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1. Uvod

1.1. Protein IDGF2 a jeho gribuzni

Genova rodinadgf (Imaginal Discs Growth Factors) je Drosophila melanogaster
tvorena Sesttleny o podobné sekvenci, a to gedgfl-5a prvré objevenymDS47 znamym
té7 jakoChit (Kawamura et al. 1999; Zurovcova and Ayala 20@2)imco ¥tSina hmyzu
ma po jednom zastupci rodimggf, u dvoukidlého hmyzu doSlo k jejich igkolikanasobné
duplikaci a to az na jiz zmovanych Sest IDrosophila melanogastgiAsgari and Schmidt
2004, Attardo et al. 2006, Huang et al. 2006, ki Raskewitz 2004, Tsuzuki et al. 2001).

Produkty genové rodinkdgf pati do SirSi rodiny 18-glykosyl hydrolaz, konkrétmezi
tzv. Chitinase-like proteiny (CLP) (Badariotti et 2007, Kirkpatrick et al. 1995). Svou
sekvenci se totiz podobaji chitinazam, z nichZ reegpodobré vyvinuly a s nimiz sdileji
podobnou strukturu. Kili aminokyselinové substituci v aktivnim misvSak postradaji
enzymatickou aktivitu (Kawamura et al. 1999, Var2@02). | po ztrét schopnosti pit
cukernéretézce jim ale astalo vazebné misto pro rozpoznéni substratu, aisiialy novou
funkci. Podle funkce jeadime mezi lektiny nebo cukr-vazebné proteiny \iézaje na
oligosacharidové struktury na povrchu membranovgobieini (Varela 2002, Sun et al.
2001). Konkréts u IDGF2 se jedna o cukerny motiv Gat3(Fual-2)GapBl-3GIcNAQ
(nepublikovana data).

CLP jsou evolané velmi konzervované, jejich zastupce naleznemenngjdiptera, ale i
u jinych druti hmyzu, u ntkkySi a dokonce u obratlovicvcetrg ¢lovéka (Badariotti et al
2006, Kirkpatrick et al. 1995). &i se do dvou podskupin 18-glykosyl hydrolaz - radi
IDGF, kam pati krom¢ drozofilich IDGF1-5 a DS47 i ostatni hmyzi CLPgakag. ENO3 u
Bombyx morii bourti verze IDGF, a druhou rodinu do niz krdmekterych chitindz paét
nag. Cg-Clpl nalezeny €rassostrea gigasmySi YM-1 nebo lidské YKL39 a HC-gp39
(Badariotti et al 2006).

Pribuznost s lidskymi proteiny HC-gp39 (YKL40) a YK@3je jednim z hlavnich
davodi pro vyzkum drozofilich CLP, tedy rodiny IDGF. Peot HC-gp39 stimulujetist
lidskych synovialnich butk a fetalnich plicnich fibroblast coZ je v souladu s fungovanim
drozofilich proteiti IDGF jako kistovych faktoit (Recklies et al. 2002). Koncentrace HC-
gp39 je zvySena v synovialni tekutinpacient trpicich revmatickymi chorobami a
osteoartritidou, kde byl qwodné objeven (Hakala et al. 1993). Protein YKL39 semiel
podoba svému nejblizSimuipuznému HC-gp39 a je ro¥h exprimovan v chondrocytech
(Hu et al. 1996).



Jak nazev napovid4, proteiny IDGF hrajiDuosophila melanogasteroli rastovych
faktori. Bylo prokdzano, Ze ve spolupraci s inzulinem podjp rast burgk in vitro, dokonce
i v médiu bez fetalniho bovinniho séra jsou diky hiuiky schopné se roztit (Kawamura
et al. 1999). Mechanismusigobeni IDGF nadeni burgk a jeho napojeni na inzulinovou
drahu vSak dosud nejsou znamy. Fakt, Ze kdend burtk je nutny jak IDGF i inzulin
souasre, napovida, Ze funguji v paralelnich drahach, ligjisignaly se pro dosaZeni efektu
museji spoijit.

Druhym procesem potenci&lrsouvisejicim s inzulinem, n&mz se proteiny z rodiny
IDGF podileji, je reakce na nedostatek potravy.rblzdfily byla @i hladowni prokazana
zmena transkripce geénldgfl a ldgf3 (Harbison et al. 2005). Stejrtak nedostatek potravy
ovliviiuje expresi IDGF i Bombyx mor{Li et al. 2009).

DalSi uloha proteiin IDGF tkvi Zejmé ve vrozené imunit Bylo pozorovano zvyseni
exprese protein IDGF1 a IDGF3 po septickém pokan dosglé drozofily, nikoli vSak pi
infekci houbami (De Gregorio et al. 2001). U droich larev infikovanych Gram
pozitivnimi bakteriemi a houbami pak v hemolyndfochazi ke zvySeni koncentrace jedné
formy IDGF2 a zarouve ubytku druhé formy téhoz proteinu, coz naane aktivaci proteinu
v reakci na napadeni patogenem. Naopak blizggugny protein DS47 po infekci Gram
pozitivnimi bakteriemi v hemolynsfubyva (Vierstraete et al. 2004). Pro zapojeni IDdsF
imunity hovai i skut&nost, Ze jsou mimo jiné exprimovany i v hemocytélehing et al.
2005, Kirkpatrick et al. 1995). | ufipuznych proteit v jinych organismech byly nalezeny
imunitni funkce. Fikladem mohou byt AgBR1 a AgBR2, které se ve zvg3mite vyskytuji
v hemolym& Anopheles gambiago bakterialni infekci a jsoufip styku s bakteriemi
aktivovany proteolyticky (Shi and Paskewitz 2004yto skut€nosti jsou obzvlast
zajimavé, vezmeme-li v ivahdast lidského homologu HC-GP39 v procesech souvishji
S autoimunitnim onemoénim, jakym je revmatoidni artritida.

V souvislosti s vliivem IDGF2 na lihy Cl.8+, kterému se&nuji ve své praci, byla jiz
provedena analyza transkripce na arovni celého rggnpomoci expresnichliipu. Tato
analyza ukazala prokazatelny pozitivni vliv (foldange > 2, p < 0,05) na expresi 48igen
z nichz nej¥tsSi podil tvdily geny s @imou (Easti ve vrozené obranyschopnosti proti
mikroorganisnim nebo s imunitou souvisejici (23) a geny souwi$ejimorfogenezi (10).
DalSi indukované geny byly napz oblasti nervové soustavy, cytoskelétumetabolismu

(nepublikovana data).



1.2. Imunita Drosophila melanogaster

Narozdil od sawvt véetre ¢lovéka hmyz postrada tzv. ziskanou imunitu, ktera fimga
principu tvorby specifickych protilatek v reakci napadeni konkrétnim patogenem. Oproti
ziskané imunit je vrozena imunita mérspecificka a vyskytuje se u vSech mnohattagch
organisnii. Jeji regulace vykazuje ziroou evolégni konzervovanost, dikyemuz je
drozofila vhodnym modelovym organismem pro studilidské vrozené imunity (De
Gregorio et al. 2002)

Obrana drozofily fed napadenim mikroorganismyc¢aad bariérami branicimi vstupu
patogeri do jejiho €la. Témi se rozumi kutikula kryjiciéto a chitinové membrany
vystylajici tracheje a travici soustavu, v niz javie udrZzovano nizké pH, které spolu
s lysozymy tvei extrémr negiznivé prostedi pro mikroby (Tzou et al. 2002) ¢ktly vSak
ani tato prevence neni dostaté a patogenu se pdégroniknout do dla. V takovém
piipact dojde k aktivaci obrannych mechanisnvrozené imunity. Jednim z nich je
proteolytickymi kaskaddami zprdstdkované srazeni hemolymfy a melanizace. Déale jde o
buré¢nou odpo¥d sestavajici z fagocytézy a enkapsulizace patogezlicnymi typy
hemocyt. V neposlednfac pak vrozena imunita zahrnuje systémovou odgaspdaivajici
v syntéze tzv. antimikrobialnich pepiidAMP), zejména v tukovénglese, a jejich uvokni
do hemolymfy (Tzou et al. 2002).

Okamzit po naruSeni hostitelské kutikuly nastava srazemndiymfy a syntéza pro
mikroorganismy toxického melaninu, nasledovanéa pkodvolnych radikal. Cilem tchto
proces je zabranit §eni patogei z mista poraii dale do organismu (Tzou et al. 2002).

