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1. Uvod

Udrzovani homeostazy je extrémné dulezita vlastnost organismu, kterd mu umoziuje
vyrovnavat se se zménami vné&jSiho prostiedi a uchovat si své biologické funkce.
Mnohobunécné organismy se museji neustale potykat s fluktuacemi energetickych substratu,
zptisobenych napt. zvySenym vydejem energie nebo nedostateCnym piisunem Zzivin. Pro
udrZeni metabolické homeostazy je nezbytna kompenzace téchto vykyvi, ktera je zajisténa

regulaci metabolismu sacharidu a lipida (Hardie, 2012).

1.1. Metabolismus sacharidi a lipidii u hmyzu

Béhem Zivotniho cyklu hmyzu €asto dochazi k situacim, které vyzaduji velké mnoZzstvi
energie — at’ uz se jedna napi. o proces metamorfozy u hmyzu s dokonalou proménou,
zdolavani vétsich vzdalenosti pomoci letu nebo o proces reprodukce. Kromé toho se hmyz
také musi vyrovnat s nedostatkem potravy pii nepfiznivych podminkach prostiedi. Z toho
divodu si v dobé dostatecného piisunu zivin buduje zna¢né energetické zasoby — zasobni
sacharidy ve form¢ polymerniho glykogenu a lipidy ulozeny jako triglyceridy (Lorenz a Géde,
2009).

Dulezitou slozku hmyzi potravy tvofi sacharidy. Polysacharidy z potravy jsou
hydrolyzovany ve stievé na glukozu, ta poté prochazi pies stievni epitel do hemolymfy a
nasledn¢ do tukového télesa. Zde je glukoza plsobenim enzymu trehal6oza-6-fosfatsyntaza
rychle konvertovana na trehalozu (Matsuda et al., 2014). Trehal6za je neredukujici disacharid,
ktery je hlavni sacharidovou slozkou hmyzi hemolymfy. Po dosazeni ur¢ité koncentrace
trehaldzy je jeji syntéza zastavena a glukdza je pisobenim enzymu glykogen syntaza ukladana
ve formé glykogenu. U dospélych much jsou glykogenové zasoby lokalizovany piedevsim
Vv tukovém télese a létacich svalech, kdezto larvy ukladaji glykogen hlavné ve svalech télni
stény (Roach et al., 2012).

Dal$im vyznamnym energetickym substratem jsou lipidy. Hlavni zdsobni formou
lipidt jsou triglyceridy (TG), molekuly glycerolu se tfemi mastnymi kyselinami ptipojenymi
esterovymi vazbami. TG jsou formovany esterifikaci diglyceridi (DG) vzniklych napf.
degradaci fosfolipidli, ¢i z kyseliny fosfatidové produkované glycerol fosfatovou drahou
(Canavoso et al., 2001). Hlavnim mistem akumulace TG je tukové téleso. Adipocyty tukového
télesa maji pro lipidy vétsi zasobni kapacitu nez glykogen. Navic lipogeneze byva pted

syntézou glykogenu uptfednostnéna. Napiiklad u samic A. aegypti je 50 % glukézy ptijaté



stravou pouzito pro syntézu lipidi a 35 % pro syntézu glykogenu (Zhou et al., 2004). TG totiz
obsahuji ptiblizné osmkrat vyssi kaloricky podil na jednotku hmotnosti a pro organismus jsou
proto vyhodnéjsi energetické zasoby ve formé tuki (Downer a Matthews, 1974).

Akumulace energetickych zasob je fizena predevsim inzulinovou signalizaci (Semiuk
etal., 2018), ktera je jednim z klicovych regulatorti rovnovahy mezi ulozenymi a cirkulujicimi
sacharidy. U D. melanogaster bylo popsano celkem 8 ILP, které se podileji nejen na regulaci
metabolické homeostazy, ale také na vyvoji stresovych reakci a délce zivota (Teleman, 2010).

Tyto peptidy aktivuji inzulinovy receptor a spoustéji tim intracelularni kaskadu, ktera
je evoluéné velmi konzervovana. Signdl od ILP je pfenaSen ptes inzulinovy receptor a jeho
substrat CHICO na  fosfatidylinositol ~ 3-kinazu  (PI3K), ktera  konvertuje
fosfatidylinositolbisfosfat (PIP2) na fosfatidylinositoltrisfosfat (PIP3). Ten aktivuje protein
kindzu B (dAkt), ktera fosforyluje transkripéni faktor dFOXO. Fosfatidylinositoltrisfosfat3-
fosfataza (PTEN) konvertuje PIP3 zpatky na PIP2, ¢imz inzulinovou drahu negativné reguluje
(Grutenko a Rauschenbach, 2017).

Pusobeni inzulinové signalizace u D. melanogaster zpusobuje akumulaci glykogenu
a zasobnich TG (DiAngelo a Birnbaum, 2009), potlacuje glukogenezi a indukuje glykolyzu
(Musselman et al., 2011). Kromé¢ toho také reguluje ptijem potravy (Nassel et al., 2013). Zda
se, ze na regulaci metabolismu se podileji predevsim ILP2, 3, 5 a 6.

ILP2, 3 a 5 jsou produkovany dvéma skupinami celkem 14 neurosekretorickych bunék
mozku, tzv. inzulin produkujicimi buiikami (IPC). Ablace téchto bunck zplsobuje
hyperglykémii, coz ukazuje, Ze peptidy produkované IPC maji podobnou funkci jako savéi
inzulin (Rulifson et al., 2002). Oproti tomu ILP6, produkovany tukovym télesem, ma K témto
peptidim opacny ucinek. Jeho plisobeni zvysuje hladinu cirkulujicich sacharidii a potlacuje

transkripci ILP2, 3 a5 (Suzawa et al., 2019).

1.2. Mobilizace energetickych zasob

PfestoZze k mobilizaci energetickych zasob dochazi po cely Zivot jedince, jejich
fyziologicky vyznam se v ruznych zivotnich etapach li§i. Zatimco v larvalnim stadiu je
mobilizace zasob nezbytnd predevS§im pro metamorfézu a piechody mezi jednotlivymi
vyvojovymi stadii, pro dospélce maji zasoby vyznam piedevSim pro pokryti energetického
poZadavku béhem pohybovych aktivit a pro reprodukci.

Larvy hmyzu s dokonalou proménou prochazeji nékolika larvalnimi instary a stadiem

kukly. Larva konstantné pfijimé potravu, dochazi k intenzivnimu déleni bun¢k a zvétSovani



organismu. Po dosazeni plné velikosti se prudce zvysi koncentrace ekdysteroidd, ktera
zapocina proces svlékani. Ke svlékani dochazi béhem larvalniho vyvoje nekolikrat, az larva
doséhne plné velikosti. Poté je uvolnéna velka davka ekdysteroidli (u nékterych druhtt hmyzu
dvé davky) a ta zapocne proces metamorfozy v ramci stadia kukly. Béhem metamorfozy je
larvalni organismus kompletné reorganizovan v dospélce. Tyto procesy jsou energeticky
velmi naro¢né a vyzaduji intenzivni mobilizaci glykogenu. Mobilizaci glykogenu katalyzuje
enzym glykogen fosforylaza, ktery odstépuje trehalézu z konci glykogenového fetézce.
Béhem metamorfozy casto dochazi kjeho uplnému vycerpani, protoje nedostatek
energetickych zasob béhem metamorfozy spojeny s vysokou mortalitou (Arrese a Soulages,
2010).

Energeticky nejvice naro¢nou ¢innosti dospélce hmyzu je let. Létaci svaly maji pouze
omezenou zasobni kapacitu, proto energii ziskavaji mobilizaci a transportem zasob z tukového
télesa. V prvni fad¢ dochazi ke $té€peni glykogenu, za soucasného uvolnéni trehaldzy a po jeho
vyd&erpani je energie ziskavana ze zasobnich TG (Robinson a Goldsworthy, 1979). Stépeni TG
katalyzuji lipazy za vzniku DG, jenz je ve vazbé na nizkodenzitni lipoforin transportovan
hemolymfou. Komplex nizkodenzitnich lipoforint je hydrolyzovan lipoforin lipazami, ¢imz
se odstépuji mastné kyseliny a glycerol (Chino a Downer, 1982). Létaci sval pfijima mastné
kyseliny pomoci transportnich proteini podobnych sav¢im FAT/CD36 (Brinkmann et al.,
2002). Mastné kyseliny pak v mitochondriich nasledné¢ podléhaji beta oxidaci mastnych
kyselin (Canavoso et al., 2001).

Zasoby energie jsou nutné také pro plodnost jedince. Pro spravny vyvoj vajicek je
nezbytny transport energeticky bohatych molekul z tukového télesa do vaje¢nikt (Arrese a
Soulages, 2010).

1.3.  Regulace mobilizace energetickych zasob

Mobilizace energetickych zasob je zprostfedkovana piedevs§im adipokinetickymi
hormony (AKH) a ptibuznymi peptidy. Jejich produkce je lokalizovana v neurosekretorickych
bunikach corpora cardiaca, odkud jsou v piipadé potieby uvolnény do hemolymfy a
transportovany do tukového télesa (Kim a Rulifson, 2004). Adipocyty tukového télesa jsou
opatieny receptory pro adipokineticky hormon (AKHR), jeZ se po navazani ligandu aktivuji a
vyvolaji kaskadu reakci vedouci k aktivaci enzymi §tépicich glykogen a TG.

Uloha AKH v mobilizaci energetickych zasob byla zkoumana u celé fady hmyzich

druhti, v¢etné D. melanogaster. Ztrata funkce AKH u D. melanogaster ma za nasledek



zvysenou hladinu tukovych a glykogenovych zasob a snizenou hladinu cirkulujicich sacharida
a DG (Galikova et al., 2015). U nulovych mutantid v Akh byla zjisténa také vyssi rezistence
vici hladovéni (Sajwan et al., 2015). Navic v souladu s funkci AKH pii mobilizaci energie,
injekéné vpraveny AKH peptid vyrazné zvysuje hladinu jednoduchych sacharidi (Kucerova,

nepublikovana data).

1.4. Adipokinetické hormony

AKH tvofi rodinu malych peptidickych hormond, ktera zahrnuje pies 60 ¢lenti a byla
nalezena u vice nez 80 druhi hmyzu (Géde et al., 2008). U n¢kterych druhtt hmyzu, napt. B.
mori, bylo nalezeno vice rozdilnych AKH i jejich receptorti (Roller et al., 2008).

Vsechny nalezené hmyzi AKH peptidy maji nékteré spolecné znaky, zejména jejich
délky se pohybuji v rozmezi osmi az deseti aminokyselin. Krom¢ toho byly u vSech popsany
posttranslaéné modifikované konce (pyroglutamatovy zbytek na N-konci a karboxyamid na
C-konci), dvé aromatické aminokyseliny na ¢tvrté a osmé pozici a velmi i Casto asparagin na
sedmé pozici (Gade, 2009).

Znacna strukturni podobnost s AKH byla zjisténa také u dalSich peptidl, vcetné
corazoninu (CRZ) (Obr. 1) a AKH/CRZ ptibuzného peptidu (ACP), se kterymi AKH ziejmé
sdili spole¢ny puvod (Hansen et al., 2010).

Drome-AKH pGlu-Leu-Thr-Phe------------- Ser-Pro-Asp-TrpNH2
Drome-CRZ pGlu------- Thr-Phe-GIn-Tyr-Ser-Arg-Gly-Trp-Thr-AsnNH2

Obr. 1: Sekvence peptidii Drome-AKH a Drome-CRZ mad pét spolecnych aminokyselin.

1.5. Corazonin

Corazonin je jedenactiaminokyselinovy neuropeptid, produkovany v dorsolateralnich
neuronech pars cerebralis (Choi et al., 2005). Veenstra (1989) poprvé identifikoval tento
peptid u P. americana, pozd¢ji byl identicky nebo velmi podobny peptid popsan u zastupcti
rodu Orthoptera (Hua et al., 2000), Lepidoptera, Hymenoptera a Diptera (Nassel, 2002).

CRZ je u hmyzu velmi rozsifeny a mé vysoce konzervovanou strukturu. Jediné rozdily
v aminokyselinové sekvenci lze identifikovat na sedmé pozici, kde se vyskytuje bud’ Thr, nebo
GlIn. Nékteré druhy hmyzu vzacné vykazuji i jiné rozdily, napt. A. mellifera — Thr* a His’
(Roller et al., 2006), ¢eled” Mantophasmatidae — His* a GIn’ (Predel et al., 2007).



