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1 Uvod

V ptedlozené diplomové praci byl zkouman mechanismus indukce apoptézy u bunck
imaginalnich terckid v disledku zvySené koncentrace extraceluldrniho adenozinu. Adenozin
(Ado) je nejen klicovym bunéénym metabolitem, ale i dualezitou signalni molekulou
ovliviiyjici jak odpovéd’ na stres, tak i regulaci ristu a prezivani bun¢k. Signalni draha, ktera
zprostfedkovava prenos adenozinového signalu obsahuje stimulaci adenozinového receptoru
ijeho transport vné€ a dovnitt bunck (viz kapitola 1.1.2, 1.1.3).

Jako hlavni experimentdlni systém byly pouzity buiiky C1.8+ modelového organismu
Drosophila melanogaster. Tyto buiiky byly odvozeny z imagindlnich tercki larev drozofily
ve tfetim instaru (Peel & Miller, 1990). Jedna se o bunky specifické svou protdhlou
morfologii a pfitomnosti vyraznych pseudopodii, ¢imz pifipominaji sav¢i fibroblasty.
Z tohoto divodu je mozné pouhym okem pozorovat zménu jejich specifického tvaru pii
prechodu bunky do apoptézy. U apoptotickych bunék pseudopodia zmizi, bunky se zakulati
a postupné vytvofii typické apoptotické vacky.

Buiiky CL8+ slouzi jako modelovy systém pro vyzkum nékterych signélnich drah a
rustovych vlastnosti (Lum et al., 2003). Jsou zajimavé velmi nizkou mirou exprese
adenozinového receptoru (DmAdoR) a adenozinovych deaminaz (viz kapitola 1.1.4). Kromé
toho maji silnou aktivitu drahy recyklujici adenozin (Fleischmannova et al., 2012). Protoze
homeostaze adenozinu uzce souvisi s energetickou rovnovdhou buiiky a dosud se ve
vyzkumu sledoval zejména vliv adenozinového receptoru na tuto rovnovahu; buitky CL8+ se
vSak zdaji byt unikdtnim modelem pro sledovani funkce adenozinového transportu.
V ptedeslé studii (Fleischmannova et al., 2012) se zjistilo, ze ptidani extracelularniho
adenozinu k bunikkdm CL8+ vyvolava proporciondlni narist koncentrace ATP a vyssi hladiny
adenozinu vedou k jejich smrti (o bunécné smrti, viz kapitola 1.4). Této smrti lze zabranit
zablokovanim adenozinového transportu, piipadné zablokovanim adenozinové kinazy, avSak
nikoliv adenozinového receptoru. U jinych typt buné€k, napt. u hematopoetické linie Mbn2
v disledku regulace syntézy ATP k bunééné smrti nedochazi, pouze se zpomali bunécné
déleni (Fleischmannova et al., 2012).

Vysledky nasi laboratofe déle svéd¢i o tom, Ze existuje jakasi podobnost mezi
chovanim bun€k imagindlnich terckl linie C1.8+ v bunééné kultufe a chovanim nékterych
typt mozaikovych nadorovych klonti, vzniklych v imagindlnich terécich. Pfi inaktivaci
DmAdoR v nadorovych klonech warts totiz dochdzi k jejich nasledné eliminaci (Sidorov et

al. 2015). Této eliminaci lze zabranit odstranénim extracelularniho adenozinu pomoci



nadprodukce adenozinové deamindzy avSak nikoli antiapoptotického proteinu p35.
Mechanismus této eliminace neni presn€ znadm, ale nejedna se ziejmé o typickou apoptdozu
(R. Sidorov, osobni sdéleni). Podle nasi hypotézy by se mohlo jednat o jakysi ,.energeticky
kolaps* bunék CI1.8+ a podobny d¢j by mohl nastat i pfi eliminaci nadorovych klonl po
inaktivaci DmAdoR. Objasnéni mechanismu spojeného s bunécnou smrti obou typt bunck

miliZe mit vyznam pro studium mechanismii kancerogeneze.

1.1 Adenozinova draha

1.1.1 Adenozin

Adenozin (Ado) je metabolitem zahrnutym ve velkém mnozstvi fyziologickych procest.
Jedna se o nukleosid slozeny z adeninu navazaného B-glykosidickou vazbou na molekulu
ribozy (Obr. 1, viz Ptiloha I). Jelikoz je soucasti ATP a ADP, ma velky vyznam pro
energeticky metabolismus. Pusobi jako vasodilatacni agens, Uc€astni se kardioprotekce a
neuromodulace (Fredholm et al., 2007). Nespocet jeho funkci je zplisoben faktem, zZe je
soucasti metabolismu nukleovych kyselin, ATP i S-adenosyl homocysteinu a v odlisnych
typech tkani maji jeho zmény rizny dopad. Pfesto jsou Clenové adenozinové signalizace
evolucné znacné€ konzervovani (Dolezelova et al., 2005).

Adenozin je uvolilovan do mezibunééného prostoru metabolicky aktivnimi bunikami
ve formé ATP nebo ve formé Ado v piipadé bunééného stresu, ptipadn€ vznika jako produkt
rozpadu RNA u mrtvych bunck. Tolerance riznych typli bun€k a tkani vic¢i adenozinu
znaén¢ variruji a jeho vysoké koncentrace mohou pusobit pro nékteré typy bunék dokonce
cytotoxicky (Zurovec et al., 2002). Vyjimkou vsak predstavuji kupiikladu neuroblasty a
v nervové tkani najdeme pomérné vysoké koncentrace adenozinu (Fredholm et al., 2007). U
D. melanogaster se fyziologické koncentrace adenozinu pohybuji v rozmezi 0,06-0,3 pM
(Dolezelova et al., 2005) a pro buniky imaginalnich terckii plisobi adenozin cytotoxicky jiz
v 10 uM koncentraci (Zurovec et al. 2002). Zachovani fyziologické koncentrace adenozinu
vné 1 uvnitt buiiky je zasadni pro energetickou rovnovéhu a z tohoto diivodu existuji cetné

mechanismy zodpovédné za jeji udrzovani (viz nize).



1.1.2 Adenozinovy receptor

Adenozinovy receptor (AdoR) je specificky protein v cytoplazmatické membrané vazici
adenosin a zprostfedkovavajici pfenos adenozinového signalu do bunck.

Adenozinové receptory jsou transmembranové molekuly sedmkrat prostupujici
cytoplasmatickou membranu, pfi¢emz C-konec je vzdy lokalizovan v cytosolu a N-konec
vn¢ buiitky. AdoR jsou funkéné sprazeny s G-proteiny (patii do skupiny GPCR). Pti aktivaci
drozofiliho AdoR se aktivuje adenylat cyklaza a zvySuje se hladina cAMP v cytoplazmé
(Hirschhorn, 1988). Podle vysledki nasi laboratote se zda, ze drozofili AdoR hraje diilezitou
roli pfi homeostdzi adenozinu tim, Zze reguluje transport i mnoZzstvi enzymu adenozinové
kindzy potiebné pro pfeménu adenozinu na ATP (Fleischmannova et al., 2012).

U savcl véetné ¢loveéka jsou zndmy 4 adenozinové receptory (Ai, Aza, Azp, As)
(Fredholm et al., 2000), kdezto u D. melanogaster zname pouze jediny AdoR, DmAdoR
(gen CG9753), jez je nejvice podobny lidskému Aja.