V 0zké spolupraci se srazenim hemolymfyaisgbi hemocyty. Blime je na
plazmatocyty, lamelocyty a krystalove ry. Plazmatocyt nalezneme v hemolymaf
nejvice a jejich ulohou je fagocytéza mikroorganism jinych cizorodych ¢astic.
Lamelocyty maji za ukol enkapsulizaci patogiekteré jsou filiS velké nez aby mohly byt
fagocytovany, a krystalové bky se podileji na tvogbmelaninu (Tzou et al. 2002).

Nejlépe poznanym imunitnim mechanismem drozofilysymtéza AMP.Drosophila
melanogastema ginejmensim 34 AMP rozidenych do 8 rodin, z nichzékteré maji Siroké
spektrum cilovych organisim které zabijeji, a jiné jsou specializované jenungty druh
patogefi, nag. Gram pozitivni bakteriéi houby (Hultmark 2003). Expreséchto AMP je
regulovana déma signalnimi drahami — Toll a immune deficienond) (Aggarwal and
Silverman 2008). Zatimco dradha Toll zptestkovava reakci na napadeni houbami a

vétSinou Gram pozitivnich bakterii, draha Imidi odpowd na infekci Gram negativnimi
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bakteriemi a skterymi Gram pozitivnimi. Drahy Toll a Imd jsou réislé, ale existuje mezi
nimi urtita interakce — dvojiti mutanti s poSkozenim draidli Toll jsou wi¢i napadeni
Gram negativnimi bakteriemi citygi nez drozofily, které maji poSkozenou jen dr&hnd
(Tzou et al. 2002, De Gregorio et al. 2002). Drdlodl ma navic kromd imunitni funkce
tlohu i ve vytvéeni dorzoventralni polarity v raném embryu (Aggdnaad Silverman
2008).

Protein Toll, po amz je signalni draha (Obr. 1) pojmenovana, je treemmbranovy
receptor, ktery vSak nema funkci rozpoznavani pegtykani, nybrz je aktivovan
cytokinem Spéatzle. Ten je zase aktivovan rgestim protedzou ,Spéatzle-processing
enzyme“ (SPE). SPE je vSak r@nnutno aktivovat proteolyzou, a to enzymem Serine
.Protease Immune Response Integrator” (Spirit). it vedou i rizné cesty od protein
rozpoznavajicich patogen — cesta z prdtgaznamenavajicich napadeni Gram pozitivnimi
bakteriemi aktivujici Spirit protedzou Grass, cedtes proteazu Persephone aktivovanou
entomopatogennimi plismi a kon€né ptima aktivace receptorem GNBP3, ktery reaguje na
piitomnost kvasinek. Nastane-li aktivace Spatzle &gn z alespd jedné z ¥tvi této
kaskady, navaze se na Toll augpbi jeho dimerizaci. Dimer receptoru Toll spusti
vnitroburéénou kaskadu vedouci k degradaci proteinu Cactusty kboutd transkrimi
faktory ,Dorsal-related immunity factor* (DIF) a Bsal. Tyto transkrigni faktory se po
uvolnéni translokuji do jadra, kde nasedaji na DNA a umidzanskripci utitych AMP
(Aggarwal and Silverman 2008).

Draha Imd (Obr. 2) zdna rekterymi druhy proteil rozpoznavajicich evoiné
konzervované peptidoglykany z kignych sén bakterii (PGRP) (jiné se zapojuji naatku
drahy Toll), cozZ jsou i@vazi membranové receptory. Tyto receptorové proteingiiifpo
navazani patogenoveho ligandu oligomery, kterévajtprotein Imd, jenz dal jméno celé
draze. Aktivovany Imd spusti vnitrob&imou kaskadu vedouci ke spu&ni drahy ,Jun-
N-terminal Kinase“ (JNK), kterdidi hojeni ran a odp@d na stres, nebo k proteolytické
aktivaci proteinu Relish, po niz jeho N-koncova dwma putuje do jadra, kde spusti
transkripci gef kédujicich AMP (Aggarwal and Silverman 2008).

Jak jiz bylo zmigno, patogen je rozeznavan pomoci tzv. ,Pattern &ation
Receptors” (PRR), které vazou ligandy typické pr@roorganismy. PRR &ime do dvou
rodin: ,,Gram-negative Binding Proteins” (GNBP) agftidoglycan Recognition Proteins*
(PGRP). PGRP jsou velmi konzervované a maji spole tzv. PGRP doménu. Tato doména
ma ale d¥ odliSné podoby, které&ti PGRP do dvou skupin. Prvni skupivm PGRP domeén

chybi aminokyselinové zbytky véazajici zinek, cofneclenim znemo#uje amidazovou
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aktivitu. Do této skupingdadime PGRP-SA, SD, LA, LC, LD, LE a LF. Druha skupi
PGRP ma diky zinek vazajicim aminokyselinovym kiyt amidazovou aktivitu a péatdo

ni PGRP-SC1, LB, SB1 a praygbdobré i PGRP-SC2 a SB2 (Lemaitre and Hoffmann
2007).
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Obr. 1: Signalni draha Toll. Signal iznych protei rozeznavajicich patogen aktivuje
Spirit, ktery aktivuje SPE. SPE roggt Spatzle, a ten nasedne na receptor Toll, ktery
odstartuje vnitrobutnou kaskddu vedouci k degradaci Cactus. Tim jsoalnéwy
transkrigni faktory Dif a Dorsal a fize z&it transkripce geinkddujicich AMP (Aggarwal
and Silverman 2008).
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Obr. 2: Signalni draha Imd. Patogen je rozeznan P,dkeré aktivuji Imd. Ten stoji na
zatatku vnitrobug¢né kaskady vedouci Buk aktivaci drahy JNK nebo k proteolytické
aktivaci Relish. Jeho N-koncova doména pak putgjgédira a zprogedkuje transkripci
geni pro AMP (Aggarwal and Silverman 2008).

1.3. Inzulinova signalni draha

Inzulinova draha je evotu¢é velmi konzervovanda, coz se kréraekverni podobnosti
jejich ¢lena projevuje i tim, Ze drozofili inzulinovy receptoeaguje i na sav inzulin,
piestoZze u drozofily je inzulin nahrazen tzv. Insiilke peptides (ILP), jichZ je v s¢éasné
doké zndmo osm (Fernandez et al. 1995, Reyes-DelaPoi2). Krong jeji dlouho znamé
tlohy v metabolismu Zivin hraje roli i fac jinych klicovych proces jako jsou nafiklad

déleni a fist burgk, reprodukce nebo starnuti (Claeys et al. 2002).



Proteinem spougicim inzulinovou signélni drdhu (Obr. 3) je Inndiy receptor (InR).
Nachazi se na cytoplazmatické membranje tvden d¥ma podjednotkamtr a dwma
podjednotkamiB. ILP se vazi na podjednotky, které jsou lokalizovany na ¥8i strar
membrany. Po navazani ILP nésleduje dimerizacepteae a vzajemna fosforylace
podjednotel3 na aminokyseli& tyrosinu (Kahn and White 1988). Takto aktivovanaria
inzulinového receptoru pak je schopna fosforylowaibsinové zbytky tzv. substiét
inzulinového receptoru (IRS), které seDuosophila melanogastenazyvaji Chico a Lnk
(Fernandez et al. 1995, Reyes-DelaTorre 2012).dDdkbde signal dale k fosfatidylinositol-3
kinaze (PI3K), kterd z fosfatidylinositolu 4,5-sfatu (PI(4,5)p) tvoii fosforylaci
fosfatidylinositol 3,4,5-trisfosfat (PI(3,4,5F ktery je druhym poslem a da signal
k fosforylaci proteinkinazy B (Akt/PKB) pomoci RJlependentni kinazy 1 (Eleftherianos
and Castillo 2012, Reyes-DelaTorre 2012). Taktavakana Akt/PKB fosforyluje celou
fadu substrdt jako jsou ,Glycogen Synthase Kinas@“3(GSK-33 nebo téz Shaggy),
»Tuberous Sclerosis Complex 2 Protein* (Tst¢Z5igas), ,Salt-inducible Kinase 2" (SIK2)
nebo transkripni faktor ,Forkhead Box O" (FOXO) (Reyes-DelaTo2@12).

