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Anotace

Cilem této prace je zmapovat pocet larvalnich adipocyttl v prvnich dnech zivota dospélce
Drosophila melanogaster a posoudit vliv diety s vysokym podilem lipidi na jejich
mnozstvi a velikost. V teoretické Casti prace poskytuje souhrn poznatkt o tloze tukového
télesa, roli makrofagu ve fyziologii tukové tkang, stejné jako dosavadnich pozorovani vlivu
vysokotucné diety na jeho pfeménu. V praktické Casti se bakalafska prace zaméfuje na
kvantifikaci a charakterizaci larvalnich tukovych bunék v konkrétnich ¢asovych bodech po
vylihnuti v jednotlivych télnich ¢astech octomilky. Tyto pocty jsou nadale podpofeny
analyzou parafinovych sagitalnich fezd, které nam umoznily porovnani poctu larvalnich
adipocytl a plochy zaujimané larvalnim a dospeélym tukovym télesem u much chovanych
na normalni a vysokotu¢né dieté V neposledni fad¢ tato prace posuzuje zmény exprese
genu hrajicich klic¢ovou ulohu v aktivaci makrofagh tukové tkdné€ a indukci systemickych

metabolickych zmén v odpovédi na vystaveni jedincli normélni a vysokotu¢né diete.
Annotation

The main aim of this thesis is to investigace the number of larval adipocytes in the first
days of adult life of Drosopohila melanogaster and to study the effect of high fat diet on
their amount and size by high fat diet. The theoretical part provides a conceptual
background concerning the role of adipose tissue and its macrophages. Moreover, it
summerizes what is known about the influence of high fat diet on adipose tissue
remodeling. The number of larval adipocytes in specific body part sis examined at specific
hours post eclosion in the practical part. Furthermore, it involves the analysis of paraffin
sagital crosscuts and the comparison of the number of larval adipocytes, lipofuchsin
granules and the size of individual larval adipocytes, larval and adult fat body in flies fed
on the normal and high fat diet. Last but not least, it avers the ganges in expresion of genes
which play a crucial role in the activation of adipose tissue macrophages and the induction

of systemic matabolic ganges in the result on the normal and the high fat diet.
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1. Uvod

1.1. Obecny prehled
Dlouhodoby zamér naseho vyzkumného tymu by mél vést k zavedeni nového

experimentélniho systému pro vyzkum biologie makrofagi v kontextu fyziologie tukove
tkang.

Motivaci prace je piinést podpirné argumenty pro tvrzeni, ze Drosophila
melanogaster by mohla slouzit jako vhodny modelovy organismus pro vyzkum vztahu
adipocytd a makrofagh v tukové tkani, jejich vlivu na systemicky metabolismus a
inzulinovou rezistenci, stejné jako pro vyzkum jejich podilu na regulaci dynamické
premény tukové tkané. Déle si klademe za cil zmapovat dynamiku exprese gent, hrajicich
hlavni roli béhem odpovédi makrofagh na internalizaci lipidd, ktera tyto procesy provazi.

Pro ustanoveni nového experimentdlniho systému bylo nejprve nutné tadné
charakterizovat fenotyp zGcastnénych tkani a dynamiku jejich promény. K tomu jsme
pouzili fadu nastroju, zejména mikroskopickych technik, geneticky kddovanych in vivo
markerd a méfeni genové exprese. Nasledné jsme charakterizovali vliv vysokotuéné diety
na tyto fenotypy.

Z pozorovani muzeme fici, ze dochazi k rapidnimu snizeni poctu larvalnich
adipocytl a tvorbé dospé€lého tukového télesa v prubéhu prvnich 72 hodin po vylihnuti
jedince, ktery byl krmen standardni dietou. U jedinct, ktefi byli chovani na vysokotuc¢né
diet¢ je rychlost ubyvani larvalnich adipocyti podstatné vyssi, Stim pravdépodobné
souvisi 1 rozdilnd velikost larvalnich adipocytli pravé mezi mouchami drZzenymi na
normalni a vysokotu¢né dieté. Zaroven jsme analyzovali expresi genl souvisejicich
s internalizaci lipidd, kde jsme ukazali zvySenou genovou expresi vSech tii genl
(Crg-croquemort, Hifla (Sima)-Hypoxia inducibilni faktor 1 « a ImpL2-Ecdysone-
inducibilni gen L2) u much krmenych dietou s vysokym podilem lipidi.

Vystupem prace je zmapovani dynamiky a charakteru promén, které jsou
dokumentované celou fadou zcela novych zjisténi doprovazené v neposledni tadé
zavedenim novych metodickych postupi, které nam oteviraji ptilezitosti K pouziti dalSich
experimentalnich nastrojii s moznosti 1épe porozumét mechanismiim, majicich vztah k celé

fad¢ pato-fyziologickych procesti u savcu a ¢lovéka.

1.2. Fyziologie tukové tkané
Pro vSechny organismy je zasadni dostate¢ny piisun energie, kterou potiebuji pro

udrzovani chodu esencialnich fyziologickych funkci. Zejména hromadéni energie ziskané
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béhem obdobi nadbytku potravy je zédsadni fyziologicka aktivita, kterd zlepSuje pieziti
béhem obdobi jejiho nedostatku (McKay, McKay, Avery, & Graff, 2003).

Mnohobuné¢né organismy si vyvinuly specializované buiikky nebo organy pro
hromadéni nadbytku Zzivin, pievazné ve formé glykogenu a lipida, jakozto
vysokomolekularnich produktti anabolickych metabolickych drah. Tukova tkan slouzi jako
centralni metabolicky organ v regulaci energie. Funkce bilé tukové tkané je zasobovani
energii organy, zatimco hnéda tukova tkan shromazd’uje lipidy pro zajisténi termoregulace
(Birsoy, Festuccia, & Laplante, 2013).

Vedle adipocytil, tukova tkan obsahuje vazivovou tkan, nervovou tkan, krevni a
imunitni buniky. Spole¢n¢ tyto slozky tvofi funkéni celistvou jednotku, o jejiz rovnovahu
musi byt fadné¢ peCovano. Tukova tkan kromé energetické rezervy plni celou fadu
druhotnych funkci, jako je ptivadéni hormont z endokrinnich Zlaz a nervové soustavy a
vylu¢ovani adipokini — hormonélnich latek s dulezitou endokrinni funkci. Tyto latky
zahrnuji leptin, n€které cytokiny, adiponectin a dalsi regulatory koordinujici metabolismus
a fyziologii jednotlivych organii s ohledem na stav tukové tkan€. Navic jsou lipidické
slou¢eniny dulezitymi prekurzory pro syntézu steroidi a glukokortikoidd (Kershaw &
Flier, 2004).

Systemicke signaly tak Kkontroluji mnozstvi energie regulaci chutovych signala
z centrélniho nervového systému a zajist'uji komunikaci mezi jednotlivymi organy v téle
jedince (Makki, Froguel, & Wolowczuk, 2013).

V odpovédi na zmény ve vyzive, tukova tkan podstupuje dynamickou pfeménu,
zahrnujici kvantitativni a kvalitativni zmény v bunikach tukové tkané. Tyto zmény jsou
patrné obzvlast béhem odpovédi na dlouhodoby nadbyte¢ny piijem nutricné bohatych
slou¢enin spojeny s nedostatecnym energetickym vydejem. Dramaticky nartist poétu a
velikosti adipocytt ovliviiuje rozsifeni tukové tkané€, které je doprovazené zmeénami
v adipokinové sekreci, smrti adipocytd, masivni infiltraci makrofagt a lokalni hypoxii
(Choe, Huh, Hwang, Kim, & Kim, 2016).

Tukova tkan je hlavnim centrdlnim metabolickym orgadnem. Na rozdil od jinych
organu je roz¢lenéna do riznych mist po celém téle. Tato mista slouzi jako deposity, ze
kterych je poté z lipida ziskana energie distribuovana po celém téle (Schoettl, Fischer, &
Ussar, 2018).

V tomto kontextu je tedy lehké piehlédnout, jak zasadni hraje roli zdrava tukova
tkan. Energetickd homeostaze, imunitni odpovéd’ a reprodukce jsou nesporné tfi velmi

dalezité biologické funkce spolecné vSem organismim. A pravé tukova tkan je nedilnou
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soucasti procesu, které jsou s nimi spojené (Michalakis, Mintziori, Kaprara, Tarlatzis, &
Goulis, 2013).

Dalsi klicovou ulohou tukové tkan¢ naplnuji jeji dilezité mechanické vlastnosti,
predstavuje nepostradatelnou termoizola¢ni vrstvu, zajiStuje ochranu choulostivym
organim (oko) a tlumi ty Casti t€la, které jsou vystaveny vysoké urovni mechanického
stresu (pata) (Pond, 1992).

1.2.1. Typy tukové tkané
Z piedchozich odstavcl je zjevné, ze tak Siroké spektrum rozli¢nych funkci musi

byt podpoteno také variabilitou tukové tkdné. Na zakladé mitochondridlniho metabolismu
muzeme rozdélit tukovou tkdn na bilou tukovou tkan (WAT), ktera predevSim
shromazd’uje nadbytek energie a nasledné generuje podstatné mnozstvi ATP a na hnédou
tukovou tkan (BAT), kterd je charakteristickd spotiebou lipidi za ucelem termogeneze.
BAT se hojné vyskytuje u malych savct a u novorozenct, kterym pomaha pieziti nizkych
teplot. U dospélcti je BAT také metabolicky aktivni a pravdépodobné hraje dulezitou roli
v energetické homeostaze (Saely, Geiger, & Drexel, 2012).

Adipocyty bilé tukové tkané jsou bunky kulovitého tvaru, jejichz variabilni velikost
je zavisla hlavné na velikosti a mnozstvi jednotlivych lipidovych kapek skladovanych
uvnité bunék. Tyto lipidové kapky se skladaji z triglyceridu a tvoii vice jak 90% velikosti
bunky. Mitochondrie v bilych adipocytech jsou tenké, dlouhé a rizného mnozstvi (Saely et
al., 2012). Velikost jednotlivych lipidovych kapek odpovida aktualné preferovanému
metabolickému programu dané bunky, kdy shromazd’ovani lipidi do velkych lipidovych
vakuol znac¢i preferenci anabolismu, zatimco rozdé¢leni lipidt do menSich kapek zvétSuje
povrch piistupny lipazam a je typicky pro katabolické procesy (Heid et al., 2014), (Suzuki,
Shinohara, Ohsaki, & Fujimoto, 2011). Kromé lipolytickych kask&d mohou byt lipidy
metabolizované procesem regulované autofagie tukti zvané lipofagie (Liu & Czaja, 2013),
(Schulze, Sathyanarayan, & Mashek, 2017). Béhem tohoto procesu charakteristického
predevs§im pro hypertrofické adipocyty obézni tukové tkané, dochazi k metabolizovani
tukli v autofagozomech, které zabrafuji jinak toxickym ucinkim piili§ vysoké lipidové
koncentrace. Pozistatkem tohoto procesu jsou takzvané lipofuscinové granule, které nam
tak do jisté miry mohou napovédét o historii pozorované buiiky (Ost et al., 2010).

Hnédé adipocyty oproti tomu obsahuji triglyceridy ve formé¢ mnohonasobnych

malych vakuol. Na rozdil od bilych adipocytt se jedna o polygonalni bunky s variabilnim



primérem. Mitochondrie bun¢k BAT jsou pomérné velké, kulaté, vyplnéné lamindrnimi
Kristami a vétSinou jsou v bunkach pocetné.

Kvili vysokym pozadavkim na kyslik, obsahuje BAT vétsi hustotu kapilar nez
WAT. BAT je také vice inervovana. Hnéda barva BAT se pfisuzuje vysoké hustoté
mitochondrii a pravé zvysené vaskularizaci této tkan¢ (Saely et al., 2012).

Z evolu¢niho pohledu se hnédé adipocyty vyskytuji pouze u placentalnich savci,
vSichni ostatni obratlovci maji pouze bily tuk (Hayward & Lisson, 1992). Novorozenci
maji vyznamné zasoby hnédého tuku, ktery pravdépodobné zajistuje teplo v piipadé
vystaveni chladu. Dospéli hnédou tukovou tkan postradaji, az na ptipady odpoveédi
organismu na vystaveni dlouhotrvajicimu chladu (Huttunen, Hirvonen, & Kinnula, 1981).

Dlouhotrvajici vystaveni chladu nebo vliv adrenalinové signalizace miize u
hlodavci vyvolat shlukovani UCP-1" bunék s morfologii hnédého tuku bez zasob bilého
tuku. Po desetileti byly tyto buiiky mylné charakterizovany a nazyvany hnédymi
adipocyty. Jejich mnozstvi se dramaticky li$i mezi misty uskladnéni. Nejvice tuku je v
ttislech a v zadni ¢asti dutiny bfisni, o néco méné je ho potom okolo gonad. Je zde také
vyznamny specificky rozdil v po¢tu téch bunék, které pozitivné koreluji s rezistenci na
dietu, kterd indukuje obezitu (Xue et al., 2007). Tyto indukované buiky se oznacuji jako
bézové adipocyty, ty maji stejné umisténi, ale jinou genovou expresi nez klasické hnédé
adipocyty. Bézové adipocyty se mohou ménit na bilé a naopak, a to vlivem chladu, hladu
nebo indukovanou mitofagii (Wu et al., 2012).

Jinym zplsobem, jak morfologicky a funkéné rozlisit tkané, je rozdéleni na
visceralni a subkutanni tukovou tkan. Tyto tkané se od sebe lisi pfedevsim v usporadani
extracelularni matrix, kterd dale charakterizuje i odpovéd” adipocytii na ménici se nutriéni
podminky. Z tohoto duvodu je nadbytek visceralni tukové tkané spojen s vyrazné vys§im
rizikem rozvoje metabolickych poruch, nez nadbytek subkutanniho typu tukové tkané

(Verboven et al., 2018).