1.1.3 Transport adenozinu

Transport adenozinu skrze cytoplasmatickou membranu probihd dvéma typy transporterd.
Jak popsali Belt & Noel (1985), usnadnénou difuzi smérem doli po koncentraénim gradientu
umoziuji transportéry ENTs (Equilibrative nucleoside transporter), u ¢lovéka konkrétné
ENT 1-4. Aktivni transport adenozinu ve sméru transmembranového gradientu sodikovych
iontdi (Na") na plasmatické membrané maji zase na starosti proteiny CNT (Concentrative
nucleoside transporter) (7horn & Narvis, 1996). Transport je kromé ovliviiovani
koncentrace Ado kolem receptoru nutny hlavné pro recyklaci adenozinu a distribuce do

tkani, ve kterych se Ado nesyntetizuje.

1.1.4 Adenozinové deaminazy

Jak jiz bylo vySe feceno, existence mechanismil zabranujicich cytotoxickym uc¢inkim
adenozinu (popfipadé deoxyadenozinu) je pro buiky zisadni. Pravé adenozin deamindzy
(ADA) zodpovidaji za udrzovani fyziologické koncentrace adenozinu ve tkanich tim, ze
katalyzuji nevratnou deaminaci adenozinu a deoxyadenozinu na nukleosidy inozin a

deoxyinozin.



Zname dvé skupiny adenozinovych deamindz, a to tzv. bona fide adenozin
deaminazy a dale deamindzy typu ADGF (Adenosine deaminase growth factors). Rozdil
mezi nimi spoc¢iva v tom, ze ADGF na N-konci obsahuji signdlni peptid urcujici pfesnou
lokalizaci v buiice, ¢i informaci, o tom, zda bude sekretovan. Naproti tomu, bona fide ADA
signalni peptid nemaji.

Nedostate¢nost ve funkci adenozin deamindz mize mit vazné nasledky na
organismus. Vysoké, nefyziologické koncentrace adenozinu v lidskych tkanich jsou
pozorovany u pacientll s téZzkym imunodeficientnim onemocnénim ,,SCID*. Giblett et al.
(1972) publikovali praci, v niz ukazuji na spojitost mezi timto onemocnénim a genem
homolognim genu pro ADA u Drosophila melanogaster. Tato souvztaznost je zvlasté
zajimava, uvazime-li evolu¢ni konzervovanost téchto proteinti.

To, v jakém rozmezi se pohybuji fyziologicky pfijatelné koncentrace adenozinu
zalezi na typu bunék ¢i tkané. Kuptikladu pro bunky CL8+ z Drosophila melanogaster
pouzitych v ptedlozené diplomové praci jsou koncentrace Ado ptesahujici 10 puM jiz
toxické. Pro srovnani, buiiky neuroblastii Beg-c6 odolévaji koncentracim 100 uM (Zurovec
et al., 2002). Citlivost a rezistence hmyzich bun¢k vici adenozinu je spojena zejména

s extracelularnimi adenozin deaminazami a regulaci transportu (Zurovec et al., 2002).

1.2 Bunécéna linie CL.8+

vvvvvv

vlastnosti eukaryotickych bun¢k a rakoviny. Kultivace drozofilich bun¢k in vitro se provadi
od roku 1965, kdy Echalier et al. (1965), ziskali prvni buné¢né kultury z disociovanych
embryi. Od té doby se podaftilo ziskat nesmrtelné bunécné linie kromé embryi i z drozofilich
hematopoetickych bun¢k, neuroblastli a imaginalnich tercki.

CL8+ jsou rychle proliferujici epitelialni buitky odvozené z imagindlnich ter¢k larev
Drosophila melanogaster tietiho instaru (Peel et al., 1990). Za dobrych rastovych podminek
vytvareji charakteristickd pseudopodia; jejich rtstové medium vyzaduje bovinni inzulin,
fetalni bovinni sérum a extrakt z drozofil.

Buiiky CL.8+ maji nizkou hladinu adenozinovych deamindz oproti adenozinovym
kindzdm a na rozdil od jinych typti bun¢k velmi ochotné recykluji Ado, ktery vstupuje

transportéry do cytoplazmy. Bylo prokazano, ze vyS$s$i koncentrace extraceluldrniho



adenozinu u bunék Cl.8+ negativné ovliviiuji jejich rist a zmény morfologie, tedy piisobi na
tyto buiiky cytotoxicky (Zurovec et al., 2002). Ve vyssich koncentracich Ado tedy vyvolava

bunéc¢nou smrt pozorovanou nejprve zmenou morfologie (Fleischmannova et al., 2012).

1.3 Extracelularni adenozin a homeostaze energie bunék C1.8+

Homeostaze energie na bunééné Grovni je ddna hladinou ATP a produkty jeho hydrolyzy.
Pomér ATP/AMP ovliviiuje adenosinmonofosfatem aktivovanou proteinkinazu (AMPK), jez
je kli¢ovym reguldtorem nékolika intracelularnich systémi jak na bunécné, tak na celotélni
urovni. AMPK fidi bunécny piijem glukdzy, beta-oxidaci mastnych kyselin, biogenezi
glukézového transportéru 4 (GLUT-4) a mitochondrii (Durante et al., 2002). Mitochondrie a
jejich membranovy potencial se zdaji byt zvlast citlivé na zmény koncentrace Ado.
Mitochondridlni homeostaza energie je kromé dodavky ADP do mitochondrii silné
ovliviiovana také regulaci ¢innosti Krebsova cyklu - kindzou pyruvatdehydrogendzy (PDK).
Zvysi-li se hladina extraceluldrniho adenozinu, dojde k jeho pfenosu do bunék
pomoci ekvilibrativnich a koncentrativnich transportérti a v bunikach je pak Ado pfeménovan
na AMP (pfi recyklaci Ado) nebo na inozin (pifi degradaci Ado), podle typu nebo
fyziologického stavu buniky. U bunék Cl.8+ byla pozorovana maximalni recyklace Ado, jez
vedla k nadmérné produkci ATP a poklesu mitochondridlniho potencidlu svédéicich o
jakémsi ,,energetickém kolapsu bunék* (Fleischmannova et al., 2012). Vyroba energeticky
bohatych metabolitli je Gzce spojena s oxidativni fosforylaci (OXPHOS) v mitochondriich, a
s funkci komplexii mezi pory vnitini a vné€j$i mitochondrialni membréany, véetné proteinii
VDAC (aniontovém kandlu zavislém na napéti) a ANT (adenin nukleotidové translokazy).
Mozny mechanismus spusténi bunécné smrti bun¢k ClL.8+ by tak mohl souviset se

stavem mitochondrii, nadmérnou produkci ROS, kritickym vycerpanim zasob atd.