U GSK-3B a SIK2 misobi fosforylace Akt/PKB aktivie (Obr. 3). Aktivovana GSK{3
fosforyluje glykogen syntazu a inhibuje tak tvorlykogenu (Reyes-DelaTorre 2012).
Oproti tomu SIK2 fosforylaci inaktivuje transkéipi koaktivator TORC a tim mu zabrani
aktivovat transkripni faktor ,cAMP Response Element-binding Protei@REB), ktery je
nezbytny v embryonalnim vyvoji (Reyes-DelaTorre 20Rose et al 1997).

Fosforylace proteinu FOXO prdgstnictvim Akt/PKB (Obr. 3) naopak zagni jeho
zadrzeni v cytoplaz#na tim inhibici transkripce jim pozitiénregulovanych gei) jako jsou
mimo jiné inhibitor iniciace translacelk-binding proteifi (4E-BP) nebolnR, jehoZz exprese
je takto regulovana negativni&pou vazbou. To znamena, Zi¢ lpjladowni organismu a tim
padem nizké koncentraci ILP roste koncentrace Inédg i citlivost buiky vici inzulinovée
signalizaci, zatimco ip zvySeni koncentrace ILP je exprese InR utlumensni@uje se
citlivost buiky k nim. Tato zptna vazba umaiije rychlejSi reakci organismu na amy
mnozZstvi Zivin (Puig and Tjian 2005).

Tsc2 propojuje inzulinovou signalni drahu s drahbOR (Obr. 3). Je inhibovan
fosforylaci od Akt/PKB a nefize tak vykonavat svouripozenou funkci inhibitoru GTPazy
Rheb, ktera tim pademirbe aktivovat ,Target of Rapamycin Complex 1 (TOR)Cjehoz
souasti je kinaza ,Target of Rapamycin® (TOR), kter& jstednim anabolickym

regulatorem a zasahuje do mnoha oblasti metabalisvtezi substraty, které TORCL1



fosforyluje jsou transkrigni faktor ,Sterol Regulatory Element Binding Prote{SREBP),
regulujici transkripci geh zapojenych v syntéze sterolu, a ribozomalni S&2zan ktera
reguluje proteiny zapojené v translaci (Reyes-Deted 2012). DalSim cilovym proteinem
TOR je 4E-BP, jehoZ exprese fezena FOXO a tedy ro¢# zavisla na signalu z InR.
V hypofosforylovaném stavu je 4E-BP navazan nagimoglF4E, ktery je sa@sti translaci
iniciujiciho komplexu elF4F. Diky fosforylaci pomio@OR a dalSich kinaz se 4E-BP
disociuje a umozni tak translaci (Lasko and Sonene07).

Krome¢ drahy TOR je inzulinova draha propojend i s dalSignalnimi drahami. Jednou
z nich je draha Ras/MAPK, ktei#i proliferaci bugk. V regulaci Ras/MAPK inzulinovou
drahou je pejmé nezbytny signal druhého posla RIRIutanti v genuChico totiz vykazuji
redukci velikosti jen v fipact, Ze je mutaci postiZzena doména p60, ktera je acdpa za
aktivaci PI3K. Navic mutace v tumor supresorovemugeten ktery kdduje enzymisobici
proti PI3K, dokaze snizit efekt mutaPi3K, které, stej jako mutaceChica zpisobuji
mensi velikost jedince. | drozofily s jinak embrgdm letdlni mutacilnR je touto mutaci
mozné zachranit. Sama o gopak ma za nasledekétéi velikost mutarit (Oldham et al.
2002).

DalSi drahou, ktera interaguje s kaskadou sigrnadizbP je JNK, ktera zajf§ije reakci
organismu na stres. Aktivovana draha JNisgbi proti efektim inzulinové drahy a to jak na
burg¢né, tak na systémové arovni. Na Béme Urovni aktivovana JNK zprdgstlkovava
inhibi¢ni fosforylaci proteifi negativié regulujicich FOXQiimz dojde k inhibici bué&ného
rastu larvalnich tukovychéles a ke zrné citlivosti burek vaci ILP. Na systémové arovni
pak JNK sniZuje expresi ILP2 v mediélnich neurosakich buikach, ¢imz ovliviuje
signalizaci pes InR v celém organismu (Biteau et al. 2011).

NejnowjSi vyzkumy dokonce naz#aji interakci inzulinové drahy i stumor-
supresorovou drahou Salvador-Warts-Hippo. SniZzequirese genuWarts stejré jako
zabrauji ptirozenému omezenastu larvy @i nedostatku kysliku (Wong et al. 2014). Atito
této prace navrhuji model, podlechoZz zesileni signalizace ILP dosud neznamym
mechanismem inhibuje drahu Salvador-Warts-HippoZz ¢pa za nasledek stimulaci
proliferace budk. Tato draha je velice vyznamnym regulatorem feddice busk. Po
obdrzeni signalu Kk inhibici proliferace komplex H@Salvador fosforykné aktivuje
komplex Warts-Mats, ktery fosforylaci naopak inhéuranskrigni koaktivator Yorkie,
ktery tak nemiZze zprostdkovat transkripci geén pro buré¢nou proliferaci a inhibici

apopt6zy (Edgar 2006).



Krom¢ vySe uvedenych ma inzulinova draha gedtnoho dalSich dil a regulatai.
Spolu s pidruzenymi drahami tvd nesmirg komplexni systém aktivaci, inhibici aépych

vazeb, ktery je d@lezity pro regulaci mnoha zasadnich prdcgk na urovni biiky, tak na
arovni celého organismu.

ILPs 1-8
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Obr. 3: ZjednoduSené schéma inzulinové signalnihydrénR po pijeti signalu ILP
fosforyluje Chico a Lnk, které vedou signal k PIIX3K fosforyluje PIP2 na PIP3, cozZ je
signdlem pro aktivaci Akt/PKB. Aktivovana Akt/PKBdforylaci aktivuje GSK3 a SIK2 a
inhibuje FOXO a Tsc2. Inhibice Tsc2 pak vede kwdi signalni drahy TOR, ktera reguluje
transkripci gefi zapojenych v syntéze sterolu a translaci (Reydaoere 2012).

-9-



2. Cile prace

a) Zvladnuti metod izolace RNA, reverzni transkeipckvantitativni PCR

b) Zmeteni vlivu proteinu IDGF2 na expresi genybranych ze skupiny kandidét

VVVVVV
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3. Materialy a metody

3.1. Pokusné organismy

Adherentni bu&na linie Cl.8+ odvozena z b&k imaginalniho tetku Drosophila
melanogaste(Currie et al. 1988)

3.2. Aplikace proteinu IDGF2 na buiky

ObdrZela jsem vzorky bgk Cl.8+ v kompletnim médiu, které byly 1,5 hodiny
inkubovany pi teplo€ 25 °C s proteinem IDGF2 o koncentraci 3§/1 ml média. Jako
kontrola poslouzily biilky Cl.8+ inkubované za stejnych podminek s roztoleBs.

3.3. Izolace RNA

Po odstragni média jsem lyzovala a zafixovalaiby pomoci 800ul reagentu pro
izolaci RNA ,Ribozo™ (AMRESCO), a zmrazila v —20 °C pro pagsi izolaci. Poté jsem
dale postupovala podle navodu vyrobce az k ziskadiného roztoku RNA, ktery jsem pro
dosaZeni lep&fistoty vzorku a zamezeni kontaminaci genomovou Dd&istila pomoci
purifikaéniho sloupeéku, chemikdlii a DNazy z kitu pro izolaci RNA ,N#@dSpin® RNA*
(MACHEREY-NAGEL). Mnozstvi vyizolované RNA jsem tila spektrofotometricky
pomoci ,nanodropu” (Thermo Scientific) a uskladnila teplot —80 °C.

