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1 UvoDp

Drosophila melanogaster sa pouzivana ako geneticky modelovy organizmus uz priblizne 100
rokov. Prvy kto nakreslil a dokladne popisal D. melanogaster bol John Curtis. K uspechu
octomilky ako modelovému organizmu prispel William Ernest Castle, ktory zacal pokusy na
muche a zistil, ze sa da s fiou 'ahko manipulovat’ ako aj kratkost zivotného cyklu. Druhym
kto D. melanogaster vyniesol do vysin bol Tomas Hunt Morgan, ktory svojimi pokusmi
objavil geneticku rekombinaciu. Dolezitost’ jeho pokusov je mozné badat’ do teraz (Roberts.,
2006). Gendm musky bol osekvenovany a vel'mi dobe anotovany v roku 2000. Vd'aka tomu
je vel'mi l'ahké narabat’ s genom, ktory sa vyberie. (Allocca et al., 2018). D. melanogaster ma
Styri pary chromozomov. Prvy par tvoria pohlavné chromozomy a ostatné su autozomy
(Kaufman, 2017). Priblizne 77% génov muchy je zhodnych s l'udskymi génmi, o ma vel'mi
potencial pri vyskume zavaznych l'udskych chorob (Kruger, Denton, 2020).

,,Imaginal Discs Growth Factors (IDGF) su sekretované glykoproteiny nachadzajuce sa u
bezstavovcov. Rodina IDGF u D. melanogaster pozostava zo §iestich ¢lenov (Zurovcova,
Ayala, 2002). Su strukturalne podobné cicavéim chitindzam (CLP) (Kawamura et al., 1999).
Medzi cicavéi CLP patri napriklad oviduction, ktory koduje glykoprotein 1 (OVGPI1) a
produkuje sa vo vajickovodoch, kde ma vplyv na dozrievanie spermii ako aj ich schodnost’
pohybu, zivotnost' (Zhao et al., 2022). Glykoprotein Idgf3 je u D. melanogaster produkovany
v semennikoch aj spermatéke (Chintapalli et al., 2007). Pilotné prace na nulovom mutantovi
Idgf3 zbezne zmienuju, ze samci su neplodni a samice mo6zu mat znizenou plodnost
(Kugerova et al., 2016). Dalej bolo v najom laboratoriu nedavno zistené, ze Idgf3 zrejme
v semennikoch interaguje s hladinou adenosinového transportéru cntl. U adenosinového cntl
transportéru uz bola dokazana suvislost’ s poruchami samcej plodnosti (Maaroufi et al., 2022).
Plodnost samcov je spojena s korektnou funkciou vyvojovych a fyziologickych procesov. D.
melanogaster su vhodné organizmy pre vyskum sterility u samcov (Wakimoto et al., 2004).
Mutacie suvisiace so sterilitou u samcov vyznacujuce sa geneticky, fenotypovo a molekularne

by mohli viest k lepSiemu porozumeniu geneticky podmienene;j sterilite u 'udi (Silber, 2004).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Drosophila melanogaser

2.1.1 Charakteristika Drosophila malanogaster

D. melanogaster je znama, aj ako ovocna muska. Octomilku radime medzi Diptera (Campos-
Ortega et al.,1985). Telo tejto muchy sa sklada s hlavy, hrudnikovej ¢asti (thorax) a zadoc¢ku
(abdomen) a dvoch kridel (Chyb, Gompel, 2013). U D. melanogaster je charakterizovany
pohlavny dimorfizmus: samcek sa od samicky lisi tym, Ze je mensi a tiez ma Ciernu Skvrnu na
abdomenu (Obrazok &. 1) ako aj chipky okolo genitalneho otvoru. TaktieZ sa na nozitkach
u samca nachadzaju hrebene (sex combs), ktoré su vyuzivané pri pareni (Chyb, Gompel,
2013).

Zivotny cyklus D. melanogaster trva pri teplote 25 °C 10 dni a pri 18 °C sa predlZi na
20 dni (Obrazok ¢. 2). Najprv dochadza k pareniu medzi samcom a samickou. Potom samicka
nakladie vajicka na jedlo, ktorym sa aj zivi. Samice su schopné parenia so samcami po 12
hodinéach od ich vyliahnutia (Allocca et al., 2018).

Z embrya vznikéa po 24 hodinach prvé larvalne stadium L1, cely larvalni vyvoj trva 4
dni. Z L1 vzniké druhé stadium L2 a néasledné tretie Stadium L3. Hlavna morfogenéza organov
ako su Creva, reprodukéné organy zacina zmenami pocas vyvoja kukly. Po Styroch dioch

vyvoja sa z kukly vyvinie dospely jedinec (Ong et al., 2015).

Obrazok. 1: Pohlavny dimorfizmus (Majeed et al., 2017).
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Obrazok €. 2: Drosophila melanogaster zivotny cyklus (Allocca et al., 2018).
2.1.2 Reprodukcia D. melanogaster

Reprodukcia u D. melanogaster zavisi na ispeSnom pohlavnom spravani a dvoreni u samcov.
Pri hl'adani partnera u D.melanogaster st vel'mi dolezité cuchové organy. Samce pouzivaju
Cuch, zarover sluchové, vizudlne a chemosenzorické signalmi k najdeniu samicky na parenie.
Signaly, informacie, ktoré sa snazi jedinec ziskat’ sa daju zistit pomocou organov, v ktorych
sa nachadzaju neurony. Tieto organy su: proboscis, tarsae noh, kridla, o¢i, tykadla, ¢elustné
palpy. Na rozpoznanie pohlavia a druhu, samcéek pouzije feromonové signaly a nasledne
poklepe prednou koncatinou na brucho samice. Neskor samcek vytvori pomocou vibracie
svojich kridel dvornu piesen. Po dvoreni sa samcek kopuluje so samicou v priemere 20 mint.
Dvorenie moze byt prijaté alebo odmietnuté samicou. D. melanogaster vyuziva odmietavé
spravanie ako je ,,decamping®, vytlaCanie vajcovodu, alebo kopanie, ktorym sa zbavi dvoreniu
samca. Vd'aka uspesnej kopulacii dojde k prenosu spermii a semennych tekutin do pohlavného
traktu. To spdsobuje povzbudenie uvolfiovania oocytov vajecnikom a tym dojde obmedzeniu

parenia sa samiciek s inym samcom (Pavlou, Goodwin, 2013 ; Ziegler et al., 2013).



2.1.3 Semenniky D. melanogaster

Semenniky u D. melanogaster si parové organy. Maju tvar stocenej trubice s dutym koncom
(Obrazok €. 3). GSC (zarodecné kmenové buiiky) su lokalizované na slepom apikalnom konci
semennika. Tam sa delia asymetricky, ¢im dojde k vzniku jednej bunky, ktora ostava
kmerniovou bunkou. Druha bunka gonioblast sa diferencuje. Pricom gonioblast je obal'ovany
dvoma bunkami somatickych cyst. Styri cysty sa delenia pri G&asti gonialneho blastu
zintenziviiuju tranzit pri vzniku zhluku 16 spermatogonidlnych buniek. Tieto bunky
prechadzaju cez S fazu, spermatocytovy program rastu a génovej expresie. Tu su zvicsa
vSetky génové produkty esencidlne pre vyvoj spermatocytov a spermatid prepisané.
Spermatidy su na konci spermiogenézy obklucené plazmatickymi membranami. Spermie

ktoré dozreju sa skladuji v semennej vezikule pre buducnost’ (de Cuevas, Matunis, 2011).
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Obrazok ¢. 3: Reprodukény systém Drosophila melanogaster (Ram, Wolfner, 2007).



