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1. Uvod

1.1 Adenosin a jeho metabolismus

Adenosin je nukleosid sklddajici se zribosy a adeninu spojenych B—Ng-glykosidickou
vazbou. Vyskytuje se v nukleovych kyselindch a je prekurzorem ATP. Je soucasti energetickych
pochodt buriky, ale zaroven je to v podobé cyklického adenosin monofostatu (cAMP) i dulezita
extraceluldrni signaliza¢ni molekula. Prvni studie o fyziologickych tcincich adenosinu jsou staré
80 let, tehdy se prokdzalo, Ze adenosin ma silné uUCinky na cévni soustavu
(Drury & Scent-Gyorgyi, 1929). V dalSich studiich se ukédzalo, Ze ma mnoho dalSich
fyziologickych ucinkd, kterymi jsou udrZovani homeostize, odpovéd organismu na stres
a hypoxii (Zhang et al., 2005) , regulace spankového cyklu (Blanco — Centrurion et al., 2006),
imunitni odpovéd prii zdnétu (Sitkovsky & Ohta, 2005), bunécné d€leni a apoptdza
(Ohkubo et al., 2007). Dtlezity je také jako signalizacni molekula v nervové soustavé, kde hraje
vyznamnou roli jako neuromodulator.

Hlavnim zdrojem adenosinu v extracelularnim prostoru je defosforylace ATP postupné
na ADP a AMP. AMP je pak defosforylovian na adenosin enzymem 5°- nukleosiddzou
(Latini & Pedata, 2001). Dal$im zdrojem adenosinu v extraceluldrnim prostoru jsou napiiklad
nukleotidy z bunék zaniklych apoptézou (Hershfield et al., 1985). Hladinu adenosinu udrzuji
enzymy adenosin deamindza (ADA) a adenosin kindza (AK). AK fosforyluje adenosin na AMP,
ADA katalyzuje deaminaci adenosinu a 2’-deoxyadenosinu na inosin a deoxyadenosin.
Deaminace je nevratna (Hersfield & Mitchell, 2001). Michaelisova konstanta (K;,) adenosinové
kindzy je o tdd az o dva fady niz8$i nez K,, adenosin deamindzy, takze za fyziologickych

podminek se adenosin pfeménuje na AMP, nikoli na inozin.

Adenosin pusobi na bunéné pochody pies adenosinovy receptor (AdoR), ktery patii
do rodiny receptorti spiazenych s G proteiny. U savci byly nalezeny 4 typy receptoru Al, A2A,
A2B a A3, které se napojuji na rozdilné signalni drahy a maji tkanoveé odliSnou expresi. Al a A3
inhibuji adenylat cykldzu, A2A a A2B ji naopak stimuluji. Tim ovliviiuji mnoZstvi cAMP
v buiice (van Calker et al., 1979; Londos et al., 1980).



Jednotlivé typy déle hraji roli v aktivaci K* a Ca™ kandld (Haské & Cronstein, 2004)
a ovliviluji aktivitu fosfolipazy C (Hershfield, 2005). Uginky jednotlivych typi receptord se Gasto
prekryvaji, a proto je t€zké vyvodit zavéry o jejich presné funkci. Proto se hledaji jednodussi
modely ke zkoumdni adenosinovych drah. U drozofily byl nalezen jen jeden homolog
adenosinového receptoru kédovany genem CG9753 (Dolezelovd, 2004). Ukézalo se,
7e adenosinem stimulované buiiky c¢inského kiecka (CHO, Chinese hamster ovary cells)
exprimujici drozofili AdoR vykazuji zvySeni intracelularntho cAMP a vépniku korelované
s mnozstvim pfiddvaného adenosinu. Burky s receptorem poSkozenym mutaci nevykazovali

nartist cCAMP ani vapniku (DoleZelova et al., 2007).

Do bunék se extracelularni adenosin muZe dostdvat dvéma cestami. Prvnim typem
je aktivni transport adenosinu do buiiky spfazeny s Na* kotransportem, ktery je zprostiedkovan
koncentra¢nimi transportéry (CNT), a adenosin je vnasen do buiiky vyménou za ionty sodiku
(Thorn & Jarvis, 1996). Druhym typem jsou ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry (ENT), které
vyrovnavaji koncentrace extra- a intraceluldrniho adenosinu (Belt, 1983; Sankar et al., 2002).
Transportéry byly zkoumdny u savci, nejvice pak u ¢lovéka. Byly identifikovany Ctyfi typy
transportéri (ENT1, ENT2, ENT3 a ENT4). Transportéry jsou Siroce rozsifené v riznych typech
bunék, ale tkanove se lisi Cetnost molekul jednotlivych typa transportértii. Napiiklad ENT2 ma
nejvetsi expresi v kosternim svalstvu (Griffiths et al., 1997). U bezobratlych byly ekvilibra¢ni
transportéry popsany u had’'atka (Appleford et al., 2004) a drozofily. Srovndvacimi studiemi byly
nalezeny 3 typy drozofilich transportéri DmENT1, DmENT2 a DmENT3 (Sankar et al., 2002).
Strukturné jsou DmENT proteiny podobné savéim, ale svoji sekvenci se pomérné lisi. MnoZstvi
exprese jednotlivych transportérii z bunék imagindlnich diskG Drosophila melanogaster byla
urcena podle pomoci Real-time RT PCR a expresnich DNA ¢ipd. PfenaSecem s nejvySsi expresi
u drozofily je DmENT2 kédovany genem CG11045 (Zurovec, nepublikované vysledky).
Pii pokusech na tkdnovych kulturidch bunék CI8+ se potlacenim exprese DmENT?2 podafilo
zachrénit bunky pfed apoptézou, kterou vyvoldvd vysokd koncentrace adenosinu

(Steinbauerova, 2005).



U savcu je celkovy obraz mechanismu signalni drahy adenosinu nepfehledny a vysoce
komplikovany. U drozofily je situace podstatné prehlednéjsi diky existenci jen jednoho typu
adenosinového receptoru a tfi typl ekvilibracnich transportérti. To umoziuje studovat Gcinky
adenosinu na relativné jednoduchém systému (DoleZelovd, 2004). Stimulace adenosinem zvySuje
koncentraci intracelularniho cAMP a vdpniku (Dolezelova et al., 2007). Déle bylo zjiSténo,
Ze u téchto bunék pasobi adenosin predevsim pfes transportér DmENT2 a méné interaguje
s AdoR (Sandovd, 2008). Oviem ani tento jednoduchy model neni zcela bezproblémovy.
Pfi pokusech s tkdfovymi kulturami bunék imagindlnich ter¢kd CI8+ se pomoci
RNA interference (RNAi) DmENT2 podafilo zachrdnit buniky pred apoptézou
(Steinbauerova, 2005). Pokud jsou buiiky s potlacenou expresi DmENT2 schopné preZzit 1épe nez
kontrolni linie, pak by i jejich mitochondrie mély byt vitdlnéjsi. To se ovSem nepotvrdilo, naopak
aktivita jejich dehydrogenaz byla asi o jednu tfetinu niz§i. Problémem miZe byt to,
Ze vytvoreni stabilnich bunécnych linii trvd priblizné tfi tydny a buiiky tedy za tu dobu mohly
kompenzovat ztritu DmENT2 zvySenim exprese DmENT1 a DmENT3. Svou roli mél
pii pokusech také AdoR, ale ani ta nebyla zcela ziejma (Tichy, 2007). ReSenim bylo udé&lat rtizné
kombinace RNAi konstruktii vSech transportérti, aby se kompenzacim zabranilo, nebo zavést

metodu, kterd by kompenzacim dokézala ptredejit.

1.2 Ektopicka a inducibilni exprese

Pro studium funkce genl se Casto vyuziva toho, Ze gen lze v organismu umlcet. Poté
se sleduje, co se s organismem nebo buiikou stane, a nédsledné 1ze odvodit funkci zkoumaného
genu. Dals§i moZnosti je naopak gen aktivovat na neobvyklém mist€¢ v organismu,
tzv. ektopickd exprese. Ze zmén organismu pak lze opét usuzovat na funkci genu. Ektopické
exprese se vyuziva jak na drovni celych organismi, tak i pfi studiu na tkanovych kulturach.

U drozofily byl vyvinut bindrni systém umoziujici ektopickou expresi na drovni celého
organismu (Brand & Perrimon, 1993). Pouzivd se UAS-GAL4 systém, ktery je plvodni
u kvasinek a obsahuje transkripéni faktor GAL4 a ten se vaZe na sekvenci UAS. Zkoumany gen

se zaklonuje za UAS sekvenci.



Transkribuje se pouze v piipadé, Ze je v organismu pifitomen i konstrukt nesouci transkripéni
faktor pod néjakym tkdnové specifickym promotorem - tzv. ,GAL4 driver”. Vznikajici
transkripéni faktor se pak specificky vdze na UAS sekvenci a zkoumany gen se exprimuje
v prislu$né tkéni.

Tento systém muze byt jesté¢ vylepSeny tak, Ze se aktivuje inducibilné, tedy pouze
po pridani specifické litky — RU 486 (mifepristone). Gen GAL4 je totiZz flizovan s doménou
schopnou vazat urcité steroidni latky, kterd po navazani steroidu spousti jeho aktivaci. Tato
inducibilita byla vyuZita pro sledovdni zmén na larvich drozofily (Osterwalder et al., 2001;
Nicholson et al., 2008). Metoda umoziiuje pozorovat zmeény v prostorovém i Casovém méfitku.
umozioval inducibilni expresi cilového genu a negativné neovliviioval buriky. Proto se stile
pouziva overexprese s kontinudlni expresi proteinu. V roce 2005 (Dai et al.) byl publikovan
inducibilni systém na bazi ekdysonového receptoru pro hmyzi tkariové kultury. Ten by mohl
poskytovat lepsi vysledky nez kontinudlni exprese, pii které muze dojit k riznym bunéénym

kompenzacim (Tichy, 2007). Dany systém vSak neni komer¢né dostupny.

1.3 Inducibilni systémy

Cilena regulace exprese je dulezitym ndstrojem pro studium funkce proteind. Dfive byla
Casto vyuzivana konstitutivni overexprese proteind, kterd vSak davala Casto nepiesné, a nékdy
i zcela Spatné vysledky. Ke zkresleni dojde napiiklad tehdy, kdyZ specifickd biologickd funkce
exprimovaného proteinu ovliviiuje Zivotaschopnost bunék (organismu) a pii dlouhodobé expresi
vede k selekci rezistentnich bunék (jedinch). Jinou mozZnosti je adaptace experimentdlniho
systému na puisobeni daného proteinu.

Dnes se ¢im ddl vice zacinaji vyuzivat systémy, které umoziiuji inducibilni expresi
proteind. Systémi, které ji umoziuji, je uz vice druht. Mezi prvnimi byl systém, kdy byla
kédujici oblast zkoumaného genu umisténa pod metallothioneinovy promotor. Regula¢ni latkou
byl zinek (Searle et al., 1985). Problémem tohoto systému je, Ze zména koncentrace zinku muize
vyznamné meénit bunécnou fyziologii (Hashemi et al., 2007). Nasledoval systém zaloZeny
na teplotni regulaci produkce proteinu, kdy je gen zdjmu pod drozofilim heat shock promotorem.

P1i zvyseni teploty se pak zvySuje exprese daného proteinu (Wurm et al., 1986).



V roce 1992 byl publikovan systém k regulaci exprese, ktery je zdvisly na pfitomnosti nebo
nepiitomnosti tetracyklinu (Gossen & Bujard, 1992). Nepfitomnost antibiotika spousti transkripci
zkoumaného genu, po priddni antibiotika se gen prestdvd transkribovat. Pfi zkoumdni
progesteronového receptoru byl vyvinut inducibilni systém, ktery je regulovdn antagonistou
progesteronu — mifepristonem (RU486). Jeho vyhodou je, Ze i nizké davky RU 486, které nejsou
pro buriky toxické, vyvolavaji indukéni efekt (Tsai et al., 1998).

1.3.1 Inducibilni systém zalozenv na ekdysonovém receptoru

Ekdyson je steroidni hormon, ktery u hmyzu reguluje dulezité vyvojové faze jako
embryogenezi, svlékani a metamorfézu. V bunice je jeho <cinnost ovldddna jadernym
ekdysonovym ligand—dependentnim receptorem (ER). Receptor ma 5 domén: A/B, C, D, E, F.
ER vytvaii heterodimer s jadernym receptorem ultraspiracle (USP). ER/USP hetorodimer se poté
specificky vaze na ekdysonové response elementy pfitomné v promotoru genti odpovidajicich
na ekdysonovou signalizaci. ER nemd Zddny homolog u obratlovci. Toho se vyuZilo k vytvoieni
inducibilniho systému ovlddanému steroidnimi analogy ekdysonu (Christopherson et al., 1992).

