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Abstrakt:

Adenosin (Ado) je vSudypfitomny metabolit, jehoz jedna z funkci je role parakrinniho
homeostatického signalu béhem metabolické nerovnovahy v tkanich. Slouzi k rychlé odpovédi
na ruzné stresové podnéty ovlivnénim metabolismu a pfezivani bunék. Signdlni draha
Salvador/Warts/Hippo (SWH) je konzervovanym regulatorem buné¢ného a organového ristu
napfic¢ zivociSnou tisi. Jedna z jeho soucasti je gen Warts (Wts), jehoz lidsky homolog se
jmenuje LATS. Wts je klicova soucast drahy SWH, protoze svou interakci s transkripénim
kofaktorem Yorkie (Yki) rozhoduje o inhibici, nebo aktivaci bunééné proliferace. V této praci
jsem se zaméfil na testovani vlivu adenosinu na signalni drahu SWH. Tento vliv byl testovan
na drozofilich larvéach tfetiho instaru mutantnich linii Adgf-4 a Adgf-C+D, u kterych byla
zjiSténa zvySend hladina adenosinu v hemolymf¢€. Soucasné jsem testoval aktivaci dréhy
adenosinového receptoru (AdoR) farmakologicky u linie White (W), pomoci metabolicky
stabilniho agonisty AdoR. Pomoci metody qRT PCR jsem zméfil expresi vybranych genil
SWH drahy u testovanych linii much. Méfenim exprese vybranych genl jsem zjistil, Ze
aktivita SWH drahy je zvySend u larev s vysokou koncentraci adenosinu, na rozdil od
kontrolnich larev a aktivace rovnéz souvisi s jejich metabolismem. Tento vysledek ukazuje,
ze adenosin aktivuje signalni drahu SWH, ktera by mohla zodpovidat za n¢které fenotypické
projevy mutantll Adgf-A a Adgf-C+D. Prokézani interakce obou signdlnich drah mtize mit
dalekosahly vyznam pro dalsi vyzkum kontroly bunéného dé¢leni, regenerace tkani i

fyziologie vzniku nadorovych onemocnéni.



1 Literarni piehled
1.1 Adenosin

1.1.1 Adenosinova signalizace

Pokroky na poli molekularni biologie béhem poslednich let ukazaly, ze mnoho zékladnich
mechanismi v zivoc¢iSném téle, jako napiiklad imunita, kontrola déleni bunék, vyvojové
procesy a metabolismus, jsou evolu¢né¢ velmi zakonzervovany.

Jednim z téchto prikladil je signalni drdha zndmého metabolitu Adenosinu (Ado). Ado
je vSudyptitomny purinovy nukleosid slozeny ze sacharidu ribofuranosy a baze adeninu, které
jsou spojeny B-Ne-glykosidickou vazbou. Fyziologicka koncentrace Ado v tkanich je relativné
nizka a pohybuje se kolem 20 az 200 nM, ale mtize vzriist béhem stresovych podminek az na
mikromolarni hladinu (Fredholm, 2010). Ado v organismu muze pochazet z nckolika
nezavislych zdrojt, naptiklad z apoptopickych buné€k, rozkladu cAMP, uvolnéni ATP/ADP
z bungk a jejich defosforylace nebo hydrolyzy S-adenosylhomocysteinu, avSak hlavni zdroj
Ado za fyziologickych podminek je defosforylace AMP pomoci 5 -nukleosidazy (Hershfield
et al., 1985). Polocas rozpadu Ado v tkanich in vivo je obvykle velmi kratky, pfiblizné 1 az 10
sekund (Jacobson a Gao, 2006). Fyziologické extracelularni koncentrace Ado je udrzovana
balancovanim mezi jeho uvolilovanim buiikami a recyklaci pro syntézu ATP. To probiha jeho
refosforylaci adenosinovou kindzou nebo katabolickou reakci zprostfedkovanou enzymem
adenosin deamindzou na inosin a hypoxantin. ZvySend hladina extracelularniho Ado byla
zjiSténa u mnoha vaznych chorob, napiiklad u vrozené imunodeficience, zanétlivych
onemocnéni plic, astmatu a diabetickych onemocnéni (Ponnoth a Jamal Mustafa, 2011; Sauer
et al., 2009; Sakowicz- Burkiewicz et al, 2006). Velice zajimavé je, Ze vysoka koncentrace
Ado byla pozorovéna i ve vétSin€ tumord, kde je Ado pokladan za velice dilezity faktor pro
jejich rast (Gessi et al., 2011; Spychala, 2000; Stagg a Smyth, 2010). Navic nedavna data
napovidaji, ze témét vSechny typy tumorti, nehledé¢ na bunéény pivod tkan€, vykazuji
poruchu energetické homeostaze bunék (Hanahan a Weinberg, 2011).

Ado plni velmi dtlezitou roli ve vnitrobunééné homeostaze, protoze je soucasti molekul,
které do velké miry definuji stav vSech bun€k v organismu. Ado je dalezitou molekulou
v energetickych procesech, jelikoZ je obsazen v molekule ATP, nepostradatelnou roli ma pii
redoxnich reakcich v bufice, protoze jeho derivaty jsou sou¢asti molekul NAD* a NADP".
V neposledni fad¢ se také vyskytuje u dalezitych molekul SAH a SAM, které kontroluji

bunéény cyklus (Gomes et al., 2011). Ado u savcl zna¢éné ovliviiuje fyziologické procesy,



jako je prutok krve srdcem, kosternimi svaly a mozkem, rychlost lipolyzy v tukové tkani,
moduluje imunitni reakce a pfenos nervovych vzruchii v mozku i spanek (Fredholm et al.,
2011). Ado signal ma také dtlezitou ulohu jako parakrinni regulator metabolické nerovnovahy
(Cunha, 2008). V n¢kterych tkanich Ado synchronizuje metabolickou aktivitu bunék. V téchto
tkanich buniky za stresovych podminek méni ¢ast jejich ATP na Ado, ktery je poté vypoustén
ekvilibrativnimi transportéry do extracelularniho prostoru. Tento adenosinovy signal je
pfijiman adenosinovymi receptory ostatnich bunék, které diky tomu snizi jejich metabolickou

aktivitu (Cunha, 2008).