1.2.2. Onemocnéni spojena s fyziologii tukové tkané
Prevazujici styl zapadni spoleCnosti charakteristicky nedostatkem pohybu a

nadbyte¢nym nutri¢énim pfijmem zplsobuje narist obezity alarmujicim tempem, predevs§im
potom u lidi mladého véku. V roce 2016 trpélo nadvahou vice nez 1,9 miliardy lidi, z toho

650 miliond lidi bylo diagnostikovano jako obéznich (WHO, 2016). Velmi znepokojujici



je paralelni zvySovani vyskytu patologii souvisejicich s obezitou, jako je inzulinova
rezistence, ztu¢néni jater, kardiovaskularni obtize (ateroskler6za), Alzheimerova choroba,
rakovina a diabetes typu 2 (Calderon-Dominguez et al., 2016).

Odpovédi organismu na neustavajici zvySeny piijem energeticky bohatych latek je
zvySena akumulace lipida v tukové tkani. Tukova tkan ma ale urcité limity, z hlediska
objemu lipidd, jaké je ve skutecnosti schopnd pojmout. Piekroceni téchto fyziologickych
hranic vede k hypertrofii adipocytu, nasledované autofagii a apoptézou. Tyto procesy jsou
spojené s infiltraci velkého mnozstvi makrofaghi snazicich se navratit tukové tkani
ztracenou rovnovahu (Namkoong, Cho, Semple, & Lee, 2018). Obklopuji proto umirajici
adipocyty, snazi se vychytat lipidy unikajici do krevniho ob&hu a odstranit zbytky
bunéénych struktur apoptotickych adipocytti. Makrofagy tak na jedné strané limituji
ektopické deposice lipidl, vedouci jinak k lipotoxicité, na druhé stran€ ovSem internalizace
lipida vede k jejich aktivaci a produkci pro-zanétlivych cytokini (Ye, 2013), (Kahn &
Flier, 2000).

Epidemicky vyskyt obezity, a s obezitou asociovanych onemocnéni ukazuje klicové
principy metabolické homeostaze. Mnoho pozornosti je vénovano vhodné kontrole
karbohydratového metabolismu, jako zaklad zvySovani glukozy, urcujici projev T2DM.
Nicmén¢ ucelena a peclivé vyladéna hladina lipidovych zasob a jejich slozeni jsou klicové
pro spravné fungovani metabolismu. Nejen poruchy metabolismu lipidi pfimo pfispivaji
k Cetnosti vyskytu onemocnéni, ptikladem mohou byt tieba dédi¢na lipodystrofie, jejimz
nasledkem vznikaji onemocnéni jako metabolicky syndrom nebo ateroskler6za (McGarry,
1992).

Zéanét je biologicka obranna odpovéd proti Skodlivym podnétim, jako jsou
patogenni invaze a poSkozeni bunék. Blizky vztah mezi zanétlivou odpovédi a inzulinovou
rezistenci byl navrhovan na zékladé potlaceni citlivosti k insulinu u septickych pacienta.
Exprese zanétlivého cytokinu TNFa je zvySena v obézni tukove tkani, zatimco blokace
TNFo/TNFa signalniho receptoru prostfednictvim TNFa neutralizace zlepSuje absorpci
inzulinu. Mnozstvi dalsich cytokind, jako jsou IL-1f, IL-6 a MCP-1, se v obéznim tuku
také zvySuje. Tyto vysledky naznacuji, Zze zanétlivé cytokiny sekretované z tukové tkané
ptispivaji k indukci inzulinoveé resistence (Choe et al., 2016).

Imunitni bunky, které se nachazi v oblasti tukové tkané aktivné sekretuji pocetné
pro- a proti-zanétlivé cytokiny. Proti-zanétlivé cytokiny pomahaji udrzovat inzulinovou
senzitivitu v nizkotuéné tkani, zatimco nahromadéni pro-z&nétlivych cytokini v obézni

tkani vede kinzulinové resistenci. Navic, pro-zanétlivé cytokiny stimuluji lipolyzu
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Vv adipocytech, coz vede k lipotoxicité v jinych tkanich. Toto naznacuje, Ze zanétlivé
odpovédi zptisobené nadbytkem energie jsou primarné iniciované v tukové tkani, a ze
chronicky zanét tukové tkané nasledné zpusobi zanét v jinych metabolickych orgéanech,
jako tieba v jatrech, svalech a slinivce. Proto je pravdépodobné, Ze zanét zapiicinuje
roz§ifeni inzulinové resistence béhem obezity (MakKi et al., 2013)

adipocyty), nebo hyperplasii (zvySovani po¢tu adipocytii) je spojené s masivni infiltraci
bunék imunitniho systému. Hypertrofie a hyperplasie adipocytl jsou regulovany vnéjSimi
podminkami a genetickymi faktory (Spiegelman & Flier, 2001). V mnoha studiich z
minulych desetileti bylo zdokumentovano, ze jsou hypertrofické adipocyty vysledkem
abnormalni funkce tukovych bunék a vedou k insulinové resistenci (Spiegelman & Flier,
2001). Pro hypertrofii adipocyti je nutna remodelace extracelularni matrix (ECM), jeji
zména je zaznamenana bufikou pfes receptory extracelularni matrix — integriny a tim
zpusobuje inzulinovou rezistenci adipocytii. Tento proces vede ke zvySeni akumulace tuku,
protoze je inhibovana exprese lipolytickych gend. V obranné reakci tukova burika spusti
autofagii, ktera z pravidla vyusti v apoptozu. Béhem tohoto procesu ¢asto unikd podstatné
mnozstvi tuku, tkan je infiltrovdna makrofagy, které formuji korunu-pfipominajici
struktury (Crown-Like -Structures, CLS). Bylo pozorovano, ze zvysujici se po¢et mrtvych
adipocyti béhem obezity bréni spravné funkci tukové tkané a indukuje zanét (Choe et al.,
2016).

Makrofagy obklopujici hypertrofické adipocyty vykazuji zvySenou expresi a
sekreci pro-zanétlivych cytokind, zahrnujici Tumor Necrosis Faktor o (TNF a),
Interleukin 6 (IL-6) a IL-8. Hypertrofie adipocyt navic indukuje lok&lni hypoxii v tukové
tkani. V pfipade, ze dojde k hypoxii, zvysi se exprese antagonistickych faktort k zanétlivé
odpovédi. Dojde také k aktivaci Hypoxia Inducibilniho Faktoru (HIF)1a, coz je hlavni
transkripcni faktor zprostfedkovavajici hypoxickou odpoveéd’ a urychlujici fibrozu tukové
tkané. HIFla také rozsifuje zanétlivou odpoveéd v obézni tukové tkani (Halberg et al.,
2009).

Béhem hypertrofie také dochazi ke zvétsovani velikosti adipocytl, coz je spojeno
se Skodlivymi jevy jako je zvySeni mastnych kyselin a pro-zanétlivych cytokint,
rekrutovani imunitnich bungk, hypoxii, fibrézou, snizenim adiponectinu a poskozenim
inzulinové senzitivity. Na druhou stranu hyperplasie zptsobuje zvyseni poétu adipocyti,

coZ je spojeno se zvySenim mnozstvi adiponectinu, snizenim hladin mastnych kyselin a



pro-zanétlivych cytokint, rekrutovanim imunitnich bunék, hypoxii, fibr6zou a zlepsenim

inzulinové senzitivity (Obr. 1) (Choe et al., 2016).
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Obrazek 1: Schéma vlivu hyperplasie a hypertrofie adipocyti (Choe et al., 2016).

Pfeména tukové tkané je doprovazena vratnymi zménami ve slozeni imunitnich
bungk, stejné jako zménami velikosti adipocytd nebo ménici se funkci tukové tkané. Pocet
neutrofili a makrofagi se rapidné zvysuje v tukové tkani béhem vysokotucné diety (Lee et

al., 2011).

1.3. Role makrofagu v tukové tkani savci
Makrofagy plni v organismu Siroké spektrum rozli¢nych funkci. Kromé imunitni

funkce v rozpoznani a odstranéni cizorodych organismi, hraji dalezitou roli v udrzovani
tkanové a metabolické rovnovahy (Boutens & Stienstra, 2016). V tukove tkani reflektuji

aktudlni potteby organismu a udrzuji niku pro diferenciaci preadipocytl. JSou uzptisobeny

wrwe
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popiipadé na poranéni tkané prostfednictvim riznych scavenger receptort, kdy dochazi
K rozpoznavani struktury danych mikroorganismi a jejich nasledné fagocytoze (Gautier et
al.,, 2012). Dale maji také homeostatickou funkci, coz =zahrnuje odstranovani
lipoproteinovych zbytkti a umirajicich bun¢k. V piipadé poskozeni této rovnovahy mize
dojit k rozvoji zanétlivych onemocnéni (Lavin et al., 2014).

Soucasné studie odkryvaji vyvojové a funk¢ni odliSnosti tkani, ve kterych
makrofagy sidli. Tyto studie jsou zalozeny na tom, Ze V jednotlivych tkanich pochazeji
z odlisnych prekurzori, které mohou byt rekrutovany z embryonalni hemopoetické tkané
béhem fetalniho vyvoje nebo z kostni diené béhem dospélosti (Ginhoux & Jung, 2014).

Makrofagy jsou Casto déleny na M1 makrofagy, které se aktivuji klasickou cestou
nebo M2 makrofagy, které jsou takzvané alternativné aktivované. M1 makrofagy jsou
charakteristické vysokou Urovni exprese pro- zanétlivych cytokini a jsou ¢asto Spojovany
s baktericidni funkci spojenou s indukci systemické inzulinové rezistence. Naopak M2
makrofagy jsou popisovany jako pievazné proti zanétlivé a jsou spojeny s hojenim ran a
zvysenou deposici extracelularni matrix vedouci v piipadé¢ ptilisné aktivity k fibréze dané
tkané (Remmerie & Scott, 2018). Pro zdravi jedince je tedy nutné udrzovat populace M1 a
M2 makrofagt v rovnovaze s moznosti jejich ¢asové omezené aktivace.

Také mezi makrofagy tukové tkané (Adipose Tissue Macrophages - ATMS)
mizeme pozorovat M1 (pro-zanétlivé) a M2 (hojivé) subpopulace, pticemz mezi t€mito
dvéma typy existuje pravdépodobné celd Skdla riznych prechodnych forem.
NejvyraznéjSim rozdilem mezi M1 a M2 makrofagy je ve zpisobu, kterym ziskavaji
energii. Zatimco se M2 makrofagy spoléhaji pievazné na klasickou cestu generovani
energie skrze mitochondrialni dychani (oxidativni fosforylace), M1 makrofagy maji tento
typ metabolismu zablokovany a spoléhaji se takika vyhradné na glykolyzu (Kelly &
O’Neill, 2015). To vede k jejich z&vislosti na dostateném piisunu zdroju, predevsim
glukézy a glutamatu, kterou si Vv organismu zajistuji indukci systémové inzulinové
rezistence a svalove kachexie. Pokud jsou tyto procesy indukované v kratkém casovém
horizontu, béhem akutni imunitni odpovédi, jsou adaptivni, pokud se stanou chronickymi,
mohou zasadnim zptisobem zhorsit fyziologicky stav jedince (Dolezal, 2015), (de Matos-
Neto et al., 2015). M1 makrofagy jsou charakteristické produkci pro-zanétlivych cytokint
TNFa, IL-1B a IL-6. To ukazuje na to, Ze M1 ATMs priispivaji k zdnétu tukové tkané a
rozvoji inzulinové resistence béhem obezity (Choe et al., 2016). Polarizace M1 makrofagt
muze byt indukovéna IFNy a polysacharidy v pfipadé bakterialni infekce, ale také

zvySenou koncentraci extracelularnich mastnych kyselin. V tukove tkani je IFNy
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pfednostné exprimovan T buiikami, zejména Thl a CD8 T buiikami. Pocet Thl a CD8 T
bunék je zvySeny v obézni tukové tkani (Rocha et al., 2008).

Pocet makrofagi se vtukové tkani markantn¢ zvySuje b&hem obezity.
Shromazdéné makrofagy jsou ¢asto pozorovany v CLS kolem jednotlivych adipocyti.
Mnozstvi makrofagi u mysi s nizkotu¢nou dietou je okolo 5 % bunék tvoftici tukovou tkan,
béhem obezity tvoii makrofagy az 50 % bun¢k dané tkani (Cinti et al., 2005).

Tak jako se b€hem obezity méni pocet ATMs, méni se i jejich lokalizace a
vlastnosti. Unikajici lipidy rozpoznané makrofagy pies TLR4 a internalizované diky
scavenger receptoru CD36 vedou ke zméné metabolismu makrofagh a jejich polarizaci
k M1 typu a produkci pro-zanétlivych — insulinovou rezistenci indukujicich cytokint.
Proces jejich aktivace, Ize tedy rozdélit na tii navazujici faze. Internalizaci lipidl, zménu
metabolického programu, ktery nasledné vede k M1 polarizaci a produkci systemickych
faktorti ovliviyjicich systemicky metabolismus podobné jako béhem infekce (Aouadi et
al., 2014). V porovnani s nizkotu¢nou dietou, ve které jsou ATMs rozmistény po celé tkani
a vykazuji omezené pro-zanétlivé pusobeni, ATMSs v obézni tkani jsou umistény okolo
apoptotickych adipocytti v CLS a b&hem toho vykazuji pro-zanétlivé vlastnosti (Gericke,
Weyer, Braune, Bechmann, & Eilers, 2015). Pfitomnost makrofagii v CLS uvniti obézni
tukové tkan€ je pfimo spojena s inzulinovou resistenci. Obzvlasté dilezit€ jsou makrofagy,
které zprostiedkovavaji zanét a inzulinovou resistenci, vzniklou vlivem dlouhodobého
podavani vysokotu¢né diety (HFD), pfiCemz pocatecni faze inzulinové resistence je
nezavisla na makrofézich (Lee et al., 2011).