USP byl posléze nahrazen svym savéim homologem receptorem retinoidu X z mySi doméci

(MmRXR) a byl zfizovan s VP16 doménou herpes simplex viru.

Ke zvyseni specifity ligandu byly testovany rtizné useky ER z Choristoneura fumiferana
(CfER) a rizné typy ligandii. Nejvyssi indukci méla kombinace DEF domén ER a nesteroidnich
analogli ekdysonu. Takto vylepSeny systém mél mnohem mensi background a pfi nizsi
koncentraci ligandu byla produkce proteinu vys§i neZ pii pouziti steroidnich analogl
(Palli et al., 2003). Systém byl optimalizovdn pro hmyzi tkanové kultury. VP16 doména byla
nahrazena AAD doménou baculoviru. Takto upraveny systém mél vyssi indukci nez s ptivodni
VP16 doménou (Dai et al., 2005). Ekdysonovy systém byl také upraven pro vyuZiti v genetice
rostlin (Tavva et al., 2007). Byl i pokus upravit systém tak, aby bylo moZno indukovat vice genti
najednou. Byly vytvofeny dva mutanty ER, kaZzdy reagujici na jiny typ ligandu. To by
umoziiovalo zkoumat geny nejdiive kazdy samostatné a posléze jejich interakci

( Kumar et al., 2004).



Ekdysonovy inducibilni systém je komer¢né dostupny pod ndzvem RheoSwitch
(New England Biolabs) nebo GenoStat (Millipore) a je optimalizovdn pro pouZiti v sav¢ich
tkanovych kulturdch. V tomto systému je pouZity ER z Choristoneura fumiferana, zfizovany
s kvasinkovou GAL4 vazebnou doménou. Druhd cast heterodimeru je savéi RXR s virovou
VP16 doménou. Obé tyto casti jsou pod silnym konstitutivnim lidskym ubiquitinovym
promotorem (schéma — viz Pfiloha I). PouZivany ligand je diacylhydrazin s komer¢nim ndzvem
RSL1 ligand a chemickym vzorcem [N-(2-ethyl-3-methoxybenzoyl)-N’-(3,5-dimethylbenzoyl)-
N’-tert-butylhydrazine]. Se zvySujici se koncentraci ligandu stoupd transkripce zkoumaného
genu. Koncentrace ligandu se mize pohybovat od desitek pmol po jeden umol. RheoSwitch byl
pouzit k vytvotfeni stabilnich linii s mutantnimi formami proteinu huntingtinu pii vyzkumu
Huntingtonovy choroby (Weiss et al., 2009). Podobné byly vytvofeny stabilni linie pro vyzkum
rakoviny prostaty. V tomto piipadé byl systém pouzit i diky tomu, Ze ovladajici ligand je

nesteroidni povahy (Lessard et al., 2007).

1.4 Tkanové kultury

Zajem o vytvoreni bunéénych linii, které by pfezily mimo organismus, sahd
az do 19. stoleti. Roku 1885 dokdzal Willhelm Roux udrZet naZivu embryondlni kufeci butiky
v uméle pripraveném médiu. Ve Ctyricatych letech dvacatého stoleti se pak objevily prvni pokusy
o vytvoreni stabilnich bunécnych linii z mysi, které prezivaly rizné¢ dlouhou dobu. Roku 1952
byla zaloZena prvni kontinudlni linie lidskych nddorovych bunék, tzv. HeLa buiky. Prvni
kontinudlni hmyz{ linie byly pfipraveny roku 1962 7z ovaridlni tkdné martinice
Antheraea eucalypti (Grace). Grace také vyvinul prvni médium (na bdzi hemolymfty)
pro kultivaci hmyzich bunék (Grace’s insect medium).

RozliSuji se tzv. primarni kultury, sekundarni kultury a stabilni bunécné linie. Priméarni
kultury se pripravuji rozvolnénim Cerstvé explantovanych tkani a jsou udrzovany ve vhodném
médiu. Tyto buniky Ize pouZzit pro zaloZeni kultur sekundérnich, které se v§ak nedéli neomezené.
Po urcité dobé (u fibroblasti 50-70 déleni) dojde k zastave ristu (Hayflick & Moorhead, 1961).
Po 50-60 délenich dojde ke krizi vlivem starnuti a smrti bunék. PfileZitostné v priibé¢hu kultivace
dojde k mutaci a buriky, které krizi uniknou, se pak mohou neomezené délit a daji vzniknout

stabilni bunécné linii.
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Nesmrtelné jsou i bunééné linie odvozené z nddort. Ty v§ak maji ponékud pozménéné nékteré
ristové vlastnosti — nezavislost na rlstovych faktorech, absence kontaktni inhibice, rist

ve vrstvach atd.

1.4.1 Tkanové kultury Drosophila melanogaster

Prvni tkdnové kultury z Drosophila melanogaster byly ziskdny uZz roku 1965
(Echalier et al.) a 1968 (Gvozdev & Kakpakov), jednalo se vSak o kratkodobé preZivajici
primdrni kultury. Posléze bylo koncem 60. let uvefejnéno ustanoveni prvnich stabilnich linii
z embryi (Echalier & Ohanessian, 1969). Postupné bylo ziskdno velké mnozZstvi bunécnych linii
z riznych tkdni a z rGznych vyvojovych stadii. Jako prvni byly vytvofeny embryondlni kultury,
nésledovaly je butiky imagindlnich terckt (Ui et al., 1987; Currie et al. 1988). Roku 1994
(Ui et al.) byla ziskdna linie z mozku a ventrdlnich ganglii drozofilich larev.

Razné typy drozofilich buné€k jsou péstovany v tekutém médiu, které by mélo byt
Poznatky o sloZeni hemolymfy vétSinou pochézi z larev tfetiho instaru, protoze z dospélci je
obtizné ziskat pro analyzy dostate¢né mnoZzstvi tekutin. Osmoticky tlak hemolymfy je vySsi nez
300mOs, miize se blizit az 360 mOs. Na rozdil od savct, kde jsou v télnich tekutindch vyrazné
zastoupeny ionty Na* a CI" , maji u drozofily hlavni podil na udrzovani osmotického tlaku
aminokyseliny a organické latky. Podil aminokyselin na osmotickém tlaku se uvadi mezi 30% az
40% (Zwicky, 1954; Begg & Cruickshank, 1963). Rozmezi pH se uvadi 6,6 — 7,1.

Témto hodnotdm se snaZzi priblizit rizna zakladni média, do kterych se jest¢ pridavaji
prisady jako fetdlni bovinni sérum, inzulin, antibiotika, nebo pifipadné extrakty z drozofil. Mezi
nejznaméj$i zakladni média patfi Schneiderovo médium, vytvofené pro kultivaci embryondlnich
S2 bunék. Shields and Sang je médium odvozené podle vlastnosti hemolymfy larev prvniho
instaru (Echalier, 1997). Drozofili buné¢né linie se péstuji ve 25 stupnich Celsia a nevyZaduji

CO..

Typy drozofilich buné¢nych linifi:

Embryondlni bunécné linie patii mezi nejvice vyuzivané. Mezi ve svété vibec

NP4 v s

nejrozsifendjsi patfi S2 burniky (Schneider, 1971 a 1972). Pochézeji z embryi kmenu Oregon-R

a jsou péstovany ve Schneiderové médiu.
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Mezi nejstudovanéjsi déle patii Kc linie (Echalier & Ohanessian, 1969). Linie Kc-H je zajimava
svou citlivosti k ekdysteroidim (Cherbas et al., 1980). Linie GM1, GM2 a GM3 jsou vytvoieny
z 12-15 hodin starého embrya a vSechny jsou schopné riist v médiu bez pridaného séra.

Z bunék imagindlnich terckl byly ziskdny linie ML Dm1 D1 aZz D20. Pochézeji z larev

tiettho instaru a jsou pripravené ze vSech typt imagindlnich diskii a jejich kombinaci
(Ui et al., 1987, 1988). CI8+ buiiky pochézeji z imagindlniho disku kiidla (Currie et al., 1988).
Tyto buiky jsou zvlastni mimo jiné pro svoji citlivost ekdysonu a jeho agonistim
(Cottam & Milner, 1997).

Mezi buriky odvozené z nadort patii linie Mbn-2. Jedna se o nddorové krevni buriky obi{

lymfatické Zlazy z larev tfetitho instaru z dnes jiz ztracenych linii much, a sice 2 recesivnich
letalnich mutantd D.melanogaster — ,,malign blood neoplasm‘ 1(2)mbn a 1(3)mbn (Gateff, 1980).
Stejné jako sav¢i hemapoetické linie se i tato drozofili krevni linie transfekuje velmi obtizné

(Hola, 2009).

1.5 Transfekce bunék

Cizorodou DNA lze do bunék dostat riznymi zptsoby. K tzv. transfekci se pouZivaji jak
biochemické, biologické, tak i fyzikdlni metody. PouZiti dané metody zdvisi na typu bunck.
Naptiklad hemapoetické buiiky je obtizné transfekovat biochemickymi metodami, a proto
se u nich nejcastéji voli elektroporace.

Pokud je potieba vyrazné zménit expresi zkoumaného genu v buiice po krat$i Casovy
usek, pak se pouziva transientni transfekce. DNA se po transfekci dostdva do jadra buriky, kde je
vétSinou ve volné formé, a tam se néjakou dobu transkribuje. Transfekované buiiky se vétSinou
péstuji 1 - 4 dny, po této dobé buiiky ztraceji cizorodou DNA (Sambrook & Russell, 2001).

Stabilni transfekce vyuziva kloni bunék, kterym se DNA integrovala do chromozomi
buriky. Usp&snost transfekce je asi o dva fady mensi neZ pii transientni transfekci. Pro odligen{
uspésné transfekovanych bunék od ostatnich se pouZzivaji rizné druhy selekénich genetickych
markert (nejCastéji se jednd o rezistenci na né¢jaké antibiotikum). DNA se vSak do chromozomil
integruje ndhodné, a proto mize tudiZz zplsobit rizné zmény v bunénych pochodech

(Sambrook & Russell, 2001).



1.5.1 Metody transfekce

Lipofekce: Biochemickd metoda, kterd je pouZivdna pro adherentni buné¢né linie nebo
pro transfekci primdrnich kultur. Po smichdni s DNA vytvori kladné nabité lipidy kolem DNA
membrdané podobny obal, tzv. lipozom. Po pfidani této smeési k buikdm lipidy flazuji
s membranou buiikky a DNA se dostdva do buiiky. (Felgner et al., 1987, 1994). Tato metoda ma
pro rizné buriky rizny stupen toxicity (Master, 2000).

Transfekce pomoci fosfore¢nanu vipenatého: Jednd se o biochemickou metodu, kterd byla

pouZzivana uz v sedmdesatych letech dvacatého stoleti (Graham & van der Eb, 1973). Principem
metody je tvorba nerozpustného kalcium-fosfat-DNA komplexu v pfesyceném roztoku. Toho je
dosazeno pridanim roztoku DNA a CaCl, do roztoku fosfatového pufru a ponechanim smési,
dokud se nevytvoii precipitit. DNA vstoupi do buiikky endocytézou kalcium-fosfat-DNA
komplexu. Tato metoda se pouziva hlavné pro adherentni bunéc¢né linie. Jeji vyhodou je, Ze neni
toxicka.

Elektroporace patii mezi fyzikdlni metody. Elektricky impulz vysokého napéti vytvori
v membrdné malé pory a témi se poté DNA dostivd do buiky (Neumann et al., 1982;
Zimmermann et al., 1982).

Biologickou metodou je napiiklad transdukce virem. kdy je DNA, kterou chceme dostat

do buiiky, zabalena do kapsidy viru, ktery buiiku poté nasledné infikuje.

1.6 Bioluminiscence

Pojem bioluminiscence je sloZzeninou feckého slova bios (Zivy) a latinského vyrazu lumen
(svétlo). V biologii se jednd o formu chemoluminiscence, kdy je energie z katalyzované
biochemické reakce uvoliiovdna v podobé svétla. Jednd se o formu tzv. studeného svétla, kde je
asi 90% energie uvolnéno na viditelné svétlo a jen asi 10% energie se pfeméni na teplo. Svétlo
vznikd oxidaci luciferinu molekulovym kyslikem. Reakce je katalyzovdna enzymem luciferazou
na oxyluciferin a svétlo (Hastings, 1983). Luciferin a luciferdza jsou obecné pojmy pro molekuly

substratu a jeho katalytického enzymu.



Podle chemické podstaty bylo zatim nalezeno pét druht luciferinti:

- Bakteridlni luciferin — jednd se o redukovany riboflavinfosfit, nalezen byl u symbiotickych

1 parazitickych bakterii (Nealson & Hastings, 1979).

