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1. UVOD

1.1. Rastové faktory imaginalnich diskd (IDGFs)

Rustové faktory ,Imaginal disc growth factors“ (IDGFS) jsou sekretované
glykoproteiny, které se svou strukturou fadi mezi evoluéné vysoce konzervované chitinzy,
hydrolyticky S$tépici glykosidickou vazbu chitinovych polymera (Kawamura et al., 1999;
McCarter a Withers, 1994). Podobn¢ jako chitinazy rodiny 18 glykosyl hydrolaz tvoii klasicky
(af)s barel znamy téz jako TIM (triose-phosphate isomerase) barel. Nicméné IDGF proteiny
se od této skupiny enzymt mimo jiné 1isi extra sekvenci tvotici smy¢ku mezi B4 listem a a4
helixem a substituci kli¢ového glutamového aminokyselinového zbytku (Glu-315)
V hydrolytickém aktivnim centru na glutaminovy GIn-132. Tato substituce je ziejmeé
zodpovédna za ztratu enzymatické aktivity téchto proteinti, a proto je fadime spise mezi tzv.
,,chitinazam podobné proteiny* (CLP) rodiny 18 glykosyl hydrolaz (Varela et al., 2002), a to
konkrétné do V. skupiny hmyzich chitinaz (Zhu et al., 2008).

Nedavné evolu¢ni studie odhalily, ze genova rodina IDGF se nejspiSe vyvinula z
chitindz u spole¢ného ptredka, jenz existoval jesté pred rozdélenim vyvojovych vétvi na
Polyneoptera, Condylognatha, a Holometabola. V ramci druhu se gen pro IDGF ptvodné
nachazel pouze v jedné kopii, jako je zfejmé u holometabolnich Hymenoptera, Lepidoptera a
nékterych primitivnich Diptera. Fylogenetické analyzy navic prozrazuji, ze rychlost vyvoje
IDGF byla v ramci druhu hmyzu asymetricka. Naptiklad oproti Lepidoptera s jednou Kopii
IDGF ovlivnénou pievazné negativni selekei, n€kolikanasobna duplikace IDGF doprovazena
pozitivni selekci naznaduje u Diptera rychlejsi vyvoj (Zurovcova et al., 2019). Tyto duplikace

umoznily vznik n€kolika paralogti IDGF.

Genova rodina IDGF Drosophila melanogaster zahrnuje minimalné 6 ¢lenti sdilejicich
ptiblizné 50% sekvencni identitu — IDGF1-5 a prvni objeveny DS47, téZ znamy jako IDGF6
(Kawamura et al., 1999; Zurovcovéa a Ayala, 2002; Varela et al., 2002; Zimmerman et al.,
2017). Jsou to pomérné kratké geny s podobnou stavbou intront a exoni. Jak se zda,
fylogeneticky nejstar§im je IDGF5, ktery lezi na 2R ramenu druhého chromozomu v 55D
useku. Dale se fylogeneticky strom déli do 2 vyvojovych vétvi. Do prvni patii IDGF6 (DS47),

lezici také na 2R chromozomdlnim ramenu V useku 53D, a IDGF4, jenz je jako jediny




lokalizovany na X chromosomu 9A useku. Druhou evolu¢ni vétev tvoii IDGF1-3, které
vV Gizkém svazku leZi opét na druhém chromozomu, nybrz 2L rameni 36A tseku (Zurovcova a

Ayala, 2002; Badariotti et al., 2006).

IDGF proteiny Drosophila melanogaster jsou produkované viceméné po cely zivot
jedince a tvoii pomérné velkou ¢ast vSech proteint v hemolymf€. Za normalnich podminek
napt. IDGF2 protein dosahuje koncentrace 19 + 3 ng/ul (pfiblizné¢ 400 nM) a zranénim ¢i
infekci muzZe byt tato koncentrace zvySena (Broz et al., 2017). VSeobecné jsou IDGF proteiny
nejsilnéji exprimovany zloutkem embrya, tukovym télesem larev a hemocyty. Mimoto byly
vSak detekovany napt. v blizkosti trachedlniho systému pozdniho embrya, v mozku,
»kruhové zlaze, lymfatickych a slinnych zlazach, garlandovych a perikardialnich bunikach
larev, ¢i v oocytech a podpurnych buiikach dospélcti (Kawamura et al., 1999; Broz et al.,
2017). Nicmén¢ produkce jednotlivych IDGF proteini se 1isi jak lokalizaci, tak intenzitou.
Naptiklad pfi porovnani exprese transkriptd IDGF1-4 pomoci in situ hybridizace byly
v embryonalnim stadiu IDGF2 a IDGF4 transkripty exprimovany o néco silngji nez IDGF1 a
IDGF3 (Kawamura et al., 1999).

Navzdory ztraté enzymatické aktivity si IDGF proteiny zachovaly schopnost
rozpoznavat a svym vazebnym mistem (carbohydrate binding site; CBS) vazat nckteré
cukerné zbytky (Varela et al., 2002). Pomoci glykanového Cipu bylo zjisténo, ze IDGF2
protein ziejm& rozpoznava Galal-3(Fucal-2)Galp1-3GlcNAcB cukerny motiv (Broz,
nepublikovano). Dale pak u IDGF1 a IDGF4 byla v ramci Diptera pievazné v a7f37 doméné,
podilejici se na vazbé substratu ¢i u jinych chitindz na termélni stabilité proteinu, pozorovana
JiZz zminéna pozitivni selekce ovliviiujici polaritu a ptistupnost nékterych aminokyselinovych
sekvenci (Zurovcova et al., 2019). Ziejmé tak evoluci u IDGF proteinti u Diptera doslo k zisku

novych funkei.

Jako ristové faktory mohou IDGF proteiny stimulovat proliferaci, spoluucastnit se na
polarizaci a pohyblivosti C1.8+ bun€k imaginalniho disku in vitro (Kawamura et al., 1999).
Piekvapiveé bylo zjisténo, ze IDGF2 protein Drosophila melanogaser je navzdory pivodnim
predpokladiim zcela nezavisly na inzulinu a chrani bunky pted buné¢nou smrti in vitro pfi
sérové deprivaci, toxicité xenobiotik a vysoké koncentraci extracelularniho adenosinu a
deoxyadenosinu (Broz et al., 2017). Dale pak jsou IDGF proteiny dilezité pro svlékani
kutikuly pfi metamorfoze a organizaci extracelularni matrix (ECM). Piedpoklada se, ze pasobi

proti chitinolytické degradaci a jako strukturalni proteiny udrzuji ,kostru®“ ECM. Spolu
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s chitinazami tak zfejmé zajistuji dynamiku ECM (Pesch et al., 2016). Také byla prokazana
jejich ochranna role pii infekci D. melanogaster entomopatogennimi hlisticemi a spolutcast
na imunitni antimikrobialni odpovédi. K tomuto u¢inku ziejmé piispiva jejich vliv na
koagulaci hemolymfy. Bylo totiz potvrzeno, Ze IDGF3 protein je nezbytnou soucasti ,,strupu‘
kryjiciho poranéni kutikuly (Kucerova et al., 2016). Z tohoto zjisténi se odviji hlavni otazka
této prace, a to které proteiny z rodiny IDGF se G¢astni srazeni hemolymfy a jak velkou mirou

se na koagulaci podili.

1.2. Mechanismus srazeni hemolymfy

Clenovci maji oproti obratlovem otevieny cirkulaéni systém postradajici ziskanou
imunitu, ktery musi byt schopen po poranéni udrzet homeostazu, zastavit krvaceni a zaroven
zachytit mikrobialni patogeny Sifici se do hemocoelu. Proto je sraZzeni hemolymfy jednim
z klicovych mechanismd vrozené imunity hmyzu a casto je regulovano mikrobialnimi

spousteci (Theopold et al., 2004).

Vrozena imunita Drosophila melanogaster zahrnuje jak bunééné (fagocytujici
plasmatocyty), tak humoralni slozky (Elrod-Erickson et al., 2000). U Drosophila bylo
identifikovano né¢kolik strukturalnich komponenti koaguldtu hemolymfy a také enzymi,
kterézto tvori v koagulatu pti¢né vazby a zpeviuji ho. Mezi tyto strukturalni komponenty
napiiklad patti lipophorin, hemolektin, fondue, hemomucin, mucin slinnych zlaz Eig71eE,
triggrin ¢i mnou studovany IDGF3 (Schmid et al., 2019; Dziedziech et al., 2020). Jak jiz bylo
naznaceno, tyto komponenty jsou pak spolu se zachycenymi bakteriemi spojovany a

zpevilovany enzymy jako je transglutaminaza (Tg) a profenoloxidaza (PPO).

Exosomalné sekretovana bilkovina Tg pisobi u D. melanogaster v ¢asné fazi koagulace
a je to jediny identifikovany homolog jedné z osmi transglutaminaz lidského genomu,
srazeciho faktoru XIIla. Podobn¢ jako lidska transglutamindza tvofi kovalentni vazby mezi
glutaminovymi zbytky a primarnimi aminy zejména lysinovych zbytki, diky ¢emuz poméaha

formovat primarni srazeninu (Theopold et al., 2014; Schmid et al., 2019).