I ptes vysoce konzervovanou strukturu CRZ peptidu bylo u rtiznych druhtt hmyzu
popsano velmi odlisné fyziologické pasobeni — kardiostimulace u P. americana (Veenstra,
1989), indukce kutikularni pigmentace u L. migratoria (Tawfik et al., 1999) ¢i regulace délky
larvalniho vyvoje u B. mori (Tanaka et al., 2002). U D. melanogaster byl zjistén vliv CRZ na
spermatogenezi a sexualni chovani (Zer-Krispil et al., 2018) a podil na fizeni stresové
odpovédi a metabolismu (Kapan et al., 2012; Sha et al., 2013; Kubrak et al., 2016).

Metabolické ptisobeni CRZ bylo zkoumano piedevsim u D. melanogaster. Sha et al.
(2013) vytvorili mouchy snulovou mutaci v CrzR, u nichz zjistili vyrazn¢ zménény
metabolismus etanolu vlivem zvysené akumulace acetaldehydu. Kapan et al. (2012) pouzitim
RNA interference umlceli Crz geny v CRZ produkujicich neuronech a poté u téchto much
pozorovali znaéné zvySeni rezistence vic¢i hladovéni. Kubrak et al. (2016) se podrobné&ji
zam¢étili na metabolismus sacharidi po umlceni genu CrzR v tukovém télese. Kromé zvysené
resistence vici hladovéni zjistili, Ze béhem hladovéni dochazi u téchto much k pomalejSimu
vy€erpavani zéasobnich sacharidii a lipidi. Navzdory niz§imu piijmu potravy mély tyto
mouchy vyssi t€lesnou hmotnost a vyssi glykogenové zasoby. Vysledky téchto praci ukazuji
na velmi podobné metabolické u¢inky CRZ a AKH.

1.6. Receptory pro AKHa CRZ
AKHR a CRZR patii mezi receptory spirazené s G-proteiny (GPCR). VSechny GPCR

maji podobnou topografickou strukturu, ktera byla evoluci dobfe konzervovana (Caers et al.,
2012). Prochazeji sedmkrat cytoplazmatickou membranou a jednotlivé transmembranové
domény jsou spojeny tiemi intracelularnimi smyc¢kami a tfemi extracelularnimi smyc¢kami.
Dale maji extracelularni N-konec, ktery obsahuje n€kolik glykosyla¢nich mist a intracelularni
C-konec s fosforylaénimi misty.

AKHR a CRZR patii do rodiny receptortt podobnych rhodopsinu, nejvétsi podrodiny
GPCR. Vyznacuji se DRY motivem na okraji cytoplazmatického konce treti
transmembranové domény a NSxxNPxxY motivem v sedmé doméné (Oldham a Hamm,
2008). Bylo zjisténo, ze tyto motivy jsou dtlezité pro aktivaci GPCR (Ballesteros et al., 2001).

Nékteré vyzkumy naznacuji, Ze AKHR aktivuji dvé drahy takzvanych ,,druhych
poslti a pusobi ptes cAMP prostiednictvim Gas proteinu a také tak i Ca2+ pomoci proteinu
(Vroemen et al., 1998; Yang et al., 2013). Goq proteiny pisobi na enzym fosfolipazu C §tépici
fosfatidylinositolbisfosfat za vzniku inositoltrifosfatu. Inositoltrifosfat uvoliiuje vapenaté

ionty z endoplasmatického retikula a zpusobuje ptiliv extracelularnich vapenatych iontd, jez



spousti kalcium-kalmodulinovou kaskadu (Berridge et al., 1995). Vazbou s vapenatymi ionty
zméni kalmodulin svou konformaci a tim spusti aktivaci kalmodulin-dependentnich
proteinkinaz, napt. glykogen fosforylazu (Géde et al., 1991). V druhém piipadé aktivace
proteinu Gas Stimuluje aktivitu adenylatcyklazy s$tépici ATP na cAMP. Vzristajici
koncentrace CAMP aktivuje cAMP dependentni proteinkinazy, napf. proteinkinazu A, které

fosforyluji cilové enzymy, napt. glykogen fosforylazu (Van Marrewijk et al., 1993).

1.7. Koevoluce AKH/AKHR, CRZ/CRZR, ACP/ACPR

Dalsi zajimavé podobnosti odhalil vyzkum genomickych dat receptorti gonadoliberin
(GnRH) u obratlovct a receptort AKH, ACP a CRZ u ¢lenovct. Na zakladé sekvenovani a
srovnavani sekvenci se podafilo ziskat podklady pro navrzeni hypotézy o koevoluci téchto
receptort 1 jejich ligandl, ktera predpoklada, ze tyto proteiny jsou blizce ptibuzné a maji
spole¢ny piivod (Hansen et al., 2014).

V dobé zhruba pied 700 miliony lety doSlo u prvoustych k duplikaci genu
ancestralniho GNRH a jeho receptoru. Tato duplikace mé¢la za nasledek u mékkysa a
krouzkovcu vznik genu Crz a jeho receptor a genu pro peptid podobny AKH a jeho receptoru
(Hauser a Grimmelikhuijzen, 2014). U genu pro peptid podobny AKH a jeho receptoru
nasledné prob¢hla dalsi duplikace, ktera vedla ke vzniku Akh/AKhR a Acp/AcpR u hmyzi linie
a umoznila vznik nezavislych hormonalnich signalizaci AKH, ACP a CRZ (Roch et al., 2014).

A B
Arthropoda
Drosophila, Apis, Daphnia CRZR [M CRZ e AKH O
itoes, Bombyx, T I T T
Nasonia, Rhiodnius [cRzR M [acPR DB [AkHR b CRZEO) ACPQ AKH@
Tribolium , pea aphid I ACPR M I AKHR H ACP e AKH O

Mollusca/Annelida / \ /

Apiysia, Capitla, Holobdalls | CRZR‘< r crRzO \ AKH@

a-GnRHO

Obr. 2: Navrzeny model koevoluce AKHR, CRZR, ACPR a jejich ligandi (Hansen et al.,
2014).




Park et al. (2003) klonoval rizné GPCR D. melanogaster do oocytt X. laevis za ti¢elem
sledovani specificity vazby ligand-receptor. Zjistil, ze mezi AKH/AKHR, CRZ/CRZR a
kardioaktivnim peptidem koryst (CCAP) a jeho receptorem existuje zkiizena reaktivita, tzn.,
ze tyto receptory mohou byt aktivovany i jinymi ligandy. Toto zjisténi podporuje hypotézu o
koevoluci, protoze je pravdépodobné, Ze i receptory reaguji na peptidy, které jsou K jejich

ligandtim piibuzné.

® o o o

ECso=1nM  10nM  100nM  1yM  >10uM

r=¢ L () No response at

log(PM[EC 50)]) =~ 10uM

PFCNAFTGCa @ () * | CCAP
pQTFQYSRGWTNa * ‘ * | Corazonin
pQLTFSPDWa @ * . AKH

Obr. 3: Prehled specificity vazby ligand-receptor pro AKHR, CRZR, CCAPR. Je patrné, ze
receptory nejlépe reaguji na sviij specificky ligand, kdy k aktivaci AKHR staci 0,3 nM AKH,
CRZR reaguje na CRZ peptid o koncentraci I nM. Pri zvySeni koncentrace peptidit nad 10 uM
dochazi k aktivaci AKHR obéma pribuznymi ligandy, CRZR je aktivovan CRZ a AKH, na
CCAP nereaguje (Park et al., 2013).

Ptestoze CRZ a AKH jsou pravdépodobné blizce ptibuzné a maji podobné ucinky na
metabolismus D. melanogaster, jejich vzajemny vztah v organismu zatim je$té nebyl
objasnén. Z toho divodu jsme se rozhodli vytvofit dvojného nulového mutanta v
drahach AKH a CRZ a ovéfit, zda existuje vzajemny ucinek téchto drah v mobilizaci

sacharidovych a lipidovych zasob a ve vztahu vuéi k inzulinové signalizaci.



2. Cile prace

Pro udrzeni metabolické rovnovahy je kli¢ova sou¢innost akumulace a mobilizace
energetickych zasob, ktera je u D. melanogaster zajistovana antagonistickym pisobenim
signalizaci inzulint a AKH. Zda se vSak, ze na regulaci mobilizace energetickych zasob se
krom& AKH podileji i jiné neuropeptidy, napi. CRZ. Protoze vzajemny vztah mezi G¢inky
signalizaci AKH a CRZ neni jasny, pro jejich studium navrhujeme pouzit genetickou analyzu

ptislusnych mutantd.

Tato prace méla nasledujici cile:

1. Ovéfeni existujicich mutantd v CrzR.

2 Provéfeni nékterych vzajemnych vztahti mezi signalizacemi AKH a CRZ.
3. Utinky mutaci v Akh a CrzR na hladinu cirkulujicich sacharidi a lipida.
4 Vztah Akh a CrzR k inzulinové signalizaci.



3. Material a metody
3.1. Chov octomilek

Pro chov octomilek se v nasi laboratofi pouzivaji sklenéné vialky s vatovou zatkou.
Vialky obsahuji zhruba 5 ml standardniho média (8 % kukufi¢na mouka, 5 % cukr, 1 % agar
a 4 % kvasnice), které slouzi jako potrava pro larvy i dospélce. Do jedné sklenéné vialky
davame piiblizn¢ 40 much a 14 dni uchovavame v termostatu (25 °C, 70% vlhkost vzduchu,
svételna perioda 12 hod svétlo/12 hod tma). Po této dobé jsou mouchy piemistény do vialek

s Cerstvym médiem. Genotypy chovanych octomilek jsou uvedeny v Tabulce 1.

3.2. Priprava dvojného mutanta

Pro ziskani dvojného mutanta s nefunkéni AKH a CRZ signalni drahou byly kiizeny
mouchy Akh' a CrzR%. Oba studované geny (Akh a CrzR) se nachazi na 3. chromozomu, z toho
divodu bylo nutné kfizit mouchy tak, aby se homologni rekombinaci chromozomu dostaly
ob& mutace na jeden chromozom ziroveil. Mutanti Akh! a CrzR% byli zkiizeni a jejich
heterozygotni potomstvo bylo spafeno s mouchami s balancovanym tfetim chromozomem
(W'8; Cyo/If; MKRS/TM6B). Mezi potomky téchto much byli piitomni dvojni mutanti, ale
mutace nebyly opatfeny Zadnym markerem. Z toho divodu byli virginelni samicky a
sameckové této generace oddeleni po jednotliveich a spafeni s mouchami s balancovanym
tfetim chromozomem (W'88; Cyo/If; MKRS/TM6B).

Po nakladeni dostate¢ného poctu vaji¢ek byli potencialni dvojni mutanti usmrceni a
testovani pomoci specifickych primert a polymerazové fetézové reakce (PCR). Potomci
ovéfenych dvojnych mutantl byli kiizeni mezi sebou, z ¢ehoz jsme obdrzeli dvojné mutanty
v homozygotnim stavu (Obr. 6). Sjednoceni genetického pozadi jsme z ¢asovych duvodu
neprovadéli, proto je u dvojného mutanta nezndmé. Jako kontrolni genotypy jsme u dvojného

mutanta Akh?, CrzR% pouzivali w a yw.



Ak X CrzRo!

® Akh! /CrzR%! x &F CyO/If: MKRS/TM6F

NN A

CyvO/+; Akh!, CrzR?! /TM6F % CyvOo/If; MKRS/TM6B
PCR testovani \
CyvO/+; Ak, CrzR* /TM6B X CvO/+,; Akh!, CrzR%! /TM6B

|

Akhi, CrzR

Obr. 4: Schéma kiizeni dvojného mutanta Akh?, CrzR:.
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Tabulka 1: Charakteristika octomilek pouzitych v této praci.