2.1.4 Spematogenéza u D. melanogaster

Spermatogenéza u D.melanogaster sa spusta v larvach L3 (treti instar). Semenniky D.
melanogaster obsahuju vsetky Stadia spermatogenézy. Na apikalnom konci semennika su
situované zarodocné kmenové bunky ako aj progenitory cyst. Kmenové bunky sa delia
asymetricky v apikalnej oblasti semennika. Rodicovské bunky ostavaja pri konci semennika.
Dcérske bunky sa oddelia (Obrdazok €. 4). Aby vzniklo 16 syncialnych, skorych
spermatocytov musi prejst spermatogonium 4 cyklami mitozy. V nich sa sustreduju
transkripty, ktoré zohravaju doleziti ulohu v d'alSej casti spermatogenézy. Niektoré
spermatocyty prechadzaju meiozou za vzniku 64 spermatid. Dochadza k predlzovaniu
spermatid az do 1,8 milimetra. Spolu so spermatidami sa predlzia aj dva mitochondrialne
derivaty a axonéma. V individualizacii dochadza k zlikvidovaniu extra organel a skoro celej
cytoplazmy, s vynimkou (axonema) hlavného a vedlajsieho mitochondridlneho derivatu.
Vd'aka individualizacii je kazda spermia zabalena do svojej membrany. Po ich skonceni st
spermie transportované do semenného vacku, kde su ulozené pred ejakulaciou (Castrillon et
al., 1993; Demarco et al., 2014; Fabian, Brill, 2014; Fabrizio et al., 1998; Tokuyasu et al.,1972;
Tokuyasu et al., 1975).

elongated spermatids

transfer into
seminal vesicle

(e

(IS5
MATURE
@ 16 primary spermatocytes SPERM
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Obazok €. 4: Spermatogenéza u D.melanogaster (Metzendorf, 2010).



2.1.5 Genetika D.melanogaster

Mutageneza

Mutacie si zdrojom rozmanitosti génov v evolucii. Ako prva z mutagenéz bolo objavené
rontgenové ziarenie ktoré, menilo fenotyp u ovocnych musSiek. Nasledne boli vynajdené
fyzikalne, chemické a biologické mutagenézy ktoré boli riadené mutagénom. Neskor sa zacal
rozvoj cielenej mutagenézy (Zheng et al., 2017). Miestne-cielend mutagenéza je vyuzivana
pre rozmanité mnozstvo funk¢nych studii ako aj pre vytvaranie proteinov a enzymov s novymi
katalytickymi aktivitami (Liu et al., 2008). Tato mutagenéza vytvara mutacie v uréenych
miestach ako je vdzbové miesto pre ligand alebo aj katalytické miesto (Bloom et al., 2009).
Medzi asi najznamejsiu cieleni mutagenézu in vitro patri PCR. Programovatelné nukleazy

maju Siroké pouzitie in vivo aj in vitro (Zheng et al., 2017).

Balancerové chromozémy

Balancerové chromozémy u much zohravaja vel'mi doélezitu ulohu. SU to chromozomy
s viacerymi inverziami. A prave vdaka nim nedochadza k rekombinacii s homologickym
chromozomom. Udrzuju letalne linie mutacii v heterozygotnom stave (Zurovec, 1999). V tejto

préci je vyuzivany balancerovy chromozom s fenotypovou znackou ,,curly®.

Markery
Zname aj ako signalne znaky sluzia k oznacovaniu transgénov odvodenych od morfologie ako
su biela alebo Cervena farba oci, zakrutené ,,curly” kridla, (Greenspan, 2007) ¢i fluorescencné

proteiny GFP alebo dsRed marker (Hander et al., 2001).

P- element

U D. melanogaster sa P-elementy pouzivaju pre neSpecificky lokalizovanou integraciu
transgénov (Obrazok €. 5). A to nahodnou mutagénezou pomocou mobilizacie a mimovol'ného
zaClenenia do genomu a tiez pre cielenou mutagénézou, kde moze byt P-element, ktory je
lokalizovany v blizkosti alebo priamo v nekodujicej oblasti génu mobilizovy a vystiepeny a
ak dojde k jeho nepresnému vystiepeniu vzniknu prestavby sekvencie génu ako aj delécie.
Tymto spésobom vznikol mutant Idgf3-! (Obrazok &. 7) (Kuderova et al.,2016). Dalej boli P-
elementy dodlezité aj pre vyvoj] GAL4/UAS (Brand, Perrimon, 1993), cielenej delécie (Ryder
et al., 2004).
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Obrazok ¢. 5: Vytvorenie transgennych much. Dva typy plazmidov sa injikovali do embrya
muchy s bielymi ocami. Jeden s P-transpondzou a druhy transpozom P-elementu s potrebnym
transgenom spojenym s markerovym genom ktory tvori ¢ervenu farbu oci. Po injikaci enzym
transponaza vysekne traspozon z druhého plazmidu a vlozi do gendmu buniek vo vyvoji. Po
tom Co sa tieto muchy stani dospelymi tak pri ich pareni bude u potomstva transgen.

Vysledkom budu Cervené oci u potomkov (Allocca et al., 2018).

Flyfos

Flyfos su génové fosmidové kniznice sprostredkivaju modifikaciu velkych gendémovych
klonov a to pomocou vysokovykonnej rekombinécie a cielenej transgenézy. Umoziluju tiez
zachranu mutovanych fenotypov a zobrazovanie génovych produktov u zivych much. Fosmid
vektor (pFlyFos) vzknikol pomocou systemu P[acman] a rekombin¢nych technik (Obrazok ¢.
6). Placman] vyuziva ¢C31. Tu je integraza ktord do genomu Drosophily vie zaviest
bakterialne konstrukty velkosti umelého chromozomu. Vdaka comu je mozné analyzovat

hociaky aky gén v jeho neporusenom cis-regulacnom susedstve (Ejsmont et., al 2009).
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Obrazok ¢. 6: pFlyfos schéma (Ejsmont et., al 2009).

pFlyFos sa sklada so sekvencie attB ktora je rozpoznavana ¢C31 integrazou a da sa vyuzit
pre cielené zaclenenie do Specifického attP miesta v genome. Pre selekciu v zivych muskach
je konstrukt vybaveny markerom dsRed (Cerveny fluorescencny protein), ktory je riadeny
o¢nym promotorom (3xP3) viditeInym v larvach kuklach a dospelych jedincoch (Ejsmont et.,

al 2009).

attP a attB

Vyskum ktory umoznil I'ah§iu manipuléciu so sekvenciami DNA vyuzival ako modelovy
organizmus taktiez Drosohilu. Zistilo sa, ako a opakovanie rychlo v¢lenit transgény do jedinej
atej istej polohy v genome. VSetky stratégie pouzivaju Specifické rekombinazy, ktoré
urychluji krizenia medzi definovanymi cielovymi sekvenciami (Brand, Dymecki 2004).
Jedna z nich integraza z faga @C31 urychluje rekombinaciu medzi attP a attB sekvenciami,
ku ktorej dochéadza v jadre TTG ktoré je pre nich spolo¢né. Vysledkom je produkcia dvoch
novych sekvencii attl. a attR. (Kuhstoss, Rao, 1991; Rausch, Lehmann, 1991). Pretoze ich
integraza nerozpozna nemozno ich vystrihnat” ani vymenit (Thorpe et al., 2000). Neskor bola
vyvinutda (RMCE) teda integratna stratégia ktorej sa hovorilo aj vymena kaziet
sprostredkovana rekombinazou. Systém vedie k vycCisteniu vymene kazety cielovej sekvencie
s darcovou kazetou (Schlake, Bode, 1994; Bethk, Sauer, 1997; Bouhassira et al.,1997; Seibler,
Bode, 1997; Seibler et al., 1998; Feng et al.,1999; Baer, Bode, 2001). Stabilita integratora je
zabezpecCena tym ze, kazety maju na okraji heterotypické alebo obratenné rozpoznavacie
sekvencie. RMCE sa najprv pouzival v bunkovej kultire, neskor aj na Grovni organizmu

(Thomasona et al., 2001; Shmerling et al., 2005).



2.2 IDGF3

,Imaginal Disc Growth Factors“ (IDGF) su polypeptidové rastové faktory objavené
u bezstavcov (Kawamura et al., 1999). VSetky IDGF sa vyvinuli zo spolo¢ného predka
Polyneoptera, Condylognatha a Holometabola (Zurovcova et al., 2019).

IDGF sa struktirou podobné chitinazam avSak, nemaju enzymatickii funkciu
(Kawamura et al., 1999), co je posobené pravé ich strukturou, kde v hydrolazovom aktivnom
centre je situovana aminokyselinova substitucia kyseliny glutdmovej. Stale v§ak mozu sluzit’,
ako lektiny a putat’ uréité sacharidové skupiny (Zurovcova et al., 2019). Patria do rodiny 18
glykosidovych hydrolaz, ktoré st vytvorené pomocou (aff)8 barela. AvSak odliSuju sa extra
sluckou medzi B4 listom a a4 helixom (Varela et al., 2002).