1.4 Bunéc¢na smrt

Programovana bunécna smrt - apoptdza, je terminem popisujicim fizenou smrt buiiky,
vyskytujici se napfi¢ Metazoa. Existuje Sirokd skéala podnétl a podminek, které mohou

apoptézu vyvolat, a to jak fyziologickych, tak i patologickych. Navic ne vSechny bunky



budou nutné umirat v reakci na stejné podnéty. Za spole¢ny znak apoptotickych bunck byla
povazovana piitomnost kaspaz — intracelularnich cysteinovych proteaz, avSak v poslednich
letech byla popsana fada variant apoptdzy, nezavislych na kaspazach. Pii ptfechodu buiiky do
apoptézy dochazi k jeji postupné degradaci, buiika se svrastuje, jadro je fragmentovano,
chromatin kondenzuje a vznikaji tzv. apoptoticka téliska, kterd jsou fagocytovana makrofagy
¢i okolnimi epitelidlnimi bunikami (Kerr et al., 1972). U savcl existuji dvé hlavni cesty
vedouci k apoptdze, a to apoptdza vyvoland vn€jsimi stimuly (Extrinsic pathway), vyvolana
vazbou ligandu (TNF, Tumor Necrosis Factor) na ,smrtici receptor (TNFR, Tumor
Necrosis Factor Receptor), ¢i vnitfnimi stimuly (Intrinsic pathway), jeZ souvisi s rozpadem
mitochondrii. Za dalsi prib&h apoptdzy jsou pak vétSinou zodpovédné zminéné kaspazy.
Konkrétné TNF/TNFR vede k aktivaci kaspazy 8. U D. melanogaster zname 7 kaspaz,
iniciacni kaspazou je DRONC (podobna kaspdze 9 u ¢loveka), efektorové kaspazy Dcp-119
a DrICE jsou zase podobné lidské kaspaze 3. Aktivita kaspaz je kontrolovana proteinem
Diapl (,Inhibitor of apoptosis protein®), jehoz antagonisty (laps) predstavuji u D.
melanogaster geny Reaper, Hid a Grim (Goyal et al., 2000). Tyto geny koduji proteiny
s proapoptotickou funkci (Kondo et al., 1997).

Autofagie je vedle apoptdézy dalSim evolucné konzervovanym mechanismem
zprosttedkovani bunécné smrti (Bursch et al., 2004). Obecné je doprovazena tvorbou
autofagozomu, ktery fuzuje s lysozomem. Nasledn¢ dochdzi k proteolytickému Stépeni
fagocytovaného materialu. Autofagie je regulovana krom jinych dulezitych signalnich drah
také prostfednictvim stres-signalizujicich kinaz jako je JNK.

Bunécénd smrt je mechanismem piisné regulovanym, majicim spoustu variant. Pokud

v buiice dojde k vaznym poruchdm, buiika zpravidla zanika.

1.5 Signalni draha N-terminalni kinazy Jun (JNK)

Signalni draha JNK (c-Jun N-terminal kinase) je evoluéné konzervovana pleiotropicka
signalni kaskada zndma téz pod nazvem dréha ,stresem aktivované proteinkinazy* (SAPK).
Hlavni ¢ast jeji signalni drahy je série kindz z rodiny MAPK (mitogen-activated protein
kinase), které kaskadovité fosforyluji jedna druhou. Posledni kinaza v fadé MAPK je vlastni
INK, jez je u D. melanogaster zndma pod nazvem Basket. Fosforylaci efektorovych molekul

reguluje JNK déje jako jsou proliferace, diferenciace, morfogeneze a apoptéza. Jun N-



termindlni kindza (JNK) hraje Casto kritickou roli pfi iniciaci jak bunécné smrti navozené
vnéjSim faktorem, tak i apoptdzy spusténé vnitini mitochondridlni apoptotickou drahou
(Gregory 2013). JNK spousti apoptozu provadénou prostiednictvim kaspaz i apoptdzu na
kaspazéach nezavislou. Mize byt regulovana fadou signdli — viz Obr. 2.

Ve své praci jsem se zamétila na testovani mozné role této signalni drahy pfi

navozeni bunéné smrti zvySenou koncentraci Ado.
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Obr. 2: Zjednodusené schéma signdlni drahy JNK podle Gregoryho (2013) a Fullarda &
Bakera (2015).

2 Cile prace

1) V néavaznosti na probihajici vyzkum v laboratofi pozorovat vliv RNAi a overexprese

vybranych kandidéatnich genti na buiiky C1.8+ pfi vyssi hladin¢ Ado.

2) Zvladnuti zékladnich i pokrocilych metod molekularni biologie.



3 Metodika

Umlcovani genové transkripce je provadéno pomoci RNA interference, kdy uméle
pfipravena dvojietézcovd RNA obsahujici specifické sekvence vybranych genl se
transfekuje do bun¢k a zablokuje transkripci téchto genii. Rozpoznané molekuly
dvouretézcové RNA (siRNA — small interfering RNA, miRNA — micro RNA) se
v cytoplazmé vazi na endonukledzovy protein DICER, ktery stiihd dvoufetézcové molekuly
RNA na kratké tiseky délky obvykle okolo 21 nukleotidii. PfisluSna rozpoznand mRNA se
degraduje a tim nemtze dojit k jeji translaci.

Nadprodukce genovych produktli je provadéna pomoci expresnich plazmidd,
obsahujicich sekvence cDNA vybranych gent pod silnym aktinovym promotorem. V nasich
experimentech se béhem 24 hodin v buiikdch vytvofi pfislusné proteiny, které ovlivni
fyziologii bunky.

Pridani konstruktu GFP ke zkoumanym buiikdm ndm poméha detekovat bunky, které
ptijaly RNAi nebo overexpresni konstrukt a pro analyzu jsme pouzivali pouze GFP-pozitivni

buiily.

3.1 Vybrané geny

Basket (bsk) — gen CG5680
Hlavni soucasti JNK signdlni drahy, posledni z kaskddy tii kinaz. Aktivuje dulezité

transkripéni faktory regulujici proliferaci, diferenciaci, morfogenezi i apoptézu (viz Obr. 2).

Puckered (puc) — gen CG7850
Soucasti INK signalni drahy. Specifickd fosfatdza JNK kinazy Basket. U D. melanogaster
jedind JNK specifickd MAP kinazova fosfataza (viz Obr. 2).

Shark (SH2 ankyrin repeat kinase) — gen CG18247
Tyrozin kindza vazajici se na fosforylovany receptor Draper, konkrétné na jeho podjednotku
na vnitini strané cytoplasmatické membrany. Pfedem fosforylovany Draper ziska schopnost

vazby na Shark (Ziegenfuss et al., 2008).

Draper (drpr) — gen CG2086
Gen nachazejici se u D. melanogaster je orthologem CED-1 z Caenorhabditis elegans. Jedna

se o transmembranovy protein lokalizovany na plasmatické membrané. Funguje jako



receptor nutny k rozpoznani a pohlceni, tzv (,,engulfment*), umirajicich bunék, jak ukazali Li
& Baker (2007). Aktivita Draper je zavisla na tyrozin kinaze zvané Shark. Byla pozorovana
spojitost signalni drahy Drpr s INK ptes Basket 1 Puckered (Fullard & Baker, 2015), a to
také behem procesu autofagie (McPhee & Baehrecke, 2010).

Eiger (egr) — gen CG12919
Homolog savfiho TNF (Tumor Necrosis Factor) je u D. melanogaster kédovan genem
nazvanym Eiger (eda-like cell death trigger). U much jsou jak ligand Eiger, tak jeho receptor
Wengen, jedinymi znamymi zastupci TNF/TNFR rodiny. Aktivace tohoto systému muze

vést k indukci INK-zavislé bunécné smrti (viz Obr. 1).

Chico (chico) — gen CG5686
Soucasti inzulinové drahy u D. melanogaster. Produktem genu chico je adaptorovy protein
inzulinového receptoru (InR). Inzulinové dréha ¢asto funguje protiapoptoticky, overexpresni
konstrukt byl vybran proto, abychom se pokusili zamezit apoptéze bunék CL8+ po plisobeni

adenozinem.