V pozd¢€jsi fazi koagulace nastupuje na scénu bilkovina PPO. Ta je prasknutim
krystalové buriky Vv krystalické formé uvolinovana do hemolymfy a po rozpusténi je dodate¢né

aktivovana proteolytickou kaskadou. Aktivni PPO pak kromé& melaninu produkuje




v molekuldrnim mnozstvi derivaty tyrosinu, které maji cytotoxicky ucinek a dale zpeviuji

srazeninu v ,,pevny koagulat“ (Theopold et al., 2014).

U Lepidoptera bylo navic pfi poranéni vypozorovano, Ze po vytvoieni ,,pevného
koagulatu®“ jsou k nému ptitahovany plasmatocyty. Ty se dale rozmist'uji podél koagulatu a
oddéluji ho od hemocoelu. Nakonec dochazi k regeneraci vrstvy epidermis, jenz naroste skrz
poranéni a nahradi vytvofeny strup. Tento strup vSak zifejm¢ nepodléhd Zzadnému
degradacnimu systému. V porovnani s obratlovci, ktefi si vyvinuli fibrinolyticky a anti-
koagula¢ni systém, si hmyz vyvinul jiny efektivni mechanismus. Ten zejména pomoci
regulace aktivity PPO pouze omezuje srazeni a odstranéni strupu je pro né jiz méné naléhava

zalezitost (Theopold et al., 2004).

Jak jiz bylo fe€eno, strukturni soucasti koagulatu je i IDGF3 protein. Ten si zachoval
schopnost specificky vazat cukerné zbytky a ma tedy ziejmé podobny charakter jako lektiny.
Naskytla se zde tedy dalsi otazka. Je vazba na cukerné slozky a vlastni glykosylace IDGF
proteint limitujicim faktorem pro jejich spravnou funkci? Proto se tento vyzkum mimo jiné
zabyva i bliz§im osvétlenim role glykosylace v ramci mechanismu ptsobeni IDGF3 proteinu
pii koagulaci. Nasi hypotézou je, ze IDGF3 protein vaZze sam na sebe a funguje tzv. jako
»zamek a kli¢“. Pomoci svého cukerného vazebného mista se podobné¢ jako lektiny specificky

vaze svou cukernou slozku a tvoii tak kompaktni ,,sit** srazeniny.

1.3. Sav¢i homology chitinaz a IDGF proteint

Prestoze doposud nebyl v zadném savci detekovan chitin ¢i chitin-syntetazy, je znamo,
7ze mys, ba i dokonce ¢loveék exprimuje chitinazy rodiny 18 glykosyl hydrolaz. Z toho
minimalné dva zastupci predstavuji enzymaticky aktivni tzv. “pravé® chitindzy — ,,acidic
mammalian chitinase® neboli AMCaza (neboli CHIA, eosinophil chemotactic cytokine) a
chitotriosidaza (neboli chitinaza 1). Vzhledem k absenci chitinu se ovSem piedpoklada, ze
misto n¢j tyto chitinazy interaguji s molekulami s podobnou strukturou, jako jsou heparan

sulfat ¢i kyselina hyaluronova, a ucastni se tak ochrany pied patogeny (Lee et al., 2011).

U mysi i lidi byly vsak objeveny i proteiny podobné hmyzim IDGF proteinim,
,chitinase-like* proteiny (CLP). Tyto savéi CLP mimo jiné analogie také postradaji
enzymatickou aktivitu, a to rovnéz diky substituci klicové glutamové aminokyseliny v aktivni

doméné¢ (v ptipadé YKL-40 na aminokyselinu leucin) (Renkema et al., 1998; Kzhyshkowska
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et al., 2007). Mezi uvedenou skupinu CLP patii: YKL-40 (neboli CHI3L1/chitinase 3-like 1,
HcGP-39), YKL-39 (neboli CHI3L2/chitinase 3-like 2, chondrocyte pretein 39), SI-CLP
(stabilin-1-interacting CLP) a oviductin (neboli oviduct-specific glycoprotein, mucin 9) (Lee
etal., 2011; Ranok et al., 2015).

Je pravdépodobné, ze soucasna rodina lidskych chitindz, stejné¢ jako chitinaz Drosophila
melanogaster, vznikla z prastarych gent existujici v dobé expanze Bilateria. Nicméné vyvoj
a expanze lidskych CLP zfejmé probihal na hmyzi rodin¢ zcela nezavisle dle modelu ,,birth-
and-death*. Piestoze se zda, ze sav¢i CLP nemély spole¢ného piedka s vyvojovou vétvi IDGF
hmyzu a jejich evoluce byla individualni, maji mnoho znakt a funkci spoleénych (Badariotti
et al., 2006; Bussink et al., 2007; Funkhouser a Aronson Jr., 2007).

Podobné jako IDGF proteiny, jenZ jsou ve velké mife produkovany hemocyty, savci
CLP jsou exprimovany zejména makrofagy a neutrofily, ale také chondrocyty, fibroblasty,
bunikami vaskularniho hladkého svalu, endotelidlnimi bunikami aj. (Kzhyshkowska et al.,
2007; Lee et al., 2011). Naptiklad nejprozkoumanéjsi YKL-40 ma ziejmé vliv na proliferaci
a diferenciaci bun¢€k, plsobi proti apoptoze, stimuluje angiogenezi, reguluje extracelularni
tkanovou ,,remodelaci a pfispiva tak tvorbé fibrozy a hojeni ran (Schultz a Johansen, 2010;
Lee et al., 2011). YKL-40 se také spoluucastni zanétlivych reakci a povazuje se za tkanove
specificky protein akutni faze (Schultz a Johansen, 2010). Avsak zasadni roli YKL-40 hraje i

v adaptivni Th2 imunité, tedy proti extracelularnim patogenim (Lee et al., 2011).

Vys8i mnoZstvi plazmatického YKL-40 bylo detekovano u pacientii s lokalizovanou ¢i
pokrocilou rakovinou (Schultz a Johansen, 2010). Usuzuje se, ze YKL-40 pomoci regulace
rustu, podpory Zivotaschopnosti a diferenciace rakovinnych bun¢k napomaha tumorové invazi
a tvorbé metastaz (Lee et al., 2011). Nicméné jeho zvySena exprese doprovazi u pacientl i
fadu chorobnych stavil jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, diabetes, CHOPN, astma,
jaterni fibr6za a revmatoidni artritida. Proto nelze fict, Ze je pro rakovinu vysoce specificky.
YKL-40 je tedy povazovan pouze za nezavisly ,biomarker” pro pacienty se Spatnou
prognozou, a zda je vhodny pro ,,monitoring* a pfedpovéd’ vyvoje nemoci jsou nutné dalsi

studie (Schultz a Johansen, 2010).

Na zavér je nutné zminit, Ze navzdory divergentnimu evolu¢nimu vyvoji lidskych CLP

nam vyzkum hmyzich IDGF proteinti poskytuje stale vyznamné a cenné informace. Strukturni




a funk¢ni podobnosti IDGF proteinti nam totiz mohou pomoci Iépe pochopit jejich dalsi funkce

a mechanismy.




2. CILE PRACE

1. Zvladnuti metod izolace DNA, PCR, agar6zova gelova elektroforéza a SDS-PAGE,
Western blot, imunohistochemie, ,,Hanging drop assay*, ,,Bead aggregation assay*.

2. Detekovat IDGF proteiny v koagulatu hemolymfy.

3. Obnovit fenotyp srazeni hemolymfy u nulového mutanta IDGF3 pomoci exprese
riznych rekombinantnich konstrukti (napfiklad: jinych c¢lend rodiny IDGF,
modifikované molekuly IDGF3 apod.).

4. Kvantifikovat a¢innost jednotlivych rekombinantnich proteinti pii sraZzeni hemolymfy.




3. MATERIALY A METODY

3.1. Pokusné organismy a konstrukty
Genotypy vychozich linii Drosophila melanogaster z chovu na ENTU (Tab. I).

Tab. I: Pouzité genotypy Drosophila melanogaster.

¢islo genotyp
1. w; M UAS — Idgf3
"Cy0, GFP’
2. | w,UAS— Idgfz-M- +
’ ' CyO, GFP’
30| w; ldgfs™ UAS — 1dgf1
'Cy0, GFP’
L1
4. | w; %; UAS — 1dgf3Wes
o. w; M UAS — Galectin
' CyO, GFP’
Idgf3!
6. Wi ey0, GFP’
7. w; +; + (wii18)
L1
8. w; %; hml — Gal4
9. w; +; hml — Gal4
10. Canton S

Po prislusném kiizeni musek s témito genotypy vznikly tzv. zachranné (rescue) linie,

které byly pouzity v nasledujicim vyzkumu (viz nize 3.5.).

3.2. Izolace DNA

Pro PCR reakce (viz nize) byly vyzkousSeny 2 rGizné zptsoby izolace.

3.2.1. Chelexova izolace

Na jeden vzorek izolované DNA byli ve 100 pl 5% roztoku Chelexu 100 (Bio-Rad)
mechanicky homogenizovani dva dospélci Drosophily melanogaster daného genotypu a
nasledn¢ byl homogenat ,,vortexovan* a odstredén. Do této smési byla ptidana poteinaza K o

vysledné koncentraci 500 pg/ml a smés byla znovu protfepana a nasledn¢ inkubovana 45 min




pfi 56 °C. Po inkubaci byly vzorky jen ,,vortexovany* a dale inkubovany 10 min pii 95-100
°C pro inaktivaci proteinazy K. Nakonec se vzorky opét protiepaly a centrifugovaly 5 min pfi

maximalni rychlosti. Do PCR reakce byl poté pouzit ziskany supernatant.