Mutovany o .
n P ni lik Ceni i
Genotyp chromozom uvodni publikace Oznaceni Popis Puvod
. . Delece 3 nt (lysin) v genu Akh, ktera ma za y
1118 1 il 5
wttis: Akh 1. Sajwan et al., 2015 Akh elledlels (i el v Rt M. Zurovec
WL AKhAP 1l Galikové et al., 2015 AkhAP Delece genu Akh, vlivem posunuti Gteciho R. Kiihlein
’ ' ? ramce také nefunkéni sousedni gen pro Apr. ’
WS- AKnRE624 I Gronke et al., 2007 AKhRY Inzerce P elementu v 5" UTR genu AKhR, ktera R Kiihlein
’ ' zpusobuje nulovou mutaci genu. ’
Nagarkar-Jaiswal et al., 2015 _ i i
YAWSTEZ3: CrzRMB00838 m g CrzRMinos Igrzzeche elementu Minos ve 3. intronu genu BDSC
i Inzerce kazety MiMIC v poslednim intronu
Typsk- M103082 MiMIC
y'w*; CrzR Il Bellen et al., 2011 CrzR genu CrzR. BDSC
ywo7e23; CrzR0 1. Sha et al., 2014 CrzR™ Delece 8 kb useku v genu CrzR. J.H. Park
. Delece 3 nt v genu Akh, tvorba nefunkéniho .
i 01 1 01 ’
Akh!, CrzR 1I. Tato prace Akh!, CrzR peptidu + delece 8 kb tiseku v genu CrzR, M. Zurovec
w8 [f/CyO; MKRS/TM6B 1., . - Balancovany 2. a 3. chromozom. BDSC
T Referenéni genotyp pro mutanta Akh!
w==(1) w (1) a dvojného mutanta Akh?, CrzR%, BDSC
X AP
Wiiie (2) Galikové et al., 2015 w (2) siffrﬁgcm genotyp pro mutanty Akh R. Kiihlein
S Minos MiMIC
yiw* ) yw Referencni genotyp pro CrzR™"s, CrzR , BDSC

CrzR" a dvojného mutanta Akh!, CrzR%.




3.3.  Ovéreni dvojného mutanta
3.3.1. lzolace DNA

Testovana moucha byla homogenizovana ve smési 50 pl 50 x ,squishing™ pufru (10
mMTris-Cl pH 8.2, 1 mM EDTA, 25 mMNaCl) a 1,25 pg proteinazy K (Promega). Smés byla
1 hod. zahfivana pii 56 °C v blokovém termostatu a pro inaktivaci enzymu byla teplota
nasledn¢ zvysena na 94 °C po dobu 10 min. Takto pfipraveny vzorek byl protfepan, kratce

odstfedén a pouzit jako templat pro PCR.

3.3.2. PCR - polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je zalozena na cyklicky se opakujicim kopirovani
urcitych usekd DNA, které jsou vymezeny uméle vytvofenymi oligonukleotidy, tzv. primery.
Reakce se ucastni enzym polymeraza, ktery za pritomnosti nukleotida syntetizuje nova vldkna
po vzoru obou puvodnich vldken, koncentrace novych kopii tak exponencidlné vzrasta.
Pravidelnymi zménami definovanych teplot dochazi ke stfidani fazi PCR reakce (Mullis,
1990).

Reakéni smés (pro 1 reakci) méla celkovy objem 10 ul a obsahovala 1xDreamtag
Green PCR Master Mix (Thermofisher), 0,25 uM 5" primeru, 0,25 uM 3" primeru a 1 pl
Z izolace DNA ,,squishing* pufrem. Tato smés byla napipetovana do PCR zkumavky a vlozena
do termocykléru (ProGene). Pouzité primery jsou popsany v Tabulce 2, program PCR reakce

je uveden v Tabulce 3.

Tabulka 2: Primery pouzité pro ovéfeni dvojného mutanta Akh!, CrzR%.

Testovany gen: 5" - 3" primer: Teplota: Produkt:
CATACCAATGCATTTCGTCTCA
CrzR" 62°C  ~25kb
CCGGAAGAGTAGGGTATTGG
Akht CTCATTTTATTTTCCTCTATATAGACC 56°C 150 pb
~ Y
ATTGTTGAGAAAGGAGTGTTC
CTCATTTTATTTTCCTCTATATAGTTGA
Akh"t 54 °C ~ 150 pb
ATTGTTGAGAAAGGAGTGTTC
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Tabulka 3: Program PCR pouzity pro ovéfeni dvojného mutanta Akh?, CrzR%,

Opakovani: Krok reakce: Teplota: Cas:
1 x Predenaturace 94 °C 2 min.
Denaturace 94 °C 30 sek.

35 % Nasedani primert (Ta) dle primert 30 sek.
Prodluzovani 72 °C 30 sek.

1 x Finalni prodluzovani 72 °C 1 min.

3.3.3. Gelova elektroforéza

Tato metoda je zaloZena na oddéleni fragmentl nukleovych kyselin o rozdilné
velikosti. K oddélovani rizné dlouhych fragment dochazi diky migraci zaporné nabitych
molekul nukleovych kyselin smérem ke kladné nabité elektrodé, migracni rychlost fragmentt
se vSak lisi v zavislosti na jejich velikosti (Kirkpatrick, 1991).

Nejprve byl ptipraven 1% agarovy gel v 1x TAE pufru (40 mMTris; 20 mM kyselina
octova; 1 mM EDTA) sptidavkem 0,01 pg etidium bromidu. Po ztuhnuti byl gel
v elektroforetické vaniéce zalit 1x TAE a do pfipravenych jamek bylo napipetovano 10 pl
PCR produktu. Pro kontrolu velikosti separovanych fragmenti bylo na gel napipetovano také
5 ul velikostniho markeru (100 bp DNA Ladder Ready to Load, Solis Biodyne).
Elektroforeticka separace DNA fragmentt probihala 40 min. pii elektrickém napéti 100 V.
Velikosti oddélenych PCR produktt byly nasledné vyhodnoceny pod UV zati¢em (Ultraviolet

Transluminator, UVP).

3.3.4. Méreni genové exprese

Tento test byl proveden pro kvantifikaci transkripti poZzadovanych genti. Nejdtive byla
izolovana celkovd RNA, po jejimz vzoru byla enzymem reverzni transkriptdza vytvofena
cDNA. Relativni genova exprese byla dale zjiStovana pomoci kvantitativni RT PCR.

Pro méfeni exprese CrzR bylo pouzito 30 dospélych sameéktt much CrzR%, CrzRMinos,
CrzRMMIC o stati 3 dnii. Jako kontrolu jsme pouzili 30 dospélych sameck®i yw stejného stafi.

Dale jsme méfili expresi genti Bmm a Thor 20 larev ve 3. instaru mutant Akh?, CrzR%,
dvojného mutanta Akh', CrzR%. Jako kontroly bylo pouzito 20 larev ve 3. instaru genotypu yw

aw.
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3.3.5. lzolace RNA

Pro izolaci RNA byla pouzita metoda izolace nukleovych kyselin smési fenolu a
chloroformu. Princip této metody spoc¢iva v oddéleni nukleovych kyselin a proteint na zakladé
rozdilné polarity. Zatimco nukleové kyseliny se ochotn¢ rozpousti v polarnim vodném roztoku
fenolu, ktery ma mnohem mensi polaritu, K rozpusténi nukleovych kyselin téméf nedochazi.
Polarita proteint je dana jednotlivymi aminokyselinami, a proto se proteiny koncentruji na
rozhrani vodni a fenolové faze. Odebranim vodni faze a opakovanym oddélovanim

jednotlivych fazi je mozné izolovat velké mnozstvi nukleovych kyselin (Sambrook et al.,
2006).

Pfi izolaci RNA jsme postupovali nasledujicim zptsobem:

1. Vzorek byl homogenizovan teflonovym homogenizérem v 1 ml izolaéniho média
TriReagent (firma MRC) a ponechdn 10 min. v pokojové teploté.

2. Do smési bylo ptidano 200 ul chloroformu, smés byla dikladné promichéna,
ponechana 2 min. pfi pokojové teploté a odstfedéna (12 000 x g, 15 min., 4 °C).

3. Zhruba 80 % vzniklé vodni faze s obsahem nukleovych kyselin bylo pfemisténo do
nové zkumavky. Zbylych 20 % vodni faze i s interfazi a trochou fenolové faze bylo
také premisténo do nové zkumavky, odstiedéno (12 000 x g, 5 min., 4 °C) a 80 % nové
odd¢lené vodni faze bylo ptidano k jiz odebrané vodni fazi.

4. Nukleové kyseliny byly vysrazeny piidavkem 500 ul izopropanolu, vzorek byl
ponechan 10 min. pti pokojové teploté a odstiedén (12 000 x g, 10 min., 4 °C).

5. Oddé¢lena tekutina byla opatrné odstranéna, k sedimentu byl ptidan 1 ml 75% etanolu
a vzorek byl odstfedén (7 500 x g, 5 min., 4 °C).

6. Etanol byl odstranén a sediment byl vysuSen vystavenim vzduchu v oteviené
zkumavce po dobu 5 min.

7. Sediment byl rozpustén ve 100 pl destilované vody bez RNaz.

Takto izolovana RNA byla nasledné ptecisténa pomoci Nucleospin RNA II izola¢niho kitu
(MACHEREY-NAGEL) podle nasledujiciho postupu:
1. 100 pl izolované RNA bylo smichdno s 300 pl pufru RA 1 a 300 pl absolutniho
etanolu.
1. 700 pl pfipravené smési bylo naneseno na Nucleospin RNA Il izola¢ni kolonku a
odsttedéno (11 000 x g, 30 sek., 25 °C).

2. Kolonka byla pfemisténa do nové sbérné nadoby.
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3. Pro odstranéni soli na membrané¢ bylo na kolonku naneseno 350 ul pufru MDB a
kolonka byla odstfedéna (11 000 x g, 1 min., 25 °C).

4. Pro odstranéni DNA bylo na kolonku aplikovano 95 pl roztoku rDNazy (pomér
rDNazy a reakéniho pufru byl 1:9), vzorek byl 15 min. ponechan pti pokojové teplotg.

5. Nasledn¢ byla rDNaza deaktivovana piidanim 200 ul pufru RAW 2, kolonka byla
odsttedéna (11 000 x g, 30 sek., 25 °C) a premisténa do nové sbérné nadoby.

6. Na kolonku bylo naneseno 600 pl pufru RA 3, kolonka byla odstfedéna (11 000 x g,
30 sek., 25 °C) a tekutina odstranéna.

7. Poté bylo na kolonku naneseno 250 ul pufru RA 3, vzorek byl odstiedén (11 000 x g,
2 min., 25 °C) a kolonka byla pfemisténa do 1,5 ml zkumavky bez obsahu RN4z.

8. Nakonec byla RNA navazana na kolonku uvolnéna do 60 pl vody (bez obsahu RN4z)
finalnim odstiedénim (11 000 x g, 1 min., 25 °C).

9. Pro zvyseni koncentrace byl roztok RNA znovu piemistén na kolonku a odstfedén
(11 000 x g, 1 min., 25 °C).

10. Koncentrace a kvalita RNA ve vodném roztoku byla zjisténa pouzitim pfistroje
Nanodrop.

Izolovana RNA byla nasledné pouzita pro tvorbu cDNA pomoci reverzni transkripce.

3.3.6. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, pii kterém dochazi k piepisu informace z RNA na
cDNA. Tato reakce je katalyzovana enzymem reverzni transkriptaza, ktery se v piirodé
uplatiiuje napfi. pi1 zaclenéni retroviru do genomu hostitele. Laboratorni pouziti toho enzymu
se ukézalo byt velmi uzite¢né pii zjiStovani genoveé exprese.

Reverzni transkripce izolované RNA byla provedena pomoci kitu RevertAid H Minus
First Strand cDNA synthesis (Thermoscientific) podle navodu od vyrobce: reakéni smés (pro
1 reakci) méla celkovy objem 20 pl a obsahovala 200 U reverzni transkriptazy, 20 U inhibitoru
RNaz (Ribolock), 10 mM nukleotidd (DNTPs), 100 uM OligoDT, 5x reakéni pufr a 1 ug
celkové RNA. Smés byla vlozena do termocykléru (ProGene), kde probihala reakce pii

programu: 42 °C: 1 hod. — 70 °C: 5 min. — 16 °C: neomezeno.

3.3.7. Kvantitativni PCR v realném case (q RT PCR)
Tato metoda vychazi z klasické PCR, kdy dochézi k cyklickému kopirovani tseku
templatové DNA, jenZ je vymezen syntetickymi oligonukleotidy, tzv. primery. Rozdilné

mnozstvi templatové DNA se v reakci promitne ve mnozstvi vznikajiciho produktu a tento
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rozdil je mozné monitorovat pomoci fluorescentni interkalacni barvy. Z poctu cykli, kdy
dojde k prekroceni prahové hodnoty (Ct hodnoty) lze zjistit relativni rozdil mezi templaty.

