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1 Uvod

1.1 Tumor supresorové geny a jejich mutace

Tumor supresorové geny (TSG) jsou zodpovédné za kontrolu proliferace, stabilitu
genomu a zabranuji replikaci poskozené DNA. Chrani organismus pied vznikem nadorového
onemocnéni. Jejich prvotni funkci je inhibice bunééného déleni. Pokud dojde k mutaci obou
alel TSG dochazi k neomezenému bunéénému déleni. U ¢lovéka jsou dvé moznosti jejich
ucasti pfi vzniku nadorti. V roce 1971 navrhl Alfred Knudson hypotézu dvou zasahi u
vyskytu retinoblastomu, vzacného nadoru oka détského veéku (Snustad, Simmons 2009). U
sporadickych nadorti dochédzi k ndhodné inaktivaci obou alel TSG béhem Zivota jedince.
Takovéto nadory jsou vzacné a maji vétSinou jedno ohnisko vzniku. Naproti tomu u dédi¢né
formy rakoviny, kdy jedna poskozena alela pochazi z rodice a béhem zivota jedince dojde v
nékterych buiikach ke ztraté druhé alely. U téchto jedincti se nadory vyskytuji ve vysoké

frekvenci a ¢asto mivaji nékolik ohnisek vzniku (Snustad, Simmons 2009).

1.2 Drozofila jako model pro vyzkum rakoviny

Drozofila je vhodnym modelem pro studium fady vlastnosti lidskych nadori. Pfestoze
existuji nékteré dilezité rozdily (naptf. absence cévniho obchového systému), mnoho
biologickych procesi, které souviseji s tumorogenezi a metastazi, jsou dobie konzervovany.
Drozofila se GspéSn¢ pouziva napiiklad jako model pro studium genetické podstaty chovani
bunék pii metastazi (Pagliarini et al. 2003).

Drozofila se rovnéz stala velmi Usp&nym modelem pro vyzkum tumorovych
supresorovych gent (DeLorenzo et al. 1999). Existuje-li u drozofily mutace v genu pro TSG,
muze dochazet k podobnému jevu jako u dédi¢né formy lidské rakoviny, a to znamena ke
vzniku somatickych mozaikovych nadorovych klonti.

U drozofily je frekvence vzniku somatickych klont za stejnych podminek obvykle stejna
a reproducibilni. MiZeme meénit tedy podminky a zjiStovat, zda maji vliv na frekvenci
mozaikovych klonti (Somatic mutation and recombination test — SMART). Je to vyborny
experimentalni systém, ktery vyuZivame pro meéfeni G€inku mutagenli nebo mutagennich
ucinkil prostiedi, pfipadné pro testovani vlivu riiznych genl na frekvenci vyskytu tumori
(Sidorov et al 2001). V nasem pfipadé budeme sledovat vliv genli adenozinové signalni

drahy na vyskyt nadorovych a kontrolnich somatickych mozaikovych klonti wts s,



Protoze je vyskyt spontannich kloni relativné nizky, pro vétSinu experimentu jsme navic
pouzili indukci somatické rekombinace pfidanim standardniho mnozstvi cis-platiny (Sidorov
et al. 2015).
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Obr. 1: Ucinek AdoR na frekvenci somatickych mozaikovych kloni (podle Sidorov et al 2015).

Na grafu je zndzornén vyskyt spontdnni frekvence vzniku wis™ a y somatickych mozaikovych klonii u
AdoR™ a AdoR' much. Sedé a prdzdné ramecky predstavuji spontinni a cis-platinou indukovany
vznik mozaikovych klonii. Frekvence wis*™* klonii v AdoR' mouchdch byla mnohem mensi nez u AdoR*

much, pouze 4,5% porovnavanych s 65,9 %.

1.3 Vlastnosti tumor supresorového genu warts

Warts (wts) je tumor supresorovy gen patiici do WTS/LATS tumor supresorové rodiny.
Z biochemického hlediska se jedna o serin/threonin protein kinazu (Halder et al. 2011). Gen
byl nezéavisle objeven ve dvou laboratofich, a to nejprve v laboratofi pod vedenim Prof.
Bryanta, kde byl popsan jako warts (Justice et al 1995) a ve druhé laboratoti vedené Dr. Yu
jej popsali jako lats (Tian Xu et al 1995). Postupné se ukazalo, Ze tento gen je jeden z
hlavnich regulatori bunééného déleni u D. melanogaster a uplatituje se i pii regeneracnich
opravach v organismu. Protein WTS je soucasti signalni drahy Salvador-Warts-Hippo
(SWH), ktera se podili na regulaci rastu tkani u Drosophila melanogaster. Hlavnim uc¢inkem
wts je regulace funkce transkripéniho koaktivatoru Yorkie (YKI). (Halder et al. 2011).
Mutace ve wts zpusobuje zvyseni aktivity Yki, kterd mize ménit WT (wild type — bunky
divokého typu) buiniky na rychle se rozrustajici superkompetitory majici tu schopnost
eliminovat sousedni WT bunky (Tyler et al. 2007).
Tato draha je evolu¢né konzervovana a hromadi se diikkazy o jeji deregulaci v lidskych

nadorech.