3.4. Reverzni transkripce

SlozZeni reaéni snesi: 1 ug RNA, 4ul ANTP sngsi (2,5 mM) (TaKaRa), 4l pufru 5x
PSRT Buffer (TaKaRa), 0,al primeru oligo dT (Generi Biotech), Of inhibitoru RNaz
RR | (TaKaRa), 0,5ul reverzni transkriptazy PrimeScript (TaKaRa) a BER,O pro
doplreni objemu reakce na vyslednych |20

Priprava smisi a reakce: Ke vzotkn RNA jsem pidala gislusny objem DEPC O,
smés nukleotidi a primer oligo dT. Si&s jsem umistila do termocykleru (Biometra)
inkubovat 5 minut § 65 °C, aby byly odstramy sekundarni struktury RNA. Posléze jsem
smeés prudce zchladila na ledu &idala k ni enzymy RR | a PrimeScript a 5x PSRT
.Buffer®. Nasledr jsem nechala s&s inkubovat v termocykleru 50 minutip42 °C a
nakonec nechala inaktivovat enzymy 15 mintteplot 72 °C.

3.5.Redéni vzorkit cDNA

Vzorky cDNA z reverzni transkripce jsebhedila autoklavovanou dd® 10x, 50x a
250x pro vytvéeni redici Kivky nutné pro stanoveni procentualni &smosti reakce
kvantitativni PCR. 250%edny vzorek jsem f tvorb¢ redici Kivky pro kazdou novou sadu
primert pripravovalacerstvy, aby se sniZilo zkresleni vysledkuisgbené degradaci vzorku
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pii opakovaném zmrazovani a rozmrazovani, kterd @gvpatrnd u silt ztedkné DNA.
Pro stanoveni mnoZstvi transkriptu jsem pouzivakiBdné vzorky.

3.6. Navrhovani primeni

K navrhovani primear jsem pouzivala program PrimerSelect (DNASTAR® lgsre).
Volila jsem délku 17-22 bp a teplotu tani priin@okud mozno v rozmezi 50-52 °C, akiy p
60 °C nasedaly co nejspecitiji. Amplifikovany Usek jsem pak vybirala tak, ajepo délka
byla v rozmezi 80-180 bp a zarayeaby byl pokud mozno na drovni genomové DNA
rozc&len intronem (Tab. 1). &které z primel, které jsem pouzivala, jiz byly navrzeni,
a tudiz jsem pro tyto geny nové primery nenavrheyahb. 2).

Tab. 1: Pehled mnou navrhovanych prinietd genuGpdhse nepoddo najit vhodnou
dvojici primer, kterd by amplifikovala Usek rodeny intronem. GenyRel a CG13482

nemaji introny. U prime, které nasedaji na sekvenci, ktera je v genomd\VA preruSena
intronem, je misto intronu zt@no symbolem //.

Nazev genu, , Usek na
CG Sekvence primér Intron
symbol cDNA
Zn finger

_ Fw: 5’ATCCCGATCTGCCCTATG 3
1322 | homeodomain, 124 bp | 68 bp
1 Rv: 5GCCTTCGGACACTCTATGC 3

Fw: 5CGGCGACACCAGAATCAC 3
6725 | Sulfated, Sulfl 102 bp | 63 bp
Rv: 5’GCCCGCGAGAGGAG//AGT 3

Fw: 5’GCCGAGGGTGAGAAGAAGT 3’
7635 Mec2 149 bp | 79 by
Rv: 5’ATGGGCAGAGGAAAGATAATG 3

Fw: 5’ ATGAGCGCG//GCAAAATC 3
8046 - 118 bp | 67 bp
Rv: 5’AAAATCCCCGGTTCAGTGTT 3¢

Glycerol 3
phosphate Fw: 5ACTTCCGCGTGGTGGTC 3
9042 125 bp -
dehydrogenase Rv: 5’AGCCGCCTTGGTGTTGT 3
Gpdh

_ Fw: 5’CTATGTGGCGCAATTTATCAAC 3
11992 Relish, Rel 167 bp -
Rv: 5TGGCCTCACGCTCTGTCTC 3

Fw: 5GCCTGAATTTGGGTGGAG 3'
13482 - 82 bp -
Rv: 5GGAGGCGGTGGGTGATA 3

homeodomain
_ . . Fw: 5’AGTCGCCGGCTCATCATA 3
17090 interacting protei 102 bp | 68 bp
Rv: 5’CCTTCACCCGCTTCTTCAC 3

kinase, hipk
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Tab. 2: Rehled jiz hotovych primé&r GenyCecAla AttA nejsou amplifikovany igs intron,
gen PGRP-SDnem4 introny. U primér, které nasedaji na sekvenci, ktera je v genomové
DNA pieruSena intronem, je misto intronu &eao symbolem //.

Nazev genu, _ Usek na
CG Sekvence primér Intron
symbol cDNA
Cecropin Al, Fw: 5'CTTCGTTTTCGTCGCTCTC
1365 80 bp -
CecAl Rv: 5'TTTTCTTGCCAATTTTCTTCAG
_ Fw: 5 GGCAACACGCAGACCAA 3
4740 | Attacin-C, AttC 123 bp | 64 bq

Rv: 5’ GAAGCTATCCCGCACACC 3

Receptor of

_ | Fw: 5’CCCGTG//ACAAGACCCTGAT 3’
7111 | activated proteir 130 bp | 79 bp
. Rv: 5TAGTTGCCATCGGAGGAGAG 3
kinase C 1, Rackl

Peptidoglycan
recognition Fw: 5’ AGCTTGTGCGGATGATGTTA 3
7496 _ 141 bp -
protein SD, | Rv: 5 CTTGGACTTCTGCCTTCGTAT 3’
PGRP-SD

_ Fw: 55CGGAGTAAGGGTCGGTGAT 3
7629 | Attacin-D, AttD 139 bp | 77 by
Rv: 5’GCCATGCTGCAGTGAGAGT 3

Ribosomal protei
Fw: 5’CTTCATCCGCCACCAGTC 3!
7939 L32 (rp49), 98 bp | 50 bp
RoL32 Rv: 55GGCGACGCACTCTGTTGT 3
p

. Fw: 5TGGTCATGGTGCCTCTTTG 3
10146| Attacin-A, AttA 101 bp -
Rv: 5GATTGTGTCTGCCATTGTTGA 3’

Peptidoglycan
recognition Fw: 5’5 GGCGATGGCATGATTTACA 3
14704 _ 118 bp | 152 bp
protein LB, Rv: 55 GCGGCAGTTCGG//TTCTC 3
PGRP-LB

Primery byly navrhovany igevazri pro geny, které byly u bgk CI.8+ indukovany
pasobenim proteinu IDGF2 podle vyslédk diive provadné analyzy expresnimiipy.
Pouze u genGpdhnebyla na&ipech prokazana z¢na exprese.

3.7. Kvantitativni PCR

Jako referetni geny s expresi nezavislou naspbeni proteinu IDGF2 jsem pouZzila
receptor aktivované protein kindzy CRackl a ribozomalni protein L32, zndmy téz jako
rp49.

-13 -



Slozeni reagni snesi: 5 ul vzorku cDNA, 4pl smesi 5x HOT FIREPol® EvaGreen®
gPCR Mix Plus (no ROX) (Solis BioDyne), dl primeru forward (10uM), 1 ul primeru
reverse (10uM) a autoklavovana ddid pro doplini objemu reakce na 20l. Kvuli
zvySeni uspsnosti reakce u dosud nevyzkouSenych sad pligs&m pouzivala po#énné
vysoké koncentrace primer U jiz vyzkouSeného referénmiho genuRackl jsem objem
kazdého z pouzitych primersnizila na 0,5ul. U referegniho genurp49, ktery byl rovrez
jiz vyzkousSen, jsem pouzila od kazdého primeru Q75

Priprava reakce: Na michani rg¢ak sn€si jsem pro co nejlepSii@snost pouzivala
elektronické pipety (Eppendorf) a ,low binding“ &ky. Abych zamezila fpadné
kontaminaci lidskou DNA, pouZzivala jsenti pnichani reakce rukavice. Pro reakce jsem
pouzivala 48-jamkové desky (lllumina) kompatibilni s fistrojem ,Eco Real-Time PCR
System* (lllumina).

Program reakce kvantitativni PCR: Amplifikacitepchazelo 15 minut aktivace
polymerazy p 95 °C. Amplifikace samotna probihala ve 40 cyklgxi teplotach 95 °C na
15 s, 60°C na 30 sa 72 °C na 20 s, v nichZ b¥tly wa konci faze amplifikace ziena
hladina fluorescence. Po dokemi amplifikace pak byly vzorky inkubovany 15i @5 °C,
15 s 55 °C a 15 si 95 °C pro sestrojeniikky tani, gicemz byla Bhem pomalého
narstu teploty z 55 °C na 95 °C sniména uroflaorescence v jednotlivych jamkéach.