Ziskané Ct hodnoty jsme analyzovali metodou ACt. Nase experimenty byly vykonany
ve dvou biologickych replikacich, kazda z nich se skladala ze tfech technickych replikaci.
Hladina exprese kazdého genu byla normalizovana na hladinu exprese genu pro receptor
protein kinazy C (Rackl) a priméry téchto normalizaci byly pouzity pro vypocet zmén genové
exprese. Timto zptsobem jsme vyhodnotili expresi genu pro CrzR, Thor, Bmm.

Reakéni smés (pro 1 reakci) méla celkovy objem 20 pl a obsahovala: 1x HOT FIRE
Pol Solis Green gPCR Mix (firma Solis Biodyne), 0,25 uM 5" primer, 0,25 uM 3" primer
(Tabulka 4). Mix pro reak¢ni smés byl pripraven ve vétsim objemu pro vSechny reakce a byla
rozpipetovana po 15 ul do 48 jamkové qPCR desticky. Nasledné bylo do kazdé reakce
pfimichano 5 pl 5% ziedéné cDNA. Pro zamezeni odparu reakce béhem analyzy byla qPCR
desticka ptelepena specialni kryci folii. Poté byla qPCR desticka vloZzena do termocykléru
(Eco, llumina), kde probihala RT PCR na nastaveny program (Tabulka 5). Pouzité primery

jsou popsany v Tabulce 4.

Tabulka 4: Primery pouzité pro kvantifikaci exprese geni CrzR, Bmm a Thor pomoci
kvantitativni RT PCR.

Testovany gen: 5" primer: 3’ primer:
CrzR CCTTTGATCGTCTGCCCAGT CACAAGTCGCGTGAAGTTGG
Bmm ATTAAGCTGCTTTCCCTACC  AAGTCCTCCACCATTACTCT
Thor CCAGGAAGGTTGTCATCTC CGTAGATAAGTTTGGTGCCT

Tabulka 5: Program kvantitativni RT PCR pouzity pii kvantifikaci genti CrzR, Bmm a Thor.

Opakovani: Krok reakce: Teplota: Cas:

1 x Predenaturace 94 °C 10 min.
Denaturace 94 °C 10 sek.
40 x Nasedani primera 60 °C 20 sek.
Prodluzovani 72 °C 20 sek.
55 °C 15 sek.

1 x Kfivka teplot tani produktt
95 °C 15 sek.
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3.4. Stanoveni hladin sacharidi a lipida
3.4.1. Priprava testovanych larev vyvijejicich se na definovaném médiu

Zhruba 100 much bylo na 24 hod. umisténo do klicek s médiem z ovocného dzusu (25
% ovocného dzusu, 2,5 % cukru, 2,3 % agaru, 0,12 % metylparaben). Druhy den bylo
vyménéno médium z ovocného dzusu s malym piidavkem pasty z Kvasnic, klicky byly na 4
hod. umistény v termostatu (25 °C). Poté byla miska s médiem s nakladenymi vajicky na 24
hod. ulozena v termostatu (25 °C). Larvy v 1. instaru byly na 72 hod. pfemistény po 30
jedincich do vialek s 5 ml definovaného média (10 % cukru, 5 % kvasnic, 1,2 % agaru, 0,3 %
metylparabenu). Dospélci a larvy ve 3. instaru tak byli pfipraveni pro testy, u nichz je
nezbytné, aby larvy béhem vyvoje konzumovaly potravu s definovanym obsahem zivin,

vlhkosti a starim.

3.4.2. Odbéry hemolymfy z larev

Larvy ve 3. instaru, které se zivily definovanym médiem, byly vyplaveny 3%
cukernym roztokem, omyty ve vodé — etanolu — vodé — 50% savu — vodé a usuSeny na
papirovém ubrousku. Poté bylo vZdy 5 larev pfemisténo na mikroskopické sklo a opatrné, bez
poruseni tukového télesa, natrzeno pomoci pitevnich pinzet. Ze vzniklych ran vytekla
hemolymfa, ktera byla odebrana pipetou (1 pl) a pouzita bud’ ke stanoveni cirkulujicich

sacharidii, nebo cirkulujicich lipidi.

3.4.3. Stanoveni hladiny cirkulujicich sacharidi u larev pomoci anthronového ¢inidla

Tato metoda vyuziva rozkladu redukujicich i neredukujicich sacharidii v silné€ kyselém
prostiedi — koncentrovana kyselina sirovéa dehydratuje sacharidy a vzniklé derivaty kondenzuji
s anthronovym cinidlem za vzniku barevnych komplexti. Pomoci spektrofotometrickych
metod pak lze urcit absorbanci vzorku a z t¢ pomoci kalibra¢ni kiivky nasledné vyhodnotit
mnozstvi sacharidi ve vzorku (Laurentin a Edwards, 2003).

Pro stanoveni obsahu cirkulujicich sacharidii (gluk6za + trehaloza) byly odebrany 2 pl
hemolymfy, ze kterych byl vytvoten 1% vodny roztok. Pro odstranéni bun¢k z hemolymfy byl
vzorek odstiedén (10 000 x g, 10 min., 4 °C) a pfepipetovan do nové zkumavky. Z kazdého
vzorku bylo odpipetovano 40 pl do tiéi zkumavek, ke kterym bylo do kazdé zkumavky pfidano
230 pl anthronového ¢inidla (72% H2S04, 50 mg/ml anthronu). Pro vytvoieni kalibraéni fady
byly spolu se vzorky ptipraveny standardy glukézy s davkou 1,6 ng; 3,6 png; 7,2 ug; 14,4 ng;
28,8 ug; 57,6 ng a sterilni vodou jako ,,blank*. Vzorky byly nasledné inkubovany 8 min. pfi
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100 °C v blokovém termostatu, ochlazeny na ledu a dikladné protiepany. Poté bylo 200 pul
roztoku napipetovano na mikrotitraéni desticku a nésledovalo méfeni absorbance pomoci
ELISA ctecky (Spectra Max 340 PC, Molecular Devices) pii vinové délce 620 nm. Pomoci

kalibra¢ni kiivky byla nasledn¢ zjisténa koncentrace sacharidt ve vzorku.

3.5. Méreni efektu injikovaného CRZ na obsah celkovych sacharidi v

téle dospélce

Dospéli 3 dny stafi sameckové CrzR% a yw, kteti byli chovani po 20 jedincich od 1.
larvalniho instaru na oby¢ejném médiu (8 % kukufi¢né mouky, 5 % cukru, 1 % agaru a 4 %
kvasnic), byli uspani na CO> desticce. Poté jim bylo intrathorakalné¢ (mezi pteropleuru a
mesopleuru) pomoci mikroinjekce (Nanoject I, Drumond Scientific Company) vpraveno 50
nl roztoku umeéle syntetizovaného Drome-CRZ nafedéného v Ringerové roztoku (0,13 M
NaCl, 1,3 mM KClI, 6,8 mM CaCl2. 2H20, 2 mM MgCI2. 6 H20, 2 mM NaHCO3) v
koncentraci 1. 10" M. Pro ujisténi, e injekéni aplikace roztoku probéhla spravnym zptisobem,
byl roztok Drome-CRZ obarven pfidanim malého mnozstvi modrého barviva Brilliant Blue
FCF (Sigma Aldrich).

Injikované mouchy byly co nejrychleji pfemistény po 10 jedincich do vialek
s oby¢ejnym médiem. Poté byly rozdéleny do 2 skupin — prvni skupina byla usmrcena po 2
hod. od injekce roztoku Drome-CRZ a druha po 6 hod. Po usmrceni byly mouchy po 10
jedincich homogenizovany jehlovym sonikatorem v 1 ml 70% etanolu. Vzorek byl odsttedén,
tekutina odebrana do nové zkumavky a sediment vyluhovan stejnym zptsobem. Oba extrakty
byly spojeny v jedné zkumavce a odpafeny ve vakuové odstfedivce (SpeedVacJouan RC
10.22). Vznikly sediment byl rozpustén ve 100 pl destilované vody. Z toho byly odpipetovany
2 ul do 198 ul destilované vody a tento roztok byl pouzit pro stanoveni sacharid pomoci
anthronového ¢inidla (viz vyse). Jako kontrolni mouchy byly pouZity také CrzR% a yw, kterym
vSak byl injekéné vpraven Ringertiv roztok s malou pfimési modrého potravinaiského barviva.
Tyto mouchy byly usmrceny po 6 hod. od injekce a zpracovany stejnym zpuisobem jako

mouchy injikované Drome-CRZ.

3.6. Stanoveni obsahu cirkulujicich lipidi u larev pomoci sulfo-

fosfovanilinového testu

Tento test zahrnuje 2 reakce — béhem 1. reakce reaguji nenasycené mastné kyseliny

s kyselinou sirovou za vzniku karbonylovych iontd. Béhem 2. reakce reaguje vanilin
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s kyselinou fosfore¢nou, zc¢ehoz vznika ester kyseliny fosforecné, ktery reaguje
S karbonylovymi ionty z ptfedeslé¢ reakce. Tato reakce pak davd vzniknout barevnému
komplexu, diky kterému lze nasledné spektrofotometricky urcit absorbanci vzorku a z té,
pomoci kalibra¢ni kiivky, vyhodnotit mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin ve vzorku.
(Knight et al., 1972).

Pro stanoveni obsahu cirkulujicich lipida byl larvam ve 3. instaru, které se vyvijely na
definovaném médiu, odebran 1 pl hemolymfy. Ten byl nasledné¢ smichan se 100 pl
koncentrované kyseliny sirové. Vzorek byl 10 min. vafen ve vodni ldzni a poté prudce
ochlazen na ledu. Po ochlazeni byl pfidan 1 ml vanilinového ¢inidla (2 mg/ml vanilinu, 67%
H3PO4), vzorek byl diikladné promichan pomoci tiepacky a na 15 min. ponechan pii pokojové
teplote. Poté byl vzorek nanesen na mikrotitracni desticku a nasledné byla zmétena absorbance
vzorkd pomoci ELISA ¢tecky (Spectra Max 340 PC, Molecular Devices) pii vinové délce 546
nm. Mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin ve vzorku bylo stanoveno pomoci jiz
piipravené kalibra¢ni fady kyseliny olejové s ddvkou 0,282 ng, 0,565 pg, 1,412 pg, 2,825 g,
5,64 ng, 14,125 pg, 28,25 ug, 56,5 ug a sterilni vodou jako ,,blank*.

3.7. VaZeni larev

Larvy ve 3. instaru, které se zivily definovanym médiem, byly vyplaveny 3%
cukernym roztokem, omyty ve vodé — etanolu — vodé — 50% savu — vodé a usuSeny na
papirovém ubrousku. Poté bylo vzdy 10 larev od kazdého genotypu piemisténo do piredvazené

vazici misky a nasledné zvaZzeno na analytickych vahach (BOECO Germany).

3.8. Rezistence vici hladovéni

Test odolnosti vii¢i hladovéni byl proveden podle postupu popsaném v praci Kubrak
et al. (2016). Pro kazdou replikaci bylo z much, kter¢ se vyvijely na definovaném médiu, prvni
den po vykukleni vybrano 15 samecku, ktefi byli 3 dny umisténi do termostatu (25 °C) ve
vialkéch s definovanym médiem. Poté byli 3 dny stafi sameckové premisténi do vialek se 2

ml 0,5% agaru a uchovavani v termostatu (25 °C). Pocet uhynulych jedinct byl zaznamenavan

kazdé 4 hodiny.
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3.9. Imunodetekce ILP2 a ILP3
Pro imunodetekci ILP2 a ILP3 v IPC v mozku byly pouzity 96 hodin staré¢ larvy, které

se vyvijely na definovaném médiu. Testovany byly mutanti Akh! a CrzR%, dvojny mutant
Akh?, CrzR% a jako kontroly byly pouzity larvy W a yw.

Larvalni mozky byly vypitvany v 0,01 M fosfatovém pufru (PB), pH 7,4 a fixovany
4% roztokem paraformaldehydu ve fosfatovém pufru a 0,5% Tritonu X-100 (PBT) 2 hod. pti
pokojové teploté. Nasledné byly téikrat promyvany po dobu 15 min. v PB. Pro minimalizaci
nespecifickych vazeb primarnich protilatek byly vypitvané mozky 2 hod. inkubovany v 5 %
normdalnim kozim séru v PBT (bloka¢ni sérum) pti pokojové teplot¢.