1.1.2 Transport adenosinu a adenosinovy receptor

Dulezitou roli v metabolismu Ado hraje transport pfes bunééné membrany. Protoze Ado je
hydrofilni molekula, potfebuje pro sviij membranovy transport specializovany transportni
systém. Existuji dva typy nukleosidovych transporti: (1.) pfenos pres ekvilibrativni
transportéry- ENT (Griffiths et al, 1997) a (2.) ptenos pies tzv. koncentracni nukleosidové
transportéry (CNT), coz probihd aktivnim kotransportem Na'/adenosin, Fizenym
transmembranovym Na* gradientem (King et al., 2006). U savct (véetné ¢lovéka), kteti maji
ctyti ekvilibrativni (ENT 1-4) a tii koncentracni (CNT 1-3) nukleosidové transportéry (Sankar
et al., 2002), jsou tyto prenaSece schopné efektivné transportovat Ado, a tim piispivat
k regulaci Ado signalizace. Navic nedavné vysledky ukazaly, Ze by mohly nukleosidové
transportéry hrat dalezitou roli v bunééném metabolismu, nezavisle na signalizaci
adenosinového receptoru (Huber-Ruano et al., 2010). Na rozdil od savcli ma Drosophila tii
ekvilibrativni (ENT 1-3) a dva koncentra¢ni (CNT 1,2) nukleosidové transportéry (Machado
et al., 2007). Struktura a aminokyselinové pofadi v genech pro sav¢i, respektive lidskeé,
nukleosidové transportéry se sice li$i ve srovnani s transportéry u Drosophila, ale strukturalni
motivy téchto genti jsou si velmi podobné. Geny u Drosophila jsou jednodussi, maji méné
exont a relativné malé (nebo zadné) introny (Sankar et al., 2002).

Adenosinové receptory (AdoR) predstavuji skupinu receptorti spfazenych s G-proteiny,
které jsou exprimovany v riiznych tkanich. AdoR se u ¢lovéka rozdéluji do Ctyi izoforem
(A2A, A2B, Al, A3) podle sensitivity k riznym agonistim a antagonistim a také podle
rozdilnosti v signalizaci pomoci druhych posli (Fredholm et al., 2001). Signalizace AdoR
hraje diilezitou roli béhem stresovych podminek, jako jsou hypoxie nebo zanét. AdoR také
ovlivityji bunécny cyklus a apoptdézu (Newby, 1984; Cronstein, 1994; Abbracchio et al., 1995;
Apasov et al., 1997). U Drosophila je pouze jeden gen pro adenosinovy receptor (DmAdoR).



Jeho nejbliz§i homolog z lidskych izoforem AdoR je gen kodujici receptor A2A, ktery
vykazuje shodu v 38,3% aminokyselin v 350 bazovém N konci genu (Dolezelova et al., 2004).
DmAdoR v larvé tretiho instaru je exprimovany piedevSim v mozku, kruhové Zlaze,
imaginalnich discich a slinnych zldzach. Exprese v dospélé mouse je vétsi v hlavé nez ve
zbytku téla (Dolezelova et al., 2007). Drosophila mutanti s nulovou mutaci v AdoR, jsou
zivotaschopni, ale vykazuji snizenou schopnost asociativniho u€eni a poruchy v synaptické
transmisi (Knight et al., 2010). Navic nedavno bylo publikovano (Sidorov et al., 2015), ze
mutace v Drosophila AdoR ovliviiuje vyskyt mozaikovych somatickych klonti, vyvolanych
procesem ztraty heterozygotnosti u tumor supresorovych gentt Wts (Warts) a Dco (Disc
overgrown). Fenotypem heterozygotnich musek s mutaci téchto dvou geni, které patii do
dilezité regeneracni a bunécny rust regulujici signalni drdhy Salvador/Warts/Hippo, je
ptitomnost hyperplastickych vyristkii na kutikule Drosophila, jez vznikaji na bazi somatické
rekombinace. Pokud jsou mutace v homozygotni konstituci v celém nositeli, maji letalni
ucinek. Data vySe zminéné publikace ukazuji, Ze vyskyt somatickych klontt Wzs u mutantt
v AdoR je témef 15% mens$i nez u much bez mutace v tomto genu. Vyskyt klontt Dco mél
stejny trend, kdy u mutant v AdoR byla frekvence jejich vyskytu vice nez 3% mensi ve
srovnani s mouchami bez mutace v AdoR (Sidorov et al., 2015). Naopak overexprese AdoR
vede jesté ke zvySeni vyskytu somatickych klontt Wzs. Takze tyto vysledky naznacuji, Ze
pfitomnost AdoR, potazmo adenosin a jeho signalizace, urCuje osud takto vzniklych
somatickych klonti. Navic u lidského homologu genu Wis, ktery se nazyvad LATSI, byla
prokazéana snizena exprese v mnoha tumorovych tkanich (Katoh, 2012).

