA+
3 bristles 1 0 0 0 10 2
4 bristles 83 10 27 9 40 6
5 bristles 71 5 16 0 15 0
6 bristles 37 3 8 0 5 0
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0 3

32,61

NS5xYW (exp.3)

l 24,35

28

37,86

27,01

Food type:

T > T

32,61

9

v+, st, AA- y+, s-, AA- y-, s+, AA- y-, s-, AA- y-, s+, AA+ y-, s-, AA+

B 8 bristles
B 7 bristles
B 6 bristles

5 bristles
¥ 4 bristles

B 3 bristles

Obr. 9: N>¢"! tieti experiment. Procentni zastoupeni po&tu chloupkil na thoraxu u riznych diet.

Tab. IX: Pocty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a pocty chloupkt na thorax u N

fenotypu pfi tietim experimentu.

55ell

exp.3 y+, s+, AA- y+, s-, AA- y-, s+, AA- y-, 8-, AA- y-, s+, AA+ y-, -, AA+
3 bristles 1 0 0 0 1 2
4 bristles 25 80 75 58 70 74
5 bristles 45 42 28 53 37 45
6 bristles 64 28 12 29 27 17
7 bristles 2 0 0 0 2 0
8 bristles 1 0 0 0 0 0

3.3. Kvantifikace defektu délky L5 cévy v k¥idlech H*

Na kiidlech octomilek s mutaci H* jsem mé&fil pomér délky nevyvinuté ¢asti L5

cévy k délce celé cévy, de facto jsem tedy stanovoval velikost chybgjici L5 cévy. Cim

vice cévy bude chybét, tim doslo k vyrazngj$i derepresi Notch genl. V prvnim

experimentu se zdalo, 7e na jidlech s nizkym obsahem kvasinek je H® fenotyp
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mirngj$i, tedy nechybi tolik L5 cévy (obr. 10 a tab. X). To by bylo pfesné v souladu se
zhorSenim fenotypu u N>>*!! mutace na stejnych jidlech. BohuZel se mi ale tento trend
nepodaftilo potvrdit u zddného z dalsich dvou opakovani pokusu (obr. 11, 12 a tab. XI,
XII). Pti tfetim experimentu jsem jeSté zkusil nasadit cross H2 xYW recipro¢né, tedy
obratit samce a samice (obr. 13 a tab. XIII). Chtél jsem védét jestli se néco nemuze

zménit kvili pohlavi jednotlivych fenotypt. Jak se ukazalo, vliv tam neni.

H2XYW (exp.1)
0.4 7 0,371
0,353
’ 0,344
035 - 0,340 0,329
0,3 -
0,25 -
w
£
g
B0 0,2 T
g
=
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 T T T T
y+, st yt, s- y-, st y-, §- M) y+-, st
Food type:

Obr. 10: Velikost chybgjici cévy L5 pii riznych dietich u H* fenotypu, prvni experiment.

Tab. X: Poéty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a primérna velikost chybégjici cévy LS u
mutantti H, prvni experiment.

exp.1 Food type average Flyes no:
(H2xYW) y+, s+ 0,353136483 56
y+, s- 0,371265591 58
y-, st 0,339576207 56
y-, 8- 0,343850861 57
M) y+-, s+ 0,32932843 59
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H2XYW (exp.2)

0,452 0,455
0,408
04 - 0,381
0,365 0,358
0,1 -
0 T T T T T

y+, s+, AA-  y+,s-, AA-  y-, s+, AA- y-, s-, AA-  y-, st, AA+  y-, s-, AA+
Food type:

wing veins
=
(98]
1

N
[\
1

Obr. 11: Velikost chybgjici cévy L5 pii riznych dietich u H* fenotypu, druhy experiment.

Tab. XI: Pocty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a primérna velikost chybé&jici cévy L5 u
mutantti H, druhy experiment.

exp.2 Food type average Flyes no:
(H2xYW) y+, s+, AA- 0,408 27
y+, s-, AA- 0,452 28
y-, s+, AA- 0,365 30
y-, 8-, AA- 0,455 23
y-, s+, AA+ 0,381 29
y-, 8-, AA+ 0,358 29
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H2XYW (exp.3)

0,445

0,429
04 1 0373 0,367 0,369
0,342
0,3
0,2 1
0,1 -
0 B T T T T T

y+,5t,AA-  y+,5-,AA-  y-,sHAA-  y-5-,AA-  y-,sTAA+ y-s-,AAT
Food type:

wing veins

Obr. 12: Velikost chybgjici cévy L5 pii riznych dietich u H* fenotypu, tfeti experiment. Kiizeni
nasazeno se sami¢kami H” a samecky yw.