3.2.2. lzolace pomoci ,,Squishing* pufru

Na jeden vzorek bylo potieba piipravit 50 pl ,,Squishing* pufru (10 mM Tris-Cl pH 8.2,
1 mM EDTA, 25 mM NaCl) smichaného s proteinazou K 0 vysledné koncentraci 1,25 mg/ml.
Do tohoto pufru byl vzdy mechanicky homogenizovan jeden dospélec Drosophila
melanogaster daného genotypu a poté byl homogenat ,vortexovan“ a odstiedén. Takto
ptipravené vzorky byly dale inkubovany 1 hod pii 56 °C. Po inkubaci byly vzorky opét
,vortexovany* a dale pro inaktivaci proteindzy K inkubovany 5 min pii 95 °C. Nakonec byly
vzorky protfepany a odstfedény. Vznikly supernatant s izolovanou DNA byl dale pouzit do
PCR jako templat.

3.3. Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Jako kontrolni gen pro standardni prubéh reakce PCR byl pouzit gen kodujici
ribozomalni protein rp49, ktery je exprimovan nezavisle na sledovanych IDGF proteinech. Pro
amplifikaci kontrolovanych genti v daném genotypu byly pouzity primery IDGF3'! a Gal4
(viz nize Ptilohy Tab. V).

Reakéni smés na jednu reakci obsahovala 1x ,,Dream Taq Green PCR Master Mix‘
(Thermo Scientific), 0,25 uM ,,Forward* (Fw) primeru, 0,25 uM ,,Reverse (Rev) primeru a
1 pl izolované templatové DNA. Celkovy objem reakce €inil 10 pl.

Takto pfipravené¢ vzorky reakénich smési byly vlozeny do PCR cykleru
S prednastavenym programem pocinaje ,,predenaturaci pii 94 °C/1 min. Samotna amplifikace
genovych Usekll probihala ve 35 cyklech, kdy na sebe navazovaly kroky denaturace 94 °C/30
s, nasedani primerd (annealing) 55 °C/30 s, a extenze 72 °C/1 min. Teplota nasedani primerda
byla stanovena na 55 °C vzhledem k zastoupeni GC bazi pouZitych primerd. Po amplifikaci

byl program zakoncen finalni extenzi pti 72 °C/5 min.

Vysledné PCR produkty byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy (viz nize).




3.4. Agar6zova gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza probihala na 1,5% agarézovém gelu obarveném ethidium

bromidem (0,5 pg/ml) v 1XTAE pufru (viz nize 3.13). Gely byly vyfoceny pies ¢erveny filtr

a délka sledovanych fragmentl byla stanovena dle standardu délek 100 bp DNA ,,Ladder*

(Solis BioDyne) a porovnavana s teoretickou délkou amplifikovanych fragmentd.

3.5. Kiizeni geneticky upravenych linii Drosophila melanogaster

Pro kfizeni urcitych genotypt bylo vzdy nejprve nutné nasbirat dostate¢né mnozstvi

neoplozenych samic Drosophila melanogaster, které byly rozpoznany dle pFitomnosti

meconia (Chyb a Gompel, 2013). Ty byly poté kiizeny se samci dle nasledujiciho schématu

(Tab. I1).

Tab. 1l: Pouzité genotypy Drosophila melanogaster a jejich kiizeni.

pohlavi | Cislo genotyp kiizeni genotyp po kiizeni
A) _dgf3™ :hml — Gal4 / /
g Wityo, Grp’ N T M
B) w; +; + (W) / /
X
Idgf3t UAS — 1dgf3
a ;————=;UAS —1dgf3 | A)xa sIdgf3tl,—— = -
) | W&o orp & )2 | wildgf
Idgf3t? w, UAS — 1dgf2;
b — —=— 4+ | A)xb hml — Gal4
) | w,UAS — Idgf2; ) et ) X b) 1dgpzir, ML Gal4
Idgf3Lt UAS — Idgf1
c ; ————; UAS — Idgf1 A)xc¢ sIdgf3tl, —— =
) | W50 orp g )20 | wildgf
dgf3™" UAS — Idgf3Wes
d) | w;———==;UAS — 1dgf3W6s | A)xd) | w; Idgf3L;
Q ) o : V1D | g T Gara
Idgf3™? _
9 | oo e Y A e) | w; dgrais; BT
— galektin4 mi—%a
Idgf3l1 hml — Gal4
. . A) x . L1,
f) Wi 50, arp T )xf) | w;Idgf3l;
L1 _
g) w; +; + (Wili®) A) % g) w: Idgf3 ;hml Gal4
* hml +1
— Gal4
h) w; +; hml — Gal4 B) x h) w; 4 O — Gt

+
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Tabulka shrnuje jednotlivé pouzité zachranné (rescue) konstrukty jejichz exprese je
fizena UAS-Gal4 expresnim systémem a jejichz ukolem je funkéni zachrana fenotypu nulové
mutace IDGF3"! leZici na 2. chromozomu. Jako negativni kontrola byl pouzit IDGF3'! mutant
s hml-Gal4 , backgroundem* (A) x f)) a jako pozitivni kontroly IDGF3'! heterozygot (A) x
9)) a,,wild type* (wt; B) x h)), také s hml-Gal4 pozadim. Veskeré kiizeni probihalo na zivném
médiu z jable¢ného dzusu (2% agar, 2,5% cukr, 25% jable¢ny dzus, 0,125% methylparaben)
pokrytém ,,pastou z kvasnic (rozpusténé v dH20) pii 25 °C.

3.6. Vybér homozygotl

24 hodin po nakladeni vaji¢ek kiizenych jedinci nesoucich pozadované konstrukty, a
tedy bezprostiedné po vylihnuti larev do prvniho larvalniho stadia (L1), byly vzdy vytiidény

,NoN-GFP* (nesvitici) larvy bez balancerového chromozomu.

Tito homozygoti pro IDGF3'! s piislusnym ,backgroundem* spolu s pozitivnimi

. 1dgf3tt hml-Gala hml-Gal4 Co L,
kontrolami (heterozygot w; ‘gJ’: ;2 - = awtw; +;%) byli dale inkubovani na

zivném médiu s kukufiénym Srotem (10% kukuficny Srot, 1,25% agar, 6,25% cukr, 5%
kvasnice, 0,2% methylparaben) ve 25 °C do tretiho larvalniho stadia (L3) a nasledné pouziti

v dalsich pokusech (Hanging drop assay, Bead aggregation assay, Western blot).

3.7. Ptiprava vzorkl a odbér hemolymfy

V destilované vode, etanolu a 50% Savu byly larvy 3. instaru (viz vyse 3.6.) oplachnuty
od zbytkd potravy a nedistot, a to dle pofadi: dH20-EtOH-dH>0-Savo-dH,0-EtOH-dH-0.
Sesti a7 sedmi takto omytym a na papirovém ubrousku osusenym larvam totozného genotypu
byla pod binokularni lupou pitevnimi pinzetami roztrhnuta svrchni kutikula a automatickou
pipetou se co nejrychleji odsaly 3 ul hemolymfy (2,5 ul pti ,,Bead aggregation assay*). Pti
odsavani byla hemolymfa v pipeté diikkladn¢ promichéana, aby byla smés homogenni pro dalsi

pouziti a v neposledni fad¢ pro aktivaci latek podilejicich se na sraZzeni hemolymfy.
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3.8. Srazeni v kapce (Hanging drop assay)

Pomoci metody ,,Hanging drop* (Lesch et al., 2007; Bidla et al., 2005) byla testovana
schopnost jednotlivych proteinti IDGF a jim pfibuznych zachranit koagulacni deficit IDGF3

nulového mutanta a vytvorit srazeninu v kapce Ringerova roztoku.

Bez michani se do ptipravené 15 pl kapky Ringerova roztoku na diagnostickém sklicku
»multiwell 10* (Thermo Scientific, 6,7 mm, ER-308B-CE24) ptenesly 3 pl ¢erstvé odebrané
hemolymfy (viz vyse 3.7.). Sklicko se otocilo o 180° kapkou dold a vSe se nechalo inkubovat
30 min pro vytvoreni srazeniny ve vlhké komurce. Nakonec byl z vrcholku kapky kulatym
krycim sklem opatrné sniat vzorek roztoku s koagulatem ¢i bez néj, ktery byl pozorovan na
podloznim skle pod mikroskopem (Zeiss LSM 780) s diferencialnim interferencnim

kontrastem (Nomarski DIC).

3.9. Imunohistochemie koagulatu protilatkou a lektinem

Nejprve byly z larev linie Canton S pripraveny vzorky koagulati dle protokolu na
,Hanging drop assay* (viz vyse 3.8.), s tim rozdilem, ze srazeniny byly z kapky chytany na

médénou miizku pro elektronovou mikroskopii (electron grid).