- Luciferin svétluSek - benzothiazol. Nachazi se u druhG Photinus a Luciola . Pro pfeménu

na aktivni luciferin vyZaduje ATP, proto se Casto vyuzivd v molekularni biologii k méfeni
hladiny ATP v bunikdch (Neufeld et al., 1975; Bumgardner et al., 1995).
- Dalsi typy luciferinu byly nalezeny u lasturnatky Vargula hilgendorfii — vargulin

(Cormier et al., 1967) a u obrnének (Morse et al., 1989). Nejzndméjsi luciferin je coelenterazin,

ktery je v piirodé vyuzivan v mnoha svételnych systémech, napiiklad u la¢kovci.

Jako je n€kolik skupin luciferini, tak existuje také vice typa luciferiz podle skupiny
Zivocicht, ze které pochazeji a podle toho jakou luciferinovou reakci katalyzuji. Patif sem rizné
bakteridlni luciferdzy (Hastings & Nealson, 1977). Nejzndméj$i je luciferdza svétlusek
(Lee & McElroy, 1969) a aequorin, ktery byl izolovany z medizy Aequorea victoria
(Shimomura et al., 1962). Casto vyuZivand je luciferdza z moiského Zahavce Renilla reniformis
(Hori & Cormier, 1966) a v poslednich letech také luciferdza z klanonoZce Gaussia princeps

(Tannous et al., 2005).

Bioluminiscence ma velké vyuziti v molekuldrni biologii ke kvantitativnimu méfeni ATP.
V posledni dobé zavadi firma PROMEGA pro ucely testovani s vysokou propustnosti
(high throughput) technologii biosenzorli, kterd umoZiiuje intraceluldrni detekci klicovych
signalizacnich uddlosti. Biosenzor se sklddd ze zfuzované cAMP vazebné domény spolu
s cyklicky formovanou luciferdzou ze svétlusky. Vyhodou systému je, Ze pracuje se Zivymi
burikami, ma vysokou citlivost a zaznamendva zmény cAMP v redlném cCase.

Luciferazy funguji v moderni miskroskopii jako tzv. Bioluminescence imaging
(Sadikot & Blackwell, 2005). Neddvno se rovnéZ prosadilo pyrosekvenovani, pfi kterém
se rovnéZ vyuziva enzymu luciferdzy (Ronaghi et al., 1998). Tento typ sekvenovéni je mnohem
levnéjsi nez sekvenovdni s fluorescenénimi barvickami. Bioluminiscence se také Casto pouziva

jako vyznamny molekularni marker v podobé reportérového konstruktu.
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2. Cile prace

1. Pfiprava konstruktl RhAc a RhRec zajistujicich indukovanou expresi v tkanovych
kulturach Drosophila melanogaster.

2. Priprava vlastnich expresnich konstruktii AdoR a ENT2 pod inducibilnim promotorem.

3. Transfekce plasmidl do drozofilich S2 bunék a pfipadnd selekce stabilnich linii.

4. Testovani funk¢nosti inducibilniho systému pomoci reportérového luciferdzového

konstruktu a imunodetekce proteini AdoR a ENT?2.
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3. Material a metody

3.1 Pokusné organismy, DNA konstrukry a bunééné linie

- vektor s cDNA pro gen AdoR (v plazmidu pcDNA+)

- plazmidovy konstrukt pro ekvilibracni nukleosidovy transportér DmENT?2 ve vektoru
pAc5.1/V5-HisA (Invitrogen)

- vektor pAc5.1/V5-HisA (Invitrogen) s aktinovym 5C promotorem (Ac5) a rezistenci
na ampicilin

- pCoHygro — plazmid s rezistenci k hygromycinu

- plazmidy pNEBR - R1 s konstrukty pro RheoReceptor-R1(RhRec) a RheoActivator
(RhAc) , pNEBR XI1-Hygro (vektor), pNEBR X1-Gluc s konstruktem pro luciferazu
z klanonoZce Gaussia princeps (G-luc) (New England Biolabs)

- Escherichia coli - kmen DHS5a byl pouZit pro pfipravu kompetentnich bunék.

- adherentni bunécnd linie S2 odvozend z embryondlnich bunék Drosophila melanogaster

- protilatka proti drozofilimu proteinu AdoR (GenScript), ENT2 (GenScript) a savéimu
myc-tag (Sigma)

3.2 Média

Pro péstovani bakteridlnich kultur bylo pouZito tekuté nebo tuhé LB médium
(Luria-Broth). Médium bylo sterilizovano v autokldvu po dobu 25 minut a pfi teploté¢ 125°C.
Ampicilin (100pug/ml) byl pfiddn aZ po vychladnuti média. Pro napéstovani bakteridlni kultury
obsahujici vektor s AdoR bylo pouZito tekuté SOC médium.

Ke kultivaci S2 bunék bylo pouzito kompletni Schneiderovo médium (Sigma S 9895).
Médium bylo sterilizovano pomoci filtrti s porositou 0,22 um (Nalgene). Pro selekci stabilnich
linii bylo do média pfiddno antibiotikum Hygromycin B (Sigma H 0654) v koncentraci
300 pg/ml.

Detailni sloZeni médii je uvedeno v piiloze II.
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3.3 Priprava konstruktu zajisf ujicich indukovanou expresi v hmyzich burnkach

3.3.1 Amplifikace konstruktd RARec a RhAc

Jako zdroj konstrukti byl pouzit plasmid pNEBR — R1 (firmy New England Biolabs)
obsahujici oba konstrukty. Jako primer byla vZdy pouzita koncovd cast sekvence daného
konstruktu a k ni pfidand na 5°- konci restri¢ni mista pro pozdéjsi klonovani do hmyziho vektoru.
Pro konstrukt RhRec se k obéma konciim sekvence piidalo restrik¢ni misto Xba. Pro konstrukt
RhAc bylo k 57- konci pfipojeno restrikéni misto Kpnl a na 3°- konci Xba (seznam vSech primera
viz ptiloha III, sekvence RhRec a RhAc — viz ptiloha IV). Amplifikace byla provedena pomoci
PCR reakce na pristroji T3 Thermocycler (Biometra). Pro konstrukt RhAc byly pouZity primery
RhAcKpn a RhAcXba. Teplota annealingu byla 45°C.

PCR reakce RhRec: PCR program:

25,5 ul PCR ddH,0 denaturace:  94°C 2 min

5 ul 10x Pfu PCR pufru — MgSOy4 renaturace:  94°C 30 sec

4 ul MgSO, annealing: 59°C 30 sec

4 ul ANTP mixu (10 mM) extenze: 72°C 3 min 30 sec
5 pl primeru RhRecFXba kroky 2 — 4 opakovany 25x

Sul primeru RhRecRXba extenze: 72°C 7 min

1 pul plasmidu pNEBR —R1
0,5 ul Pfu DNA polymeraza

3.3.2 Elektroforéza a predisténi PCR produkti

Pro ovéfeni PCR reakce byly vzorky analyzovdny na 1% agar6zovém gelu. Byly
smichany 4 ul produkti PCR reakce s 1ul ,,Loading Dye*. Vzorky byly naneseny na gel spolu
se standardem molekulovych hmotnosti (GeneRuler™ 1kb Ladder, Fermentas). Elektroforéza

probéhla pod napétim 80V a vysledky byly poté odecteny na UV-transluminatoru.
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Zbyly objem PCR reakce byl nésledné precistén pomoci kitu firmy Qiagen — ,,PCR purification

kit*“. PreciSténi bylo provedeno podle doporuc¢eného ndvodu. Poté byla opét provedena kontrola

vzorkll na 1% agar6zovém gelu.

3.3.3 I. Stépeni produktd PCR reakce a vektoru restrikénimi endonukledzami

Stépeni plazmidu pAc5.1 Stépeni PCR produktti

1,0 ug plazmidu 45 ul PCR produktii (RhAc, RhRec)
10 ul 10x pufru (Takara) 8 ul 10x pufru (Takara)

1 ul BSA 1 ul BSA

3ul enzymu Xba (Takara) 2 ul enzymu Xba (Takara)
doplnéno ddH,0 na 100 pl doplnéno ddH,O na 80 ul

Reakce byly inkubovany pies noc pfi teploté 37°C.

3.3.4 Precisténi reakce fenol-chloroformem

Po 12 hodinéach byla smés pro reakci PCR produktti doplnéna vodou na 100 ul. Ke v§em
vzorkim bylo pfiddno 100 pl smési fenol/chloroform/isoamylalkohol smichané v poméru
25:24:1. Vzorky byly zvortexovany a centrifugovdny 2 minuty pii 13 000 rpm. Vodni faze byla
poté prenddna do nové mikrozkumavky a k ni bylo ptfiddno 10 ul acetdtu sodného (pH 5,2). Smés
byla opét zvortexovdna a byl pfiddn dvojndsobny objem 96% ledového etanolu. Po protfepani
byla smés nechana srdzet 20 minut v -80°C. Poté byly vzorky centrifugovany 5 minut
na maximum, pak byl odsan supernatant. Ndsledné byl pfiddn 1 ml 70% etanolu a nésledovala
opét centrifugace 5 minut na maximum. Po odséati supernatantu byl vzorek susen asi 5 minut
na vzduchu, aby se odpafily zbytky etanolu. Poté byla DNA rozsuspendovdna ve 100 ul TE

pufru. Staceni bylo provedeno na centrifuze Eppendorf Centrifuge 5415R.
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3.3.5 II. $té€peni produkti PCR reakce a vektoru restrikénimi endonukledzami

ProtoZe konstrukt RhAc je ohranien dvéma riiznymi restrikénimi misty, bylo provedeno
jesté druhé restrik¢ni Stépeni. Reakce byly namichany stejné jako jako u prvniho St€peni. Zménou
bylo pouziti 30 ul precisténych PCR produkti misto 45 ul v prvni reakci. K reakci byl pouzit
enzym Kpnl (Takara), ktery nevyzaduje pfidini BSA. Vzorek byl posléze precisStén

fenol-chloroformem.

3.3.6 Ligace a transformace ligaéni smési

K ligaci bylo pouzito 0,1 pl T4 ligdzy a 1 ul 10x liga¢niho pufru. Reakce byla do 10 ul
doplnéna nastépenymi PCR produkty a plazmidem pAc5.1 v hmotnostnim poméru 4:1. Reakce
byla inkubovéna pies noc pfi teploté 16°C.

Po 12 hodinidch byly na ledu pozvolna rozmraZzeny kompetentni buiiky DH5a. Poté byl
pfidan ke 100 pl bunék 1 ul merkaptoetanolu a smés byla nechdna 15 minut na ledu. Poté byla
k bunikdm pfiddna liga¢ni smés. Buiikdm byl poté dan teplotni Sok ( 42°C po dobu 40 sec) a poté
byly buiiky opét nechdny 10 minut na ledu. Poté byla transformacni smés pfenesena do 0,5 ml
tekutého LB média a nechdna 45 minut na tfepacce pfi teploté 37°C.

Smés byla poté prenesena na predem pfipravené misky s tuhym LB médiem s pfidanym
ampicilinem. Na misky bylo naneseno a rozetteno sterilni hokejkou 150 pl, 100ul a 50ul smési.
Pot¢ byly misky vtermostatu inkubovdny pifes noc pii 37°C. Narostlé kolonie byly
po 12 hodinéch sterilni klickou pfeneseny na nové misky a nechany rast 12-18 hodin pfi teploté

37°C.

3.3.7 Analyza pozitivnich klond pomoci PCR

Pro ovéreni, Ze se konstrukt zaklonoval ve spravné orientaci, byla provedena kontrolni
PCR reakce. Pro oba konstrukty byl pouZit reverzni primer pMTV5Rev pro pAcS.1
a RhRecFXba pro konstrukt RhRec, RhAcKpn pro konstrukt RhAc. Jako zdroj DNA slouzily

piimo narostlé bakterie.
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PCR reakce RhRec: PCR program:

8,9 ul PCR ddH,0O denaturace:  94°C 2 min

1,2 pl 10x Dream pufru renaturace:  94°C 30 sec
DNA-bakterie annealing: 59°C 30 sec

0,6 ul ANTP mixu (10 mM) extenze: 72°C 2 min 30 sec
0,6 ul primeru RhRecFXba kroky 2 — 4 opakovany 30x

0,6l primeru pMTVS5Rev extenze : 72°C 7 min

0,1 ul Dream Taq polymeraza (Fermentas)

Teplota annealingu byla pro konstrukt RhAc 45°C. PCR produkty byly posléze analyzovany

na 1% agarézovém gelu. Pozitivni klony byly ty, kde PCR reakce probéhla tispésné.