Pouzité primarni kralici anti-IlLP2 a anti-ILP3 protilatky (obdrZzeny jako dar
z laboratote J. A. Veenstry) byly nafedény v bloka¢nim séru v poméru 1:2000. V takto
pfipravenych roztocich primarnich protilatek byly vypitvané a fixované mozky inkubovany
po dobu 3 dni pfi 4 °C. Poté byly mozky Sestkrat promyvany po dobu 10 min. v PBT.

Nasledovala inkubace se sekundarnimi protilatkami. Pro naSe experimenty byla
pouzita anti-krali¢i sekundarni protilatka (Alexa fluor 488 Goat anti-rabbit 1gG, Life
Technologies, Invitrogen), ktera byla nafedéna v roztoku PBT v poméru 1:200. V tomto
roztoku byly promyté mozky inkubovany pies noc ve 4 °C. Po inkubaci byly mozky Sestkrat
promyvany po dobu 10 min. v PBT a pfeneseny do kapky zalévaciho média Vectashield
(Sigma) aplikované na mikroskopickém podloznim sklicku (Mezel-Glasser 50). Vzorek byl
nakonec piiklopen krycim sklickem, které bylo po obvodu zafixovano prahlednym lakem.

Vizualizace pozitivniho signalu ILP2 a ILP3 byla provedena pomoci konfokalniho
mikroskopu FluoroView 1000 (Olympus) a objektivu UPLSAPO 40xO (Universal Plan Super
Apochromatic). Pofizené série snimk, které byly rizné proostiené v ose Z, byly slozeny do
vysledného 3D zobrazeni pouzitim programu Imaris 6.3.1. (Bitplane).

Finalni grafické upravy 3D fotografii byly provedeny v programu Adobe Photoshop
(Adobe Systems). Kvantifikace intenzity fluorescentniho signalu byla provedena v programu

ImageJ postupem popsanym Burgess et al. (2010).
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4. Vysledky

4.1. Ovéreni mutanti v CrzR

Vyhodou genetického vyzkumu D. melanogaster je moznost ziskat potencialni
mutantni linie octomilek z n€kolika chovnych center. Timto zptisobem jsme ziskali celkem tfi
linie, CrzR%, CrzRMMIC CrzRMiNS y nichz bylo potieba ovéfit poskozeni genu CrzR a miru
jeho exprese. Proto jsme pouzili kvantitativni RT PCR a pomoci ni jsme ur¢ovali hladinu
exprese genu pro CrzR u much CrzR%, CrzRMMIC CrzRMINS Jako kontroly byly pouzity
mouchy yw.

Nase méteni ukazalo, Ze mira exprese CrzR se mezi jednotlivymi genotypy vyrazné
ligi (Obr. 5). Zatimco u much CrzR% nedochazi k expresi CrzR, ¢imz se potvrdila nulové
mutace v disledku rozsahlé delece genu, u much CrzZRMM!C jsme naopak detekovali 8,2x
zvySenou transkripéni aktivitu genu CrzR vlivem inzerce elementu MiMIC. Tieti a posledni
testovana linie much CrzRM"® vykazovala stejnou mirou exprese CrzR jako kontrolni
mouchy, z ¢ehoz je patrné, ze inzerce elementu Minos neovlivnila expresi genu CrzR. Nase

vysledky ukazuji, ze jsme ziskali nejen ztratovou mutaci, ale i hypermorfu genu CrzR.

1,80E-04 . rxx ,
1,60E-04 | ns |
1,40E-04 =

1,20E-04
1,00E-04
8,00E-05
6,00E-05
4,00E-05
2,00E-05 I
0,00E+00

Y CrzR0O1 CrzR(Minos) CrzR{MiMIC)

CrzR

i

Ivni exprese genu

Relat
HH

Obr. 5: Mira exprese CrzR mRNA se lisi mezi mouchami s inzercemi mobilnich elementii a
deleci v CrzR. U much CrzR% nebyla detekovdna exprese CrzR, u much CrzRMin jsme
nezaznamenali zménu exprese CrzR oproti kontrolam (p = 0,638). Mouchy CrzRMMIC nagpak
vykazovaly vyssi miru exprese CrzR v porovnani s kontrolami (p < 0,001). Data v tomto grafu

Jjsou prezentovana jako = SEM, n = 2 nezavislé replikace s 15 mouchami v kazdé replikaci.
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Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit Studentiv dvouvybérovy t-test, p > 0,05 ns,
p < 0,001 ***,

4.2. Konstrukce dvojného nulového mutanta v Akh a CrzR

Dvojny nulovy mutant v AKH a CRZ signalnich drahach byl vytvoien podle schéma
ktizeni uvedeného v kapitole 3. Material a metody. Pfitomnost obou mutaci v heterozygotech
much Akh?, CrzR%/TM6B byla ovéiena pouzitim specifickych primera a metody PCR (Obr. 6
a Obr. 7) a poté byla vytvofena homozygotni linie much Akh?, CrzR,

01 500 pb
CrzR —

E>vc>\/¢w:>

'.IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

~ 8 kb
B Minos
5 primer
B -~
B 4O I )
SN A KANR 3xP3-eGFP| | Gal 4
A
R | <
N @ﬁ“’ s S primer

Obr. 6: Detekce nulové mutace v CrzR byla provedena pouZitim specifickych primeru a
metodou PCR. (A) Primery byly navrzeny do pozustatku Gal4, jenz se v genu nachazi vlivem
odstepeni od mobilniho elementu Minos, ktery byl mobilizovan za vzniku delece 8 kb useku
genu. 5'primer (zndzornén zelené) je navrzen do repetice, kterd se nachadzi pred kodujici
oblasti Gal4, zatimco 3 'primer (zndzornén cervené) je komplementdrni s kodujici oblasti
Gal4. Schéma bylo prevzato a upraveno podle Sha et al. (2014). (B) PCR produkty vytvorené
prostiednictvim specifickych primerii. Zatimco mutant CrzR* a dvojny mutant Akh*, CrzR%

produkovali PCR fragment o ocekavané velikosti 2,5 kb, u yw k tomu nedochdazelo.
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Obr. 7: Odliseni normdlniho a poskozeného genu Akh bylo provedeno pouZitim dvou pdri

L 100pb

specifickych primerii. (A) Pro detekci normalni i mutované alely jsme pouzili stejny 3 primer
(zndzornén cervené), na normalni gen AKh (AkhWt) pak nasedal 5 primer, ktery byl navrZen
zvelké casti do intronu a tremi nukleotidy zasahoval do exonu (zndzornén zelené). Pro
mutovanou alelu (AkhMut) byl 5 primer (zndzornén fialové) lokalizovany v intronu na stejném
misté jako primer pro nezménénou alelu, konec primeru vsak neobsahoval prvni tri nukleotidy
komplementarni se zacatkem exonu (na tomto misté je 3 nt delece), nybrz s nukleotidy, které
bezprostredné nasleduji po deleci. (B) PCR s pouzitim DNA z dvojného mutanta
V heterozygotnim stavu produkovala fragmenty o ocekavané velikosti (100 pb) v obou
reakcich. Jako pozitivni kontrola pro primery naviZené pro detekci mutované alely byla
pouzita DNA z mutanta AKhY, pro pozitivni kontrolu primerii detekujicich nezménény gen Akh

byla pouzita DNA z yw.
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4.3. Rezistence vici hladovéni
prezivani much béhem hladovéni (Sajwan et al., 2015; Galikova et al., 2015; Kubrak et al.,
2016). Z toho divodu jsme chtéli zjistit, jaky vliv na rezistenci vii¢i hladovéni ma absence
obou AKH i CRZ signalnich drah ve dvojném nulovém mutantovi a jak se tento efekt lisi od
vlivu jednotlivych mutaci v Akh a CrzR.

Test na rezistenci vici hladovéni byl proveden ve 3 opakovanich po 15 jedincich
kazdého genotypu. Pro srovnani t¢inkti mutaci jednotlivych drah s u¢inkem mutaci obou
AKH i CRZ drahy zaroveii byly testovany mouchy Akh! a CrzR% a dvojny mutant Akh?,
CrzR%. Pro zjisténi vlivu CRZ drahy byl spolu s nulovym mutantem v CrzR testovan také
hypermorfni mutant CrzZRMMIC. Do testovani jsme zahrnuli také mutanty AkhA” a AkhRZ,
protoze jsme chtéli ovéfit, zda se i v nasem experimentu projevi fenotypy, které byly u téchto
mutantd jiz popsany (Galikova et al., 2015).

Nase experimenty ukazaly, Zze mutanti AKh”®, Akh! a AkhR! vykazovali vyrazné
zvySenou rezistenci viéi hladovéni (Obr. 8 A+B), coz podporuje tvrzeni, ze AKH signalizace
zvySuje citlivost vuci nutri¢nimu stresu (Gronke et al., 2012; Sajwan et al., 2015; Galikova et
al., 2015).

V souladu s vysledky snizené CRZ signalizace (Kapan et al., 2012; Kubrak et al.,
2016) jsme ocekavali stejny fenotyp také u nulového mutanta CrzR. NaSe ocekavani se vSak
nenaplnilo, protoze nulovy mutant CrzR%* mél vyznamné snizenou rezistenci vii¢i hladovéni,

RMMIC yykazovala naopak vyrazné zvySenou rezistenci vidi

zatimco hypermorfa Crz
hladovéni (Obr. 7 C). U dvojného nulového mutanta Akh!, CrzR% jsme pozorovali zvyseni
rezistence vi¢i hladovéni, a to ve stejné miie jako mouchy Akh' (Obr. 7 D). Tento vysledek
naznacuje, ze fenotyp zvysené rezistence vici hladovéni u much Akh' pievazuje nad

fenotypem sniZené rezistence u CrzR%.
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Obr.: 8: Mutace v AKH a CRZ draze ovliviuji rezistenci viici hladoveni u dospélcii. (A+B) U
vSech testovanych mutantii v AKH signdlni drdze jsme pozorovali signifikanimi ndriist
rezistence viici hladoveéni (p < 0,001). (C) Nulovi mutanti CrzR® prezivali vyrazné kratsi dobu
(p < 0,001), hypermorfui inzercni mutant CrzRMM'® naopak prezival déle (p < 0,001). (D)
Dvojny nulovy mutant Akh, CrzR® md vyrazné zvysenou dobu prezivani oproti kontroldm i
mutantovi CrzR® (p < 0,001), avsak nelisi se od mutanta Akh* (p = 0,1207). Pro tento test
Jjsme pouzili 3 dny staré samecky (n = 3 nezavislé replikace s 15 mouchami v kazdé replikaci).

Vsechny vysledky byly analyzovany pomoci online nastroje OASIS 2 long-rank test (Han Kyu
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et al., 2016), vysledky mutantnich genotypu byly porovndavany viici odpovidajici kontrole.
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4.4, Efekt injek¢éné podaného roztoku CRZ na metabolismus sacharidi
dospélcu

ProtoZe se nase vysledky s vlivem CRZ signalizace na hladoveéni lisily od vysledku
publikovanych Dr. Kubrak (Kubrak et al., 2016), v dalsi ¢asti této prace jsme se vénovali
ovéfeni efektu CRZ signalizace na metabolismus sacharidii u D. melanogaster. Nejprve jsme
testovali G¢inek CRZ peptidu a mobilizaci uloZzenych zasob u dospélych much a to tim, Ze
jsme méftili hladinu celkovych jednoduchych sacharidi v téle much po injekci syntetického
Drome-CRZ. Pro tento experiment jsme pouzili mouchy yw a CrzR%. Injikaci much CrzR%
jsme ovétovali, jestli synteticky Drome-CRZ aktivuje pouze CRZR. Jako kontrolu jsme
pouzili mouchy yw a CrzR%, do kterych byl injekéné vpraven Ringertiv roztok, a po 6 hod.
byly zméteny hladiny jejich celkovych sacharidi.

U much yw jsme po 2 hod. od podani syntetického Drome-CRZ detekovali vyznamné
zvySenou hladinu celkovych sacharidi (glukoza + trehaldéza) v celém téle much oproti
kontrolnim yw, oSetfenym Samotnym Ringerovym roztokem. Po 6 hod. od podani Drome-
CRZ jsme téz zaznamenali signifikantné zvySenou hladinu celkovych sacharidl, ktera vSak
byla nizsi nez po 2 hod. (Obr. 9).