P35
V roce 1991 bylo na hmyzich buiikdch pozorovéano, Ze bakuloviry maji schopnost inhibice
apoptozy hostitelské buiky (Clem et al., 1991). Pozdéji byly u bakuloviru nalezeny za toto
zodpovédné proti-apoptotické geny (Bump et al., 1995; Xue & Horvitz, 1995). Jednim
z téchto gent je praveé p35 fungujici u hmyzu, nematod i u savcii. Tento gen koéduje protein
P35, jez inhibuje cysteinové proteazy, zvané kaspazy (Xue & Horvitz, 1995). Ptikladem je u
Cloveéka kaspédza ICE, pojmenovana u had’atka CED-3. Je vsak zajimavé, ze existuji také
kaspazy rezistentni vi¢i P35, naptiklad ,,upstream* aktivacni kaspdza DRONC u Drosophila
melanogaster. Konstrukt produkujici p35 byl vybran proto, abychom se pokusili zamezit

apoptoze bunck C1.8+ po plsobeni adenozinem.

3.2 Pouzité organismy

Drosophila melanogaster (Oregon, z laboratorniho chovu)
Escherichia coli, kmen DH5a k ptipravé kompetentnich buné¢k

Bunécéna linie C1.8+ odvozena z bun¢k imaginalnich terck D. melanogaster



3.3 Média

Bakterie E. coli byly kultivovany v médiu Luria-Broth (LB). Sterilizace prob¢hla
autoklavovanim (125°C, 20 min)

Bunky CL8+ D. melanogaster byly kultivovany v kompletnim médiu Shields & Sang
(CM, Sigma Aldrich). Pro pokusy bylo pouzivano rovnéz minimalni médium Shields &
Sang (MM, Sigma Aldrich). Sterilizace probéhla filtraci média (filtr 0.2 um, Nalgene).

Slozeni médii viz Priloha II.

3.4 Priprava RNAi konstrukti

Pro RNAI byly pouzity vyhradné geny Drosophila melanogaster (viz Tabulka 1) ziskané
z dospélct izolaci genomové DNA. Primery byly navrzeny v rdmci jednoho exonu tak, aby
vysledny produkt délkou odpovidal zhruba 500 bp. Amplifikované genové tseky byly
klonovany do plazmidu ,pGEM®-T Easy*“ (Promega), coz umoziovalo klonovani
fragmentl bez predchozi restrikce. Klony byly in vitro pouzity jako templat pro syntézu plus
a minus RNA vldken in vitro za pouziti kitu ,MEGAscript® T7 Transcription Kit*
(Ambion). Po nasednuti primertiu vldken a kontrole kvality dsRNA byly molekuly
ptipraveny k transfekci do CL.8+ bungk.

Tab. 1: Zkratky a CG ¢isla genii vybranych k RNA..

Nazev genu CG dislo genu (Computed Gene)
Puckered (puc) CG7850

Shark (Shark) CG18247

Draper (drpr) CG2086

Basket (bsk) CG5680

Eiger (egr) CG12919
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3.4.1 Izolace DNA

Genomovou DNA jsem izolovala z dospélct Drosophila melanogaster (Oregon). K izolaci
jsem pouzila kit ,Nucleospin Tissue* (MACHEREY-NAGEL) a postupovala jsem dle
navodu. Cistota izolované DNA byla stanovena na spektrofotometru ,,Nanodrop* (Thermo

Scientific).

3.4.2 Amplifikace a izolace genii

Izolovanou DNA jsem pouzila jako templat pro PCR reakci. Primery byly navrZzeny v ramci
jednoho exonu tak, aby vysledny produkt délkou odpovidal zhruba 500 bp. V Tabulce 2 (viz
Ptiloha IT) uvadim sekvence primert pouzitych k amplifikaci zdjmovych gent.

Slozeni PCR reakce (50 pl): ddH,O 12,5 pl, DNA 7,5 pl (20 ng/pl), DreamTaq Green
PCR Master Mix (2x) 25 pl, Primer F (5uM) 2,5 pl, Primer R (5uM) 2,5 pl. Reakce byla
michana na ledu.

Nastaveni programu thermocycleru (GenePro): 94°C 1 min predenaturace, 94°C 30
s denaturace, 55°C 30 s nasednuti primerti, 72°C 1 min elongace, 72°C 10 min findlni
elongace. Amplifikace probihala ve 30 cyklech.

Pro ovéteni spravnosti délky amplifikovanych fragmentti jsem provedla gelovou
elektroforézu v 1,5% agar6zovém gelu (100 V/cm, barveno EtBr). Velikosti byly stanoveny
pomoci markeru ,,GeneRuler DNA Ladder Mix — 100 bp* (Thermo Scientific).

Produkt PCR byl po provedeni elektroforézy pod UV lampou vyfiznut z gelu a
nasledné byl precistén pomoci kitu ,,High Pure PCR Product Purification Kit* (Roche) dle

navodu vyrobce.

3.4.3 Ligace fragmenti

K ligaci byl pouzit plazmid ,,p, GEM®-T Easy“ (Promega) umoziujici klonovani fragmentii
bez ptedchozi restrikce (Obr. 3, viz Ptiloha I).

Slozeni ligacni reakce: 1 ul pPGEM®-T Easy (Promega), 1 ul T4 ligdza (Promega), 1 ul T4
pufr 10x (Promega), 7 ul DNA

Ligacni reakci jsem nechala probihat pti 4°C pies noc.
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3.4.4 Transformace DNA do kompetentnich bunék

K transformaci bakterii jsem pouzila 2 pl produktu ligace, které jsem smichala s 50 pl
kompetentnich bunék Escherichia coli rozmrazenymi na ledu. Smés jsem 15 min nechala
stat na ledu, poté jsem smés na 45 s podrobila tepelnému Soku o teploté 42°C a na 2 min
vratila zpatky na led. Ke smési jsem nakonec ptidala 500 pl tekutého sterilniho LB média
bez antibiotika. Inkubace probihala v ttepacce 45-50 minut pii 200 rpm ve 37°C.

Na pfedem pfipravené agarové misky s ampicilinem (koncentrace 100 pg/ml) jsem
nejdiive rozetiela 50 pl X-Gal (koncentrace 20 mg/ml) a nasledné rovnomérné nanesla 100
ul smési transformovanych bakterii. Po odpafeni piebytecné vody z otevienych misek
ulozenych v inkubatoru dnem doli probihala inkubace misek dnem vzhtru po dobu 10-12
hodin pti 37°C. Po dalSich 10-12 hodinach jsem pienesla pozitivni bilé kolonie na nové
agarové misky s ampicilinem.

Jakmile kolonie narostly, bylo nutné potvrdit zaklonovani spravného fragmentu
pomoci PCR a gelové elektroforézy. Templat byl pfipraven z pozitivni kolonie, a to
rozsuspendovanim bakterii v cca 20 ul ddH,O a naslednou inkubaci po dobu 5 min pii 94°C

(PCR reakce a gelova elektroforéza viz kapitola 3.4.2).

3.4.5 Izolace plazmidové DNA

Pozitivni bakteridlni kolonii jsem setfela sterilni Spickou a Spi¢ku s bakteriemi hodila do
zkumavky naplnéné tekutym LB médiem s ampicilinem (koncentrace 100 pg/ml). Kratce
jsem zamichala a umistila do tfepacky (200 rpm pii 37 °C) ptes noc. Poté byla plazmidova
DNA izolovéana pomoci kitu ,,High Pure Plazmid Isolation Kit* (Roche) dle navodu vyrobce.

Koncentrace a ¢istota izolovaného plazmidu byla stanovena na spektrofotometru.

