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1 Ú V O D 

Drosophila melanogaster sa používaná ako genetický modelový organizmus už približne 100 

rokov. Prvý kto nakreslil a dôkladne popísal D. melanogaster bol John Curtis. K úspechu 

octomilky ako modelovému organizmu prispel William Ernest Castle, ktorý začal pokusy na 

muche a zistil, že sa dá s ňou ľahko manipulovať ako aj krátkosť životného cyklu. Druhým 

kto D. melanogaster vyniesol do výšin bol Tomas Hunt Morgan, ktorý svojimi pokusmi 

objavil genetickú rekombináciu. Dôležitosť jeho pokusov je možné badať do teraz (Roberts., 

2006). Genóm mušky bol osekvenovaný a veľmi dobe anotovaný v roku 2000. Vďaka tomu 

je veľmi ľahké narábať s genóm, ktorý sa vyberie. (Allocca et al., 2018). D. melanogaster má 

štyri páry chromozómov. Prvý pár tvoria pohlavné chromozómy a ostatné sú autozomy 

(Kaufman, 2017). Približne 77% génov muchy je zhodných s ľudskými génmi, čo má veľmi 

potenciál pri výskume závažných ľudských chorôb (Kruger, Denton, 2020). 

„Imaginal Discs Growth Factors" (IDGF) sú sekretované glykoproteiny nachádzajúce sa u 

bezstavovcov. Rodina IDGF u D. melanogaster pozostáva zo šiestich členov (Zurovcová, 

Ayala, 2002). Sú štrukturálne podobné cicavčím chitinázam (CLP) (Kawamura et al., 1999). 

Medzi cicavčí CLP patrí napríklad oviduction, ktorý kóduje glykoprotein 1 (OVGP1) a 

produkuje sa vo vajíčkovodoch, kde má vplyv na dozrievanie spermií ako aj ich schodnosť 

pohybu, životnosť (Zhao et al., 2022). Glykoprotein Idgf3 je u D. melanogaster produkovaný 

v semenníkoch aj spermatéke (Chintapalli et al., 2007). Pilotné práce na nulovom mutantovi 

Idgf3 zbežne zmieňujú, že samci sú neplodní a samice môžu mať zníženou plodnosť 

(Kučerová et al., 2016). Ďalej bolo v našom laboratóriu nedávno zistené, že Idgf3 zrejme 

v semenníkoch interaguje s hladinou adenosinového transportéru cntl. U adenosinového cntl 

transportéru už bola dokázaná súvislosť s poruchami samčej plodnosti (Maaroufi et al., 2022). 

Plodnosť samcov je spojená s korektnou funkciou vývojových a fyziologických procesov. D. 

melanogaster sú vhodné organizmy pre výskum sterility u samcov (Wakimoto et al., 2004). 

Mutácie súvisiace so sterilitou u samcov vyznačujúce sa geneticky, fenotypovo a molekulárne 

by mohli viesť k lepšiemu porozumeniu geneticky podmienenej sterilite u ľudí (Silber, 2004). 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Drosoyhila melanogaser 

2.1.1 Charakteristika Drosophila malanogaster 

D. melanogasterje známa, aj ako ovocná muška. Octomilku radíme medzi Diptera (Campos-

Ortega et al.,1985). Telo tejto muchy sa skladá s hlavy, hrudníkovej časti (thorax) a zadočku 

(abdomen) a dvoch krídel (Chyb, Gompel, 2013). U D. melanogaster je charakterizovaný 

pohlavný dimorfizmus: samček sa od samičky líši tým, že je menší a tiež má čiernu škvrnu na 

abdomenu (Obrázok č. 1) ako aj chĺpky okolo genitálneho otvoru. Taktiež sa na nožičkách 

u samca nachádzajú hrebene (sex combs), ktoré sú využívané pri parení (Chyb, Gompel, 

2013). 

Životný cyklus D. melanogaster trvá pri teplote 25 °C 10 dní a pri 18 °C sa predĺži na 

20 dní (Obrázok č. 2). Najprv dochádza k páreniu medzi samčom a samičkou. Potom samička 

nakladie vajíčka najedlo, ktorým sa aj živí. Samice sú schopné párenia so samcami po 12 

hodinách od ich vyliahnutia (Allocca et al., 2018). 

Z embrya vzniká po 24 hodinách prvé larválne štádium L l , celý larvální vývoj trvá 4 

dni. Z L Í vzniká druhé štádium L2 a následně tretie štádium L3. Hlavná morfogenéza orgánov 

ako sú črevá, reprodukčné orgány začína zmenami počas vývoja kukly. Po štyroch dňoch 

vývoja sa z kukly vyvinie dospelý jedinec (Ong et al., 2015). 

Obrázok. 1: Pohlavný dimorfizmus (Majeed et al., 2017). 
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Obrázok č. 2: Drosophila melanogaster životný cyklus (Allocca et al., 2018). 

2.1.2 Reprodukcia D. melanogaster 

Reprodukcia u D. melanogaster závisí na úspešnom pohlavnom správaní a dvorení u samcov. 

Pri hľadaní partnera u D.melanogaster sú veľmi dôležité čuchové orgány. Samce používajú 

čuch, zároveň sluchové, vizuálne a chemosenzorické signálmi k nájdeniu samičky na párenie. 

Signály, informácie, ktoré sa snaží jedinec získať sa dajú zistiť pomocou orgánov, v ktorých 

sa nachádzajú neuróny. Tieto orgány sú: proboscis, tarsae nôh, krídla, oči, tykadlá, čeľustné 

palpy. Na rozpoznanie pohlavia a druhu, samček použije feromónové signály a následne 

poklepe prednou končatinou na brucho samice. Neskôr samček vytvorí pomocou vibrácie 

svojich krídel dvornú pieseň. Po dvorení sa samček kopuluje so samicou v priemere 20 minút. 

Dvorenie môže byť prijaté alebo odmietnuté samicou. D. melanogaster využíva odmietavé 

správanie ako je „decamping", vytláčanie vajcovodu, alebo kopanie, ktorým sa zbaví dvoreniu 

samca. Vďaka úspešnej kopulácií dôjde k prenosu spermií a semenných tekutín do pohlavného 

traktu. To spôsobuje povzbudenie uvoľňovania oocytov vaječníkom a tým dôjde obmedzeniu 

párenia sa samičiek s iným samčom (Pavlou, Goodwin, 2013 ; Ziegler et al., 2013). 
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2.1.3 Semenníky D. melanogaster 

Semenníky u D. melanogaster sú párové orgány. Majú tvar stočenej trubice s dutým koncom 

(Obrázok č. 3). GSC (zárodečné kmenové buňky) sú lokalizované na slepom apikálnom konci 

semenníka. Tam sa delia asymetricky, čím dôjde k vzniku jednej bunky, ktorá ostáva 

kmeňovou bunkou. Druhá bunka gonioblast sa diferencuje. Pričom gonioblast je obaľovaný 

dvoma bunkami somatických cyst. Štyri cysty sa delenia pri účasti goniálneho blastu 

zintenzívňujú tranzit pri vzniku zhluku 16 spermatogoniálnych buniek. Tieto bunky 

prechádzajú cez S fázu, spermatocytový program rastu a génovej expresie. Tu sú zväčša 

všetky génové produkty esenciálne pre vývoj spermatocytov a spermatíd prepísané. 

Spermatidy sú na konci spermiogenézy obkľúčené plazmatickými membránami. Spermie 

ktoré dozrejú sa skladujú v semennej vezikule pre budúcnosť (de Cuevas, Matunis, 2011). 

Ejaculatory bulb 
Obrázok č. 3: Reprodukčný systém Drosophila melanogaster (Ram, Wolfner, 2007). 
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2.1.4 Spematogenéza u D. melanogaster 

Spermatogenéza u D.melanogaster sa spúšťa v larvách L3 (tretí instar). Semenníky D. 

melanogaster obsahujú všetky štádia spermatogenézy. Na apikálnom konci semenníka sú 

situované zárodočné kmeňové bunky ako aj progenitory cyst. Kmeňové bunky sa delia 

asymetricky v apikálnej oblasti semenníka. Rodičovské bunky ostávajú pri konci semenníka. 