U drozofily je mutace wts* v homozygotnim stavu letdlni. U heterozygotni drozofily pro
wts*/wts™ muze dochazet ke vzniku nadorovych somatickych mozaikovych klonti wts
“pwts™. Tyto klony jsou viditelné jako malé hyperplastické utvary a zda se, Ze buiiky wts
*Lpwts™ maji ristovou vyhodu oproti heterozygotnim buitkam wis*/wts* a lze Fci, ze se

chovaji také jako superkompetitofi (Sidorov et al. 2015).

1.4 Vlastnosti adenozinového receptoru (AdoR) u Drosophila
melanogaster

Adenosinové receptory je skupina receptoru spiazenych s G-proteiny, které pouzivaji
adenozin jako ligand (Dolezelova et al. 2007) Ugastni se regulace reakci na stres, nedostatek
kysliku, imunitnich odpovédi i spanku. U drozofily byla objevena jedind forma AdoR
(DmAdoR). DmAdoR je pozitivné spojen s adenylat cyklazou, jez katalyzuje cAMP.
Nejblizsi lidsky homolog k drozofilimu Ador je A2AR. Byla prokazana 38, 3 % totoZnost na
350 bazi dlouhém N-terminalnim konci. Drozofili AdoR je zejména vyjadien v optickych
lalocich mozku, slinnych zlazach a imaginalnich ter¢icich u 3. larvalniho instaru drozofily

(Dolezelova et al. 2007).

Obr. 2: Drozofili AdoR (Dm AdoR) je transmembrdnovy receptor sprazeny s G-proteiny, ktery je
aktivovan extracelularnim adenosinem a jeho alfa podjednotka pripojuje GTP a ndsledné disociuje a

aktivuje adenylat cykldazu. Adenylat cykiaza prevadi ATP na cAMP, ktery aktivuje protein kindzu A.
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Obr. 3: Ctyri savct isoformy AdoR. Receptory Aga a Agg jSOU V pozitivnim spojeni s adenyldt

cyklazou a naopak A, a A; tento enzym negativne reguluji (URL 1).

V nasi laboratofi jsme zjistili, Ze AdoR a adenozinové signalizace ovliviiuje frekvenci
vyskytil somatickych nadorovych klont wts**/wts*, aviak neovliviiuje frekvenci kontrolnich
klont (Sidorov et al. 2015). Zda se rovn&Z, Ze v piitomnosti homozygotni mutace AdoR*

jsou klony wts™/wts* eliminovany nebo alespoii ztriceji svou ristovou vyhodu v ramci

mechanismu ,,bunééné kompetice*.

A AdoR*wits*/AdoR* wtsX!
Ado———_, Ado\

D AdoRr'wts/adoR"wts*
} do—\. /; Ado\

Ado

L3

Cell comp.
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Obr. 4: Model adenozinového vicinku na wts“hyperplastické buiiky (Sidorov et al. 2015, upraveno).
Bunky s hyperplastickymi vyrustky jsou zndzornény oranzovou barvou, WT burnky svétle Sedé, zeleny
znak predstavuje AdoR a modra obousmérna Sipka naznacuje Ent2 (rovnovazny nukleosidovy
transportér 2). a u drozofil AdoR* wts*/AdoR*wts™ je frekvence wts mozaikovych hyperplastickych

vyriistkii vysokd. b mutace v AdoR vede ke dramatickému snizeni frekvence wts“klonii, protoze

prijem adenozinu neni vyvazeny adenozinovou signalizaci.

8



1.5 Bunééna kompetice

Buné¢na kompetice je nedavno objeveny princip selekce bunék s vyssi fitness béhem
nemoci i ve vyvoji. Byla poprvé objevena v kiidelnich imaginalnich ter¢icich u drozofily
pred vice nez 30 lety (Morata and Ripoll, 1975). Bunécna kompetice byla prvné zjisténa pii
mitotické rekombinaci, kdy Vv heterozygotni drozofile vznikly normalni buiiky bez mutace
,»Minute* a ty pak pfertstaly ostatni heterozygotni sousedni buiiky a eliminovaly je. Jedna se
tedy o pfipad, kdy pomalu se dé€lici buiiky jsou eliminovany populaci rychle se délicich
bunck. Bunky divokého typu (wt) rychleji rostou nez M/+ buiiky. Pomalu se dé€lici bunky
byly heterozygoti pro deleci Minute genu, kodujicitho ribozomalni protein. Minute
heterozygotni buniky na kiidlech maji normalni velikost ale krats$i chloupky. (Pravé diky

tomuto fenotypovému projevu se nazyvaji minute = malicky).

~  Doomed (M/+) cell

’ Killer (+/+) cell

Obr. 5: Teoretické schéma zndzornujici bunécnou eliminaci pies bunécnou kompetici (upraveno,
Morata et al. 2007).