Kromé makrofagt jsou v tukové tkéani zastoupeny i dal$i imunitni buiky, které
ovlivituji jeji funkci. Jsou to tfeba dendritické bunky, basofily, neutrofily, B bunky a
T buiiky. Pravé ony se nachazi v tukové tkdni béhem obezity a pfispivaji k rozvoji zanétu
tkan¢ a inzulinové resistenci (Boutens & Stienstra, 2016).

Komplikovanost procesu obezitou indukované inzulinové rezistence a dalSich
S obezitou spojenych onemocnéni neumoznila prozatim najit vhodny zptsob 1éCby.
Zavedeni nového modelu pro studium téchto procesit by mohlo vyznamné napomoci
porozuméni téchto jevi a odhaleni potencialnich cili pro budouci terapii. Ackoli se
drosophila opakované osvéd¢ila jako vhodny modelovy organismus pro studium a
modelovani celé fady lidskych onemocnéni, o vztahu tukové tkané s makrofagy toho neni
pfili§ znamo. Z tohoto pohledu si zaslouzi velkou pozornost predev§im preména tukové
tkan¢ béhem metamorfozy, kterd pii detailnéjSim pohledu svou fyziologii pfipomina

zmény pozorované v obézni tukové tkani savct.
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1.4. Vyvoj hmyzu
Pro riist hmyzu je zasadni pfitomnost vnéjsi kostry — exoskeletu. Nad pokozkou

kazdého jedince je sklerotinova vrstva s obsahem chitinu a bilkovin, kterd se nazyva
kutikula (Gullan a Cranston, 2010).

Protoze kutikula se po ztvrdnuti nemiize zvétSovat, rist hmyzu neprobihé plynule,
ale je pferuSovany a omezeny pouze na pravidelnou dobu pii svlékani (ekdyse, ang.
ecdysis nebo molting). Béhem tohoto procesu je tésnd a rust omezujici kutikula

nahrazovana vétsi (Gullan a Cranston, 2010).

1.4.1. Vyvoj holometabola
Holometabola prochazi proménou dokonalou, jejich vyvojovy cyklus se sklada ze

stadii vajicka, larvy (Casto n¢kolika instart), kukly a dospélého jedince (imaga). Larvy
holometabola se svym vzhledem nepodobaji dospélému jedinci, postradaji zaklady kiidel a
pted vlastni proménou prochazi stddiem kukly. V tomto stadiu obvykle nepftijimaji potravu
a nachazi se v takzvaném obdobi klidu. V kukle nasledné¢ dojde k hluboké wvnitini
prestavbé organu larvy, kterd se méni v dospélce. Tato pfeména je tedy oznacovana jako
proména dokonala (Gullan a Cranston, 2010).

Prevazna ¢ast hmyzu prochazi n€kolika larvalnimi stadii, pfi¢emz kazdé svlékani
(odkladani staré vnéjsi kostry) vede k vétsi larvé. Pfeménou posledniho larvalniho stadia
vznika kukla (pupa), ktera se meéni v dosp€lé stadium hmyzu. Cely proces svlékani je
kontrolovan nékolika hormony. Jednim z nich je hormon produkovany centralni nervovou
soustavou (BH — aktiva¢ni hormon), konkrétné neurosekre¢nimi buikami mozku. Tento
hormon se Gc¢astni pfenosu signalu k cilovému orgénu, prothorakalni zlaze, ktera ma funkci
sekrece hormonu ekdysonu. K sekreci ekdysonu z prothorakalni zlazy dochazi v periodach
a pii kazdém uvolnéni ekdysonu dojde ke stimulaci pfemény hmyzu. Dal§im hormonem,
ktery zde hraje dilezitou roli, je juvenilni hormon (JH). Ten je vyluovan pfilehlymi
télisky a urcuje vysledek metamorfozy. Dalsi larvalni stddium se vytvaii pii snizené
koncentraci juvenilniho hormonu. JH tedy oddaluje metamorfézu az do doby, kdy larva
dosahne pozadované velikosti a stupné vyvoje. Pfed stadiem dospélce produkce JH zcela

ustava (Campbell a Reece, 2008).
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1.4.2. Vyvoj D. melanogaster
D. melanogaster se rozmnozuje pohlavné a patii do holometabolniho hmyzu. Doba

od nakladeni vaji¢ek po jejich vylihnuti se pohybuje okolo deseti dnii, tato doba je zavisla
na teploté (pii 18 °C je doba lihnuti dvakrat del$i nez pii teploté 25 °C). Vajicka jsou asi
0,5 mm dlouhad a samice je klade pfimo do hnijiciho ovoce nebo jiného organického
materidlu. Béhem 12 az 24 hodin se z vajicek lihnou drobné larvy. Ty se zivi kvasinkami a
jinymi mikroorganismy, které rozkladaji ovoce. Svlékaji se po jednom, dvou a ¢tyfech
dnech, larvy se méni v kukly (pupy), dochazi k zakukleni a po dalsich ¢tyfech dnech se
z kukel lihnou dospéli jedinci (Obr. 2). Samice jsou schopné prvniho pateni asi 4 hodiny
po vylihnuti (Ceolas, 2012).

female male

a2
F

1st instar larva

2nd instar larva

GG AL ARCRN
4 (Vaav cajehiper)

3rd instar larva

Obrézek 2: Zivotni cyklus D. melanogaster (Wangler, 2008)

Zmapovani a porozuméni vyvoje drosophily je pro tuto praci zasadni, protoze praveé
ve vyvoji hraje tuk nezastupitelnou roli.

V pribéhu larvalniho stddia vyvoje jedinci akumuluji dostatek energie pro
extrémné rychly rist a pro pieckani nadchdzejiciho obdobi metamorfozy, béhem kterého

jedinec neni schopen pfijimat zadnou potravu. Dostate¢na akumulace zasob v tukovém
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télese je nutnd podminka pro nastoupeni metamorfozy a nedostateéna vyziva dobu vyvoje
podstatn¢ prodluzuje. Jedinci nastupujici metamorfézu uvoliuji velké mnozstvi lipidi
z tukového télesa, pod zaminkou generace energie potiebné k riistu a vyvoji imaginalnich
struktur (Aguila, Suszko, Gibbs, & Hoshizaki, 2007). Detaily téchto procest nejsou vsak
zcela pochopeny.

Béhem metamorfézy dochézi k histolyze vétSiny larvalnich tkdni az na tukové
téleso a imunitni bunky. Prestoze tukové téleso nepodstupuje histolyzu, prochdzi
podstatnou zménou z hlediska morfologie a fyziologie. Navic v post-metamorfickém
vyvoji hraje tuk zésadni roli naptiklad v procesu formovani gonad (Aguila et al., 2007).

Gonéady jsou reprezentovany Vv larvé imaginalnimi disky. Po zakukleni imaginalni
disky zac¢nou velmi rychle rist a zacinaji se postupné transformovat v genitélni trubice.
Struktura gonad také podstupuje velké zmény v larvalni fazi. Zaklady vladken vajicek jsou
znatelné v samic¢ich gonadach jiz u 6-12 hodin staré kukly. Prava vlakna vajicek se vsak
zacnou formovat mnohem déle v druhé poloviné faze kukly. 36 az 42 hodin po zakukleni
samic¢i gonady zacinaji byt pfipojeny na vejcovody. Od doby po zakukleni se velmi rychle
za¢ind meénit tkanové sloZeni gondd. Rychlost rlstu samicich 1 samcich gonad je
srovnatelna pouze u larev a velmi mladé kukly (Kerkis, 1931).

V ptedchozich kapitoldch uz je zmifovdna role makrofaglh v procesu premény
tukové tkdné. A protoZe makrofagy jsou imunitni buiiky, je pro nas diilezité pochopit vznik
a vyvoj pravé imunitnich bunék béhem vyvoje drosophily.

Ptedni laloky larvalniho hematopoetického orgadnu nebo lymfatickych zlaz obsahuji
pocetné aktivni sekretorické bunky, krystalové bunky, plasmatocyty a mnoho
nediferencovanych prohemocytl. Zadni loby obsahuji pfedev§im prohemocyty. Populace
krevnich bunék, které zlstavaji v larvalni hemolymf€, jsou hlavné plasmatocyty, které maji
funkci fagocyt6zy a z nich malé procento krystalovych bunék, které ziejmé hraji roli v
melanizaci. VSechny fagocytujici bunky se ucastni metamorfézy pohlcovanim larvalni
tkdn€. Prohemocyty ze zadnich lobl se diferencuji v nové buiiky, pro které je specificka
enkapsulace, jde o tak zvané lamelocyty (Lanot, Zachary, Holder, & Meister, 2001).

Pravé larvalni tukové buiiky spolu s makrofagy nepodstupuji histolyzu a pietrvavaji

do dospélce, o ¢emz se zminuje nasledujici kapitola.
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1.5. Role makrofagi v tukové tkani D. melanogaster
V larvalnim tukovém télese dospélé drosophily jsou imunitni bunky s adipocyty ve

funk¢nim spojeni. Larvalni tukové téleso je metabolicka tkan s podobnou fyziologickou
funkci jako ma sav¢i tukova tkan a jatra, ty tvofi funkéni jednotku pro kontrolu klicovych
metabolickych procest a pfirozené imunitni odpovédi, navic slouzi jako ulozisté tukl a
cukri. U drosophily je imunitni odpovéd’ zprosttedkovana hemocyty, které cirkuluji
Vv hemolymf¢ ve vSech fazich Zivotniho cyklu a tvofi tak dohromady pfirozeny imunitni
systém mouchy (Buchon, Silverman, & Cherry, 2014).

Hemocyty drosophily jsou také dobie znamé pro svou imunitni funkci v obrané
proti bakteriim, houbdm a virim prostiednictvim fagocytozy a produkce siRNA (Braun,
Hoffmann, & Meister, 1998).

Bylo zjisténo, ze imunitni bunky drosophily hraji dulezitou roli ve vyvoji a
udrzovani homeostaze, vlivem kontaktu a vyménou signali s okolnimi buitkami. Tak byla
rozsifena funkce hemocytt, kterym se do uréité doby pfipisovala pouze role obrany
organismu. Jejich uloha tedy neni pouze detekce a zniCeni cizich organismd, ale také
posouzeni Skody v endogennim stavu buiiky a nésledné stimulaci regulacni bunécné
odpovédi. Mnoho ztéchto procesti je ovlivnéno molekularnimi drahami, které jsou
zachovany u makrofagt obratlovci, coz déla z hemocyti drosophily vyborny modelovy
systém (Ratheesh, Belyaeva, & Siekhaus, 2015).

Jednim z druhd hemocytt jsou napiiklad plasmatocyty, které reprezentuji u hmyzu
buiikky funkéné homologické k makrofaghm obratlovct. Ty ovliviiuji vyvoj jedince
nékolika riznymi zplsoby. V embryu zprosttedkovavaji fagocytézu bunék, které
podstoupily naprogramovanou bunéénou smrt (Tepass & Hartenstein, 1994). Tato funkce
ve vyvoji je zndma i u obratlovell, kde plasmatocyty pohlcuji apoptotické buiikky béhem
vyvoje a je zde podobnost na molekularni urovni pravé s drosophilou, konkrétné tedy
v uréitych receptorech, které pouzivaji k rozpoznani umirajicich bunék (Tepass &
Hartenstein, 1994). Dale se plasmatocyty, podobné jako sav¢i makrofagy, podileji na
remodelaci ECM. Enzymy, které plasmatocyty produkuji, umi $t&€pit bazalni laminu stejné
tak jako tésné mezibunétné spoje. Tato vlastnost je kliova pii histolyze tkdni béhem
metamorfézy 1 pro remodelaci tukového télesa. Plasmatocyty jsou také schopny kromé
Stépeni ECM, produkovat fadu jejich slozek a tak ECM budovat (Dai, Ma, Feng, & Pastor-
Pareja, 2017).

Plasmatocyty jsou také dilezité pro udrzovani organismu po jeho zformovani.

Zprosttedkovavaji odpovédi na poskozeni stieva regulaci bun¢k, které sekretuji stimulaéni
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faktory. Podileji se také na zabijeni tumorovych bun€k (Parisi, Stefanatos, Strathdee, Yu,
& Vidal, 2014).

Tyto bunky mohou ménit metabolismus a ovliviiovat starnuti organismu. Navic pii
pohlcovani lipida indukuji JAK-STAT signalizaci v okolnich tkanich, ¢imz ovliviuji
inzulinovou senzitivitu, hyperglykémii, uklddani tuku a také zivotnost organismu
(Woodcock et al., 2015).

Préavé kratka zivotnost, zvySovani tukovych zasob, redukce inzulinové senzitivity a
hyperglykémie jsou asociované se systemickou aktivaci Janus kinazy a aktivaci transkripce
JAK-STAT drahy. Tyto faktory uz ale nejsou zodpovédné za aktivaci NF-kB (nuclear
factor aktivovany B buiikami) drahy v drosophile udrzované na vysokotuéné dieté, kdy
makrofagy zméni svou strukturu a produkuji cytokin unpaired3 (upd3), ktery aktivuje
JAK-STAT drahu. PouZitim a kombinaci genetickych nastroji regulace jednotlivych hract
se piislo na to, Ze produkce crq makrofagy je nutna pro aktivaci JNK (cJunNH2-terminal
kinase) a ta je zodpovédna za naslednou aktivaci upd3. Upd3 je navic také zodpovédny za
aktivaci pravé JAK-STAT signaliza¢ni kaskady, sniZeni inzulinové senzitivity a redukci
délky zivota u much udrZzovanych na vysokotuéné diet¢ (Woodcock et al., 2015). Dalsim
ptikladem lipidy indukované odpovédi je produkce genu ImpL2. Ackoli tato souslednost
nebyla dosud dukladné prostudovana, zda se, ze internalizace lipidi makrofagy vede ke
stabilizaci Hypoxia inducibilniho faktorul alfa (Hifla) a nasledné produkci genu ImpL2,
ktery je znamy svou schopnosti vazat extracelularné inzulin a tak zablokovat jeho
signaliza¢ni ulohu (Krejcova, G., 2018).