Tab. XII: Pocty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a primérna velikost chybé&jici cévy L5 u
mutanti H’, tfeti experiment.

exp.3 Food type average Flyes no:
(H2xYW) y+,s+,AA- 0,3734198 89
y+,8-,AA- 0,36652382 89
y-,st+,AA- 0,42903939 88
y-»8-,AA- 0,36918435 88
y-stAA+ 0,4454938 89
y-5-,AA+ 0,3424066 87

21




YWxH2 (exp.3)
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Obr. 13: Velikost chybgjici cévy L5 pii riznych dietich u H? fenotypu, tieti experiment. Kiizeni
nasazeno se semecky H a sami¢kami yw.

Tab. XIII: Poéty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a primérna velikost chybéjici cévy L5
u mutant H>, tieti experiment.

exp.3 Food type average Flyes no:
(YWxH2) y+,s+,AA- 0,40110996 88
y+.s-,AA- 0,35460308 88
y-,st,AA- 0,43105394 85
y-,5-,AA- 0,38351055 84
y-,$T,AA+ 0,44378526 87
y-.8-,AA+ 0,35608025 81

3.4. Potatani chloupkii na thoraxu u H
Na octomilkach s mutaci H*jsem pii prvnim a druhém experimentu chloupky na

thoraxu nepocital. Vysledek tietiho experimentu je uveden na obrdzku 14 a s

reciprocnim kfizenim na obrazku 15 (obr. 14, 15 a tab. XIV, XV).
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Obr. 14: Procentni zastoupeni po&tu chloupki na thoraxu u H” na riznych dietach, tfeti experiment.

Tab. XIV: Poéty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a poéty chloupki na thorax u H” na
ruznych dietach, tfeti experiment.

exp.3
(ywxH2) y+, s+, AA- y+, s-, AA- y-, s+, AA- y-, 8-, AA- y-, s+, AA+ y-, s-, AA+
1 bristles 0 0 2 0 2 0
2 bristles 4 2 17 3 22 9
3 bristles 27 31 31 19 28 23
4 bristles 91 68 67 88 67 79
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Obr. 15: Procentni zastoupeni po&tu chloupki na thoraxu u H” na riznych dietach, treti experiment.

Tab. XV: Poéty octomilek analyzovanych pro konkrétni diety a poéty chloupkt na thorax u H® na
ruznych dietach, tfeti experiment.

exp. 3
(H2xyw) y+, st, AA- y+, s-, AA- y-, s+, AA- y-, s-, AA- y-, s+, AA+ y-, s-, AA+
2 bristles 16 16 2 7 5 5
3 bristles 23 19 20 33 15 28
4 bristles 75 83 83 75 78 61
5 bristles 0 1 1 0 0 0
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4. Diskuse

Ackoliv roli Notch signdlni drahy pii ontogenezi organismu se vénuje vyzkum
mnoha védeckych skupin uz po desitky let, ovlivnéni této drahy metabolismem bylo
popsano teprve nedavno a mechanismus této regulace neni jasny. Merdes a kol. snizil
expresi gentl pro glykolyzu pomoci RNAI v kiidelnich discich octomilky a pozoroval
zvySenou aktivitu Notch reporteru (Siebourg et al. 2012). Guarani a kol. (Guarani et
al. 2011) a Muligan a kol. (Mulligan et al. 2011) pak u savcii popsali Sir2 protein
jakoZzto negativni regulator Notch drahy, ktery je slozkou represniho komplexu a
podili se na inaktivaci N'“P. Sir2 protein je deacetyldza histonii a dal§ich proteint,
kterd ke své funkci potiebuje vazat NAD+ jako substrat. Muze tedy zaroven pusobit
jako metabolicky senzor, neboli protein spojujici iroven bunécného metabolismu s
regulaci transkripce a signalizace. Regulace nckterych cilovych gent Notch drihy
metabolismem minimalné v nékterych tkanich je tedy nespornd, ale zda se celkova
urovenl metabolismu na Urovni organizmu muze odrazit na kvalité¢ Notch signalizace
béhem vyvoje, zlstavd otazkou, na kterou jsem se pokousel odpovédét v mé
bakalatské praci.