3.8. Kontrola délky amplifikovanych Useki na gelu

Délku usek DNA amplifikovanych v reakci kvantitativni PCR jee kontrolovala
gelovou elektroforézou provédou v TAE pufru na 1,5% agar6zovém gelu barveném
pomoci ethidium bromidu. Ke stanoveni velikostigireenti jsem pouZila ,size marker*
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientificlo Bady primet, kde v kvantitativni
PCR ngly vSechny jamky ze 48-jamkové deé&iy stejnou kivku tani, jsem vybrala pro
kontrolu pouze jednu. U génu nichZz kivka tani v jedné nebo vice jamkach dasti
vykazovala abnormalni tvar, jsem gelovou elektr@fou kontrolovala jeden vzorek
s predpokladanym spravnym giiéhem reakce a alespgeden z abnormalnich vzark
Délku fragmeni zjiSttnou elektroforézou jsem pak porovnavala s teoretiattélkou podle
umiseni primeg.

3.9. Analyza dat

Pro kazdy vzorek jsem provdd kvantitativni PCR reakci véech opakovanich. Pokud

se v triplikatu jedna z jamek vyraztiSila (standardni odchylka > 0,5) od ostatnictoulv
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hodnotou Ct, tedy cyklem, ve kterém hladina fluoeexe pesahla prahovou hodnotu, nebo
meéla-li odliSnou Kivku tani, byla vylodena ze statistiky.

Pro vypdet zmény exprese jsem pouZzila vzorec s korekci rozdilpeEmsosti reakce
mezi zkoumanym (target) a refetam (ref) genem (Vzorec 1). Hodnataudava relativni
mnozstvi kopii zkoumaného genucy genu refereénimu a koriguje rozdily v koncentraci
cDNA, vzniklé nepesnosti pipetovanifpreverzni transkripci aedni vzorki. Hodnota

uspesnosti reakce (E) je &ena jako zlomkem vyj&dna uspsnost rekce + 1.

E Ctref
r - ref ( 1 )

E Ctlargel
target

Nasledr jsem utila pramér z hodnotr pro oba referami geny a porovnavala tyto
pramérné hodnoty mezi vzorkem z btk oSetenych proteinem IDGF2 a kontrolnim
vzorkem.

Pro ugeni, zda je zji$nha znena exprese fikaznaci nikoliv, jsem pouzila T-test. U
vétSiny gerii (kromé Gpdh jsem mohla pouZit siéjsi jednostranny T-test, protoZe jsem u
nich meéla k dispozici data z analyzy expresnitipy a byla éekavana pozitivni zema.
ProtozZe izolace a reverzni transkripcéach opakovani pokusu nebyly progag najednou,

pouzila jsem parovou variantu T-testu.
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4. Vysledky

4.1. 1zolace RNA a piprava cDNA

Vyizolovala jsem RNA z proteinem o$ehého (IDGF2) a kontrolniho (K) vzorku a
zmefila jeji koncentraci a @ila ¢istotu. Zadny ze ziskanych vzérkertl piilis nizkou
koncentraci, kterd by nazt@mvala moZnou vyrazisi degradaci, coz by mohlo mit za
nasledek zkresleni vysletlkPonér absorbance #éni o vinovych délkach 260 a 280 nm u
Za&dného ze vzotk nenaswd¢oval moznému zrgSténi genomovou DNA nebo proteiny.

Vytézky z izolaci a porry absorbance v 260 a 280 nm jsou zaneseny v @&Bulc

Tab. 3: VytZky ze ti izolaci RNA

Izolace Vzorek Koncentrace vzorku [pd/ A 260 nrdA 280 nm
1 K 423,2 2,24
IDGF2 358,9 2,22
5 K 640,8 2,18
IDGF2 469,8 2,17
3 K 674,1 2,25
IDGF2 619,9 2,24

Po izolaci RNA jsem reverzni transkripcfigravila cDNA a né&dila ji zpisobem
popsanym v kapitole 3.

4.2. Kvantitativni PCR a kontrola spravného pnibéhu reakce

Provedla jsem reakci kvantitativni PCR se vSemirkyg@ro celkem 14 zkoumanych
gemi a dva referefni. S primery pro gei©G13482se nepoddo dosahnout amplifikace
spravného specifického produktuiivky tani se u tohoto genu liSily mezi jednotlivymi
jamkami na 48-jamkové de&tie a ndly vice vrchoti, coZz znamend vice produkiObr. 4A).
| na gelu bylo vidt vice prouzk (Obr. 5d, 5h-k). Kuli velmi kratké sekvenci tohoto genu
nebylo mozné navrhnout primery na jiném useku.

U ostatnich sad primérvznikaly specifické fragmenty o spravné velikoSpecifita
produktu je vidt na Kivkach tani, které jsou pro vSechny jamky na destistejné a maji
vzdy pouze jeden vrchol {Rlad na Obr. 4B). Spravnou velikost amplifikovahyigsek pak
potvrdila gelova elektroforéza iRlady na Obr. 5a-c, 5e-Q).iéstoze rozdily vadu
jednotlivych bazi nejsou na geliil® vyrazné, je mozné rozlisit rozdily v délkaatzmych

amplifikovanych Gsek, které pormirné odpovidaji rozdilm v predpokladanych délkéach.
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Derivative Melt Derivative Melt

Obr. 4: Krivky tani produktu kvantitativni PCR. Vodorovna adazuje teplotu, zatimco
svisla ukazuje zému intenzity fluorescence. Kazdéka reprezentuje jednu jamku na 48-
jamkové destice. Sipky ukazuji negativni kontrolu (réak smés bez templatu). (A) Sada
primeri pro genCG13482 (2. izolace). Kivky tani maji vice vrchdl a liSi se mezi
jednotlivymi jamkami. (B) Sada primirpro gen PGRP-SD (1. izolace) jako fklad
spravneého pibéhu reakce. Kvka tani je ve vSech jamkéch stejna a ma pouznjedchol.

300 ca=
g

200 - . .

Obr. 5: Gelova elektroforéza DNA amplifikovanéi fkvantitativni PCR. (a) Sada
primeri pro genRackl (1. izolace, 130 bp)., (bpBpdh (1. izolace, 125 bp)., (dRrel (1.
izolace, 167 bp)., (dCG13482(1. izolace, 82 bp). Na gelu je ¢iddelSi vedlejSi produkt a
také menSi mnozstvi amplikovaného fragme@G13482 v porovnani s jinymi sadami
primeri., (e) Mec2 (1. izolace, 149 bp)., (fpulfl (1. izolace, 102 bp)., (g¥G8046 (1.
izolace, 118 bp)., (h-KEG13482(h,i — 2. izolace, j,k - 1. izolace, 82 bp). Nduggou vidkt
delSi vedlejSi produkty a také menSi mnozstvi fregion CG13482v porovnani s jinymi
sadami primet.
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4.3. Analyza dat

Hodnotyr u vzorki z riznych izolaci si nebyly ifliS podobné, a t@&aste&n¢ i kvuli
referegnim gemm, které ndly mezi izolacemi rozdilnou expresi, zvliasRackl Mezi
vzorkem z budk oSetenych proteinem a kontrolou se vSak exprese refeiieo genu
v zadné z izolaci vyrazji neliSila, snérodatnd odchylka mezi vzorky v Zadné izolaci a u
Zadného referémiho genu negséahla 2,5 %. Takové smdatné odchylky lze vystit
rozdilem v koncentraci cDNA vzniklym pipetovaci tlay. Navic jsem nepozorovala zadny
trend pozitivniho nebo negativniho vlivu IDGF2 napeesi refereénich geir, coz

naswdcuje tomu, Ze jejich exprese je na IDGF2 opravdévista (Tab. 4).