Dcérske bunky sa oddelia (Obrázok č. 4). Aby vzniklo 16 synciálnych, skorých 

spermatocytov musí prejsť spermatogonium 4 cyklami mitozy. V nich sa sústreďujú 

transkripty, ktoré zohrávajú dôležitú úlohu v ďalšej časti spermatogenézy. Niektoré 

spermatocyty prechádzajú meiozou za vzniku 64 spermatid. Dochádza k predlžovaniu 

spermatid až do 1,8 milimetra. Spolu so spermatidami sa predĺžia aj dva mitochondriálne 

deriváty a axonéma. V individualizácii dochádza k zlikvidovaniu extra organel a skoro celej 

cytoplazmy, s výnimkou (axonema) hlavného a vedľajšieho mitochondriálneho derivátu. 

Vďaka individualizácií je každá spermia zabalená do svojej membrány. Po ich skončení sú 

spermie transportované do semenného vačku, kde sú uložené pred ejakuláciou (Castrillon et 

a l , 1993; Demarco et al., 2014; Fabian, Bril l , 2014; Fabrizio et a l , 1998; Tokuyasu et al.,1972; 

Tokuyasu et al., 1975). 

individualized spermatids 
elongated spermatids 

elongation 
^ / / e 4 onion stage spermatids 

'meiosis 
'16 spermatocytes before meiosis 

/growth 
'16 primary spermatocytes 

' 4 x mitosis 
XM^Gonial cell surrounded by two cyst cells 

asymetrie stem cell divisions 
Germline and somatic stem cells 

transfer into 
^seminal vesicle 

individualization, 

MATURE 
SPERM 

Obazok č. 4: Spermatogenéza u D.melanogaster (Metzendorf, 2010). 
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2.1.5 Genetika D.melanogaster 

Mutageneza 

Mutácie sú zdrojom rozmanitosti génov v evolúcii. Ako prvá z mutagenéz bolo objavené 

rôntgenové žiarenie ktoré, menilo fenotyp u ovocných mušiek. Následne boli vynájdené 

fyzikálne, chemické a biologické mutagenézy ktoré boli riadené mutagénom. Neskôr sa začal 

rozvoj cielenej mutagenézy (Zheng et al., 2017). Miestne-cielená mutageneza je využívaná 

pre rozmanité množstvo funkčných štúdií ako aj pre vytváranie proteinov a enzýmov s novými 

katalytickými aktivitami (Liu et al., 2008). Táto mutageneza vytvára mutácie v určených 

miestach ako je väzbové miesto pre ligand alebo aj katalytické miesto (Bloom et al., 2009). 

Medzi asi najznámejšiu cielenú mutagenézu in vitro patri PCR. Programovatelné nukleázy 

majú široké použitie in vivo aj in vitro (Zheng et al., 2017). 

Balancerové chromozómy 

Balancerové chromozómy u múch zohrávajú veľmi dôležitú úlohu. Sú to chromozómy 

s viacerými inverziami. A práve vďaka nim nedochádza k rekombinácií s homologickým 

chromozómom. Udržujú letálne línie mutácií v heterozygotnom stave (Zurovec, 1999). V tejto 

práci je využívaný balancerový chromozóm s fenotypovou značkou „curly". 

Markery 

Známe aj ako signálne znaky slúžia k označovaniu transgénov odvodených od morfologie ako 

sú biela alebo červená farba oči, zakrútené „curly" krídla, (Greenspan, 2007) či fluorescenčné 

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

P- element 

U Z), melanogaster sa P-elementy používajú pre nešpecifický lokalizovanou integráciu 

transgénov (Obrázok č. 5). A to náhodnou mutagénezou pomocou mobilizácie a mimovoľného 

začlenenia do genómu a tiež pre cielenou mutagénezou, kde môže byť P-element, ktorý je 

lokalizovaný v blízkosti alebo priamo v nekódujúcej oblasti génu mobilizový a vyštiepený a 

ak dôjde k jeho nepresnému vy štiepeniu vzniknú prestavby sekvencie génu ako aj delécie. 

Týmto spôsobom vznikol mutant Idgf3L1 (Obrázok č. 7) (Kučerová et al.,2016). Ďalej boli P-

elementy dôležité aj pre vývoj GAL4/UAS (Brand, Perrimon, 1993), cielenej delécie (Ryder 

et a l , 2004). 
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Obrázok č. 5: Vytvorenie transgennych múch. Dva typy plazmidov sa injikovali do embrya 

muchy s bielymi očami. Jeden s P-transponázou a druhy transpozom P-elementu s potrebným 

transgenom spojeným s markerovým génom ktorý tvorí červenú farbu očí. Po injikaci enzým 

transponáza vysekne traspozon z druhého plazmidu a vloží do genómu buniek vo vývoji. Po 

tom čo sa tieto muchy stanú dospelými tak pri ich parení bude u potomstva transgen. 

Výsledkom budú červené oči u potomkov (Allocca et al., 2018). 

Flyfos 

Flyfos sú génové fosmidové knižnice sprostredkúvajú modifikáciu veľkých genómových 

klonov a to pomocou vysokovýkonnej rekombinácie a cielenej transgenézy. Umožňujú tiež 

záchranu mutovaných fenotypov a zobrazovanie génových produktov u živých múch. Fosmid 

vektor (pFlyFos) vzknikol pomocou systému P[acman] a rekombinčných techník (Obrázok č. 

6). P[acman] využíva (pC31. Tu je integráza ktorá do genomu Drosophily vie zaviesť 

bakteriálne konstrukty veľkosti umelého chromozómu. Vďaka čomu je možné analyzovať 

hociaký aký gén v jeho neporušenom cis-regulačnom susedstve (Ejsmont et., al 2009). 
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Obrázok č. 6: pFlyfos schéma (Ejsmont et., al 2009). 

pFlyFos sa skladá so sekvencie attB ktorá je rozpoznávaná cpC31 integrázou a dá sa využiť 

pre cielené začlenenie do špecifického attP miesta v genome. Pre selekciu v živých muškách 

je konstrukt vybavený markerom dsRed (červený fluorescenčný protein), ktorý je riadený 

očným promótorom (3xP3) viditeľným v larvách kuklách a dospelých jedincoch (Ejsmont et., 

al 2009). 

Výskum ktorý umožnil ľahšiu manipuláciu so sekvenciami D N A využíval ako modelový 

organizmus taktiež Drosohilu. Zistilo sa, ako a opakovanie rýchlo včleniť transgény do jedinej 

a tej istej polohy v genóme. Všetky stratégie používajú špecifické rekombinázy, ktoré 

urýchľujú kríženia medzi definovanými cieľovými sekvenciami (Brand, Dymecki 2004). 

Jedna z nich integráza z fága cpC31 urýchľuje rekombináciu medzi attP a attB sekvenciami, 

ku ktorej dochádza v jadre TTG ktoré je pre nich spoločné. Výsledkom je produkcia dvoch 

nových sekvencií attL a attR. (Kuhstoss, Rao, 1991; Rausch, Lehmann, 1991). Pretože ich 

integráza nerozpozná nemožno ich vystrihnúť ani vymeniť (Thorpe et al., 2000). Neskôr bola 

vyvinutá (RMCE) teda integračná stratégia ktorej sa hovorilo aj výmena kaziet 

sprostredkovaná rekombinázou. Systém vedie k vyčisteniu výmene kazety cieľovej 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 integrátora je 

zabezpečená tým že, kazety majú na okraji heterotypické alebo obrátenné rozpoznávacie 

sekvencie. R M C E sa najprv používal v bunkovej kultúre, neskôr aj na úrovni organizmu 

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

attP a attB 
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2.2 IDGF3 

„Imaginal Disc Growth Factors" (IDGF) sú polypeptidové rastové faktory objavené 

u bezstavcov (Kawamura et al., 1999). Všetky IDGF sa vyvinuli zo spoločného predka 

Polyneoptera, Condylognatha a Holometabola (Zurovcová et al., 2019). 

IDGF sú štruktúrou podobné chitinázam avšak, nemajú enzymatickú funkciu 

(Kawamura et al., 1999), čo je pôsobené pravé ich štruktúrou, kde v hydrolázovom aktívnom 

centre je situovaná aminokyselinová substitúcia kyseliny glutámovej. Stále však môžu slúžiť, 

ako lektíny a pútať určité sacharidové skupiny (Zurovcová et al., 2019). Patria do rodiny 18 

glykosidových hydroláz, ktoré sú vytvorené pomocou (aP)8 barela. Avšak odlišujú sa extra 

slučkou medzi pM listom a a4 helixom (Varela et al., 2002). 