3.3.8 Izolace DNA z gelu, sekvenace

Vysledky gelové analyzy byly vyhodnoceny na UV-translumindtoru a z gelu poté
vyfiznuté vybrané pozitivni vzorky. DNA byla z gelu vyizolovdna pomoci kitu Qiagen
,@Gel extraction kit“. Izolace DNA byla provedena podle ndvodu. MnoZstvi vyizolované DNA
bylo analyzovano na 1% agar6zovém gelu.

Vzorky pro sekvenaci byly pfipraveny podle ndvodu laboratofe genomiky. Vyhodnoceni

sekvenacni reakce bylo provedeno v programu DNASTAR/Seqman.

3.3.9 Izolace plazmidu

Kolonie obsahujici plazmid se spradvnou sekvenci byly sterilni bakteriologickou klickou
naoCkovany do 3 ml tekutého LB média s ampicilinem (100 pug/ml) a inkubovény na tiepacce pii
teploté¢ 37°C po dobu 6 hodin. Poté byl 1ml narostlé smési pieockovan do 50 ml tekutého
LB média s ampicilinem a inkubovan na tiepacce 12 hodin. Plazmid byl poté izolovan kitem
“Plasmid Midi Kit*“ od firmy Qiagen. Vyizolovany plazmid byl rozsuspendovdn ve 100 pl
TE pufru (pH=8). Mnozstvi vyizolovaného plazmidu bylo stanoveno spektrofotometricky.

Koncentrace byla méfena pfi vinové délce 260 nm. NamnoZeny plazmid byl uschovén do -20°C.
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3.4 Priprava vlastnich expresnich konstruktu AdoR a ENT2

Priprava expresnich konstrukti byla provedena stejnym postupem jako piiprava
konstruktli pro indukovanou expresi (sekvence AdoR a ENT 2 — viz pfiloha IV). Primery byly
navrzeny tak, aby byla ke konstruktim piiddna restrikéni mista HindIIl na 5°- konci a Sall
na 3’- konci. K cDNA pro AdoR byl na 3°- konec pfiddn tzv. myc-tag, coz bylo provedeno béhem
dvou PCR reakci.

Pomoci prvni PCR byl naamplifikovan gen pro AdoR z plazmidu pcDNA+. Byly pouZzity
primery AdoPacF a KvAdMyc (na 3°- konci pfidal prvni ¢ast myc-tagu), teplota annealingu byla
69°C . Pro druhou reakci byly pouzity primery AdoPacF a AdoPacR, teplota annelingu byla opét
69°C. ENT2 byl naamplifikovdn z plazmidového konstruktu, ktery uZz obsahoval myc-tag
na 3~ konci (Tichy, 2007). Primery pro PCR reakci byly EntPacF a EntPacR, teplota annealingu
byla 65°C.

Po Cisténi PCR produktii byla provedena ILrestrik¢éni reakce pomoci enzymu HindIII,
zaroven s nimi byl St€pen vektorovy plazmid pNEBR X1-Hygro. Poté byly vzorky pfecistény
pomoci fenol-chloroformu. Nésledovala Il.restrikéni reakce pomoci enzymu Sall. Vzorky byly
opét preciStény fenol-chloroformem. Poté byla provedena ligace AdoR + pNEBR XI1-Hygro
a ligace ENT2 + pNEBR XI-Hygro. Po 12 hodindch byla ligaéni smés transformovéna
do kompetentnich bunék, po dalSich 12 hodindch byly narostlé kolonie piekiizkovédny. Poté byla
pomoci PCR provedena analyza pozitivnich klond. Kontrola byla provedena pomoci stejnych
primerti jako druhd amplifikacni reakce pro AdoR a amplifikacni reakce pro ENT?2.

DNA z pozitivnich klonl byla vyizolovédna z gelu a ddna sekvenovat. Kolonie obsahujici
plazmid se sprdvnou sekvenci byly poté namnoZeny a byl vyizolovdn plazmid a nasledné
uskladnén v -20°C.

Ywv_ 2

3.5 Transientni transfekce do bunécné linie S2, detekce indukované exprese

3.5.1 Transientni transfekce

Buiiky S2 byly pied transfekci nasazeny na 6 cm misku v koncentraci 1x10° bungk/ml

a péstovany pres noc ve Schneiderové médiu.
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Transfekce byla provedena lipofekci pomoci kitu ,,Effectene Transfection Reagent* od firmy
Qiagen. Transfekovany byly vZdy plazmidy s RhRec a RhAc, k nim byl vZdy pfidan plazmid
nesouci konstrukt AdoR nebo ENT2 nebo G-luc. Ve sterilni mikrozkumavce byly plazmidy

smichdny tak, aby jejich celkovd hmostnost byla 1ug. Smési byly namichdny ndsledovné:

AdoR: AdoR 1,7 pul 783,77 ng
RhRec 1,5 ul (10x ziedéno) 96,75 ng
RhAc 1,5 pl (10x zfedéno) 103,05 ng

Pro transientni transfekce FENT2 a G-luc bylo smichdno stejné mnoZstvi plazmidi
RhAc a RhRec jako pfi transfekci s AdoR. Plazmidu s ENT2 bylo ptidano 837,5 ng (2,5 ul),
plazmidu s G-luc byly pfidany 758 ng (2 ul).

Smés plazmida poté byla doplnéna EC pufrem na objem 150 ul. Nato bylo pfiddno 8 ul
pufru ,.Enhancer* a smés byla inkubovédna 5 minut pfi laboratorni teploté. Potom bylo pfiddno
25 pl pufru ,Effectene®, smés byla promichdna pipetovanim a nechdna inkubovat 10 minut
pri laboratorni teploté. Mezitim bylo znasazenych bun€k odsito médium a buiky byly
proplachnuty 3 ml 1x PBS (pH 7.4), pak byly kbuikdm pfiddny 3 ml nového média.
Po 10 minutach byl k transfekéni smési pfidan 1 ml média, smés byla opatrné promichdna a ihned
pozvolna nakapana na pfipravenou misku s buiikami. Buriky byly nésledné inkubovéany 24 hodin,
poté byly rozdéleny na 2 misky. Do jedné byl pfidan RSL1 ligand aktivujici RheoSwitch systém
ve vysledné koncentraci 500 nmol, druhd byla nechdna bez ligandu jako kontrola. Buiky byly

inkubovany dalSich 24 hodin.

3.5.2 Méfeni luminiscence

Z bunék transfekovanych plazmidem s Gaussia luciferdzou bylo po 24 hodinich inkubace
odebrano médium. Médium bylo stoceno na 1000 ot./min. po dobu péti minut, aby
se z néj odstranily plovouci buiiky. Supernatant byl odebrdn do nové mikrozkumavky. 20 ul
média bylo napipetovdno na mikrotitracni desticku a byl pfidan substrat pro luciferdzu ,,Gaussia
Luciferase Assay Kit* firmy New England Biolabs. Nasledné byla zméfena luminiscence

na pfistroji Orion II (Berthold Detection Systems).
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3.5.3 Detekce indukované exprese pomoci protilatky

Buiiky s transientné transfekovanymi plasmidy AdoR a ENT2, byly po 24 hodinich
od pfidani ligandu staZzeny z misky a stoCeny na odstfedivce po dobu 5 minut pii 1000 ot./min.
Pak byl odstranén supernatant a buniky byly rozsuspendovany v 75 ul vzorkového pufru.
Poté byly vzorky nechdny 10 minut na ledu a ndsledné povafeny po dobu 5 minut. Vzorky potom
byly stoceny na maximum na stolni centrifuze po dobu 5 minut. Supernatant obsahujici proteiny

byl nanesen na polyakrylamidovy gel, ktery byl pfipraven nasledovné:

Separacni gel: Zaostfovaci gel:
Akrylamid 30%: 4,99 ml 1,05 ml
»Separating buffer* 3,75 ml -
»Stacking buffer* - 1,88 ml
dH,O 6,25 ml 4,5 ml
APS 112 ul 30 ul
TEMED 11,25 ul 10 ul

Jako prvni byl pfipraven separacni gel. Smichdn byl akrylamid, ,separating buffer*
a voda. Smés byla zahiata v mikrovinné troubé, nasledné byla déna chladit na led. Po vychladnuti
byl pfidin APS a TEMED a smés byla okamzit€¢ nalita do pfipravené formy a zalita
100% isopropanolem. Po zpolymerizovdni separa¢niho gelu byl stejnym postupem piipraven
zaostiovaci gel. Po zpolymerizovdni byly na gel naneseny vzorky a standard proteinovych
hmotnosti (PageRulerTM Prestained Protein Ladder, Fermentas). Prvni Cast elektroforézy (&ést

2 ¥z

na zaostfovacim gelu) bézZela ptfi 60V, druhd ¢ast pii 100V.

Western Blot

Po ukonceni proteinové elektroforézy byla pfipravena nitrocelulézovd membrina
o rozmérech polyakrylamidového gelu. Byla nechdna 15 minut v methanolu. Poté byla sestavena
aparatura pro prenos proteinii na membranu. Pfenos probihal pfes noc v 11 transferového pufru
pri napéti 40V a teploté 15°C za stdlého michani.

Po 12 hodindch byla membrana inkubovéana 1 hodinu v 1% roztoku BSA, aby se vysytila
proteiny. Nésledné byla tfikrdt promyta PBS-T pufrem, vZidy po dobu 5 minut.
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Pak byla inkubovdna 1 hodinu v 5% roztoku BSA s primérn{ protilatkou (protildtka proti ENT2,
AdoR, nebo myc-tag) pii teploté 15°C, poté opét tiikrdt promyta PBS-T po dobu péti minut.
Potom byla membréna inkubovana v 1% BSA spolu se sekundarni protilatkou po dobu 30 minut
pii pokojové teploté a pak promyta 3 x 5 minut v PBS-T. Nésledn€ byla membrana osuSena, pak
na ni byl pfidan peroxiddzovy substrat a s nim byla membrana inkubovana asi jednu minutu. Pak

byla membréna vyfocena pomoci CCD kamery (UVP).

3.6 Priprava stabilnich linii S2 bunék nesoucich Rheoswitch systém s konstrukty AdoR a

ENT2

3.6.1 Transfekce, selekce bunék

K transfekci byl stejné jako u transientni transfekce pouzit kit ,,Effectene Transfection
Reagent™ od firmy Qiagen. Transfekce byla provedena stejnym zpisobem. Kontransfekovany
byly plazmidy RhAc, RhRec a pCoHygro nesouci rezistenci pro hygromycin, snimi byl

transfekovan bud plazmid nesouci AdoR, nebo ENT2. Plazmidy byly namichdny nasledovné:

Linie s AdoR : AdoR 1,5 ul 691,5 ng
RhRec 1,5 pl (10x ziedéno) 96,75 ng
RhAc 1,5 pl (10x zfedéno) 103,05 ng
pCoHygro 3ul 97,5 ng
Pro linii s ENT2 bylo pouZité stejné mnoZstvi vSech plazmidii jako u linie s AdoR. Plazmidu

ENT?2 bylo pfidano 668 ng (2ul).

Po transfekci byly buriky nechany rist asi 48 hodin. Poté jim bylo vyménéno médium,
ke kterému bylo navic pfiddno antibiotikum Hygromycin B v koncentraci 300 pg/ml. Pomoci
rezistence k hygromycinu byly selektovany stabilni linie nesouci vSechny transfekované
plazmidy. Selekce bunék probihala po dobu jednoho mésice, nez se stabilni linie dostatecné
rozrostly. Béhem té doby bylo bunikdm kazdé 2-3 dny vyménéno médium za nové s pridanym

Hygromycinem B (300 ug/ 1 ml média).
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Potom byl kbunkdm pfidan ligand RSL1 v koncentraci 500 nmol. Bunky byly
inkubovdany 24 hodin. Pak byla provedena lyze bunék, proteinovd -elektroforéza na

polyakrylamidovém gelu a western blot. Postup byl stejny jako u bunék po transientni transfekci.

3.6.2 Transientni transfekce do stabilni linie

Do rekombinantni linie nesouci komponenty RheoSwitch a konstrukt s ENT2 byl
transientné transfekovdn konstrukt nesouci Gaussia luciferdzu (G-luc). Po 24 hodinich byly
buiiky rozdéleny na dvé misky a do jedné ptfidan RSL1 ligand ve vysledné koncentraci 500 nmol.

Po 24 hodinéach byla méfena luminiscence.

3.7 Detekce exprese mRNA pro RhAc a RhRec pomoci reverzni transkripce

a semikvantitativni PCR

3.7.1 Izolace RNA

Izolace RNA byla provedena ze stabilnich linii obsahujicich RheoSwitch systém spolu
s plasmidem pro inducibilni expresi AdoR nebo ENT2. Poté byla izolace provedena
i z transientnich transfekci obsahujicich pouze komponenty systému RheoSwitch, a to bud
samotny RhAc, nebo RhAc spolu s RhRec.