Nase vysledky potvrdily, ze injikovany CRZ funguje podobné jako AKH (Kucerova,
nepublikovand data) a zvySuje hladinu celkovych jednoduchych sacharidi v celém téle
dospélcti.
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Obr. 9: Injekcné podany Drome-CRZ zpusobil zvyseni hladiny celkovych sacharidii (glukéza
+ trehaloza) v tele much yw. Po 2 hod. od poddni syntetického Drome-CRZ jsme u much yw
pozorovali signifikantni nariist hladiny celkovych sacharidii (p < 0,001), kdezto u much CrzR%
se hladina celkovych sacharidii nezménila (p = 1). Po 6 hod. od poddni syntetického Drome-
CRZ jsme také pozorovali signifikantni narist hladiny celkovych sacharidii, efekt viak nebyl
tak vyrazny jako po 2 hod. od podani (p < 0,01), hladina celkovych sacharidii u much CrzR"
opét nelisila (p = 0,982). Data v tomto grafu jsou prezentovana jako = SEM, n = 4 nezavislé
replikace s 10 mouchami v kazdé replikaci, pro vyhodnoceni byla pouzita jednocestna ANOVA
nasledovana Tukeyho post-hoc testem, p < 0,01 **, p < 0,001 ***,

4.5. Utinky mutaci v Akh a CrzR na hladinu cirkulujicich sacharidi u
larev

Hypertrehalozemicky ucinek AKH signalizace je jiz dobfe prozkoumanym jevem,
ktery doklada cela fada studii nejen s ablacemi AKH produkujicich buné&k (Lee a Park, 2004;
Isabel et al., 2005), ale také naptiklad se ztratovymi mutacemi v AKH draze (Bharucha et al.,
2008; Galikova et al., 2015) u larev i dosp€lct. Protoze jsme podobny téinek pozorovali také
po injekénim podani syntetického Drome-CRZ u dospélct, zajimalo nas, jestli signalizace
CRZ a AKH funguji podobné¢ také v metabolismu sacharidii u larev.

V sérii pokusi zabyvajicich se metabolismem sacharidt u larev jsme nejprve pomoci
anthronového cinidla stanovili hladinu cirkulujicich sacharida (glukéza + trehaloza)
v hemolymf& larev 3. instaru mutant Akh', Akh*?, AkhR!, CrzRMMIC CrzR% a dvojného
mutanta Akh?, CrzR%. Jako kontroly byly pouzity larvy w a yw.

Stanovenim hladiny cirkulujicich sacharidu jsme zjistili, ze jednotlivé nefunkcni drahy
AKH a CRZ maji stejny ucinek, ktery se vSak lisi od uc¢inku absence obou drah zaroven. U
vSech testovanych mutantll v AKH drdze jsme zjistili vyznamné niz$i hladinu cirkulujicich
sacharidl (glukéza + trehal6za) v porovnani s kontrolami. Larvy mutantd Akh! a Akh*P maji
snizenou hladinu cirkulujicich sacharidéi zhruba o 20 %. U larev mutantii AKhR! bylo
pozorovano dokonce piiblizné 45% snizeni hladiny cirkulujicich sacharidd. Nizsi hladina
cirkulujicich sacharidii v hemolymf& byla pozorovéana také u nulového mutanta CrzR* ato o
25 % oproti kontrole. Oproti tomu hypermorfa CrzRMMIC nevykazovala zménu v hlading
cirkulujicich sacharidti. Velmi ptekvapivé bylo zjisténi, ze dvojny nulovy mutant v Akh a CrzR

vykazoval 0 40 % vyssi hladinu cirkulujicich sacharidi v porovnani s kontrolami (Obr. 10).
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Tento vysledek nas vedl k myslence, Ze u dvojnych nulovych mutanti mozna dochazi

ke sniZeni inzulinové signalizace.
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Obr. 10: Relativni hladina cirkulujicich sacharidii (trehaléza + glukéza) u larev mutanti
V Akh, CrzR a dvojného mutanta merena pomoci anthronového cinidla. U vsech testovanych
mutantu v AKH signalizaci byla detekovdna signifikantné nizsi hladina cirkulujicich
sacharidii v porovnani s kontrolami (Akh': p < 0,01, Akh*P: p < 0,05, AKhRY: p < 0,001). Nizsi
hladina cirkulujicich sacharidu oproti kontrolnim larvam byla zaznamenana také u larev
mutanta CrzR% (p < 0,01). U larev hypermorfy CrzRMMIpyla hladina cirkulujicich sacharidii
oproti kontroldm nezménéna (p = 0,0978). Larvy dvojného mutanta Akh', CrzR% vykazovaly
vyznamné vys$si hladinu cirkulujicich sacharidii v porovnani s kontrolami (p < 0,001). Data
v tomto grafu jsou prezentovana jako = SEM, n = 3 nezavislé replikace s 10 larvami v kazdé
replikaci, pro vyhodnoceni pouzita jednocestna ANOVA ndasledovand Tukeyho post-hoc
testem, p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,001 ***,

4.6. Utinek mutaci v Akh a CrzR na inzulinovou signalizaci

Zvysena hladina cirkulujicich sacharidd u larev dvojnych mutantt Akh?, CrzR% mize
znamenat, 7e u téchto larev dochazi k poskozeni inzulinové signalizace. Inzulinova
signalizace je vSak regulovana na mnoha Urovnich, v¢etné transkripce a sekrece ILP. Navic
hladina ILP nemusi vzdy korelovat s aktivitou inzulinové signalizace (Flatt et al., 2008).

Z toho diivodu jsme pomoci fluorescentné znacenych specifickych protilatek kvantifikovali
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mnozstvi ILP2 a ILP3 v IPC a pouzitim kvantifikaéni RT PCR zjistovali transkrip¢ni aktivitu

genu Thor, ktera je negativné regulovana aktivni inzulinovou signalizaci.

4.6.1. Imunodetekce ILP2 a ILP3

Jako hlavni adepty, jejichz poSkozena produkce mohla vyvolat tento fenotyp, jsme
urcili ILP2, jehoz ztratova mutace méla za nasledek zvySeni trehaldzy ptiblizné o 60 %
(Gronke et al., 2010) a ILP3, u kterého byla popsana regulace hladiny trehalozy ve spolupraci
s AKH signalizaci (Kim a Neufeld, 2015). Proto jsme provedli imunodetekci ILP2 a ILP3
Vv inzulin produkujicich bunikdch (IPC) v mozcich larev a nasledné kvantifikovali intenzitu
pozitivniho signalu téchto peptidd. Pro tento experiment jsme pouzili larvy 3. instaru mutantt
Akh'a CrzR% a dvojného mutanta Akh!, CrzR%. Jako kontroly byly pouZity larvy w a yw.

U vSech testovanych larev byl zietelny pozitivni signal ILP2 a ILP3 (Obr. 11 a 13).
Protilatky proti obéma peptidim znacily dva klastry celkem ¢trnacti bunék v oblasti pars
intercerebralis obou hemisfér mozku. Kvantifikaci pozitivniho signalu ILP2 jsme u larev
mutantd Akh' a CrzR% detekovali zvysenou koncentraci tohoto peptidu v IPC. U dvojného
mutanta Akh?, CrzR% jsme pozorovali silngjsi pozitivni signal ILP2 v porovnani s larvami yw,
oproti kontrolnim larvam w jsme nezaznamenali rozdil, a proto tento vysledek uvadime jako
statisticky nevyznamny (Obr. 12). Kvantifikace pozitivniho signalu ILP3 ukazala
signifikantn& zvysenou koncentrace ILP3 v IPC u mutantii Akh' a CrzR%a dvojného mutanta
Akh', CrzR% oproti kontrolam (Obr. 14).

Tento vysledek ukazuje, ze mutace v Akh a CrzR zvySuji koncentraci ILP2 a ILP3

v IPC v mozcich larev ve 3. instaru.

Obr. 11: Detekce pozitivniho signalu ILP2 v IPC larev genotypii (4) w (B) yw (C) Akh' (D)
CrzR% (E) Akh!, CrzR%. U vsech genotypii jsou viditelné 2 skupiny neurosekretorickych
bunék. Meritko je 50 um.
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Obr. 12: Kvantifikace pozitivniho signalu ILP2 v IPC v mozcich larev mutantii Akht, CrzR%
a dvojného mutanta Akht, CrzR%. U mutanta Akh! jsme zaznamenali signifikantné zvyseny
signal ILP2 v IPC v mozku oproti kontrole (p < 0,01). Mutant CrzR% taktéz vykazoval zvyseny
signal ILP2 v IPC mozku oproti kontrole (p < 0,01). U dvojného mutanta Akh, CrzR% jsme
detekovali zvyseny signal ILP2 v IPC mozku pouze oproti larvam yw (p < 0,01), oproti larvam
w vSak nebyl signifikantni rozdil (p = 0,1508). Data v tomto grafu jsou prezenzovdna jako +
SEM, n = 5 mozki larev od kazdého genotypu, pro vyhodnoceni byl pouzit Studentitv
dvouvyberovy t-test, p > 0,05 ns, p < 0,01 **,

Obr. 13: Detekce pozitivniho signalu ILP3 v IPC larev genotypii (4) w (B) yw (C) Akh' (D)
CrzR°Y(E) Akht, CrzR%. Mevitko je 50 um.
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Obr. 14: Kvantifikace pozitivniho signalu \LP3 v IPC v mozcich larev mutantiy Akh* a CrzR%
a dvojného mutanta Akh?, CrzR%. U mutanta Akh! jsme zaznamenali signifikantné zvyseny
signal ILP3 v IPC v mozku oproti kontrole (p < 0,01). Mutant CrzR% taktéz vykazoval zvyseny
signal ILP3 v IPC mozku oproti kontrole (p < 0,01). U dvojného mutanta Akht, CrzR% jsme
detekovali zvyseny signal ILP3 v IPC mozku oproti larvam yw (p < 0,01) i oproti larvam w
(p < 0,001). Data v tomto grafu jsou prezentovana jako £ SEM, n = 5 mozkii larev od kazdého

genotypu, pro vvhodnoceni byl pouzit Studentitv dvouvyberovy t-test, p < 0,01 **, p < 0,001

*k*

4.6.2. Kvantifikace exprese genu Thor

Kvantifikaci pozitivniho signalu ILP v IPC v mozku lze odvodit koncentraci téchto
peptida v produkujicich bunikach. Nedokazeme vSak uréit, zda za zvySenou koncentraci ILP
stoji zvySena produkce téchto peptidii, nebo jejich akumulace v buiikach vlivem nemoznosti
sekrece do hemolymfy. Proto jsme ovéfovali aktivitu inzulinové signalizace pomoci
kvantifikace mRNA genu Thor.

Transkripce genu Thor byva pouzivana jako ukazatel aktivity periferni inzulinové
signalizace (Hentze et al., 2015; Galikova et al., 2017). Tento gen je jednim z ptimych cilt
transkripéniho faktoru FOXO, jenz je negativné regulovan aktivni inzulinovou signalizaci.
Jeho transkripce je proto potlacovana aktivni inzulinovou signalizaci (Buch et al., 2008) a da
se o¢ekavat, ze zvySena sekrece ILP2 a ILP3 bude mit negativni u¢inek na expresi tohoto genu
(Galikova et al., 2017).