V prvé fad¢ bylo nutné vybrat zpusob, jak zménit metabolismus organizmu,
abychom doséhli co nejvétsich rozdilu v typu metabolismu a jeho rychlosti. Stejny
problém fesili autofi publikaci, ktefi zkoumali napfiklad délku Zivota a plodnost
octomilek na rtznych dietach (Grandison et al. 2009), a proto jsme zvolili jidla
podobna tém uzitych v téchto experimentech. Jaké metabolické zmény se ale presné
d&ji v jednotlivych tkdnich na rGznych jidlech, zistdva i tak neznamou. Neexistuji
totiz reportery schopné méfit rychlost glykolyzy ¢i respirace in vivo. Nicméné jsme
ptedpokladali, Ze na jidlech s vysokym obsahem glukézy a kvasinek (které jsou
pfedev§im zdrojem aminokyselin) bude celkovy metabolismus nejrychlej§i a na
jidlech chudych na ob€ ziviny pak metabolismus pomaly. Jidla s vysokym obsahem
cukru a nizkym obsahem kvasinek by mély podpofit vysokou uroven glykolyzy, na
jidlech s vysokym obsahem kvasinek a nizkym obsahem cukrti by glykolyza m¢la byt
relativné nizka. Z prace Banerjee a col. je navic patrné, ze méné kvasinek v jidle
znamena vice aktivity Sir2, coz by m¢l byt predpokladany senzor ovliviiujici kvalitu
Notch signalizace (Banerjee et al. 2012). Ctyii typy diet, které jsme uvafili, by tedy

mély vyvolat rizné irovné metabolismu u larev, které se jimi zivily.
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Dulezitym faktorem, na ktery jsem daval pozor, byl vysoky pocet larev na
zkumavku. Pokud by larev bylo pfili§ mnoho, mohly by pfili§ brzo sezrat dané jidlo a
déle by uz dochazelo ke kompetici o zdroje. I tak jsem pozoroval, ze ackoliv
nakladenych vaji¢ek bylo na vSech jidlech vpodstaté stejné, na chudych jidlech (s
nizkym obsahem kvasnic, ale i jen s nizkym cukrem) se vylihlo mnohem méné
dospélcti nez na jidle bohatém na cukry i kvasinky. Larvam na téchto jidlech také
trvalo daleko déle, nez se zakuklily (o pét az sedm dni). To svédc¢i o tom, ze nase jidla
byla dobie pfipravena a snad tedy opravdu meénila Groven metabolismu larev.
Zajimavé bylo pozorovani pomémné vysoké Umrtnosti larev na jidlech s malym
obsahem cukru a to ve vsech tiech experimentech. Zpocatku byly vialky plné larev,
ale ty zhruba ve tfetim instaru umiraly. Celkové se do stadia kukly nedostala tak
tietina larev. Narozdil od umrtnosti na chudych jidlech, kde larvy vymiraly spise v
rannych stadiich, larvy na dieté s malo kvasnicemi a hodné cukru umiraly tésné pied
zakuklenim Zda se, ze larvam nevyhovuje tento pomér Zivin.

Provedl jsem celkem tfi experimenty. U prvniho z nich se vysledky jevily jako
kvasinky a k tomu komplementarni zlepSeni fenotypu u H* alely. Mnozstvi kvasinek
¢ili aminokyselin se tedy jevilo kritické pro spravné fungovani Notch drahy in vivo.
Rozhodli jsme se tedy experiment zopakovat a jesté doplnit o jidla bez kvasinek, ale s
dodanymi aminokyselinami, které by podle pfedpokladi mély vratit fenotypy na
puvodni uroven.

Ve druhém experimentu jsem ale musel pouzit jiny agar a jidla neméla vhodnou
konzistenci, takze pocet vyvinutych dospélcu byl velmi maly a rozdily ve fenotypech
Slo pii tak malych poctech jen tézko vysledovat. Podnikl jsem optimalizaci vafeni
jidel a treti experiment jsem provedl s kvalitnim jidlem a velkym poctem vialek,
abych mél zajiSteno velké mnozstvi dospé€lcti i na chudych jidlech. Presto se ale
slibné vysledky z prvniho experimentu nepodatilo zcela zopakovat. U N*>*!! fenotypu
se sice objevil podobny trend, ale H” fenotyp zistal beze zmén.