Génová rodina IDGF u Drosophila melanogaster má 6 členov (Zurovcová, Ayala, 

2002). Idgfl spolu s Idgf 2 sú umiestnené na ľavom ramene druhého chromozómu v úseku 

36A (Vierstraete, 2004). Idgfl povzbudzuje proliferáciu a polaritu buniek imaginárnych 

terčíkov in vitro (Kawamura et al., 1999). V článku z roku 2017 je napísane že, Idgfl chráni 

bunky pred bunkovou smrťou (Brož et al., 2017). Idgf3 je lokalizovaný na druhom 

chromozóme, na 2L ramene v oblasti 36A. Protein ktorý Idgf3 produkuje je dôležitý ako 

ochrana organizmu pred hlístovcami. Tiež bolo dokázané, že gén Idgf3 pomáha pri hojení 

rán, ako aj pri zrážaní hemolymfy (Kučerová et al., 2016). Dôležitú úlohu hrá aj v reprodukcií, 

kde spôsobuje poruchy plodnosti (Kučerová et al., 2016). Idgf3 nulový mutant bol vytvorený 

pomocou mobilizácie mobilného elementu (Obrázek č. 7). V práci roku 2022 bolo 

odpublikované že, poruchy plodnosti u génu Idgf3 môžu mať súvis s génom cntl (Obrázok č. 

8), pretože tento gén overexprimuje Idgf3 a tiež, u neho už neplodnosť bola dokázaná 

(Maaroufi et al., 2022). Jediný gén z rodiny Idgf ktorý je lokalizovaný na pohlavnom 

chromozóme X v oblasti 9A je Idgf4. Nachádza sa najmä v zrelých oocytoch. Exprimuje sa 

počas gastrulácie ako aj v bunkách žltka (Butler et al., 2003). Idgf 5 je na druhom chromozóme 

v oblasti 55C, bol však objavený ako posledný pomocou sekvencií vgenómovej databáze 

(Zhu et al., 2004). Idgfó známi aj ako glykoprotein DS47. Je umiestený na pravom ramienku 

2. chromozómu a to v úseku 53D. DS47 je vyrábaný hemocytmi ale aj tukovým telieskom 

pričom po prekonaní bakteriálnej infekcie jeho množstvo klesá (Vierstraete et al., 2004). 
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Obrázok č. 7: Mutant Idgf3 . Vytvorenie mutanta Idgf3 bolo možné, pomocou mobilizácie 

P-elementu pGawB (Inzerčná línia NP2446). Tento element je situovaný po začiatku 

transkripcie génu Idgf3 na +45 bp. Mutanty Idgf3L1 sú schopné života ako homozygoti. Vďaka 

strate w+ markeru P-elementu ma duplikáciu 8 bp hneď na začiatku transkripcie génu Idgf3, 

čo spôsobilo úplnú stratu prepisu (Kučerová et al., 2016). 

Obrázok č. 8: Relatívna expresia Idgf3 v samčích semenníkoch mutanta cntl (Maaroufi et al., 

2022). 
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3 CIELE PRÁCE 

• Overenie neplodnosti mutanta Idgj3L1. 

• Overenie overexpresných línií pre pokračovanie pokusu. 

• Záchrana mutanta Idgf3L1 pomocou múch z línií attP40 (Flyfos Idgf3) a attP40 
(Flyfos IDGF3::GFP). 



4 METODIKA 

4.1 Kultivácia D. melanogaster 

Octomilky boli chované v laboratórnych podmienkach pri 25 °C. Iba v prípade potreby 

predĺženia cyklu octomilky boli preložené do inkubátora s 18 °C. Samotné muchy s genotypmi 

(Príloha č. 1) boli uchovávané v sklenených vialkách, ktoré boli uzavreté vatou. Vo vialkách 

sa nachádzala předpřipravená potrava. Tá bola zložená s 8% kukuričnej múky 5% cukru, 1% 

agar, 4% kvasnice, 0,2% konzervant metyl paraben. Do nej muchy nakládli vajíčka a slúžila 

aj ako potrava pre larvy, tak aj pre dospelé jedince. Octomilky boli prenášané zo starej vialky 

do novej po 14 dňoch. 

4.2 Test fertlity samcov 

Pre test bolo treba rozlíšiť samca octomilky od samičky. Pre test boli vyzbierané panny 

octomiliek w1118\ Kvôli cirkadialnym rytmom boli zbierané z rána. V našom pokuse boli 

použité 3 dni staré samce kvôli efektívnosti ich párenia. Samci mali buď experimentálny či 

kontrolný genotyp (Obrázok č. 9, 10) a boli vždy krížení so samicami z kontrolným 

genotypom w1118. Výsledok experimentu teda ovplyvňovala plodnosť samcov. V jednej vialke 

sa vždy nachádzal jeden samec a päť samíc. Potom boli muchy sledované 90 minút 

a zaznamenalo sa s koľkými samičkami sa samček spáril (pre výpočet frekvencie párenia) 

a ako dlho párenie prebiehalo (pre výpočet dĺžky kopulácie). Následne boli samičky nechané 

vo vialke 24 hodím so samčom. Na ďalší deň došlo k oddeleniu samičiek od samca. O deň 

neskôr boli spočítané, ktoré samičky od konkrétneho samca nakládli vajíčka. O ďalších 24 

hodín bolo zistené koľko samičiek bolo oplodnených a teda došlo k vyliahnutiu lariev. 

Obrázok č. 9: Schéma kríženia mutanta Idgf3 a virginálnymi samicami s kontrolných múch. 
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0"w; +; + * 
Obrázok č. 10: Schéma kríženia kontrolných samcov s vigninálnymi samicami. 

Heteroalelická kombinácia (kombinácia mutácie aj delecie). 

Pre toto kríženie boli zbieraný samci s genotypom (Obrázok č. 11) s viditeľným markerom 

polovičného oka ako aj bez kučeravých krídel. Pre test fertilty samcov boli použité tie isté 

podmienky ako u predchádzajúcich. 

Obrázok č. 11: Schéma kríženie heteroalelickej kombinácie so samicami s kontrolných 
múch. 

Test záchrany 

4.3 Záchrana neplodného mutanta 

Pre tento test bolo použité kríženie (Obrázok č. 12 a Obrázok č. 13). Všetky muchy boli uspané 

CO2 vďaka ktorému bolo možné rozoznať samca-samičku (pannu) a tiež markery dôležité pre 

kríženie. Najprv boli vyzbierané panny samičiek z mutanta w, Idgf3L1/CyOGFP; +. Samičky 

mutanta ponechané krížiť sa so samčom +; attP40 (Flyfos Idgf3); + alebo +; attP40 (Flyfos 

Idgf3::GFP); +. Následne z tohto kríženia boli vybrané samičky ktoré boli skontrolované pod 

mikroskopom či spĺňajú kritéria pre ďalšie kríženie (červeno fluorescenčné svietiace omatídia, 

bez kučeravých krídel) ich súrodenci samci s rovnakým genotypom boli použití na overenie 

pre PCR. K samičkám ktoré splnili podmienky boli pridaný samci s balancerom na druhom 

chromozóme. Z tohto kríženia boli vybraný samci taktiež s kučeravými krídlami, červeno 

fluorescenčné svietiacimi omatidiami a k ním boli pridané opäť samičky s balancerom na 

druhom chromozómu. Samci boli následne overený PCR (označení hviezdičkou). Potomkovia 

s rovnakým genotypom w;attP40(Flyfos Idgf3),Idgf3L1/CyOGFP;+ alebo w; attP40 

Idgf3L1 

dac10/3 ; + * ? w; +; + 

13 



(Flyfos Idgf3::GFP),Idgf3L1/CyOGFP; + boli skrížený dokopy. Výsledný samec uz 

s genotypom w;attP40 ( Flyfos Idgf3), IdgßL1;+ alebo w; attP40 (Flyfos Idgf3::GFP), 

Idgf3L1; + bol použitý pre následný test fertility s tých istých podmienkach ako mali samci 

w1118, heteroalelická kombinácia a mutant. 