Kvantifikace exprese genu Thor byla provedena pomoci kvantitativni RT PCR u larev
3. instaru mutanti Akh' a CrzR% a dvojného nulového mutanta Akht, CrzR%, Jako kontroly

byly pouzity larvy w a yw.
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Nase méfeni ukdzalo signifikantn& nizsi transkripci genu Thor u larev mutantéi Akh?,
kdezto u larev mutantt CrzR% jsme detekovali signifikantné vy$§i expresi tohoto genu. U
dvojného mutanta jsme pozorovali trend zvySené transkripéni aktivity, ktery vSak nebyl
vyznamny vici obéma kontrolam, a proto ho uvadime jako statisticky nevyznamny (Obr. 15).
Tyto vysledky naznauji, ze mutace v Akh pravdépodobné zpisobuje zvysSeni aktivity
inzulinové drahy, zvysena exprese Thor u mutanta CrzR% naopak indikuje pravdépodobné

niz$i inzulinovou signalizaci.
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Obr. 15: Exprese genu Thor je nizsi u mutanta Akh? (p < 0,001), u mutantii v CrzR byla
detekovana naopak vyssi exprese genu Thor oproti kontrole (p < 0,01). U dvojnych mutantii
byla zjisténa vyznamné zvySend exprese genu Thor V porovnani s larvami yw (p < 0,001)
oproti kontrolnim larvam w vsak exprese nebyla signifikantné zmeénéna, ale pohybovala se na
hladiné vyznamnosti (p = 0,0513), proto je tento trend zvysené transkripcni aktivity genu Thor
referovan jako statisticky nevyznamny. Data v tomto grafu jsou prezentovana jako £ SEM, n
= 2 nezavislé replikace se 30 larvami v kazdé replikaci, pro vyhodnoceni byl pouzit Studentitv
dvouvyberovy t-test, p > 0,05 ns, p < 0,01 **, p < 0,001 ***,

4.6.3. Hmotnost larev

Jednim z dusledkit zmén v inzulinové signalizaci je také zmeéna v télesné hmotnosti
(Murillo-Maldonado et al., 2011). Proto jsme o¢ekavali, ze u larev mutantt v signalizaci AKH
a CRZ budou patrné rozdily v hmotnosti. Nase ocekavani se vSak nenaplnilo, vsichni jednotni
testovani mutanti v AKH a CRZ draze méli porovnatelnou vahu jako kontroly. Avsak u
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dvojného mutanta Akh!, CrzR% jsme pozorovali zhruba poloviéni hmotnost nez u larev w a yw

(Obr. 16). Tento fenotyp je v souladu s popsanymi projevy snizené inzulinové signalizace
(Zhang et al., 2010).
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Obr. 16: Hmotnost larev mutantii v AKH a CRZ signalizaci. U Zddného z testovanych mutanti
v AKH drdze jsme nezaznamenali rozdil oproti kontrole (Akh': p=0,1765; Akh*": p = 0,6652;
AkhR!: p = 0,1907). Ani mutanti v CrzR nevykazovali zménénou hmotnost v porovndni
s kontrolou (CrzR%: p = 0,231; CrzRMMIC: pn = 0,05089). U dvojného mutanta Akh?, CrzR%
jsme zjistili signifikantné snizenou hmotnost proti larvam W (p < 0,001) i proti larvam yw
(p < 0,001). Data v tomto grafu jsou prezentovana jako = SEM, n = 3 nezavislé replikace s 20
larvami v kazdé replikaci, pro vyhodnoceni byl pouzit Studentiv dvouvybérovy t-test, p > 0,05
ns, p < 0,001 ***,

4.7. Utinek mutaci v Akh a CrzR na hladinu cirkulujicich lipidi

Jednim z hlavnich ucinki drahy AKH je mobilizace zasobnich lipida v odpovédi na
akutni nedostatek energie napft. pti letu ¢i béhu. U larev hmyzu s dokonalou proménou je
mobilizace lipidu dulezita pravdépodobné pro pokryti energetického vydeje spojeného se
svlékanim a metamorfozou (Arrese a Soulages, 2010). Proto jsme se v dalsi ¢asti této prace
vénovali objasnénim ucinku mutace v AKH a CRZ draze na hladinu cirkulujicich lipidd u
larev.

Testovali jsme mutanty Akht, Akh*?, AkhR?, CrzRMMIC CrzR%! a dvojné mutanty Akh?,
CrzR% ve 3. larvalnim instaru. Jako kontroly byly pouzity larvy w a yw.

Stanovenim hladiny cirkulujicich lipidti pomoci sulfo-fosfovanilinového testu jsme

mezi v§emi testovanymi genotypy v porovnani s kontrolami nezjistili zddny vyznamny rozdil
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(Obr. 11). Tento vysledek naznacuje, ze absence AKH a také CRZ signalizace neovliviiuje

hladinu lipidovych zasob u larev ve 3. instaru.
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Obr. 17: Hladina cirkulujicich DG se larev vsech testovanych mutantii v Akh a CrzR a
dvojného mutanta Akh', CrzR® nelisi od kontrol (p = 0,238). Data vtomto grafu jsou
prezentovana jako = SEM, n = 2 nezavislé replikace s 15 larvami v kazdé replikaci, pro
vyhodnoceni byla pouzita jednocestnda ANOVA.

4.8. Kvantifikace exprese genu Bmm

Studie provedena Gronke et al. (2007) ukazala, Zze kromé¢ AKH signalizace se na
regulaci lipolyzy u D. melanogaster podili také dalsi signalni draha, ktera zahrnuje lipazu
Brummer a na AKH signalizaci neni zavisla. Proto jsme chtéli zjistit, zda vlivem této
signalizace doslo ke kompenzaci fenotypu mutantt v Akh a CrzR.

Pro zji$téni vlivu mutace v Akh a CrzR a obou mutaci dohromady na signalizaci
zahrnujici lipAzu Brummer jsme u larev mutant ve 3. instaru stanovili miru exprese genu
Bmm pomoci kvantitativni RT PCR. Testovali jsme mutanty Akh!, CrzR%* a dvojného
nulového mutanta Akh?, CrzR%. Jako kontroly byly pouzity larvy w a yw.

Kvantifikaci genové exprese genu Bmm jsme detekovali rozdilné hladiny mezi
testovanymi mutanty. U mutanta CrzR% jsme zjistili vyrazné snizenou hladinu exprese Bmm.
Oproti tomu u mutanta Akh?® jsme zjistili margindlni, statisticky nevyznamné zvyseni exprese
Bmm. Dvojny mutant naopak vykazoval trend niZsi genové exprese Bmm, ktery vSak nebyl
statisticky vyznamny v porovnani s obéma kontrolami (Obr. 17).

Tyto vysledky indikuji, Ze mezi CRZ signalni drdhou a lipdzou Brummer
pravdépodobné existuje vztah pozitivni regulace. Kompenzaci fenotypu mutantti Akh' a

CrzR% a dvojného mutanta Akh?, CrzR% jsme v§ak neprokdzali.
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Obr. 18: Relativni genovd exprese genu Bmm stanovend pomoci kvantitativni RT PCR.

Zatimco u mutanta CrzR® byla zjisténa nizsi transkripce Bmm (p < 0,001) u mutanta Akh?

nebyla zjisténa zména oproti kontrole (p = 0,5191). U dvojného mutanta Akh, CrzR® byl

zjisten signifikantni pokles transkripce Bmm oproti kontrole yw (p < 0,001), avsak oproti

kontrole w nebyl tento rozdil statisticky vyznamny (p = 0,0602); vysledek proto uvidime jako

statisticky nevyznamny. Data v tomto grafu jsou prezentovina jako £ SEM, n = 2 nezavislé

replikace s 30 larvami v kazdé replikaci, pro vyhodnoceni byl pouzit Studentitv dvouvybérovy

t-test.
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5. Diskuze

Signalizace AKH je zodpovédna za mobilizaci energetickych zasob, ¢imz se stava
vyznamnym regulatorem metabolismu sacharidd a lipidi (Arrese a Sougales, 2010).
Sekvenovanim nékolika hmyzich genomu se zjistilo, ze podobnych peptidii mize byt vice.
Na zakladé srovnani sekvenci gent Akh/Crz a AKhR/CrzR byla vyslovena hypotéza, Ze tyto
geny vznikly subfunkcionalizaci ancestralniho spoleéného genu (Hansen et al., 2013).
Dosavadni studie CRZ signalizace i fada studii signalizace AKH jsou zaloZeny na datech
ziskanych pomoci lokalniho (RNAi) umlceni exprese Crz a CrzR, piipadné z ablaci bunék
produkujicich CRZ. V nasi studii jsme se vénovali srovnani uc¢inku signalizace AKH a CRZ
u D. melanogaster pomoci genetickych metod. Pro $ir§i pochopeni této problematiky jsme
ktizenim much s nefunkéni AKH a CRZ signalizaci ziskali dvojného nulového mutanta v
drahach AKH a CRZ a snazili se objasnit vzajemné zapojeni téchto signalizaci v regulaci
metabolismu sacharidt a lipidd u larev a v rezistenci vic¢i hladovéni u dospélet. Ovéfili jsme
rovnéz ucinky injikace CRZ na hladinu cirkulujicich sacharidu a testovali jsme i vliv mutaci

v Akh a CrzR na inzulinovou signalizaci.

5.1. Vliv Akh a CrzR na hladinu DG a transkripci Bmm

AKH signalizace je jeden z hlavnich regulatori metabolismu tuki u celé fady hmyzu
(Canavoso et al., 2001), v¢etné D. melanogaster. Mouchy s nulovymi mutacemi v AKH draze
maji vyssi télesnou hmotnost a vétsi zasoby TG (Galikova et al., 2015; Bednafova et al., 2018),
coz naznacuje snizenou schopnost mobilizace tukovych zasob. AvSak zda se, ze u larev
funguje tato regulace odlisné. V nasSich pokusech na larvach 3. instaru jsme u mutanti v AKH
pozorovali nezménéné hladiny cirkulujicich DG (Obr. 17). Podobnou absenci u¢inku AKH na
hladinu TG popsali Galikova et al. (2015).

Vliv CRZ signalizace na metabolismus lipidt neni pfili§ prozkoumany. Podle literatury
ablace CRZ produkujicich neuroni a umlceni exprese CrzR v tukovém télese dospélcti
neukazaly béhem normadlnich krmnych podminek 74dné ucinky na hladinu lipidi, avSak
béhem hladovéni se snizeni CRZ signalizace projevilo znatelné pomalej$im Stépenim TG
(Kapan et al., 2012; Kubrak et al., 2016). Nase vysledky u larev ukazaly, ze za normalnich
krmnych podminek nema CRZ signalizace vliv na hladinu cirkulujicich DG (Obr. 16).

Pokud by drahy AKH a CRZ fungovaly nezavisle a mély kazdy na metabolismus lipidt
u larev pouze maly ucinek, tento u¢inek by mohl byt aditivni. Provéfili jsme tedy moznost

spoluptisobeni obou signali na hladinu cirkulujicich lipidd. Dvojny mutant Akh®, CrzR% viak
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také nevykazoval zadné rozdily ve hladin€ cirkulujicich DG oproti kontrole (Obr. 17). Nase
larev.

Podle vysledku laboratote profesora Kiihnleina podléha kontrola homeostazy lipida
pusobeni jesté dalsich faktord, napiiklad je kontrolovana mnozstvim lipazy Brummer (Gronke
et al., 2012). Proto jsme testovali, jak se Bmm chova u larev s nefunk¢ni signalizaci AKH a
CRZ. U mutanta v AKH draze nebyla transkripéni aktivita genu Bmm zménéna (Obr. 18). Je
vSak zajimavé, ze deficit CRZ signalizace u larev mutanta CrzR% zpuisobil silné snizeni
exprese genu Bmm. Marginalni trend sSnizené exprese Bmm jsme pozorovali u dvojného
mutanta Akh?, CrzR%L,

Nase pozorovani podporuji tvrzeni, ze lipolyticka dréha zahrnujici lipazu Brummer
funguje nezavisle na AKH signalizaci (Gronke et al., 2012). Zaroven ptinasi novy vysledek,
7ze mezi CRZ signalizaci a drahou zahrnujici lipAzu Brummer pravdépodobné existuje
pozitivni regulace. Protoze hladina cirkulujicich DG nebyla u Zadného z testovanych mutant
zménéna, je pravdépodobné ze pokud K lipolyze u larev dochazi, tohoto mechanismu se

nejspis tcastni jiné mechanismy.

5.2.  Vliv Akh a CrzR na metabolismus sacharida

Metabolismus cukrii v perifernich tkanich hmyzu fidi systém inzulin/AKK, jenz
funguje podobn¢ jako systém inzulin/glukagon u savci. Podle nékterych studii se signalizace
AKH a také CRZ podileji na regulaci inzulinové signalizace (Kapan et al., 2012; Neufeld a
Kim, 2015).

Neufeld a Kim (2015) uvadgji, ze buiiky corpora cardiaca snimaji hladinu trehal6zy a
prostiednictvim AKH signalizace vysilaji IPC signal pro sekreci ILP3. Regulace inzulinové
signalizace prostiednictvim CRZ drahy neni dosud zcela prozkoumana. Kapan et al. (2012)
ale popsali axonova spojeni IPC a CRZ produkujicich bunék. Protoze buiiky produkujici CRZ
také exprimuji chutové receptory pro fruktozu (Miyamoto et al., 2013), je mozné, ze tyto
receptory prostiednictvim CRZ signalizace pfedavaji IPC informace o hladiné sacharidd
V potravé a tim ovliviuji produkci a sekreci ILP.