Génova rodina IDGF u Drosophila melanogaster ma 6 &lenov (Zurovcova, Ayala,
2002). Idgfl spolu s Idgf 2 st umiestnené na lavom ramene druhého chromozomu v tuseku
36A (Vierstraete, 2004). Idgfl povzbudzuje proliferaciu a polaritu buniek imaginarnych
ter¢ikov in vitro (Kawamura et al., 1999). V ¢lanku z roku 2017 je napisane ze, Idgf2 chréani
bunky pred bunkovou smrtou (Broz et al., 2017). Idgf3 je lokalizovany na druhom
chromozoéme, na 2. ramene v oblasti 36A. Protein ktory Idgf3 produkuje je dolezity ako
ochrana organizmu pred hlistovcami. Tiez bolo dokazané, ze gén Idgf3 pomaha pri hojeni
ran, ako aj pri zrazani hemolymfy (Kucerova et al., 2016). Dolezita ulohu hra aj v reprodukcii,
kde sposobuje poruchy plodnosti (Kucerova et al., 2016). Idgf3 nulovy mutant bol vytvoreny
pomocou mobilizacie mobilného elementu (Obrazek €. 7). V praci roku 2022 bolo
odpublikované ze, poruchy plodnosti u génu Idgf3 mozu mat suvis s génom cntl (Obrazok ¢.
8), pretoze tento gén overexprimuje Idgf3 atiez, uneho uz neplodnost’ bola dokazana
(Maaroufi et al.,, 2022). Jediny gén zrodiny Idgf ktory je lokalizovany na pohlavnom
chromozéme X v oblasti 9A je Idgf4. Nachadza sa najma v zrelych oocytoch. Exprimuje sa
pocas gastrulacie ako aj v bunkéch Zitka (Butler et al., 2003). Idgf 5 je na druhom chromozoéme
v oblasti 55C, bol vsak objaveny ako posledny pomocou sekvencii v gendmovej databaze
(Zhu et al., 2004). Idgf6 znami aj ako glykoprotein DS47. Je umiesteny na pravom ramienku
2. chromozému a to v useku 53D. DS47 je vyrabany hemocytmi ale aj tukovym telieskom

pricom po prekonani bakterialnej infekcie jeho mnozstvo klesa (Vierstraete et al., 2004).



2nd chromosome

2L Centromere 2R
36A1
TS 1 kb 2 kb
1 1 1
—{X | | - I >—

4 kb of recombined pGAW
a element without w*

Obrazok ¢&. 7: Mutant Idgf3 1!, Vytvorenie mutanta Idgf3 ! bolo mozné, pomocou mobilizacie
P-elementu pGawB (Inzer¢na linia NP2446). Tento element je situovany po zaciatku
transkripcie génu Idgf3 na +45 bp. Mutanty Idgf3*' st schopné zivota ako homozygoti. Vdaka
strate w+ markeru P-elementu ma duplikaciu 8 bp hned’ na zaciatku transkripcie génu Idgf3,

¢o sposobilo uplnu stratu prepisu (Kucerova et al., 2016).

relative expression

w‘f 118 cnt1FD

Obrazok ¢. 8: Relativna expresia Idgf3 v samcich semennikoch mutanta cnt/ (Maaroufi et al.,

2022).
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3 CIELE PRACE

» Qverenie neplodnosti mutanta Idgf3"!.

= Qverenie overexpresnych linii pre pokracovanie pokusu.

»  Zachrana mutanta Idgf3" pomocou much z linii attP40 (Flyfos ldgf3) a attP40
(Flyfos IDGF3::GFP).
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4 METODIKA

4.1 Kultivacia D. melanogaster

Octomilky boli chované v laboratornych podmienkach pri 25 °C. Iba v pripade potreby
predlzenia cyklu octomilky boli prelozene do inkubatora s 18 °C. Samotné muchy s genotypmi
(Priloha €. 1) boli uchovéavané v sklenenych vialkach, ktoré boli uzavreté vatou. Vo vialkach
sa nachadzala predpripravena potrava. Ta bola zlozena s 8% kukuri¢nej muky 5% cukru, 1%
agar, 4% kvasnice, 0,2% konzervant metyl paraben. Do nej muchy nakladli vajicka a sluzila
aj ako potrava pre larvy, tak aj pre dospelé jedince. Octomilky boli prena§ané zo starej vialky

do novej po 14 dioch.

4.2 Test fertlity samcov

Pre test bolo treba rozlisit samca octomilky od samicky. Pre test boli vyzbierané panny
octomiliek w!/’% Kvoli cirkadialnym rytmom boli zbierané z rana. V naSom pokuse boli
pouzité 3 dni staré samce kvoli efektivnosti ich parenia. Samci mali bud’ experimentalny ¢i
kontrolny genotyp (Obrazok ¢. 9, 10) a boli vzdy krizeni so samicami z kontrolnym
genotypom w8 Vysledok experimentu teda ovplyviiovala plodnost samcov. V jednej vialke
sa vzdy nachadzal jeden samec apat samic. Potom boli muchy sledované 90 minut
a zaznamenalo sa s kolkymi samickami sa samcek sparil (pre vypocet frekvencie parenia)
a ako dlho parenie prebiehalo (pre vypoéet dizky kopulacie). Nasledne boli samigky nechané
vo vialke 24 hodim so samcom. Na d’alsi den doslo k oddeleniu samiciek od samca. O denl
neskor boli spocitané, ktoré samicky od konkrétneho samca nakladli vajicka. O d’alSich 24

hodin bolo zistené kol'ko samiciek bolo oplodnenych a teda doslo k vyliahnutiu lariev.

Idgf 3"

W,W, »® 9w;+;+

Obrazok €. 9: Schéma krizenia mutanta Idgf3 a virginalnymi samicami s kontrolnych much.
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Sw; +; + b 4 Pw;+; +

Obrazok €. 10: Schéma krizenia kontrolnych samcov s vigninalnymi samicami.

Heteroalelicka kombinacia (kombinacia mutacie aj delecie).
Pre toto krizenie boli zbierany samci s genotypom (Obrazok ¢. 11) s viditelnym markerom
polovi¢ného oka ako aj bez kuceravych kridel. Pre test fertilty samcov boli pouzité tie isté

podmienky ako u predchadzajucich.

Idgf3" Qw4+
Wi dac10/3; “ W

Obrazok €. 11: Schéma krizenie heteroalelickej kombinécie so samicami s kontrolnych
much.

Test zachrany

4.3 Zachrana neplodného mutanta

Pre tento test bolo pouzité krizenie (Obrazok ¢. 12 a Obrazok €. 13). VSetky muchy boli uspané
COz vd’aka ktorému bolo mozné rozoznat’ samca-samicku (pannu) a tiez markery dolezité pre
krizenie. Najprv boli vyzbierané panny samiciek z mutanta w; Idgf3-!/CyOGFP; +. Samicky
mutanta ponechané krizit’ sa so samcom +; attP40 (Flyfos Idgf3) ; + alebo +; attP40 (Flyfos
Idgf3::GFP); +. Nasledne z tohto krizenia boli vybrané samicky ktoré boli skontrolované pod
mikroskopom &i spliiaju kritéria pre d’alsie krizenie (Gerveno fluorescenéne svietiace omatidia,
bez kuceravych kridel) ich surodenci samci s rovnakym genotypom boli pouziti na overenie
pre PCR. K samickam ktoré splnili podmienky boli pridany samci s balancerom na druhom
chromozoéme. Z tohto krizenia boli vybrany samci taktiez s kuceravymi kridlami, ¢erveno
fluorescencne svietiacimi omatidiami a k nim boli pridané opéat’ samicky s balancerom na
druhom chromozému. Samci boli nasledne overeny PCR (oznaceni hviezdi¢kou). Potomkovia

s rovnakym genotypom w; attP40(Flyfos 1dgf3),1dgf3%/CyOGFP ;+ alebo w; attP40
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(Flyfos Idgf3::GFP),Idgf3"/CyOGFP; + boli skrizeny dokopy. Vysledny samec uz
s genotypom w; attP40 ( Flyfos Idgf3), Idgf3!';+ alebo w; attP40 (Flyfos 1dgf3::GFP),
Idgf3t; + bol pouzity pre nasledny test fertility s tych istych podmienkach ako mali samci

w!!18 heteroalelicka kombinacia a mutant.

