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1. Uvod

Metabolismus zivocichli podléhd piisné homeostatické regulaci. Tato regulace je
zakladnim fyziologickym procesem, ktery ma za ukol udrzovat stalost vnitiniho prostfedi i za
ptedpokladu dynamickych zmén vnéjSich podminek. Vnéjsi prostedi byva velice proménlivé,
proto je schopnost homeostaze zékladnim predpokladem spravné funkce kazdého organismu.
Jedna se o soubor jak fyziologickych reakci, tak reakci v chovani, kterymi organismus odpovida
na stresové faktory vyvolané variabilitou vnéjSiho prostfedi. Tyto reakce jsou koordinovany
neuroendokrinnim systémem, tj. vzdjemnym ptisobenim neuronti a hormont, které vyvolavaji
rozli¢né ucinky v Sirokém spektru tkani. Ke zméné regulace tak dochdzi prostfednictvim zmény
sekrece specifickych hormoni (Johnson et al., 2009).

Velmi dynamickou proménnou vnéjsiho prostiedi je dostupnost zivin. Tato podminka je
zasadni v urCovani zplsobu, jakym bude probihat energeticky metabolismus organismu,
respektive jakym zptsobem bude zpracovéana potrava. Organismy si diky homeostazi vytvareji
energetické rezervy v obdobi pozitivni bilance a katabolizuji je, kdyZ je bilance zaporna, aby si
udrzely stabilni hladinu cirkulujicich zivin. Mobilizace zivin je tedy fizena dvéma, proti sob¢
plsobicimi, signalizaénimi drahami. U savci je to jednak inzulinovéd signalizace, ktera
vychytavd nadmérné mnozstvi cirkulujicich cukri a podporuje tak tvorbu rezerv a jednak
katabolické uvoliiovani energetickych zasob, které je pod kontrolou glukagonu a
glukokortikoidt (Saltiel a Kahn, 2001; Rui, 2014).

Funkce inzulinu a glukagonu je evolu¢né zachovana i v jednodussich organismech, coz
naznacuje, Ze tyto procesy by mohly byt evoluéné konzervované mezi druhy. Napiiklad u
bource moruSového, Bombyx mori, byl nalezen peptid ptibuzny inzulinu, bombyxin, ktery
snizuje koncentraci cukru v hemolymf€ (Satake et al., 1997). Dale u octomilky, Drosophila
melanogaster, je v genomu zakoédovano 8 peptidd na béazi inzulinu (DILPs) a glukagonu
podobny adipokineticky hormon (Akh), (Wu a Brown, 2006; Van der Horst et al., 2001;
Geminard et al., 2006). Tyto hormony vykazuji podobné funkce jako jejich sav¢i protéjsky a
analogické jsou si i tkan¢, ve kterych jsou sav¢i a hmyzi hormony produkovany. Takze bunky
produkujici inzulin u D. melanogaster jsou funkéné analogické k pankreatickym B-buiikam u
savcl a podobné buiiky produkujici Akh jsou paralelni k a-bunikdm pankreatu (Ahmad et al.,
2019). Dalsi podobnost spocivd v diferenciaci tkani, kdy pankreas je odvozeny

z neuroektodermu, stejné jako bunky octomilky produkujici inzulin (Wang et al., 2007).



Tato diplomova priace se zabyvd vztahem mezi energetickym metabolismem a
neuroendokrinnim systémem zodpovédnym za jeho regulaci. Podavd piehled moznych
energetickych reguldtorii a je zde zvazovana moznost funkéniho zastoupeni AKH
neuropeptidem corazoninem u D. melanogaster. Imunohistochemické detekce obou hormonti
v drozofilych liniich mutantnich v Akh, v receptoru pro Akh nebo/i pro corazonin tento
predpoklad nepotvrdila. Prace rovnéz detailn¢ popisuje princip imunohistochemické detekce

bilkovin a peptidi a jejich nasledné vizualizace.

1.1 NeuroendoKkrinni systém

Kontrola a koordinace wvnitiniho prostiedi mnohobunéénych organismli vyzaduje
komunikaci mezi bunikami. Ta je zajiSténa prostfednictvim signdlnich mechanismi, které lze
podle vzdalenosti plisobeni rozdélit do dvou skupin: (1) pfimy mezibunéény kontakt a (2)
chemicka signalizace na dlouhé vzdalenosti (Hartenstein, 2006; Sha, 2013).

V prvnim ptipad¢ se jedna o mechanismus, ktery se vyvinul do stavu vysoké komplexity
nervového systému (Hartenstein, 2006). Spoc¢iva v uvoliiovani neurotransmiterti do synaptické
Stérbiny, ktera se utvaii mezi sousednimi neurony pii synapsi. Neurotransmitery jsou
uvoliovany z vesikulil v axonovych zakon¢enich neuronu. Nasledné difunduji pfes synaptickou
Stérbinu a navaZzi se na pfislusné receptory nachazejici se na membrané sousedniho neuronu
(Sha, 2013).

Druhy zplGsob komunikace bun¢k je zalozen na difuzi chemickych molekul
v extraceluldrnim prostoru, kdy velkou vyhodou je pfenos signilu na del$i vzdalenosti a
ovlivnéni cilové bunky daleko od mista vzniku signalnich molekul. Tento mechanismus je
zaroven zakladem endokrinniho systému (Hartenstein, 2006). Zahrnuje uvoliiovani hormont
do krevniho fecisté a tim nepfimé pisobeni na cilové buniky. Piesné zacileni na konkrétni buniky
je zajisténo expresi specifickych a vysoce afinitnich receptord pro dany hormon na povrchu
cilovych bun¢k (Sha, 2013).

Oba zplsoby komunikace jsou zahrnuty v neuroendokrinnim systému, kdy
neuropeptidy pasobi bud’ lokalné v misté¢ svého uvolnéni (neurotransmiter/neuromodulator)
nebo mohou také putovat cirkulacnim systémem. Neuropeptidy jsou uvolilovany
neurosekretorickymi bunikami (NSCs), coz jsou specializované neurony primarn¢ uréené k
produkci hormont, misto klasického vedeni nervovych vzruchti. T¢la neurosekretorickych
bunck se obvykle nachazi v centralni nervové soustavé (CNS), pfesnéji v misté styku obou

mozkovych hemisfér, kde zachytavaji informace z presynaptickych neuronti. Jejich axony pak



vedou do perifernich neurohemalnich organii a uvoliiuji hormony do cirkula¢niho systému.
Neurohemalni organy uskladnuji své hormony az do doby, kdy jsou stimulovany nervovym
systémem (Sha, 2013).

U hmyzu se neurosekrecni systém sklada z nékolika neurosekretorickych bun¢k v CNS.
Vétsina téchto bunék je lokalizovdna v dorso-medidlnim protocerebru v oblasti zvané pars
intercerebralis, kterd se nachazi vmist¢ styku mozkovych hemisfér. Axony
neurosekretorickych bunék vedou k systému malych vétSinou parovych neuroendokrinnich
zlaz: corpora cardiaca (CC) a corpora allata (CA). Ty jednak vylucuji své vlastni hormony, ale
uplatiiuji se zejména jako neurohemalni organy pro hormony syntetizované v mozku. Dalsi
soucasti endokrinniho systému hmyzu je prothorakalni Zlaza, parovy organ fidici zejména
svlékani larev. U vétSiny hmyzu se proto nachazi pouze u larev, a to v prvnim hrudnim ¢lanku,
prothoraxu. U larev vyssich dipter endokrinni Zlazy (CC, CA a prothorakalni zlaza) splyvaji v
jednotny celek nazyvany kruhova Zzlaza (Obr. 1), kterd obklopuje pfedni konec aorty.
Neuroendokrinni syst¢ém hmyzu je svou organizaci i funkci pfirovnavan k hypotalamo-
hypofyzarni soustavé obratlovct (Velasko et al., 2007).

Hormonalni soustava hmyzu vylucuje velké mnozstvi hormont, které 1ze rozdélit do 3
skupin — ekdysteroidy, juvenilni hormony a jiz zminéné peptidické neurohormony
(neuropeptidy). Vysoce specifické hormony v kombinaci s nervovym systém fidi témér

vSechny biologické pochody hmyzu (Kodrik, 2014).

Obr. 1: Schématické znazornéni neuroendokrinnich tkani u larvy D. melanogaster. (A) Postranni
pohled, (B) Pricny fez kruhovou Zlazou. Zkratky: aca — axony ke corpora allata, ao — aorta, ncc — nervy
corpora cardiaca, tr — trachea lemujici kruhovou zlazu, ca — corpora allata, cc — corpora cardiaca, ptg —
prothoracic gland (prothorakalni zlaza), vc — ventral nerve cord (ventralni nervové ganglium), es —

oesophagus, br — brain (mozek) (Velasco et al., 2007).