U savct se predpoklada, ze Ado funguje jako regulator bunééného ristu, kdy intenzita
jeho tcinku zavisi na jeho extracelularni koncentraci a mife exprese jednotlivych typtit AdoR
(Ohana et al., 2001), zatimco u Drosophila, ktery ma pouze jeden AdoR, je mnozstvi Ado
regulovano proteinovou rodinou Adgf (adenosine-deaminase related growth factor), jejiz
&lenové maji enzymatickou funkci shodnou s adenosin deaminazou (ADA) (Zurovec et al.,

2002).

1.1.3 Adenosin deaminaza a ,,Adenosine deaminase-related growth factors*

Proteiny s adenosin deaminazovou aktivitou katalyzuji deaminaci Ado a deoxyadenosinu na
inosin a deoxyinosin a déli se na dvé skupiny. Prvni skupinu tvofi ,,bona fide ADA* (pravé
ADA). Tyto metabolické enzymy maji relativné kratky N-konec, byly objeveny u vSech
zkoumanych organismll a nachazi se ptrevazné v cytoplasmé bunék (Dolezelova et al., 2005).

Deoxyadenosin je cytotoxicky metabolit, ktery je vypoustén buikami béhem apoptozy a miize
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zabijet ostatni buiiky narusenim jejich deoxyribonukleotidového metabolismu (Zuberova M.,
2011). Ztrata enzymu ADA je u clovéka spojena se vznikem ,Severe Combined
Immunodeficiency*- SCID (Giblett et al., 1972). Pti této poruse ubyva B i T lymfocytti a NK
bunék, coz vede k oslabeni imunity a ke snizeni celkového poctu imunoglobulinii (Buckley et
al., 1997). Kvuli absenci ADA se Ado a deoxyadenosin, jeZ jsou substraty pro tento enzym,
hromadi v krvi a dalSich tkanich, ¢imZ se stavaji toxickymi pro dany organismus (Hershfield
a Mitchell, 2001). ADA mimo jejiho cytoprotektivniho u€inku také ovliviiuje bunééné déleni
a diferenciaci. Bylo publikovéano, Ze diferenciace rakovinnych bun¢k u karcinomu tlustého
stteva mize byt pozitivné regulovana expresi genu pro ADA, ¢ili tbytkem extracelularniho
Ado (Dexter et al., 1981; Lelievre et al., 1998 a, b). Avsak urcitd fyziologické hladina Ado je
pro tkané nezbytna a mize naptiklad stimulovat bunééné déleni, napt. u mikroglidlnich bunck
mozku (Gebicke-Haerter et al.,, 1996). Navic porovnanim sekvenci enzymui s adenosin
deaminazovou aktivitou (véetné¢ Adgf) z riznych taxonti se ukazalo, ze urcit¢ dilezité Casti
jejich sekvence aktivniho mista enzymu jsou mezi taxony shodné. To dokonce plati i u tak
vzdalenych taxont, jako je E. coli a ¢lovék (Dolezelova et al., 2005; Chang et al., 1991).
Drosophila ma pouze jeden gen podobny pro ,,pravou‘ adenosin deaminazu, ten vSak ma velmi
malou Groven exprese ve viech vyvojovych stadiich (Zurovec et al., 2002).

Druhou skupinou proteini s adenosin deamindzovou aktivitou je proteinova rodina
Adgf. Od ,,pravych* ADA se lisi delSim C a N-koncem, ktery Casto obsahuje signdlni peptid
pro specifické umisténi v bunice nebo sekreci (Dolezelova et al., 2005). U ¢loveéka byl
identifikovan pouze jeden gen, ktery se jmenuje CECRI (Cat Eye Critical Region 1), jehoz
produkt ADA?2 se fadi do této skupiny proteint (Zavialov a Engstrom, 2005). Tento gen je
lokalizovan na 22. chromozomu a jeho duplikace ma za néasledek poruchu ve stavbé oka
pojmenovanou ,cat eye syndrome* (Riazi et al., 2000). U Drosophila byly tyto geny a jejich
produkty nazvany ,,adenosine deaminase-related growth factors®, Adgf (4dgf-4, -A2, -B, -C,
-D, -E) diky mitogenni aktivité, kterou vyvijeji v bunécnych kulturach. Jejich enzymaticka
aktivita je nutna pro jejich mitogenni funkci, ¢imz jsou jedine¢né mezi ristovymi faktory.
Kdyz jsou sekretovany in vivo, mohou kontrolovat riist tkani ipravou hladiny extracelularniho
Ado. V Drosophila je nejvice exprimovany Adgf-A, jez byl nalezen v lymfatickych zladzach,
ve stieve a jako jediny je hojné exprimovany ve vsech stadiich vyvoje. Druhy nejhojnéjsi je
Adgf-D, ktery je nejvice pfitomen v mozku a tukovém télese. Adgf-D je exprimovan pouze v
postembryondlnich fazich a ve vys$$i mife u dospélych samcii. Ostatni ¢lenové skupiny Adgf
jsou pfitomni pfevazné v sam¢im abdomenu a jsou ziejmé¢ spojeni s plodnosti. Proteiny

Adgf-A. -C, -D maji signalni peptid, ktery nasvédcuje tomu, ze funguji v extracelularnim
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prostoru. Navic proteiny Adgf-A a Adgf-D jsou klasifikovany jako aktivni ADA se schopnosti
hydrolytické deaminace Ado a deoxyadenosinu (Matsushita et al. 2000; Zurovec et al., 2002).