3.4.6 PCR s primerem obsahujicim promotorovou sekvenci T7 a gelova
elektroforéza

Produkt reakce byl pouzit v dalsi PCR reakci, a to se specidlnim ,reverse primerem® (viz

Tabulka 3) obsahujicim T7 promotorovou sekvenci (sloZzeni PCR reakce viz kapitola 3.4.2).
Nastaveni programu thermocycleru (GenePro): 94°C 2 min predenaturace, 94°C 30

s denaturace, 52°C 30 snasednuti primert, 72°C 40 S elongace, 72°C 7 min findlni

elongace. Amplifikace probihala ve 30 cyklech (denaturace, nasednuti primert, extenze).
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Pro potvrzeni spravné velikosti fragmentii byla provedena gelova elektroforéza (viz
kapitola 3.4.2). Produkt PCR byl po provedeni elektroforézy pod UV lampou vytiznut z gelu

a nasledn¢ byl precistén jak je uvedeno v kapitole 3.4.2.

3.4.7 Syntéza dsRNA

Ptipravend DNA byla rozpletena pii 94 °C po dobu 5 minut. Syntéza dsRNA podle DNA se
zaklonovanou T7 promotorovou oblasti byla provedena pomoci kitu ,MEGAscript® T7
Transcription Kit“ (Ambion). Postup probihal dle protokolu vyrobce. Sediment byl
rozpustén v ddH20.

3.4.8 Kontrola kvality dsRNA

Pro kontrolu kvality dsRNA jsem provedla gelovou elektroforézu v 1% agarézovém gelu
(100 V/cm, barveno EtBr). Velikosti byly stanoveny pomoci ,,GeneRuler DNA Ladder Mix
100 bp* (Thermo Scientific). Po kontrole kvality byla dsRNA nafedéna tak, aby byla

ptipravena k transfekci do C1.8+ bunck.

3.5 Priprava overexpresnich konstrukti

Pro pfipravu overexpresnich konstrukti byly vybrany geny ,,chico Drosophila
melanogaster (gen CG5686) a virovy gen p35. Genomovou DNA jsem izolovala z dospélcti
D. melanogaster (Oregon). Zdrojem p35 byl plasmid pET21b-P35 (Addgene). Pro
overexpresi byly geny klonovany do plazmidu se silnym aktinovym promotorem
pAc5.1/V5-His A, B, C (Invitrogen). Po zaklonovéani genti do plasmidu byly konstrukty
pripraveny k transfekci do Cl.8+ bun€k. Schémata pouzitych plasmidi jsou uvedeny v

Ptiloze I (Obr. 4, Obr. 5).

Izolace genu ,,P35%

Plasmid pET21b-P35 (Addgene) byl namnoZen transformaci do kompetentnich bakterii E.

coli. Nasledn¢ byla vystépena sekvence P35 pomoci restrikénich enzyma Xhol a Ndel. Byla
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provedena amplifikace zdjmového useku s primery (Tabulka 4, viz Priloha II), jejichz

soucasti jsou cilova mista restrikénich enzymii Xbal a EcoRI.

Izolace genu ,,chico*

Izolace genomové DNA pro piipravu overexprese genu chico byla provedena s pouzitim

kitu stejné jako v pripadé€ ptipravy konstruktii pro RNA (viz kapitola 3.4.1).

3.5.1 Amplifikace pomoci PCR a gelova elektroforéza

PCR reakce byla provedena pomoci ,,Phusion High-Fidelity DNA polymerazy“ (Thermo
Scientific).

Slozeni PCR reakce (100 upl): HyO 47 pl, pufr 20 pl (5x), dNTPs 8 pl (10 mM),
Primer F (5uM) 5 pl, Primer R (5uM) 5 pl, DMSO 3 pl, Templat 10 pl (20 ng/ul), PHF
Polymeraza 2 pl. Reakce byla michana na ledu.

Nastaveni programu thermocycleru (GenePro) k amplifikaci ,p35“: 98°C 30 s
predenaturace, 98°C 30 s denaturace, 55°C 30 s nasednuti primert, 72°C 1 min elongace,
72°C 5 min finalni elongace. Amplifikace probihala ve 30 cyklech (denaturace, nasednuti
primert, extenze).

Nastaveni programu thermocycleru (GenePro) k amplifikaci ,,chico*: 98°C 30 s
predenaturace, 98°C 30 s denaturace, 60°C 30 s nasednuti primerti, 72°C 1,5 min elongace,
72°C 5 min finalni elongace. Amplifikace probihala ve 30 cyklech (denaturace, nasednuti
primert, extenze).

Pro ovéfeni spravnosti délky amplifikovanych fragmentii jsem provedla gelovou

elektroforézu (viz kapitola 3.4.2).

3.5.2 Restrikéni reakce

Chico, p35 a plazmid pAc pozdéji pouzity k ligaci byly nastépeny za pouziti restrikénich
enzymu Xbal a EcoRIL

Slozeni restrikéni reakce:
Restrikce p35 (60 pl): p35 50 pl, pufr 6 pl (FD Green Buffer, Thermo Scientific), EcoR1 2
ul, Xbal 2 pl.
Restrikce chico (60 pl): chico 50 pl, pufr 6 pl, EcoR1 2 pl, Xbal 2pul.
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Restrikce pAc (20 pl): Plazmid 20 pl, H>O 23, Pufr 5 pl, EcoR1 1 pl, Xbal 1 pl.
Restrik¢ni reakce byla inkubovana 1 hod ve 37°C.

Pro ovéfeni restrikce jsem provedla gelovou elektroforézu. Jelikoz vytéznost po
preciStovani produktu z gelu je nizka, zvolila jsem gelovou elektroforézu v 1% ,Low
Melting* agardézovém gelu (NuSieve GTG Agarose, FMC Bioproducts) umoziujicim ligaci

pfimo smési z gelu.

3.5.3 Ligace fragmentu (p35, chico) do pAcS.1

K ligaci byl pouzit plazmid pAcS5.1 (Invitrogen).

Slozeni liga¢ni smési: 1 pl pAcS.1 (Invitrogen), 1 pl T4 ligaza (Promega), 1 pl T4
pufr (10x, Promega), 7 ul DNA p35/chico z ptedchozi reakce (smés s rozpusténym gelem
1:1 s ddH,0). Inkubace liga¢ni reakce probihala v 16 °C ptes noc, reakce byla ukoncena

ulozenim do -20°C.

3.5.4 Transformace DNA do kompetentnich bunék

Transformace probihala jak je uvedeno vyse (viz kapitola 3.4.4). Nefungovala zde modro-
bila selekce, takze zaklonovani fragmentu spravné velikosti bylo ovéfeno pouze PCR a
gelovou elektroforézou. Pro potvrzeni zaklonovani spravného fragmentu byla provedena
PCR.

Slozeni PCR reakce viz kapitola 3.4.2. Nastaveni programu thermocycleru
(GenePro): 94°C 2 min predenaturace, 94°C 30 s denaturace, 52°C 30 s nasednuti primera,
72°C 40 S elongace, 72°C 7 min finalni elongace. Byla provedena gelova elektroforéza pro
potvrzeni pozitivnich transformovanych kolonii (viz kapitola 3.4.2.). Plazmidova DNA
z pozitivnich transformovanych kolonii byla izolovana, byla stanovena jeji koncentrace a

Cistota dle postupu v kapitole 3.4.5.