Samotnd imunohistochemickd detekce probihala v kapkach riznych roztokd na
parafilmové pasce ve vlhké komdtrce. Jednotliva miizka pro elektronovou mikroskopii

s nanesenym koagulatem byla zpracovana nasledujicim zptisobem:

1) Nejprve se tato miizka dala na 10 min fixovat do kapky 4% paraformaldehyd v 10x
PBS (Phosphate Buffered Saline) (10 ul).

2) Pro odstranéni fixaze byla 2x inkubovana na 10 min v 1x PBS (50 pl).

3) Dale pak byly vzorky blokovany 1 hod v 1% BSA (hovézi sérum albumin) v 1x PBS
(20 pl).

4) Nasledné byly vzorky inkubovany ptes noc ve 4 °C s primarni protilatkou (krali¢i
Anti-IDGF3, IDGF2 nebo IDGF1 dle Kucerova et al., 2016, Broz et al., 2017 a
Zurovec nepublikovano) v 1% BSA v 1x PBS (25 pl), jenz byla v poméru 1:50.

5) Dalsi den byly vzorky 2x po 10 min omyty od primarni protilatky v 1x PBS (50 ul).
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6) Vzorky byly 1 hod inkubovany se sekundarni protilatkou (osli ,,Anti Rabbit*
znaCena Alexa Fluor 568) v 1x PBS (28 ul) v poméru 1:200 v temné komirce
(inkubace vSech nasledujicich krokt jiz probihala ve tme).

7) Nasledn¢ byly vzorky omyty 10 min v 1x PBS (50 ul).

8) Na 10 min byly inkubovany s PNA (arasidovy aglutinin) lektinem konjugovanym
s fluorescentni barvou FITC (10 pl) o hmotnostni koncentraci 50 pg/ul.

9) A opét byly 1x vzorky omyty na 10 min v 1x PBS (50 ul).

10) K penetraci bunék a ,solubilizaci“ jejich membranovych proteini byl pouzit
detergent 0,1% Triton v 1x PBS (30 ul) na 10 min.

11) Nasledné byly obarveny jadra bunék pomoci DAPI v poméru 1:1000 v 1x PBS
s 0,1% Tritonem (10 pl).

12) Nakonec byly vzorky naposledy omyty 10 min v 1x PBS (50 pl) a zafixovany v 30
ul ,,fluoromount G* (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) mezi kryci a fadné
popsané podlozni skli¢ko. Takto obarvené vzorky byly nasledné pozorovany a

vyhodnoceny na konfokalnim mikroskopu.

3.10. ,,Bead Aggregation Assay*

,,Bead aggregation assay* (Kucerova et al., 2016; Lesch et al., 2007; Scherfer et al.,
2004) je metoda, ktera umozinuje kvantifikovat miru srazeni hemolymfy pomoci
paramagnetickych kuli¢ek ,,Dynabeads® (M-280, obsahujici tosylové funk¢ni skupiny, o
standartni velikosti 2,8 um, Dynal Biotech ASA).

Pted vlastnim experimentem bylo nutné tyto paramagnetické kulicky o koncentraci 2,0
x 10° kuli¢ek/ml blokovat v 1% BSA v 1x PBS pro zabranéni nespecifické aglutinace kulicek.
Nejprve se tedy potiebné mnozstvi kuli¢ek (ml) promylo pipetou 2 min ve 4x vétSim objemu
10x PBS. Nasledn¢ byl pomoci silného magnetu, ktery kulicky srazil ke dnu mikrozkumavky,
promyvaci roztok vyménén za blokujici 1% BSA v 1x PBS stejného objemu jako byl

originalni roztok kuli¢ek. Takto pfipravené kulicky se inkubovaly ptes noc pii 4 °C.

Na skli¢ku ,,multiwell 10 (Thermo Scientific, 6,7 mm, ER-308B-CE24) se smichalo 10
ul Ringerova roztoku a 5 pl pfipravenych vyblokovanych kulicek. Z 6 pozdnich L3 larev
Drosophila melanogaster se odebralo 2,5 pl hemolymfy (viz vyse 3.7.), a ta se fadné 30

s promichala s kulickovou suspenzi. Takto ptipraveny vzorek se vzdy nechal 2 min inkubovat
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pii pokojové teploté pro dostatecné vysrazeni hemolymfy a nasledné se ihned vyfotil pod
binokularni lupou vzdy za stejnych podminek. Vysledky pak byly vyhodnoceny v programu
»Image J spocitanim pramérné velikosti vzniklych agregati pomoci aplikace ,,Analyze

particles®.

3.11. SDS-PAGE

Odebrana hemolymfa (viz vySe 3.7.) byla v poméru 1:39 promichana s 1x RIPA pufrem
smichaného v poméru 4:1 s 1x nanaSecim pufrem a ihned byla zamraZena pro zamezeni
degradace proteini. Takto pfipravené vzorky byly pozdé&ji separovany vertikalni
elektroforézou SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis)

slozené ze ,,zaostfovaciho® (stacking) a separa¢niho gelu zalitého v 1x SDS-PAGE pufru.

Pti ptiprave separaniho gelu bylo smichano 6,26 ml dH20, 3,75 ml separac¢niho pufru
a 5 ml akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid v poméru 29:1). Pro odstranéni piebytecnych
vzduchovych bublin byla tato smés v mikrovinné troubé ptivedena k varu, dale na ledu
zchlazena, a nakonec byla do smési pfidana polymera¢ni ¢inidla — 11,5 pl TEMED
(tetramethylethylendiamin, USB) a 120 pl 10% APS (persulfatu amonného; Serva). Takto
pfipravena smés byla po kratkém promichani ihned napipetovana mezi skla aparatury do
vysky asi 1 cm pod hiebinky (viz nize) a byla pfevrstvena isopropanolem pro vyhlazeni

nerovnosti. Po ztuhnuti gelu byl isopropanol smyt destilovanou vodou.

»Zpolymerizovany* separacni gel byl az po okraj aparatury pfevrstven ,,zaostfovacim*
gelem, jehoZ ptiprava probihala stejnym zpiisobem jako u separa¢niho gelu ovSem s rozdilem
mnozstvi ptidanych latek a jiného pufru. Pro ptipravu bylo tedy potieba 4,5 ml dH20, 1,88 ml
»stacking® pufru a 1 ml akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid v poméru 29:1). Po zahiati a
nasledném zchlazeni této smési byly opét pridany polymeracni ¢inidla — 10 ul TEMED a 30
ul APS. Thned po prevrstveni byl do vyfezu mezi skla v aparatufe umistén hiebinek pro

vytvoreni jamek.

Do jamek takto ptipraveného gelu byly po 20 ul napipetovany jednotlivé vzorky a pro
prvotni zab&hnuti vzorkt do gelu bylo do aparatury zalité 1x SDS-PAGE pufrem na 30 min
ptivedeno napéti 60 V. Na samotnou separaci bylo napéti zvySeno na 90 V na ptiblizné 2 hod,
dokud celo vzorku znac¢ené bromfenolovou modii neuniklo z gelu. Po separaci byl vysledny

gel dale pouzit k analyze metodou Western blot (viz nize 3.12.).
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3.12. Western blot

Pied pouzitim byla nylonova membrana (hybond P) namocena asi na 20 s do 100%
metanolu, fadné oplachnuta v dH20 asi 2 min a nasledné ponotena do 1x elektrotransferového
pufru minimalné na 5 min. V této ldzni byla membréana pfitisknutd na gel se separovanymi
proteiny z SDS-PAGE (viz vySe 3.11.) a spole¢né s gelem byla vlozena mezi soustavu
tvofenou tvrdym filtraénim papirem, draténymi houbickami a plastovymi destickami, které
tuto soustavu pevné zafixovaly. Pro pfenos proteinti, jenz probihd smérem ke kladnému néboji,
byla takto zkompletovana soustava nainstalovana do transferové aparatury tak, aby gel
smétoval k zdporné katodé a membrana ke kladné anod¢€. Za stalého michani byl pies noc v

ledem chlazené aparatuie spustén elektropfenos v 1x transferovém pufru pii napéti 35 V.

Po pienosu byla membrana vyjmuta ze vSech vrstev, oplachnuta dH20O a zpracovana dle

nasledujiciho postupu:

1) Za stalého michani byla blokovana 1-2 hod v 5% BSA v 1x PBS s 0,05% TWEEN
20 detergentem.

2) Dale byla na tiepacce membrana 3% po 5 min oplachnuta v 1x PBS s 0,05% TWEEN
20.

3) Poté byla membrana 1 hod inkubovana s primarni protilatkou (krali¢i) fedénou
v poméru 1:1000 v5% BSA s 1x PBSa0,05% TWEEN 20. Byly pouzivany
polyklonalni protilatky proti IDGF3 (Kucerova et al., 2016), IDGF2 (Broz et al.,
2017) a IDGF1 (Zurovec nepublikovano).

4) Membrana se znovu oplachla 3x po 5 min v 1x PBS s 0,05% TWEEN 20.

5) Nasledné¢ se membrana inkubovala 30 min se sekundarni protilatkou (osli Anti
krali¢i), jenz byla fedéna v poméru 1:5000 v 5% BSA v 1x PBS a 0,05% TWEEN
20.

6) Membrana pak byla naposledy 3x po 5 min omyta v 1x PBS s 0,05% TWEEN 20.