Protein Adgf-A se ukazal jako hlavni zdroj ADA aktivity v larvalnim vyvoji Drosophila.
Lidskym homologem genu Adgf-A je vySe zminovany gen CECRI a jeho produkt ADA2,
nicméné efektivita u Adgf-A katalyzovat adenosinovou deaminaci je vyssi nez u ADA2 a
velikosti efektivity se blizi spise lidské ,,pravé ADA. Nulova mutace genu Adgf-4 zpiisobuje
velké zvySeni hladiny Ado a deoxyadenosinu v hemolymf¢ larvy, které ma za nasledek
zpozdény vyvoj, rozpad tukového télesa a vznik melanotickych tumort, coz vede ke smrti
larvy prevazné ve tietim instaru (Dolezal et al., 2005).

Mutantni larvy tfetiho instaru maji zmény v mnozstvi a morfologii hemocytt, kdy pocet
hemocytii muize byt az 7% vys$i v porovnani s normalni larvou. Pokud se mutantiim podafi
dojit do stadia kukly, obvykle brzy po zakukleni umiraji. Mnoho mutantnich kukel vykazuje
nepiirozené zakrouceni v abdomindlni ¢asti. Defekt v hematopoéze se u mutantli podafilo
napravit overexpresi Adgf-A v lymfatické zldze, coz poukazuje na moznou roli
extracelularniho Ado v procesu hematopoézy. Navic nulovd mutace AdoR v mutantovi
Adgf-A umoznila ¢astecné zvratit letdlni dopady mutace v Adgf-4, kdy se zvysilo mnozstvi jak
uspesné zakuklenych, tak i dospélych jedinct (Dolezal et al., 2005).

Geny Adgf-C a Adgf-D se nachazeji v Drosophila na chromosomu 3R. Jejich exon-
intronova struktura a také jejich spolecné uspofadani v genomu silné naznacuji, Ze tyto dva
geny pochazi ze stejného predka. Napovidaji tomu i jejich velmi podobné, az prekryvajici se
funkce. Exprese Adgf-C byla nalezena v tukovém télese hlavy a v saméich gonadach.
Adgf-D je predevsim exprimovan v tukovém télese hlavy, thoraxu a abdomenu a také v
germariu sam¢ich gonad (Dolezal et al., 2003). Mutace v obou genech maji podobny fenotyp
a funkce genli se v nékterych aspektech piekryvaji, navic se ukazalo, ze pokud se vytvori
nulova mutace na obou téchto genech v jedné mouse, zvysi se penetrance téchto mutaci. Z
tohoto diivodu se pomoci metody vyuzivajici proces homologni rekombinace vytvoftil dvojity
mutant Adgf-C+D (Dolezal et al., 2003). Fenotyp takového mutanta se projevuje v pozd¢jSich
vyvojovych stadiich. Mutanti Adgf-C+D maji celkové zpozdény vyvoj a zhorSené ovladani
pohybu. Jak se ukazalo pfi praci s touto linii v nasi laboratofi, relativné velké mnozstvi jedinct
umira zaklesnuté v potravé. Z pozorovani téchto linii v nasi laboratofi vyplynulo, ze 15-20%
jedinci neni schopno opustit schranku kukly a umiraji dolni ptilkou téla zaseknuti v kukle. Pro
ovéteni, zda maji tito mutanti zhorSené ovladani pohybu, byl uskute¢nén experiment, kdy se
oddélené umistili mutantni a kontrolni samci (bez anestezie) do plastické, prihledné krabicky

(15 x 10 cm). Na dné krabicky byla nakreslena miizka s 1x1 cm bunikami a po jedné minuté
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na zotaveni pro oba jedince se nasledujici minutu pocitalo, kolika bufikami prosli. Z dat jasné
plynulo, Ze mutantni moucha ma 4x niz8i lokomo¢ni aktivitu nez kontrolni jedinec (Gazi,
2004). Dalsi fenotypovou vlastnosti u Adgf-C+D mutantli je u nékterych samic obracena
anteriorni a posteriorni polarita u vajecnikti. To se ukazalo u 3% samic ze 100 zkoumanych
(Gazi, 2004). U nékterych samct byl rovnéz pozorovan defekt v rotaci genitalii, kterd probiha
b&hem metamorfozy otacenim o 360°, avSak u 6% zkoumanych samcti toto otaceni neprobé&hlo
kompletné a genitdlie zistaly nedotoCené. Zajimavé je, ze tento defekt se objevuje pouze u
dvojitych mutanti Adgf-C+D. U mutantii pouze v Adgf-C, nebo Adgf-D se nevyskytuje.
Castym jevem jsou také zdvojené, v nékterych piipadech i ztrojené §tétiny, na thorakalni
kutikule mutantti. Tento fenotyp ma az 60% samic a okolo 20% samct (Gazi, 2004). Celkove
vzato ma tato dvojita mutace semiletalni efekt a relativné velka cast jedincti je schopna i pies
zpozdény vyvoj dosdhnout dospélosti.

Vyse popsané fenotypy Adgf-A a Adgf -C+D mutaci vykazuji zna¢ny pleiotropni efekt,
coz naznacuje roli extracelularntho Ado a deoxyadenosinu v mnoha vyvojovych i
fyziologickych procesech, ale také v rliznych signdlnich drahach u Drosophila melanogaster.
Jednou z takovych drah mtZze byt Salvador/Warts/Hippo signalni draha, jez je klicova pro

regulaci riistu a regeneracnich mechanismti u Drosophila melanogaster.