3.5.5 Sekvenace a vyhodnoceni sekvenci

Vytvoiené plazmidy byly sekvenovany k potvrzeni uspéSného zaklonovani. Ziskané
sekvence plazmidi byly shodné se sekvencemi chico z D. melanogaster a virového p35

(BLAST).
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Slozeni sekvenc¢ni reakce: 5 pl templatu (plazmidovd DNA o koncentraci 80-100 ng/

ul), 5 ul primeru (o koncentraci 5 pmol/ pl).

3.5.6 Izolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA izolovdna pomoci kitu (,,Plazmid Midi Kit“, Quiagen). Cistota a
koncentrace byla stanovena na Nanodrop (Thermo Scientific). Konstrukty byly pfipraveny a

nasledovala jejich transfekce do bunck.

3.6 Prace s buinkami CL8+

Buiiky kultivované v kompletnim médiu byly transfekovany konstrukty pfipravenymi k
indukci RNAi1 a overexprese vybranych gent. Detekci transfekovanych bunék umoznila
kotransfekce konstrukti spole€né s reportérovym plazmidem actGFP exprimujicim
fluorescencni protein GFP (Green Fluorescent Protein), takze byly pod fluorescenénim
mikroskopu snadno odlisitelné od bunék netransfekovanych. Byly pouzity dvé referencni
kontroly. Negativni kontrolu pfedstavovaly buriky kotransfekované actGFP a inertnim LaZ
plazmidem, ke kterym nebyl pfiddn adenozin. Druhou, pozitivni, kontrolu ptfedstavovaly
bunky zarovei transfekované actGFP a LacZ plazmidy s pfidanym adenozinem.

K transfekovanym buiikdm (krom 1 kontroly) na 12 jamkové desti¢ce byl do média
pfidan adenozin ve vysoké koncentraci (70uM). Na zdkladé zmény morfologie
transfekovanych bun¢k bylo pozorovano, zda pifidané konstrukty zptsobi jejich zachranu
pfed cytotoxickymi U€inky adenozinu. Pozorovani bunék probihalo pod fluorescen¢nim
mikroskopem (OLYMPUS IX73). Byly potfizeny digitalni fotografie velikostn¢ identickych
oblasti. Byly vytvofeny snimky jak v bilém svétle, tak ve fluorescenci. Ze snimkl byly
rovnéz vytvoreny prekryvajici se snimky. U transfekovanych bunck byl pocitdn pomér

zivych ku mrtvym buiikdm a data byla statisticky vyhodnocena, jak je uvedeno nize.

3.6.1 Kaultivace bunék

Buiiky kultivované v CM pii 24°C byly pravidelné pasdzovany. K pokusu byly pouZzity
buiiky 79. pasaze, které byly vysety na 12 jamkovou desticku 6 hodin pfed transfekci v

koncentraci 2,5 x 10° b/ml za pouziti Biirkerovy komiirky.
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3.6.2 Transfekce bunék CL8+

Transfekce bunck byla provadéna kitem (,Effectene Transfection Reagent™, Qiagen).
Reakce byla optimalizovana (viz nize) a postup odpovidal navodu vyrobce. Kazdy
ptipraveny konstrukt slouzil ke transfekci spole¢né s reportérovym plazmidem actGFP

umoziujicim detekci transfekovanych bunék. Byla pouzita negativni i pozitivni kontrola.

3.6.2.1 Optimalizovany postup transfekce

Do ptipravenych mikrozkumavek bylo napipetovano po 0,1 ul GFP, 0,3 ul dsRNA (¢i DNA)
a 71 pl EC pufru. Dale bylo ptidano 2, 8 ul Enhanceru. Inkubace vzorkd s Enhancerem
trvala 5 min pfi pokojové teploté. Poté nasledovala aplikace Effectenu a inkubace po dobu
10 min. Smés byla zamichana.

Kompletni médium (CM) bylo mezitim z bun¢k stazeno, buiiky byly 1x promyty po
1 ml v PBS (slozeni viz Ptiloha II) a aplikovano bylo cerstvé CM po 800 pl na jamku. Z
jamky bylo odebrano 400 pl, které byly smichany s obsahem 1,5ml mikrozkumavky. Po
kapkach byla smés z mikrozkumavky nanesena na buiiky v 12 jamkové desti¢ce. Destickou
bylo opatrné zakrouzeno, aby doSlo k promichani. Transfekované buniky byly inkubovéany

ptes noc v CM pii 24°C.

3.6.3 Aplikace adenozinu

Buiiky byly po 6 hodinach od transfekce promyty PBS. Po 24 hodinach od transfekce bylo
pridano Cerstvé CM s adenozinem (70uM koncentrace adenozinu).

Adenozin (Sigma Aldrich) byl uchovavan ve 4°C ve formé prasku. K ptipraveé
roztoku adenozinu bylo pouzito minimalni médium (MM) tak, aby jeho kone¢na koncentrace

byla 70uM.

3.6.4 Fotografovani

Pod fluorescenénim mikroskopem (OLYMPUS IX73) byla sledovana morfologie zelenych
GFP pozitivnich bunék soucasné exprimujicich transfekovany konstrukt. Byly pofizeny

digitalni fotografie velikostn¢ identickych oblasti.
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3.6.5 Vyhodnoceni a statistické zhodnoceni

Vyhodnocovany byly vSechny zelené buriky viditelné na potfizenych snimcich. Na zdklad¢
pozorovani jejich morfologie bylo rozhodnuto, zda se jedna o bunky zivé, ¢i mrtvé. Ostie
ohrani¢ené¢ kulaté bunky bez pseudopodii byly hodnoceny jako mrtvé. Bunky
s pseudopodiemi pfipominajici fibroblasty byly hodnoceny jako zivé (viz Obr. 6).

Na zakladé¢ morfologickych rozdilli byl u transfekovanych bun€k pocitan pomér
zivych ku mrtvym bunkdm. Tento pomér byl pfeveden na procentualni vyjadieni
zachranénych bun¢k, kdy 100% piedstavovaly buiky transfekované actGFP s inertnim
plazmidem LacZ bez ptidaného adenozinu. Data byla srovnana s kontrolou transfekovanou
inertnim plazmidem LacZ s ptidanym adenozinem a byla statisticky vyhodnocena pomoci

dvouvybérového t-testu.

Obr. 6: Fotografie zivé (vlevo) a apoptotické bunky (vpravo); foceno elektronovym
mikroskopem (snimky poskytl Mgr. Véclav Broz).
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4 Vysledky

4.1 Priprava konstrukti a RNA

Veskeré konstrukty urcené k RNA interferenci, tedy konstrukty s geny Puckered, Shark,
Draper, Basket a Eiger, byly uspésné sestaveny. Z konstrukti byla uspéSné pfipravena
dsRNA a jeji kvalita byla ovétena na agar6zovém gelu (viz Obr. 7). Rovnéz byly ptipraveny

konstrukty obsahujici geny chico a p35 ur€ené k vyvolani overexprese.

Draper Basket Eiger

Obr. 7: Kontrola RNA gelovou elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu (DNA Ladder Mix
1000 bp, Thermo Scientific). RNA zleva: Puckered, Shark, Draper, Basket, Eiger.