Tab. 4: Rehled Ct hodnot referénich geri a jejich variability

Refererni Pramer Ct | SD Ct mezi Pramér Ct | SD Ct mez
Izolace Vzorek o o % SD
gen triplikata | triplikaty | KaIDGF2| K a IDGF2

K 17,5538 0,1746 i

rp49 17,8526 0,4227 | 2,3675
1 IDGF2 18,1515 0,0686
K 17,4579 0,0918

Rackl 17,5996 0,2004 | 1,1385
IDGF2 17,7413 0,1007
K 18,0829 0,0378

rp49 18,0829 0,3491 | 1,9306
) IDGF2 18,5767 0,1667
K 17,5012 0,0373

Rackl 17,4432 0,0821 | 0,4707
IDGF2 17,3851 0,0885
K 18,5480 0,1001

rp49 18,3361 0,2998 | 1,6349
3 IDGF2 18,1241 0,0419
K 19,3947 0,1471

Rackl 19,2086 0,2632 | 1,3701
IDGF2 19,0225 0,0820

Po vypaitani dikich hodnotr s kazdym referamim genem zvl&Sjsem pro kazdy gen
uréila vyslednou hodnotu jejich zptimérovanim. Tyto pimérné hodnotyr pro jednotlivé
referergni geny jsem pouzila pro vyhodnoceniikaznosti pomoci T-testu, konkrétfeho
parové varianty, ki jiz zminéné variabili® mezi izolacemi. Z téhozugodu bylo také
nutné data normalizovatati kontrole je& pred vyp@tenim pimeéru a stedni chyby
praméru. Zmeny vzorki s IDGF2 oproti kontrole rowZ vykazovaly rozdily mezi izolacemi,
ale tén¢t vzdy byl u vSech izolaci pozorovan pozitivni vig expresi daného genu. U sedmi
ze zkoumanych gérslo @itom o pitikaznou zminu (Tab. 5).
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Tab. 5: Mnozstvi zkoumanych geoproti referetinim gerim v jednotlivych izolacich,
primérné mnoZstvi, $edni chyba piméru a piikaznost zminy jejich exprese.

™o

Gen Izolace rk NbGF2 Nocr2/Tk Primer oE p
Noer2/Tk | Nper2/Tk

1 0,03193| 0,23930 7,49544

AttA 2 0,02711| 0,23913 8,81958 6,45932 1,74068| 0,02345%
3 0,04576 | 0,14015 3,0629%
1 0,00056 | 0,00199 3,52776

AttC 2 0,00052 0,00163  3,21410 2,81405| 0,56420 0,05511
3 0,00040 | 0,00068 1,70028
1 0,00242 0,01560 6,43599

AttD 2 0,00238 | 0,01443 6,05173 5,35028 | 0,90043| 0,0081]
3 0,00706 | 0,02517/ 3,56314
1 0,03872 0,26381] 6,81404

CecAl 2 0,02311| 0,21843 9,45319 6,59467 1,71719] 0,0051¢
3 0,11008 | 0,38713 3,51680
1 0,01109| 0,02299 2,07258

PGRP-LB| 2 0,00676 | 0,01914 2,83028 2,45610 | 0,21877 0,00624
3 0,02150 | 0,05325 2,46548
1 0,00084 | 0,00211 2,52401

PGRP-SD 2 0,00042 0,00226 5,31668 3,05801 1,18048| 0,05424
3 0,00118 | 0,00157, 1,33334
1 0,30920| 0,41956 1,35691

Mec2 2 0,34932 0,61585 1,76303 1,37299 0,22070 0,1231]
3 0,32329 | 0,32298 0,99908
1 0,00171| 0,00330 1,92845

CG8046 2 0,00199| 0,00418 2,10427 1,79955 | 0,22267 0,07281
3 0,00066 | 0,00090 1,36593
1 0,02860 | 0,06495 2,27096

Sulfl 2 0,02860 | 0,05445  1,90409 1,81225| 0,29495 0,0624]
3 0,02299 | 0,02900 1,26169
1 0,09318| 0,11023 1,18298

Gpdh 2 0,13052 0,17973 1,37708 1,15336 | 0,13851 0,43794
3 0,13813| 0,12432  0,9000L
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1 0,02624 | 0,04407) 1,6794b

hipk 2 0,05191| 0,08257  1,59063 1,59779 | 0,04523| 0,0457%
3 0,01748 | 0,02663 1,52328
1 0,05135| 0,08278 1,61218

Zfhl 2 0,10788 | 0,11953 1,10796 1,33075| 0,14848 0,0360%
3 0,06725| 0,08555  1,27209
1 0,37349| 0,67282 1,80146

Rel 2 0,55570 | 1,05459 1,89776 1,67/980 | 0,17207] 0,04086
3 0,47794 | 0,64053 1,34019

NejprikazrejSich vysledk jsem dosahla u imunitnich genGeny kddujici AMP byly
proteinem IDGF2 indukovany nejs#in a u i ze ¢ty zkoumanych bylo zvySeni exprese
prikazné (p < 0,05), u dvottacinu Da Cecropinu Albyla dokonce fikaznost je&t lepSi
(p < 0,01) (Obr. 6)Ctvrty z nich,Attacin G nepro3el kritériem jikaznosti jendsns (Tab.
5).

9 **

**

mK
M IDGF2

AtA AttC AttD CecAl

Obr. 6: Zneny exprese AMP proteinem IDGF2. Geny, jejichZé&nm exprese byla
prikazna s p < 0,05 jsou zteny *, geny, jejichz zéma exprese byla fkazna s p < 0,01
jsou zngeny **. Chybové us&y ukazuji stedni chybu piméru.

Krom¢ AMP jsem pozorovala pkazné zminy exprese i u jinych génicastnicich se
imunitni odpo¥di. Pongrné vyrazna zmina exprese nastala p#igani IDGF2 u proteiin
rozeznavajicich peptidoglykany, ale je®GRP-LBbyla tato zmina piikazng, zato viak s p

< 0,01. Rilis velka variabilita dat UPGRP-SD zpasobila, Ze d&sné neprosSel kritériem
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prikaznosti (Tab. 5). U génRelisha Zfh1 nebyla indukce tolik vyrazna, ale u obou byla
statisticky ptikazna (Obr. 7).

mK
m IDGF2

PGRP-LB PGRP-SD Zfhl Rel

Obr. 7: Zneny exprese dalSich imunitnich gefnepaticich mezi AMP) fisobenim
proteinu IDGF2. Geny, jejichz ztna exprese byla pkazna sp < 0,05 jsou zteny *,
geny, jejichz zmana exprese byla fpkazna s p < 0,01 jsou ztemy **. Chybové Us&ky
ukazuji stedni chybu prmeéru.

U ostatnich zkoumanych gerse mi pod#lo statisticky prokazat zému exprese jen u
jednoho, uhipk, ktery koduje kinazu aktivujici protein Yorkie,nje podporuje proliferaci
(Obr. 8). I v této skupibyly nalezeny nefikazné geny, které se bliZily limitugkaznosti
p < 0,05, ale nebyly nad timto limitem taems, jako ty zfad imunitnich gein (Tab. 5).

2,5

2
i x
T |

1,5 1 T

mK

,—T—. [ IDGF2

0,5 1

Mec2 CG8046 Sulf1 Gpdh hipk

Obr. 8: Zmény exprese neimunitnich gerproteinem IDGF2. Geny, jejichz zma
exprese byla mkazna sp < 0,05 jsou zteny *. Chybové usiky ukazuji stedni chybu
prameru.
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Ze tinécti zkoumanych genjsem prokazala indukci u sedmi. Ostatni geny vgkaly
piiliS vysokou variabilitu dat, aletpvazri byl i u nich patrny trend pozitivni regulace
prostednictvim IDGF2. Vyjimkou jsou geniec2 a Gpdh u nichZz ve vzorku z jedné
izolace doslo k mirnému poklesu oproti kontrolel(T8). Zvlas¢ u Gpdh se zda indukce
exprese proteinem IDGF2 zim& nepravdpodobnd, a to kili nizkym pozitivnim znénam
ve zbylych dvou izolacich.