Buiiky byly staZzené z 6 cm misky a stoceny 5 minut na 1000 ot./min. a poté byl odstranén
supernatant. K buiikkdm byl nasledné pfiddn 1 ml ,,RNA Blue* a smés byla inkubovdna 5 minut
pfi pokojové teploté. Potom bylo pfiddno 0,2 ml chloroformu, smés byla silné protfepana
a inkubovéna 5 minut pfi pokojové teploté. Nasledné byla smés stocena pii 12 000 x g po dobu
10 minut a pii teploté¢ 4°C. Vodni faze obsahujici RNA byla pfenddna do nové mikrozkumavky.
Vodni faze byla precipitovana 0,5 ml isopropanolu a inkubovana po dobu 10 minut pfi 4°C a pak
centrifugovana 12 000 x g po dobu 10 minut pfi 4°C. Poté byl odstranén supernatant, nasledné
byl pfidin 1 ml 75% etanolu. Smés byla protiepdna a centrifugovdna po dobu 5 minut.
Po odstranéni supernatantu byl vzorek susen asi 10 minut na vzduchu a ndsledné rozpustén

ve 30 ul PCR ddH,O. Koncentrace vyizolované RNA byla zméfena pomoci spektrofotometru.
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Nasledné byl k 1 pg RNA pfidan 1 pl Dnédzy , 1 pl reakéniho pufru a smés byla PCR ddH,O
doplnéna na objem 10 pl. Smés byla inkubovdna 30 minut pfi teploté 37°C. Potom byl piidan

1 ul ,,Stop solution* a smés byla inkubovana 10 min pfi teploté 65°C.

3.7.2 Reverzni transkripce

Precisténd RNA byla smichdna s 0,5 pl oligo dT (100 uM) a 1ul dNTPs (10 mM). Smés
byla inkubovédna 5 minut pfi teploté¢ 65°C a poté zchlazena na ledu. Vzorek byl posléze stocen

na stolni centrifuze a byly pridany nésledujici latky:

5x PrimeScript Buffer 4ul

Rnase free H,O 2,5 ul
RNAsin 0,5 ul
Reverzni transkriptdza 0,5 ul

Smés byla nasledné lehce promichdna a inkubovédna 50 min pfi 42°C a nasledné 15 min pii 70°C.

3.7.3 Semikvantitativni PCR

Po reverzni transkripci byly pomoci PCR reakce byly namnoZeny tseky RhAc a RhRec.
Spolu s nimi byl namnoZen usek o-podjednotky membranového G-proteinu, ktery slouzi jako

kontrola. Naamplifikované ¢asti maji délku 120 - 160 bazi. (Seznam primerd — viz piiloha III.)

PCR reakce: PCR program:

8 ul PCR ddH,0O denaturace:  94°C 1 min
0,1 pl Dream Taq polymeraza renaturace:  94°C 30 sec
0,6 ul ANTP mixu (10 mM) annealing: 51°C 30 sec
0,6 pul primeru ,,Forward* extenze: 72°C 1 min
0,6 pl primeru ,,Reverse* extenze: 72°C 5 min
1,2 ul Dream Tagq buffer kroky 2 — 4 opakovany 30x

1 ul cDNA (100x ziedéné)
VSsechny primery byly navrzené tak, aby jejich optimdlni teplota annealingu byla 51°C. Produkty

PCR reakce byly analyzovany na 1% agar6zovém gelu.
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4. Vysledky

Bunécnd linie S2 byla transfekovdna plazmidy, které nesou vSechny potiebné ¢ésti
inducibilniho systému RheoSwitch. Byly vytvofeny jednak stabilni linie nesouci RheoSwitch
systém a jednak transientné transfekované linie. Na téchto liniich pak byly provadény jednotlivé
testy. Po pfiddni spoustéciho ligandu RSL1 by se méla v téchto liniich zvySovat exprese
zkoumanych gend podle koncentrace piidaného ligandu. Inducibilita byla testovdna
na zvySovani exprese dvou genii AdoR a ENT2. ProtoZe se jedna o prevedeni systému, ktery je
optimalizovany pro sav¢i bunécné kultury do drozofilich bunék, bylo pouzito vice metod

k ovéteni funk¢nosti systému.

4.1 Luminiscence

Luminiscence byla méfena u bunék s transientné transfekovanymi komponenty
Rheoswitch systému spolu s plazmidem pNEBR X1-Gluc. Tento plazmid obsahuje Gaussia
luciferazu, kterd je sekretovana do média. Méfeni bylo provedeno pro médium bunék, ke kterym
byl pfiddn ligand RSL1 spoustjici inducibilni expresi luciferdzy. Jeho vyslednd koncentrace
v médiu byla 500 nmol. Vedle toho bylo provedeno kontrolni méfeni pro transfekované buiiky,
ke kterym nebyl ligand pfidany. VZdy bylo provedeno pét méfeni. Naméfené hodnoty byly
porovndny pomoci T-testu a pfi 5% hladiné vyznamnosti lze fici, Ze se hodnoty luminiscence
pro obé skupiny lisi (p<0,05). Poté byl z danych hodnot vypocitan primér spolu se smérodatnou
odchylkou (Graf 1). Z primért byl také vypocitan rozdil aktivity luciferdzy. Médium z bunék
s prfidanym RSL1 ligandem mélo aktivitu luciferdzy o 76% vyssi.

Déle byla luminiscence méfena pro médium ze stabilni linie obsahujici RheoSwitch
komponenty, do které byl transientné kotransfekovan plazmid s G-luc. Méfeni bylo provedeno
pro médium z bunék bez G-luc. Dile bylo provedeno pro médium z bunék s G-luc, ke kterym
bud’ byl (v koncentraci 500 nmol), nebo nebyl pfidin RSL1 ligand. Pro kazdy typ média byla
provedena tii méfeni. Vysledky byly velmi robustni (s minimélnimi odchylkami). Pomoci T-testu
bylo na 5% hladin€ vyznamnosti prokdzano, Ze jednotlivé skupiny hodnot se 1isi (p<0,05). Poté
byl spocitan primér a smérodatnd odchylka (Graf 2) pro jednotlivé skupiny. Nasledné byl

vypocitan rozdil aktivity luciferazy .
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Médium z bunék s

G-luc bez ptidaného RSL1 ligandu mély oproti médiu bez G-luc

0 3,5% vyssi aktivitu luciferazy. Médium z bunék s G-luc a 500 nmol RSL1 ligandem mélo

oproti médiu bez G-luc aktivitu luciferazy vyssi o 6,3 %.
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Graf 1: Inducibilita reportérového konstruktu
v transientné transfekovanych butikach. Aktivita G-luc s

pfidanym RSL1 ligandem (RSL+), bez RSL1 ligandu
(RSL-). Inkubace s ligandem byla 24 hodin. Kazda

hodnota prezentuje pramér + SD z p&ti méfeni.

4.2 Detekce indukované exprese pomoci protilatky

Graf 2: Inducibilita reportérového konstruktu ve stabilni
linii exprimujici RhAc a RhRec s transientné
transfekovovanym reportérem nesoucim G-luc .
Aktivita G-luc s pfidanym RSL1 ligandem (RSL+), bez
RSLI ligandu (RSL-). Inkubace s ligandem byla 24
hodin. Kazda hodnota prezentuje primér + SD ze tii
meéfeni.

Detekce pomoci protilatky byly provedeny jak pro transientné transfekované buriky, tak

pro stabilni linie. Pokusy byly provedeny po pfidani RSL1 ligandu v koncentraci 500 nmol.

Imunodetekce byla vzdy provedena pro linii bunék obsahujici Rheoswitch ¢asti, avSak

bez ptitomnosti ligandu a pro buiiky s indukovanou expresi pomoci ligandu RSL1.

Detekce byla uspéSnd jen pro linii obsahujici ENT2 (Obr.1). Je ovSem patrné, Ze

ke zvySeni exprese nedoslo. U vSech bunécnych linif je zvySeni hladiny exprese nedetekovatelné.

Navic je zfejmé, Ze protilatka proti ENT2 nenf zcela specificka a detekuje vice typi proteint.

U linie s transfekovanym AdoR byla pravdépodobné bazdlni hladina AdoR natolik nizka,

ze se ji protilatkou nepovedlo detekovat.
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Obr.1 : Detekce indukované exprese proteinu ENT2
pomoci protildtky proti ENT2. ENT2 oznacen Sipkou.
Bunky s RSL1 ligandem v koncentraci 500 nmol (E+),
buriky bez RSL1 ligandu (E-), marker proteinovych
hmotnosti v kDa (M)

4.3 Detekce exprese RhAc a RhRec

RNA ze stabilnich linii nesouci Rheoswitch komponenty byla pomoci RT-PCR
transkribovdna do cDNA. Pomoci PCR reakce byla poté ovéfena pfitomnost zakladnich
komponent RheoSwitch systému. V obou liniich byla priikaznd exprese Rheoswitch receptoru
(RhRec), ovsem exprese Rheoswitch aktivatoru (RhAc) nebyla prokdzdana (Obr. 2). Dany
plazmid nesouci konstrukt RhAc, byl proto znovu osekvenovan. Nebyla nalezena Zddnd zdména
nukleotidd nebo stop kodon, ktery by vysvétloval, Ze se RhAc neexprimuje.

Stejnym zplsobem byla analyzovdna RNA z transientné transfekovanych bunék. Linie
obsahovaly bud oba komponenty RhAc a RhRec, nebo jen RhAc. V linii, do které byly
transfekovdny oba komponenty, nebyla prokdzdna exprese RhAc. Naopak v linii, kterd

obsahovala pouze samotny RhAc se exprese prokizala (Obr.3).
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Obr. 2: Detekce exprese RhAc (A) a RhRec (R) pomoci Obr. 3: Detekce exprese RhAc (A) a RhRec (R) pomoci
RT PCR, (K) kontrola — a-podjednotka membranového RT PCR, (K) kontrola — a-podjednotka membranového
G-proteinu, (M) marker molekulovych hmotnosti v bp. G-proteinu, (M) marker molekulovych hmotnosti v bp.
Detekce byla provedena pro 2 stabiln{ linie nesouci Detekce byla provedena z bunék transientné
RhAc a RhRec a navic bud AdoR nebo ENT2. transfekovanych obéma komponenty (Rh R+A) nebo
jen aktivatorem (Rh A).
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5. Diskuze

K vyzkumu signédlnich drah adenosinu a jeho metabolismu pfispél z velké ¢asti vyzkum
na tkdnovych kulturdch. O procesech fizenych extracelularnim adenosinem mame informace diky
studiim na tkanovych kulturdch savéich bunék. U savci je vSak vyzkum signdlnich drah velmi
obtizny diky existenci 4 typd adenosinovych receptort, 4 typi ekvilibracnich transportért
a koncentra¢nich transportérd, které vnaseji adenosin do buiiky vyménou za ionty Na*. Studium
na drozofilich tkdnovych kulturdch poskytuje znacné zjednoduseny model diky existenci
jen jednoho receptoru (AdoR) a 3 typu ekvilibracnich transportéri (DmENT1-3). Pfi pokusech
s transientné transfekovanou bunéCnou linii CI8+ se diky zablokovani transkripce DmENT2
RNA interferenci podafilo zachranit buiiky pted apoptézou vyvolanou vysokymi koncentracemi
adenosinu (Steinbauerovd, 2005). Na tyto pokusy navazoval Tichy, ktery pripravil stabilni linie
s overexpresi nebo RNA interferenci (RNAi) DmENT2. Na nich testoval aktivitu
mitochondridlnich dehydrogendz. Namétfené hodnoty byly asi o tfetinu niZ§i oproti kontroldm
(Tichy, 2007) . Problémem miZe byt to, Ze vytvoreni stabilnich buné¢nych linii trva priblizné
tfi az Ctyfi tydny a buiky tedy za tu dobu mohly kompenzovat ztritu DmENT?2, napiiklad
zvySenim exprese DmENT1 a DmENT3. Aby se témto kompenzacim ptedeslo, bylo cilem této
prace zavést do drozofilich tkdnovych kultur inducibilni systém, s jehoZ pomoci by bylo fizeni
zmén exprese (overexprese i RNA1) mozné jak v Case tak i v mife exprese.