Idg 3Lt d
;) — X ; attP40 (Fi 1 ;
CyOGFP +; att (Flyfos 1dgf3) ; +
ldg 3Lt / ldgf3lt
; 2 H X ot ;—gf ;
attP40(Flyfos Idgf3) CyOGFP
1dgf3lt \ attP 40( Flyfos Idgf3),ldgf3Lt
Jagrs” Xd|w; (Flyfos ldgf3)Idgf3 ™ .
CyOGFP CyoGFP
attP40(Flyfos 1dgf3),1dgf3L? attP40(Flyfos Idgf3),1dgf3L?
Q w: (Flyfos 1dgf3),Idg t xdw; (Flyfos 1dgf3),Idg +
CyOGFP CyOGFP

!

O \v; attP40 ( Flyfos Idgf 3), 1dgf3"; +
Obrazok €. 12: Schéma krizenia much so zachrany +; attP40 (Flyfos 1dgf3) ; +

Idgf3tt
w; a3, x O +; attP40 (Flyfos IDGF3::GFP); +
cyoGFP /
- Idgf3L? 4 X d W_Idgf3l'1_
” attP40 (Flyfos IDGF3::GFP);+’ " cyoGFP’
W_Idgf3l'1_ X O"W- attP40( Flyfos Idgf3:GFP),ldgf3X n
’ cyoGFP '’ ’ CyOGFP ’

N

? w: attP40 (Flyfos IDGF3:GFP),ldgf3Lt, X ot W attP40 (Flyfos IDGF3:GFP),ldgf3Lt, n
’ CyoGFP ’ ’ CyoGFP ’

!

T w; attp 40( Flyfos Idgf3::GFP), Idgf3"* ; +
Obrazok €. 13: Schéma krizenia much so zachrany +; attP40 (Flyfos 1dgf3::GFP); +
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4.4 lzolacia DNA

4.4.1 Purifikacia DNA pomocou kitu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)

Bol pouzity modifikovany protokol pre izolaciu DNA z hmyzu, za pomoci homogenizacie
plastovym ti¢ikom v skiimavke. 1 jedinec D. melanogaster bol dany do vysterilizovanej 1,5
ml mikrozkumavky. Zivé muchy boli ponechané 3 mintty na l'ade, aby sa prestali hybat.
K organizmu, ktory sa nachadzal v mikroskimavke, bolo pridanych 180 pl pufru 1x PBS.
Potom do§lo k homogenizacii s pomocou ruéného ti¢iku. Dalej bolo pridanych 20 pl
proteindzy Ka 200 pl pufru AL. Mikroskimavka bola zamieSan4 a dand do termobloku
vyhriatého na 56°C na 10 minut. Nasledne bolo ku vzorke pridanych 200 ul etanolu (98%).
Obsah mikroskimavky bol premiesteny do skimavky so silikonovou membranou, ktora bola
sucast’'ou kitu (DNeasy Mini spin Column) a bolo pokra¢ované podl'a standardného protokolu.
Elucia bola urobena do 100 pl AE pufru s 2x opakovanou elucii pre ziskanie maximalneho
vytazku a zvySenie koncentracie DNA. Vysledok koncentracie DNA bol overeny na
NanoDrope 2000 (Termo scientific) pri 260 nm. Vzorky boli uskladnené pri 4 °C na d’alSiu

Cast reakcie.

45 PCR

4.5.1 PCR s pouzitim Dream Taq polymerazou

Vsetky komponenty potrebné pre reakciu boli rozmrazené, premiesané na cetrifuge. Nasledne
bola zich namieSand reakcia v ktorej bolo 1x DreamTaq PCR Master Mix (Thermo
Scientific), 0,5 ul IGF14 a GRORS primeru (koncentracia 5 uM). Primery su uvedené
v Priloha ¢. 2. Potom bol pridany 1 pl templatovej DNA. Taktiez bola namieSana
beztemplatova kontrola, v ktorej bola mesto templatovej DNA pouzita sterilizovana
destilovana voda. Skumavky boli premieSané a stocené nasledne vlozené do termocykleru
Gene Pro Thermal Cycler (BIOER), pricom annelingova teplota bola navrhnutd podla
pouzitych primerov.

Program pouzity Thermo Cycleru bol nasledovny:

Predenaturacia: 94 °C na 1 minutu

Denaturacia: 95°C na 30 sekund

,2Annealing®: 55°C na 30 sekund } 35 cyklov

Extenzia: 72°C na 1 minutu
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Postextenzia: 72°C na 5 minut
Uchovanie vzoriek: 16 °C

Vzorky boli nasledne pouzité na elektoforézu.

4.5.2 PCR s pouzitim TaKaRa Ex Taq polymerazou pre dlhé produkty

Komponenty pre polymerazova retazovu reakciu boli premieSané a stoCené na centrifuge.
Boli pouzité 1x Ex Taq pufru (TaKaRa), 0,2 mM dNTP Mix (TaKaRa), 0,2 ug/ul BSA, 0,025
U/l enzymu Ex Taq , 0,8 uM IGF13b a GRORS primeru (Priloha €. 2), 1 ul templatovej
DNA. U kontrolnej vzorky bola namiesto DNA pridand ddH>O. Vzorka presla naslednym

premieSanim a stoCenim v centrifuge ako aj vlozenim do Gene Pro Thermal Cycler (BIOER).

Tam uz bol nastaveny nasledovny program:

Predenaturacia: 95 °C na 3 minaty

Denaturécia: 95 °C na 30 sektund

,2Annealing®: 57 °C 30 sekund 35 cyklov
Elongacia: 72 °C na 3,5 minuty

Postelongacia: 72 °C na 5 minut

Uchovanie vzoriek: 16 °C

Pred elektroforézou boli vzorky ofarbené pomocou 6x loading Dye Blue (NEB).

4.6 Elektroforéza

Pre overenie vzoriek bola pouzitd elektroforéza. Pripraveny bol 1,5% agarozovy gél. Z 0,45
g agarozy (Lonza) a30 ml 1x TAE pufru. NamieSany roztok TAE a agardzy bol potom
rozpusteny v mikrovinke za Castého premieSania a kontroly. Neskor bol schladeny tecticou
vodou. Do roztoku bol pridany 1 pl etidium bromid (15 mg/ml). Vysledna tekutina bola naliata
do vanicky kde bol pridany hrebeni. Gél bol nechany tuhnut 20-30 minat. Nasledne bol hreberi
z vanicky vybrany. Gél bol pretoceny o090 °C vlavo aby jamky boli hore. Potom doslo
k zaliatiu gélu 1x TAE pufrom, tak aby hladina nad gélom bola zhruba 5 mm. Vzorky
vybrané z Thermo Cycleru boli pridané do gélu kazdy do 5 pl. Taktiez bol pridany do jedne;j
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jamky 5 pl velkostného Standardu ,,GeneRuler” 100 bp (Thermo Scientific) nebo 1 Kb DNA
,ladderu” (NEB). Ktory uroval velkost’ fragmentu pouzitej] DNA. Po pridani vSetkych
vzoriek bol k elektroforeticke; vaniCke pripojeny zdroj s elektrickym napétim (PowerPac
Basic Power Supply BIO RAD). Miera napitia zavisela od velkosti danej pouzitej vanicky.
Nasledné bol gél s vanicky vybrany a overeny pomocou transiluminatoru SMARTS (VWR).

4.7 lzolacia RNA

Homogenizacia buniek, trizolova izolacia

Do kazdej skimavky 1,5 ml bolo nazbieranych 15 kusov rovnako starych D.melanogaster.
Skumavky boli nechané na 'ade kym sa muchy neprestali hybat'. Nasledne boli muchy spolu
s tekutym dusikom a 400 pl Trizolu (Thermo Fisher Scientific) homogenizované tigikom
v maziariku. Vzniknuta zmes bola presunutd naspit do mikroskimavky ana lad. Po
homogenizacii bolo pridanych 600 pl Trizolu a premieSané na vortexe (FVL-2400N Combi-
Spin, Biosan). Vzorka bola inkubovana 10 minat pri pokojovej teplote, kvoli disociaci
nukleoproteinovych komplexov. Dalej bolo pokradované podla tandardného protokolu na
izolaciu RNA pomocou Trizolu. Po precipitacii bol ziskany pelet s RNA rozpusteny v 100 pl
DEPC H-O.