Rychle se delici wt +/+ buiiky jsou oznacené zluté. Modre jsou oznacené M/+ buiiky, které se déli
pomalu. A) svétle modrie znazornéné ,,odsouzené* M/+ bunky a zluté s ocima jako zabijacke (+/+)
bunky B) oboustranna aktivace bunek C) apoptozou umirajici M/+ buiiky pohlcené +/+ zabijackymi

bunkami.

V piipadé genu wts ziejmé& rovnéz dochazi k bunééné kompetici a homozygotni
buiiky wts*//wts* maji selekéni vyhodu oproti heterozygotnim wts */wts™. Mechanismus
kompetice ale muze byt podobny jako u bunék minute. Mize také obsahovat signalni drahu

Jun N-terminalni kinazy (Tyler et al. 2007).



1.6 Signalni draha c-jun- kinazy

Kinaza c-jun je dualezita signalni molekula regulujici fadu fyziologickych procesu vcetné
nadort a neurodegeneraci. Je ¢lenem velké skupiny serin/threonin protein kindz a patii do

rodiny mitogen aktivujicich protein (MAP) kinaz (Davis RJ 2000).

U drozofily je JNK draha nazyvana ,,basket* a je jednou ze stresovych drah, ktera vyzaduje
signal z dalsi kinazy ,,hemipterous® (Hep, INKK), jez fosforyluje basket. Kaskada Hep-Bsk
muze byt aktivovana nékolika intracelularnimi signaly (JNKKK) zahrnujici dTAKI,
DASKI1, Slipper (Slpr) a dMekkl. JNKKK mohou byt aktivovany v zdvislosti na stimulech
intracelularnich proteinti jako je napiiklad GTPaza (Chen et al. 2002). Hep-Bsk kaskada

muze byt aktivovana extracelularnim ligand/receptor systémem jako je Eiger/Wengen.

Overexprese Eiger v imaginalnich teréicich zpisobuje bunécnou smrt aktivaci JNK drahy
pies Misshapen (Msn, INKKKK), dTAK1 (JNKKK), Hemipterous (Hep, JNKK) a Basket
Signal (Bsk, JNK) (lgaki T. at al. 2014). Bylo navrzeno, Ze Eiger je
produkovan v apoptickych bunkdch a aktivuje JNK v sousednich

bunkach striktné bunééné autonomnim zpisobem (Garijo et al. 2013).

Slpr, Ask, Tak

Basket spousti aktivitu transkripéniho faktoru Jun a ten zase aktivuje
Hép promotor genu puckered. Aktivace Jun-N terminalni kinazy zvysuje
proliferaci sousednich WT buné¢k, zatimco inaktivaci JNK pies
' Puckered overexpresi se potlaci apoptoza v téch invadujicich bunkach
n (Vidal et al. 2006). c-Jun protein, ktery je v lidském téle kodovan Jun
genem, je aktivovan dvoji fosforylaci JNK drahy a také fosforylaci-
JunyFos independentni funkce. My bychom chtéli zjistit, zda draha JNK se
aktivuje a mize nam k tomu poslouzit konstrukt obsahujici promotor

Puc puckered spojeny s genem pro bakteridlni beta-galaktozidazu.

Obr. 6: Signalni draha c-Jun kinazy uplatiujici se v bunécné kompetici. (zjednodusené schéma).
Obsahuje nekolik proteinii — extracelularni Signal (Eiger), receptor (Wengen) prendsi na
intracelularni signal Slpr/Ask/Tak pak na Hep a na vlastni bsk (neboli JNK), ktera spousti

aktivitu transkripcniho faktoru Jun a ten zase aktivuje promotor puckered.
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1.7 Mechanismus indukce GFP negativnich klont a LacZ barveni

Protoze frekvence spontdnniho vzniku mozaikovych kloni je velmi nizka, pouzili jsme
pro jejich indukci cis-platinu (cisdiamino - dichlor platnatého komplexu). Pouzitim tohoto
mutagenu dochazelo ve vyssi frekvenci ke ztraté heterozygotnosti (LOH) prostiednictvim
somatické rekombinace a ke tvorbé somatickych mozaikovych klont. Klony zptsobené
somatickou rekombinaci na pravém rameni tfettho chromozomu Ize zviditelnit napiiklad
pomoci markerového genu GFP umisténého v této oblasti genomu (Meyer et al. 2014).