1.1.1 Adipokinetické hormony

K peptidickym neurohormoniim hmyzu patii adipokinetické hormony (Akh). Jedna se
o skupinu malych, strukturné ptibuznych peptidii podilejicich se zejména na mobilizaci
energetickych zasob. Byly objeveny u fady riznych zastupcti hmyzu, pti¢emz v soucasné dobé
je znamo vice nez 60 forem téchto neurohormonti (Géde a Marco, 2013). Jejich rychly evolu¢ni
vyvoj umoziuje u nékterych druht hmyzu ptitomnost i vice Akh kédovanych samostatnymi
geny, jejichZ pocet se miize pohybovat od 2 forem u Pyrrhocoris apterus (Kodrik et al., 2002)
a Periplaneta americana (Scarborough et al., 1984), pies 3 formy u Locusta migratoria (Stone
et al., 1976; Siegert et al., 1985; Oudejans et al., 1991) a B. mori (Ishibashi et al., 1992). U
Spodoptera frugiperda byly dokonce identifikovany 4 odlisné Akh (Géde et al., 2008). Naproti
tomu jedind forma Akh byla zaznamenana u liSaje Manduca sexta (Ziegler et al., 1985) a u D.
melanogaster (Drome-Akh), (Schaffer et al., 1990). Také jsou hojné€ syntetizovany u korysu, u
kterych byly zatfazené pod anglicky pojem red-pigment concentrating hormone z divodu jejich

uplatnéni pii adaptacni zméné té€lesného zbarveni (Kodrik, 2014).

1.1.1.1 Struktura adipokinetickych hormonii

Adipokinetické hormony jsou kratké peptidy o délce 8 — 10 aminokyselin (octa-, nona-
nebo decapeptidy) s aromatickymi aminokyselinami v pozicich 4 (Fenylalanin) a 8 (Tryptofan),
hydroxidovym residuem v poloze 5, glycinovym residuem v pozici 9, pyroglutamovou
kyselinou na N-konci a amidem (NH2) blokujici C-konec. Tato residua jsou vysoce
konzervovana a jsou nezbytn8 pro biologickou aktivitu adipokinetickych hormont (Géde et al.,
1997).

Primarni struktura adipokinetického hormonu u D. melanogaster je pGln-Leu-Thr- Phe-
Ser-Pro-Asp-Trp-NH, neboli pQLTFSPDWa (Schaffer et al., 1990). Hormon je kédovan
jedinym Akh-genem tvoficim prekurzor (Obr. 2) o délce 79 aminokyselin. Ten kromé
samotného oktapeptidu, ktery je aktivni déle zahrnuje 22 aminokyselin dlouhy signalni peptid
na N-konci a 49 aminokyselin dlouhy peptid asociovany s Akh o neznamé funkci (Schaffer et

al., 1990; Noyes et al., 1995).
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Obr 2: Prekurzor adipokinetického hormonu u D. melanogaster. Obsahuje signalni peptid (S) a
adipokineticky hormon (Akh), ktery je nasledovany peptidem asociovanym s adipokinetickym

hormonem (Akh-AP). Mezi Akh a Akh-AP je misto posttranslacniho zpracovani (GKR).

1.1.1.2 Funkce adipokinetickych hormoni

Adipokinetické hormony jsou metabolické neurohormony. Jejich hlavni tlohou je fidit
mobilizaci energetickych substrati (cukrd, tuki) béhem procest vyzadujici zvySenou energii a
zaroven inhibovat syntetické reakce, aby potifebné latky nebyly vyuzivany na méné dilezité
aktivity a nedochézelo tak k neefektivnimu od¢erpavani energie (Van der Horst, 2003; Lee a
Park, 2004; Kim a Rulifson, 2004). Hlavnim organem pro uklddani zasobnich latek u hmyzu je
tukové téleso, které 1ze pfirovnat k savéim jatrim a bilé tukové tkani (Azeez et al., 2014).

Funkce adipokinetického hormonti je nejlépe prostudovana u D. melanogaster, kde je
Akh exprimovan vyhradné od pozdniho embryonalniho vyvoje do dospélosti, a to
v neurosekretorickych bunkach endokrinni zlazy CC (Noyes et al., 1995; Lee a Park, 2004).
Akh signalizace se 1iSi v zavislosti na tom, jakym podminkdm je octomilka vystavena.
V ptipadé, kdy je jedinec vystaven energeticky naro¢nym aktivitdm, jako je 1étani nebo
nadmérny pohyb, dojde k uvolnéni Akh z bun¢k v corpora cardiaca do hemolymfy a jeho
cilovym organem je pravé tukové téleso. Protoze Akh nejsou schopni, kvili své chemické
povaze, voln¢ proniknout bunéénou membranou tukového télesa, komunikace probihd pomoci
specifickych receptort (Gdde a Auerswald, 2003). Jednd se o sedmi-transmembranové
receptory sprazené s G-proteinem (GPCR), (Staubli et al., 2002). Po navazani Akh na ptislusny
receptor dojde ke konformacni zméné receptoru, kterd zptisobi aktivaci G-proteinu. Je to dano
alosterickou zménou v receptoru, kdy dochdzi k vyméné guanosindifosfaitu (GDP) za
guanositrifosfat (GTP) na jedné ze tii podjednotek G-proteinu. Timto zptisobem Akh signal
aktivuje enzymy adenyldt cyklazu nebo fosfolipdzu C, které v cytoplasmé cilové bunky
produkuji druhé posly, které dale aktivuji ptisluSné enzymy zajist'ujici odpovidajici hormonalni
odezvu, tj. fosforylaci cukri a lipidd (Obr. 3). Zatimco aktivace adenylat cyklazy vede

k produkei cyklického adenosinmonofosfatu, ktery aktivuje proteinkindzu A, aktivace



fosfolipazy C zplisobuje rozklad inositolfosfolipidii na inositoltrifosfat a diacylglycerol.
Diacylglycerol spolu s Ca?* ionty uvolnénymi plisobenim inositoltrifosfatu na endoplasmatické
retikulum aktivuje fosfokindzu C, ktera fosforyluje cilové molekuly (Gidde a Auerswald, 2003).
Pisobenim Akh se ztukového télesa uvoliuji bud cukry (trehaldza,
hypertrehalosemicky efekt), (Steele, 1961) nebo tuky (triacylglyceroly, hyperlipemicky efekt),
(Beenakkers, 1969; Mayer a Candy, 1969). Mlze uvoliovat také aminokyselinu prolin, jako
napiiklad u brouka Pachnoda sinuata (Gédde a Auerswald, 1999). V souladu s tim byl Akh
oznacen jako hyperprolinemicky hormon. I pfes existenci rozdili ve vyuzivani riznych typa
energetickych substratl je role Akh u hmyzu evolu¢né zachovéana (Gide a Auerswald, 2003).
Tato katabolickd role Akh je jeho primarni funkci, ale Akh je u hmyzu zapojen i do
dalsich fyziologickych procest ovliviiyjicich chovani (Kaun et al., 2008), pohyb (Kodrik et al.,
2000), reprodukci (Lorenz, 2003), traveni (Vinokurov et al., 2014), spanek (Metataxis et al.,
2014), imunitu (Adamo et al., 2008), odolnost vii¢i oxidativnimu stresu (Bednérova et al., 2013)
a svalovou kontrakei (Stoffolano et al., 2014). Pleiotropni ucinek adipokinetickych hormonii

ukazuje na moznost aktivace rozdilnych signdlnich drah (Géalikova et al., 2015).
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Obr. 3: Mechanismus piisobeni Akh v tukovém télese hmyzu vedouci k uvoliiovani cukri, lipidd
a prolinu do hemolymfy (Géide a Auerswald, 2003). (A) Draha vedouci k mobilizaci trehalozy.
Aktivace fosfolipazy C (PLC) zptisobuje rozklad fosfatidylinositolu bisfosfatu (PIP2) na inositoltrifosfat
(IP5) a diacylglycerol (DAG). DAG spolu s Ca®" ionty uvolnénymi ptisobenim IP; na endoplasmatické
retikulum (ER) aktivuje glykogen fosforylazu (GPh). Ze zasobniho glykogenu vznika gluké6za-1-fosfat
(G-1-P), ktery se méni na trehalézu. Sarancata vyuzivaji k aktivaci GPh adenylatcyklazovou cestu pies
adenylat cyklazu (AC), ktera zahmuje vznik cAMP. (B) Draha vedouci k mobilizaci tukii u sarancat a
liSajii nebo prolinu u broukt. Adenylatcyklazova draha s naslednym narustem cAMP aktivuje protein
kinazu A (PKA), ktera spolu s Ca*" ionty aktivuje triacylglycerol (TAG) lipazu. TAG lipaza katalyzuje
Stépeni triacylglycerolli na DAG a volné mastné kyseliny (FFA). Prolin je syntetizovan z acetyl-CoA a
alaninu. Dalsi vysvétlivky k obrazku: G-6-P, glucose-6-phosphate; PKC, protein kinase C; R, receptor;
T-6-P, trehalose-6-phosphate. Bild pismena na ¢erném pozadi znazoriiuji drahy nachdzejici se jen u
saranCat. Draha v Sedé¢ oblasti se tyka Svabi.



1.1.1.3 MozZna regulace hladiny Akh

Zatim neni zcela objasnéno, jakym zpiisobem buiiky produkujici Akh monitoruji zménu
hladiny cirkulujicich zivin (Géminard et al., 2009). Vzhledem k tomu, Ze exprimuji proteiny
potfebné pro tvorbu a funkci ATP-sensitivniho draselného kanalu (Kartp), mohly by pfimo
reagovat na mnozstvi trehaldzy v hemolymf€ (Kim a Rulifson, 2004). Tento mechanismus
slouzi ke snimani hladiny glukozy v krvi obratlovc, kterd se odrazi v mnozstvi ATP (Miki et
al., 2001). Aktivace Karp kontroluje sekreci insulinu z B-bunék pankreatickych ostravki
(Ashcroft et al., 1984). Ptitomnost obdobného mechanismu u hmyzu je nutné ovétit vyzkumy
spojenymi s méfenim uvoliovani Akh za odliSnych koncentraci trehaldzy (Ahmad et al., 2019).