Kit NuCleo spin ,, RNA*“ (Macherey-Nagel)

Ku 100 pl vodného roztoku RNA z minulého kroku bolo napipetovanych 600 pl zmesy (300
ul pufru RA1 + 300 pl 100% etanolu). Potom bola cela tekutina z mikroskimavky presunuta
do priloZzenej mikrozkumavky z kitu (NucleoSpin RNA Column). Nasledne bola vzorka
centrifugovana pri 0,5 minuty pri 11 000 g za pokojovej teploty a d’alej bolo postupované
podla Standardného protokolu vratane oSetrenia RNA na kolonke pomocou DNazy. Elucia
bola urobena do 40 pl sterilnej vody bez RNaz (sucastou kitu), pre vyssi vytazok a
koncentracii bola elucia opakovana do rovnakého objemu. Vysledok koncentracie RNA bol
overeny na NanoDrope 2000 (Termo scientific) pri 260 nm. Vzorky boli uskladnené pri -80

°C na d’alSiu Cast’ reakcie.
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4.8 Reverzna transkripcia

Na reverznu transkripciu bol pouzity navod z protokolu: RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo scientific). Pred samotnou reakciu bolo vypocitané mnozstvo
teplakove; RNA ktoré je potrebné k reverznej transkripcii na 1000 ng, pricom k tomuto
mnozstvu RNA bol pridany 1 pl oligo (dT)is primer. Celad reakcia mala objem 20 pul

a inkubacia a inaktivovaie probiehala na termocykleru Gene Pro Thermal Cycler (BIOER).

4.9 Kvantitativna PCR

Pre reakciu boli pouzité 1x , SolisBiodyne* Mix, Rackl1, Idgf3, rp49 primer 0,25 uM (Priloha
¢. 3), templat s objemom 5 pl, ktorym bol produkt s reverznej transkripcie 25% riedeny nebo
ddH>0O (u beztemplatovej kontroly). Reakcia bola namieSana v 20 ul. Nasledne doslo
k premieSaniu vzorky a vlozeniu do termocykleru Rotor Gene Q (QIAGEN) v ktorom bol
nastaveny program:

Predenaturacia (Inicializacia Hs Taq): 95 °C na 15 minut

Denaturécia: 95 °C na 15 sektnd

,,Annealing®: 60 °C na 30 sekund 45x

Elongécia: 72 °C na 20 sekand
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5 VYSLEDKY

5.1 Overenie mutanta Idef3-! pomocou polymerazovej ret’azovej reakcie

Pred samotnym zaciatkom experimetu bol overeny mutant Idgf3!. Pomocou izolacie DNA
podla Standartného kitu, PCR s Dream Taq polymeraziu a naslednou elektroforézou.
Z (Obrazok ¢. 14) je zname, ze Idgf3"' je mutant. Doslo k naviazaniu oboch primerov a tym
bol badatelny ako heterozygot Idgf3 tak aj pozitivha kontrola. U homozygota Idgf3
k naviazaniu primera IGF14 nedoslo. Pretoze na mieste kde je promotor primer nemal kde
nasadnut’. Na jeho zaciatku je tzv. vlasenka vzniknutd rekombinaciou ( P- element inzercia+
delecia vleader sekvencii) (Obrazok ¢. 7). Ocakavany produkt primerov IGF14 a
GRORS5 (628 bp).

3000

1000
628

500

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

Obrazok ¢. 14: Overenie mutanta
1.ladder (100bp); 2.,3. Heterozygot Idgf3*!; 4.,5. Homozygot Idgf3*; 6.7. w!l® +; +

(pozitivna kontrola); 8. beztemplatova kontrola.
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5.2 Kopulaény test

V tomto teste bol do kazdej vialky dany jeden samec. K nemu bolo pridanych pat samiciek
z kontroly. Nasledne bol namerany ¢as kopulacie pocas 90 minut u kazdého samca. Pre
vypocet bolo pouzité Rstudio, v ktorom sa najprv vypocital Bartlettov test. Hodnota testovej
Statistiky bola 5,9414 a hladina signifikancie 5,127% pri dvoch stupiioch volnosti.
Homogenita bola splnend, preto bola pouzita parametrickda ANOVA. Hladina signifikancie
0,00598% , vysledok testovej Statistiky bol 14,98. Aby sme zistili aky velky je rozdiel medzi
kopulaciou u mutanta a heteroalelickej kombinacie voci kontrole, bol pouzity TukeyHSD.
Tukeyho test ukazuje Ze, dizka kopulacie mutantov je vyznamne niz§ia oproti kontrole,
hladina signifikancie je 0,35096%. Taktiez sa liSia heteroalelickd kombinacia a kontrola
0,00996%. Ale nie je rozdiel medzi heteroaleckou kombinaciu a mutantom. Vysledky su
znazornené na (Obrazok ¢. 15). Mediany hodndt a vypocitana Statistika s uvedené v Tabul'ke

1.

o —&—
N T | o
—h— ok
w | ——
7] = ot
© o
S 2 . IO 3
w0 — i
D 1 I T T
Kontrola Idgf3"! Idgf3t1/Df(10/3)

Obrazok &. 15: Dizka kopulacie samcov. Ako pozitivna kontrola boli pouZité muchy s w'/’,

d’alej mutantny samec Idgf3%! ako aj jeho heretoalelicka kombinacia Idgf3-/Df(10/3). Mieru
vyznamnosti rozdielu dizky kopulacie medzi experimentilnymi muchami a kontrolou

oznacuju hviezdicky ** p < 1%, *** p <0,1%.
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Tabulka ¢. 1: Tabulka hodnot kopulacie.

Genotyp Median p-value*

Kontrola 0:17:21 ---

Idgf3*! 0:09:13 0,35096%
1dgf3“Df(10/3) 0:09:11 0,00996%.

Z tabulky &. 1 je vidno ze mutant Idgf3™! a jeho heteroalelicka kombinacia Idgf3XDf(10/3) sa
v dizke kopulacie nelisia. Pre vypodet medianu bol pouzity excel. Toto tvrdenie potvrdzuje aj
Tuckeyho test ktory zistil ze medzi heteroalelickou kombinaciou a mutantom nie je

signifikatny rozdiel. Hladina signifikancie je 82,2009 %. P-value su hodnoty Statistiky voci

kontrole.
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5.3 Frekvencia parenia sa samcov

V tomto teste bolo sledované s kol'kymi s piatich samiciek sa je schopny samec sparit’ pocas
90 minut. Pre spracovanie vysledkov bol pouzity Bartlettov test. Hodnota testovej Statistiky
bola 41,429 a hladina signifikancie 0,0000001% pri dvoch stuprioch volnosti. Nulova
hypotézu o homogenite variancii zamietame. Nasledne bola pouzita neparametrickd obdoba
jednocestnej ANOVy (Kruskal-Wallisnov test). Hodnota testovane;j Statistiky 25,018 a hladina
signifikancie 0,00034% pri dvoch stupiioch vol'nosti. Wilcoxonov test bol pouzity pre zistenie
miery vyznamnosti akej sa linie liSia. Mutant sa signifikatne 1isi od kontroly 0,00021%

Hetreoalelicka kombinacia sa taktiez vyrazne lisi od kontroly 0,054 %.
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Kontrola Idgf3"* Idgf3'1/Df(10/3)

118 ako pozitivna

Obrazok ¢. 16: Frekvencia parenia samcov. Prvi boli pouzity samci z w
kontrola d’alej mutantny samec Idgf3"! a heretoalelickd kombinacia Idgf3-/Df(10/3).
Vyznanost' rozdielu medzi kontrolou, mutantom a heteroalelickou kombinaciou oznacuju

hviezdicky nad grafom *** p <0,1%.
Z vysledkov je zjavné Ze mutantny samec sa poc¢as 90 minut bol schopny sparit maximalne

s dvoma samickami (Obrazok €. 16). Heteroalelickd kombinacia sa taktiez stihla sparit

maximalne s dvoma samickami z jednej vialky.
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5.4 Pomer samic kladuacich vaji¢ka