K detekci proteind znacenymi sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou
peroxidazou byl dle navodu vyrobce pouzit substrat z ,,Thermo SuperSignal kit (inkubace
suché membrany 5 min v plastové folii). Vizualizace a pofizeni snimku membrany poté

probihala na pfistroji "LAS-3000 Imager™ (Fujifilm).
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3.13. Slozeni pufr

50x TAE pufr - 2 M Tris; 1 M ledova kyselina octova; 50 mM EDTA o pH 8,0

1x TAE pufr — 40 mM Tris; 20 mM ledova kyselina octova; 1 mM EDTA o pH 8,0
10x PBS - 1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 100 mM Na;HPOQOg4; 18 mM KH2POg; pH 7,4
1x PBS — 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na2HPOg4; 1,8 mM KH2POg4; pH 7,4

separacni pufr — 1,5 M Tris; 2% SDS; dH20 pro doplnéni objemu na 1 1; pH je pomoci HCI

upraveno na 8,8

»stacking® pufr — 1,0 M Tris; 2% SDS; dH20 pro doplnéni objemu na 1 1; pH je pomoci HCI

upraveno na 6,8

1x RIPA pufr - 150 mM NaCl; 1.0% NP-40; 0.5% deoxycholat sodny; 0.1% SDS (sodium
dodecyl sulfate); 50 mM Tris-HCI o pH 8.0; inhibitor proteaz PMSF (phenylmethylsulfonyl
fluoride); dH20 pro doplnéni objemu na 100 ml

6% nanaseci pufr (Sample buffer) - 250 mM TrisHCI; 10% SDS; 30% glycerol; 5% B-

merkaptoetanol; 0,02% bromfenolova modi; dH20 pro doplnéni objemu na 100 ml

1x nanaseci pufr — 41,67 mM TrisHCI; 1,67% SDS; 5% glycerol; 0,83% B-merkaptoetanol;

0,003% bromfenolova modf

10x SDS-PAGE pufr — 250 mM Tris; 1,92 M glycin; 1.0% SDS pH 8.3; dH20 pro doplnéni

objemunall

1x SDS-PAGE pufr — 25 mM Tris; 192 mM glycin; 1.0% SDS pH 8.3; dH20 pro doplnéni

objemunall

10x elektrotransferovy pufr — 250 mM Tris; 1,92 M glycin; dH20 pro doplnéni objemu na
11

1x elektrotransferovy pufr — namichany v poméru 2:7:1 — 100% methanol, dH20 a 10x
elektrotransferovy pufr
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4. VYSLEDKY

4.1. Overeni genotypt linii Drosophila melanogaster

Pro vylouceni kontaminace uzivanych linii a spolehlivost vysledku, byly v prub&éhu
vyzkumu pomoci PCR provéfeny linie IDGF3'! mutanta (z vice chovil). Linie, které testem
neprosly byly v nasledujicich experimentech pouzivany jako negativni kontrola. Mimoto pak

byly provéteny i linie obsahujici transkripéni faktor Gal4 pod hemolektinovym promotorem

(hml).

K amplifikaci pfislusnych genovych sekvenci pti PCR byly pouZity primery specifické
pro IDGF3, Gal4 a rp49. Vysledné amplifikované fragmenty odpovidaly ocekavanym
velikostem sledovanych sekvenci IDGF3 - 680 bp, Gal4 - 364 bp a rp49 - 150 bp.

Z ovéfeni ¢istoty linii IDGF3' mutanttl z riznych chovii (Obr. 1) je ziejmé, Ze linie

z chovu a) (chov uzivany v tomto vyzkumu) a ¢) (hlavni rezervni chov laboratofe ENTU) byly

LR R e

e
-
e

Obr. 1: Vysledky PCR kontroly ¢&istoty linii IDGF3-! mutant D. melanogaster ze 3 linii
laboratofe ENTU. A - IDGF3: 1-4 z chovu a) - negativni; 5-8 z chovu b) - 5-7 negativni,
8 pozitivni; 9-12 z chovu ¢) - negativni. B - IDGF3: 13 pozitivni kontrola w''!8 - pozitivni;
14 negativni kontrola dH20 - negativni.
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v potadku. Pouze u jednoho vzorku z chovu b) (sekundérni chov laboratore ENTU) se vyskytla

kontaminace (vzorek €. 8), ktera byla nasledné v¢as podchycena a nahrazena ¢istou linii.

Kontrolni PCR linii IDGF3"! mutanti a linii Gal4 (Obr. 2) potvrdila genotypy
uzivanych linii. Pouze v piipadé linie w; +; hml-Gal4 nebyl detekovan zadny Gal4 fragment.
Jelikoz vsak byla tato linie v tomto vyzkumu pouzivana jen jako pozitivni kontrola ptirozené

produkujici IDGF proteiny, nebyl tento faktor limitujicim a nijak neovlivnil vyzkum.

T rp49  rpd9  rp4d9  rp49

IDGF3 l l l l

Obr. 2: Vysledky PCR kontroly ¢istoty linii IDGF3"' mutantd a linii Gal4 D.
melanogaster. A - (1-5) IDGF3: 1 (w; 1dgf3-; hml-Gal4) - negativni; 2 (w; +; hml-Gal4)
- pozitivni; 3 (w; 1dgf3tt; +) - negativni; 4 pozitivni kontrola w'!!8 - pozitivni; 5 negativni
kontrola dH2O - negativni; (6-10) rp49: 1 (w; ldgf3‘t; hml-Gal4) - pozitivni; 2 (w; +; hml-
Gal4) - pozitivni; 3 (w; Idgf3‘t; +) - pozitivni; 4 pozitivni kontrola w8 - pozitivni; 5
negativni kontrola dH-O - negativni. B - (1-6) Gal4: 1 (w; Idgf3-*; hml-Gal4) — pozitivni;
2 (w; +; hml-Gal4) — negativni; 3 negativni kontrola Wt - negativni; 4 negativni kontrola
dH20 — negativni; 5-6 negativni kontrola w!'!8 - negativni.
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4.2. Lokalizace IDGF proteind v koagulatu hemolymfy

Pomoci imunohistochemické metody barveni byly primarni krali¢i Anti IDGF1-3 a
sekundarni osli Anti krali¢i protilatkou lokalizovany v koagulatu hemolymfy linii Canton S D.
melanogaster IDGF1-3 proteiny. Mimoto byl jako nastroj pro detekci sacharidii pouzit
fluorescenéné zna¢eny PNA lektin, jenZ je specificky pro sacharidovou slozku Gal-p(1-3)-

GalNAc (Obr. 3).

Slouceny PNA lektin

PNA lektin .

Obr. 3: Imunohistochemicka lokalizace IDGF1-3 proteinti v koagulatu hemolymfy linii
Canton S D. melanogaster pomoci IDGF1-3 protilatek a PNA lektinu (specifického pro
Gal-p(1-3)-GalNAc). A-C: vzorek srazeniny barveny Anti IDGF1 protilatkou a PNA
lektinem. D-F: vzorek srazeniny barveny Anti IDGF2 a PNA lektinem. G-I: vzorek
srazeniny barveny Anti IDGF3 a PNA lektinem. Pomocné Sipky oznacuji obarveny
koagulat a hemocyty. Méftitko: 20 pm (A-I).
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Kromé IDGF proteint, byl ve srazeniné¢ hemolymfy detekovan i PNA lektin. Jeho
distribuce v koagulatu se od IDGF proteini vsak nepatrné lisila. Mimoto se tyto proteiny
nachazely i v hemocytech, piicemz IDGF proteiny byly detekovany spise po obvodu hemocytu

a PNA lektin byl spiSe v jeho stiedu (Obr. 3).

4.3. Zachrana fenotypu spojeného se srazenim hemolymfy IDGF3-! mutanta

Detekce IDGF1-3 proteinu v koagulatu D. melanogaster naznacovala, Ze se tyto
proteiny alesponn zmalé cCasti koagulace ucastni. Pro studium jejich vlivu na srazeni
hemolymfy byla tedy genetickymi metodami provedena zachrana koagula¢niho deficitu u
IDGF3 nulového mutanta. Tato zachrana jednotlivymi IDGF proteiny a jim piibuznych byla
stanovena metodou ,,Hanging drop* a byla provedena vzdy v nékolika sériich opakovani (viz
vyse 3.8.).

L1 _
Jako pozitivni kontrola byl pouzit IDGF3"! heterozygot (w; Idgf iy fm! +Gal4), ktery v

kapce Ringerova roztoku tvofil ,,zaclonku® pevného a kompaktniho koagulatu (Obr. 4 A-C,
Obr. 5 A-C). Ktomu jako negativni kontrola byl pouzit IDGF3'' mutant

(w; Idgf3'; ). Ten naopak nebyl schopen nalezité koagulace, jeho hemocyty volné

hml-Gal4
+
plavaly ve vicero vrstvach, a tvofil pouze jemné srazeniny ¢i Gtvary jim podobné, které vSak

byly k tvorbé ,,pevného koagulatu* nedostate¢né (Obr. 4 D-F, Obr. 5 D-F).