U savct se v disledku zvySeného metabolismu glukozy v B-bunikach pankreatickych
ostruvki zvysi koncentrace ATP. Vysoka koncentrace ATP stimuluje sulfonylureu k navazani
na sulfonylureovy receptor (Sur), ktery je soucasti Katp. V disledku toho dojde k uzavieni
Kartp a depolarizaci plasmatické membrany, coz vyvola otevieni vapenatych kanala a ptiliv
vapenatych kationti do cytoplasmy B-bunék. ZvySeni intraceluldrni koncentrace vapniku
zpiisobuje fuzi granuli obsahujicich insulin s plasmatickou membranou a uvolnéni insulinu do

krve a inhibuje uvoliovani glukagonu (Obr. 4), (Schmeltz a Metzger, 2007).

Voltage-gated Ca™
channel open

" Depolarisation
K.o» channel
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Obr. 4: Mechanismus ATP-dependentniho draselného kandlu regulujici sekreci insulinu

z pankreatickych B-bunék u savei (Molnar et al., 2017).



Z molekularniho hlediska je Katp kanal komplex 2 podjednotek: (1) cytoplasmatického
vazebného mista pro sulfonylureu (sulfonylureovy receptor) a (2) samotného draselného kanalu
vytvarejici por (Kir6.2). Kazda z téchto podjednotek je pak v kanalu pfitomna ctytikrat (Obr.
5), (Nasonkin et al., 1999). Co se tyce samotného sulfonylureového receptoru, u obratlovcii
byly identifikovany 3 formy, pfic¢emz kazda ma odlisnou tkanovou lokalizaci — sulfonylureovy
receptor typu 1 (SUR 1) nachézejici se v pankreatu (Inagaki et al., 1995) a 2 sestfihové varianty
SUR2A v srde¢nim svalu a mozku a SUR2B v hladké svaloviné a mozku (Inagaki et al., 1996;
Isomoto et al., 1996).

UR-1 SUR-

ﬁ Kir6.2

Kir6.2

Obr. 5: Model ATP-dependentniho draselného kanalu a
jeho podjednotek. Je to oktamer ve stechiometrii 4:4 —
Ctytikrat sulfonylureovy receptor typu 1 (SUR 1) a ctytikrat
Kir6.2 protein Kir6,2 tvofici draselny kanal (Molnar et al., 2017).
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1.1.2 Corazonin

Dal$im hmyzim metabolickym neuropeptidem je corazonin (Crz). Poprvé byl
identifikovan u Svaba P. americana, kde byl prokdzan jeho vliv na zvySenou srdecni ¢innost
(Veenstra, 1989). Pozdéji byl nalezen u dal§ich druhi hmyzu z 4di Orthoptera, Lepidoptera,
Hymenoptera a Diptera (Veenstra, 1991; Hua et al., 2000; Hansen et al., 2001; Roller et al.,
2006; Choi et al., 2005). Vyjimkou je tad brouk, u kterych nebyla nalezena zadna forma Crz
(Roller et al., 2003).

1.1.2.1 Struktura corazoninu

Crz je neuropeptid o délce 11 aminokyselin (undekapeptid) s kyselinou pyroglutamovou
na N-konci a amidem (NH2) blokujici C-konec. Prekurzor Crz (Obr. 6) obsahuje 19
aminokyselin dlouhy signalni peptid na N-konci a poté samotny corazoninovy undekapeptid,

ktery je nasledovany corazonin asociovanym peptidem (CAP) o délce 121 aminokyselin (Choi



et al., 2005). Primarni struktura je na rozdil od Akh u vSech zatim studovanych druhi hmyzu
jednotna s touto sekvenci aminokyselin (Veenstra, 1989, Hummon et al., 2006):

pGln-Thr-Phe-Gln-Tyr-Ser-Arg-Gly-Trp-Thr-Asn-NH; neboli pPQTFQYSRGWTNa.

5 Pl ke CAP

19-aa 1l-aa 121-aa

Obr. 6: Prekurzor Crz u D. melanogaster. Obsahuje signalni peptid (S) a corazonin (Crz), ktery je
nasledovany peptidem asociovanym s corazoninem (CAP). Mezi Crz a CAP je misto posttransla¢niho

upravy (GKR).

Tato sekvence odpovidajici pivodni sekvenci izolované ze Svaba, je nejCastéji
vyskytujici se isoformou Crz a nese v poloze 7 aminokyselinu arginin. V rdamci hmyzu bylo
nalezeno né¢kolik dalSich isoforem Crz. Napiiklad u kobylek je do polohy 7 zafazena
aminokyselina histidin nebo u veely Apis mellifera je kromé této zmény jesté zmeéna v poloze
4, kam je zafazena aminokyselina threonin misto glutaminu (Verleyen et al., 2006; Predel et
al., 2000).

Crz receptor stejné jako receptor pro Akh patii mezi receptory spiazené s G-proteinem
(Cazzamali et al., 2002; Park et al., 2002). Pfitomnost shodného intronu v genomické sekvenci
receptorit pro Akh, Crz i gonadotropin uvoliiujici hormon (GnRH — Gonadotropin-Releasing
Hormone) nachazejici se u obratlovell naznacuje, ze tyto receptory jsou strukturné ptibuzné a
ze maji spolecny evolucni ptivod. Vzhledem k t¢émto podobnostem bylo sledovano evolué¢ni
propojeni mezi GnRH receptory a receptory pro Akh, Crz a peptid ptfibuzny Akh/Crz
(Akh/corazonin-related peptide = ACP). Posledni z vy¢tu jmenovanych byl identifikovan jako
strukturni meziprodukt receptori pro Akh a Crz a piedstavuje vhodny piiklad koevoluce
receptord, kterd ma pravdépodobné ptivod jiz v dobé vzniku prvoustych (Protostomia) pted 700
miliony lety. Pfedpoklada se, ze v této vyvojové linii doslo k duplikaci v ancestralnim genu pro
GnRH receptor a stejné tak i v jeho ligandu. Nasledovala diverzifikace vyvoland mutacemi a

selek¢énim tlakem, ktera vedla ke vzniku jednotlivych receptorti (Obr. 7), (Hauser et al., 2014).
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Obr. 7: NavrZena koevoluce Akh/ACP/Crz receptori (A) a jejich liganda (B) u prvoustych
(Protostomia). Po duplikaci v ancestralnim genu pro receptor GnRH a jeho ligandu doslo
k diverzifikaci a ke vzniku — Crz receptoru a corazoninu podobného ligandu a Akh receptoru a
adipokinetickému hormonu podobného ligandu u mekkyst (Molusca) a krouzkovcl (Annelida). U Akh
receptoru a jemu podobnému ligandu doslo opét k duplikaci, ktera vedla ke vzniku 3 nezavislych
hormonalnich systémti zahrnujicich Akh, ACP a Crz nachazejici se u clenovcl, Arthropoda.
Vysvétlivky k obrazku: CRZR = Crz receptor; ACPR = ACP receptor; AKHR = Akh receptor; a-
GnRHR = ancestralni GnRH receptor; a-GnRH = ancestralni GnRH (Hauser et al., 2014).

1.1.2.2 Funkce corazoninu

Funkce Crz a signalni drahy zahrnujici Crz nejsou dosud zcela objasnéné. Ackoliv
existuje nekolik fyziologickych ucinkl corazoninu u hmyzu, které sveéd¢i o tom, Ze se nejedna
o0 Uzce specializovany neuropeptid, zddna univerzalni funkce tohoto neuropeptidu zatim nebyla
stanovena (Predel et al., 2007; Veestra, 2009).

U L. migratoria, bylo zjisténo, ze Crz je dilezity pro tvorbu tmavé pigmentace kutikuly
béhem migrace (Tanaka et al., 2002a). U M. sexta je Crz exprimovan v buiikach cirkadiannich
hodin a koordinuje ekdyzi (Kim et al., 2004). Vliv Crz na snizenou rychlost spfadani kokonu
byl prokazan u B. mori (Tanaka et al., 2002b).

Jeden z pohledt, ktery by vedl k ujasnéni univerzalni funkce Crz, vychézel z distribuce
Crz. U larev je lokalizovan v neuronech centralniho mozku a ventralniho ganglia. Apoptoza
Crz-pozitivnich neuronli ve ventralnim gangliu béhem metamorf6zy naznacuje uplatnéni Crz

pti regulaci ekdyze. Prestoze u Crz-pozitivnich bunék v mozku se také predpoklada zapojeni
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do kontroly ekdyze, tyto bunky pfetrvavaji i po metamorféze a exprimuji velké mnozstvi
mRNA pro Crz na rozdil od mRNA kodujici eklozni hormon nebo eclosion triggering hormone,
o kterych je znamo, Ze se rovnéz podili na regulaci ekdyze. Na zaklad¢ tohoto faktu neni funkéni
spojeni Crz a ekdyze zcela prokazatelné (Lee et al., 2007).

U D. melanogaster je Crz davan do souvislosti s energetickym metabolismem, protoze
Crz-pozitivni neurony v mozku rovnéz exprimuji kratky neuropeptid F (sNPF) a jsou nervové
propojeny se skupinou bun¢k produkujicich insulin (IPC) a mohly by tudiz ovlivitovat tvorbu
peptidl na bazi insulinu (Drosophila insulin-like peptides = DILPs) (Kapan et al., 2012).