Dilezita pozorovani vztahu tukové tkdné a makrofag, byla ziskana
z experimentalniho systému, ve kterém bylo naruSenim produkce ekdyzonu dosaZeno
neukonceného larvalniho vyvoje. Po patnacti dnech ristu se v enormné velké larvée
vyskytuji ptfiznaky hypertrofie adipocytli s néslednou infiltraci makrofagli, formujicich
CLS. Toto prvni pozorovani - CLS u drosophily potvrzuje naSe Cetna, ale dosud
nepublikovana pozorovani CLS béhem remodelace tukové tkané v prabéhu normalniho
vyvoje drosophily (Valenza, Bonfanti, Pasini, & Bellosta, 2018). Na poc¢atku metamorfozy
jsou makrofagy aktivované ekdyzonem a infiltruji tukovou tkan (Regan et al., 2013).
Ackoli se CLS formuji uz ve stadiu pupy, nase pozorovani ukazuji, ze se akumulace lipida
v makrofazich odehrava az v Cerstvé vylihnutém dospélci, a proto se v této praci budu
vénovat analyze procest probihajicich v této fazi vyvoje.

V posledni dobé se makrofagy zacaly rozdélovat na aktivované a quiescentni, kde

jsou stimulem cytokiny nebo Toll-like receptory (TLR), které indukuji expresi odlisnych
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genu a maji odlisnou proteinovou expresi (Vural, Shi, & Kehrl, 2015).

TLR hraji vyznamnou roli v rozpoznavéani specifickych molekul v siroké diverzité
patogend. Pouzivaji malou skupinu proteinovych adaptort TLR, coz vede k aktivaci
NF-kB a interferon regula¢niho faktoru (IRFs). V makrofazich TLR signalizace také
indukuje autofagii. Autofagie je bunééna odpoveéd’ na hladovéni, kterd pomaha odstranovat

cey

poskozené organely a dlouho Zijici proteiny z cytosolu (Vural et al., 2015).

1.6. Vyznam premény tukové tkané ve vyvoji D. melanogaster
V soucasné dobé se drosophila stava stale vice vyuzivanym modelem pro studium

regulace metabolismu a s obezitou spojenych onemocnéni. Studium obezity na octomilce a
sav¢ich modelech mimo jiné ukazuji vysokou miru konzervace mechanismi regulujicich
zakladni metabolické funkce mezi hmyzem, hlodavci a lidmi. Tyto procesy navic sdileji
mnoho molekularnich mechanismt regulujicich tyto metabolické procesy (Trinh &
Boulianne, 2013).

Tukové téleso u drosophily podstupuje proces, ktery se oznacuje jako ,,pfeména
tukového teélesa” béhem prechodu z larvy do kukly. V pribéhu metamorfézy se kompaktni
plat larvalniho tukového télesa rozdéli na jednotlivé adipocyty, které podstatné zméni sviyj
tvar zdlazdicovych v cirkularni buiiky. Béhem tohoto procesu navic vykazuji
charakteristiky pozorovatelné v obézni tukové tkani savcu, jako je remodelace
extracelularni matrix, hypertrofie adipocyti a apoptéoza (Romanelli, Casartelli,
Cappellozza, de Eguileor, & Tettamanti, 2016).

Tukové té€leso hmyzu spojuje ve své funkci roli dvou savéich organti — tukové tkané
a jater. Uloha tukového télesa drosophily je hlavné kontrola nutri¢nich podminek a také
zajisténi syntézy pii uvoliiovani energie (Yongmei Xi, 2015).

Zda se, ze tukové bunky zrozdilnych ¢asti tukového télesa maji rozdilné role
béhem metamorfézy. Piedni larvalni tukové buiiky migruji do hlavové ¢asti a tvoii hlavni
slozku tukovych bunék v ptfedni poloviné téla zivo€icha béhem kukly. Tukové builky
v zadni Casti jsou schopny ptetrvavat po celou dobu larvalniho vyvoje a zlstavaji
v abdomenu u nové¢ vylihnutych dospélct (Bond et al., 2011). Larvalni tukové téleso u
drosophily se vytvati ze segmentalnich svazki mezodermalnich bungk, které jsou utvareny
béhem casné embryogeneze (Hoshizaki et al., 1994). Vi se, ze po vylihnuti pretrvavaji
tukové builky v dospélé mouse asi dva dny. Poté dochazi k formovani nového dospélého

tukového télesa. Pieména larvalniho tukového télesa se spousti béhem casné faze
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metamorfozy (Zheng, Yang, & Xi, 2016). Volné tukové buiikky v mladém dospélci jsou
vysledkem pfemény larvalnich tukovych bunék béhem metamorfozy (Bond et al., 2011).

Larvalni tukové bunky slouzi k vyzivé béhem cCasné faze dospé€lce, kdy moucha
nepiijima potravu. Jsou také rozhodujici u samic v dozravani ovarii a u samct v produkci
feromond v oenocytech. Larvalni tukové buiky také prispivaji ke stresové resistenci u
mladych dospélct (Aguila et al., 2007).

Pfeména tukového télesa je regulovana hlavné steroidnim hormonem 20-
hydroxyecdyson (20E, jinak znamy také jako Ekdyson). 20E je produkovan
prothorakalnimi zlazami (PC), prstencové zlaze (RG), ve které je turoven syntézy
regulovana prostfednictvim inzulinového receptoru (InR)/fosfatidylinositol 3-kindza
(PI3K) signalizace (Shingleton, 2005). Spusténi metamorfozy je tak spojeno s percepci
nutri¢niho stavu jedince a pouze dosazeni dostatecné akumulace zasob Vv tukovém tclese

vede k produkci faktorti indukujicich charakteristicky vrchol titru cirkulujiciho ekdyzonu.

1.7. Zapojeni kli¢ovych genu v indukci inzulinové rezistence

Jak jiz bylo poznameniano vySe, obezita je doprovazena ftadou zavaznych
onemocnéni, z nichZ nejcastéjsi je vyskyt inzulinové rezistence. Za jejim vznikem stoji
internalizace lipidli makrofagy obklopujici hypertrofické adipocyty. Internalizované lipidy
déle vedou Kk metabolické aktivaci makrofagh, piijeti pro-zanétlivého polarizaéniho
fenotypu a produkci faktorti inhibujicich inzulinovou signaliza¢ni kaskadu. Kaskady
identifikované v tomto procesu u savci jsou konzervované i u drospohily, je proto nasnadé
se zabyvat jejich zapojenim i v remodelaci tukové tkan¢. Dobrym zdrojem informaci o
vlivu internalizace lipidd makrofagl jsou experimenty, ve kterych byli jedinci krmeni
vysokotuénou dietou. To v dlouhodobém horizontu vede k akumulaci triglyceridi jak
VvV tukovém télese, tak 1 v imunitnich builkkdch. Na zdklad¢ téchto experimentl byl
identifikovany gen croquemort, ktery je — jakoZto scavenger receptor a homolog sav¢iho
CD36 — zodpovédny za internalizaci lipida (Woodcock et al., 2015).

Croquemort (Crq), ¢len CD36 rodiny scavenger receptord, je dilezitym hracem pfi
fagocytdze mikrobl a pfi zbavovani organismu nezddoucich bakterii. Defekty fagocytozy
mohou Vést k imunitnim porucham a chronické autoimunité. Mutanti octomilky pro Crq
jsou citlivi na okolni mikroby b&hem vyvoje a podléhaji tak riznym mikrobidlnim
infekcim v dospélosti. Tito mutanti tedy vstupuji do stavu chronické imunitni aktivace.

Vlivem toho vykazuji zvySenou produkci cytokinu upd3, ktery indukuje proliferaci
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sttevnich bun¢k. Nasledné mutanti Crq vykazuji znaky stievni dysplazie (Guillou, Troha,
Wang, Franc, & Buchon, 2016). Crq je exprimovan vembryonalnich a larvalnich
plasmatocytech tak jako v S2 burikach a jeho funkce je béhem metamorfozy stimulovana
ekdyzonem (Guillou et al., 2016).

U savci CD36 receptor podporuje absorpci oxidovanych lipoproteinti s nizkou
hustotou (oxidized low density lipoproteins - oXLDLS), coz ma za nasledek piijem lipida
makrofagy a Crq se tak stava klicovych hraGem v rozvoji obezity, zaroven také reguluje
zanétlivou odpoveéd’ (Endemann et al., 1993). Internalizované lipidy aktivuji JINK kaskadu
vedouci ke zvySené expresi genu Upd3. Ten po jeho vyplaveni z bun¢k stimuluje buiky
nesouci receptor JAK a spousti JAK/STAT signaliza¢ni kaskadu vedouci k inzulinové
rezistenci téchto bunék (Woodcock et al., 2015).

Dalsim pro tento projekt zasadnim genem je Hifla, coz je heterodimericky protein,
u drosophily oznacovany jako Sima, skladajici se z a a B podjednotek. Existuji dvé Hifla
isoformy: Hifla je spojovén s indukci M1 fenotypu, zatimco Hif2a je spojovan s M2
fenotypem (Mills, Thomas, Lenz, & Munder, 2014). Exprese Hifla je fizena pies
PISBK/AKT/mTOR kaskadu, ktera je aktivovana lipopolisacharidy (LPS) (Burns & Manda,
2017). mTOR je serin/threonin proteinova kinaza, ktera je aktivovana v piipadé nadbytku
zivin v proliferujicich bunikach nebo metabolicky naroénych situacich (Byles et al., 2013).

Akumulace lipidi v cytoplazmé vede ke stabilizaci transkripéniho faktorti Hifla a
nasledné metabolické aktivaci makrofagti. Hifla je u savci zodpovédny za aktivaci
presmyku bunéného metabolismu od oxidativni fosforylace ke glykolyze. Jeho aktivace
podstatné méni expresi desitek geni, zodpovédnych pievazné v regulaci metabolickych
kaskad (Li et al., 2013). U savci je tento gen kli¢ovy pro pfijeti M1 polariza¢niho fenotypu
makrofagy, coz bylo nasim védeckym tymem potvrzeno pro drosophilu (Wang et al.,
2017).

Mezi velmi zajimavé geny, které jsou pod kontrolou Hifla patii gen ImpL2. Tento
systemicky faktor, schopny vazat inzulin a drosophily insulin-like-peptidy (Dilp2) se
dostal do popiedi zajmu diky identifikaci jeho role v rakovinou indukované kachexii.
Rakovinné bunky neoplastickych nadorti maji stabilizovany Hifla za ucelem zvySeni
rychlosti glykolytického metabolismu podporujiciho riist a déleni téchto bunék. Zaroven
s tim produkuji ImpL2, ktery pies blokovani inzulinové rezistence podstatné ovliviiuje
fyziologii dalsich organt a tkani, jako je zrani ovarii, systemicky lipidovy a
karbohydratovy metabolismus, pfipadn¢ metabolismus svalovych bunék (Figueroa-

Clarevega & Bilder, 2015), (Kwon et al., 2015). Recentné¢ byl navic tento gen
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identifikovan jako klicovy faktor produkovany makrofagy v odpovédi na vysokotu¢nou
dietu a to jak u octomilky, tak u sav¢ich modeld a u ¢lovéka (Morgantini et al., 2019).
Stabilizace a aktivita alfa podjednotek Hifl je regulovana post-transla¢nimi modifikacemi,
jako jsou hydroxylace, ubiquitinace, acetylace a fosforylace (Ke & Costa, 2006).

Funkce genu Impl2 je jeho extracelularni vazba na Dilp2 (Drosophila Insulin-Like
Peptid 2), syntetizovaného v bunikdch produkujici inzulin. Tato vazba nasledné utlumuje
insulinovou signalizaci (Sloth Andersen, Hertz Hansen, Schéffer, & Kristensen, 2000).
inzulinovou rezistenci a kachexii tkani (Figueroa-Clarevega & Bilder, 2015). Kromé
metabolické regulace gen Impl2 dale fidi bunéény rist a fertilitu, ma ovSem vliv i na délku
Zivota drosophily (Honegger et al., 2008).

V ptipadé¢ zménénych nutriénich podminek, kdy doslo ke zvySeni regulace genu
Impl2 v tukovém télese, doSlo k utlumeni insulinové signalizace, coz drosophile
umoziovalo prezit nepfiznivé podminky. Pokud byl gen Impl2 experimentalné vypnut v
tukovém télese a larvy drosophily byly vystaveny hladovéni, umrtnost téchto larev se
rapidné zvysila v porovnani s kontrolami na téZe experimentalni dieté. Z téchto vysledkt
tedy vyplyva, Zze s hladovénim se drosophila vyrovnava pravé navySenim produkce genu
Impl2 v tukovém télese a naslednym utlumenim inzulinové signalizace (Honegger et al.,

2008).