Promotor ubiquitin pfipojeny ke genu GFP zajisti, Ze se bude exprimovat v jakékoliv ¢asti

tkan¢.
uc-LacZ A
B K
=X
N buc-LacZ [ Ador RG] puc-LacZ | AqoR R () Touc-lacz | AdoR RO |

)
/ puc-LacZ | | AdoRIENE ] /i) += I 4 () [ puc-LacZ AdoR | RN |

X puc-LacZ /\doRm/

Obr. 7: Formovani somatickych mozaikovych klonii s ndslednym barvenim s B-galaktoziddazovou
aktivitou. ¥V heterozygotni buiice puc-LacZwts**AdoRY/Ubi-GFP probéhne somatickd
rekombinace, ktera da vzniknout tmavému klonu puc-LacZ wts™AdoR/puc-LacZ wts*

AdoR! g sesterskému klonu Ubi-GFP/Ubi-GFP.
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2 Cile prace

Hlavnim cilem mé bakalarské prace bylo zavedeni potfebnych metod vyzkumu mozaikovych
somatickych klond u Drosophila melanogaster. Dil¢i cile zahrnuji (1) konstrukce linii D.
melanogaster vhodné pro tvorbu somatickych mozaikovych klonid, (2) indukce klont

v piislusnych heterozygotech (3) detekce vytvorenych klond pomoci markert.
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3 Material a metody
3.1 Konstrukce heterozygotnich drozofil

3.1.1 Heterozygotni drozofily nesouci puc-LacZ wts** na 3. chromozomu

Pro kiizeni byly vybrany takové rodicovské drozofily, které nesly na 3. chromozomu
wts* a puc-lacZ. Z F; generace byla pouZita heterozygotni drozofila y w/+ w; puc-LacZ +/+
wts™ (u které mohlo dojit k rekombinaci). Ta byla déle zkiiZena se sametkem w; + +
dco®/TM3, Sb Ser e (na obrazku 6 je pro zjednoduseni zndzornéno pouze potomstvo

obsahujici TM3 balancer).

P: y w; wis™'/ TMEB X w; puc-LacZ +/TM6B
F1: y Wit w puc-LacZ +/+ wis™ X w; ++ deo®/ T3
Fz w; puc-LacZ +/Th3

w wis* /T3

w;++/ ThM3

Obr. 8: Piprava heterozygotnich drozofil nesoucich rekombinantni kombinaci puc-LacZ wts™ na 3.
chromozomu.

Ze ziskaného potomstva F» musime ziskat ty spravné drozofily a to na zéklad€ toho, Ze
wis*/wts™ je letalni podobné jako puc-LacZ/puc-LacZ. Z F, generace byly vybrani samedci
(ti spravni jsou oznaceni zelen¢), ktefi byli individualné zktizeni s obéma rodiCovskymi

liniemi (viz Obr. 7).

Po zpétném kiizeni bylo zapotiebi vybrat spravnou heterozygotni drozofilu s genotypem
(y) w; puc-LacZ wts*}/TM6B, Hu Tb e — pozname ji tak, Ze se v piislusném potomstvu Fb

nebude vyskytovat ta ¢ast potomstva, kterd nenese balancerovy chromozom.
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y w; wis*1/ TM6B x w, puc-LacZ wis*/ TM3 x w; puc-LacZ +/TM6EB

/ \

Fe: vybrat pouze jedince: Fe: vybrat pouze jedince:
wis™/wits™ letalni stav puc-LacZ/puc-LacZ letalni stav
(¥) w;, wis™1/TM3 w; puc-LacZ /TM3

(¥) w; TM3/TMEB w; T3 TMEE

(v) w; puc-LacZ wis*1/TM6B v puc-LacZ wis*/TMGB

Obr. 9: Rozliseni drozofil nesoucich puc-LacZ wts* pomoci zpétného kiizeni.

Potvrzeni spravné vybrané heterozygotni drozofily (oznaceno zelen€) bylo ovéieno pomoci
PCR reakce (viz kapitola 3.4.).

3.1.2 Heterozygotni drozofily nesouci puc-LacZ wts™ AdoR® na 3. chromozomu

Pro kiizeni byly vybrany takové rodicovské drozofily, které nesly na 3. chromozomu
AdoR'wts™ a puc-lacZ. Z F; generace byla pouZita drozofila y w/+ w; puc-LacZ + +/+

AdoR* (WH)wts™ a zk¥{Zena se & w; + ++ dco’/TM3, Sb Ser e .

P y w; AdoR" wisX/TM6EB x w; puc-LacZ + +/TMEB
Fi: vy witw puc-LacZ + +/+ AdoRT wis®! % w, ++ +dooTM3
Fz: we + AdoRT +/TM3

we + AdoRT wis* /T3

w puc-LacZ AdoRT +/ T3

w; puc-LacZ AdoR! wis*'/TM3

Obr. 10: Priprava heterozygotnich drozofil nesoucich rekombinantni kombinaci puc-LacZ
wts* AdoR" na 3. chromozomu.
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Z F, generace byly vybrani samecci (oznaceno Cerveng), kteti byli individualné
zktizeni s obéma rodiCovskymi liniemi. Po zpétném kfizeni bylo zapotiebi vybrat spravnou
heterozygotni drozofilu s genotypem (y) w; puc-LacZ AdoR" wts**/TM6B, Hu Th e

v W wis</TM6B x w; puc-LacZ AdoR' wis"/TM3 = w puc-lacZ + +/TM6B
Fe: vybrat pouze jedince Fs: vybrat pouze jedince:

wis*wis™ letalni stav puc-LacZ/puc-LacZ letalni stav

{(v) w; wis®! /TM3 w; puc-LacZ /TM3

(y) w; TM3/TMEB w; TM3/TMEB

(v} w; puc-lacZ AdoR' wis*'/TMEB w puc-LacZ AdoR"wis™ /TMGE

Obr. 11: Rozliseni drozofil nesoucich puc-LacZ wts™ AdoR* pomoci zpétného kiizeni.