CyOGFP 
attP40 (Flyfos Idgß); + 

w; 
Idgf3 Ll 

attP40(Flyfos ldgf3) ; + CyOGFP 

n Idgf3Ll  

+ w;  
CyOGFP 

; + x ^ w; attP 40( Flyfos ldgfi),ldgfi 

CyoGFP •; + 

O attP40(Flyfos Idgf3),Idgf3L l 

Ť w;  
CyOGFP 

; + 
Q" attP40(Flyfos Idgf3),Idgf3L l _ 

X ' CyOGFP 

C*" w; aííP40 ( F/y/os Idgf3), Idgß11; + 

Obrázok č. 12: Schéma kríženia múch so záchrany +; attP40 (Flyfos Idgß); + 

(j) _ / d 5 / 3 L l 

w; cyoGFP ; + x O* +;attP40 (Flyfos IDGF3::GFP); + 

w; 
I d g ß L i 

attP40 (Flyfos IDGF3::GFP); + ; + ď w . w 3 • + 
' cyoGFP ' 

cyoGFP 

dý attP40(Flyfos Idgf3::GFP),Idgf3Ll 

X w w; CyOGFP ; + 

<j) w _ attP40 (Flyfos IDGF3::GFP),Idgf3L1, x ^ W a t t P 4 ° ^Flyfos IDGF3::GFP),Idgf3L1, _ 

' CyoGFP ' ' CyoGFP ' 

ď w; aííp 40f F/y/os Idgf3::GFP), IdgßL1 ; + 

Obrázok č. 13: Schéma kríženia múch so záchrany +; attP40 (Flyfos Idgß::GFP); + 
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4.4 Izolácia DNA 

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

Bol použitý modifikovaný protokol pre izoláciu D N A z hmyzu, za pomoci homogenizácie 

plastovým tlčikom v skúmavke. 1 jedinec D. melanogaster bo\ daný do vysterilizovanej 1,5 

ml mikrozkúmavky. Živé muchy boli ponechané 3 minúty na ľade, aby sa prestali hýbať. 

K organizmu, ktorý sa nachádzal v mikroskúmavke, bolo pridaných 180 ul pufru lx PBS. 

Potom došlo k homogenizácií s pomocou ručného tlčiku. Ďalej bolo pridaných 20 ul 

proteinázy K a 200 ul pufru A L . Mikroskúmavka bola zamiešaná a daná do termobloku 

vyhriateho na 56°C na 10 minút. Následne bolo ku vzorke pridaných 200 ul etanolu (98%). 

Obsah mikroskúmavky bol premiestený do skúmavky so silikonovou membránou, ktorá bola 

súčasťou kitu (DNeasy Mini spin Column) a bolo pokračované podľa štandardného protokolu. 

Elucia bola urobená do 100 ul A E pufru s 2x opakovanou elucií pre získanie maximálneho 

výťažku a zvýšenie koncentrácie DNA. Výsledok koncentrácie D N A bol overený na 

NanoDrope 2000 (Termo scientific) pri 260 nm. Vzorky boli uskladnené pri 4 °C na ďalšiu 

časť reakcie. 

4.5 PCR 

4.5.1 PCR s použitím Dream Taq polymerázou 

Všetky komponenty potrebné pre reakciu boli rozmrazené, premiešané na cetrifuge. Následne 

bola z ich namiešaná reakcia v ktorej bolo 1 x DreamTaq PCR Master Mix (Thermo 

Scientific), 0,5 ul IGF14 aGROR5 primeru (koncentrácia 5 uM). Primery sú uvedené 

v Príloha č. 2. Potom bol pridaný 1 ul templátovej DNA. Taktiež bola namiešaná 

beztemplátová kontrola, v ktorej bola mesto templátovej D N A použitá sterilizovaná 

destilovaná voda. Skúmavky boli premiešané a stočené následne vložené do termocykleru 

Gene Pro Thermal Cycler (BIOER), pričom annelingová teplota bola navrhnutá podľa 

použitých primerov. 

Program použitý Thermo Cycleru bol nasledovný: 

Predenaturacia: 94 °C na 1 minútu 

Denaturácia: 95°C na 30 sekund 

„Annealing": 55°C na 30 sekund p— 35 cyklov 

Extenzia: 72°C na 1 minútu 
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Postextenzia: 72°C na 5 minút 

Uchovanie vzoriek: 16 °C 

Vzorky boli následne použité na elektoforézu. 

4.5.2 PCR s použitím TaKaRa Ex Taq polymerázou pre dlhé produkty 

Komponenty pre polymerazovú reťazovú reakciu boli premiešané a stočené na centrifúge. 

Boli použité 1 x Ex Taq pufru (TaKaRa), 0,2 mM dNTP Mix (TaKaRa), 0,2 ug/ul B SA, 0,025 

U/ul enzymu Ex Taq , 0,8 uM IGF 13b a GROR5 primeru (Príloha č. 2), 1 ul templátovej 

DNA. U kontrolnej vzorky bola namiesto D N A pridaná ddFbO. Vzorka prešla následným 

premiešaním a stočením v centrifúge ako aj vložením do Gene Pro Thermal Cycler (BIOER). 

Tam už bol nastavený nasledovný program: 

Predenaturacia: 95 °C na 3 minúty 

Denaturácia: 95 °C na 30 sekúnd — 

Elongacia: 72 °C na 3,5 minúty — 

Postelongacia: 72 °C na 5 minút 

Uchovanie vzoriek: 16 °C 

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

4.6 Elektroforéza 

Pre overenie vzoriek bola použitá elektroforéza. Pripravený bol 1,5% agarozový gél. Z 0,45 

g agarozy (Lonza) a 30 ml 1 x T A E pufru. Namiešaný roztok T A E a agarózy bol potom 

rozpustený v mikrovlnke za častého premiešania a kontroly. Neskôr bol schladený tečúcou 

vodou. Do roztoku bol pridaný 1 ul etidium bromid (15 mg/ml). Výsledná tekutina bola naliata 

do vaničky kde bol pridaný hrebeň. Gél bol nechaný tuhnúť 20-30 minút. Následne bol hrebeň 

z vaničky vybraný. Gél bol pretočený o 90 °C vľavo aby jamky boli hore. Potom došlo 

k zaliatiu gélu lx T A E pufrom, tak aby hladina nad gélom bola zhruba 5 mm. Vzorky 

vybrané z Thermo Cycleru boli pridané do gélu každý do 5 ul. Taktiež bol pridaný dojednej 

Annealing": 57 °C 30 sekúnd 
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jamky 5 ul veľkostného štandardu „GeneRuler" 100 bp (Thermo Scientific) nebo 1 Kb D N A 

„ladderu" (NEB). Ktorý určoval veľkosť fragmentu použitej DNA. Po pridaní všetkých 

vzoriek bol k elektroforetickej vaničke pripojený zdroj s elektrickým napätím (PowerPac 

Basic Power Supply BIO RAD). Miera napätia závisela od veľkosti danej použitej vaničky. 

Následné bol gél s vaničky vybraný a overený pomocou transiluminátoru SMART5 (VWR). 

4.7 Izolácia RNA 

Homogenizácia buniek, trizolová izolácia 

Do každej skúmavky 1,5 ml bolo nazbieraných 15 kusov rovnako starých D.melanogaster. 

Skúmavky boli nechané na ľade kým sa muchy neprestali hýbať. Následne boli muchy spolu 

s tekutým dusíkom a 400 ul Trizolu (Thermo Fisher Scientific) homogenizované tlčikom 

v mažiariku. Vzniknutá zmes bola presunutá naspäť do mikroskúmavky a na ľad. Po 

homogenizácií bolo pridaných 600 ul Trizolu a premiešané na vortexe (FVL-2400N Combi-

Spin, Biosan). Vzorka bola inkubovaná 10 minút pri pokojovej teplote, kvôli disociaci 

nukleoproteinových komplexov. Ďalej bolo pokračované podľa štandardného protokolu na 

izoláciu R N A pomocou Trizolu. Po precipitácii bol získaný pelet s R N A rozpustený v 100 ul 

DEPC H 2 0 . 