Po teste kopulacie a fertility bolo pédt samiciek ponechané sjednym samcom 24 hodim
v spolocnej vialke. Do 24 hodinach doslo k oddeleniu kazdej samicky do vlastnej vialky.
Samicka nakladla vajicka. Pre spracovanie vysledkov kolko samiciek od jedného samca
nakladlo vajicok bol pouzity Bartlettov test. Hodnota testovej Statistiky bola vypocitana 3,
123 a hladina signifikancie 20,98% pri dvoch stupnioch vol'nosti. Homogenita bola splnena,
preto bola pouzitd parametrickha ANOVA. Hladina signifikancie 0,0709% , vysledok testove;j
Statistiky bol 8,17. Na zaklade ktorej vieme ze, kazda samicka od iného samca nakladla
rozdiely pocet vajicok. Ale na to aby sme zistili jednotlivy rozdiel medzi nakladenymi
vajickami od roznych samcov bol pouzity TukeyHSD. Z testu bolo zistené, ze pomer
nakladenych vajicok sa najviac lisi medzi mutantom a kontrolou ktorej hladina signifikancie
je 0,051% Taktiez medzi heteroalalickou kombinaciu a kontrolou 3, 879%. Ale nelisi sa medzi

heteroaleckou kombinaciu a mutantom 18,727%. Vysledky st znazornené na (Obrazok €. 17).
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Kontrola Idgf3‘! Idgf31/Df(10/3)

Obrazok ¢. 17: Pomer samic kladucich vajicka. Ako pozitivna kontrola boli pouziti samci
zw!"8 mutantny samec Idgf’ a heretoalelicka kombinacia Idgf3-!/Df(10/3). Mieru
signifikancie vyjaruju hviezdi¢ky nad grafom * p < 5%, *** p < 0,1%.
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5.5 Pomer oplodnenych samic

Samice boli po 24 hodinach stravenych so samcom oddelené do vlastnych vialiek. O den
neskor boli spocitané nakladené vajicka ( Obrazok €. 17). Nasledne kol'ko sa z nakladenych
vajicok sa vyliahlo v larvu (Obrazok €. 18). Zo zozbieranych hodndt bol vypocitany Bartlettov
test. Testova Statistika bola vypocitana 13,428 a hladina signifikancie 0,121% pri dvoch
stupiioch volnosti. Tym ze nie je splnena homogenita variacii nastupuje neparametricka
obdoba jednocestnej ANOVy teda Kruskal-Wallisnov test. Testova Statistika mala hodnotu
25,216 a hladina signifikancie 0,00035% pri dvoch stupfioch vol'nosti. Pre zistenie miery
vyznamnosti rozdielu bol pouzity Wilcoxonov test. Wilcoxonov test ukazal signifikantny
rozdiel medzi kontrolou a mutantom 0,00052% ako aj medzi mutantom a heteroalelickou

kombinaciou 0,00032%.
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Kontrola ldgf3- Idgf3tt /Df(10/3)

Obrazok ¢. 18: Pomer oplodnenych samic. Ako kontrola boli pouzity samci z w'!/8  dalej
mutantny samec Idgf*’ a heretoalelickd kombinacia Idgf3“/Df(10/3). Mieru signifikancie

oznacuju hviezdi¢ky *** p < 0,1%.

Hetroalelickd kombinacia a kontrola sa neli§ia. Z ¢oho vyplyva ze mutant nie je plodny.
Samicky vajicka nakladli ale nevyliahli sa larvy, iba v jednom pripade z 33 pozorovanych

jedincov, to moze byt spdsobné chybou pri vybere panny/nepanny.
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5.6 Overenie heteroalelickej kombinacie

Na pokus boli pouziti mutanti w; dac’®?/ CyO; + ktori maju deleciu v Idgf 1, 2, 3 génoch a

tiez im chyba &ast génu dachshund. Samci w; dac'®? / CyO; + boli krizeni so samickami

w,Ildgf3 " /1dgf3"";+. Nasledne boli z potomstva vyzbierani samci s poloviénym okom a

,hecurly” kridlami. Ktory boli pouziti na vSetky predom spominané pokusy fertility.

Heteroalelickd kombinacia w; Idgf3"'/dac’®’ bola overena pomocou PCR. T4 vyvratila

mozné nasledné pouzitie pretoze niektoré muchy niesli /dgf3. Na snimke z transimimulatora

(Obrazok ¢. 19) je vidiet, ze polovica testovanych much nesie neporusenou sekvenciu Idgf3

apolovica ju nenesie. Je mozné ze dlhym skladovanim bola linia znehodnotena

kontaminaciou a naslednou rekombinaciou so susednym markerom polycomb.

628 ——
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Obrazok €. 19: Overenie heteroalelickej kombinacie.

1.ladder (100bp); 2. w!!’8 +; + (pozitivna kontrola); 3. beztemplatova kontrola; 4.,5.,6.,7. w

Idgf3tt

S daciorss T3 8 w!'8 +; + (pozitivna kontrola).
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5.7 Overenie overexpresnvych linii pre zachranu mutanta pomocou Real-

time qPCR

Pre zachranu boli pouzité linie much vytvorené pomocou Flyfos konstruktu. Muchy obsahuju
dva krat viac kopii Idgf3 genu ako kontrolna mucha divokého typu. Pomocou qPCR bolo
overené ak produkuju viac Idgf3 transkriptov. Muchy obsahovali nativny Idgf3 na druhom
chromozéme na l'avom ramienku v pozicii 36A1 a Flyfos inzerciu Idgf3 taktiez na druhom
chromozoéme, l'avé ramienko 25C6. Nasledne boli data spracované pomocou RStudia. Pre
zistenie homogenity bol pouzity Bartlettov test. Hladina signifikancie bola
0,00000000000022% pri dvoch stupiioch vol'nosti. Vd'aka comu zamietame nulovi hypotézu
o homogenite variancii. Nasledne doslo k pouzitiu neparametrickej obdoby jednocestnej
ANOVy (Kruskal-Wallisnov test). Testova Statistika mala hodnotu 12,903 a hladina
signifikancie 0,1578% a dva studne volnosti. Kruskal Wallisnov test odhalil rozdiel medzi
skupinami. Pre zistenie miery vyznamnosti rozdielu bol pouzity Wilcoxonov test. Ako je
zjavné z grafu linie pouzité pre uz spominanu zachranu sa vyrazne lisia od kontroly. Hladina
signifikancie pre odliSnost’ linii s Flyfos konstruktom oproti kontrole divokého typu bola 0,

28%.
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Kontrola Inzercia Idgf3 Inzercia Idgf3::GFP

Obrazok ¢. 20: Graf overexresie linii pre zachranu mutanta. Pre kontrolu bola ako zvycCajne
pouzita muchy z w!!!® ktora bola porovnavana s +; attP40 (Flyfos Idgf3);+ +; attP40 (Flyfos
Idgf3::GFP); +. Miera signifikancie vysledku je vyjadrena hviezdickami ** p < 1%.

Linie s Flyfosom preto mozeme pouzit nie len ako zachranné konstrukty ale aj na

overexpresiu, pretoze nadprodukuju Idgf3 (Obrazok ¢. 20).
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5.8 Rekombinac¢né Krizenie pre overenie much so zachrannym

konStruktom

Pre overenie uspe$nej rekombinacie medzi Idgf3~! a Flyfos bol najprv pomocou mikroskopu
overeny dsRed marker. Nasledne bola mutacia detekovana pomocou PCR. Ocakavany
vysledok velkostného §tandardu primerov bol 1017bp ak Idgf3* pochadza z divokej formy
alebo so zachrany. Ak je mutovany Idgf3*! blizko translaéného Startu rekombinantného P-
elementu (Obrazok ¢. 7) velkost je ~6 Kb. Na snimku z transimilatora je vidiet ze, krizenie
ktorej vysledkom je zachrana neplodnych samcov bolo na 50% uspe$né. Mucha u ktorej
zachrana prebehla w; attP40 (Flyfosldgf3::GFP), Idgf3*'/Cyo GFP ; + (oznacena hviezdou)
ziskala na jednom chromozome Flyfos aj Idgf3*' (Obrazok ¢.21). Boli pouzité primery IGF13b
a GRORS.

1017 —

I. 2. 3. 4. 5 6.7 8 9. 10.

Obrazok €. 21: Overenie zachrany neplodnych samcov.