Potvrzeni spravné vybrané heterozygotni drozofily (oznaceno Cervené) bylo oveéfeno pomoci
PCR reakce (viz kapitola 3.4.).

3.2 Schémata k¥iZeni

Nezavisle byly provedeny dva typy kiiZeni. Ziskani sameckové ze zpétného kiizeni
s genotypem (y) w; puc-LacZ wts**/TM6B, Hu Tb e byli zkfiZeni se sami¢kami nesouci na 3.
chromozomu Ubi-GFP. V F; byly vybrany heterozygotni larvy 3. instaru, které nenesly
TM6B balancer. U druhého kiiZeni byli vybrani samecci s genotypem (y) w; puc-LacZ
AdoR* wts* /TM6B, Hu Tb ¢ a opét zkiizeni se samiCkami nesouci na 3. chromozomu Ubi-

GFP. V F; byly vybrany heterozygotni larvy 3. instaru, které nenesly TM6B balancer.
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P: Ubi-GFP X - puc-LacZ wts*/TM6EB

N

Fl: + puc-LacZ wts*}/Ubi-GFP + + puc-LacZ wts*}/TM6B

Heterozygotni larvy

P: Ubi-GFP X puc-lacZ AdoR1wis*1/TMGB

O\

Fl: + puc-Lac? AdoRYwits/Ubi-GFP 4 puc-LacZ AdoR! wts*/TMBRB

Heterozygotni larvy

Obr. 12: Schémata kiizeni

3.3 Izolace genomové DNA pro PCR reakci

Pro ptipravu DNA izolatd z dospélych drozofil byl pouzit “squishing” pufr (SP)
(10mM Tris-HCI (pH 8,2), 1ImM EDTA, 25 mM NaCl). Do 1 ml SP bylo ptidano 20 pl 200
pg/ml proteindzy K. Pro jednotlivé izolace byla pouzita jedna moucha, kterd byla
rozmackana Spi¢kou obsahujici 50 pl SP. Pfipravené izolaty byly inkubovéany v 37°C na 30
minut. Pro inaktivaci proteinazy K byly vzorky zahfaty v 95°C na 2 minuty. Pro PCR reakci
byly pouzity 2 ul templatu (40 ng/ul).

3.4 PCR reakce

Celkovy objem jedné PCR reakce c¢inil 20 pl. Reakce obsahovala tyto slozky: 6 pl
ddH20, 10 pl Master Mixu ( 2x konc. + Mg?* od Top - Bio), 1+1 ul forward a reverse
primert (5 pM) a 2 pl templatu (40 ng/ul). Amplifikace prob&hla v 35 cyklech, pfi teplotach:
95°C 40 s, 69°C 30 s a 72°C 1 min 30 s. Uvodni denaturace pii 95°C 5 min a zavéreéna
elongace pii 72°C 3 min (Gene Pro cycler).

16



Tab.I: Sekvence primeri pouzité na ovéfeni inzertu puc-LacZ

Typ primeru Sekvence (od 5 k 3" konci)
Forward GGTGATGGTGCTGCGTTGGAGTGAC
Reverse GCTCCACAGTTTCGGGTTTTCGACG

3.5 Agarozova elektroforéza

Agardzovy gel byl ptipraven jako 1% (0,6 g agar6zy do 60-ti ml 1x TAE pufru - 40
mM Tris-CH3COOH; pH 8,2; 20 mM NaOAc; 1 mM EDTA; pH 8,0). Agaréza byla
rozpusténa v mikrovinné troubé€ a zchlazena na 50°C. Nésledné byl gel nechan ztuhnout v
ptipravené elektroforetické vané s pfisluSnym hfebenem na jamky. Pied nanaSenim vzorkt
na gel byly vzorky smichany s 6x koncentrovanym nanasecim pufrem (S bromfenolovou
modii). Vzorky byly porovnany se standardem (1 kb plus ladder, Thermo Scientific). DNA
byla rozd€lena na zdkladé svého negativniho nadboje pii napéti 90 V po dobu 45 minut.

Nasledné by gel obarven v ethidium bromidu a vizualizovan pod UV lampou.

3.6 Indukce wts klonii mutagenem

Pro kiiZeni a nasledné kladeni vajicek bylo vybrano 10 fertilnich samicek a 7 sameckad,
ktefi byli umisténi do standardni vialky s médiem (120 g kukufi¢né mouky v 1,2 1vody; 15 g
agaru; 75 g cukru; 60 g instantnich kvasnic a 50 ml konzervantu — 10% methylparaben
V denaturovaném ethanolu). Po 36 — 40 h byli rodi¢e pfemisténi do nové vialky s Cerstvym
médiem. Prvni larvalni instar byl oSetfen pfidanim 0,3 ml roztoku cis-platiny. Cis - platina

(Sigma - Aldrich) byla ptipravena jako 0,2 mg/ml vodny roztok o koncentraci 0,67 mM.