U corazoninu je tedy velka funkéni rozmanitost u vSech, zatim studovanych, druhti
hmyzu. Uvoliiovani Crz za podminek nutri¢niho stresu by v§ak umoznilo logické spojeni mezi
raznymi fyziologickymi u¢inky popsanych pro tento neurohormon (Veenstra, 2009).

Spole¢ny predchidce a vysoka sekvenéni homologie Crz a Akh naznacuje, ze by mohlo
dojit k vzajemnému funkénimu zastoupeni jak hormont, tak jejich receptort. Zatimco za
normalnich podminek se distribuce Crz a Akh v mozku D. melanogaster neptekryva (Akh je
distribuovan v kruhové Zlaze a Crz lze detekovat celkem ve 24 nervovych buitkdch mozku),
(Schaffer et al., 1990; Choi et al., 2005), pokusy na drozofili linii mutantni v genu pro tvorbu
Akh piekvapivé odhalily p¥itomnost Crz v buitkach CC (Sehadové, Zurovec, nepublikovana
data).
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2. Cile prace

Cilem této prace bylo ovéfit vyskyt Crz v buitkach CC v kruhové zlaze D. melanogaster
u linie mutantni v genu pro Akh (Sajwan et al., 2015) a pokusit se odhalit signdlni drahu,
pomoci které tato mutace vyvold produkci Crz v mistech, kde se bézné nevyskytuje. K tomu

bylo zapotiebi splnéni nasledujicich dil¢ich cila.

1. Detailné se seznamit s imunohistochemickou lokalizaci Akh a Crz v centralni nervové
soustave larev D. melanogaster

2. Porovnat imunohistochemickou lokalizaci obou peptidd u nékolika linii D.
melanogaster mutantni v genu pro Akh receptor, Crz receptor a Sur.

3. Osvojit si préci na fluorescenénim a konfokalnim mikroskopu.

4. Provést analyzu ziskané fotodokumentace pomoci softwaru Imaris a Adobe
Photoshop.

5. Zavést techniku dotblot v laboratofi Stfediska mikroskopie a histologie

Entomologického tstavu, Biologického centra Akademie véd Ceské republiky.

V ptiloze této magisterské prace je detailni rozbor principu imunohistochemické
detekce proteinli ve tkdnich a moznosti jejich znaceni pomoci fluorescencéni a konfokalni

mikroskopie.
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3.

Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

1y
2)
3)

4)

)

6)

7)

8)

9)

White (w!!!®); (Bloomington Drosophila Stock Center) — kontrolni linie

Yellow white (y'w"); (Bloomington Drosophila Stock Center) — kontrolni linie

Akh! (Sajwan et al., 2015) — homozygotni linie s mutaci v genu pro Akh, ktera byla
provedena cilenou mutagenezi prostfednictvim TALEN (Transcription Activator-Like
Effector Nuclease) metody. Jednd se o deleci 3 bp vedouci ke ztrate druhé
aminokyseliny (Leu) v Akh octapeptidu.

AKhR! (Gronke et al., 2007) — linie postradajici receptor pro Akh (AkhR) vytvotena
inzerci P-elementu do nepteklddané oblasti 1. exonu v genu kédujici AkhR. U linie
doslo k odstranéni genomické sekvence zahrnujici start kodon, coz vedlo ke ztraté celé
kédujici sekvence.

CrzR! (Sha et al., 2014) — linie postradajici receptor pro Crz (CrzR) vytvoiena
mobilizaci transpozibilniho elementu Minos v 5. intronu CrzR mutantni linie, coz
vedlo k 8 kb deleci zahrnujici exony 2 — 5.

SurMiMICT (Nagarkar-Jaiswal et al., 2015); (Bloomington Drosophila Stock Center) —
linie postradajici sulfonylureovy receptor vytvotena inzerci Mi[MIC] kazety do 5.
exonu v genu kodujici sulfonylureovy receptor (Sur).

Akh!, CrzR"' (Svobodova, 2020) — homozygotni linie byla pfipravena homologni
rekombinaci Akh!a CrzR%! za pfitomnosti balanceru na 3. chromozomu.

Akh!/w (tato diplomovéa prace) — heterozygotni linie vytvofena zp&tnym kiizenim
homozygota Akh! s kontrolni linii w!!!®,

AkhAP (Galikova et al., 2015) — mutantni linie, u které nedochazi k tvorbé Akh.
Ptipravena metodou CRISPR/Cas9 zptisobujici deleci o rozsahu 19 bp v oblasti kodujici
Akh, coz vedlo k posunu ¢teciho ramce a ke ztraté tvorby jak Akh, tak Akh-AP.

Vsechny linie byly drzeny na standartnim kukufiéném zivném médiu v termostatu pii

teploté 25 °C a fotoperiodé 12 hodin svétlo/12 hodin tma. Pro experimenty byly pouzity larvy

3. instaru.
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3.2 Pouzité protilatky

Pro detekci Akh byla pouZzita primérni polyklondlni protilatka pfipravena imunizaci
kréalika antigenem pfipravenym konjugaci D. melanogaster Akh s hemocyaninem piilipky.
Specificita protilatky byla ovéifena X-gal barvenim u linie D. melanogaster dAkh-gal4 X UAS-
lacZ, kde gal4-UAS systém fidi expresi B-galaktosidazy v Akh-pozitivnich bunkach (Park a
Lee, 2004).

Pro detekci Crz byla pouzita kréali¢i polyklonalni protilatka namifena proti [His7]-Crz
(Wako, Nagano, Japonsko) a jeji specificita byla stanovena na zaklad€ ztraty imunoreaktivity

po preabsorpci se syntetickym peptidem [Arg7]-Crz u 6 druhi hmyzu (Roller et al., 2003).

3.3 Imunohistochemie na totalnich preparatech

Z larev 3. instaru byly v 0,01 M fosfatovém pufru (PB, pH 7,4) odstfizeny hlavové ¢asti,
které byly fixovany 4% roztokem paraformaldehydu v PB 30 minut pfi pokojové teploté.
Nésledné byly tkané promyty 3 x 15 min v PB a byly vypitvany mozky s pfipojenou kruhovou
zlazou.

Mozky byly inkubovany v blokovacim médiu ptipraveného z 5 % normalniho koziho
sérav PB s 0,5 % Tritonem X-100 (PB-T) po dobu 2 h pfi pokojové teplote. Nasledna inkubace
s primarnimi latkami fedénymi v inkuba¢nim médiu (anti-Akh v poméru 1:4000, anti-Crz
v poméru 1:600) probihala 3 dny pfi teploté 4 °C. Poté byly tkan€ promyty 6 x 10 min v PB-T
a inkubovany v sekundarni protiladtce Goat anti-rabbit IgG znacené fluoroforem Alexa Fluor
488 (Life Technologies) fedéné v poméru 1:200 v blokovacim médiu 1-2 dny ve 4 °C. Po
opétovném promyti 6 x 10 min v PB-T a 10 minut v PB byly mozky pfeneseny na podlozni
sklo do zalévaciho média (Vectashield, Vector laboratories). Jelikoz se jednd o velmi malé
tkané, podlozni sklo bylo nejdiive opatfeno podpirnym krouzkem, aby nedoslo k poskozeni
tkani po prilozeni kryciho skla. Aby se zabrdnilo vyschnuti zalévaciho média, byly okraje

kryciho skla opatieny vrstvou bezbarvého laku na nehty
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3.4 Fotodokumentace a analyza ziskaného obrazu

Preparaty byly analyzovany na laserovém skenovacim konfokdlnim mikroskopu
FluoView™ FV 1000 (Olympus) ovladaném softwarem FV 10 za pouZiti imerznich objektivii
UPLSAPO 20x a UAPON 40x pro zachyceni detailnich snimku. Jako excitacni svételny zdroj
byl pouzit MultiArgon laser, jehoz absorpcni maximum je 488 nm a emise byla sbirana z oblasti
od 500 do 600 nm. Kromé emise detekované pomoci fotondsobice byly objekty soucasné
snimany v prochéazejicim svétle pomoci svételného detektoru.

Byly zhotoveny série snimkil s riznym proostfenim v ose Z a s rozliSenim 1024x1024
pixeld. Pomoci programu Imaris verze 6.3.1 (Bitplane) byl ze snimki z jednotlivych optickych
vrstev zrekonstruovan 3D obraz. Takto slozeny obraz byl pfeveden do formatu tiff umoznujici
zachovat kvalitu ziskanych dat. Konecné grafické zpracovani obrazu, jako korekce jasu a

kontrastu, bylo provedeno v programu Adobe Photoshop (Adobe Systems).

3.5 Imunodetekce peptidii na membrané pomoci techniky
dotblot

Pro testovani imunoreaktivity Crz protilatky technikou Dotblot byly pouzity nasledujici
peptidy: Drome-Akh, Akh' a Crz (Shanghai Royobiotech, Cina). Jako kontrola byla pouzita
¢ast proteinu Timeless z octomilky, C. costata (peptid o délce 13 aminokyselin), syntetizovana
firmou Moravian-Biotechnology (Brno, Ceska republika). Peptidy byly nafedény v 80 %
methanolu za pomoci sonikace v poméru 1 mg/ml.