1.2 Signalni draha Salvador/Warts/Hippo

Jednou z velmi dilezitych signalnich drah, které ovliviiuji homeostazu, vyvoj a rast
tkani v riznych organismech je draha Salvador/Warts/Hippo (SWH). Ovliviiuje bunéény rust,
proliferaci a vyskyt apoptdzy- aspekty, jez do velké miry definuji vysledny pocet a velikost
bunék a tim i1 vyvoj a rlst orgéni, které tyto bunééné procesy reguluji. Tato konzervovana
signalni dréha plni svou regulacni funkci v bezobratlych i u savct, kde se ukazalo, Ze zména
v aktivité této drahy mutze vést k dramatické zméné¢ ve velikosti urcitych organti, nejvice
znateln€ to bylo pozorovano u jater (Grusche et al. 2010, Pan, 2010; Halder a Johnson 2011).
Signalni draha SWH, kromé jeji funkce regulace rtstu, se také podili na takovych procesech,
jako je urceni bunééného osudu, mitéza a také pluripotence (Harvey a Hariharan, 2012).
S pokracujicim vyzkumem se ukazuje dalezitost drahy SWH také v procesu tumorogeneze,
kdy se ukazalo, ze mnoho jejich ¢lend hraje Casto dulezitou roli u riznych typt rakoviny
(Harvey a Tapon 2007; Zeng a Hong, 2008; Harvey a Hariharan, 2012). U Drosophila, kde
byla signdlni draha SWH nejvice studovana a méa vysadni postaveni mezi drahami regulujici

rast bunék a tkani, se pfi poruse této drahy u imaginalnich diskd, coz jsou larvalni prekursory
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pro dospélé organy, objevuje nekontrolovatelné preriistani jejich tkdn¢ a celkové zvétSeni
téchto diskti. To se déje kvilli nadmérné proliferaci bunék, zvysené rychlosti rastu bunck a
také kviili defektlim v procesu apoptozy, tedy procestim, které za normalnich podminek draha

SWH kontroluje (Harihan Bilder, 2006).
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Obrazek 1: Draha Salvador/Warts/Hippo (Harvey et al., 2013)

Pomyslny stted SWH drahy tvofi kazeta Ctyi' cytoplazmatickych tumor-supresorovych gent.
Tento komplex tvoii dvé serin/threoninové kinazy- Warts (Wts) a Hippo (Hpo) a dva
adaptorové proteiny- Salvador (Sav) a Mob as tumour suppressor (Mats) (Harvey a Tapon
2007). Mutace u genii kodujicich tyto proteiny vede k podobnému fenotypu, coz je
nekontrolované prertstani tkani. Co se tyce fungovani centra SWH signalni drahy jsou kinazy
Wts a Hpo regulovany fosforylaci a spojenim s proteiny Sav a Mats. U savéiho homologu
kindzy Hpo (Mstl a Mst2) bylo ukézdno, Ze muize byt aktivovana intermolekuldrni
autofosforylaci (Glantching et al., 2002; Lee, Yonehara, 2002). Aktivovana kinaza Hpo poté
fosforyluje Wts, Sav a Mats (Wei et al., 2007). Fosforylace kindzy Wts dalsi kinazou Hpo je
zprostfedkovana pomoci Sav, ktery ma schopnost vazat se jak k Wis, tak 1 k Hpo, ¢imZ plni
funkci adaptorového proteinu (Wu et al., 2003). K aktivaci Wts je také nutna kindza Mats, jez
pusobi jako kofaktor (Lai et al., 2005) a fosforylace Mats kindzou Hpo napomaha vazb¢ mezi
Mats a Wts. Mimo jiné bylo ukazano, Ze aktivace Wis je také spojena s intermolekularni
autofosoforilaci (Wei et al., 2007). Jakmile je Wts aktivovan, fosforyluje, tedy inhibuje,
transkripéni koaktivator Yorkie (Yki), coz je hlavni substrat pro Wts, ktery diky jeho inhibici



reguluje transkripci a bunécny riust (Huang et al., 2005). Yki neméa sdm o osobé schopnost
vazby na DNA, ale pokud se nachazi v aktivnim stavu, vdze se k transkripnimu faktoru
Scalloped (Sd) a tento vznikly komplex se z cytoplasmy translokuje do jadra. To umoziuje
expresi genll podporujicich organovy rist jako napiiklad Cyclin E (CycE), ktery ovliviiuje
rychlost bunééného cyklu, nebo Drosophila inhibitor of apoptosis protein-1 (Diap 1), ktery
snizuje vyskyt apoptozy (Huang et al., 2005). Wts fosforylaci Yki tomuto procesu predchézi,
a tim brani akumulaci Yki v jadfe bunék.

Co se tyce regulace centrdlni kindzové kazety, posledni publikace ukazuji, Ze se na ni
zna¢nou mirou podili tzv. vySe postavené regulatorové proteiny. VéEtsina téchto proteinit mize
byt rozdélena do tii hlavnich skupin. Prvni skupinou je komplex Kibra-Expanded-Merlin.
Viibec prvni objevené ,,vySe postavené regulatory byly proteiny Expanded (Ex) a Merlin
(Mer). Tyto dva proteiny spolu s dalSim proteinem Kibra aktivuji vySe zminénou kazetu kinaz,
avSak neni zatim zndm piesny mechanismus této aktivace (Harvey a Hariharan, 2012). Také
se predpoklada, ze Ex tlumi aktivitu Yki ptimou fyzikalni interakci.