Idgf3tt )
attP40 (Flyfos Idgf3:GFP);+’

1. ladder (1Kb); 2.,3. w8 +; + (pozitivna kontrola); 4.,5.w; +; 6.

attP40( Flyfos Idgf3:GFP),Idgf3L1
7w
GyoGFP

w_attp40(Flyfosldgf3),ldgf3l'1

; ;4 8.,9.
CyoGFP

beztemplatova kontrola; 10., ladder (1Kb).
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5.9 Kopulaény test samcov so zachrannvm konS$truktom

V teste bol do kazdej vialky vlozeny jeden samec, k nemu bolo pridanych pét panien samiciek
z kontroly. Potom bol zaznamenany cas kopulacie u kazdého samca, pocas 90 minut
sledovania. Pre vypocet bolo pouzité Rstudio, v ktorom bola overena najprv homogenita
pomocou Bartlettovho testu. Hodnota testovej Statistiky bola 4,2233 a hladina signifikancie
12,1% pri dvoch stupiioch volnosti. Homogenita bola splnend, preto sa na d’alsi vypocet
pouzila parametrickh ANOVA. Hladina signifikancie bola 0,0000286% , vysledok testovej
Statistiky mal hodnotu 42,62. Aby sme zistili aky vel'ky je rozdiel medzi kopulaciou u mutanta
a zachrany vo¢i kontrole bol pouzity TukeyHSD. Tukeyho test ukazuje Ze, dizka kopulacie
mutanta sa lisi od kontroly, hladina signifikancie je 0,00020%. Taktiez sa lisia zachrana a
kontrola 0,00089% zachrana a maturant sa vSak vyznamne nelisia. Vysledky st znazornené

na (Obrazok €. 22). Mediany hodndt a vypocitana Statistika si uvedené v Tabul'ke 2.
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Kontrola Idgf3‘ Zachrana

Obrazok ¢. 22: Kopulacny test samcov so zachrannym konstruktom. Ako kontrola boli pouzity

1118
)

samci zw dalej mutantny samec Idgf-' a zachrana s konstruktom Flyfos a GFP

modifikovanym Idgf3. Mieru signifikancie oznacuju hviezdicky *** p < 0,1%.
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Tabulka €. 2: Tabul'ka hodnot kopulacie much so zadchrannym konstruktom.

Genotyp Median p-value*

Kontrola 0:17:21 ---
Idgf3"! 0:09:13 0,00020%

Zachrana 0:12:16 0,00089%.

Z tabul'ky ¢. 2 je vidiet ze samce so zachrannym genotypom oproti mutantovi Idgf3-! majt

dizku kopulacie priblizne o 3 minaty dlhsie, tento rozdiel, ale nie je signifikantny. Pre vypodet

medianu bol pouzity excel a pre potvrdenie RStudio. P-value st hodnoty Statistiky voci

kontrole.
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5.10 Frekvencia parenia sa samcov so zachrannym kons$truktom

V teste bolo sledované s kol’kymi s piatich samiciek sa je schopny samec sparit pocas 90
minut sledovania. Vysledky boli spracované RStudiom kde bola najprv overena homogenita
pomocou Bartlettovho testu. Hodnota testovej Statistiky bola 39,295 a hladina signifikancie
0,00000029% pri dvoch stuptioch. V d’alSom kroku pre nesplnenie homogenity bola pouzita
neparametricka obdoba jednocestnej ANOVy (Kruskal-Wallisnov test). Testova Statistika
mala hodnotu 33,817 a hladina signifikancie 0.0000045% pri dvoch stupiioch volnosti.
Wilcoxonov test bol pouzity pre zistenie miery vyznamnosti akej sa linie liS§ia. Mutant sa
signifikatne 1isi od kontroly 0,00021%, ako aj zachrana od mutanta 0,0000068 % avSak
medzi zachranou a kontrolou nie je signifikantny rozdiel. Vysledky su ukazané na (Obrazok

& 23).
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Obrazok ¢. 23: Frekvencia parenia sa samcov so zachrannym kon$truktom. Ako kontrola
sluzili samci z w/’!8, d’alej mutantny samec Idgf' a zachrana s konstruktom Flyfos a GFP

modifikovanym Idgf3. Mieru signifikancie oznacuju hviezdicky *** p < 0,1%.

Z Obrazku €. 23 je vidiet' viditel'ny rozdiel medzi po¢tom samicek s ktorymi stihol za 90 mintt

kopulovat’ mutantny samec a medzi zachranou ktorej median je 0,40%.
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5.11 Pomer samic kladucich vajicka od samca s Flyfos kon§truktom

Po kopulacii bolo péat samiciek nechanych sjednym samcom 24 hodim vo vialke. Po 24
hodinach bola kazda so samiciek dana do vlastnej vialky. Samicka nakladla vajicka, potom
boli s¢itané samicky od jedného samca ktoré nakladli vajicka. Pre vypocet bol vyuzity
Bartlettov test, ktorého hodnota testovej Statistiky bola vypocitana 5,7915 a hladina
signifikancie 5,526% pri dvoch stupiioch vol'nosti. Homogenita bola splnena, preto bola
vyuzita parametrickdi ANOVA. Hladina signifikancie 0,00226% , vysledok testovej Statistiky
bol 13,26. ANOVA ukézala vyznamny rozdiel, ale na to aby sme zistili rozdiely medzi
nakladenymi vajickami od roznych samcov bol pouzity TukeyHSD. Tukeyho test preukazal
signifikantny rozdiel medzi mutantom a kontrolou ktorej hladina signifikancie je 0,01747%.
Taktiez medzi zachranou a mutantom 0,23271%. Avsak nie medzi zachranou a kontrolou.

Vysledky st znazornené na (Obrazok ¢. 24).

— . ——
Aé.’ H
0 H
H b ] . — 1 _.—
= o = ' !
© i !
>, — ° ®e T
.© :
Q '
v
c |
S o ® . .
<
o — » S
LT
o
- S
o I I I
Kontrola Idgf3* Zachrana

Obrazok ¢. 24: Pomer samic kladucich vajicka od samca so zachrannym konstruktom. Ako
kontrola sluzili samci z w!!’8  d’alej mutantny samec Idgf*’ a zachrana s konstruktom Flyfos

a GFP modifikovanym Idgf3. Mieru signifikancie oznacuju hviezdicky *** p <0,1%.
Z grafu je zrejmé, ze samice sparené so zachrannym genotypom kladli vajicka Castejsie ako

samice sparené¢ s mutantom, kde je stredna hodnota 20% zatial ¢o median pri zachrane

dosahuje az 60%.
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5.12 Pomer samic ktoré boli oplodnené samcom s Flyfos konStruktom

Z vajicok v predchadzajucom kroku bolo o defi neskor spocitané, kolko sa vyliahlo v larvu
(Obrazok €. 25). Na vypocet zozbieranych dat bol pouzity Bartlettov test. Hodnota testovej
Statistiky bola vypocitana 13,65 a hladina signifikancie 0,1086% pri dvoch stupiioch vol'nosti.
Kvoli velmi nizkej hodnote signifikancie zamietame homogenitu variacii a pre vypocet sa
pouzila obdoba jednocestnej ANOVy teda Kruskal-Wallisnov test. Testova Statistika mala
hodnotu 33,809 a hladina signifikancie 0,0000046% pri dvoch stuptioch vol'nosti. Pre zistenie
miery vyznamnosti rozdielu skimanych linii bol pouzity Wilcoxonov test. Wilcoxonov test
ukdézal signifikantny rozdiel medzi kontrolou a mutantom 0,00052% ako aj medzi mutantom

a kontrolou 0,0000011%.
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Obrazok ¢. 25: Pomer oplodnenych samic samcom so zachrannym konStruktom. Ako
kontrolni jedinci boli pouzity samci z w//!8, d’alej mutantny samec Idgf3"' a ako aj zachrana
s konstruktom Flyfos a GFP modifikovanym Idgf3. Mieru signifikancie oznacuju hviezdicky
*#%k p <0,1%.

Z Obrazku €. 25 teda vyplyva zZe zachranny konstrukt fungoval a median oplodnenych much

je 60%. Zachrana sa vyrazne li§i od mutanta kde doslo k oplodneniu len u samiciek od jedného

sameca.
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6 DISKUSIA

Octomilka sa pouziva ako modelovy organizmus v réznych oblastiach molekularnej biologie,
fyziologie, genetiky ako aj inych, v tejto praci sluzi na charakterizaciu fertility /dgf3 mutanta.