Cilem této prace je charakterizovat preménu tukového télesa v
prubéhu post-metamorfického stadia vyvoje a pokusit se odhalit, zda by tento proces
mohl slouZit jako novy modelovy systém pro studium obezity a s obezitou
asociovanych onemocnéni. K tomuto ambiciéznimu ukolu, ktery presahuje moZnosti

jedné bakalarské prace, chci prispét dosaZzenim nasledujicich konkrétnich cilu.
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2. Cile préace

- Cilem préce je fenotypicky charakterizovat proces piemény tukové tkané v pribéhu
raného vyvoje dospé€lce, odhaleni expresni hladiny vytipovanych geni a nasledné
posouzeni vlivu vysokotuéné diety na projevy daného jedince.
- Detailni charakterizace poctu larvalnich adipocytti u raného dospélce Drosophila
melanogaster.
- Zmapovani zmény poctu a morfologie tukovych bunék a tukového télesa na
parafinovych fezech jedincem béhem prvnich dni po vylihnuti.
- Analyza genové exprese genti Crq, Hifla a Impl2 u ¢asnych dospélct.
- Priprava mouchy nesouci UAS-Gal4 nezavislé markery pro snazsi vizualizaci
larvalnich adipocytii a asociovanych makrofagt.
- Posouzeni vlivu vysokotu¢né diety na pocCet a morfologii larvalnich adipocyti

béhem remodelace tukové tkang.
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3. Materialy a metody

3.1.  Préce s drosophilou
Mouchy byly chovany ve sklenénych vialkdch s vatovym uzavérem. Byly ziveny

stravou z kukuti¢né mouky s 5 % glukosy (Tab. 1) (normalni dieta) a byly udrzovany
Vv prostiedi s pfirozenym stfidanim svétla a tmy, pii teploté 25 °C a 60% vlhkosti.
V ptipadé potieby vétstho mnozstvi much byly péstovany v plastovych lahvich, protoze
jim poskytovala vétsi prostor pro kladeni vajicek. Bylo dbano, aby nebyly vystresované
prili§ velkym poc¢tem jedincu v chovnych nadobach.

Mouchy na vysokotuéné dieté byly chovany pouze v plastovych vialkach, jinak za
stejnych podminek, jako jedinci na normdlni diet€. Vysokotu¢na dieta obsahovala
kukufi¢nou mouku s 8 % glukosy a 8 % vepiového tuku (Tab. 2). Do kazdé plastové vialky
byl dan kus filtracniho papiru, aby mouchy mély prostor pro odpocinek. Zbylé vialky
s vysokotu¢nou dietou byly uchovavany pii pokojové teploté. Mouchy byly v 1 vialce

maximalné 4 dny.

Tabulka 1: Dieta s 5 % glukosy.

Voda 1500 ml
Kukufi¢nd mouka 120 g
Agar (Armesco, J637) 159
Instantni kvasnice 60 g
Sachar6za 75¢

Vaii se 12 minut na 100 °C, potom 50 minut na 90 °C, potom se necha

vychladnout na 60 °C

10% Methylparaben/EtOH 25 ml
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Tabulka 2: Vysokotu¢na dieta s 8 % glukosy a 8 % veptového tuku.

Voda 1000 ml
Kukufi¢na mouka 209
Agar (Armesco, J637) 80
Instantni kvasnice 60 g
Sachar6za 80¢g
Vepiové sadlo 80¢g
Vaii se 15 minut na 100 °C, potom 45 minut na 90 °C, potom se 60

minut necha vychladnout

10% Methylparaben/EtOH 25¢

3.2. Poditani larvalnich adipocyti na celych jedincich
K po¢itani larvéalnich adipocyti byly pouzity mouchy nesouci geneticky marker

MsnGFP (Obr. 3) znacici larvalni adipocyty v dospélci. Vzdy byly vybirany pouze Cerstvé
vylihnuté samice, které byly uspany pomoci CO, a byly smocéeny v 70% etanolu, pro
snizeni hydrofobnich vlastnosti kutikuly, poté byly polohovany v Low-Melting agardze.
Pfi pocitani adipocytti u 24, 48 a 72 hodin starych much, byly vzdy mouchy vybrany v den
vylihnuti, tedy v ¢ase 0 hodin a dany na ¢erstvé jidlo do separatni vialky. Poté doslo na
pocitani larvalnich adipocytd za pouziti fluorescen¢niho invertovaného mikroskopu
(Olympus 1X71). U kazdé mouchy byly adipocyty pocitany ve tfech t€lnich oddilech, a
sice v hlavé, thoraxu a abdomenu. Pro kazdy ¢as bylo spoc€itino mnozstvi larvalnich

adipocytii na vzorku 40 jedinct.
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Obrazek 3: Octomilka s MsnGFP markerem. Z obrazku je patrné, ze larvalni adipocyty jsou

ptitomné i v hlavé a thoraxu.

3.3.  Poditani lipofuscinovych granu
K pocitani granul byly vytvofeny fotky z kazdého télniho oddilu v dostatecném

rozliseni (zvétSeni 400x), aby byly patrné hranice jednotlivych adipocytd a v nich
jednotlivych granul na invertovaném mikroskopu (ZEISS Axioplan 2 Imaging). Fotky byly

poté analyzovany v programu Fiji.

3.4. Parafinové fezy
Pro parafinové fezy byly vybirany mouchy stejnym postupem jako u pocitani

adipocytt. Jednotlivé fezy pro uréity typ diety byly délany na mouchach v prvnich 3 dnech
zivota. Cerstvé vylihnuté panny byly opé&t dany samostatné do nové vialky.

Pied fixaci byly mouchy uspany pomoci CO; a poté smoceny v 70% etanolu.
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3.4.1. Fixace
Tkané byly fixovany za pouziti Bouinovy fixaze (BHS), kterd obsahuje kyselinu

pikrovou, formol, kyselinu octovou a vodu. K BHS byl piidan HgCl, v poméru 10 BHS: 1
HgCl,.

Mouchy byly ponoifeny do pufru, v némz jim byla utrhana ktidla, nohy a rostrum.
Upravené mouchy byly fixovany na laboratornim rotatoru (LabRoller 1) po dobu 15
minut. Po této dobé byl obsah mikrozkumavek piesunut do misti¢ek i s mouchami, které
byly propichany wolframovou jehlou (2x do thoraxu a 4x do abdomenu). Fixaz byla
dokoncena inkubaci jedinct v Cerstvém fixa¢nim cCinidle po dobu nésledujicich 24 hodin
pii 8 °C. Fixace byla ukoncena opakovanym promyvanim v 70% EtOH dokud jejich obsah
nebyl zcela bez znamek zbarveni fixa¢nim ¢inidlem. Vzorky byly nasledné ulozeny v 70%

EtOH do druhého dne.

3.4.2. Odvodnéni vzorki
Vzorky byly nejprve dvakrat promyty cerstvym 70% EtOH a nasledné dehydrovany

pomoci odvodiovaci fady (Tab. 3) za pouZiti laboratorniho rotatoru.

Tabulka 3: Odvodiovaci fada.

96% etanol 30 minut

96% etanol 30 minut

100% etanol 30 minut

100% etanol 30 minut

Chloroform 20 minut

Chloroform 20 minut

3.4.3. Zaliti do parafinu
Po odvodiovaci tadé¢ byla dana kapka chloroformu i sjednou mouchou z

mikrozkumavky do zalévaci komurky. Pomoci kapatka byla kapka chloroformu vysata a
vzorek byl zalit parafinem o teplot¢ 56-58 °C. Tento proces byl opakovan na vsech
mouchdach a potom byly zalévaci komtirky i se vzorky dany na noc do vakua.

Z vakua byly komirky vyndavany po jedné a horkou jehlou v nich byly mouchy

orientovany podle toho, pro jaké fezy byly pfipravované. V piipad¢ transverzalnich fezl
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byly vzorky orientovany abdomenem dolu, v ptipadé sagitalnich fezi byly orientovany na
bok vzdy co nejvice doprostied blocku a tak, aby nedoslo k poskozeni vzorku.
Naorientované mouchy v parafinu byly dany na 24 hodin do lednice, aby parafin

dostate¢n¢ vychladl.

3.4.4. Krajeni vzorki
Na rota¢nim mikrotomu (Leica RM2165) byla nastavena §itka fezd na 7

pm. Pied celym procesem kréjeni byla vyménéna ziletka a do misky u ni byla napusténa
destilovana voda. Kazdy pas s fezy byl délan ve velikosti maximalné do 5 cm a poté byl
polozen na piipravené podlozni sklicko, na kterém byla kapka destilované vody.

Na jedno sklicko bylo dano 5-6 pasu transverzalnich fezti a 4-5 fezl
sagitalnich. Potom bylo skli¢cko dano na plotynku s teplotou 45 °C. Asi po minuté se fezy
na sklickach zacaly roztahovat a v tu chvili byly z plotny sundany a doslo k vysati zbytku
destilované vody ze sklicka.

Po vychladnuti bylo skli¢ko se vzorkem jesté oto¢eno na papirovy ubrousek,
aby se z n&j dostaly posledni zbytky vody. Po tomto procesu byla vSechna sklicka dana na
plotynku s teplotou 45 °C, kde byla nechana po dobu 48 hodin.

3.4.5. Odparafinovani a barveni vzorki
K odparafinovani vzorkl byl pouzit xylen (Tab. 4) a sklicka zbavena parafinu byla

montovéana do kanadského balzamu. Tento postup byl pouzit, pokud vzorky nebyly urceny

pro Malloryho trichrom barveni.

Tabulka 4: Odparafinovani vzorkt

Xylenl. | 5 minut

Xylen Il. | 5 minut

Pro barveni vzorki bylo pouzito Malloryho barvivo, které obsahuje kysely fuchsin,
anilinovou modf a oranZ G.

Malloryho barveni bylo délano podle jasné dané fady (Tab. 5), ktera zahrnuje
odparafinovani 1 odvodnéni vzorkd. Jednotlivé roztoky byly v ptfedem piipravenych
kyvetach a sklicka do nich byla ddvana tak, aby se na sebe fezy nemohly nalepit.

Po poslednim kroku byla sklicka montovana do kanadského balzdmu, ktery se

nechal 24 hodin zatuhnout.
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Tabulka 5: Malloryho trichrom barveni

Xylen | 10 minut
Xylen 11 10 minut
96% etanol 5 minut
70% etanol 5 minut
dH,0O 5 minut
Fuchsin (¢ervena barva) 3 minuty

3x dH,0 3 x 1 minuta
Oranz G (zluta barva) 5 minut
1-2x dH,0 1-2 x 1 minuta
Anilinova modf (modra barva) |4 minuty

3x dH,0 3 x 1 minuta
70% etanol 3 minuty
96% etanol 3 minuty
100% etanol 3 minuty
Xylen | 5 minut
Xylen Il 5 minut

3.5. Priprava tkani
Mouchy byly vybrany v 5 ¢asech, a sice v 96, 72, 48, 24 a 0 hodinach po vylihnuti.

Poté byly pfipevnény jehlickami na pitvaci misticku se Sylgardem (ELCHEMCo) ventralni
stranou nahoru. Abdomen byl anterioposteriorné natrzen, otevien a okrajovymi Castmi
ptipevnén jehlickami. Nasledné byly vyndany stieva, ovaria a dal§i organy kromé
tukového télesa a asociovanych bun¢k. Sestfizenou pipetou bylo pfemisténo tukové téleso
a hemocyty v ném do mikrozkumavky s ptipravenymi 100 ul TRIzol Reagentu. Timto
zpusobem bylo pfipraveno 5 jedinci na 1 vzorek pouzity k nésledné izolaci RNA. Poté

byly mikrozkumavky i se vzorky uskladnény do dal§iho zpracovani v -80 °C.

3.6. lzolace RNA
Vzorky byly umistény do mikrozkumavek s TRIzol Reagentem, kde byly

homogenizovany pomoci drtitka osetfeného DEPC H,0. Poté bylo ptidano 900 ul TRIzol
Reagentu a 200 pl chloroformu. VSechny vzorky byly dikladné promichany za pouziti
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vortexu (minimalné po dobu 20 — 30 sekund) a ponechény 10 minut v pokojové teploté.
Déle byly vzorky odstfedény na centrifuze (15 minut, 4 °C, 14 000 RPM). Po odstfedéni
byla odsata vodna faze do nové mikrozkumavky, ktera byla umisténa na led a bylo do ni
pridano 2 ul glykogenu. Tento krok zlepsil zviditelnéni peletu. Nasledné bylo ptidano 500
ul 100% isopropanolu a vzorky byly nechany 10 minut na ledu. Po této dob¢ byly vzorky
centrifugovany (10 minut, 4 °C, 14 000 RPM), supernatant byl odstranén a Kk peletu bylo
pfidano 500 pl 75% EtOH (96% EtOH v DEPC H;0). Vzorky byly opét centrifugovany
(5minut, 4 °C, 14 000 RPM), supernatant byl opatrné odstranén a pelet byl centrifugovan
(Iminuta, 4 °C, 14 000 RPM). Zbytek EtOH byl odstranén, a aby bylo jeho odstranéni
kompletni, nechaly se oteviené mikrozkumavky po dobu asi 3 minut v pokojové teploté.
Izolovana RNA byla poté rozpusténa v 15 ul DEPC H,0. Koncentrace a ¢istota izolované
RNA byla vyhodnocena na NanoDrop spektrofotometru (UVS-99 ACTGene).

3.7. Reverzni transkripce
Ke kazdému vzorku bylo pifidano 1 pl 50 pM oligo(dT)y primeru (5" -

A(TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT)-3", KRD), 4 ul 20 uM dNTPs a 2 ul DEPC H,0. Pro

ujisténi se, ze byly vSechny slozky smési spravné smichany, byly v8echny vzorky kréatce
centrifugovany. Mikrozkumavky byly umistény do termobloku s teplotou 65 °C po dobu 5
minut a hned poté byly vzorky pfemistény na led na 1 minutu a nasledné byly opét kratce
centrifugovany. Ke kazdému vzorku bylo potom ptidano 1 pl 0,1M DTT, 4 ul 5x FS 1l
bufferu a 1 pl SS Il reverzni transkriptdzy (vSe od Invitrogen). Potom byly vzorky
inkubovany za teploty 50 °C po dobu 50 minut. Finélni inkubace probihala za teploty 75
°C po dobu 15 minut.