RheoSwitch je komer¢ni inducibilni systém vytvofeny z ekdysonového receptoru
a retinoidového X receptoru. Systém je dostupny od firmy New England Biolabs nebo od firmy
Millipore (zde pod ndzvem GenoStat). Je optimalizovan pro pouZiti v savéich tkanovych
kulturdch. Tento systém byl s malymi zménami vyuzit v motylich tkanovych kulturach
(Dai et al., 2005). Tato jeho modifikace ovSem neni komercné dostupnd a nepodarilo se ji ziskat.
Proto byly ty ¢asti RheoSwitch systému, které jsou pod lidskym ubiquitinovym promotorem
(RhRec a RhAc) naamplifikovany a zaklonovany pod silny drozofili konstitutivni promotor. Tyto
¢asti slouzi jako transkripéni faktory pro inducibilni promotor, za ktery vkladame gen, jehoZz
expresi chceme indukovat (zaklonovan v plazmidu pNEBR-X1 Hygro). Bez pridani
diacylhydrazinového ligandu RSLI1 jsou ovSem transkripéni faktory v inaktivni formé.

Do plazmidu pNEBR-X1 Hygro byly zaklonovany geny pro AdoR a ENT2.
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Stejny inducibilni promotor ma i plazmid pNEBR-X1 G-luc, ktery exprimuje reportérovou
kontrolni Gaussia luciferdzu, kterd je z bunék sekretovand do média a které jako substrat slouzi
coelenterazin.

Pro ovéfeni, zda systém funguje v drozofilich buiikdch, byly vytvofeny bunécné S2 linie
obsahujici plazmidy nesouci RhRec, RhAc a jeden zndsledujicich plazmidi
pNEBR-X1 G-luc, nebo pNEBR-X1 Hygro obsahujici za inducibilnim promotorem bud’ AdoR,
nebo ENT2. Transientné transfekovana linie obsahujici reportérovy konstrukt pPNEBR-X1 G-luc
byla stimulovdna ligandem RSLI1 v koncentraci 500 nmol a po 24 hodinidch byla méfena
luminiscence. Nartst aktivity luciferazy byl jen 76% oproti kontrole (médium z bunék
bez pfidaného ligandu). Podle o¢ekavani mél byt nariist v deseti aZ stondsobcich oproti kontrole.
Na zdkladé toho jsme usoudili, Ze se béhem 24 hodin nestihlo exprimovat dostatecné mnoZstvi
RhAc a RhRec, proto byl pNEBR-X1 G-luc transientné transfekovan do stabilni linie nesouci
RhAc a RhRec. Ve stabilni linie by mélo byt exprimovano dostatecné mnozstvi RhRec i RhAc.
Tentokrat byla aktivity luciferdzy u bunék s pfidanym RSL1 ligandem vyssi pouze o 3% oproti
kontrole. Tento vysledek ukazuje, ze divodem, pro¢ systém nefunguje, neni to, Ze se béhem
24 hodin nestihlo exprimovat dostate¢né mnoZzstvi RhAc a RhRec.

Pro dalsi ovéfeni funkcnosti byl ze stabilnich linii nebo z transientné transfekovanych linii
s experimentalnimi konstrukty AdoR nebo ENT2 proveden western blot. K burikdm byl pfidan
RSL1 v koncentraci 500 nmol a poté byly inkubovany 24 hodin. Pokus ¢astecné vysel pro ENT2,
kde je na membrdné viditelny prouZzek o spravné velikosti, ovSem zvySeni exprese uz viditelné
neni. Navic byla testovdna nova protildtka, kterd nemusi byt zcela specifickd, takZe na membrané
bylo viditelné vétsi mnozstvi prouzkli. Na nékterych membrandch bylo obtizné s jistotou urcit,
ktery prouZek patii ENT2. AdoR se na membrané detekovat nepodafilo. Pokud jako u ENT2
nedoslo ke zvySeni exprese po pfidani ligandu, pak je mozné, Ze bazalni hladina AdoR je natolik
nizkad, Ze ji protilatka nezachytila.

Vzhledem k tomu, Ze z vysledki obou pokusti vyplyva, Ze inducibilni systém v burikdch
funguje jen velmi malo nebo viibec, bylo nutno ovéfit hladinu exprese RhRec i RhAc v burikach.
Byla vyizolovana RNA a pomoci RT PCR byly naamplifikovany dseky obou téchto dilezitych

slozek.
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Vysledky z izolace RNA ze stabilnich linii ukazuji, Ze zatimco se RhRec se exprimuje dostatecné,
RhAc se v buiikkdch detekovat nepodafilo. Sekvence RhAc byla poté ovéfena sekvenovanim
véetné promotoru a nebyly v ni nalezeny Zaddné zmény, které by vysvétlovaly, pro¢ se dany usek
neexprimuje. Proto byly pfipraveny transientné transfekované buiiky, obsahujici pouze RhAc a
jako kontrola byly pfipraveny buiiky obsahujici oba konstrukty a opét byla provedena izolace
RNA. V buiikdch, které obsahovaly pouze RhAc se tento konstrukt exprimoval. V builkdch
nesouci oba konstrukty se opét prokédzala exprese pouze RhRec.

Z vysledki je zfejmé, Ze systém je funkCni jen CasteCné a bude vyZzadovat dalsi
optimalizaci. Problémem by mohlo byt, Ze exprese konstruktu RhAc je pro drozofili bunky
toxickd. Béhem selektovani stabilni bunécné linie, kterd by méla exprimovat RhAc i RhRec,
dochdzi k selekci bun€k pouze s RhRec. Expresi RhAc se podafilo prokdzat pouze u transientné
transfekovanych bunék. Je mozné, Ze by se toxicita konstruktu dala sniZit ipravou vybéru kodont
RhAc umélou syntézou tohoto genu s optimalizaci pro D. melanogaster. V konstruktu RhAc jsme
nasli mirn¢ zvySené zastoupeni kodonu oproti obecnému vybéru v aminokyselindch argininu
(kodony AGG a CGU), prolinu (CCU) a threoninu (ACA) (data nejdou uvedena). Dal$i moZnosti
je, Ze RhAc vytvafi homodimer, ktery spousti aktivaci transkripce neznamych bunécnych cild,
které snizuji Zivotaschopnost bunék (Zhang et al., 1992). Castecnym feSenim by mohlo byt
umisténi obou konstrukti na tentyZ vektor a nebo transfekovat buiiky plazmidy v riznych
pomérech

Na optimalizaci tohoto inducibilniho systému bych chtéla pracovat ve své navazujici

magisterské praci.
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6. Zavér

Podarilo modifikovat inducibilni systém, piivodné uréeny pro sav¢i buiiky, pro
pouziti v drozofilich liniich.

Neprokazatelnéjsi vysledky indukované exprese byly ziskdny z transientné
transfekovanych bunék (indukce 24 hodin po transfekci), kde doslo ke zvySeni
aktivity reportérové luciferdzy o 76%.

Vysledky indukované exprese byly niZsi nez se oc¢ekdvalo. Pomoci RT PCR a
semikvantitativni PCR bylo prokdzano, Ze pii vytvareni stabilnich linif klesa exprese
RhAc, ¢asti systému Rheoswitch dulezité pro jeho funkci. Ziejmé v dusledku jeho
toxicity.

Pred dal$im vyuZivanim systému bude nutnd dalsi optimalizace pro pouZiti ve

tkanovych kulturach drozofily.

30



7. Seznam pouzité literatury

e  Appleford, P. J., Griffiths, M., Yao, S. Y., Ng, A. M., Chomey, E. G., Isaac, R. E.,
Coates, D., Hope, I. A., Cass, C. E., Young, J. D., Baldwin, S. A. (2004): Functional
redundancy of two nucleoside transporters of the ENT family (CeENT1, CeENT?2) required
for development of Caenorhabditis elegans. Mol. Member. Biol. 21(4), 247-59.

e Begg, M., & Cruickshank, W. J. (1963): A partial analysis of Drosophila larval
haemolymph. Proc. R. Soc. Edinburgh 68, 215-236.

e Belt, J. A. (1983): Heterogeneity of nucleoside transport in mammalian cells. Two types of
transport activity in L1210 and other cultured neoplastic cells. Mol Pharmacol. 24: 479-484.

e  Blanco-Centurion C., Xu M., Murillo-Rodriguez E., Gerashchenko D., Shiromani A. M.,
Salin-Pascual R. J., Hof PR, Shiromani P. J. (2006) Adenosine and sleep homeostasis
in the Basal forebrain. J Neurosci. 26: 8092-8100.

e Brand, A. H. & Perrimon, N. (1993): Targeted expression as a means of altering cell fates
and generating dominant phenotypes. Development (Cambridge, U.K.) 118,
401-415.

e Bumgardner, J. D., Doeller, J., Lucas, L. C. (1995): Effect of nickel-based dental casting
alloys on fibroblast metabolism and ultrastructural organization. J. Biomed. Mater. Res.
29(5), 611-7.

e Cottam, D. M. and Milner, M.J. (1997): The effects of ecdysteroids and ecdysteroid
agonists on two Drosophila imaginal disc cell lines. Cell. Mol. Life Sci. 53, 600—-603.

e  Cormier, M. J., Crane, J. M. Jr., Nakano, Y. (1967): Evidence for the identity of the
luminescent systems of Porichthys porosissimus (fish) and Cypridina hilgendorfii
(crustacean). Biochem. Biophys. Res. Commun. 29(5), 747-52.

e  Currie, D. A., Milner, M. J., and Evans, C. W. (1988): The growth and differentiation in
vitro of leg and wing imaginal disc cells from Drosophila melanogaster. Development 102,
805-814.

e Dai X., Willis L. G., Palli S. R. and Theilmann D. A. (2005): Tight transcriptional
regulation of foreign genes in insect cells using an ecdysone receptor-based inducible

system. Protein Expr. Purif., 42, 236-245.

31



Dolezelova, E. (2004): Adenosine deaminases and adenosine receptor in Drosophila
melanogaster. Ph.D. Thesis, Faculty of Biological Sciences, University of South Bohemia, 1
-158.

Dolezelova, E., Nothacker, H. P., Civelli, O., Bryant, P. ]., Zurovec, M. (2007):
Drosophila adenosine receptor activates cCAMP and calcium signaling. Insect Biochem. Mol.
Biol. 37(4), 318-29.

Drury, A. N. & Szent-Gyorgyi, A. (1929): The physiological activity of adenine
compounds with especial reference to their action upon the mammalian heart. J Physiol. 68:
213-237.

Echalier, G. (1997): Drosophila Cells in Culture. Academia Press.

Echalier, G., & Ohanessian, A. (1969): Isolement, en cultures in vitro,
de lignes cellulaires diploides de Drosophila melanogaster. CR Acad. Sci. Paris, 268, 1771-
1773.

Echalier, G., Ohanessian, A., and Brun, G. (1965): Cultures "primaires" de cellules
embryonnaires de Drosophila melanogaster (Insecte Dipt~re) CR Acad. Sci. Paris 261,
3211-3213.

Felgner, P. L., Gadek, T. R., Holm, M., Roman, R., Chan, H. W., Wenz, M.,
Northrop, J. P., Ringold, G. M. & Danielsen, M. (1987): Lipofection: a highly efficient,
lipid mediated DN Atransfection procedure. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7417.
Felgner, J. H., Kumar, R., Sridhar, C. N., Wheeler, C. J.,Tsai, Y. J.,Border,
R.,Ramsey, P., Martin, M., Felgner, P. L..(1994) : Enhanced gene delivery and mechanism
studies with a novel series of cationic lipid formulations. J. Biol. Chem. 269, 2550-2561
Gateff, E., Gissmann, L., Shrestha, R., Plus, N., Pfister, H., Schreider, J. and
Zur Hausen, H. (1980): Characterization of two tumorous blood cell lines of Drosophila
melanogaster and the viruses they contain. In "Invertebrate Systems In Vitro" (E. Kurstak,
K. Maramorosch, and A. Dtibendorfer, eds.), pp. 517-533. Elsevier/North Holland
Biomedical Press, Amsterdam.

Gossen, M. & Bujard, H. (1992): Tight control of gene expression in mammalian cells by
tetracycline-responsive promoters. Proc .Natl .Acad .Sci .USA, 89 ,5547 —5551.

Grace, T. D. C. (1962): Establishment of four strains of cells from insect tissues grown in

vitro. Nature 195, 788-789.

32



Graham, F. L. & Van der Eb, A. J. (1973): A new technique for the assay of infectivity of
human adenovirus 5 DNA. Virology 52, 456-467.

Griffiths, M., Beaumont, N., Yao, S. Y., Sundaram, M., Boumah, C. E., Davies, A.,
Kwong, F. Y. Coe, L., Cass, C. E., Young, J. D., Baldwin, S. A. (1997): Cloning of a
human nucleoside transporter implicated in the cellular uptake of adenosine and
chemotherapeutic drugs. Nat Med. 3: 8§9-93.