Ptenos peptidii na membranu a jejich nasledna imunodetekce (dotblot) byla provedena
pomoci aparatury Bio-Dot microfiltration (Bio-Rad) podle postupu uvedeném v instruk¢nim
manudlu vyrobce (Obr. 8). Misto Tris pufru byl pouzit fosfatovy pufr (PBS). Nitrocelulézova
membrana byla nejdfive ponofena ve smacecim roztoku PBS s 0,05 % Tweenem 20 (PBS-T)
po dobu 10 minut. Poté byla membrana umisténa do dotblotu mezi gumové tésnéni a 96 -
jamkovou destic¢ku, ktera je urcena k aplikaci jednotlivych vzork. Gumové tésnéni stranou
odvracenou k membrané ptiléha k podpirné desticce, kterd naseda na vakuovy zasobnik. Takto
sestavena zakladni aparatura je piipojena ke zdroji vakua pomoci pritokového ventilu

umoziujici systematické vypinani a zapinani vakua béhem celé procedury.
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Samplo template with
attached sealing scrows.

Obr. 8: Aparatura Bio-Dot microfiltration (Bio-Rad).

Do kazdé jamky bylo naneseno 100 pl roztoku PBS-T, aby se docililo opétovného
namoceni membrany, které je nutné pro kompletni navazani antigend na membranu. Pufr byl
ihned odstranén vakuem. Poté bylo do jamek aplikovano 50 pl nafedénych peptidi (viz vyse),
které vlivem pasivni filtrace trvajici cca 25 minut byly ukotveny k membrané. Nésledovala
inkubace v blokovacim roztoku (3 % Bovine Serum Albumin v PBS-T) v objemu 250 pl na
jamku, ktery po dobu 60 minut samovolné protekl membranou. Jamky byly pomoci vakua
dvakrat promyty PBS-T. Bylo aplikovano 100 ul anti-Crz protilatky fedéné v blokovacim
médiu v poméru 1:600 a ponechano cca 30 minut, nez samovolné proteklo membranou.
Membréna byla tfikrat promyta 250 ul PBS-T pomoci vakua a nasledné inkubovana se 100 pl
sekundarni protilatky Goat anti-rabbit znacené kienovou peroxidazou (Life Technologies)
fedéné v poméru 1:1000 v blokovacim médiu, kterd pasivné protekla béhem 30 minut. Po
opetovném promyti tiikrat v PBS-T byla membrana vyjmuta z dotblotu a smocena v 0,05 M
Tris-HCI (pH 7,6). K vizualizaci sekundarni protilatky byl pouzit substrat kienové peroxidazy
3,3-diaminobenzidin tetrachlorid (DAB) v koncentraci 0,4 mg/ml v 0,05M Tris-HCI (pH 7,6)
a 0.01 % peroxid vodiku jako katalyzator. Po vytvofeni barevného signalu byla membrana
promyta v destilované vod¢ a ususena na vzduchu. K dokumentaci signalu byl vyuzit skener

CanoScan 4400F.
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4. Vysledky

Pilotni experimenty srovnavajici distribuci Akh a Crz v larvadlnim mozku D.
melanogaster mezi linii piirodni (w!!'!®) a mutantni pro Akh (Akh') ukazaly pfitomnost Crz
v buiikach kruhové Zlazy v cytoplasmé bunék CC u Akh!, zatimco u pfirodniho typu se v této
oblasti nachazi pouze axondlni zakonceni Crz-pozitivnich neuronti leZicich v lateralnich
oblastech mozku (Sehadova, Zurovec, nepublikovana data). U mutanta Akh' byla provedena
cilend mutageneze v genu pro tvorbu Akh vedouci k deleci 3 bp vedouci ke ztrat¢ druhé
aminokyseliny (Leu) v ptivodnim oktapeptidu (Sajwan et al., 2015; Obr. 9). Homozygotni
mutanti maji snizenou hladinu cukri v hemolymf€ a zvySenou odolnost vii¢i hladovéni, coz
odpovida charakteristice pozorované pfi cileném odstranéni Akh-bunék (Lee a Park, 2004). Pro
spravnou interpretaci dat bylo nutné se dokonale seznamit s distribuci obou peptidil v larvalnim

mozku D. melanogaster a ovéfit ziskana data s dostupnou literaturou.

DI'Ol’ne-Akh TGCTG( .\ . I \.2‘.2".". .r G :»:;.“JI.T?G;‘,; 'r‘1~ CG .,‘Il'i i .',‘,- 3 l:A TC

Akh! IGCTGGCCTGOGTCCAGTGICAA - - - ACCTTCTOGCCGGATTCHGGCARGOGTTC
A C V Q Q ) S P D W|G K R

Obr. 9: Porovnani sekvenci Akh u kontrolni linie typu wild type (Drome-Akh) a mutantni linie
AKkh'. Nahoie je uvedena ¢ast cDNA piislusna k sekvenci aminokyselin niZe. Sekvence kodujici aktivni
oktapeptid Akh je ohrani¢ena rameckem. Carkované je znaden deletovany trinukleotid TTG kédujici

aminokyselinu leucin (Sajwan et al., 2015).

4.1 Distribuce Akh v larvalnim mozku D. melanogaster

Protilatka proti Akh odhalila vyrazny pozitivni signal v kruhové zlaze, kde se nachazi
dvé bilateralni skupiny 7 neuroni v oblasti CC ptiléhajici k mozku (Obr. 10 A, C, D). Z téchto
neuronll vybihaji 2 svazky axont: kratsi jdouci frontdln¢ smérem k centralnimu mozku a delsi
posteriorni svazek inervujici aortu (Obr. 10 E — H). Ojedinéle byly zaznamenany axony vedouci
z CC pres prothorakalni zlazy do CA (bilda Sipka v Obr. 10 H). V centrdlnim mozku byl
zaznamenan slabs$i signdl v 1 paru bilaterdlnich neuronid v oblasti medidlniho deutocerebra

(Obr. 10 B).
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Obr. 10: Imunodetekce Akh v corpora cardiaca u larev D. melanogaster. A Skupina 7 bilateralnich
neurontt v kruhové zlaze a jejich axondlni procesy. B Par bilateralnich neurond v medidlnim
deutocerebru. C, D Detailni pohled na buiniky v corpora cardiaca (CC). Kombinace fluorescenéniho
signalu (D) s obrazem z prochazejiciho svétla (C). E, F Nervové drahy inervujici aortu. Fluorescencni
signal (E) v kombinaci s obrazem z prochazejiciho svétla (F). G, H Bila Sipka ukazuje na nervové drahy
vedouci z CC do corpora allata (CA), ¢erna Sipka znaci axonalni procesy k mozku a k aorté. Br, mozek;
RG, kruhova Zlaza; Ao, aorta. Métitko v A, B je 100 um; v C, D, E, F 20 um; v G, H 50 um.
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4.2 Distrubuce Crz v larvalnim mozku D. melanogaster

Protiléatka proti Crz znaci neurony v centralnim mozku a ve ventralnim nervovém gangliu
(Obr. 11). V centralnim mozku se nachazi bilaterdlni skupina 3 neurond v oblasti
dorsolateralniho protocerebra a par slabé znacenych bilaterdlnich bun¢k v medidlni oblasti
protocerebra (Obr. 11 A — D). Axony vychdzejici z velkych dorsolateralnich neuront se spojuji
v tenky nervovy svazek bézici medidlné, ktery se déli do 2 svazkii. Jeden pokracuje do stiedové
oblasti protocerebra, kde se spojuje s nervovymi drahami vychazejicich z kontralateralnich
medidlnich neurond, staci se ventralné a vétvi se v nadjicnové oblasti tritocerebra. Druhy
svazek vybihd anteriorné¢ v medioventralnim sméru a ve stiedové oblasti mozku se staci
posteriodorsalné a usti do kruhové zlazy. Zde se vétvi v oblasti CC (Obr. 11 C) a nékteré
procesy vbihaji do oblasti prothorakdlni zldzy smérem k CA, jiné bézi smérem k aorté.
V abdomindlni ¢asti ventralniho ganglia lezi 8 parh bilateralnich neurond, jejichz axony tvoii
sit’ komisur a konektiv davaji vznik 2 silnym nervovym vldknim vedoucim dorsalné do

centralniho mozku, kde se vétvi v oblasti medidlniho protocerebra (Obr. 11 A, B, E, F).
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Obr. 11: Imunodetekce Crz v mozku u larev D. melanogaster. A, B Celkovy pohled na mozek s Crz-
pozitivnimi buiikami a jejich procesy. C, D Detail Crz-imunoreaktivity v centralnim mozku a v kruhové
zlaze. Bilé Sipky znai vétveni nervovych drah vybihajicich znervového ganglia do medialniho
protocerebra. Vyiez z obrazku C znaceny rameckem piedstavuje detailni pohled na skupinu bunck
dorsomedialniho protocerebra. E, F Detail 8 bilateralnich parti neuronti v abdominalni ¢asti ventralniho
ganglia a jejich nervovych procest. Bilé hlavy Sipek znaci skupiny bun€k v dorsolateralni oblasti
protocerebra, cerné hlavy Sipek ukazuji par bilateralnich neuronti v medialnim protocerebru. Fotografie
vlevém sloupci ukazuji fluorescencni signal, fotografie v pravém sloupci fluorescen¢ni signal
proloZeny s obrazem z prochazejiciho svétla. RG, kruhova Zlaza; M¢étitko v A, B, C, D je 50 um, v E, F
100 pm.
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4.3 Distribuce Akh a Crz u mutantni linie Akh!