38. (gPCR
Ke vSem vzorkim z reverzni transkripce bylo ptidano 200 ul dH,O. Poté byly

pfimichdny 3 pl ke kazdému vzorku ze smési, kterd byla tvofena 600 pl TP 2x SYBR
MasterMix (Top-Bio), 25 ul 20 uM forward primeru (KRD), 25 ul 20 uM reverzniho
primeru (KRD) a 250 ul PCR ultra H,O (Top-Bio). Kazdy vzorek byl poté zméien
vV tripletech na 96 jamkové desticce (Bio-Rad), kterd byla kryta folii Microseal® "C” Film
(Bio-Rad) a polytetrafluoroethylenovou kryci podlozkou (Bio-Rad) za pouziti CFX 1000
Touch Real-Time Cycler (Bio-Rad). Byl pouzit nasledujici gPCR protokol:
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95°C 3 minuty

94°C 15 sekund denaturace
54°C 30 sekund zchlazeni
72°C 40 sekund prodlouzeni

fluorescenéni detekce

40x

analyza kiivky tani 65 — 85 °C, s kazdym krokem se teplota zvysila 0 0,5 °C

Data z qPCR byla analyzovana za pouziti double delta Ct analysis. Genova exprese Hifla,

ImpL2 a Crq byla vztazena ke genové expresi housekeeping genu Rp L32 (Rp49). Byly

pouzity nasledujici sekvence primert:

ImpL2 Forward
Reverse
Rp49 Forward
Reverse
Sima Forward
Reverse
Crg Forward
Reverse

3.9. KifiZeni

Kfiizeni popsané nize bylo provedeno za ucelem dosazeni much s pozadovanou

kombinaci urc¢itych charakteristik. Pro sbirani panen a samct byly mouchy uspany pomoci

S'TTCGCGGTTTCTGGGCACCC3’

S'GCGCGTCCGATCGTCGCATAZ'’

S’AAGCTGTCGCACAAATGGCG3!

S'"GCACGTTGTGCACCAGGAACT'

5TCGTATAAGGTCATTCACATCY

5AAGAGGTGTCAAGTAGATCCY

5CTTCTGGCCGGGTATTGCAG ¥

5GCTTTCATAGGCATCAGTCCC3

CO;, Flowbuddy Flow Regulator (Genesee Scientific, 71/min).
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P:

MsnF9—GFP +_ adoR y w Sp  Srp—mCherry
FM7 "+’ TM6B +’Cy0’ Srp—mCherry
F1:
MsnF9—GFP +  Srp —mCherry y MsnF9—GFP + adoR
+ "Sp’ TM6B FM7 "+ TM6B
F2:
MsnF9—GFP + Srp —mCherry y MsnF9—GFP + Srp—mCherry
MsnF9—GFP'+'  TM6B + '+’ TM6B
F3:

MsnF9—GFP + Srp —mCherry
MsnF9—GFP’+’Srp —mCherry

3.10. Konfokalni mikroskop
Pro fixaci na konfokalni mikroskop byly drosophily promyty v 75% EtOH

v mikrozkumavce, po odsati byl piidan 4% paraformaldehyd a poté byly mikrozkumavky
dany do rotoru na 45 minut za pokojové teploty se tfemi naslednymi desetiminutovymi
kroky promyvany v PBS. Vzorek byl nasledné¢ pozorovan pomoci konfokalniho

mikroskopu (Olympus FluoView 1000) a fotky byly analyzovany za pouziti Fiji softwaru.

3.11. Invertovany mikroskop
Pro pocitani larvalnich adipocyti z celych jedinct, ze sagitalnich fezi a pro

vytvoifeni fotek, které slouzily pro pocitani mnozstvi lipofuscinovych granul a velikosti

larvalnich adipocytu, byl pouzit invertovany mikroskop (Olympus IX71).

3.12. Graphpad Prism
Statistickd data této bakalaiské prace byla zpracovana pomoci pocitacového

programu Graphpad Prism 7.03. Signifikance pro kvantifikaci larvalnich adipocytu

v celém jedinci a z parafinovych fezti pro mouchy, které byly drzeny na ND a HFD byla
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stanovena pomoci Two-way ANOVY a Tukey's multiple comparison testu podle
nasledujiciho postupu: hladina vyznamnosti p < 0,05 jedna hvézdicka (*), p < 0,01 dvé
hvézdicky (**), p < 0,001 tfi hvézdicky (***). Signifikance pro zménu poctu larvalnich
adipocyti v jednotlivych télnich oddilech analyzovanych z parafinovych ftezl, pro
vyhodnoceni signifikance zmény exprese gend, velikosti larvalnich adipocyti a poctu
lipofuscinovych granul byla pouzita metoda Two-way ANOVA a Sidak’s multiple
comparison test podle nésledujiciho postupu: hladina vyznamnosti p < 0,05 jedna
hvézdicka (*), p < 0,01 dve hvézdicky (**), p < 0,001 tii hvézdicky (***).
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4. Vysledky

4.1. Zména poctu larvalnich adipocyti béhem post-metamorfického vyvoje
Na pocatku této prace bylo zasadni zmapovat pribéh zmény poétu larvalnich

adipocytt u ¢asnych dospélcti a popsat jakou rychlosti se jejich po¢et méni.

Z po¢tt adipocyti v jednotlivych télnich ¢astech lze fici, ze pocet larvalnich
adipocytt u raného dospélce dramaticky ubyva v prub¢hu prvnich 72 hodin od vylihnuti
(Obr. 4). Pocet larvalnich adipocytd v hlavé a v thoraxu ubyva pfiblizné stejnou rychlosti,
ackoliv na pocatku post-metamorfického vyvoje jejich pocet dosahuje fadové desitek
bungk, jsou v téchto télnich oddilech larvalni tukové buiky naposledy pozorovatelné
Vv ¢ase 24 hodin po vylihnuti. Nejpocetnéjsi populace larvalnich adipocytl byla pozorovana
v abdomenu, kde tyto bunky pfetrvavaji nejdéle, a kde jsou naposledy pozorovatelné
v Case 48 hodin po vylihnuti. V ¢ase 72 hodin se larvalni adipocyty nevyskytovaly v zadné

z rozliSovanych casti téla.

Pocet adipocytt MSNGFP

150
3 . -o— Hlava
>
° 100 =& Thorax
o
© —— Abdomen
© *x K * % %
©
0o 50+
o * % %
o

0 T T \ ¢ : 4 \ ¢

0 24 48 72 96 120 144

¢as [hodin po vylihnuti]

Obréazek 4: Pocet larvalnich adipocyti v jednotlivych télnich Gastech. Graf zndzoriiuje pocet
larvalnich adipocytti (osa Y) v Case, ktery je vynesen na ose X. Na kazdy ¢as bylo pocitano 40
jedinct. Svislé pfimky zaznamenavaji smérodatnou odchylku. V ¢ase 0 hodin jsou vysledky
signifikantni v rozdilu po¢t adipocyti mezi vSemi télnimi ¢astmi (hladina vyznamnosti p < 0,001),
v ¢ase 24 a 48 hodin neni signifikantni pofet mezi hlavou a thoraxem, ovSem poCty mezi

abdomenem a zbylymi Castmi signifikantné vychazi (p <0,001). V ¢ase 72 hodin je vysledek
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nesignifikantni. K posouzeni signifikanci byla pouzita Two-way ANOVA a Tukey's multiple

comparison test.

Jelikoz z analyzy poctu larvalnich adipocyti nebylo mozné urCit piesné jejich
distribuci, velikost, morfologii a dalsi charakteristiky, rozhodli jsme se pro dalsi analyzu
téchto parametrii na parafinovych fezech celym individuem. Za timto ucelem byla
stanovena pro nasi laboratoi novd metodika umoznujici analyzu histologickych sagitalnich
fezi celym jedincem s naslednym kontrastovanim morfologickych struktur pomoci

Mallory trichrome barveni.

4.2. Analyza parafinovych sagitalnich fezi a Mallory trichrome barveni
Vnitini struktura a morfologie adipocyti byla analyzovana na parafinovych fezech

jedincu, kteti byli na ND (Obr. 5) i HFD (Obr. 6) v ¢asech 0, 24, 48 a 72 hodin (A-D) po
vylihnuti. Parafinové fezy a nasledné barveni vzorkd nam pomohly zmapovat ubyvani
larvalnich adipocytl a celkovou morfologii nejen larvalniho, ale také nove se formujiciho
dospélého tukoveého telesa.

Navzdory tomu, ze nam tento piistup odhalil morfologii — velikost a strukturu —
adipocytl, jejich pocitani pfedevsim v hlavé a thoraxu dalo mnohem niz$i pocty larvalnich
adipocytil ve srovnani s predchozimi vysledky. To miZe byt vysvétleno snahou pocitat tyto
adipocyty vzdy V centralnim sagitdlnim fezu jedincem — za u¢elem zachovani konzistence
pocitani a jejich srovnatelnost mezi analyzovanymi jedinci. Z takového fezu je mozné
napoditat srovnatelné pocty larvalnich adipocyti v abdomenu, ale v thoraxu a v hlavé je
zjevné vice adipocytl lokalizovanych v periferni oblasti t€chto té€lnich ¢asti a jejich pocty
na tomto fezu jsou tedy zna¢né podhodnoceny.

Tato pozorovani nicméné potvrdila diivéjsi vysledky =z pocitani larvalnich
adipocytt v abdomenu, kdy posledni larvalni tukové bunky byly viditelné v ¢ase 48 hodin
(Obr. 5C) po vylihnuti.

Analyza sagitalnich fezi nam déale umoznila pozorovat rozmisténi, velikostni
strukturu a charakter larvalnich adipocyti. Navic jsme diky vyuziti Malloryho trichrom
barveni zjistili, ze se larvalni adipocyty velmi kontrastné barvi ve srovnani s jakymikoli
dalsimi tkanémi purpurovou barvou. Tento fakt snizuje moznost ptehlédnuti larvalniho
adipocytu takika na minimum, navic nam tak bylo umoznéno pocitat kontrastni

lipofuscinové granule a tak dale adipocyty charakterizovat.
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NORMAL DIET PLOCHA - ABDOMEN

0 hpe

Bl aval 44.5%
Adult 7.3%
Bl Rest 48.2%

24 hpe

Bl | aval 15,0%
Adult 11,3%
Bl Rest 73,7%

48 hpe

Bl | aval 5,6%
Adult 17,2%
Bl Rest 77,1%

72 hpe

Adult 23,0%
Bl Rest 76,8%

Obrazek 5: Zména poctu larvalnich adipocytiu jedinci drZzenych na ND zndzornéna na
parafinovych sagitalnich fezech barvenych Malloryho trichrom barvenim. Na obrazku je
zdokumentovano ubyvéni larvalnich tukovych bunék v ¢asech 0 (A), 24 (B) a 48 (C) po 72
hodin (D) od vylihnuti.
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HIGH FAT DIET PLOCHA - ABDOMEN

0 hpe

B aval 48,8%

B Aduint 5,4%

Bl Rest 44,9%
24 hpe

Bl aval 7.4%

B Adult 17,8%

Bl Rest 74.8%
48 hpe

| aval 0,25%

B Adult 31,9%

Bl R 67,9%
72 hpe

B Adult 27,7%

El gest 72,3%

Obrézek 6: Zména poctu larvalnich adipocytti u much na HFD na parafinovych sagitalnich fezech
barvenych Malloryho trichrom barvenim. Na obrazku je zdokumentovano ubyvani larvalnich
tukovych bunék v ¢asech 0 (A), 24 (B),48 (C) a 72 hodin (D) od vylihnuti.
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4.3. Zména poctu larvalnich adipocyti z parafinovych sagitalnich fezi
Pro detailngj§i porozuméni probihajicich zmén v poctu a velikosti larvalnich

adipocyti v raném jedinci jsme se rozhodli charakterizovat také jejich variabilitu a
strukturu na sagitalnich fezech celymi jedinci, coz nam piineslo nové detailni informace —
obzvlast’ zajimavé v kontextu s pfedtim pozorovanymi larvalnimi adipocyty v jednotlivych
télnich oddilech.

Pro pocitani larvalnich adipocytl ze sagitalnich fezii byly vybrany mouchy, které
prodélaly vyvoj na vysokotuéné diet¢ (HFD) a pro porovnani s nimi zaroveii mouchy, které
byly Ziveny normalni dietou (ND). Z vysledkii miZzeme usuzovat, Ze jedincim na HFD
ubyvaji larvalni adipocyty rychleji (Obr. 8), v porovnani s mouchami na ND (Obr. 7), kde

pocty ze sagitalnich fezli odpovidaji poctiim larvalnich adipocytt z celych jedinct.