Dlvodii, pro¢ moje vyslekdy nejsou kozistentni, mize byt celd fada.
Ptedevsim je tieba si uvédomit, ze pozorované rozdily z prvniho experimentu jsou
velmi malé. Organizmus ma ziejmé regulacni mechanizmy, které jsou schopné na
nerovnovahy metabolismu reagovat a ur¢itym zptusobem jeho dopady tlumit. Ackoliv
odpovéd’ Notch cilovych genil na zpomaleni glykolyzy v bunééné kultuie je vyrazné
niz§i (viz experimenty s deoxyglukézou, obr. 2), pfi snaze zménit metabolismus
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celého organizmu vliv na Notch signalizaci zdd velmi maly. Mozné proto se mi tuto
nepatrnou zménu podafilo zachytit v prvnim experimentu, ale pak uz ne. Svou roli
zde mozné sehral typ agaru, ktery jsem musel u druhého a tretiho experimentu zménit
a ktery uz neni mozné koupit. Jidla, kterd jsme pouzili, stejn¢ jako autofi nékolika
dal$ich publikaci, obsahuji kromé agaru, kvasinek a cukru i kukufi¢nou mouku. Neslo
vyloucit, Ze extrémy metabolismu by byly vétsi a nd§ fenotyp vyraznéjsi, pokud
bychom vynechali kukuficnou mouku a jidla vafili jen z cukru, kvasinek a agaru. Ve
druhém a tfetim experimentu jsme to tedy vyzkousSeli, ale jak se z vysledk zda,
kukufi¢nd mouka zadnou velkou roli nehraje.

V optimistickém zavéru bychom mohli tvrdit, Ze alesponl co se tyka
kvantifikace Sitky L5 delty u N55 alely se ndm podatilo dokézat, Ze pfi péstovani
larev na jidlech bez kvasinek je tento fenotyp vyraznéjsi. Rozdily jsou ale i tak malé a
mély by byt doprovazené zménami ostatnich fenotypovych znakl a alel. Problém je
pfedevs§im ve Spatné reproducibilité¢ experimentii zplisobené snahou zachytit velmi
malé zmény. Ackoliv na Urovni jednotlivych bunék nebo tkani in vitro lze zménu
Notch signalizace v zavislosti na Grovni metabolismu pozorovat, na irovni organizmu
zda se funguji mechanizmy, které metabolick¢ zmény anebo alespoii jejich dopady
mirni. Mize to byt schopnost zastoupeni jinych proteinti z rodiny sirtuind, nebo jiné
deacetyldzy, ¢i jiné senzory o jejichZ existenci zatim ani nemusime védét. Navic
narozdil od bunéénych kultur, kde je prostfedi pfimo a ptfesné kontrolované a tyto
kultury sestdvaji pouze z jednoho typu bunék, takto pfesnou kontrolu u celé¢ho

organismu nelze zajistit.

4.1. Budouci experimenty

I ptes Casteény netspéch vidim v mych pokusech stile jest¢ potencidl pro
konecny pozitivni vysledek. VySe popsané tfi provedené experimenty ukdzaly, jakou
cestou by bylo mozné se dale ubirat a jak nejlépe vyuzit nasbiranych zkuSenosti.
Myslim, ze by bylo vhodné pokusit se zopakovat prvni experiment s dietami
obsahujicimi kukufi¢nou mouku, protoze druhy a tfeti experiment ji neobsahoval
(kvili snaze o extrémni rozdily mezi dietami) a mozna je prave toto faktor, ktery ma
na vysledny fenotyp vliv. Koneckonci je to jediny experiment s pozitivnim
vysledkem jak na aktivacnim, tak na represornim komplexu. V soucasné dob¢ se

timto experimentem zabyvam, do terminu odevzdani této prace vSak vysledky znamy
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jesté nebudou. Pokud vSak ani tento experiment neptinese kyzené vysledky, budeme

muset konstatovat, ze vliv diet na Notch fenotyp in vivo je skute¢né minimani.

5. Zavér

Ackoliv se vysledky prvniho opakovani experimentu zdaly velice pozitivni,
nepodafilo se mi pfesvédCivé dokazat, Ze manipulace mnozstvim zivin ma dopad na
funkci Notch drahy in vivo. Fyziologickd tloha metabolickych zmén v Notch
signalizaci se zda tedy byt minimalni. Nicméné na projektu stale pracuji a doufam, ze
posledni experiment z Casovych diivodi nezahrnuty do této prdce moznd piinese

v

ptiznivEjsi zpravy.
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