Po ovéteni specificity protilatek bylo mozné ptistoupit k testovani distribuce Akh a Crz
u mutantni linie Akh'. Protilatka proti Akh rozpoznavala i mutovany Akh!, ale pozitivni signal
byl v buitkdch CC v porovnani s kontrolou vyrazné slabsi. Crz byl kromé své typické lokalizace

detekovan rovnéz u vétsiny (ne-li u vSech) bunék CC (Obr. 12).

Obr. 12: Distribuce Akh a Crz v mozku D. melanogaster mutantni v Akh' a u kontrolni linie w'''®,

Prvni a tfeti sloupec ukazuje fluorescencni signal s Akh v kruhové zlaze a Crz v dorsolateralnim
protocerebru a v kruhové zlaze, druhy a ctvrty sloupec jsou tytéz snimky proloZzené obrazem
v prochézejicim svétle. U linie Akh' byl Crz atypicky detekovan v butikach kruhové Zlazy (¢erné hlavy
Sipek). Bilé hlavy Sipek znaci Crz-pozitivni neurony v dorsolateralnim protocerebru, bilé Sipka ukazuje
na Crz-pozitivni nervové procesy v kruhové zlaze (RG). Méritko 50 um.
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4.3.1 Jaka signalni draha vyvola tvorbu Crz v kruhové zZlaze?

Ke zjisténi, jaka signdlni draha je zapojena v kontrole produkce Crz kruhovou zlazou u
Akh!, bylo vytipovano nékolik mechanismil, které by zprosttedkovaly informaci o ptitomnosti
nefunkéniho Akh!. Informace by mohla vést jednak pres Akh receptor, ktery by mutantni Akh!
nebyl schopen rozpoznat a zvySena hladina Akh! v hemolymf¢ by tak nevyvolala uvolnéni
cukrti z tukového télesa. Vzhledem k blizké fylogenetické ptibuznosti jak Akh a Crz, tak jejich
receptort, by zména v sekvenci Akh mohla vyvolat aktivaci receptoru pro Crz. Podobny ucinek
jako nefunkéni AkhR by mohla vyvolat mutace v receptoru pro sulfonylureu, ktery za
normalnich podminek reaguje na zvysSenou hladinu cukrG v hemolymfé. Na zaklad€ téchto
predpokladii byla otestovéana distribuce Akh a Crz u linii mutantnich v receptorech pro Akh,
Crz a sulfonylureu (AkhR!, CrzR%, SurMMICl; podrobn&jsi popis viz Materidl a metody).
Soubézné byla provedena imunodetekce u kontrolnich linii odpovidaji genetickému pozadi
jednotlivych mutantd, a to pozadi typu white (w!!!®) pro mutaci v Akh receptoru a yellow white
(y'w") pro mutaci v receptorech pro Crz a sulfonylureu.

U zadného z mutantd nebyla zaznamenana vyrazna zmeéna v intenzité Akh pozitivniho
signalu v porovnani s kontrolnimi liniemi. Ani v jedné mutantni linii nebyla potvrzena

ptitomnost Crz v buitkach CC (Obr. 13), pticemz celkova distribuce Crz odpovida kontrole.
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Akh Crz

Obr. 13: Distribuce Akh a Crz v mozku D. melanogaster mutantni v receptorech pro Akh (AkhR"),
Crz (Crz"") a sulfonylureu (Sur™™'Cl) a u kontrolni linie y'w’. Prvni a tieti sloupec ukazuje
fluorescencni signal s Akh v kruhové zlaze a Crz v dorsolateralnim protocerebru a v kruhové Zlaze,
druhy a ¢tvrty sloupec jsou tytéz snimky prolozené obrazem v prochazejicim svétle. Bilé hlavy Sipek
znaci Crz-pozitivni neurony v dorsolateralnim protocerebru, bila Sipka ukazuje na Crz-pozitivni nervové
procesy v kruhové zlaze (RG). Kontrola w'''® k linii AkhR' je uvedena na Obr. 12. Mé&fitko 50 um.
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4.3.2 Mize syntézu Crz v kruhové Zlaze vyvolat homozygotni
mutace v Akh a receptoru pro Crz?

Pro soub&zny vyzkum v laboratofi prof. RNDr. M. Zurovce, CSc. byl pfipraven dvojny
mutant (Svobodova, 2020) homozygotni pro mutaci v Akh a receptoru pro Crz (Akh!, Crz®").
U tohoto mutanta by signdlni drdhy zahrnujici Akh a Crz mély byt nefunkéni. Porovnani
imunoreaktivity Akh a Crz dvojnych mutantli a kontroly distribuci Crz v buiitkach CC u
dvojnych mutant.

Vzhledem k tomu, Ze u dvojnych mutantii byla intenzita znaceni Crz-pozitivnich bunék
v bufikach kruhové Zlazy srovnatelna s Akh! mutantem (Obr. 14), neméla mutace v CrzR Zzadny
vliv na regulaci hladiny Crz v kruhové zlaze.

Zajimalo nas, zda i pfitomnost mutace Akh! v heterozygotni formé vyvola podobny

efekt. Tato linie byla piipravena (Akh'/w!!'®) a otestovana a imunodetekce Akh i Crz

R4

14).

4.3.3 Vyvola nulova mutace Akh podobny efekt jako ztrata 1
aminokyseliny v Akh'?

Nasledné byla otestovana pritomnost a hladina Akh a Crz i v nulovém mutantovi AkhAP,
Dle o¢ekavani nebyl u téchto mutanti detekovan zadny Akh, ale ptekvapivé nebyl potvrzen ani
vyskyt Crz v buiikach kruhové zZlazy. Z toho vyplyva, Ze distribuce Crz v kruhové Zlaze je
typicka pouze pro Akh! mutanta.
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Akh Crz
Akh'/crz"!

AKH

Obr. 14: Distribuce Akh a Crz v mozku D. melanogaster u mutantnich linii Akh!, Crz"', Akh!/w
a AKh”P, Prvni a tieti sloupec ukazuje fluorescen¢ni signal s Akh v kruhové Zlize a Crz
v dorsolateralnim protocerebru a v kruhové zlaze, druhy a ctvrty sloupec jsou tytéz snimky prolozené
obrazem v prochdzejicim svétle. U linie Akh', Crz"' a Akh'/w byl Crz atypicky detekovéan v butikach
kruhové zlazy (Cerné hlavy Sipek). Bilé hlavy Sipek znaci Crz-pozitivni neurony v dorsolateralnim
protocerebru, bila Sipka ukazuje na Crz-pozitivni nervové procesy v kruhové Zlaze (RG). Vyiez ve
tretim sloupci znaceny rameckem predstavuje detailni pohled na skupinu Crz-pozitivnich bun€k v RG.
Mefitko 50 pm.
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Tab. I: Prehled vyskytu Akh a Crz pozitivniho signidlu v CC u vSech mutantnich a

kontrolnich linii. Cervené je vyznatena zména distribuce Akh a Crz oproti kontrole. Zavéry

v tabulce jsou zalozeny na pozorovani imunoreaktivity nejméné v 15 mozcich.

Distribuce v kruhové zZlaze

Linie
Akh Crz

wilis Vyrazny signal v neuronech =~ Vyrazny signal v procesech
Akh! Slaby signal v neuronech Vyrazny signal v neuronech
y'w* Vyrazny signal v neuronech = Vyrazny signal v procesech
AKhR! Vyrazny signal v neuronech = Vyrazny signal v procesech
CrzR" Vyrazny signal v neuronech =~ Vyrazny signal v procesech
SurMiMIC] Vyrazny signal v neuronech =~ Vyrazny signal v procesech
Akh!, Crz" Slaby signal v neuronech | Vyrazny signal v neuronech
Akh'/w Slaby signal v neuronech Vyrazny signal v neuronech
AKhAP Zadny signal v neuronech  Vyrazny signél v procesech

4.3.4 Vyloudeni krosreaktivity protilatky proti Crz s Akh!

JelikoZ u nulového mutanta nebyla prokézana ptfitomnost Crz v kruhové zlaze, bylo
nutné vylou¢it moznost, Ze protilatka proti Crz rozpoznava rovnéz mutantni Akh!. Z tohoto
dtivodu byla protilatkou proti Crz provedena detekce peptidi Drome-Akh, Akh! a Crz na
nitrocelul6zové membrané technikou dotblot (Obr. 15). Jako kontrolni peptid byla pouzita ¢ast
proteinu Timeless z C. costata o velikosti 13 aminokyselin. Imunodetekce na dotblotu odhalila
vyrazny signal s Crz v porovnani se vSemi ostatnimi peptidy, kde byla sila vysledné
enzymatické reakce srovnatelnd s peptidem kontrolnim. U téchto peptidii se pravdépodobné
jedné pouze o pozadi zpltisobené formou detekce. Vzhledem ke srovnatelné intenzité reakce
Akh! a Drome-Akh, lze Fici, Ze protilatka proti Crz nevykazuje vy$$i afinitu k mutovanému

Akh!,
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Peptid Sekvence dotblot