3.7 Detekce B-galaktozidazové aktivity X-gal barvenim
3.7.1 Priprava barviciho roztoku

Barvici roztok byl slozen z 0,2 M Na,HPO, — 1,8 ml; 0,2 M NaH,PO4 — 0,7 ml. 5 M
NaCl — 1,5 ml; 1 M MgCl; — 50 ul; 50 mM Kgs[Fe (CN)g] (Gervena krevni sul; Sigma —
Aldrich) — 3 ml; 50 mM Ky[Fe (CN)g] (zluta krevni stl; Sigma — Aldrich) — 3 ml a 40 ml

H,O.Pfipraveny barvici roztok je stabilni mésice pii pokojové teploté piikryty alobalem.
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Pracovni roztok byl pfipraven pfedvarenim barviciho roztoku v 37°C na 5 min. Nésledné
bylo pfidano 8 pl 8% X-galu na 300 pl barviciho roztoku. Pfedvaienim barviciho roztoku se

snizi srazlivost X-gal krystali.

3.7.2 Priprava trvalych preparati

Vhodné heterozygotni larvy (lezouciho 3. instaru) byly vlozeny do Ringerova
roztoku a nasledné byly vypreparovany imaginélni terciky. Dale byla tkan zafixovéana 1%
glutaraldehydem (Penta)/ PBS po dobu 15 minut pii pokojové teploté. Zafixované tkané bylo
tieba dvakrat oplachnout v promyvacim pufru (0,2 M NaH,;PO,4, 0,2 M Na;HPO,4, 0,2%
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) na 10 min. Tkané byly inkubovany v X-gal barvicim roztoku
v 37 °C na 1 hodinu. Po inkubaci byly tkdn¢ promyty v 1 X PBS na 20 minut. Tkané byly
pteneseny do kapky 80% glycerolu/PBS na podlozni sklicko a ptekryty krycim sklickem.

Pro zafixovani preparatu byl pouzit bezbarvy lak na nehty.

3.7.3 Vizualizace preparatu

V pribéhu ptipravy trvalych preparatii byl pouzit stereo mikroskop, Discovery V8 od
znacky Zeiss s barevnou kamerou Canon, EOS 550 D; inverzni badatelsky mikroskop IX73
od znacky Olympus. Trvalé preparaty byly pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem

Zeiss Axioplan 2 a nasnimany digitalni barevnou kamerou DP73 znacky Olympus.
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4 Vysledky

4.1 PCR ovéieni inzertu puc-lacZ

Meéla jsem nezavislé dva typy kiizeni, kdy mym tkolem bylo vytvofit takovou
heterozygotni drozofilu, kterd v prvnim pfipadé nesla na 3. chromozomu puc-LacZ

wts*'/TM6B a v druhém piipadé puc-LacZ wts* AdoR*/TM6B.

V F2 generaci jsem vybrala samecky puc-LacZ wts**/TM3. TM3 balancer obsahuje
dominantni markery Stubble (kratké a silné chloupky) a Serrate (kiidla se zafezy). Nasledné jsem
provedla sérii individualnich k#iZeni s fertilnimi sami¢kami obou parentalnich linii (Wts/TM6B a puc-
LacZ/TM6B). TM6B balancer obsahuje dominantni markery Humeral (extra chloupky na humeru) a
Tubby (kratké silné t€lo vzhledem k wt drozofilam). Pokud potomci individudlniho kiiZeni pravé
obsahovali TM6B balancer lze piedpokladat i pritomnost puc-LacZ a mutace wts™. Pfitomnost

inzertu puc-lacZ jsem ovéfila pies PCR reakci (viz obrazek 11).

kb

0,5
0,3

0,075

Obr. 13: PCR genu lacZ. 1: 1 kb plus ladder; 2: wt, 3: wg-LacZ, 4: puc-LacZ , 5 bez DNA
Ocekavana velikost inzertu puc-LacZ byla 352 bp.

V F2 generaci jsem vybrala sametky puc-LacZ wts™AdoR*/TM3. TM3 balancer obsahuje
dominantni markery Stubble (kratké a silné chloupky) a Serrate (kiidla se zafezy). Nasledné jsem
provedla sérii individualnich kiizeni s fertilnimi sami¢kami obou parentalnich linii (wts/TM6B a puc-
LacZ/TM6B). TM6B balancer obsahuje dominantni markery Humeral (extra chloupky na humeru) a
Tubby (kratké silné té€lo vzhledem k wt drozofilam). Pokud potomci individualniho kiizeni praveé
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obsahovali TM6B balancer lze predpokladat i piitomnost puc-LacZ a mutace wts™ a AdoR'.

Pfitomnost inzertu puc-lacZ jsem ovéftila pres PCR reakcei (viz obrazek 11).