Druhou skupinou jsou proteiny, které svou signalizaci zprostfedkovavaji pomoci
atypickych kadherin. Do této skupiny se fadi proteinova vétev Fat/Dachsous. Atypicky
kadherin Fat (Ft) ma vliv na regulaci ristu tkdni pomoci Hippo signalizace, ke které je mimo
jiné zapotiebi vazby transmembranového ligandu Dachsous (Ds) a nasledné redukce aktivity
Wis (Grusche et al., 2010). MomentaIné se predpokladaji dva mozné mechanismy, jak F# mize
regulovat aktivitu SWH signalni drahy. Prvnim z nich je hypotéza, Ze F* ovliviluje proteinovou
stabilitu Wts. Tomu napovida zjiSténi, Ze mnozstvi Wts je znacné¢ snizené v mutantni tkéni pro
Ft (Cho et al., 2006). Druhou alternativou je, Ze Ft reguluje mnozstvi a buné¢nou lokalizaci
Ex, coz naznaCuji vysledky, jez ukazuji, Ze mnozstvi proteinu Ex je redukovano a
pfemist'ovano do subapikalnich prostorti bunék deficientnich pro Ft (Bennet a Harvey, 2006;
shrnuto v Grusche et al, 2010). Ft mize byt fosforylovany dvojim zptisobem. Prvni zpisob je
fosforylace jeho extraceluldrni domény kindzou Four-jointed (Fj) (Ishikawa et al., 2008).
Druhy zptisob je fosforylace jeho intracelularni domény kaseinovou kinadzou disc overgrown
(Dco), coz bylo ukdzano pii overexpresi genu Dco (Feng a Irvine, 2009). Mimo jeho
aktivacniho u¢inku na SWH drahu ma Dco také dilezitou roli béhem vyvoje Drosophila
potlacovanim vyskytu apoptdzy pii vyvoji imaginalnich diskti, coZ znacnou mérou napomaha
témto organovym prekurzorim k vyvoji v dospélé organy (Edgar, 1999).

Tteti skupinou reguldtorii jsou proteiny, které maji svou funkci ve spojich mezi
ptilehlymi buitkami v tkéni. V epitelidlnich bunikach Drosophila melanogaster je mnoho

proteind z drahy SWH, kter¢ se alesponl ¢asteéné nachdzeji v riiznych mezibunécnych spojich.
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Priklady takovych regulatort jsou apikobazalni proteiny urcujici polaritu bunék jako Disc
large (Dlg), Lethal giant larvae (Lgl), Scribble (Scrib), Crumbs (Crb) a atypical protein kinese
C (aPKC) (Harvey a Hariharan, 2012). Nedavno bylo ukazéano, ze proteiny Lgl, Crb a aPKC
ovliviiuji bunéénou proliferaci a pfezivani Gpravou aktivity drahy SWH v epitelidlni tkani
o¢nich a kiidelnich imagindlnich diskd. Toto ovlivnéni navic probéhlo bez vétSich zmén
v polarité¢ bunck, coz naznacuje, Ze tyto proteiny reguluji bunéény rist pfimou interakci
s drahou SWH (Grzeschik et al, 2010). U dalSich zminénych proteinti Lg/, Scrib a DIg bylo
ukdzano, ze reguluji proliferaci bun¢k vajecnikovych folikuli pfes kinazu Wis. Nicméné
v tomto piipadé byla bunééna polarita ztracena (Zhao et al, 2008). Ve spojich savcich
epitelidlnich tkani se nachazeji jest¢ dalsi proteiny jako naptiiklad Angiomotin a a-katenin
(Zhao et al, 2011).

Ackoliv se v poslednich letech dosahlo znacnych pokrokii, mechanismus piisobeni a
regulace drahy SWH nejsou jesté ve vSech aspektech znamy a stale zbyvaji komponenty, které
cekaji na objeveni a jejichz objev by mohl napomoci k dokresleni celkového obrazu

mechanismu této komplexni signdlni drahy.

1.3 MoZna souvislost mezi signalni drahou adenosinu a SWH

V nasi laboratofi se zabyvame signalizaci Ado a ziskali jsme nékolik dalezitych mutanti
drozofily ovlivitujicich Ado signal, véetné AdoR, Adgf-A, Adgf-C, Adgf-D, Ent2. Pti sledovani
ucinku Ado signalizace na vyskyt mozaikovych klonli jsme pozorovali u mutantd AdoR
snizeny pocet hyperplastickych mozaikovych tumorti vzniklych ztratou heterozygotnosti Wis,
zatimco pocet kontrolnich mozaikovych klond ovlivnén nebyl (Sidorov et al., 2015). Tyto
vysledky naznacuji, ze by spolu mohly signalni drahy Ado a SWH interagovat. Kromé toho
podle vysledki z transkripéni analyzy na DNA Cipech jsme u mutantil v signalni draze Ado
zjistili mozné zmény v expresi n¢kterych geni signalni drahy SWH. Drahy Ado a SWH by

tak spolu mohly néjak souviset. Ma prace je zamétena na provéfeni této zajimavé moznosti.
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2 Cile prace

Ov¢tit vliv sloZeni a pfipravy potravy na fenotyp mutantti v genu pro adenosin deamindzu

Adgf-A.

Srovnat fenotypické ucinky farmakologického plisobeni 2-chloroadenosinu s fenotypem

larev nesoucich mutaci v genu Adgf-A.