Kit NuCleo spin „RNA" (Macherey-Nagel) 

K u 100 ul vodného roztoku R N A z minulého kroku bolo napipetovaných 600 ul zmesy (300 

ul pufru RA1 + 300 ul 100% etanolu). Potom bola celá tekutina z mikroskúmavky presunutá 

do priloženej mikrozkumavky z kitu (NucleoSpin RNA Column). Následne bola vzorka 

centrifugovaná pri 0,5 minúty pri 11 000 g za pokojovej teploty a ďalej bolo postupované 

podľa štandardného protokolu vrátane ošetrenia R N A na kolónke pomocou DNázy. Elucia 

bola urobená do 40 ul sterilnej vody bez RNáz (súčasťou kitu), pre vyšší výťažok a 

koncentrácii bola elucia opakovaná do rovnakého objemu. Výsledok koncentrácie R N A bol 

overený na NanoDrope 2000 (Termo scientific) pri 260 nm. Vzorky boli uskladnené pri -80 

°C na ďalšiu časť reakcie. 
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4.8 Reverzná transkripcia 

Na reverznú transkripciu bol použitý návod z protokolu: RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Thermo scientific). Pred samotnou reakciu bolo vypočítané množstvo 

teplákovej R N A ktoré je potrebné k reverznej transkripcií na 1000 ng, pričom k tomuto 

množstvu R N A bol pridaný 1 ul oligo (dT)is primer. Celá reakcia mala objem 20 ul 

a inkubácia a inaktivovaie prebiehala na termocykleru Gene Pro Thermal Cycler (BIOER). 

Pre reakciu boli použité 1 x „SolisBiodyne" Mix, Rackl, Idgf3, rp49 primer 0,25 uM (Príloha 

č. 3), templát s objemom 5 ul, ktorým bol produkt s reverznej transkripcie 25x riedený nebo 

ddFhO (u beztemplátovej kontroly). Reakcia bola namiešaná v 20 ul. Následne došlo 

k premiešaniu vzorky a vloženiu do termocykleru Rotor Gene Q (QIAGEN) v ktorom bol 

nastavený program: 

Predenaturácia (Inicializácia Hs Taq): 95 °C na 15 minút 

Denaturácia: 95 °C na 15 sekúnd  

4.9 Kvantitatívna PCR 

„Annealing": 60 °C na 30 sekúnd 

Elongácia: 72 °C na 20 sekúnd 

45x 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Overenie mutanta Idgf3L1 pomocou polymerazovej reťazovej reakcie 

Pred samotným začiatkom experimetu bol overený mutant Idgf3L1. Pomocou izolácie D N A 

podľa štandartného kitu, PCR s Dream Taq polymeráziu a následnou elektroforézou. 

Z (Obrázok č. 14) je známe, že Idgf3Ll je mutant. Došlo k naviazaniu oboch primerov a tým 

bol badateľný ako heterozygot Idgf3 tak aj pozitívna kontrola. U homozygota Idgf3 

k naviazaniu primera IGF 14 nedošlo. Pretože na mieste kde je promotor primer nemal kde 

nasadnúť. Na jeho začiatku je tzv. vlásenka vzniknutá rekombináciou ( P- element inzercia+ 

delecia v leader sekvencií) (Obrázok č. 7). Očakávaný produkt primerov IGF14 a 

GROR5 (628 bp). 

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

Obrázok č. 14: Overenie mutanta 

Fladder (lOObp); 2.,3. Heterozygot Idgf3L1; 4.,5. Homozygot Idgf3L1; 6.,7. w1118 +; + 

(pozitívna kontrola); 8. beztemplátová kontrola. 

3000 

1000 
628 
500 
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5.2 Kopulačný test 

V tomto teste bol do každej vialky daný jeden samec. K nemu bolo pridaných päť samičiek 

z kontroly. Následne bol nameraný čas kopulácie počas 90 minút u každého samca. Pre 

výpočet bolo použité Rstudio, v ktorom sa najprv vypočítal Bartlettov test. Hodnota testovej 

štatistiky bola 5,9414 a hladina signifikancie 5,127% pri dvoch stupňoch voľnosti. 

Homogenita bola splnená, preto bola použitá parametrická A N O V A . Hladina signifikancie 

0,00598% , výsledok testovej štatistiky bol 14,98. Aby sme zistili aký veľký je rozdiel medzi 

kopuláciou u mutanta a heteroalelickej kombinácie voči kontrole, bol použitý TukeyHSD. 

Tukeyho test ukazuje že, dĺžka kopulácie mutantov je významne nižšia oproti kontrole, 

hladina signifikancie je 0,35096%. Taktiež sa líšia heteroalelická kombinácia a kontrola 

0. 00996%. Ale nieje rozdiel medzi heteroaleckou kombináciu a mutantom. Výsledky sú 

znázornené na (Obrázok č. 15). Mediány hodnôt a vypočítaná štatistika sú uvedené v Tabuľke 

1. 

o 
CNJ 

Kontrola idgfŕ1 ldgf3"/Df(10/3) 

Obrázok č. 15: Dĺžka kopulácie samcov. Ako pozitívna kontrola boli použité muchy s w1118, 

ďalej mutantný samec Idgf3L1 ako aj jeho heretoalelická kombinácia Idgf3L1/Df(10/3). Mieru 

významnosti rozdielu dĺžky kopulácie medzi experimentálnymi muchami a kontrolou 

označujú hviezdičky ** p < 1%, *** p < 0,1%. 
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Tabuľka č. 1: Tabuľka hodnôt kopulácie. 

Genotyp Medián p-value* 

Kontrola 0:17:21 — 

Idgßu 0:09:13 0,35096% 

Idgf3uDf(10/3) 0:09:11 0,00996%. 

Z tabuľky č. 1 je vidno že mutant Idgf3 a jeho heteroalelická kombinácia Idgf3 Df( 10/3) sa 

v dĺžke kopulácie nelíšia. Pre výpočet mediánu bol použitý excel. Toto tvrdenie potvrdzuje aj 

Tuckeyho test ktorý zistil že medzi heteroalelickou kombináciou a mutantom nie je 

signifikatný rozdiel. Hladina signifikancie je 82,2009 %. P-value sú hodnoty štatistiky voči 

kontrole. 
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5.3 Frekvencia párenia sa samcov 

V tomto teste bolo sledované s koľkými s piatich samičiek saje schopný samec spáriť počas 

90 minút. Pre spracovanie výsledkov bol použitý Bartlettov test. Hodnota testovej štatistiky 

bola 41,429 a hladina signifikancie 0,0000001% pri dvoch stupňoch voľnosti. Nulovú 

hypotézu o homogenite variancií zamietame. Následne bola použitá neparametrická obdoba 

jednocestnej A N O Vy (Kruskal-Wallisnovtest). Hodnota testovanej štatistiky 25,018 a hladina 

signifikancie 0,00034% pri dvoch stupňoch voľnosti. Wilcoxonov test bol použitý pre zistenie 

miery významnosti akej sa línie líšia. Mutant sa signifikatne líši od kontroly 0,00021% 

Hetreoalelická kombinácia sa taktiež výrazne líši od kontroly 0,054 %. 
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Kontrola Idgf3u ldgf3»/Df(10/3) 

Obrázok č. 16: Frekvencia párenia samcov. Prví boli použitý samci z w ako pozitívna 

kontrola ďalej mutantný samec Idgf3L1 a heretoalelická kombinácia Idgf3L1/Df(10/3). 

Význanosť rozdielu medzi kontrolou, mutantom a heteroalelickou kombináciou označujú 

hviezdičky nad grafom *** p < 0,1%. 

Z výsledkov je zjavné že mutantný samec sa počas 90 minút bol schopný spáriť maximálne 

s dvoma samičkami (Obrázok č. 16). Heteroalelická kombinácia sa taktiež stihla spáriť 

maximálne s dvoma samičkami z jednej vialky. 
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5.4 Pomer samíc kladúcich vajíčka 

Po teste kopulácie a fertility bolo päť samičiek ponechané s jedným samčom 24 hodím 

v spoločnej vialke. Do 24 hodinách došlo k oddeleniu každej samičky do vlastnej vialky. 