4.2 Vysledna k¥iZeni

Pro vysledna kiizeni jsem vybrala fertilni samicky, které nesly na 3. chromozomu ubi-
GFP. Vybrané samicky jsem pouzila na dvé nezavisla kiizeni, kdy jsem v prvnim piipade
pouzila samecky s genotypem puc-LacZ wts™/TM6B a v druhém piipadé samecky puc-LacZ
wts™ AdoRY/TM6B. Dana kiizeni probihala ve standartnich vialkach s Gerstvym médiem. Po

36 — 40 hodinach jsem rodice piemistila do novych vialek a ptedchozi vialky uchovala.

4.3 Indukce wts klonii mutagenem

Prvni larvalni instar jsem oSetfila pfidanim 0,67 mM roztoku cis-platiny. Po zhruba 3
dnech jsem ocekavala tfeti larvalni instar. Vybrala jsem heterozygotni larvy puc-LacZ
wts“/Ubi-GFP a puc-LacZ wits® AdoR'/Ubi-GFP, které se velikostng ligily od jinak
fenotypové wt larev. Nasledné jsem je schromazdila do Ringer roztoku a vypreparovala

imagindlni ter¢iky u obou typt larev.

4.4 Barveni imaginalnich terc¢iki

Vypreparované imaginalni ter¢iky jsem zafixovala v roztoku glutaraldehydu/PBS a
nasledné dvakrat proplachla v promyvacim pufru. Soucasné jsem pfipravila X-gal barvici
roztok. Inkubovala jsem zafixované tkan¢ v X-gal barvicim roztoku 1 hodinu pii 37°C . Po

inkubaci jsem tkan¢ promyla v PBS pufru.

Obr. 14: Ukdzka nozniho terciku vypreparovaného
z puc-LaczZ/Ubi-GFP larvy. Lze pozorovat modry
precipitat. Pozorovano pod stereo mikroskopem
(Discovery V8, Zeiss;8x zoom); foceno barevnou
kamerou Canon (EOS 550 D) v PBS pufru.
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4.5 Priprava trvalych preparati

Promyté tkané jsem pienesla do kapky 80% glycerolu/PBS na podlozni sklicko a
piekryla krycim sklickem. Jemnym tlakem jsem vytvofila klasicky roztlakovy preparat.

Nasledné jsem okraje kryciho sklicka prevrstvila bezbarvym lakem na nehty.

4.6 Vizualizace negativnich GFP klonu

Obr.15: Ukdzka negativnich GFP klonii

Z kiidelniho terciku vypreparovaného z puc-LacZ
wts*/Ubi-GFP larvy. Pozorovdno pod stereo
mikroskopem (Discovery V8, Zeiss; 8x zoom);
foceno barevnou kamerou Canon (EOS 550 D)

v PBS pufru.

Obr. 16: Ukdzka negativnich GFP klonii
(oznaceno zelenymi Sipkami) a dvojnasobné
zeleny klon (oznaceno cernou Sipkou)

Z kriidelniho terciku vypreparovaného z puc-LacZ
wts*AdoR'/Ubi-GFP larvy. Pozorovdno pod
stereo mikroskopem (Discovery V8, Zeiss; 8x
zoom); foceno barevnou kamerou Canon (EOS
550 D) v PBS pufru.




4.7 Porovnani negativnich GFP klont a Lac-Z barveni

Ve stejnych imaginalnich teréicich z puc-LacZ wts™AdoR/Ubi-GFP larev jsem pod UV
svétlem zjistila GFP-negativni wts klony. Aktivace genu puckered jsem potvrdila ve
stejnych ter¢icich a klonech za pouziti X-gal barveni.

Obr. 17: Ukdzka kidelniho terciku z puc-LacZ wts™/Ubi-GFP larvy, x-gal barveni (oznaceno
modrou Sipkou, negativni GFP klon (oznaceno ¢ernou Sipkou). Pozorovano Zeiss Axioplan 2

mikroskopem pri zvétseni 40x a foceno digitalni barevnou kamerou DP73 znacky Olympus.
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5 Diskuze

V mé bakalarské praci jsem se snazila pfispét k hypotéze, Ze adenozinovy receptor je
diilezitym faktorem uplatiiujici se pfi bunééné kompetici. V piitomnosti funkéniho AdoR™
maji bunky wts*wts™ selekéni vyhodu nad WT bunikkami. Naproti tomu v neptfitomnosti a
tedy mutaci v AdoR? se selekéni vyhoda homozygotnich wts** bungk ztraci (Sidorov et al.
2015). AdoR neni potiebny pro vytvaieni wts klond, ale spise pro jejich rist a pezivani a
ztrata funkéniho AdoR mozné nepatrné zvysuje Cetnost ztraty heterozygotnosti klont. Diive
bylo publikovano, ze agonisti k adenozinovému receptoru snizuji mutace u mysi a lidskych
bungk, které byly oSetfeny alkyla¢nimi ¢inidly nebo peroxidem vodiku (Wu et al. 2004).
AdoR také interaguje s dal$im tumor supresorovym genem dco, ktery je rovnéz ¢lenem wts
signalni dréhy. Jak wts*, tak dco® mozaikové klony vytvai rychle se rozristajici
hyperplastické vyristky. Silné uc¢inky adenozinového transportu a AdoR signalizace na
zivotaschopnost bunék byl nedavno popsén u B- pankreatickych bunék u zebticky in vivo

(Andersson et al. 2012).