4.2 Transfekce

Buiniky CL8+ byly uspésné transfekovany dsRNA, piipadné konstrukty pfipravenymi k
indukci ,,overexprese* vybranych genti, a to vzdy spolu s plazmidem kédujicim actGFP.
K Gspésnému provedeni transfekce bylo nutné pouzit bunky Cl.8+ v exponencialni fazi
jejich ristu a transfekéni reakei optimalizovat, nebot’ v pfedbéznych experimentech byla
ucinnost natolik nizka, ze znemoznovala jakékoli statistické vyhodnoceni. Dale bylo nutné

stanovit vhodnou koncentraci bunék.
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4.3 Sledovani morfologie

Podle ocekavani bylo pozorovdno, ze nckteré pridané konstrukty po piidani
cytotoxickych davek adenozinu (70uM) do média zplsobily zichranu bunék pred
apoptozou.

Pod fluorescencnim mikroskopem (OLYMPUS IX73) byla sledovdna morfologie
zelenych GFP pozitivnich bunék soucasné exprimujicich transfekovanou dsRNA ¢i gen
uréeny k overexpresi. Byly pofizeny digitalni fotografie velikostné identickych oblasti, a to
jak v bilém, tak UV svétle (viz Obr. 9, 10, 11, 12). Pro snadngjsi pocitani byly vytvofeny
prekryvajici se fotografie (viz Obr. 8 nize).

Vyhodnocovany byly vSechny zelené buiiky viditelné na pofizenych snimcich. Na
zaklad¢ pozorovani jejich morfologie bylo rozhodnuto, zda se jedna o bunky zivé, ¢i mrtvé.
Ostte ohrani¢ené¢ kulaté bunky byly hodnoceny jako mrtvé. Buiky s pseudopodiemi
pfipominajici fibroblasty byly hodnoceny jako zivé.

Pro tvorbu vysledného grafu (viz Obr. 14) bylo pouzito vzdy 6 snimka pro kazdy

gen, dohromady tedy 54 snimkt. Na kazdém snimku bylo primérné 127 bunék.

Obr. 8: Snimek vytvoreny slou¢enim snimku v UV a bilém svétle.
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Obr. 9: Bunky transfekované dsRNA ,,Puckered®.




Obr. 10: Bunky transfekované dsRNA ,,Shark®.




Bunky ,,Ctr bez Ado*“.

Obr. 11
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Obr. 12: Bunky ,,Ctr s Ado*.
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4.4 Statistické zhodnoceni

Na zakladé morfologickych rozdilli byl u transfekovanych bunék pocitan pomér
zivych ku mrtvym bunkam. Tento pomér byl pfeveden na procentudlni vyjadieni
zachranénych bunék, kdy 100% piedstavovaly buiiky transfekované inertnim plazmidem
LacZ s actGFP bez ptidaného adenozinu. Jako referencni data ke statistickému vyhodnoceni
pomoci dvouvyberového t-testu byly pouzity vysledky kontroly oSetiené adenosinem.

Pii vyhodnocovani fotografii predstavovala velké uskali tvorba shlukti bunék. Casto
byly pozorovéany shluky vykazujici vysokou pifevahou jednoho z fenotypti (bud’to mrtvych,
nebo zivych bunék). V podobnych shlucich byly bunky od sebe navzijem velmi tézko
rozpoznatelné, coz misty rozpoznani zcela znemoziovalo.

Celkové ziskané vysledky svéd¢i o tom, ze zablokovanim nékolika ¢lent signalni
dréhy JNK (Puckered, Eiger, Shark 1 Basket) lze buiiky CL8+ zachranit a k bunécné smrti
nedojde. Naopak nadprodukce proteinu chico, ani p35 apoptdze nezabrani (viz Obr. 13, Obr
14).

*%*

Zivé bunky (%)
w ESN

N

~

Draper Puckered Eiger Basket p35 Chico Ctrs Ado

Transfekované konstrukty

Obr. 13: Data z ptedbézného pokusu. Na obrazku jsou uvedeny hodnoty procentualniho
zastoupeni zivych bun€k na snimcich bunék (,,zdravé buiky*) ve srovnani s kontrolou Ctr —
LacZ transfekovana kontrola bez ptidaného adenozinu (neni v obrazku), Ctr s Ado — LacZ
transfekovana kontrola s pfidanym adenozinem. Hodnoty jsou prezentovany jako primeéry +
SD procentudlniho vyjadieni poméru zivych bun€k vic¢i kontrole bez adenosinu (Zivé

buiiky). *P < 0.05, **P < 0.01, a — srovnano s kontrolou s adenozinem.
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Obr. 14: Data jsou uvedena jako procento bunc¢k s adenozinem neovlivnénou morfologii
(,,zdravé buiiky*) ve srovnani s kontrolou. Ctr — LacZ transfekovana kontrola bez ptidaného
adenozinu, Ctr s Ado — LacZ transfekovana kontrola s pfidanym adenozinem. Hodnoty jsou
prezentovany jako priméry + SD procentualniho vyjadieni poméru zivych bunck viaci
kontrole bez adenosinu (zZivé bunky). *P < 0.05, **P < 0.01, a — srovnano s kontrolou s

adenozinem, b — kontroly srovnany mezi sebou.
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5 Diskuse

5.1 Zachrana bunék CL.8+

V ptedlozené praci jsme zkoumali mechanismus indukce apoptézy u bunck imaginalnich
terckii  zvySenou koncentrace extracelularniho adenozinu za pomoci overexprese a
umlcovani kandidatskych gent. Metoda pouziti RNAi v buiikdch C1.8+ byla dfive uspésné
pouzita pro objasnéni mechanismii fungovani signalnich drah Hedgehog (Hh) a Wingless
(Wg) (Lum et al., 2003). Touto metodou se rovnéz podaftilo diive prokazat v nasi laboratofi,
ze cytotoxicita adenozinu je disledkem jeho nadmérného transportu do bunék, nikoliv jeho
aktivaci AdoR (Fleischmannova et al 2012).

Konstrukt chico (gen CG5686) nevykazuje zddnou zachrannou aktivitu. Zachrana
bunék CL.8+ nebyla pozorovéna ani overexpresnim konstruktem p35. Jednd se o inhibitor
kaspaz (Clem et al., 1991), které hraji roli zejména v apoptoze. Vysledek tedy miize
naznaCovat, ze bunénd smrt pozorovana na buinkich CL8+ skute¢né neni zplsobena
klasickym apoptotickym aparatem, jehoz jsou kaspazy soucasti. Jak jiz v§ak bylo zminéno
v uvodu, existence kaspdz rezistentnich viici p35 je také nutno brat v potaz. Piesto vysledek
pravdépodobné potvrzuje, Ze v tomto piipadé je bunééna smrt nezavisla na kaspazach.

Z vysledkt dale vyplyva, Zze bunécnd smrt je spusténa drahou JNK. Tuto skutecnost
potvrzuje vysledek, ze specificka RNAi gent Basket a Puckered bunky zachrénila. Je vSak
zajimavé, ze fungovala u obou téchto gent, pfestoze se jedna o kindzu Basket (gen CG5680)
a Basket-specifickou fosfatazu Puckered (gen CG7850), kterd zpétné reguluje — inhibuje —
funkci Basket.

Prestoze geny Draper (gen CG2086) a Shark (gen CG18247) jsou funkéné
sprazeny/spojeny, vysledek specifického utiSeni jejich funkce v této praci nebyl shodny.
Signifikantni zvySeni mnozstvi zivych bun¢k vykazovala RNAi u konstruktu Shark. Naproti
tomu zvySeni oproti kontroldm nebylo zcela vibec pozorovano u RNAi genu
transmembranovy receptor Draper. Interakce, kterou vsak produkty téchto gend spolecné
vytvareji, vSak plisobi uvniti bunky, nebot Shark se vaze na podjednotku Draper
lokalizovanou na vnitini stran€ cytoplasmatické membrany.