PocCet adipocytll ND

100 7 *x

—o— Hlava

—o— Thorax

o3
>
g —— Abdomen
o
© -
© 50
®
>0
o
o

0

Q 'Lb‘ NS AV

¢as [hodin po vylihnuti]

Obrazek 7: Pocet larvalnich adipocytd ze sagitalnich fezit ND. Tento graf potvrzuje ptedchozi
vysledky z pocitani larvalnich adipocytl na celych jedincich (Obr. 4), kdy jsou posledni larvalni
tukové bunky viditelné v abdomenu ve 48 hodinach po vylihnuti. Signfikantni jsou pouze zmény

pocti adipocyt v abdomenu (p < 0,001). Svislé piimky reprezentuji smérodatnou odchylku.
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Pocet adipocytd rezy HFD
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Obrazek 8: Pocet larvalnich adipocytii ze sagitalnich fezi HFD. Z grafu mizeme fici, Ze larvalni
adipocyty u jedinci na HFD uplné mizi béhem prvnich 24 hodinach v hlavé a v thoraxu. V tomto
Case také rapidné klesa jejich mnozstvi v abdomenu, kde jsou naposledy viditelné pravé ve 24
hodinach po vylihnuti. Svisla pfimka ur¢uje smérodatnou odchylku. Signifikantni je zména poctu
larvalnich adipocytii v abdomenu mezi ¢asy 0 a 24 hodin od vylihnuti (p < 0,001). V hlavé a

Vv thoraxu je vysledek nesignifikantni, stejn¢ jako v abdomenu mezi casy 24 a 48 hodin.
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Obrazek 9 A, B, C: Pocet larvalnich adipocytii ze sagitalnich fezii v jednotlivych télnich oddilech.
V grafech je zaznamenan Ubytek larvalnich adipocytt v hlavé (A), thoraxu (B) a abdomenu (C) u

jedinct drzenych na HFD a ND, kdy v hlav¢ je signifikantni ubytek adipocyti mezi ND a HFD v
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¢asech 0 a 24 hodin od vylihnuti ( p< 0,001). V thoraxu jsou vysledky nesignifikantni ve vSech
uvedenych ¢asech. A v abdomenu byl pozorovan signifikantni rozdil mezi ND a HFD v ¢asech 24
a 48 hodin po vylihnuti (p < 0,001). K vypoctu signifikanci byla pouzita Two-way ANOVA a
Sidak’s multiple comparisons tests. Svisla pfimka uréuje smérodatnou odchylku

Béhem pocitani larvalnich adipocytti na sagitalnich fezech jsme pozorovali vyskyt
lipofuscinovych granul (Obr. 10), které ndm charakterizovaly jednotlivé larvalni tukové
buiiky. ProtoZe lipofuscinové granule jsou v buiice pozlstatkem po autofagickych
udalostech, spojenych se snahou vyhnout se lipidové peroxidaci a pfedcasné smrti buiiky,
dalsi krok sméfoval k analyze jejich poétu u jedincti na HFD a ND v ¢ase 0 a 24 hodin od
vylihnuti (Obr. 11). Jejich mnozstvi bylo pocitano pravé na parafinovych sagitalnich

fezech v abdomenu.

Obrazek 10: Lipofuscinova granula v larvalnich adipocytech v abdomenu, na parafinovém

sagitalnim fezu v ¢ase 0 hodin po vylihnuti. Moucha na obrazku byla krmena ND.
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Pocet lipidofuscinovych granul

100 A
® ND

80 1

® HFD
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40 A
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Obrézek 11: Zména poctu lipofuscinovych granul z parafinovych tezi v ¢asech 0 a 24 hodin od
vylihnuti. Vodorovné linie vyznacuji smérodatnou odchylku. MnozZstvi testovanych adipocytu se
v ¢ase 0 hodin rovnd 40 adipocyti abdomenu, ve 24 hodinich poctu 35 adipocytii abdomenu.
Rozdily mezi HFD a ND jsou signifikantni v ¢ase 0 hodin (p < 0,05), ovSem v ¢ase 24 hodin
vysledky signifikantni nejsou. Mezi ¢asy 0 a 24 hodin od vylihnuti doslo k signifikantnimu snizeni
poctu lipofuscinovych granul (p < 0,001). K posouzeni signifikanci byla pouzita Two-way
ANOVA a Sidak’s multiple comparisons test.

Z grafu je mozné pozorovat, ze pocet lipofuscinovych granuli v buiice signifikantné
klesa s casem od vylihnuti, a Ze pocet téchto struktur je signifikantné nizsi, v buikach
jedinct drZzenych na vysokotu¢né diet€.

Oproti poctu lipofuscinovych granul dalo méfeni jejich priméru opacné vysledky.
Zatimco velikost adipocytli na normalni dieté zistava v Case konstantni, velikost larvalnich
adipocytt v jedincich na vysokotuéné dieté s Casem signifikantné rychleji roste a v case 24
hodin (p < 0,001) od vylihnuti jsou tyto buriky signifikantné objemné&;jsi (p < 0,01) (Obr. 12).

U HFD krmenych jedinci jsme navic pozorovali markantné hypertrofovanou tkan
dospélého tukového telesa. Dospélé tukové téleso nejenze vyrazné rychleji nabylo na
objemu, ale dokonce piekrocilo béhem prvnich par dni hranici, na kterou se jedinci krmeni

normalni dietou dle naSich pozorovani nikdy nedostali. Tento rychly a masivni nastup
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mize byt také piipisovan zrychlené remodelaci larvalnich adipocyti v HFD krmenych

jedincich, stejné jako jejich signifikantné zvySenym objemem (Obr. 5, 6).

4.4. Velikost larvalnich adipocyti
Po prokazani zmén poctu larvalnich tukovych bunék a lipofuscinovych granul

béhem prvnich dni po vylihnuti jedince nam piislo vhodné zmapovat, zda se méni i
velikost larvalnich tukovych bunék v jednotlivych télnich oddilech a zda bude rozdil mezi
jedinci na HFD a ND (Obr. 12).

Velikost larvalnich adipocytud
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Obrézek 12: Velikost larvalnich adipocyt v abdomenu v ¢ase 0 a 24 hodin po vylihnuti u jedinct
na HFD a ND. Kazdy bod v grafu reprezentuje jeden larvalni adipocyt. Velikost byla méfena na 10
adipocytech v kazdém case pro oba typy diet. Vodorovné linie vyznaéuji smérodatnou odchylku.
V ptipadé 24 hodin jsou vysledky mezi dietami signifikantni (p < 0,05). Mezi ¢asy u HFD je zména
velikosti larvalnich adipocytu také signifikantni (p < 0,001), u ND rozdily ve velikosti larvalnich
adipocytt signifikantni nejsou. K vypoctu signifikanci byla pouzita Two-way ANOVA a Sidak’s

miltiple comparison test.

Z naSich ptedb&znych pozorovani vime, Ze larvalni adipocyty jsou béhem pfemény
tukové tkané obklopeny makrofagy formujicimi CLS (Obr. 13 A) a internalizuji lipidové
kapky jak z cirkulace, tak ptimo z adipocyti (Obr. 13 B, C). Proto jsme se rozhodli
zmapovat expresi predeterminovanych gent, které hraji roli v internalizaci lipida (Crq),

indukci metabolické polarizace (Hifla), a systemické regulaci inzulinové signalizace

39



(ImpL2). Navic tyto geny v analyzované soustavé vykazuji expresi striktné

charakteristickou pouze pro makrofagy asociované s proméfiujicimi se adipocyty.

Obrézek 13 A, B, C: Makrofagy formujici korunu-pfipominajici struktury a internalizujici lipidové

kapky. Obrazek A zobrazuje CLS kolem larvalniho adipocytu 0 hodin staré drosophily. Obrazek B
ukazuje té€snou interakci mezi makrofagy a larvalnimi adipocyty a na obrazku C je patrnd

internalizace lipidové kapky makrofagem.

4.5. Genova exprese genu Crq, Hifla a ImpL2
Ziskané fenotypické charakteristiky daného systému nas vedly k otazce, zda mize

byt tento vitalni nepatologicky stav ovlivnén zvySenym zastoupenim lipidi v dieté. Proto
jsme se rozhodli zméfit expresi klicovych genti u much, které prodélaly vyvoj na ND
oproti na HFD v ¢asech 0, 24, 48, 72, 96 hodin po vylihnuti.

Pro vSechny tfi analyzované geny plati, ze jejich exprese je markantn¢é zvysena u
jedincti krmenych vysokotu¢nou dietou. Zvyseni exprese je mozné pozorovat jiz v ¢ase
vykukleni daného jedince a pietrvava i po dob¢, kdy v jedinci nejsou pozorovatelné zadné
larvalni adipocyty (48 hodin od vylihnuti). Za povSimnuti stoji, Ze snizujici se exprese
genu Crg (Obr. 13 A) a ImpL2 (Obr. 13 C) koreluje s klesajicim poctem larvalnich
adipocytt v abdomenu jedince, zatimco exprese genu Hifla (Obr. 13 B) dosahuje svého

vrcholu pravé v ¢ase, kdy jsou v jedinci pozorovany posledni larvalni adipocyty.
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Obrazek 11 A, B, C: Mira exprese genii Crg, Hifla ImpL2. K méfeni genové exprese bylo pouZito
27 vzorku v kazdém case na oba typy diet. U vSech tfi gent byl signifikantni narast u HFD.
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Vodorovné ptimky vyznacuji smérodatnou odchylku. U genti Crgq a Hifla je zvySena zména
exprese signifikantni mezi dietami ve vSech analyzovanych ¢asech (p < 0,001). Exprese genu
ImpL2 je signifikantné odlisna v ¢ase 0 hodin (p < 0,05), v ¢asech 24, 48 a 72 hodin (p < 0,001) a
Vv ¢ase 96 hodin (p < 0,01).

4.6. Moucha MsnF9-GFP x Srp-mCherry
Protoze vySe zminéné vysledky piindsi celou tadu zajimavych otazek, kterymi

bychom se chtéli zabyvat vnasem budoucim vyzkumu, rozhodli jsme se pfipravit
reportérovou linii, kterd by umoznila velmi snadnou identifikaci poctu jak larvalnich
adipocytt, tak makrofagh vjednom jedinci, aniz by zaroven zabranila genetickym
manipulacim jednotlivych bunéénych linii pomoci systému UAS-Gal4 (Brand & Perrimon,
1993). K tomu jsme se rozhodli vyuzit faznich tkanové specifickych proteind (Serpent -
Srp, Misshapen - Msn) oznafenych Cervenym a zelenym fluorescenénim proteinem
(sherry, GFP).

Provedené kiizeni dalo vzniknout moucham nesoucim marker MsnF9-GFP, ktery je
viditelny v jadrech zelené sviticich larvalnich adipocytl, zaroven se Srp-mCherry

makerem, ktery specificky ¢ervené zviditeliiuje hemocyty (Obr. 12 A, B).

Obrézek 12 A, B: Moucha MsnF9-GFP x Srp-mCherry. Konfok&lni mikroskopicky snimek 0 hodin
staré mouchy zobrazuje vyskyt larvalnich adipocytd s makrofagy, dohromady tvoticich CLS.

Fotografie ukazuji podstatné mnozstvi larvalnich tukovych bunék v hlavé a v thoraxu.
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5. Diskuze

Data uvedena vyse popisuji prubéh premény tukové tkdné€ a roli makrofagi v tomto
procesu V prvnich dnech zivota drosophily. Protoze nase vysledky charakterizuji obecné
velmi malo prozkoumany biologicky fenomén, musime se v diskuzi spokojit s odkazy na
informace ze sav¢i biologie a na prace dokumentujici vliv vysokotu¢né diety na polarizaci

makrofagi u dospélych — kompletné zralych — jedinct.

5.1. Ubyvani larvalnich adipocyti v prvnich dnech Zivota D. melanogaster
Jednim ze zajimavych faktl, které piineslo naSe pozorovani je pfitomnost

larvalnich adipocytti ve vSech tiech télnich oddilech drosophily, kdy jejich velikost, pocet a
rychlost jejich ubyvani se mezi jednotlivymi oddily zna¢né 1i8i. Tato skute¢nost je 0 to vic
zarazejici, uvédomime-li si, Ze tyto buniky pochdzeji z jednoho relativné homogenniho
platu larvalniho tukového télesa (Hoshizaki et al., 1994). Tato pozorovani lze vysvétlit tim,
ze larvalni tukové téleso vykazuje zatim nepfili§ dobfe pochopenou variabilitu téchto
subpopulaci bun€k (Nelliot, Bond, & Hoshizaki, 2006). Dalsi moznosti vysvétleni jsou
rozdilné faktory specifické pro jednotlivé télni oddily, které v pocate¢ni fazi pfemény
tukové tkané ovliviiuji, do jaké miry se stanou hypertrofické. Larvalni adipocyty
Vv jednotlivych télnich oddilech budou pravdépodobné navic energeticky dopliiovat rizné
biologické procesy spojené s post-metamorfickym vyvojem jedince. Larvalni tukové
bunky v hlavové ¢asti budou pravdépodobné ptispivat ke zrani centralni nervové soustavy,
kterd je schopna katalyzovat mastné kyseliny pro produkci bunééné energie (Schulz et al.,
2015). Larvalni adipocyty thoraxu budou pravdépodobné zajist'ovat zdroj lipodi pro svaly,
protoze jmenovité triglyceridy pfedstavuji hlavni zdroj energie pro svalovinou tkan
dominujici tomuto té€lnimu oddilu (Zhao & Karpac, 2017). Oproti tomu larvalni adipocyty
abdomenu budou zprostiedkovavat dostatek tuku pro zrani ovarii a formovani dospélého
tukového télesa (DiAngelo & Birnbaum, 2009). Zrani ovarii je u drosophily zavislé na
nutriénich podminkach, zejména pak na syntéze a vitelogeninu v tukové tkéni a na
akumulaci lipidovych kapek v pokro¢ilém stadiu oogeneze (Mendes & Mirth, 2016).
Aktualni potieba spojena s konkrétnim procesem by tedy nasledné mohla charakterizovat

rychlost odbouravani larvalnich adipocytt stejné jako celkovou metabolickou homeostazi.
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5.2. Makrofagy tukové tkané (ATMs)
Zajimava je skuteCnost, ze ve vSech naSich pozorovanich byly larvalni tukové