Samička nakladla vajíčka. Pre spracovanie výsledkov koľko samičiek od jedného samca 

nakladlo vajíčok bol použitý Bartlettov test. Hodnota testovej štatistiky bola vypočítaná 3, 

123 a hladina signifikancie 20,98% pri dvoch stupňoch voľnosti. Homogenita bola splnená, 

preto bola použitá parametrická A N O V A . Hladina signifikancie 0,0709% , výsledok testovej 

štatistiky bol 8,17. Na základe ktorej vieme že, každá samička od iného samca nakládla 

rozdiely počet vajíčok. Ale na to aby sme zistili jednotlivý rozdiel medzi nakladenými 

vajíčkami od rôznych samcov bol použitý TukeyHSD. Z testu bolo zistené, že pomer 

nakladených vajíčok sa najviac líši medzi mutantom a kontrolou ktorej hladina signifikancie 

je 0,051% Taktiež medzi heteroalalickou kombináciu a kontrolou 3, 879%. Ale nelíši sa medzi 

heteroaleckou kombináciu a mutantom 18,727%. Výsledky sú znázornené na (Obrázok č. 17). 

* * * * 

Kontrola idgf3L1 \dqftu/Df(10/3) 

Obrázok č. 17: Pomer samíc kladúcich vajíčka. Ako pozitívna kontrola boli použití samci 

zw1118, mutantný samec Idgf1 a heretoalelická kombinácia Idgf3L1/Df(10/3). Mieru 

signifikancie vyjarujú hviezdičky nad grafom * p < 5%, *** p < 0,1%. 
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5.5 Pomer oplodnených samíc 

Samice boli po 24 hodinách strávených so samčom oddelené do vlastných vialiek. O deň 

neskôr boli spočítané nakladené vajíčka ( Obrázok č. 17). Následne koľko sa z nakladených 

vajíčok sa vyliahlo v larvu (Obrázok č. 18). Zo zozbieraných hodnôt bol vypočítaný Bartlettov 

test. Testová štatistika bola vypočítaná 13,428 a hladina signifikancie 0,121% pri dvoch 

stupňoch voľnosti. Tým že nie je splnená homogenita variácií nastupuje neparametrická 

obdoba jednocestnej A N O Vy teda Kruskal-Wallisnov test. Testová štatistika mala hodnotu 

25,216 a hladina signifikancie 0,00035% pri dvoch stupňoch voľnosti. Pre zistenie miery 

významnosti rozdielu bol použitý Wilcoxonov test. Wilcoxonov test ukázal signifikantný 

rozdiel medzi kontrolou a mutantom 0,00052% ako aj medzi mutantom a heteroalelickou 

kombináciou 0,00032%. 
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Obrázok č. 18: Pomer oplodnených samíc. Ako kontrola boli použitý samci z w1118, ďalej 

mutantný samec Idgf1 a heretoalelická kombinácia Idgf3L1/Df(10/3). Mieru signifikancie 

označujú hviezdičky *** p < 0,1%. 

Hetroalelická kombinácia a kontrola sa nelíšia. Z čoho vyplýva že mutant nie je plodný. 

Samičky vajíčka nakládli ale nevyliahli sa larvy, iba v jednom prípade z 33 pozorovaných 

jedincov, to môže byť spôsobné chybou pri výbere panny/nepanny. 
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5.6 Overenie heteroalelickej kombinácie 

Na pokus boli použití mutanti w; dacim/ CyO; + ktorí majú deleciu v Idgfl, 2, 3 génoch a 

tiež im chýba časť génu dachshund. Samci w; dacim / CyO; + boli krížení so samičkami 

w;Idgf3L1/Idgf3L1; + . Následne boli z potomstva vyzbieraní samci s polovičným okom a 

„necurly" krídlami. Ktorý boli použití na všetky predom spomínané pokusy fertility. 

Heteroalelická kombinácia w; Idgf3L1/dac10/3 bola overená pomocou PCR. Tá vyvrátila 

možné následné použitie pretože niektoré muchy niesli Idgf3. Na snímke z transimimulátora 

(Obrázok č. 19) je vidieť, že polovica testovaných much nesie neporušenou sekvenciu Idgfi 

a polovica ju nenesie. Je možné že dlhým skladovaním bola línia znehodnotená 

kontamináciou a následnou rekombináciou so susedným markerom polycomb. 

628 

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

Obrázok č. 19: Overenie heteroalelickej kombinácie, 

l.ladder (lOObp); 2. w1118 +; + (pozitívna kontrola); 3. beztemplátová kontrola; 4.,5.,6.,7. w 

. I d g n L l . , . 8 „ , 1 Í J 8 
' c ž a c 1 0 / 3 

; + ; 8. w +; + (pozitívna kontrola). 
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5.7 Overenie overexpresnych línií pre záchranu mutanta pomocou Real-

time qPCR 

Pre záchranu boli použité línie múch vytvorené pomocou Flyfos konstruktu. Muchy obsahujú 

dva krát viac kópií Idgf3 genu ako kontrolná mucha divokého typu. Pomocou qPCR bolo 

overené ak produkujú viac Idgf3 transkriptov. Muchy obsahovali natívny Idgf3 na druhom 

chromozóme na ľavom ramienku v pozícii 36A1 a Flyfos inzerciu Idgf3 taktiež na druhom 

chromozóme, ľavé ramienko 25C6. Následne boli dáta spracované pomocou RStudia. Pre 

zistenie homogenity bol použitý Bartlettov test. Hladina signifikancie bola 

0,00000000000022% pri dvoch stupňoch voľnosti. Vďaka čomu zamietame nulovú hypotézu 

o homogenite variancií. Následne došlo k použitiu neparametrickej obdoby jednocestnej 

ANOVy (Kruskal-Wallisnov test). Testová štatistika mala hodnotu 12,903 a hladina 

signifikancie 0,1578% a dva studne voľnosti. Kruskal Wallisnov test odhalil rozdiel medzi 

skupinami. Pre zistenie miery významnosti rozdielu bol použitý Wilcoxonov test. Ako je 

zjavné z grafu línie použité pre už spomínanú záchranu sa výrazne líšia od kontroly. Hladina 

signifikancie pre odlišnosť línií s Flyfos konstruktem oproti kontrole divokého typu bola 0, 

28%. 
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Kontrola Inzercia Idgf3 Inzercia ldgf3::GFP 

Obrázok č. 20: Graf overexresie línií pre záchranu mutanta. Pre kontrolu bola ako zvyčajne 

použitá muchy z w1118 ktorá bola porovnávaná s +; attP40 (Flyfos Idgf3);+ +; attP40 (Flyfos 

Idgf3::GFP); +. Miera signifikancie výsledku je vyjadrená hviezdičkami ** p < 1%. 

Línie s Flyfosom preto môžeme použiť nie len ako záchranné konstrukty ale aj na 

overexpresiu, pretože nadprodukujú Idgf3 (Obrázok č. 20). 
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5.8 Rekombinačné kríženie pre overenie múch so záchranným 

konštruktom 

Pre overenie úspešnej rekombinácie medzi Idgf3 a Flyfos bol najprv pomocou mikroskopu 

overený dsRed marker. Následne bola mutácia detekovaná pomocou PCR. Očakávaný 

výsledok veľkostného štandardu primerov bol 1017bp ak Idgf3L1 pochádza z divokej formy 

alebo so záchrany. Ak je mutovaný Idgf3L1 blízko translačného štartu rekombinantného P-

elementu (Obrázok č. 7) veľkosť je ~6 Kb. Na snímku z transimilátora je vidieť že, kríženie 

ktorej výsledkom je záchrana neplodných samcov bolo na 50% úspešné. Mucha u ktorej 

záchrana prebehla w; attP40 (FlyfosIdgf3::GFP), Idgf3L1/Cyo GFP ; + (označená hviezdou) 

získala na jednom chromozóme Flyfos aj Idgf3L1 (Obrázok č.21). Boli použité primery IGF13b 

a GROR5. 

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 

Obrázok č. 21: Overenie záchrany neplodných samcov. 

1. ladder (1Kb); 2.,3. wlus+; + (pozitívna kontrola); 4.,5.w; 

attp 40( Flyfos Idgf3),Idgf3Ll 

IdgfS Ll 

w; ;+;7. w; 

attP40 (Flyfos Idgf3::GFP);+ 

attP40(Flyfos Idgf3::GFP),Idgf3Ll 

;+; 6. 

CyoGFP 

beztemplátová kontrola; 10., ladder (1Kb). 