Abychom zjistili, zda proteiny IDGF maji redundantni funkci, pfipravili jsme zachranné
konstrukty s nadprodukci IDGF1 a IDGF2. Jak je zfejmé z Obr. 4, nadprodukovany IDGF3
protein a stejné tak IDGF2 protein byl schopen vytvofit ,,pevny koagulat a zachranit tak
koagula¢ni deficit IDGF3'! mutanta (Obr. 4 G-1, J-L). Naopak ,,overexprimovany* protein
IDGF1 zachrany nebyl schopen (Obr. 4 O-N). V tomto piipadé hemocyty volné plavaly ve
vicero vrstvach a zadny ,,pevny koagulat® se zde nenachazel. Nicméné, tvofil se pouze néco
jako naznak srazeniny, ktera vSak vzhledem K silné melanizaci mohla byt rovnéz zpuisobena

nadmérnou ¢innosti PPO (Obr. 4 M).
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Obr. 4: Fenotypova zachrana IDGF?)"1 mutanta »overexpresi“ IDGF1-3 proteinli pomoci
UAS-Gal4 systému. Tato zachrana byla provedena metodou ,,Hanging drop“ a jeji
mikroskopické snimky byly vizualizovany Nomarského diferencidlnim interferen¢nim
kontrastem (DIC). A-C: K+ - pozitivni kontrola IDGF3'! heterozygot. D-F: K- - negativni
kontrola IDGF3'* mutant. G-1: hmI>IDGF3 - pozitivni. J-L: hmI>IDGF2 - pozitivni. M-O:
hmI>IDGF1 - negativni. M&fitko: 40 pm (A-O). Cervené $ipky oznaduji ,,pevné koagulaty*
a modré Sipky jemné sraZeniny.
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Abychom ov¢tili vyznam glykosylace IDGF3 proteinu pro jeho spravnou funkci,
pfipravili jsme mouchu produkujici mutantni formu IDGF3 bez glykosylaéniho mista
(IDGF3W®S), Ve vyslednych vzorcich "overexprimovaného" IDGF3WCS se nevytvofil zadny
,pevny koagulat“ a hemocyty volné plavaly ve vice vrstvach (Obr. 5 G-1). Ojedinéle se zde
objevovaly pouze ndznaky jemnych srazenin, které vSak byly zpozorovany i u negativni

kontroly. Ogividné tedy IDGF3"®® jako zachranny konstrukt nefungoval.

Q-

&

hmI>IDGF3"¢s

hml>galek:tin'/4 P

Obr. 5: Fenotypova zachrana IDGF3'! mutanta ,,overexpresi* proteinu IDGF3V®S (IDGF3
bez glykosyla¢niho mista) a mysiho galektinu 4 (specifického pro Gal-f) pomoci UAS-Gal4
systému. Tato zachrana byla provedena metodou ,,Hanging drop* a jeji mikroskopické
snimky byly vizualizovany Nomarského diferencialnim interferenénim kontrastem (DIC). A-
C: K+ - pozitivni kontrola IDGF3"! heterozygot. D-F: K- - negativni kontrola IDGF3"!
mutant. G-1: hmI>IDGF3"®S - negativni. J-L: hmI>galektin 4 - negativni. Mé&fitko: 40 pm
(A-L). Cervené Sipky oznaduji ,,pevné koagulaty* a modré ipky jemné sraZeniny.
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Pro napodobeni koagula¢niho u¢inku IDGF3 proteinu byla uzita i ,,overexprese mysiho
galektinu 4, jez ma cukr-vazajici specificitu podobnou jako IDGF2 (Gal-B) (Broz,
nepublikovano) (Obr. 5 J-L). Galektin 4 viak koagulaéni deficit IDGF3“' mutanta rovnéz
nebyl schopen zachranit. Jako u negativni kontroly i zde volné plavaly hemocyty ve vicero
vrstvach a sporadicky zde byly pozorovany pouze jemné sraZeniny, které ovSem nebyly

schopné utvofit ,,pevny koagulat®.

4.4. Kvantifikace srazeni hemolymfy pii pouziti zaichrannych konstruktt pro
IDGF3!

Vzhledem Kk pfedchozim vysledkim bylo ziejmé, ze ,,overexprimované® proteiny
IDGF3 a IDGF2 jsou schopny zachranit koagulaéni deficit mutanta IDGF3'!, kdezto protein
IDGF1 spise nikoliv. Nicmén¢ nebylo jasné, zda byla kvalita koagulatu v ramci sledovaného
genotypu totozna ¢i byla v nékterém piipad¢ mira sraZzeni rozdilna. Proto byla tato mira srdzeni
jednotlivych genotypt kvantifikovana (Obr. 6; Obr. 7) pomoci metody ,,Bead aggregation
asay* (viz vyse 3.10.).

Vysledky kvantifikace jsou shrnuty v Obr. 6 a Obr. 7, které pro nazornost prezentuji
totozné hodnoty jinymi zpusoby. Bylo zjisténo, Ze ,,overexprimovany*“ normalni IDGF3
protein dokdze srazet hemolymfu téméf stejnou mirou jako ,wild type“ a IDGF3-!
heterozygot, a tedy nejefektivnéji ze sledovanych IDGF proteini. O néco méné srazel
,overexprimovany“ protein IDGF2. Ten byl schopen vyrovnat se efektu IDGF3:!
heterozygota a IDGF3 proteinu, avSak jeho U€inek se od ¢inku hemolymfy z ,,wild type* linie
jiz statisticky lisil (Obr. 6; Obr. 7). Nejméné efektivné agregoval ,,overexprimovany* IDGF1
protein, ktery se v tomto testu signifikantné nelisil od IDGF3'! mutanta, IDGF2 proteinu, ale
piekvapivé ani od IDGF3! heterozygota (Obr. 6; Obr. 7). A naopak se lisil od IDGF3 proteinu
a hemolymfy z ,,wild type* linie. Z Obr. 6 a Obr. 7 je zfejmé, Ze jedina skupina vzorkd, jenz
se na prvni pohled lisila od vSech skupin, byla kontrola — samotné kulicky bez piimési

hemolymfy.
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Obr. 6: Srovnani miry srazeni hemolymfy ,,wild type* larev, kontrolnich linii a
IDGF3"! zachrannych linii s ,,overexpresi IDGF1-3 proteinti a kvantifikace
pomoci kuli¢ek ,,.Dynabeads (M-280, obsahujici tosylové funkéni skupiny, 0
standardni velikosti 2,8 um, Dynal Biotech ASA). Snimky byly pofizeny pod
binokuldrni lupou vzdy pfi totozném zvétSeni, intenzité svétla a nastaveni
fotoaparatu tak, ze byla zachycena celd oblast jamky s kulickami a ptidanou
hemolymfou. A: wt -, wild type* - pozitivni kontrola; het - IDGF3! heterozygot
- pozitivni kontrola; mut - IDGF3'' mutant — negativni kontrola; Idgfl -
hmI>IDGF1; Idgf2 - hmI>IDGF2; 1dgf3 - hmI>IDGF3; kulicky - kuli¢ky bez
pfidané hemolymfy. Pismeny oznafené signifikantni rozdily mezi jednotlivymi
skupinami byly vyhodnoceny Kruskal-Wallis testem (p<0,001) nasledovanym
parovym Wilcoxon testem (p<0,05).
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Obr. 7: Srovnani praimérnych velikosti agregati kuli¢ek ,,Dynabeads* (M-280, obsahujici
tosylové funk¢ni skupiny, o standardni velikosti 2,8 um, Dynal Biotech ASA) smichanymi
s hemolymfou ,,wild type larev®, kontrolnich linii ¢i IDGF3“' zichrannych linii s
,overexpresi* IDGF1-3 proteintl. A: wt - ,wild type* - pozitivni kontrola; het - IDGF3"!
heterozygot - pozitivni kontrola; mut - IDGF3"! mutant — negativni kontrola; Idgfl -
hmiI>IDGF1; 1dgf2 - hmI>IDGF2; 1dgf3 - hmI>IDGF3; kuli¢ky - kulicky bez ptidané
hemolymfy. Modré body oznacuji primérné velikosti agregatl jednotlivych vzorkd.
Pismeny oznacené signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly vyhodnoceny
Kruskal-Wallis testem (p<0,001) nasledovanym parovym Wicoxon testem (p<0,05).

Ze shromézdénych vysledkl provedenych experimentil byla vytvofena shrnujici tabulka
(Tab. 111). Ta naznacuje, Ze na srazeni hemolymfy D. melanogaster ma nejvétsi vliv protein
IDGF3. Dalepak, ackoliv o néco méng, ale stdle pomérné vyznamné, se srazeni ucastni i
IDGF2 protein. Protein IDGF1 se podle vseho sice koagulace UcCastni, ale na srazeni
hemolymfy ma nejmensi vliv. Modifikovany IDGF3WC¢S protein ¢&i ani mys$i Galectin 4
nakonec jako zachrana nulového IDGF3 mutanta nefungoval a hemolymfu nesrazel. Dle
predpokladu nejlépe hemolymfu srazela wt kontrola, poté IDGF3'! heterozygot a IDGF3'!

mutant hemolymfu nesrazel.
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Tab. I11: Shrnujici tabulka miry srazeni hemolymfy D. melanogaster zachrannych konstrukta
a kontrol dle provedenych experimenti. Znacky + a - znazorfuji silu koagulace.

zachranné konstrukty a kontroly

srdzeni v kapce

,,Bead aggregation assay*

hmI>IDGF1

+

hmI>IDGF2 ++ ++
hmI>IDGF3 +++ +++
hmI>IDGF3WeS - /
hml>galektin 4 - /
IDGF3“! mutant - —
IDGF3-Y/+ +++ bt
+/+ / +4+++
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5. DISKUSE

Ve srovnani s poznatky o srazeni hemolymfy a hojeni ran Lepidoptera (Galleria
mellonella) mizeme obdobné rozlisit prabéh koagulace hemolymfy Drosophila melanogaster
do né€kolika fazi. 1) Degranulace hemocytl, 2) agregace koagula¢nich proteint (IDGF aj.),
hemocytl a jinych komponentli primarni sraZzeniny zpevnéné ¢innosti Tg, 3) aktivace PPO
kaskady a sni spojené dalSi zpevnéni srazeniny, a nakonec 4) chemotaxe plazmatocytl
izolujici strup od hemocoelu a regenerace tkan¢. (Theopold et al., 2004; Theopold et al.,
2014).