Gvozdev, V. A. & Kakpakov, V. T. (1968a): (in Russian) Culture of embryonic cells of
Drosophila melanogaster in vitro. Genetika 4, 129-142. [in English translation (Plenum
Publ. Corp., NY): idem., 1972, Soviet Genet. 4, 226-235].

Hashemi, M., Ghavami, S., Eshraghi, M., Booy, E. P. and Los, M. (2007): Cytotoxic
effects of intra- and extracellular zinc chelation on human breast cancer cells. Eur. J.
Pharmacol.,557, 9-19.

Haskd, G. & Cronstein, B. N. (2004): Adenosine: an endogenous regulator of innate
immunity. Trends Immunol. 25(1), 33-O.

Hastings, J. W. (1983): Biological diversity, chemical mechanisms, and the evolutionary
origins of bioluminiscent systems. J. Mol. Evol. 19(5), 309-21

Hastings, J. W. & Nealson, K. H. (1977): Bacterial bioluminiscence. Annu. Rev.
Microbiol. 31, 549 — 95.

Hayflick, L. & Moorhead, P. (1961): The serial cultivation of human diploid cell strains.
Exp Cell Res 25: 585-621.

Hershfield, M. S., Kurtzberg, J., Aiyar, V. N., Suh, E. J. and Schiff, R. (1985):
Abnormalities in S-adenosylhomocysteine hydrolysis, ATP catabolism, and lymphoid
differentiation in adenosine deaminase deficiency. Ann N Y Acad Sci. 451: 78-86.
Hershfield, M. S. & Mitchell, B. S. (2001): Immunodeficiency diseases caused by
adenosine deaminase deficiency and purine nucleoside phosphorylase deficiency. In:
Scriver, C. R Sly W. S., Childs B., Beaudet A. L., Valle D., Kinzler K. W., Vogelstein B.
The metabolic and molecular bases of inherited disease. Vol. 2, New York: McGraw-Hill
(8mned.) 2585-2625

Hershfield, M. S. (2005): New insights into adenosine-receptor-mediated
immunosuppression and the role of adenosine in causing the immunodeficiency associated

with adenosine deaminase deficiency. Eur J Immunol. 35: 25-30

33



Hola, H. (2009): Pdsobeni extracelularniho adenosinu na butiky Drosophila melanogaster.
Bc. Thesis, PrF JCU

Hori, K. & Cormier, M. J. (1966): Studies on the bioluminescence of Renilla renoformis.
VI. Some chemical properties and the tentative partial structure of luciferin. Biochem.
Biophys. Acta. 130 (2),420-5

Cherbas, P., Cherbas, L., Demetri, G., Manteuffel-Cymborowska, M., Savakis, C.,
Yonger, C. D., and Williams, C. M. (1980): Ecdysteroid Hormone effects on a Drosophila
cell line. In "Gene Regulation by Steroid Hormones" CA. K. Roy, and J. H. Clark, eds., pp.
278-305. Springer Verlag, New York.

Christopherson, K. S., Mark, M. R., Bajaj, V. & Godowski, P. J. (1992): Ecdysteroid-
dependent regulation of genes in mammalian cells by a Drosophila ecdysone receptor and
chimeric transactivators. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 6314-6318.

Kumar, M.B., Potter, D.W., Hormann, R.E, Edwards, A., Tice, C.M., Smith, H.C.,
Dipietro, M.A., Polley, M., Lawless, M., Wolohan, P.R. et al. (2004): Highly flexible
ligand binding pocket of ecdysone receptor: a single amino acid change leads to
discrimination between two groups of nonsteroidal ecdysone agonists, J. Biol. Chem. 279,
27211-27218.

Latini S. & Pedata F. (2001): Adenosine in the central nervous system: release mechanisms
and extracellular concentrations. J. Neurochem. 79: 463-484.

Lee, R. & McElroy, W. D. (1969): Role and reactivity of sulfhydryl groups in firefly
luciferase. Biochemistry 8 (1), 130-6.

Lessard J, Ben Aicha S, Fournier A, Calvo E, Lavergne E, Pelletier M, Labrie C.
(2007): Characterization of the RSLI1-dependent conditional expression system in LNCaP
prostate cancer cells and development of a single vector format. Prostate 67: 808—819.
Londos, C., Cooper, D.M., Wolff, J., (1980): Subclasses of external adenosine receptors.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 77, 2551-2554.

Master, J. R. W. (2000). Animal Cell Culture, 3" Edition, Oxford University Press.

Morse, D., Pappenheimer, A. M. Jr., Hastings, J. W. (1989): Role of a luciferin-binding
protein in the circadian bioluminescent reaction of Gonyaulax polyedra. J. Biol. Chem.

264(20), 11822-6.

34



Neufeld, H. A., Towner, R. D., Pace, J. (1975): A rapid method for determining ATP by
the firefly luciferin-luciferase system. Experientia 31(3), 391-2.

Nealson, K. H. & Hastings, J. W. (1979): Bacterial bioluminescence: its control and
ecological significance. Microbiol. Rev. 43(4), 496-518.

Neumann, E., Schaefer-Ridder, M., Wang, Y. & Hofschneider, P. H. (1982): Gene
transfer into mouse lyoma cells by electroporation in high electric fields. EMBO J. 7, 841-
845.

Nicholson, L., Singh, G.K., Osterwalder, T., Roman, G.W., Davis R.L.,
Keshishian, H. (2008): Spatial and temporal control of gene expression in Drosophila using
the inducible GeneSwitch GAL4 system. I. Screen for larval nervous systém drivers.
Genetics 178: 215-234.

Ohkubo, S., Nagata, K., Nakahata N. (2007): Adenosine uptake-dependent C6 cell growth
inhibition. Eur J Pharmacol. 577: 35-43.

Osterwalder, T., Yoon, K. S., White B. H. and Keshishian, H. (2001): A conditional
tissue-specific transgene expression system using inducible GAL4. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 98: 12596-12601.

Palli, S.R., Kapitskaya, M.Z., Kumar, M.R., Cress, D.E. (2003): Improved ecdysone
receptor-based inducible gene regulation system. Eur. J.Biochem. 270,1308—1315.

Ronaghi, M., Uhlen, M., Nyren, P. (1998): A sequencing method based on real-time
pyrophosphate. Science 281:363-365.

Sadikot RT, Blackwell TS. Bioluminescence imaging. Proc Am Thorac Soc 2: 537-540,
511-532, 2005

Sambrook, J. & Russell, D.W. (2001): Molecular cloning: A Ilaboratory manual.
3" edition, Vol.3,CSHL Press

Sankar, N., Machado, J., Abdulla, P., Hilliker, A. J., Coe, I. R. (2002): Comparative
genomic analysis of equilibrative nucleoside transporters suggests conserved protein
structure despite limited sequence identity. Nucleic Acids Res. 30: 4339-4350

Searle, P. F., Stuart, G. W. & Palmiter, R. D. (1985): Building a metal-responsive
promotor with synthetic regulatory elements. Mol. Cell. Biol. 5, 1480-1489.

35



Shimomura, O., Johnson, F. H, Saiga, Y. (1962): Extraction, purification and properties
os aequorin, a bioluminiscent protein from the luminous hydromedusan, Aequorea. J.Cell
Comp.Physiol. 59, 223- 39.

Schneider, I. (1971): Embryonic cell lines of Drosophila melanogaster. Dros. Inf. Serv. 46,
111.

Schneider, I. (1972): Cell lines derived from late embryonic stages of Drosophila
melanogaster. J. Embryol. Exp. Morphol. 27, 353-365.

Sitkovsky M. V. & Ohta A. (2005): The 'danger' sensors that STOP the immune response:
the A2 adenosine receptors? Trends Immunol. 26: 299-304.

Steinbauerova, V. (2005): Mechanismus toxického ucinku adenosinu na bunky
imagindlnich ter¢kl D. melanogaster. Mgr. Thesis, BF JCU.

Sandova, K. (2008): Energetics Effect of Adenosine on Drosophila Imagimal Disc Cells,
Mgr. Thesis, PrF JCU

Tannous, B. A., Kim, D. E., Fernandez, J. L., Weissleder, R. and Breakefield, X. O.
(2005): Codon-optimized Gaussia luciferase cDNA for mammalian gene expression in
culture and in vivo. Mol. Ther. 11:435-443

Tavva, V.S., Palli, S.R., Dinkins, R.D. & Collins, G.B. (2007): Applications of EcR gene
switch technology in functional genomics.Arch Insect Biochem Physiol 65 ,164-179.

Thorn, J. A. & Jarvis, S. M. (1996): Adenosine transporters. Gen Pharmacol. 27:
613-20.

Tichy, V. (2007): Charakterizace signdlni drahy adenosinu v burikdch imagindlnich tercki
Drosophila melangaster. Mgr. Thesis, PrF JCU

Tsai, S. Y., O'Malley, B. W., DeMayo, F. J., Wang, Y., Chua, S. S. (1998): A novel
RU486 inducible system for the activation and repression of genes. Adv Drug Deliv Rev.
30:23-31.

Ui, K., Ueda, R., and Miyake, T. (1987): Cell lines from imaginal discs of Drosophila
melanogaster. In Vitro Cell. Dev. Biol. 23,707-711.

Ui, K., Ueda, R., and Miyake, T. (1988):. In vitro cultures of cells from different kinds of

imaginal discs of Drosophila melanogaster. Jpn J. Genet. 63, 33-41.

36



Ui, K., Nishihara, S., Sakuma, M., Togashi, S., Ueda, R., Miyata, Y., and Miyake, T.
(1994): Newly established cell lines from Drosophila larval CNS express neural specific
characteristics. In Vitro Cell Dev. Biol. 30A, 209-216.

van Calker, D., Muller, M., Hamprecht, B. (1979): Adenosine regulates via two different
types of receptors the accumulation of cyclic AMP in cultured brain cells.
J. Neurochem. 33, 999-1005.

Weiss, A., Roscic, A., Paganetti, P. (2009): Inducible mutant huntingtin expression in
HN10 cells reproduces Huntigton’s disease neuronal dysfunction. Mol. Neurodeg., Feb.
4:11.

Wurm, F.M., Gwinn, K.A. & Kingston, R.E. (1986): Inducible overproduction
of the mouse c-myc protein in mammalian cells. PNAS, 83, 5414 -5418.

Zhang, Y., Handy, D. E., Loscalzo, J. (2005): Adenosine-dependent induction
of glutathione peroxidase 1 in human primary endothelial cells and protection against
oxidative stress. Circ Res. 96: 831-837

Zhang, X. K., Hoffmann, B., Tran, P. B., Graupner, G., and Pfahl, M. (1992): Retinoid
X receptor is an auxiliary protein for thyroid hormone and retinoic acid receptors. Nature
355: 441-446

Zimmermann, U. (1982): Electric field-mediated fusion and related electrical phenomena.
Biochim. Biophys. Acta. 694:227-277.

Zwicky, K. (1954): Osmoregulatorische Reaktionen der Larve von Drosophila
melanogaster. Z. Verg. Physiol. 36, 367-390.

37



8. Prilohy
Priloha I:

Mechanismus  fungovdni inducibilniho systému RheoSwitch (RheoSwitch manual,

New England Biolabs).

RheoReceptor-1 RheoActivator RheoReceptor-1 RheoActivator
PNEBR-R1 PHEBR-R1

OFF ON <> %0%m

Transcription

sx re [ cene of interest
pMEBR-X1Hygro pHNEBR-X1Hygro

Piiloha II:
Priprava a sloZeni pouZzitych médii:

Média pro bakterialni kultury:

LB (Luria-Broth) médium: SOC médium:

Trypton 10 g/ Trypton 20 g/l

Kvasinkovy extrakt 5¢g/1 Kvasinkovy extrakt 5¢g/l

NaCl 10 g/ NaCl 0,5g/1

dH,O do 1000ml KCI (250 mM) 10 ml

Agar (jen pro tuhé médium) 15 g/ MgCI2 (2 M) 5 ml
Glukéza (1 M) 20 ml
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Médium pro buriky S2:

Schneider’s medium (Sigma S9895) 24,5 g/l
KHCO3 0,5 g/l
FBS (Gibco 16140) 10 %
Antibiotika Penicilin/Streptomycin (Sigma P4333) 1%
insulin 125 U1
pH 6,7 -6,8

Priloha III:

Seznam pouZitych primert

RhRecRXba: 5- CATCTAGATCATAGCGCGGGTTCCTTCCGG -3~
RhRecFXba: 5- ACTCTAGACAAATGCAGATCTTAGTGGCTAGC -3~
RhAcKpn: 5- TAGGTACCGCATGGGCCCTAAAAAGAAGC -3

RhAcXba : 5- CTCGTCTAGATTATGAATCAGAAGG - 37

pMTV5Rev: 5'- TAGAAGGCACAGTCGAGG - 3°

AdoPacF : 5- ATAAGCTTAACATGTCCGCGTTTCGCTACTTC - 3°

AdoPacR: 5"- TAGTCGACACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTC - 3~
KvAdMyc: 5°- CTTCTGAGATGAGGTTTTTGTTCACTCTCCGCGCTGGTCGCC-3~
EntPacF: 5- CTAAGCTTAACATGGCGGAGGCTAAATCGG- 37

EntPacR: 5- TAGTCGACACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTC - 3~
RT-ReceptorF: 5-AACATGTGCATCTCCCTCAAG -3~

RT-ReceptorR: 5- CAGTTAGCCTCCCCCATCT -3°

RT-AktivatorF: 5- CCTACGGCGCTCTGGATA - 3°

RT-AktivatorR: 5- TCAACGCCCTGGTCACTC -3~
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Priloha IV:

Sekvence gent zajiStujicich indukovanou expresi a vlastnich expresnich gent.