GyoGFP 
; +; 8.,9. 
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5.9 Kopulačný test samcov so záchranným konštruktom 

V teste bol do každej vialky vložený j eden samec, k nemu bolo pridaných päť panien samičiek 

z kontroly. Potom bol zaznamenaný čas kopulácie u každého samca, počas 90 minút 

sledovania. Pre výpočet bolo použité Rstudio, v ktorom bola overená najprv homogenita 

pomocou Bartlettovho testu. Hodnota testovej štatistiky bola 4,2233 a hladina signifikancie 

12,1% pri dvoch stupňoch voľnosti. Homogenita bola splnená, preto sa na ďalší výpočet 

použila parametrická A N O V A . Hladina signifikancie bola 0,0000286% , výsledok testovej 

štatistiky mal hodnotu 42,62. Aby sme zistili aký veľký je rozdiel medzi kopuláciou u mutanta 

a záchrany voči kontrole bol použitý TukeyHSD. Tukeyho test ukazuje že, dĺžka kopulácie 

mutanta sa líši od kontroly, hladina signifikancie je 0,00020%. Taktiež sa líšia záchrana a 

kontrola 0,00089% záchrana a maturant sa však významne nelíšia. Výsledky sú znázornené 

na (Obrázok č. 22). Mediány hodnôt a vypočítaná štatistika sú uvedené v Tabuľke 2. 
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Kontrola ldgf3L Záchrana 

Obrázok č. 22: Kopulačný test samcov so záchranným konštruktom. Ako kontrola boli použitý 

samci z w1118, ďalej mutantný samec Idgf1 a záchrana s konštruktom Flyfos a GFP 

modifikovaným Idgf3. Mieru signifikancie označujú hviezdičky *** p < 0,1%. 
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Tabuľka č. 2: Tabuľka hodnôt kopulácie múch so záchranným konstruktem. 

Genotyp Medián p-value* 

Kontrola 0:17:21 — 

Idgßu 0:09:13 0,00020% 

Záchrana 0:12:16 0,00089%. 

Z tabuľky č. 2 je vidieť že samce so záchranným genotypom oproti mutantovi Idgf3 majú 

dĺžku kopulácie približne o 3 minúty dlhšie, tento rozdiel, ale nieje signifikantný. Pre výpočet 

mediánu bol použitý excel a pre potvrdenie RStudio. P-value sú hodnoty štatistiky voči 

kontrole. 
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5.10 Frekvencia párenia sa samcov so záchranným konštruktom 

V teste bolo sledované s koľkými s piatich samičiek saje schopný samec spáriť počas 90 

minút sledovania. Výsledky boli spracované RStudiom kde bola najprv overená homogenita 

pomocou Bartlettovho testu. Hodnota testovej štatistiky bola 39,295 a hladina signifikancie 

0,00000029% pri dvoch stupňoch. V ďalšom kroku pre nesplnenie homogenity bola použitá 

neparametrická obdoba jednocestnej A N O Vy (Kruskal-Wallisnov test). Testová štatistika 

mala hodnotu 33,817 a hladina signifikancie 0.0000045% pri dvoch stupňoch voľnosti. 

Wilcoxonov test bol použitý pre zistenie miery významnosti akej sa línie líšia. Mutant sa 

signifikatne líši od kontroly 0,00021%, ako aj záchrana od mutanta 0,0000068 % avšak 

medzi záchranou a kontrolou nieje signifikantný rozdiel. Výsledky sú ukázané na (Obrázok 

č. 23). 

Kontrola ldgf3L1 Záchrana 

Obrázok č. 23: Frekvencia párenia sa samcov so záchranným konštruktom. Ako kontrola 

slúžili samci z w1118, ďalej mutantný samec Idgf1 a záchrana s konštruktom Flyfos a GFP 

modifikovaným Idgf3. Mieru signifikancie označujú hviezdičky *** p < 0,1%. 

Z Obrázku č. 23 je vidieť viditeľný rozdiel medzi počtom samiček s ktorými stihol za 90 minút 

kopulovat' mutantný samec a medzi záchranou ktorej medián je 0,40%. 
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5.11 Pomer samíc kladúcich vajíčka od samca s Flyfos konštruktom 

Po kopulácií bolo päť samičiek nechaných s jedným samčom 24 hodím vo vialke. Po 24 

hodinách bola každá so samičiek daná do vlastnej vialky. Samička nakládla vajíčka, potom 

boli sčítané samičky od jedného samca ktoré nakládli vajíčka. Pre výpočet bol využitý 

Bartlettov test, ktorého hodnota testovej štatistiky bola vypočítaná 5,7915 a hladina 

signifikancie 5,526% pri dvoch stupňoch voľnosti. Homogenita bola splnená, preto bola 

využitá parametrická A N O V A . Hladina signifikancie 0,00226% , výsledok testovej štatistiky 

bol 13,26. A N O V A ukázala významný rozdiel, ale na to aby sme zistili rozdiely medzi 

nakladenými vajíčkami od rôznych samcov bol použitý TukeyHSD. Tukeyho test preukázal 

signifikantný rozdiel medzi mutantom a kontrolou ktorej hladina signifikancie je 0,01747%. 

Taktiež medzi záchranou a mutantom 0,23271%. Avšak nie medzi záchranou a kontrolou. 

Výsledky sú znázornené na (Obrázok č. 24). 

Kontrola ldgf3L1 Záchrana 

Obrázok č. 24: Pomer samíc kladúcich vajíčka od samca so záchranným konštruktom. Ako 

kontrola slúžili samci z w1118, ďalej mutantný samec Idgf1 a záchrana s konštruktom Flyfos 

a GFP modifikovaným Idgf3. Mieru signifikancie označujú hviezdičky *** p < 0,1%. 

Z grafu je zrejmé, že samice spárené so záchranným genotypom kládli vajíčka častejšie ako 

samice spárené s mutantom, kde je stredná hodnota 20% zatiaľ čo medián pri záchrane 

dosahuje až 60%. 
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5.12 Pomer samíc ktoré boli oplodnené samčom s Flyfos konštruktom 

Z vajíčok v predchádzajúcom kroku bolo o deň neskôr spočítané, koľko sa vyliahlo v larvu 

(Obrázok č. 25). Na výpočet zozbieraných dát bol použitý Bartlettov test. Hodnota testovej 

štatistiky bola vypočítaná 13,65 ahladina signifikancie 0,1086% pri dvoch stupňoch voľnosti. 

Kvôli veľmi nízkej hodnote signifikancie zamietame homogenitu variácií a pre výpočet sa 

použila obdoba j ednocestnej A N O Vy teda Kruskal-Wallisnov test. Testová štatistika mala 

hodnotu 33,809 a hladina signifikancie 0,0000046% pri dvoch stupňoch voľnosti. Pre zistenie 

miery významnosti rozdielu skúmaných línií bol použitý Wilcoxonov test. Wilcoxonov test 

ukázal signifikantný rozdiel medzi kontrolou a mutantom 0,00052% ako aj medzi mutantom 

a kontrolou 0,0000011%. 
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Kontrola ldgf3L Záchrana 

Obrázok č. 25: Pomer oplodnených samíc samčom so záchranným konštruktom. Ako 

kontrolní jedinci boli použitý samci z w1118, ďalej mutantný samec Idgf3L1 a ako aj záchrana 

s konštruktom Flyfos a GFP modifikovaným Idgf3. Mieru signifikancie označujú hviezdičky 

***p < 0 ? l % . 

Z Obrázku č. 25 teda vyplýva že záchranný konstrukt fungoval a medián oplodnených múch 

je 60%. Záchrana sa výrazne líši od mutanta kde došlo k oplodneniu len u samičiek od jedného 

samca. 

32 



6 DISKUSIA 

Octomilka sa používa ako modelový organizmus v rôznych oblastiach molekulárnej biologie, 

fyziologie, genetiky ako aj iných, v tejto práci slúži na charakterizáciu fertility Idgf3 mutanta. 