Testovat vliv adenosinu na aktivaci signalni drdhy SWH- srovnat aktivaci nékolika
klicovych gent této drahy u mutantii Adgf-4 a Adgf~-C+D v rizném ristovém mediu a u

larev s aktivovanym AdoR pomoci CADO.
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3 Material a metody

3.1 Pouzité linie Drosophila melanogaster

V této préci byly celkem pouzity tii linie Drosophila melanogaster. U linii Adgf-A a Adgf -
C+D se vybirali jak jedinci heterozygotni (Adgf-A", Adgf~-C+D"), tak i homozygotni
(Adgf-A", Adgf-C+D ) v daném lokusu. S ur¢itym poctem jedinct z linii Adgf-4 i Adgf-C+D
jsem provedl kiizeni s linii White, abych se zbavil balancerového chromozomu u
heterozygotnich jedincii. Takto ziskani heterozygoti byli pouziti pro dalsi praci. V nasledujici

tabulce je souhrn vSech pouzitych linii Drosophila melanogaster v této praci.

Tabulka I: Pouzité linie

Linie Zapis v textu Genotyp
Adgf-A" w; Adef-A/TM3, Ser GFP
Adgf-A g gt
AdgfA w; Adgf-A/Adgf-A, Ser GFP
Adgf-C+D" w; Adef-C+D/TM3, Ser GFP
Adgf-C+D gt &
Adgf-C+D’ w; Adgf-C+D/Adgf-C+D, Ser GFP
White W w 1118

3.2 Chov linii a vybér jedincii pro dalSi experimenty

Pro bézny chov Drosophila melanogaster se pouzivaji sklenéné vialky s vatovou zatkou. Na
dné sklenénych vialek je krmné médium (slozeni a pfiprava viz kapitola 3.5), ve kterém bylo
potfeba najit larvy prvniho instaru vySe zminénych linii. Rozhodl jsem se pouzit odlisny
zpusob a misto malych, sklenénych vialek, jsem pouzil vét§i nddobu, ktera se u nés v laboratofti
skladaji z plastové, prisvitné trubky o vysce cca 15 cm a priiméru cca 6 cm. Jako dno slouzi
Petriho miska s ,,dzusovym médiem™ (slozeni a ptiprava viz kapitola 3.5), slouzi jako substrat
pro kladeni vajicek. Jako viko slouZzi jakékoliv prodySna tkanina. Celkové bylo pouzito pét
takovych nadob. Jednd naddoba pro zpétné kiizeni Adgf-A s Wa Adgf-C+D s W, dale taktéz po
jedné nadobé pro Adgf-A, Adgf~-C+D a White, pricemz se pouze vymenovaly Petriho misky
s médiem. Do téchto nadob byly pfemistény stovky jedincti danych linii. Z diivodu, zZe v takto
pocetné skupin€ maji samice v Utrobach rizné stara vajicka, jsem nejdiive nechal samice

celkové tfi hodiny klast na Petriho misky s médiem, které se kazdou uplynulou hodinu
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vyméiovaly za nové a pro dal$i praci se nepouzivaly. Toto jsem neprovadél u kiiZeni
heterozygotl s White, kde je nutno pouzit sami¢i panny. Po tomto procesu jsem jiz umistil
Petriho misky, které jsem ve tfech intervalech po dvou hodindch vyméinoval za nové. Po
patnacti az dvaceti hodinach se objevily larvy prvniho instaru, jez jsem nasledné sbiral. U linii
Adgf-A a Adgf~-C+D, jak jiz bylo feCeno vyse, jsem vybiral heterozygotni (4dgf-A", Adgf-
C+D") i homozygotni mutanty (4dgf-A", Adgf~-C+D). Heterozygotni larvy bez balanceru jsem
sbiral na miskach po ktizeni s linii White. Jelikoz obé¢ linie, maji ve svém genomu vloZen gen
pro zeleny fluorescencni protein (GFP), ktery pfi své expresi vyvolava pod UV svétlem
zelenou fluorescenci, byla tato fluorescence vyuzita jako rozliSovaci znak. Po nasbirani vSech
potiebnych larev, byly tyto larvy pfeneseny do novych sklenénych vialek se tfemi riznymi
médii (viz kapitola 3.5). Paty a Sesty den obvykle zaCinaji larvy tfetiho instaru vylézat
z krmného média a chystaji se ptejit do stadia kukly. V tomto stadiu ,,putovani se larvy tfetiho
instaru sbiraly. Na jeden vzorek pro izolaci RNA bylo tfeba nasbirat patnact larev, ale kvtli
pozdéjsimu statistickému vyhodnoceni jsem provadél ¢tyfi opakovani jednoho vzorku, coz ve

vysledku znamena Sedesat larev pro jeden vzorek.

3.3 RNA extrakce a reverzni transkripce

Jakmile byly vSechny larvy sesbirdny, zmrazil jsem je ponofenim do tekutého dusiku a
nasledné provedl extrakci RNA podle protokolu ,RiboZol RNA Extraction Reagent®
(Amresco). Po izolaci byla RNA pfeciSténa dle protokolu ,Nucleospin RNA II kit
(Macherey- Nagel), v poslednim kroku ptecistovani jsem RNA rozpustil v 80 ul DEPC vody.
Po precisténi jsem zméftil spektrofotometricky kvalitu a koncentraci RNA pomoci ,,NanoDrop
2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). Pro reverzni transkripci jsem pouzil 1 pg RNA
kazdého vzorku a postupoval podle protokolu ,,PrimeScript 1st strand cDNA synthesis kit
(TaKaRa). Vyslednd cDNA byla pouzita jako templat v Real Time PCR reakci.