Drome Akh PQLIESPDWa
Akh' pPQTESPDWa
Crz. PQTEQYSRGWINa .
Timeless CTPRKTAEAISRK

Obr. 15: Test imunoreaktivity protilatky proti Crz s peptidy Drome Akh, Akh' a Crz na
nitrocelul6zové membrané. Jako kontrolni peptid byla pouzita ¢ast proteinu Timeless s C. costata. U
Akh' se deleci 2. aminokyseliny zméni aminokyselinova sekvence tak, Ze se primarni sekvence prvnich

3 aminokyselin u Akh' a Crz shoduje.
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5. Diskuze

Adipokinetické hormony hraji klicovou roli v regulaci metabolismu, zejména pak v
mobilizaci energetickych zasob béhem fyziologickych procesti vyzadujicich zvySeny pfisun
energie (Géade a Auerswald, 2003). Akh je uvoliiovan v CC, odkud se dostdva do hemolymfy a
na cilové orgdny pusobi pies receptory, které patii do skupiny receptort sptazenych s G-
proteinem (Staubli et al., 2002). U drosofili linie mutantni v Akh (Akh!) do$lo ke sniZeni
schopnosti uvoliiovani cukrti do hemolymfy, coZ zpomalilo katabolismus a jedinci se stavali
odolngj$i viici hladovéni (Sajwan et al., 2015). Sledovani distribuce Akh a ptibuzného
neuropeptidu Crz u Akh' odhalilo pfitomnost Akh' i Crz v butikdch CC. Vzhledem k tomu, Ze
Akh je produkovano v 7 bilatelarnich bunkach, které predstavuji vétSinu (ne-li vSechny) bun¢k
CC (Lee a Park, 2004), je Crz lokalizovan v Akh-pozitivnich buiikéch.

Lokalizace Crz v neurosekretorickych buiikach kruhové zlazy u D. melanogaster je
velice ptekvapiva, proto byla distribuce obou peptidli porovnana s polohou pozitivniho signalu
u drosofili linie pfirodniho typu. V naSich experimentech byly pouzity protilatky, jejichz
specificita byla dikladné ovétena v predchozich studiich (Park a Lee, 2004; Kim a Neufeld,
2015; Scopellity et al., 2019; Roller et al., 2003; Sehadova et al., 2006; Qi-Miao et al., 2003).
U D. melanogaster ptirodniho typu imunodetekce Akh a Crz odpovidala publikovanym
vysledkiim, kde byla poloha Akh- a Crz-pozitivniho signalu stanovena za pouziti protilatek
z riznych zdroji popiipad€ pomoci genetickych markerit (Noyes et al., 1995; Kim a Rulifson,
2004; Isabel et al., 2004; Lee a Park, 2004; Choi et al., 2005, 2008; Veenstra, 1994; Lee et al.,
2008). Jedinym zjisténym rozdilem byla pifitomnost slabé znacené Akh pozitivni buiiky lezici
bilaterdln¢ v medidlnim deutocerebru. Tuto rozdilnost lze vysvétlit vyssi senzitivitou nasi
imunodetekce nebo navazanim protilatky na podobny epitop. Pfitomnost Akh v neuronech
mozku byla prok4zana u n€kolika hmyzich druht jako L. migratoria (Schooneveld et al., 1985;
Moshitzky et al., 1987; Bray et al., 1993), Carausius morosus a Sarcophaga bullata (Clottens
etal., 1989), P. apterus (Kodrik et al., 2003; Kodrik et al., 2000) nebo Aedes aegypti (Kaufmann
et al., 2009). U meékkyse Aplysia californica a §vaba P. americana byla ptitomnost Akh mRNA
v mozku odhalena pomoci RT-PCR (Johnson el al., 2014; Wicher et al., 2006).

Pro objasnéni signalni drahy, ktera by mohla vyvolat neobvyklou produkci Crz v Akh-
pozitivnich buiikach, byla testovana distribuce obou neuropeptidii u nékolika drosofilich linii
mutantnich v komponentech zapojenych v Akh-signalni draze. Jednd se o komponenty, u
kterych se predpoklada uplatnéni v regulaci uvoliiovani Akh z neurosekretorickych bunék a v

recepci Akh jeho cilovymi buiikami (Obr. 16).
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Pro sekreci Akh zneurosekretorickych bunék je potieba pfitomnost vnitiniho
energetického senzoru, ktery by koordinoval uvoliiovani Akh v zavislosti na hlading trehal6zy.
Zatim neni znamo, o jaky typ senzoru se jedna. Byla prokazéana souvislost tohoto mechanismu
s AMP-aktivovanou-proteinovou kindzou (AMPK), ktera moduluje biofyzikalni vlastnosti
draselnych kanalt (Braco et al., 2012). Pfedpokladem pro tuto hypotézu byla odezva vyvolana
snizenim funkce AMPK (Johnson et al., 2010) nebo aplikaci antagonisty draselného kanélu
tolbutamidu, ktera se shodovala s fenotypem pozorovanym u jedinct, u kterych doslo k ablaci
Akh-pozitivnich bun¢k (Kim a Rulifson, 2004).

Jako energeticky senzor v Akh bunikach byl navrhnut sulfonylureovy receptor (Braco et
al., 2012), ktery byl u D. melanogaster detekovan v Akh-pozitivnich butikach a u savct byla
prokézana jeho funkce v regulaci uvoliovani glukagonu (Akh ekvivalentu) z buné€k pankreatu.
Na urovni recepce Akh cilovymi buitkami byla kromé Akh receptoru zvazovana moznost
zapojeni receptoru pro Crz na zéklad¢ toho, Ze se oba receptory nachdzi v buiitkéch tukového
télesa, patti do skupiny receptori sprazenych s G-proteinem a v prib&hu evoluce doslo k jejich
oddéleni ze spolecného ancestralniho receptoru. Dokonce byla prokézana vzajemna vazba jak
Akh, tak Crz ligandu na ptibuzné receptory s vétsi afinitou obou ligandi k vlastnimu receptoru

(Park et al., 2002).
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Regulace exprese Crz v buiikich CC u Akh! mutanta nezahrnuje zadnou z navrZzenych
komponent Akh-signélni drahy, protoze ani u jedné z linii mutantnich v receptoru pro Akh, Crz
a sulfonylureu nebyl Crz v buitkdch CC detekovan. Crz-pozitivni signal v CC byl detekovan
pouze u dvojné mutace Akh!, Crz’'. Vzhledem k tomu, Ze byla prokazana i u heterozygotni
linie Akh!/w!!!8 a zaroven nebyla potvrzena u nulového mutanta AkhA? (Galikova et al., 2015),
lze usuzovat, ze distribuce Crz v Akh-pozitivnich bufikich je specifickd pouze pro Akh!
mutantni linii.

Moznym vysvétlenim by mohla byt krosreaktivita protilatky proti Crz s Akh!, kdy
vlivem ztraty 2. aminokyseliny u Akh! mutanta dochazi ke zméné primarni aminokyselinové
sekvence Akh zpiisobem, kdy sekvence prvnich 3 aminokyselin se u Akh! a Crz shoduje.
Moznost krosreaktivity byla testovana pomoci dotblotu, ktery nevykéazal zvySenou afinitu Crz
k Akh! v porovnani s Drome-Akh. Nelze vSak vylouéit, ze by protilatka proti Crz ve tkani
mohla reagovat rozdiln€ nez pii detekci na nitrocelul6zové membrang.

Vzhledem k tomu, ze se krosreaktivitu protilatku proti Crz nepodafilo prokazat, 1ze
uvazovat o specifické roli Crz pouze v Akh! mutantech. Soucasné vyzkumy porovnavajici
fyziologické projevy mutanta Akh!, nulového Akh*® mutanta a mutanta s ablaci Akh bunék,
kteti vykazuji stejné mnozstvi cirkulujicich sacharidt ukazal, Ze pokud by byl Crz exprimovan
v Akh bunkach, nema vliv na okamzité uvoliiovani energetickych zasob béhem zatizeni
organismu (Sajwan et al., 2015; Svobodova, 2020). Jedinym pozorovanym rozdilem v chovani
Akh! a nulového mutanta Akh*? byla délka pieziti pti hladovéni. Akh! popfipadé Akh!/CrzR%!
prezival signifikantné delsi dobu nez nulovy mutant. Crz by se tedy mohl uplatiiovat v jiné
signalni draze, ktera ovliviiuje zpomaleni katabolickych procest, napiiklad snizenim sekrece

insulinu z CC do hemolymfy.
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6. Zavér

Tato prace uvadi atypicky vyskyt neuropeptidu Crz v buiikach kruhové zlazy u linie D.
melanogaster mutantni v Akh a testuje mozné mechanismy regulujici expresi Crz v téchto
buiikach. Vylu€uje zapojeni receptorti pro Akh, Crz a sulfonylureu, u kterych se predpoklada
uloha v uvoliovani Akh z bun¢k kruhové zlazy a pti recepci Akh cilovymi buitkami. Specificka
distribuce Crz v bufikach kruhové Zlazy je typicka pouze pro Akh! mutanta, kterému chybi 2.
aminokyselina v jeho sekvenci, u nulového Akh mutanta nebyla potvrzena. Z toho Ize usuzovat
na pravdépodobnou krosreaktivitu protilatky proti Crz s Akh! peptidem, ale moZznost jeho
specifické funkce u Akh! mutantl nelze zcela vyloudit.

Préce je soudasti vétsiho projektu mapujici u¢inek Akh! mutace (viz diplomova prace
K. Svobodové, 2020) a piispiva k celkové specifikaci Akh! mutanta.