Vykonané testy ukázali že, mutantný samec má problém už pri samotnej kopulácií. Za 

90 minút sa samec bol schopný pariť iba s dvoma samičkami, pretože väčšina pokusov o 

párenie skončila odmietavým správaním zo strany samíc. Je možne to že, mutantní samci 

možno používajú nesprávny princíp dvorenia, zásnubného tanca preto sú samičkami 

odmietané. Predchádzajúca práca uvádza, že až 30% samcov s mutáciou Idgf3L1 vykazuje 

zmeny v usporiadaní žilnatiny v krídle, konkrétne im chýba žilka číslo 5 (Kučerová et al., 

2015). Uplynulé pokusy s R N A i proti génom Idgf naznačili, že Idgf gény sú dôležité pre 

správnu štruktúru kutikuly u lariev (Pesch et al., 2016). Je možné, že na rovnakom princípe 

ovplyvňujú aj štruktúru krídiel, ktoré potom pri rituáli párenia vydávajú nesprávny zvuk. Keď 

došlo k samotnej kopulácií samček sa paril kratšiu dobu ako kontrolná mucha podobne ako 

u cntl mutanta (Maaroufi et al., 2022). Samičky spárené s mutovaným samčom počas 24 hodín 

tiež kládli vajíčka menej často ako samice spárené s kontrolným samčom. To môže mať dve 

vysvetlenia. Kladenie vajíčok je u samíc Drosophily súčasťou odpovede na párenie (PMR), 

ktorá je indukovaná proteínami odovzdanými samčom buď vo viazanej forme na spermie 

alebo v seminálnej tekutine. Tieto samčie špecifické proteiny sú produkované v prídavnej 

žľaze (Sitnik et al., 2016). Nespárené mladé samice vajíčka väčšinou samovoľne nekladú. Buď 

teda väčšina samíc nebola s mutantom spárená ani po 24 h. Alebo samec mutanta neodovzdáva 

pri kopulácii samiciam spermie, prípadne môže mať aj problémy s prídavnou žľazou. V teste 

plodnosti sa ukázalo, že plodný bol iba 1 samec mutantného genotypu z pozorovaných 33. 

Ostatné vajíčka boli neoplodnené. 

Pre overerenie bola použitá heteroalelická kombinácia w; Idgf3L1/dacim; + ktorá pri 

testoch kopulácie, frekvencií parení sa samcov ako aj kladení vajíčok bola skoro totožná 

s mutovaným samčom, avšak pri teste oplodnených samíc vykazovala významný rozdiel, 

preto bola heteroalelická kombinácia overená na PCR ktorá potvrdila, že došlo ku čiastočnej 

kontaminácií a následnej rekombinácií s markerom polycomb, čo viedlo k skresleniu 

výsledkov. Nieje možné odhanúť vplyv, pretože nebolo zistené kedy došlo ku kontaminácií 

línie počas experimentu. Výsledky sa však v určitom ohľade zhodujú s mutantom, preto sa 

domnievam že línia bola na začátku pokusu ešte nekontaminovaná a ku konaminácií došlo až 

po určitom čase od začatia experimentu. 
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Pre vytvorenie rekombinačného kríženia slúžiaceho ako záchrana boli overené 

overexpresné línie múch s +; attP40 (Flyfos Idgf3);+ a +; attP40 (Flyfos Idgf3::GFP); +, 

ktoré mali inzerciu génovej oblasti s Idgf3 aj v pozícii 25C taktiež na druhom chromozóme 

ako sa uvádza v článku (Brož et, al., 2017, Kučerová et al., 2016). Línie boli preto použité na 

následné pokusy s rekombinačným krížením. 

Z rekombinačného kríženia, teda záchrany samcov boli urobené tie isté testy ako 

s mutantom Idgf3. Z nich bolo zistené že záchrana fungovala skoro vo všetkých aspektoch 

a samec s Idgf3 a Flyfos konstruktem bol na 60% plodný. Jediný test, kde sa záchrana 

signifikantně neodlišovala od mutanta bol test dĺžky kopulácie. Doba kopulácie samcov so 

záchranným genotypom bola v priemere 3 minúty dlhšia ako u mutantov a o 5 minút kratšia 

ako dĺžka kopulácie kontrolných samcov. Nesignifikantný výsledok testu môže byť 

ovplyvnený nízkym počtom pozorovania u mutantov kde sa mi nepodarilo získať vyšší počet 

pozorovania, pretože v pokuse bolo použitých 33 samcov mutantov a 165 rôznych kontrolných 

samíc. Nižší počet pozorovaní môže ovplyvniť výsledky posthoc testu (Faber, Fonseca, 2014). 

Je tiež možné, že vďaka použitej inzercii s modifikovaným Idgf3::GFP nie je záchranný 

konstrukt plne funkčný a preto je záchrana iba čiastočná. Predchádzajúce pokusy s Flyfos 

inzerciami odhalili, že plne funkčné boli iba 2/3 GFP modifikovaných génov (Sarov et al. 

2016). 

Pokusy so záchranou potvrdili, že gén Idgf3 má vplyv na párenie a plodnosť u D. 

melanogaster, ako bolo naznačené v predchádzajúcich prácach (Kučerová et al., 2016, Sustar 

et al., 2023). Zatiaľ nie je jasné, či má Idgf3 vplyv na kutikulu krídel, zloženie ejakulátu alebo 

počet aktívnych spermií. Čo je príčinou problémov by bolo treba odhaliť imunohistochémiou 

reprodukčných orgánov. Pre ďalší výskum je tiež zaujímavá interakcia s cntl, ktorý vykazuje 

podobné fenotypy. 
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7 ZÁVER 

Pomocou testov fertlity, ako aj PCR boli dokázané poruchy pri párení a plodnosti Idgf3 

mutanta. Pre záchranu skoro neplodného Idgf3 mutanta bolo použité rekombinačné kríženie 

s Flyfos konstruktem. Vzniknutý jedinec w; attp 40( Flyfos Idgf3::GFP), Idgf3L1 ;+ bol 

použitý na tie isté pokusy plodnosti ako mutant. Obsahoval ako Flyfos konstrukt, tak aj Idgf3L1 

vďaka čomu bol schopný plodnosti. 

Overila som, že Flyfos konstrukty s Idgf3 je možné použiť nielen na záchranu, ale aj na 

prípadné budúce overexpresné pokusy. 

Problematika sterility ako u zvierat tak aj u ľudí je ešte malo prebádanou témou. Táto 

práca by mohla viesť k lepšiemu pochopeniu problémov sterility, prípadne napomôcť riešeniu. 
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9 PRÍLOHY 

Príloha č.l: Genotypy D.melangaster línií. 

Genotyp Charakteristika 

w; Ugf3L1 / CyOGFP; + 
Delécia Idgß, chýbajúci promotor (Kučerová et al., 
2016). 

wlU8; +; + Kontrolná mucha white. 

+; attP40(Flyfos Idgß); + Genová oblasť obsahujúca Idgß. (Brož et al., 2017). 

+; attP40(Ffyfos Idgf3::GFP); + 
Idgß oblasť génu modifikovaná rekombináciou v E. 
coli, pridaný GFP. (Kučerová et al., 2015). 

w; dac10/3/CyO; + 
Delecia zahrňujúca Idgf gény 1,2,3 a dachshund 
(Saget, unpublished). 

Príloha č. 2: Primery použité u PCR. 

Použité primery pre PCR Primery (orientácia 5'—» 3') 

GROR5 A C T T G A T G T G G G G A T A G C G 

IGF14 ACTGCGTTGCTATTGTTCG 

IGF 13b AAAGTTTAAGCTCTGCCGAG 

Príloha č.3: Primery použité u qPCR. 

Použité primery pre qPCR 

Rackl 
C C C G T G A C A A G A C C C T G A T T A G T T G C C A T C G -
G A G G A G A G (Fleischmannová et al., 2012) 

rp49 
C T T C A T C C G C C A C C A G T C 
GGCGACGCACTCTGTTGT (Kučerová et al., 2016) 

Idgß 
G A T C T G C T G C T C A G T C T C A C C 
T C G A C G G G G C A T C A T A G T A (Maaroufi., 2022) 
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Príloha č. 4: Použité komponenty pre reakcie. 

lx PBS - 137 mM chloridu sodného; 2,7 m M chloridu draselého; 10 m M 

hydogénfosforečnanu sodného; 1,8 m M dihydogénanufosforečnanu draselého; pH 7,4 

1 x T A E pufor -20 mM kyseliny octovej; 40 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 8,0 
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