buniky v t€sném kontaktu s makrofagy formujicimi CLS. Tento fakt nas ptivadi na fadu
spekulativnich otazek o divodu jejich pfitomnosti. Kromé naSich pozorovani byly u
drosophily CLS makrofagy pozorovany pouze v piipad¢, kdy bylo zabranéno metamorfoze
inhibici G¢inku ekdyzonové signalizace (Valenza et al., 2018). Zatimco nejjednodussi
vysvétleni se da prisoudit jednoduse snaze odstranit umirajici larvalni adipocyty, realita
muze byt mnohem komplikovanéjsi, protoze jak ukazaly naSe pozorovani, makrofagy
aktivné pfijimaji lipidové kapky, které zlarvalnich adipocytl unikaji do cirkulace.
Pfitomnost tohoto jevu, znamého z obézni tukové tkané savcli je navic podpoiena
vyznamnou expresi genu Crq, ktery je homologem k sav¢imu scavenger receptoru CD36,
zodpovédnému za tento proces u savcl. Receptor CD36 piimo zprosttedkovava absorpci
mastnych kyselin a jejich esterifikaci v ATMs. Jeho dulezitost v procesu indukce
inzulinové resistence byla uk&zéana experimenty s cilenym snizenim jeho exprese v ATM,
kdy tento zasah vede ke snizeni intolerance ke glukoze (Aouadi et al., 2014). Jak jiz bylo
ukézéano dfive, internalizace lipidi vede u makrofagh ke spusténi dvou zésadnich kaskad
vedoucich ke zmén€ bunééného metabolismu a k produkci specifickych faktort
inhibujicich inzulinovou signalizaci u drosophily (Woodcock et al., 2015), (Morgantini et
al., 2019). V této praci jsme se zamé&fili na exprese genu Hifla a jeho vlivu na ImpL2. Oba
tyto geny vykazuji vyraznou transkripéni aktivitu v makrofazich béhem procesu pfemény
tukové tkdn€ a zda se, ze je mira jejich exprese zavisla na pfitomnosti larvalnich adipocytt.
Tento fakt naznacuje pritomnost jisté zpétnovazebné smycky, kdy vystaveni makrofagl
velkému zdroji lipidd vede k posileni exprese vSech tii genli zapojenych v téchto
procesech. Porozuméni tohoto mechanismu bude diilezité pro identifikaci jejich vzajemné
interakce a jejich vzajemny vliv na expresi. Lze pfedpokladat, ze kromé genu ImpL2, ktery
je znadmy tim, Ze extracelularné blokuje inzulinovou signalizaci Vvyvazovanim
Drosophila Insulin-like peptidi (Honegger et al., 2008), vykazuji makrofagy take aktivitu
JNK kindzy a produkuji gen Upd3, ktery je znamy tim, ze také dokaze blokovat
inzulinovou signalizaci (Woodcock et al., 2015). Na rozdil od genu ImpL2, Upd3 blokuje
insulinovou signalizaci uvnitt buiiky, aktivaci JAK-STAT kaskady v buikach nesouci na
svem povrchu receptor JAK (Yang & Hultmark, 2017). Zapojeni téchto genovych kaskad a

jejich vzajemné propojeni by mohlo piedstavovat jedno z témat navazujiciho projektu.
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Nezodpovézenou otazkou zlstava, jaky biologicky vyznam mulze mit indukce
inzulinové resistence v prubéhu post-metamorfického vyvoje jedince. Jak bylo ukazéno
diive — velkad exprese genu ImpL2 ma vyznamny potencial v ovlivnéni mnoha procesu
spojenych se spotifebovavanim energie v dospélé mouse (Honegger et al., 2008). ImpL2 je
zodpovédny za regulaci bunééného metabolismu tukovych (zména velikosti lipidovych
bunék) i svalovych bunék (zména exprese glykolytickych gent) (Kwon et al., 2015). Jeho
produkce tak mtze signifikantné ovlivnit jak zrani tukového télesa, tak i aktivitu svalovych
vlaken. ImpL2 byl navic ukazan, jako podstatny regulator zréni ovarii, coz by mohlo
ukazovat na jeho roli jakozto faktoru, ktery odklada nastup téchto procesi v dobé
ptitomnosti larvalnich adipocytu, jako signalu nedokoné¢eného post-metamorfického
vyvoje (Figueroa-Clarevega & Bilder, 2015). Jeho role v téchto procesech ov§em musi byt
experimentdlné¢ ovéfena za pouziti specifické indukce RNAi proti tomuto genu.
Alternativnim vysvétlenim mozného pusobeni genu ImpL2 by mohla byt jeho role
v indukci lokdlni inzulinové resistence pusobici pouze na bunky larvalniho tukového
télesa, ktera je esencialni k aktivaci autofagie a histolyzy adipocyti u drosophily i u
¢loveka. Inzulinova resistence se piirozené u drosophily rozviji béhem ptechodu z aktivni
larvalni faze na nepohyblivou fazi kukly, v této fazi také dochéazi k pohybtim jednotlivych
tkani, tyto pohyby jsou nezbytné pro aktivaci TOR signaliza¢ni kaskady v larvalnim
tukovém télese (Kim, Bilder, & Neufeld, 2018). TOR kinaza hraje kli¢ovou roli v bunééné
kontrole metabolismu, ristu bunky a zprostfedkovani autofagie v pravé ptipadé inzulinové
resistence (Ost et al., 2010). Tak by mohla byt zajisténa lokalni izulinova resistence
preménujici se tukové tkané, zatimco jing, na inzulinu zavislé procesy v raném dospélci, by
mohly bez komplikaci probihat. Na inzulinové signalizaci v dospé€lé fazi zivota drosophily
je zvelké casti zavislé predevsim fizeni reprodukce a nutricni chovani (Badisco, Van

Wielendaele, & Vanden Broeck, 2013).

5.3. Pritomnost lipofuscinovych granul
Na zajimavou historii larvalnich adipocyti odkazuje vysoky pocet lipocuscinovych

granul. Larvalni adipocyty podstupuji béhem své remodelace autofagii, ¢imz se odstranuje
prebytek larvalnich tukovych bunék béhem metamorfozy (Aguila et al., 2007). Ackoli
panuje obecné shoda o tom, Ze jejich vznik je vysvétlovan, jako zbytek praveé z procesu
autofagie, béhem niz vznikaji autofagozémy a lipofuscinové granule jsou jejich
pozistatkem (Ost et al., 2010), (Butterworth, Emerson, & Rasch, 1988). Neni zcela jasné,

zda se jich buiikky mohou zbavovat, anebo se akumuluji v butice az do konce jeji Zivotnosti
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(Ost et al., 2010). Pochopeni t&chto procesti je obzvlast dilezité v kontextu nagich
pozorovani, protoze se zda, ze pocet lipofuscinovych granul v buiikach s casem post-
metamorfického vyvoje klesa. To lze vysvétlit bud’ schopnosti bunék se téchto granul
zbavit, nebo preferen¢nim odstranénim bun¢k vykazujicich vysokou abundanci téchto
granul. Z tohoto pohledu si jist¢ analyza poctu lipofuscinovych granul zaslouzi dalsi
pozornost, nebot” by tyto granule mohly ptedstavovat spousté¢ pro bunéfnou smrt

adipocytt.

5.4. Vliv vysokotu¢né diety na prfeménu tukové tkané
Soucasti této prace bylo posoudit efekt vysokotu¢né diety na vySe popsané

charakteristiky provazejici remodelaci tukové tkané u drosophily. Tento experimentélni
zasah nam poodhalil fadu velmi zajimavych zjisténi. Pfedné je zjevné, Ze proces premény
larvalniho tukového télesa je urychleny drzenim jedinci béhem vyvoje na vysokotu¢né
dieté. Urychleni tohoto procesu je pro nas piekvapivym vysledkem, protoZe jsme oc¢ekavali
spiSe vyssi pocet adipocytll a delSi dobu jejich setrvani v dospélosti. Vysledky tohoto
pozorovani mohou byt vysvétleny prodlouzenou dobou vyvoje jedinci drzenych na
vysoce-kalorické stravé. Dietou indukovana snizena citlivost k inzulinu je jednim z dtvodi
prodlouzeni doby metamorfozy (Palanker Musselman et al., 2011). Tato skuteCnost
nasledné posouvd u nami analyzovanych jedinc pocateni bod analyz (€as vykukleni),
ackoli pfeména tukového télesa nemusi byt timto procesem ovlivnéna. Tato hypotéza
ovSem nedokaze vysvétlit vSechny zmény indukované drzenim jedinc na HFD, jako je
narist velikosti larvalnich adipocyti v ¢ase po vykukleni, nizs$i pocet lipofuscinovych
granul, pfipadné podstatnéjsi depozici tukovych zasob v tukové tkani dospé€lého tukového
télesa. Nesmime tedy opomenout ani opa¢ny pohled, kdy by pravé akcelerovana pieména
tukového télesa mohla zapftiCinit zpomaleni metamorfozy, nebot’ je znamo, Zze pfeména
tukového télesa je nevyhnutelnou podminkou pro uspé&$né dokonéeni metamorfozy
(Kerkis, 1931). Jak jiz bylo uvedeno dfive, larvalni faze je charakteristickd nadmérnym
pfijmem potravy, coz podporuje rychlost rist a akumuluje se tak zasoba energie prave
Vv larvalnim tukovém télese. Larvalni tukové bunky pietrvavaji do rané dosp€losti mouchy
a v této fazi hraji zasadni roli zdroje energie pro prvni dny zivota (Aguila et al., 2007).
Vzhledem ktomu, ze jiz pfedchozi prace ukazaly, ze vysoko-kalorickd dieta vede
K hyperglykemii a akumulaci triglyceridi u drosophily, nase pozorovani morfologicky
doplnuji predesla metabolicka méfeni, kdy bylo ukazano, Ze drosophila by mohla slouzit

jako dobry experimentalni model pro pochopeni procest, které jsou zodpovédné za rozvoj

46



DMZ2T, a to diky schopnosti identifikovat zasadni geny a s nimi spojené interakce (Graham
& Pick, 2017).

5.5. Aktivace kaskady Crg-Hifla-ImpL2
Jako velmi zajimavym vysledkem se v tomto kontextu jevi vliv HFD na aktivaci

Crg-Hifla-ImpL2 kaskady. Exprese gent zapojenych v této kaskad¢ je signifikantné vyssi
Vv porovnani s makrofagy jedinci drzenych na standardni dieté. To muZe byt zapii¢inéno
vystavenim makrofaglh signifikantné vétSim davkam unikajicich lipidit ze zralejSich
hypertrofickych adipocyti — jak naznacuje jejich zvétSena velikost. Efekt internalizace
lipidli na expresi genu ImpL2 v makrofazich byl recentné objeven na$i experimentalni
skupinou (Morgantini et al., 2019). V paralelni studii toho fenoménu v sav¢ich
experimentélnich systémech a v ¢lovéku se ukazalo, Ze se jedna o velmi konzervovanou
signaliza¢ni kaskadu s pfesahem k indukci lidskych onemocnéni. Oproti pribéhu
expresniho profilu u jedinci drzenych na standardni dieté, u jedinci na HFD se zd4, Ze
exprese téchto gentli neklesa ani v dobé€, kdy jiz v sobé zadné larvalni adipocyty nemaji. To
ukazuje na moznou chronickou aktivaci téchto kaskad zplsobenou pravdépodobné
zvySenou koncentraci cirkulujicich triglyceridi v hemolymfé. Schopnost makrofagh
internalizovat lipidy byla jiz prokdzéna v pfedchozich pracich a lze usuzovat, Zze tim
makrofagy brani ektopické deposici lipidd v jinych organech a tkanich a limituji tak
toxické dopady lipidi na funkci dalich organt (Woodcock et al., 2015). Jak bylo totiz
ukéazano, drosophilam drzenych na HFD se lipidové kapky hromadi v srdci, coz zapficinuje
zrychleny srde¢ni tep a tim zvySené riziko onemocnéni srdce (Diop & Bodmer, 2015).
Jednoduse feceno, vysokotucna dieta ziejmé vede Kk urychleni pfemény tukové tkané za
cenu Uniku vét§tho mnozstvi lipidit a zvySenou resistenci na inzulin. Samotné detaily
mechanismu a dopady na celkovou fyziologii jedince musi byt ovéfeny dalSimi

experimenty.

Jako dalsi krok k pochopeni pfemény tukové tkané u drosophily navrhujeme naptiklad
experimentalni vypnuti nebo regulaci funkce hemocyti. A také mizeme pouzit genetické
markery pro inhibici apoptdzy u larvalnich tukovych bunék. Pro zhodnoceni rtznych
variant pfemény tukové tkan¢ a reakce na podil lipid ve stravé je mozné nechat mouchy

hladovét a sledovat jejich vyvoj stejné tak, jako zkouSet rizné druhy diet, naptiklad se
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zvySenym podilem cukrd. Pro blizs§i pochopeni morfologie nejen tukové tkané by bylo
mozné zanalyzovat jiz vytvofené transverzalni fezy, jako dalsi mozZnost by mohly byt

zhotoveny kryo fezy za nasledného pouziti MALDI zobrazovaci techniky.
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6. Zavér

Z experimentalnich vysledkl této prace vyplyva, ze bylo otestovano n¢kolik metodickych
pfistupd, které byly vyuzity k analyze poctu, velikosti a morfologii adipocyti. Metoda
parafinovych fezti pomohla nejen ke kvantifikaci, ale také ke zmapovani poméru tukového
télesa béhem post-metamorfickeého vyvoje Drosophila melanogaster. Tato metoda byla
také pouzita pro testovani vlivu vysokotuc¢né diety. Z vysledka vyplyva, ze dieta s vy$Sim
podilem lipida ovliviiuje velikost larvalnich adipocytd, vede ke zvySené akumulaci lipidi

Vv dospélé tukové tkani a zvySené expresi signaliza¢ni kaskady Crq - Hifla - ImpL2.
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