Ptipravila jsem linie heterozygotnich drozofil, které nesly rekombinantni kombinaci
puc-LacZ wts* a puc- LacZ wts’AdoR’ na 3. chromozomu. Pro vysledné kiizeni jsem

vybrala linie drozofil, které byly vhodné pro indukci homozygotnich klont wits*/wts™.

GFP-negativni wts klony se ukazaly u obou typi testovanych larev puc-LacZ wts*/Ubi-GFP a
puc-LacZ wts** AdoR'/Ubi-GFP, ale x-gal barveni jsem usp&n& potvrdila pouze u puc-LacZ
wts™/Ubi-GFP.

Vyzkousela jsem si metodu detekce somatickych mozaikovych klont a detekovala jsem
v nich aktivitu signalni drahy JNK. Pro praktické pouziti pro vyzkum aktivace drahy JNK je
vSak potieba metodu dale optimalizovat. Za nejvétsi uskali v mé praci byl maly pocet a mala
velikost indukovanych kloni wts*'/wts™. Zejména se tento problém objevil u tumorovych
klont wts™AdoRY wts*AdoR?, kterych je jesté mnohonasobné ménd nez kloné wts /wts™.
Nedostatecnymi zkuSenostmi s preparaci imaginalnich ter¢ikd jsem si do preparati vnesla
mnoho artefaktli, které vyznamné ovlivnily lokalizaci obarvenych kloni. Podstatnou mérou
se taktéZ podilel fakt, ze vypreparované imaginalni terCiky setrvaly del$i dobu ve
fyziologickém roztoku, pro schromazd’ovani tkdni pochazejicich z obou typl testovanych
larev. Modifikovala jsem podminky barveni LacZ tak, aby se zachoval fluorescen¢ni signal

proteinu GFP a detekovala jsem nékolik wts klonll na zdklad€ neptitomnosti markeru GFP.
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Statistické vyhodnoceni nebylo mozné provést z diivodit nedostatecného mnozstvi zpracovanych
vzorkl. Tudiz se nelze ani vyjadfit k u¢inku adenozinového receptoru na prezivani nadorovych klonti

wts u Drosophila melanogaster.

Pro dalsi praci by bylo daleko vhodnéjsi pouzit indukei klonti enzymem flipazou, coz je
mnohem uc¢innéjsi a zaroven se timto vyhneme praci s mutagenni cis-platinou. (Pagliarini et.
al 2003).

X-gal barveni ni¢i GFP, a proto by metoda barveni X-gal mohla byt zlepSena pouzitim

anti-LacZ protilatek, které by byly kombinované s GFP (Yoshioka et al. 2012).

Druhou moznosti by bylo pouziti fluorescenéniho znaceni s pomoci puc-Gal4 driveru,
ktery by se kombinoval s reportérovym genem UAS-RFP. Za pouziti bindrniho systému
exprese (Q systém), ktery je obdobny jako GAL4/UAS systém, zaloZzeného na regulaci genti
z Neurospora crassa ga genového klastru. Q systém se sklada ze dvou regulacnich proteinti
QF a QS. Ptipojujici misto pro QF se nazyva QUAS (QF upstream activating sequences) a je
alternativou k UAS u Saccharomyces. QF je transkripéni regulator, ktery se pfipojuje
ke QUAS sekvenci a transkripné aktivuje ,,downstream® genu, alternativou GAL4. QS je
QF represor QUAC promotoru, ktery efektivné blokuje QF prostiednictvim transkripéni
aktivace. QS represor muze potladit QF kyselinou chinovou, alternativa ke GAL80. Na QF
zalozeny MARCM (Mosaic analysis with a repressible cell marker) miize byt pouzit

nezavisle nebo v pripojeni s GAL4 (Potter et. al 2010).
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6 Zavér

Zavedla jsem potfebné metody X-gal barveni, které vedly k detekci mozaikovych
somatickych kloni vyskytujicich se v imaginalnich ter¢icich u Drosophila melanogaster.
Provedla jsem konstrukce linii D. melanogaster puc-LacZ wts*/TM6B a puc-LacZ
wts** AdoRY/TM6B, které byly vhodné pro tvorbu klond. Dale jsem Gisp&sné provedla indukci
cis-platinou a sledovala wts*/ wts** klony, které jsem detekovala pomoci nepfitomnosti
markeru GFP. Prostfednictvim X-gal barveni jsem detekovala u heterozygotnich larev puc-
LacZ wts'/Ubi-GFP modré zabarveni, které tizce souvisi s aktivaci INK drahy. Nicméné se
statisticky nelze vyjadfit k roli adenozinového receptoru na piezivani wts somatickych

mozaikovych klont.
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