Vysledky experimentu jsou v souladu s modelem soucinnosti signdlni drahy Drpr s drdhou
INK (Fullard & Baker, 2015, Shklover, 2015, Etchegaray, 2012).
Prestoze je gen Eiger (gen CG12919) homologni systému u savcll zodpovédnych za

apoptotickou signalizaci (u savct soucasti TNF/TNFR), bylo prokazano, ze aktivace tohoto
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genu muze také pusobit pfi indukci INK zavislé bunééné smrti. Signifikantni zachrana bunck
CL8+ umlcenim exprese genu Eiger vysledky potvrzuje.

Vysledky naznauji, Ze bunéénd smrt vyvoland podanim vysokych, cytotoxicky
pusobicich, davek adenozinu je zfejmé zprostiedkovana jinym mechanismem, nez apoptézou
zavislou na kaspazach. nebot’ jejich inhibitor, p35, exprimovany v buiitkich nezplisobuje

jejich zachranu a souvisi s aktivitou JNK.

5.2 Souvislost s drozofilimi nadorovymi bunikami

Pfi pokusech s mozaikovymi nadorovymi klony warts” v imaginalnich terécich drozofily in
vivo dochazi k eliminaci nadorovych bunck v pfipadech, kdy v takovychto klonech
inaktivujeme zaroven adenozinovy receptor (Sidorov et al., 2015). Je zajimavé, Ze eliminaci
nadorovych bunck nezastavime expresi p35 vtéchto klonech, ale lze ji zastavit
zablokovanim transportu (R. Sidorov osobni sdéleni). Tyto vysledky naznacuji, Ze se bunky
imaginalnich ter¢kl in vivo chovaji podobné jako bunky CL.8+ v kultufe. Bude dilezité
testovat vliv zablokovani drahy JNK na eliminaci mozaikovych nadort in vivo.

Vliv dradhy JNK na eliminaci tumorovych bunék drozofil byla jiz pozorovéana diive
(Igaki et al. 2009, Ohsawa et al. 2011), v souvislosti s tzv. ,kompetici bunék*. Spojeni

signalizace adenozinu s témito jevy je vSak véc zcela nova, zasluhujici podrobné studium.

6 Zavér

V prubéhu prace na piedlozené diplomové praci byly tspéSné ptipraveny genové konstrukty
urcené pro specifickou RNAi a overexpresi kandidatnich genti. Pfipravenymi konstrukty se
podarilo transfekovat bunky C1.8+ D. melanogaster a byly sledovany jejich ucinky.

U overexpresnich konstruktli nebyla po ptidani vysoké davky adenosinu pozorovana
zachrana transfekovanych bunék. Naopak nckteré RNAi konstrukty buiky prikazné
zachranovaly. Na 5% hladin¢ vyznamnosti se jednalo o konstrukty Basket a Puckered. Na
1% hladin¢ vyznamnosti byly buiiky C1.8+ zachranény konstrukty Shark a Eiger. Vysledky

naznacuji souvislost bunécné smrti s drahou JNK.
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Obr. 1: Molekula purinniho nukleosidu adenozinu. Adenozin se skladda z ribozy, na niz je -

N9 glykosidickou vazbou navazan adenin, Sigma Aldrich (online, citovano 9.12. 2015).
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Obr. 3: Schéma plazmidu pGEM®-T Easy, Promega (online, citovano 9.12. 2015).
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Obr. 4: Schéma plazmidu pET21b-P35, Addgene (online, citovano 9.12. 2015).

Obr. 5: Schéma plazmidu pAc5.1, Invitrogen (online, citovano 9.12. 2015).
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8.2 Priloha Il

Pouzité primery

Tabulka 2: Sekvence primerti pouzitych pifi amplifikaci vybranych gent k RNAi (Generi

Biotech).

Gen Sekvence primeru F Sekvence primeru R

Puckered | 5° AGG CCT ACA AGC TGG TGA | 5 TGA TTG CGC GGG GTG ATA 3¢
AA 3¢

Shark 5 AGC CTG CGC AAA AAC | 5°GGC GGC CTC CAC CTC AQGT 3¢
AAG TC 3°

Draper 5¢ AGC GCC CTG CCA CCA CAT
3‘

5¢CGG CTC GCA ACT CTC CTC 3¢

Basket 5 ATGCGCCGCTTACGATA 3¢

5*ATGCCCAAAATGACCTCTG 3¢

Eiger 5¢
ACGATGGCGATGGTCTGGATT
3 3

5¢ ACGCCGCCTGCTGCTCA3®

Tabulka 3: Sekvence primerti pro PCR s T7 primerem (Generi Biotech).

Primery T7 Sekvence primeru

Forvard M13 (-20) 5 GTAAAACGACGGCCAGT 3¢

Reverse T7 5¢

3‘

TAATACGACTCACTATAGGGGGAAACAGCTATGACCATG
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Tabulka 4: Sekvence primerti pouzitych pfi amplifikaci vybranych genli k overexpresi

(Generi Biotech).

Gen Sekvence primeru F Sekvence primeru R

Chico 5¢ TAG AAT TCA AAA TGG | 5° TGT CTA GAT TAT TAC GTA
CAT CAA TAT CGG ATG ACG G | TTA AAT ATG TTC GAT GAG G 3¢
3¢

pET21b- 5¢TAG AAT TCA AAATGT GTG | 5° TGT CTA GAT TAT TTA ATT

P35 TAA TTT TTC CGG TAG 3¢ GTG TTT AAT ATT ACA TTT TTG

3¢
pAcS.1/VS- | 5¢ 5 TAGAAGGCACAGTCGAGG 3¢
His A, B, C ?‘CACAAAGCCGCTCCATCAG

SloZeni médii

Tekuté Luria-Broth (LB) médium:
Kvasinkovy extrakt ... 5 g/l

Pepton ... 10 g/l

NaCl ... 10 g/l

Ampicilin (koncentrace 100 pg/ml)

Luria-Broth (LB) médium:
Kvasinkovy extrakt ... 5 g/l
Pepton ... 10 g/l

NaCl ... 10 g/l

Agar ... 15 g/l

Ampicilin (koncentrace 100 pg/ml)

Kompletni médium:

Shields & Sang (Sigma) 39,4 ¢/l
FBA 2%
Antibiotika 1%
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Fly extrakt
Inzulin

KHCO3

Minimalni médium:

Shields & Sang medium (Sigma)
Methionin

Leucin

KHCO;

BME Vitamins Solution (Sigma)
Antibiotika

Inzulin

SloZeni PBS:
NaCl

KCI
Na2HPO4
KH,PO,

pH

2,5%
125 U/
0,5 g/l

39,4 g/l
0,25 g/l
0,2 g/l
0,5 G/l
2000x
1%

125 U/l

8.0 g/l
0.2 g/l
1.42 g/l
0.24 g/l
7,4
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Slovnicek

bp — par bazi

CM - kompletni médium

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

dsRNA — Double-stranded RNA

EtBr — ethidium bromid

GE - gelova elektroforéza

GFP — Green Fluorescent Protein

GPCR — G-Protein Coupled Receptor

MM — minimalni médium

PCR - Polymerazova tetézova reakce (Polymerace Chain Reaction)

Primer F — primer Forvard

Primer R — primer Reverse

RNA - Ribonukleova kyselina

UV — ultrafialové zafeni

X-Gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside
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