Kédujici sekvence konstruktu RhRec.

atgcagatcttagtggctagcgatgccaccatgaagctactgtcttctatcgaacaagcatgcgatatttgccgactt
aaaaagctcaagtgctccaaagaaaaaccgaagtgcgccaagtgtctgaagaacaactgggagtgtcgctactctcecece
aaaaccaaaaggtctccgctgactagggcacatctgacagaagtggaatcaaggctagaaagactggaacagctattt
ctactgatttttcctcgagaagaccttgacatgattttgaaaatggattctttacaggatataaaagcattgttaaca
ggattatttgtacaagataatgtgaataaagatgccgtcacagatagattggcttcagtggagactgatatgcectcta
acattgagacagcatagaataagtgcgacatcatcatcggaagagagtagtaacaaaggtcaaagacagttgactgta
tcgccggaattccecggggatcecggectgagtgegtagtacccgagactcagtgecgeccatgaagcggaaagagaagaaa
gcacagaaggagaaggacaaactgcctgtcagcacgacgacggtggacgaccacatgccgcecccattatgcagtgtgaa
cctccacctcctgaagcagcaaggattcacgaagtggtcccaaggtttctcteccgacaagectgttggagacaaaccgg
cagaaaaacatcccccagttgacagccaaccagcagttccttatcgeccaggectcatctggtaccaggacgggtacgag
cagccttctgatgaagatttgaagaggattacgcagacgtggcagcaagcggacgatgaaaacgaagagtctgacact
cccttccgccagatcacagagatgactatcctcacggtccaacttatcgtggagttcgcgaagggattgeccagggttce
gccaagatctcgcagcctgatcaaattacgctgcttaaggcttgctcaagtgaggtaatgatgctccgagtcgecgega
cgatacgatgcggcctcagacagtattctgttcgcgaacaaccaagcgtacactcgcgacaactaccgcaaggctggce
atggccgaggtcatcgaggatctactgcacttctgccggtgcatgtactctatggecgttggacaacatccattacgeg
ctgctcacggctgtcgtcatcttttctgaccggccagggttggagcagececgcaactggtggaagaaatccageggtac
tacctgaatacgctccgcatctatatcctgaaccagctgagcgggtecggegegttecgtecgtcatatacggcaagate
ctctcaatcctctctgagctacgcacgctcggcatgcaaaactccaacatgtgcatctcecctcaagctcaagaacaga
aagctgccgcctttecctcgaggagatctgggatgtggecggacatgtcgcacacccaaccgceccgectatectecgagtcece
cccacgaatctctaggcggccgectttcgatcececececcgggectgcagggagatgggggaggctaactgaaacacggaagg
agacaataccggaaggaacccgcgctatga

Kédujici sekvence konstruktu RhAc.

Atgggccctaaaaagaagcgtaaagtcgcccccecccgaccgatgtcagectgggggacgagctccacttagacggecgag
gacgtggcgatggcgcatgccgacgcgctagacgatttcgatctggacatgttgggggacggggattccccggggecyg
ggatttaccccccacgactccgeccectacggcecgectctggatatggeccgacttcgagtttgagcagatgtttaccgat
gcccttggaattgacgagtacggtggggaattcgagatgcctgtggacaggatcctggaggcagagecttgectgtggaa
cagaagagtgaccagggcgttgagggtcctgggggaaccgggggtagcggcagcagecccaaatgaccctgtgactaac
atctgtcaggcagctgacaaacagctattcacgcttgttgagtgggcgaagaggatcccacacttttecctecttgect
ctggatgatcaggtcatattgctgcgggcaggctggaatgaactcctcattgecteccttttcacaccgatccattgat
gttcgagatggcatcctccttgccacaggtcttcacgtgcaccgcaactcagecccattcagcaggagtaggageccatce
tttgatcgggtgctgacagagctagtgtccaaaatgcgtgacatgaggatggacaagacagagcttggctgectgagg
gcaatcattctgtttaatccagaggtgaggggtttgaaatccgcccaggaagttgaacttctacgtgaaaaagtatat
gccgctttggaagaatatactagaacaacacatcccgatgaaccaggaagatttgcaaaacttttgettegtetgect
tctttacgttccataggccttaagtgtttggagcatttgtttttctttegecttattggagatgttccaattgatacyg
ttcctgatggagatgcttgaatcaccttctgattcataa
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Kédujici sekvence genu AdoR (CG9753).

atgtccgcgtttcgctacttctcgatcaccgatttctecttcgagggacctectgectaccgectgcacgecggeccacce
acgagcaaggatgccaaggactcggacagccccagttccgagectgaacataccctacaccgtcettcecgaggtectyg
gtggccatcgtcagcatcatcggcaacgtgctggtgatcatcgtctteccgecgggaaagaaagttgcgacgecgce
accaactactacatagtatccctggccatggccgatttgctagtgggecgecattgggtattecccttecgecatectyg
gcctccatgggactacccagaaaccttcatgecctgectcttcacagtcectececctgectegtggtgectgtgtaccatce
tccatcttctgtctggtggececgtgteccgtggatcgatactgggeccatcecctatatccgatggectactcaaggaat
gtccgcacccgcacggcgatattcatcatctccatgtgectgggtggeccgggacgatagtgggettecctgecgett
ttcggctggcacgccgatgtcaatcacaaccaggagtgtctcecttegtggaggtgatggactacaactacctegtce
ttcctctattttgccaccattatcactcecggectctgectgatgectggecttctacacgcacatctaccgggtcatce
atcaaacaggtccgtcagattgttacgatgaaccccgectceccgatctcagtecgtecgetectecggeggeecgtggtyg
caggtgacgacacccggaagaggtggacacacgggaaccatgctgcgggtcttgggecgeccgcaaggaagcgggac
gtcaaggccacccagaatctgtccattatcgtgctgttctttatgatctgctggataccgctctatacgatcaac
tgcatcaaggccttctgtcccgactgctatgtgcatcccaagectgacgctcttcectgecatcattectgtcecccatetyg
aactcggcggtaaatccggtcctgtatgecctatcacctcaaggacttcagggeccgecgctgaagaacttactectyg
aagatgatgggcgtggacattgatcagcaggcggaggcaatccaccgcttctcggtggeccagtcagcatecgectyg
cagtccatggactccaatatgcgctccacgcagccgecgcectctatgtgggtgagtattcacccatttggttgagg
cagcagcaggaggccctgaagaactcccagctcecctgecccaagtgcggagtggtgtcgecctgtttcaacaacatce
aaccaaacggtggccgccgtggcttcecggtgaccacagatctcgagcgagaaatgtggaacatagtggaggcectcc
agtggcgccgagctgggtgaaaccagctacgagttcccttcecececececgetcececgggttecccagecgcagcagtgaacga
aatagcagttccacagtcccaccagctcecctecctgectecctgcgaagececctcagtteccgtececgectectatgacaac
cacaactacagtttcagccaggatgaggacgaagatgatgatgatctggagtttgaggacgtattcgtgccggec
agctctgttccaaatcccgttcagecctggcatagatcccgtggaactgecgtegetceccectggetttggtcatgagg
gagaaattgcgatcggatgacacggactccaggccaatgggcaacaatcaggatcttcccatagatgaacagtcc
agggagagaccgctctccactcaaacatctcccacaaatggcccacttceccggcectcecttctgagggccaaactgett
gctggcaactccaatagcgctcactgecctgccaggatccacggecgagtectgectecceccaggagcaatcecggtate
tttgtgatcgatagtgaggcgagtcccggctcaaatgggcacaagcctaagtatcgaaagggcacggcattcact
cggagttcgctgaagaagagccgatcctgcaactgtagctccatcgectaagggacgaggggtccacgacgagcce
agcagtaatctctgcagggatcaggagtcctctgtacttccacagcatccgcageccagccaaccatcccacagag
aacttttttagtccgctgagatcggtgggcagtttcatgcagcattccaacttgtttcacttcectccagectcac
gccgcccgtceccacctcatcgacggecgtegtccacggectceccacgeccactceccatcaccaccgeccatgggecag
gctcaggaggaatcggttccagtgggtctgaccacctcecctecgecgtceeccttetggcgaccagecgecggagagttga

Kédujici sekvence genu DmENT2 (CG11045)

atggcggaggctaaatcggagaagtcgceccttttattggcaaacagcaggcgeccggtgacgttaaateccctegtygg
gaatccaagttgccgccccatgattccaacggcaagggatcaacgtcggtgttggcgaaactgggectgeccageg
ccaaaagataaattccttatcgtgttctttatattcctgectgcacggecgtgggcacgctgatgccatggaacatg
ttcatcacggccaagtcctatttcgaggacttcaagttcggaccaaacaacaccgtggccacggaagtgagttac
cgcacccatttcatgcaaaatatgggctttgcctcgcagattcctaacctggtcttcaactggctgaacatcttt
gtcaactttggcggcgacctgaccacccgaatcgtctacagcatcatcttcgaaatggtcattctgetggttacce
attattttggccatgctcgactcctcgcagtggeccgggegtecttecttectggaccaccatggtgtgecattgtgttyg
ttaaacgtgtgcaacggcatctaccagaacaccatatacggaatagtggcatcgttgcccatcaagtacacaggce
gccgtcecgtcectgggcectccaacatcagecggctgcecttcaccaccgeccatggecttgatatgecggtgagatcectteteg
tccaagaggacttcggccatctactacttcgtgaccgccatcecctagtgectgectgectectgettcgacacgtacttt
gcgctgccgctgaacaagttcttccggcactacgagaccattagccggagcagcgaaaagaaatctgattctaag
gcccagctgaacgtgceccttactggcagatcttcaagaaagcagcgccccaactattcaacatcttectcacgttt
ttcgtcacgttgtcggttttccecggecgattcagtcgaacgtgcaccgcteccgacccaaatttecgtagtaggeccg
gactactttacactggtcacttgcttcgcgacctttaacgtcttcgcaatgectgggcagtttaaccacatcgtgg
gtgcaatggccgggtccgaggttcectctgggtgeccagtggtecttgegtctggegttcatecececcttgtttgtecatyg
tgcaactacgttccgccggactcggtgcgctcattggeccgtattcatcgagaacgattgggtgtactggggecatce
ggcatcgcaatggcctacagctccgggtatctcagctcectcectgggcatgatgtacgececccgcagacggtgcacacce
aaataccagaccactgccggaatgtacgcagctgccatgctgatcacgggcatcttcteccggagtgetgtteteg
tatctgggaccatttttcgtcgtgtag
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Priloha V:

Seznam pouZitych zkratek

ADA - adenosin deamindza

AdoR - adenosinovy receptor

AK - adenosin kindza

AMP (ADP, ATP) - adenosin monofosfat (difosfat, trifosfat)
BSA — albumin z hovéziho séra

CaCl; — chlorid vépenaty

cAMP - cyklicky adenosin monofofat

CI' - aniont chléru

CO; — oxid uhlicity

dH,0 — destilovana voda

ddH,O - deionizovana destilovana voda

DNA - deoxyribonukleotidova kyselina

ENT - ekvilibracni nukleosidovy transportér
ER - ekdysonovy receptor

FBS - fetdlni bovinni sérum

GFP — green fluorescent protein (,,zeleny fluoreskujici protein® )
K., —Michaelisova konstanta

LB - médium Luria-Broth

Na" - kationt sodiku

Na,HPO, — hydrogenuhlicitan disodny

NaCl - chlorid sodny

NaOH - hydroxid sodny

PBS - fosfatovy pufr

PBS- T - fosdtovy pufr s tweenem

PCR - polymerizova fetézova reakce

RNA - ribonuleotidova kyselina

RXR - retinoidovy X receptor

TAE - Tris-acetdt/EDTA elektroforeticky pufr

UV - ultrafialové (zareni)
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