Jiz diive bylo objeveno, ze IDGF3 je jednou z vyznamnych strukturnich soucasti
koagulatu a akumuluje se v blizkosti poranéni (Kucéerova et al., 2016). Krom¢ IDGF3 proteinu
byla v koagulatu wt mouchy (Canton S) imunohistochemicky prokazana i pfitomnost proteinu
IDGF2 a IDGF1 (Obr. 3). IDGF1-3 proteiny byly mimoto detekovany na hemocytech,
presn&ji po jejich obvodu. Tento vysledek tak muze naznaCovat, ze podobné jako
transglutaminaza (Schmid et al., 2019) ztstavaji IDGF proteiny po uvolnéni z hemocytti na
membranu vazané ¢i se dodateCné v radmci koagulace vazou na cukerné zbytky jinych

membranovych glykoproteint a glykolipida.

Naproti tomu lokalizace Gal-p(1-3)-GalNAc specifického PNA lektinu v hemocytech
se ponékud lisila (Obr. 3). Podobnou distribuci v ramci hemocyti uvadi ve své praci i Lesch
et al., 2007 u hemolektinu, jenz se také ucastni procesu tvorby ,,primarniho koagulatu®.
Hemolektin byl pomoci Anti-hml protilatky detekovan ve vezikulech intaktnich hemocytii a
cytoplazmé jiz ziejmé degranulovanych (plazmatocyti i krystalovych bunék) (Lesch et al.,
2007). Stejn¢ jako IDGF proteiny byl PNA lektin detekovan i v koagulatu hemolymfy. Je tak
docela mozné, Zze by se IDGF proteiny mohly vazat na podobné cukry na bazi galaktozy.
Distribuce téchto proteinti v ramci koagulatu byla vSak mirné odlisna od rozlozeni PNA
lektinu. Proto pro potvrzeni této domnénky by byl nutny dalsi vyzkum. Tuto zavislost IDGF

proteinil na galaktoze by bylo moZzné potvrdit naptiklad pomoci glykanového ¢ipu.

Vyzkum Kucerova et al., 2016 prostiednictvim metody ,,Bead aggregation assay* diive
prokazal, ze IDGF3'' mutant vykazuje znamky defektu pfi tvorbé srazeniny a zadnou
nevytvari. Nicméné ektopickou expresi IDGF3 proteinu byl tento fenotyp zachranén
(Kucerova et al., 2016). Na tomto principu byl postaven i tento vyzkum. Pomoci

moverexpresnich® zachrannych linii byla metodami ,,Hanging drop“ a ,,Bead aggregation
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assay* verifikovana fenotypové zachrana IDGF3'! pomoci intaktniho proteinu IDGF3 a nové
provéiena i zachrana pomoci IDGF2 a IDGF1 (Obr. 4; Obr. 6; Obr. 7). Dle piedpokladd bylo
potvrzeno, Ze ,,overexprimovany“ IDGF3 protein na pozadi IDGF3'! mutanta je schopen se
funkéné vyrovnat IDGF3'! heterozygotovi ¢i Wt a obnovit sviij fenotyp (Obr. 6 a Obr. 7).
Zaroven vsak dle predpokladu heterozygot s jednou funk¢ni alelou byl o néco méné Gcinny
nez nejefektivnéji koagulujici wt linie, coz by korespondovalo i se zji§ténym porovnanim miry
exprese (viz nize Appendix 8.1, Obr. 10). Tento vysledek je tak v souladu s jiz dfive
vyslovenou hypotézou, ze mira koagulace koreluje s mnozstvim exprimované¢ho IDGF3
proteinu (Kucerova et al., 2016). Dale bylo objeveno, ze IDGF2 je rovnéz schopen zachranit
defekt IDGF3'! mutanta a tvofi pomérné ,,pevny koagulat* (Obr. 4). Naopak IDGF1 protein
této zachrany nebyl schopen. Ackoliv u jednoho vzorku tvofil pouze néco jako ndznak
srazeniny, nedalo se fict, Ze by stacil pln¢ zastoupit funkci IDGF3 proteinu. Navic tento ndznak
srazeniny mohl byt vzhledem k zjevné silné melanizaci zptisoben nadmérnou ¢innosti PPO
(Theopold et al., 2004). Tyto vysledky byly tak i relativné v souladu s vysledky kvantifikace
miry srazeni hemolymfy pomoci metody ,,Bead aggregation assay* (Obr. 6 a Obr. 7). A¢koliv
se pti koagulaci hemolymfy IDGF1 tedy neuplatiuje tolik jako IDGF2 nebo IDGF3 protein,

Znamena to, ze jednotlivé IDGF proteiny jsou do rizné miry funkéné redundantni.

Je pozoruhodné, ze v praci Kawamura et al., 1999, kde byly K testim pro schopnost
aktivovat rist bun¢k in vitro pouzity rekombinantni IDGF1 a IDGF2 proteiny ptipravené v
bakterialnim expresnim systému, tedy bez posttranslaénich modifikaci. V testech na stimulaci
rastu buné¢k tyto proteiny fungovaly a u IDGF2 se tento vliv navic ukazal jako na mnozstvi
zavisly (Kawamura et al., 1999). Mimo funk¢ni redundantnost pii srazeni hemolymfy tato
prace tak rovnéZ naznacuje redundantnost IDGF proteint také v ramci proliferace bunék in
vitro. Redundance mezi proteiny IDGF byla pozorovéna i pti vyzkumu dalsi fenotypické
vlastnosti — vytvareni kutikuly (Pesch et al., 2016). RNAI jednotlivych IDGF méla podobné
ucinky, pfi¢emz v tomto piipadé se zda byt IDGF3 nejslabsi (Obr. 8). Mohlo by to znamenat,

ze se mohou piekryvat do urcité miry a specializuji se na odlisné funkce.
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Obr. 8: U¢inek RNAi IDGF proteint a jejich vliv na integritu epidermalni kutikuly nasledkem
poranéni. Pfevzato a upraveno z publikace od Pesch et al., 2016.

Jiz n¢kolik homologt IDGF proteint bylo nalezeno v ramci riiznych druhti hmyzu. Patii
mezi n¢ naptiklad AgBR1 a AgBR2 Anopheles gambiae, TcIDGF Tribolium castaneum,
BmIDGF Bombyx mori ¢i HAIP Manduca sexta (Shi a Paskewitz, 2004; Zhu et al., 2008; Pan
et al., 2010; Kanost et al., 1994). HAIP neboli ,,Hemocyte aggregation inhibitor protein“ byl
objeven jako koagulaéni faktor, jenz, jak jiz nazev napovidd, na rozdil od srazeni inhibuje
agregaci hemocyti v bunéénych kulturach (Kanost et al., 1994). To je ovSem naprosto odlisné
chovani, nez jaké pozorujeme u IDGF proteini. Mozna ze si HAIP vyvinul ¢i zachoval tak
silnou vazebnou kapacitu, Ze navazanim na povrch hemocyty vyblokuje a zamezi jejich
agregaci. To je vSak pouze spekulace. Krystalografickou analyzou vazebné domény HAIP a
napiiklad pokusem vyblokovat tuto doménu jinym substratem a zamezit tak inhibici agregace

hemocytd, by mohlo vyrazné ptispét pii studiu tohoto proteinu.

IDGF proteiny jsou sekretované proteiny a jednou zbé&znych posttransla¢nich
modifikaci sekretovanych proteini a lipidd predstavuje glykosylace. Ta mimo jiné vytvafi
vazebnd mista pro lektiny a galektiny specifické pro cukerné slozky na bazi glalaktdzy.
Vazbou a spojovanim téchto glykoproteinti a glykolipidii na povrsich bunék tvoii galektiny
néco jako sit’, diky ¢emuz se podili na bunécné adhezi, migraci a signalizaci. Podobné jako
IDGF proteiny mohou tak galektiny zfejmé regulovat imunitni odpovéd’, proliferaci,
diferenciaci a bunéény osud (Boscher et al., 2011; Krejcifikova et al., 2011). Mezi tyto
galektiny patfi i galektin 4. Mimo jiné cukerné motivy galektin 4 svymi vazebnymi doménami
(CRD1 a CRD2) vaze napi. i Galpl-4(3)GIcNAc a Fucl-2Galp1-3(4)-GIcNAc (ldeo et al.,
2005), podobajici se motivu vazajici IDGF2 (Broz, nepublikovano). Navic bylo prokazano, ze
se galektin 4 také spoluti¢astni hojeni ran v intestinalnim traktu (Paclik et al., 2008). Proto byl

do tohoto vyzkumu zahrnut i mysi galektin 4. Aplikaci tohoto proteinu pro fenotypovou
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zachranu srazeni hemolymfy IDGF3'! mutanta D. melanogaster (Obr. 5) bylo zjisténo, ze
tento ptivodné mysi protein zfejmé neni schopen srazet hemolymfu a jako koagula¢ni faktor
nefunguje. Je mozné, Ze tak mysi galektin 4 v tomto experimentalnim modelu D. melanogaster

neni schopen spravné funkce, ziejmé diky rozdilnosti imunitnich systémti.