Obecrt lze rici, Ze aplikace proteinu IDGF2 naitky méla viiv obzvlasé na geny
souvisejici s imunitou, z nichz &tginy doslo k pitkaznému zvySeni exprese. U jinych @ien

je vliv IDGF2 rovréz mozny, ale ne vzdy fkazny.
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5. Diskuse

5.1. Provedeni experimentu

Hlavnim problémem mé prace bylo, Z& opakovani procedury vystaveni n
proteinu IDGF2, izolace RNA a reverzni transkripedyla kvili nedostaténému mnozstvi
proteinu provaéha najednou. Biky z kazdého opakovani se mohly liSit pasazi alikv
smésim Ziva@iSného a kvasinkovéhaipodu mohly nastat drobné zny ve sloZeni média.
V dtsledku toho mohlo mezi opakovanimi dojit ke¢mdm v expresi mnoha g&nGeny,
které jsem pouzila jako refer@ém, maji sice expresi nezavislou ngpbeni proteinu IDGF2,
ale ta nemusi byt konstantnii pekterych znénach prosedi, k nimz patré doslo. Z toho
vyplyva problematinost srovnani po#mi koncentrace transkript zkoumaného a
refereniho genu mezi jednotlivymi izolacemi. Tento probl§sem ieSila pouZzitim
parového T-testu a normalizaci daicvkontrole jes¢ pied spétenim paméru a stedni
chyby piméru, prestoze jsem pak ki tomu nemohla uiit variabilitu v kontrolnim vzorku.

Izolace RNA pravéipodobré prokshla bez problérin a nebyla tedy iejmé pivodcem
variability v ziskanych datech. Soudim tak podleveatelnosti vzka a absorbancirit
nezavisle provashych izolaci (Tab. 3). Ani u reverzni transkripcepiedpokladam, ze by
zpasobila vySe zmignou variabilitu, pestoze jsem ji u kazdého vzorku RNA proslad
pouze jednou, a tudiZ jsem nemohla porovnat dvekyadici se pouze reverzni transkripci.
Pfi reverzni transkripci jsem totiz postupovala vZoydle protokolu a vyuzZivala velmi
piesné elektronické pipety s ,low binding“ 8kami. Ri pouZzivani stejnych chemikalii a
protokolu nebyla v naSi labordtopozorovana Zzadna vetSi variabilita vzbrkmezi
nesoukbzné provedenymi reakcemi reverzni transkripce.

AZ na genCG13482 jehoZ primery byly nespecifické a v kratké sekvenci genu je
nebylo mozné navrhnout do jiného mista, vSechnkcedvantitativni PCR praihly
vicemér bez problém. Fxi kontrole gelovou elektroforézou ay amplifikované Useky
vSech gef takovou velikost, jakou podle umist primei v sekvenci mit r@ly. Vzhledem
k sadam primer navrhovanym tak, aby amplifikace probihatagintron, tedy prokazatein
nedoSlo k zadné kontaminaci genomovou DNA. Jermgjiné doslo v kkteré z jamek 48-
jamkoveé destiky k amplifikaci nespravného produktu nebo k vykg&invariabili€ hodnot
Ct v triplikatu.

Okcas nastala amplifikace artefaktu v jamce s negathemtrolou (reakni snes bez
templatu). Tyto artefakty se vSak nikdy nevyskytgva jamkach stemplatem a podle

vrcholu Kivky tani nely jinou (mensi) velikost nez poZzadovany fragmekdumaného genu,
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z ¢ehoz vyplyva, Ze vyrazmeovlivnily vysledek kvantitativni PCR. Pokud dbléprahové
koncentrace pak vzdy mnohem pé&ichez amplifikované Gseky z jamek s templatem a
zpravidla nebyly amplifikovany v dost&eem mnoZzstvi, aby mohly byt odhaleny gelovou
elektroforézou. Prawghodobr jsou tyto artefakty nasledkem péarovani pritnerezi sebou
podle ¢asténé komplementarity v néppomnosti templatu, i@stoZze byly navrhovany tak,
aby k re¢emu podobnému pokud mozno nedochéazelo. ddtemych sad primér totiz
dochéazelo k tvorb artefaktu opakovan Neni vSak vylotkena ani nahodna kontaminace
netistotou ze vzduchu, zvliASu gerii, kde byl vyskyt artefaktu ojedity. Kvuli
minimalnimu mnoZstvi takové kontaminujici nukleokgseliny by amplifikace byla
zpozdtna, vysledné mnoZstvi produktu by nebylo velké alikeelpliné komplementadit

v kombinaci se zmimou malou koncentraci by byl kontaminant v jamkademplatem z
reakce kompetné vytlacen.

Z vySe uvedenych informaci soudim, Ze vysledky méce nebyly zkresleny &im
jinym nez variabilitou bugk kvuli rozdilim v pasazi a ve sloZzeni média, kter4 by mohla byt
odstragna soubznym provadnim vSech opakovani pokusu. Jsetespidéena, Zze p
takovém uspiadani experimentu by variabilita dat byla men&ysledky jest prikazrejsi.

5.2. Vysledky experimentu

Nejvice geil s transkripci prkazre indukovanou proteinem IDGF2 jsem nalezla ve
skupire imunitnich genl. Zvlag vyrazna byla tato indukce u AMRttacin-A Attacin-D a
Cecropin Al Zretelrt zvySena byla i exprese peptidoglykany rozpoznéiagi proteinu
PGRP-LB ProteinyAttacin-C a PGRP-SDrovnéZz vykazovaly vyrazné zvySeni exprese po
pridani IDGF2 k bikam, ale tyto zrény nebyly statisticky gikazné kwli pfilis vysoké
variabilité. P¥i kontrole hodnot Ct jsem si vSimla, Ze ze zkounthnger maji pra¥ tyto
variability. Domnivam se tedy, Ze navzdory statlsdi nepiitkaznosti jsou proteinem IDGF2
indukovéany iAttacin-Ca PGRP-SD Ménre vyrazné, avsak statistickyikazné bylo zvyseni
exprese u transkrigpich faktoii Zn finger homeodomaifZfhl) aRelish
prokazany jako indukované proteinem IDGF2, je gulevano generRelish a tedy drahou
Imd, nebo zarovegenemRelishi Spatzle a tudiz zarovedrahou Imd i Toll (nepublikovana
data, De Gregorio et al. 2002). Z gekteré byly v De Gregoriav(2002) praci regulovany
pouze drahou Toll, nebyl podtépu proteinem IDGF2 indukovan zadny krdrsamotného
genuRelish dilezité sodasti drahy Imd, jehoZ exprese je prgradobrE ovlivnéna drahami

Toll i Imd, ale vzhledem k tomu, Ze jeho nulovy emit byl v De Gregoriay (2002) praci
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pouzit pro zkoumani vlivu drahy Imd, nebylo moziiétit jeji vliv na zménu expresdelish
pii infekci. Ze mnou testovanych imunitnich gefsou podle této prace drahou Imd
ovlivnény vSechny krom Zfhl, ktery se vSak dastni regulace row v draze Imd, stejn
jako PGRP-LB(Myllymaki and Ramet 2013, Zaidman-Rémy et al. @00 estované AMP
Attacin-A, Attacin-C, Attacin-D a Cecropin Al se&astni odpo¥di na Gram negativni
bakterie, a jsou tedkizeny gimym pisobenim drahy Imd (Lemaitre and Hoffman 2007).
Naproti tomu protein PGRP-SDigobi jako receptor Gram pozitivnich bakterii akjiieiu
drahu Toll, ale pesto je jeho exprese regulovana drahou Imd (De dgiegt al. 2002,
Lemaitre and Hoffman 2007). Zde jde tedy pipabobrt o interakci obou imunitnich
signélnich drah. Z vySe uvedenych informaci soudenDGF2 stimuléné pasobi na drahu
Imd a ji regulované geny, a to nad genBalish Vzhledem k tomu, Ze proteiny IDGF
mohou vazat cukry, mohl by IDGF2 byt dalSim z raapavajicich proteiln ,Pattern
Recognition Receptors® (PRR), které se vazou naycula povrchu bakterii, a svym
signdlem aktivuji signalni drahu (Varela et al. 200romu odpovida i pozorovana &na
formy IDGF2 v hemoly po napadeni patogenem (Vierstraete et al. 2004).