3.4 qRT PCR a méreni genové exprese

Jako rychld, ptesnd a dostatecné citliva metoda pro kvantifikaci genové exprese byla zvolena
metoda qRT PCR. Vzorky cDNA, které byly ziskany vyse popsanym postupem, jsem 20%
nafedil a pouzil jako templat pro qRT PCR. Toto fedéni bylo zvoleno na zékladé vysledki

analyzy Gc¢innosti specifickych primert (viz ptiloha II). Pro analyzu G¢innosti primerii jsem

13



zvolil sérii nasledovnych 4 fedéni cDNA: 20x%, 40x, 80x a 160x. Jak jiz bylo napsano vyse,
jako nejvétsi a nejvyrovnanéjsi se ukazaly hodnoty z 20x fedéné cDNA. Specifické primery
byly navrZzeny pomoci programu PrimerSelect (DNASTAR). Jejich sekvence lze vidét
v ptiloze 1. Ve vSech reakcich byla pouzita smés pro qRT PCR ,, 5x HOT FIREPol EvaGreen
qPCR Mix Plus* (Solis BioDyne). Jedna reakce qRT PCR obsahovala 5 pl fedéné cDNA, 1 pl
kazdého z paru primert, které byly nafedény jako 100 nM roztoky, 4 ul ,,qPCR mix* a 9 ul
DEPC vody, aby byl vysledny objem 20 pl. Kazda reakce byla provedena ve tiech
opakovanich. Amplifikace probihala v pfistroji ,,Illumina Eco Real-Time PCR System* a
vysledky byly vyhodnocovéany v programu ,,Illumina EcoStudy*.

Pribeh samotnych reakei se vzdy skladal z pocatecniho plsobeni 95°C po dobu 15
minut, jelikoz polymeréaza ve vySe zminéném mixu vyzaduje tzv. hot start. Poté nasledovalo
40 cykld, kdy se jeden cyklus skladal ze sttidani teplot 95°C, pisobicich 15 sekund, 63°C pro
nasedani primerd, ktera pisobila po 20 sekund a 72°C za celem elongace syntetizovaného
vldkna. Referencnim genem byl vybran Efia48D, jehoz hladina transkripce slouZzila jako
standard k ostatnim zkoumanym geniim. Diky tomu, Ze Uc¢innost specifickych primert se
nelisila od U¢innosti primerd referencniho genu o vice nez 5% a také, ze vSechny hodnoty byly
blizko 100%, jsem zvolil metodu srovnavani Ct hodnot nékdy také oznacovanou jako 2 22t
Tato metoda mi umoznila rychle a efektivné stanovit relativni genovou exprese zkoumanych

gendl.

3.5 Média

Vybrané larvy prvniho instaru (viz kapitola 3.2) jsem vkladal do celkové ctyt rGznych
krmnych médii. Prvni pouZzit¢é médium bylo ptipraveno obvyklym zplsobem o standardnim
sloZeni (viz Ptiloha III). Toto médium je bézné uzivano v nasi laboratofi. Jeho piiprava se
sklada z dvouhodinového varu na 90°C, kdy se v prvni hodiné€ ptida voda a kukufi¢nd mouka
a v druhé hodin€ zbyvajici ingredience. Po zchlazeni média na 50°C se pridava
Methylparaben. Ackoliv se druhé médium lisi pouze dobou a zplisobem varu, dopad na
pfezivani homozygotnich mutantl je zna¢ny (viz kapitola 4.1). Na rozdil od prvniho ptipadu
je toto médium vateno v autoklavu ve 120°C po dobu 20 minut. Slozeni média je totozné.
Zbyvajici dvé média byla zhotovena z komeré¢né dodavaného instantniho média ,,Formula 4-
24 (Carolina Biological Supply Company). Instantni média se od sebe liSila tekutou slozkou,
ktera byla pro jejich pfipravu pouzita. Prvni druh instantniho média se vytvofil smichanim

1,72 g instantni smési s 6 ml ddH>O (mnoZzstvi pro jednu vialku), coZ je namichané standardni
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instantni médium podle ndvodu od vyrobce. V druhém médiu byl misto ddH»O pouzit roztok
2-chloroadenosinu (CADO) o koncentraci 500 pug/ml. CADO je agonista adenosinového
receptoru a ma delsi polocas rozpadu v téle Drosophila, nez pravy adenosin. Také jeho
zvySené mnozstvi dokdze napodobit fenotyp overexprese adenosinového receptoru
v Drosophila. A bylo ukazano, ze CADO ovlivituje hlavné adenosinové receptory (Kucerova
et al, 2012). Do média s CADO byly vlozeny pouze larvy W, aby se u nich simulovala zvysena
hladina adenosinu, jako je tomu u mutantant Adgf-4 a Adgf-C+D. Instantni médium s ddH>O
slouzilo jako kontrola. Pro testovani vlivu média na pfezivani vybranych linii jsem ménil
poméry cukru a kvasnic v bézném médiu (viz kapitola 4.1). Dal§i médium, které slouzilo
pouze pro nakladeni vaji¢ek a snadn¢jSi vybér larev prvniho instaru, bylo tzv. dzusové
médium. Jak je naznaCeno vySe, nemélo funkci krmného média, ale plnilo pouze funkci
substratu, na ktery samice kladly vaji¢ka. Piiprava tohoto média spociva ve smichani v§ech
ingredienci (viz Ptiloha III) a nasledném vateni a obéasném promichévani této smési. Po cca
5 minutdch vafeni se médium schladi pod tekouci studenou vodou, piida se 10%

methylparaben a médium je hotové.

3.6 Statistické vyhodnoceni
Pro urceni statisticky vyznamnych rozdili mezi ziskanymi daty byl pouzit dvojvybérovy,

neparovy t-test s p=0,05.
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Naésledujici paséz o rozsahu stran 16-40 obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena pouze
v archivovaném originale bakalarské prace uloZeném na Piirodovédecké fakulté JU.
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