Jak jiz bylo feceno, IDGF proteiny jsou posttranslacné glykosylovany, a proto v ramci
oveéteni dilezitosti glykosylace IDGF proteinti byla v experimentu fenotypové zachrany
IDGF3'! mutanta pouzita mimo jiné i linie exprimujici modifikované molekuly IDGF3
proteinu bez glykosyla¢niho mista (Obr. 5). Jak se ukazalo, IDGF3 protein postradajici
glykosylaci vSak neni schopen vyjma drobnych naznakt srazenin vytvofit zadny ,,pevny
koagulat“. Toto zjisténi je tak v souladu snasi hypotézou, ze se IDGF3 pomoci svého
vazebného mista zfejm¢ vaze sdm na sebe, respektive se fetézi vazbou na dalsi pfirozené
glykosylované IDGF3 molekuly (Obr. 9). IDGF3 protein je pak schopen se aktivné podilet na
koagulaci hemolymfy a spolu s ostatnimi koagulacnimi faktory a strukturnimi komponenty
tvofit pevnou srazeninu. Jinym vysvétlenim by bylo, Ze cukernd slozka muize ale rovnéz
ovliviiovat spravnou strukturu proteinu IDGF, a tak i jeho spravnou funkci. V budoucnu by
tak bylo zajimavé navrhnout experiment, Vnémz bychom se pokusili rozlustit, které
oligosacharidové motivy je schopen IDGF3 protein rozpoznavat. Napiiklad ptfidanim jinych
lektin ¢i rGznych oligosacharidovych motivli galaktdézy zkusit srdzeni hemolymfy

vyblokovat.

IDGF proteiny maji konzervovanou
(B/a)g-barelovou strukturu:

(Varela et al. 2002)

Model agregace IDGF proteinu:

Obr. 9: (B/a)s- barelova struktura IDGF proteint a instruktazni model jejich agregace.
Vysledky z provedenych experimenti nam prozradily zajimavé informace o IDGF
proteinech a jejich Ucasti pii koagulaci hemolymfy. Tab. Il tak struéné shrnuje zjisténé

poznatky o vlivu jednotlivych zkoumanych proteinti na sraZzeni hemolymfy D. melanogaster.
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6. ZAVER

Kromé IDGF3 proteinu se koagulace hemolymfy D. melanogaster ucastni i IDGF1 a

IDGF2 proteiny, jez byly detekovany v koagulatu hemolymfy.

Pomoci ektopické exprese rekombinantnich IDGF2-3 proteinti byl obnoven fenotyp
srazeni hemolymfy u nulového mutanta IDGF3. Tento fenotyp vsak nepodafilo zachranit

pomoci IDGF1 proteinu.

Mysi galektin 4, jenz vykazuje k IDGF proteinim vazebnou i funkéni podobnost,
Vv experimentalnim modelu D. melanogaster nefungoval. Tento vysledek tak mtize pramenit

Z rozdilného imunitniho systému savci a hmyzu.

Uzitim ektopické exprese IDGF3 proteinu bez glykosyla¢niho mista (IDGF3W¢5) v testu

fenotypové zachrany IDGF3'

mutanta bylo prokazéano, ze glykosylace IDGF3 proteinu je pfi
srazeni hemolymfy nezbytna. Vzhledem Kk pomérné vysoké sekvencni identité mezi
jednotlivymi zastupci IDGF proteinti je mozné, Ze glykosylace je pfi koagulacnich procesech

klicova i v ramci ostatnich IDGF proteinti.

Také byla kvantifikovana uc¢innost jednotlivych rekombinantnich proteinii pfi srazeni
hemolymfy. Nejucinngji hemolymfu srazi IDGF3 a IDGF2 protein. Naopak IDGF1 protein se
v porovnani s IDGF3 a IDGF2 srazeni hemolymfy ti¢astni minimalné. Heterozygot IDGF3‘!
s jednou funkéni alelou byl pii srazeni hemolymfy o néco méné ucinny nez wt linie. Bylo tak
dodatecné potvrzeno, Ze mira koagulace koreluje s mnozstvim exprimované¢ho IDGF3

proteinu.

Bliz§i prozkoumani mechanismu pisobeni IDGF proteint D. melanogaster by vsak
mohlo dale osvétlit i mechanismus G¢inku lidskych homologi jako je YKL-40 a vyznamné

tak prispét k biomdicinskému vyzkumu.
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8. APPENDIX

8.1. Detekce a porovnani produkce IDGF proteinii v hemolymf¢ vybranych

linii

V hemolymf€ nasich zachrannych linii byly po separaci proteinti pomoci SDS-PAGE a
naslednym Western blotem detekovany IDGF proteiny jednak pro potvrzeni exprese proteint

IDGF v pouzitych liniich i pro ovéteni jejich hladiny exprese.

Pomoci primarni IDGF3 protilatky byla zaznamenana exprese IDGF3 proteinu
v hemolymf€ nékolika linii (Obr. 10). Mezi témito liniemi byla pouzita i jedna kandidatska
linie, ktera se timto blotem v kone¢ném vysledku ukézala jako wt. Z obrazku je patrné, Ze
exprese IDGF3! heterozygota je v porovnani s wt linii nizsi. IDGF3 protein byl detekovan i
u zachrannych linii hmI>IDGF3 a hmI>IDGF3"VC®, Jejich exprese s timto ,,driverem* je viak
ziejme o néco slabsi nez pti normalni expresi V mouse wt. To by mohlo byt nejspis zptisobeno

slab§im ,,driverem*.

1. D20 ST ik

kandidatska

p—

50$kDa /

hmI>IDGF3%es
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Obr. 10: Western blot detekujici IDGF3 protein pomoci krali¢i IDGF3 primarni protilatky a
kozi sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxiddzou (piekryv snimki viditelného
svétla a bioluminiscence). 1 kandidatska linie (wt); 2 IDGF3'! heterozygot; 3 wt; 4
hmI>IDGF3; 5 hmI>IDGF3"VCs,

Uzitim primarni IDGF2 protilatky byla zachycena i exprese proteinu IDGF2 (Obr. 11
A-B). Z obrazku A i B je patrno, ze IDGF2 protein byl exprimovan jak wt linii, tak
linii hmI>IDGF2. Zatimco na obrazku A se zda byt produkce IDGF2 proteinu podobna u

vSech linii, obrazek B v porovnani s Wt mirn€ naznacuje ,,overexpresi‘ IDGF2 proteinu U nasi
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zachranné hmI>IDGF2 linie. Tento naznak nadprodukce by tak souhlasil s piedpokladem, ze

se jedna o IDGF2 ,,overexpresi®.

1 2 3 1 2 3 4 5
s B p F
K X T f ‘ . w b
28D 50 kDa \ f /
hmI>IDGF2 hmI>IDGF2
A B

Obr. 11: Western blot detekujici IDGF2 protein pomoci krali¢i IDGF2 primarni protilatky
a kozi sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidazou (piekryv snimku
viditelného svétla a bioluminiscence). A: 1 wt; 2-3 hmI>IDGF2. B: 1-2 wt; 3-5
hmI>IDGF2.

Western blot byl proveden i s IDGF1 protilatkou, ktera méla vizualizovat expresi IDGF1
proteinti (Obr. 12). Na obrazku mizeme u hmI>IDGFL1 linie vidét naznak exprese IDGF1

proteinu, ktery v porovndni s kontrolni wt linii je o néco silngjsi.

5:)\kDa \ f /

hmI>IDGF1

A

Obr. 12: Western blot detekujici IDGF1 protein pomoci krali¢ci IDGF1 primarni
protilatky a kozi sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidazou (ptekryv
snimku viditelného svétla a bioluminiscence). A: 1-2 wt; 3-5 hmI>IDGFL1.
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9. PRILOHY

Tab. IV: Sekvence pouzitych ,,forward” (Fw) a ,,reverse” (Rev) primera pii PCR.

N.azev Sekvence primeru (od 5konce k 3 konci)

primeru

rp49 Fw CTTCATCCGCCACCAGTC

rp49 Rev GGCGACGCACTCTGTTGT
IDGF3" Fw ACTGCGTTTGCTATTGTTC
IDGF3-! Rev ACTTGATGTGGGGATAGC

Gal4 Fw CCGCTGACTAGGGCACATCT

Gal4 Rev GAGCATCCCTGGGCATAAAAT
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