Vykonané testy ukazali ze, mutantny samec ma problém uz pri samotnej kopulacii. Za
90 minat sa samec bol schopny parit iba s dvoma samickami, pretoze vacSina pokusov o
parenie skoncila odmietavym spravanim zo strany samic. Je mozne to ze, mutantni samci
mozno pouzivaju nespravny princip dvorenia, zasnubného tanca preto su samickami
odmietané. Predchadzajica praca uvadza, ze az 30% samcov s mutaciou Idgf3* vykazuje
zmeny v usporiadani zilnatiny v kridle, konkrétne im chyba zilka Cislo 5 (Kucerova et al.,
2015). Uplynulé pokusy s RNAi proti génom Idgf naznacili, ze Idgf gény su dolezité pre
spravnu §truktaru kutikuly u lariev (Pesch et al., 2016). Je mozné, Ze na rovnakom principe
ovplyviiuju aj Struktaru kridiel, ktoré potom pri rituali parenia vydavaju nespravny zvuk. Ked’
doslo k samotnej kopulécii samcek sa paril krats$iu dobu ako kontrolna mucha podobne ako
u cntl mutanta (Maaroufi et al., 2022). Samicky sparené s mutovanym samcom pocas 24 hodin
tiez kladli vajicka menej Casto ako samice sparené s kontrolnym samcom. To moze mat’ dve
vysvetlenia. Kladenie vajicok je u samic Drosophily sucastou odpovede na parenie (PMR),
ktora je indukovana proteinami odovzdanymi samcom bud’ vo viazanej forme na spermie
alebo v seminalnej tekutine. Tieto samcie Specifické proteiny su produkované v pridavnej
zl'aze (Sitnik et al., 2016). Nesparené mladé samice vajicka vacsinou samovolne neklada. Bud’
teda vac§ina samic nebola s mutantom sparena ani po 24 h. Alebo samec mutanta neodovzdava
pri kopulacii samiciam spermie, pripadne moze mat’ aj problémy s pridavnou zl'azou. V teste
plodnosti sa ukazalo, ze plodny bol iba 1 samec mutantného genotypu z pozorovanych 33.
Ostatné vajicka boli neoplodnené.

Pre overerenie bola pouzita heteroalelicka kombinacia w; Idgf3*/dac'”?; + ktora pri
testoch kopulacie, frekvencii pareni sa samcov ako aj kladeni vaji¢ok bola skoro totozna
s mutovanym samcom, avsak pri teste oplodnenych samic vykazovala vyznamny rozdiel,
preto bola heteroalelicka kombinacia overena na PCR ktora potvrdila, ze doslo ku Ciasto¢ne;j
kontaminacii a naslednej rekombinacii s markerom polycomb, o viedlo k skresleniu
vysledkov. Nie je mozné odhanut vplyv, pretoze nebolo zistené kedy doslo ku kontaminacii
linie pocas experimentu. Vysledky sa vSak v urcitom ohl'ade zhoduju s mutantom, preto sa
domnievam ze linia bola na za¢atku pokusu este nekontaminovana a ku konaminécii doslo az

po urcitom ¢ase od zacatia experimentu.
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Pre vytvorenie rekombina¢ného krizenia sluziaceho ako zachrana boli overené
overexpresné linie much s +; attP40 (Flyfos 1dgf3);+ a +; attP40 (Flyfos 1dgf3::GFP); +,
ktoré mali inzerciu génovej oblasti s Idgf3 aj v pozicii 25C taktiez na druhom chromozome
ako sa uvadza v ¢lanku (Brozet, al., 2017, Kucerova et al., 2016). Linie boli preto pouzité na
nasledné pokusy s rekombina¢nym krizenim.

Z rekombina¢ného krizenia, teda zachrany samcov boli urobené tie isté testy ako
s mutantom Idgf3. Z nich bolo zistené ze zachrana fungovala skoro vo vsetkych aspektoch
a samec s Idgf3 a Flyfos konstruktom bol na 60% plodny. Jediny test, kde sa zachrana
signifikantne neodlifovala od mutanta bol test dizky kopulacie. Doba kopulacie samcov so
zachrannym genotypom bola v priemere 3 minuty dlhsia ako u mutantov a o 5 minut kratsia
ako dizka kopulacie kontrolnych samcov. Nesignifikantny vysledok testu moze byt
ovplyvneny nizkym poctom pozorovania u mutantov kde sa mi nepodarilo ziskat' vyssi pocet
pozorovania, pretoze v pokuse bolo pouzitych 33 samcov mutantov a 165 rdéznych kontrolnych
samic. Niz8i pocet pozorovani mdze ovplyvnit vysledky posthoc testu (Faber, Fonseca, 2014).
Je tiez mozné, ze vd’aka pouzite] inzercii s modifikovanym Idgf3::GFP nie je zachranny
konstrukt plne funkény a preto je zachrana iba Ciastocna. Predchadzajuce pokusy s Flyfos
inzerciami odhalili, ze plne funkcné boli iba 2/3 GFP modifikovanych génov (Sarov et al.
2016).

Pokusy so zachranou potvrdili, ze gén Idgf3 ma vplyv na parenie a plodnost u D.
melanogaster, ako bolo naznacené v predchadzajucich pracach (Kucerova et al., 2016, Sustar
et al., 2023). Zatial nie je jasné, ¢i ma Idgf3 vplyv na kutikulu kridel, zlozenie ejakulatu alebo
pocet aktivnych spermii. Co je pri¢inou problémov by bolo treba odhalit’ imunohistochémiou
reprodukénych organov. Pre d’alsi vyskum je tiez zaujimava interakcia s cntl, ktory vykazuje

podobné fenotypy.
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7 ZAVER

Pomocou testov fertlity, ako aj PCR boli dokazané poruchy pri pareni a plodnosti Idgf3
mutanta. Pre zachranu skoro neplodného /dgf3 mutanta bolo pouzité rekombinacné krizenie
s Flyfos konstruktom. Vzniknuty jedinec w; attp 40( Flyfos Idgf3::GFP), Idgf3*' ;+ bol
pouzity na tie isté pokusy plodnosti ako mutant. Obsahoval ako Flyfos konstrukt, tak aj Idgf3"!
vd’aka ¢omu bol schopny plodnosti.

Overila som, ze Flyfos konstrukty s Idgf3 je mozné pouzit' nielen na zachranu, ale aj na
pripadné buduce overexpresné pokusy.

Problematika sterility ako u zvierat tak aj u l'udi je eSte malo prebadanou témou. Tato

praca by mohla viest k lep§iemu pochopeniu problémov sterility, pripadne napomaoct’ rieSeniu.
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9 PRILOHY

Priloha ¢.1: Genotypy D.melangaster linii.

Genotyp Charakteristika
Delécia Idgf3, chybajuci promotor (Kucerova et al.,
w; Idgf3" / CyOGFP; + 2016).
wlll8; +; + Kontrolnd mucha white.
+,; attP40(Flyfos Idgf3) ; + Genova oblast’ obsahujuca Idgf3. (Brozetal., 2017).
Idgf3 oblast’ génu modifikovana rekombinaciou v E.
+, attP40(Ffyfos 1dgf3::GFP) ; + coli, pridany GFP. (Kucerova et al., 2015).
Delecia zahrriujuca Idgf gény 1,2,3 a dachshund
w; dac'?? / CyO; + (Saget, unpublished).

Priloha ¢. 2: Primery pouzité u PCR.

Pouzité primery pre PCR Primery (orientacia S'— 3)
GRORS ACTTGATGTGGGGATAGCG
IGF14 ACTGCGTTGCTATTGTTCG
IGF13b AAAGTTTAAGCTCTGCCGAG

Priloha ¢.3: Primery pouzité u qPCR.

Pouzité primery pre qPCR
CCCGTGACAAGACCCTGAT TAGTTGCCATCG-

Rackl1 GAGGAGAG (Fleischmannova et al., 2012)
CTTCATCCGCCACCAGTC

rp49 GGCGACGCACTCTGTTGT (Kucerova et al., 2016)
GATCTGCTGCTCAGTCTCACC

Idgf3 TCGACGGGGCATCATAGTA (Maaroufi., 2022)
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Priloha ¢. 4: Pouzité komponenty pre reakcie.

1x PBS — 137 mM chloridu sodného; 2,7 mM chloridu draselého; 10 mM

hydogénfosforecnanu sodného; 1,8 mM dihydogénanufosfore¢nanu draselého; pH 7,4

1< TAE pufor 20 mM kyseliny octovej; 40 mM Tris; | mM EDTA; pH 8,0
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