Pti studiu této problematiky jsem se zdokonalila v imunodetekci proteinti ve tkanich a
naucila se pracovat skonfokdlnim mikroskopem (Olympus) a zpracovat pofizenou

fotodokumentaci v programech Adobe Photoshop (Adobe System) a Imaris (Bitplane).
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7. Seznam pouzitych zkratek

ACP
Akh
Akh-AP
AkhR
ATP
CA
CAP
CC
cDNA
DL
CNS
Crz
CrzR
DILPs
DM
Drome-Akh
GDP
GnRH
GPCR
GTP
IPC

Kartp
KATP

Kir6.2
NSCs
PB
PB-T
PG
sNPF

Sur

peptid ptibuzny adipokinetickému hormonu a corazoninu
adipokineticky hormon

peptid asociovany s Akh

receptor pro adipokineticky hormon
adenosin trifosfat

corpora allata

peptid asociovany s corazoninem
corpora cardiaca

komplementarni DNA
dorsolateralni

centralni nervova soustava
corazonin

receptor pro corazonin

peptidy na bézi insulinu
dorsomedialni

adipokineticky hormon Drosophily melanogaster
guanosin difosfat
gonadotropin-uvoliiujici hormon
receptory sptazené s G-proteinem
guanosin trifosfat
insulin-produkujici bunky
ATP-dependentni draselny kanal
ATP-sensitivni draselny kanal

por draselného kanalu
neurosekretorické bunky

fosfatovy pufr

fosfatovy pufr s Tritonem X-100
prothoracikotropni Zlaza

kratky neuropeptid F

sulfonylureovy receptor
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9. Prilohy

Priloha 1 Imunohistochemické znaceni neuropeptidi

Princip této metody je zaloZzen na imunologické detekci antigenu ve tkénich pomoci
protilatky, tzv. primarni protilatky, ktera se specificky vaze na cilovy antigen, proti kterému
byla vytvotena (Kabiraj et al. 2015). Pfed aplikaci primarni protilatky je nutné zablokovat
vazebna mista ostatnich proteind, aby se protilatka navazala pouze na sviij specificky antigen.
Toho je dosazeno inkubaci tkané s tzv. normalnim sérem, které pochazi z jiného druhu zvitete
nez primarni protilatka. Vaze se ke snadno reaktivnim nespecifickym mistiim a tim zabranuje
vazbé protilatky na tato mista.
(https://www.biomedscidirect.com/journalfiles/IJBMRF20151859/principle and techniques_
of immunohistochemistry a review.pdf)

Navéazanou primarni protilatku je nutné zviditelnit pomoci markeru jako jsou napiiklad
fluorescencni barviva (pro pozorovani ve fluorescencnim mikroskopu), enzymy (pro
pozorovani v optickém mikroskopu) nebo se vyuziva znaceni koloidnim zlatem (v elektronové
mikroskopii). Tyto znacky se vazou bud’ piimo na primarni protilatku nebo nepiimo na
protilatku sekundarni, kterd je namifena proti imunoglobuliniim zvifete, ze kterého byla ziskana
primarni protilatka. Na zaklad¢ toho se metody imunohistochemie rozd€luji na ptimé a nepiimé.
Neptima metoda (Obr. 17) jednak zvySuje citlivost vzhledem k vy$§imu po¢tu molekul markeri
navazanych na antigen a jednak proces usnadiiuje, jelikoz je tfeba pfipravovat pomérné malo
typt protilatek s navdzanym markerem. PouZziva se proto Castéji (Beranova a Toran, 2002).

Ke znaceni protilatek se nejcastéji vyuzivaji fluorofory, které jsou k protilatkam
kovalentné piipojeny. Jejich vlastnosti tykajici se rychlé odezvy po excitaci intenzivnim
zdrojem svétla umozinuji pozorovani ve fluorescencnim a konfokalnim mikroskopu.

(http://histologie.lfp.cuni.cz/education/guides/ihc_hi_res.pdf)
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Obr. 17: Princip nepiimé (dvoustupiiové) imunohistochemické metody. Primarni protilatka
(Cerveng) se specificky vaze na antigen A a je zviditelnéna pomoci sekundarni protilatky (zelenc)
oznacené fluoroforem.
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Priloha 2 Princip konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie nabizi oproti konvenéni optické mikroskopii né€kolik vyhod,
jako je malé hloubka ostrosti nebo schopnost sbirat sériové optické vrstvy ze silnéjsich vzorku.
Co ale zpusobilo obrovskou popularitu této zobrazovaci techniky a jeji Siroké vyuziti, je
schopnost odstranit neostry fluorescencni signal. Ten vznikd ve fluorescenéni mikroskopii
samovolné v disledku toho, Ze vzorek je zcela osvétlen excitacnim zafenim, takze cely vzorek
vykazuje fluorescenci, tedy i ¢ast mimo oblast naseho zajmu. Dochazi tedy k interferenci
rozliSeni mezi jednotlivymi body vzorku, ktera se projevi jako neostré fluorescenéni pozadi. U
konfokalni mikroskopie je tato nevyhoda odstranéna pfitomnosti bodové clonky (konfokalni
pinhole), kterd je konjugovédna s fokalnim (ohniskovym) bodem vzorku a ten je potom

excitovan (Paddock et al., 2020).
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Obr 18. Celoplos$né ozareni vzorku v klasické fluorescen¢ni mikroskopii v porovnani s bodovym
osvétlenim v konfokalni mikroskopii. V konvencnim Sirokotthlém mikroskopu je vzorek osvétlovan
cely a obraz lze poté pozorovat pfimo okem nebo po promitnuti na zafizeni pro snimani obrazu. Naproti
tomu v konfokalnim mikroskopu je obraz ziskan zaostienim jednoho nebo vice paprski laseru do
fokalniho bodu ¢ocky. Obrazy vytvorené skenovanim vzorku timto zptisobem se nazyvaji optické vrstvy
(Paddock et al., 2020).

Pievzato Z: https://www.microscopyu.com/techniques/confocal/introductory-confocal-
concepts

V soucasné dobé je komer¢né k dispozici nékolik typt konfokalnich mikroskopt, které
se liSi uspotadanim a typem skenovaciho zatizeni. Nejcastéjsi je laserovy rastrovaci konfokalni
mikroskop (LSCM, Laser Scanning Confocal Microscope), u kterého je skenovaci zatizeni
schopno skenovat bod po bodu napti¢ vzorkem (prostiednictvim bodové clonky). Ohnisko
laseru je smérovano dvoudimenziondlné (v ose X a Y) pomoci 2 pohyblivych zrcadel (Obr. 19).
Tim je zajisténo postupné osviceni celého vzorku v jedné optické vrstvé (pii malé hloubce
ostrosti) a postupnym sbiranim mnoha takovych obrazii z jednotlivych optickych vrstev miize

byt zrekonstruovan trojrozmérny obraz vzorku (Paddock et al., 2020).

(https://www.microscopyu.com/techniques/confocal/introductory-confocal-concepts)
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Obr. 19: Schéma laserového rastrovaciho konfokalniho mikroskopu. Laser (modie) se pies bodovou
clonku odrazi od dichroického zrcatka na 2 oto¢na tfadkovaci zrcadla, ktera posouvaji laser napiic
vzorkem v osach X a Y. Dany bod ve fluorescen¢nim vzorku se excituje a pifi navratu do klidového
stavu emituje fluorescencni zateni (zelen€). To zaujima stejnou optickou cestu jako excitacni zafeni
z laseru (tzn. ptfes ob¢ fadkovaci zrcadla), nicméné jeho vyssi vinova délka umoziuje jeho prichod
dichroickym zrcatkem ptes bodovou clonku (screen with pinhole) az na detektor, kterym je fotonasobic¢
(PMT).

Ptevzato z: https://cse.lmu.edu/research/instrumentsandfacilities/confocalmicroscopecm/
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Priloha 3 Priprava pouzitych roztoki

10x Fosfatovy pufr (PB), 1M, pH 7,4
Ptipravit: IM roztoku Na;HPOy 2 H>O (roztok 1)
IM roztoku NaH>POy4 ¢ 2 H>O (roztok 2)

Zasobni 1M roztok PB byl pfipraven postupnym ptilévanim cca 100 ml roztoku 2 do 400 ml
roztoku 1 k ustaleni pH na hodnot¢ 7,4.

1x Fosfatovy pufr (PB) s Tritonem X 100 (PB-T)
25 ml zasobniho roztoku 10x PB, pH 7,4
1,25 ml 0,5 % Tritonu X-100

Do 250 ml destilovana voda

Fyziologicky roztok pufrovany fosfaty (PBS) 1 M, pH 7,4

12,2g hydrogen fosfore¢nanu sodného (Na;HPOs; 8,55 mM)
1,7¢ dihydrogen fosfore¢nanu sodného (NaH2PO4; 1,45 mM)
85¢g chloridu sodného (NaCl; 145 mM)

5¢g azidu sodného (NaN3)

11 destilované vody (H20)

Pracovni roztok PBS pufru je 0,1 M s pH 7,4

1x Fyziologicky roztok pufrovany fosfaty (PBS) s Tweenem (PBS-T)
50 ml Zasobniho roztoku 10x PBS, pH 7,4
0,25 ml 0,05 % Tweenu 20

Do 500 ml destilovana voda
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