IDGF2 krone AMP, které jsou vystupy drahy Imd, a jejich tramgéniho faktoru Relish
zvySuje transkripci i u negativnich reguldtairahyPGRP-LBa Zfhl, coZ se mize zdat na
prvni pohled pekvapivé, ale jde o vysilitelny jev (Zaidman-Rémy et al. 2006, Myllymaki
and Ramet 2013). PGRP-LB je sekie protein, ktery je steinjako pislusné AMP
regulovany drahou Imd. Po uvelm do hemolymfy je schopen degradovat bakterialni
peptidoglykany, a tak snizit jejich koncentraci,efd je vnimana jinymi, imunitu
stimulujicimi, PGRP, coZ t¥d negativni zptnou vazbu pro regulaci intenzity imunitni
odpowdi a jeji wasné ukoteni (Zaidman-Rémy et al. 2006). O ZFH1 vime, Zabinje
expresi AMP, a to v kaskadud’ na urovni Relish nebo pod nim, avSak o reguldu je
exprese toho zatim neni mnoho znamo (Myllymaki Réadhet 2013). Neni sice mezi geny
regulovanymi genenielish ale nenizeme vylodit jeho regulaci drahou Imd naelish
(De Gregorio et al. 2002).

U ostatnich gein doSlo k ptikaznému zvySeni exprese pouze homeodomain
interacting protein kinase (hipk). Zmeény transkripce geh CG8046 a Sulfated nebyly
prikazné, ale ngpkratovaly limit prikaznosti piliS vyrazré (Tab. 5). Navic jsem v kazdém
opakovani pokusu ziskala data ukazujici zvySenresepve vzorku s proteinem oproti
kontrole, nikdy nedoSlo ke sniZzeni. Zda se tedydi#@odobné, Ze dochazi k pozitivnimu
vlivu IDGF2 na expresi a nejkaznost dat byla Zgobena nevhodnym us@aanim

experimentu. Toto tvrzeni je ovSem nutno povazaeate zcela potvrzené. Jinak tomu bylo
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v pripadt geni Mec2a ,Glycerol 3 phosphate dehydrogenaé€pdh), u nichz v jednom ze
tiéi opakovani doslo dokonce ke snizeni exprese okoatrole.Mec2byl IDGF2 indukovan
podle vysledk z ¢ipa a dw nantiené pozitivni zrény byly vyrazrijsi nez uGpdh a proto
lze zvazit moznost, ze zngimy negativni vysledek z jednoho opakovani byl nalyod
vykyvem a iMec2 je indukovan (nepublikovana data). Bylo by vSaknéuwenovat tomuto
genu pozornost v dalSim experimentu, aby byl viegten vliv IDGF2 na tento gen. U
Gpdh se pak domnivam, Ze proteinem IDGF2 skumtendukovany neni. Pozitivni ziny
exprese byly mensi nez u zréiméhoMec2a negativni naopakétsi. Ani analyza expresnich
¢iptt Zadnou prokazatelnou indukci IDGF2 neukézala,ocdopjsem toho nazoru, Ze exprese
Gpdhje na IDGF2 nezavisla.

GenCG8046kaduje FAD dependentni glycerol-3-fosfat dehydragei, a tedy méa svou
funkci v metabolismu, ale jinak oém neni tém nic znamo. Je vSak pozoruhodné, Ze
zatimco tento gen je prayobdobr, & nepfikazre, IDGF2 indukovany, jina glycerol-3-
fosfat dehydrogenaza, tentokrat NAD dependentnijokand genemGpdh s nejétsi
pravdpodobnosti indukovana neni.

Zato druhy z mozna indukovanych genSulfated je zajima¥jsi. Jde o 6-O
endosulfatazu, kterdipobi jako negativh zpstnovazebni regulator morfogenetického
proteinu wingless, a to zpraéstikovanim jeho degradace (Kleinschmit et al. 201, et al.
2011). Expresavinglessje totiz zprostedkovana proteinem Yorkie, ktery je aktivovan mnou
zkoumanym a prokazatéinDGF2 indukovanym proteinem HIPK (viz nize) (Chand
Verheyen, 2012).

Protein HIPK stimuluje proliferaci bédk a pisobi proti apoptéze. Ma kindzovou
aktivitu a fosforyl&né aktivuje protein Yorkie, ktery je koncovytankem drahy Salvador-
Warts-Hippo a zprogtdkovava transkripci génako nap. cyclin E ¢i wingless(Chen and
Verheyen, 2012). Velice zajimavou informaci pakze,draha Salvador-Warts-Hippaihe
byt regulovana prostdnictvim inzulinové drahy (Wong et al. 2014). Rbktento model
plati a tato regulace se ugiaje i v jinych tkdnich nez v trachejich, jak bylogsano, pak
inzulin posiluje dinek IDGF2 na aktivaci Yorkie, protoZe inhibi vliv drahy Salvador-
Warts-Hippo a stimukami inek HIPK pisobi nezavisle na séb(Obr. 9) (Chen and
Verheyen, 2012, Wong et al. 2014). Nellled to, zda je v hikach draha Salvador-Warts-
Hippo regulovana inzulinovou drdhou nebo ne, vysled expresnich¢ipt a z mého
experimentu ukazuji, Zze protein IDGF2 ma pozitimtiv na proliferaci diky stimulaci
transkripcehipk (nepublikovana data). Tento signal v§uje prispeni IDGF k tomu, Ze se
buiky CI.8+ diky nim dokazi rozdit i v médiu bez fetalniho bovinniho séra (Kawamet
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al. 1999). Role inzulinu ve stimulaci proliferaagntk v minimalnim médiu vSak zatim neni
zcela jasna. Mohlo by jit o jiz zminé zesileni aktivace Yorkie, o interakci s dalSi
proliferaci stimulujici drahou Ras/MAPKI jiny vliv nebo o jejich sotet (Oldham et al.
2002, Wong et al. 2014).r&lpokladam vSak, zet auz je stimul&ni vliv inzulinu na
proliferaci jakykoliv, gisobeni IDGF ho zesili natolik, Ze iy jsou diky #mu schopné
piekonat i tak nefiznivé prostedi, jakym médium bez séra bezesporu je, aétibz.
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Obr. 9: Model spolného misobeni IDGF2 a inzulinu ndist zprostedkovany Yorkie
(Yki). (A) Bézny stav bez {sobeni IDGF2 a inzulinu. HIPK stimuluje Yorkie v emené
mite, zatimco Warts (wts) Yorkie inhibuje. Vysledné&idka Yorkie je velmi nizk4. (B)
Piasobeni IDGF2. IDGF2 zvysi koncentraci HIPK, a tiaroste aktivace Yorkie, zatimco
inhibice ze strany Wartsugtava nezinéna. Disledkem je ndist aktivity Yorkie. (C)
Pasobeni inzulinu. Inzulinova signalizace vede kezesmi aktivity Warts,¢imz dojde
k poklesu inhibice a tim padem vysSi aktivitorkie. (D) Sodasné fisobeni IDGF2 a
inzulinu. IDGF2 vyvola ndist koncentrace HIPK a inzulin inhibici Warts. Dozh&edy
k pozitivni regulaci Yorkie ze strany HIPK a zarévepoklesu negativni regulace ze strany
Warts. Vysledkem je sd@et pisobeni dvou aktivatérYorkie, coz ma za nasledek velice
silny signal k proliferaci.
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6. Zaver

Uspsdns jsem provedla izolaci RNA z bek linie Cl.8+, které byly vystavenytigobeni
proteinu IDGF2. Ze ziskané RNA jsem reverzni traipsk pripravila cDNA, kterou jsem
pak vyuzila pro kvantitativni PCR. Touto metodoansotestovala vliv proteinu IDGF2 na
expresi 13 gein

Z testovanych gen jsem dosahla jpkazného zvySeni exprese pdidani proteinu
IDGF2 u sedmi. U &kolika dalSich Ize i fes ne zcela fikazny vysledek o pozitivnim vlivu
na transkripci spekulovat

Nejvice gen, které jsou prokazateinndukovany proteinem IDGF2, bylo nalezeno ve
skupirg geni souvisejicich s imunitou, konkrétse signalni drdhou Imd,¢ehoz usuzuji, Ze
protein IDGF2 mé& schopnost stimulovat tuto drahel.ndozné, Ze IDGF2usobi jako
rozpoznavaci protein, ktery vaze bakterialni cu&estruktury a vytv signal pro aktivaci
drahy Imd.

Kromé imunitnich gef m¢l protein IDGF2 prokazatetnpozitivni vliv i na expresi
proteinkinazy HIPK, ktera hraje atkZitou roli v regulaci proliferace bgk pomoci
transkrigniho koaktivatoru Yorkie. Tento poznatek by moht kigcovym i objasrni jiz

dlouho znamého pozitivniho vlivu IDGF na proliferaarek in vitro.
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