Nase vysledky potvrdily, Ze injikovany CRZ funguje podobné jako AKH (Kucerova,
nepublikovana data), protoZe se po injikaci u dospélcti zvySuje hladinu celkovych sacharidi
(Obr. 9), a pozorovali jsme i trend snizené hladiny sacharidii v hemolymf¢ larev mutantt

CrzR% (Obr. 10), ktery opét pripominal mutanty v signalni draze AKH.
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Je viak piekvapivé, ze u dvojného mutanta Akh!, CrzR% naopak dochézi ke zvyseni
hladiny sacharidd v hemolymf¢. Tento vysledek by mohl naznacovat zmény v inzulinové
signalizaci. Uzkou souvislost mezi aktivitou AKH a uvoliiovanim ILP3 do hemolymfy
nedavno popsali Kim a Neufeld (2015). Také se ukazuje, ze pti vysokych hladinach glukozy
V hemolymf€ tytéz neurony v hmyzim mozku zfejmé udrzuji jak homeostazu glukdzy

podporou sekrece ILP2, tak zaroven potlacuji i uvolnovani AKH (Oh et al., 2019).

5.3. Vztah AKH, CRZR a inzulinové signalizace

Jednim z moZnych vysvétleni zvySené hladiny sacharidi v hemolymf¢ dvojného
mutanta Akh!, CrzR% tedy mohlo byt poskozeni inzulinové signalizace. Nase experimenty
s imunodetekci obsahu ILP2 a ILP3 v IPC v mozku larev ukazaly zvySenou koncentraci téchto
peptidi u mutantit Akh?, CrzR% a dvojného mutanta, coz tuto hypotézu nepodporovalo (Obr.
11-14). Je v8ak mozné, ze u téchto mutantti dochazi ke zménam v sekreci ILP do hemolymfy.
Kvili vysoké podobnosti jednotlivych ILP a jejich nizké koncentraci je detekce téchto peptida
v hemolymf€ znac¢né obtizna, a proto jsme se zaméfili na zjisténi zmén celkové inzulinové
signalizace pomoci kvantifikace exprese genu Thor, jehoz transkripéni aktivita je negativné
regulovana aktivni inzulinovou signalizaci (Puig et al., 2003).

Nase méfeni ukazalo, ze u nulovych mutantd v Akh dochazi ke zna¢né nizsi expresi
Thor (Obr. 10), coz naznacuje zvySenou aktivitu inzulinové signalizace. Tento vysledek
odpovida fenotypu snizené hladiny cirkulujicich sacharidi a nevyznamné zvySené hmotnosti
larev. ZvySena koncentrace ILP2 a ILP3 v IPC pak muze byt interpretovana rozdilnymi
zpusoby. Jednou z moZznosti je, ze akumulace ILP2 a ILP3 v IPC kviili nemoznosti vyplaveni
téchto peptidt do hemolymfy zptisobuje zvyseni sekrece jinych ILP, které zptisobuji zvySeni
inzulinové signalizace. Existuje ale také moznost, ze ke zvySeni inzulinové signalizace doslo
v disledku zvySené produkce a také sekrece ILP2 a/nebo ILP3 do hemolymfy.

U nulového mutanta v CrzR jsme detekovali zvySenou koncentraci ILP2 a ILP3 v ICP,
coz soucasné se snizenou inzulinovou signalizaci v podobé& nizsi exprese Thor (Obr. 10), muze
ukazovat na nemoznost uvolnéni téchto peptidii do hemolymfy. SniZeni inzulinové signalizace
je v souladu se studii (Kapan et al., 2012) ukazujici, Ze u much s (RNAI) uml¢enou expresi
CrzR v IPC doslo ke snizeni inzulinové signalizace za zvySeni hladiny glukozy v téle much.
Prestoze je inzulinova signalizace u larev nulovych mutantd v CrzR sniZena, naSe méfeni
v rozporu s vysledky zminéného umlcéeni CrzR v IPC ukézalo niz§i hladinu cirkulujicich

sacharidi. Avsak je potfeba podotknout, ze nulovy mutant v CrzR ma plné nefunkéni CRZ

38



signalizaci, kdezto RNA interference umlcuje expresi CrzR pouze lokaln¢ a s omezenou
efektivitou. Navic prace provedena Lee et al. (2008) ukézala, ze ablace CRZ produkujicich
neuront u larev zpusobila vyznamné snizeni hladiny trehal6zy.

Celkove z téchto vysledkli vyvozujeme, ze nulova mutace v CrzR pravdépodobné
zpusobila zvySenou hladinu gluko6zy vlivem snizené inzulinové signalizace. Avsak tato zména
se v hlading celkovych cirkulujicich sacharidi neprojevila, protoze také pravdépodobné doslo
k vyraznému snizeni hladiny trehalozy, ktera je v hemolymf€ zastoupena ptiblizné v desetkrat
Vét$im mnozstvi. Je zajimavé, Ze fenotyp mutanta CrzR% (snizeni cirkulujicich sacharidi a
nevyznamné zvysené hmotnosti) se shoduje s fenotypem mutanta v Akh. Z testovani dvojného
mutanta Akh!, CrzR% je ziejmé, ze ve fenotypu mutanta CrzR® hraje AKH signalizace
klicovou roli. Larvy se soucasnym deficitem AKH i CRZ signalizace totiz vykazuji typické
znamky cukrovky zahrnujici zvySenou hladinu cirkulujicich sacharidl, zna¢né snizenou
hmotnost a marginalni trend snizené inzulinové signalizace.

Do budoucna by bylo dobré vénovat bliz§i pozornost vlivu mutace v CrzR na expresi

a sekreci AKH, coz by mohlo piispét k objasnéni projevu nulové mutace v CrzR.

5.4. Vliv AKH a CRZR na rezistenci vi¢i hladovéni u dospélci

Jednim z fenotypd, ktery jsme pozorovali u mutantnich much v drahach AKH a CRZ
byla zména v odolnosti vuci hladovéni v porovnani s kontrolami (Obr. 8). U vsech
testovanych mutanti v AKH draze byla patrna signifikantné¢ zvySena rezistence vuci
hladovéni. U much deficientnich na AKH signalizaci totiz dochazi ke zvyseni tukovych zasob
a k poklesu lokomo¢ni aktivity (Galikova et al., 2015). Mouchy tim padem Setii energii, coz
dohromady s vyssimi tukovymi zasobami vede ke sniZeni citlivosti na hladovéni. Toto tvrzeni
podporuje také pozorovani naopak snizené rezistence vici hladovéni u much s ektopickou
expresi AKH (Sajwan et al., 2015).

U mutantd v CrzR jsme pozorovali naprosto opa¢ny ucinek. Nulovy mutant pro CrzR
béhem prezival vyrazné kratsi dobu nez kontroly. Proto se domnivame, ze CRZ signalizace
zvySuje odolnost viic¢i hladovéni. Hypermorfa pro CrzR naopak ptezivala delsi dobu, coz je
v souladu s nasi domnénkou. Toto pozorovani se lisi od efektu snizené CRZ signalizace
(RNAI), kdy tyto mouchy ptezivaly béhem hladovéni déle nez jejich kontroly (Kapan et al.,
2012; Kubrak et al., 2016). Tyto vyzkumy také zjistily, Ze mouchy se snizenou CRZ
signalizaci maji srovnatelné mnozstvi lipidovych a glykogenovych zasob jako kontrolni

mouchy, ale béhem hladovéni Cerpaji tyto zasoby pomaleji. Snizena CRZ signalizace navic
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zpusobuje snizeny piijem potravy (Kubrak et al., 2016), v ¢emz vidime moznou pficinu
vysoké citlivosti na hladovéni u nulového mutanta v CrzR.

Domnivame se, ze nulovy mutant v CrzR moznd nepfijimd dostate¢né mnozstvi
potravy pro ukladani zasobnich lipidi a sacharidii. ZvySena citlivost na hladovéni pak muize
byt disledkem nedostateného mnozstvi energetickych zasob, které¢ pravdépodobné
nevyrovna ani jejich pomalejsi Cerpani. Do budoucna by bylo dobré podpofit tuto teorii
kvantifikaci TG a glykogenu.

U dvojného mutanta Akh?, CrzR® je efekt mutace v CrzR ziejmé potladen, protoZe tyto

mouchy piezivaly béhem hladovéni stejné dlouho jako mutanti Akh®.
Zéaveérem bych rada podotkla, Ze vSechna nase testovani probéhla na mutantech, kteti

nemaji sjednocené genetické pozadi. Tato data jsou proto pouze predbéznd a mohou vyzadovat

dalsi uptesnéni.
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6. Zaveér

1.

Ovefili jsme existujici mutanty v CrzR a zjistili jsme, ze mutant CrzR* je hypomorfa
CrzRMMIC,

Vztah mezi Akh a CrzR se ukazal byt komplexni — ob¢ drahy se nezdaji byt v pfimém
vztahu a zaroven vykazuji zna¢né vzajemné interakce i interakce s inzulinovou
signalizaci.

Zatimco Akh a CrzR maji prokazatelny vliv na hladinu cirkulujicich sacharidd
v larvach, vliv na hladinu cirkulujicich lipidd jsme neprokazali.

Na zakladé¢ naSich vysledkt s méfenim transkripce genu Thor se zda, ze signalizace
AKH ovliviiuje inzulinovou signalizaci negativné, zatimco signalizace CRZ naopak
plsobi pozitivné.

Fenotyp dvojnych mutantti Akh a CrzR ptipomina projevy cukrovky u savci v tom, ze
ptes vysokou hladinou cukru je signalizace inzulinu velmi nizka (larvy maji nizkou

hmotnost).
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7. Seznam pouzitych zkratek

ACP — peptid podobny adipokinetickému hormonu a corazoninu

ACPR - receptor peptidu podobného adipokinetickému hormonu a corazoninu
AKH — adipokineticky hormon

Akh — gen pro adipokineticky hormon

AKhR — gen pro receptor adipokinetického hormononu

AKHR - receptor adipokinetického hormonu
BDSC — ,.Bloomington Drosophila Stock Centre*

Bmm — gen pro Brummer

CCAP — ,crustacean cardioactive peptide* (kardioaktivni peptid koryst)
CRZ — corazonin

Crz — gen pro corazonin
CrzR — gen pro corazoninovy receptor

CRZR — receptor pro corazonin

DG — diglyceridy

DNTP — dioxynukleotid trifosfat

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

GIn — glutamin

GnRH — receptor gonadoliberini

GPCR —,,G protein coupled receptor (receptor spiazeny s G proteinem)
His — histidin

ILP — ,insulin like peptide* (inzulinu podobny peptid)

IPC — ,,insulin producing cells“ (inzulin produkujici buiky)

PB — fosfatovy pufr

PBT — fosfatovy pufr s tritonem

PCR — ,,polymerase chain reaction* (polymerazova fetézova reakce)
PI3K — fosfatidylinositol 3-kinaza

PIP2 — fosfatidylinositolbisfosfat

PIP3 — fosfatidylinositoltrisfosfat

PTEN — fosfatidylinositoltrisfosfat 3-fosfataza

RNAI — RNA interference

RT PCR — ,,real time polymerase chain reaction* (polymerazova fetézova reakce v realném

Case)
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TG — triglyceridy
Thr — threonin
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Introduction
AKH is peptidic hormone reported in many species of |
is responsible mainly for the mobilization of
mobilization of energy store seems to be
mutations in AKH pathway as well as metabolic r

AKH PEPTIDE

Sequences
Thr-Ser-Ser-Trp-GlyNH2
hr-Pro-Gly-Trp-Gly-GInNH2

Sequences
AKH pGlu-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-Asp-TrpNH2
CRZ. pGlu-—Thr-Phe-Gln-Tyr-Ser-Arg-Gly-Trp-Thr-ASNH2

AKH1 pGlu-Leu-Thr-Phe
AKH2 pGlu-Leu-Thr-Phe-
AKH3 hr-Phe
CRZ_ pGl he-Gin-Ty 8-Gly-Trp

Imunolocalization AKH producing cells - larvae brain.

Cells were found
only in corpora
cardiaca (CC).

Expression level of AKHs in different tissues.
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AKH1 and AKH2 are generally expressed in the head.
Dissimilarly, the expression of AKH is localized mostly in the
Malpighian tubules, which suggests different functional activity.
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> regulation of metabolic homeostasis. This hormone
cor among insect species. Moreover,
energy stores we compaired the phenotypes of

Imunolocalization AKH2 producing cells - larvae brain.

AKH2 producing cells were found in corpora cardiaca
(CC), protocerebrum (PR) and deutocerebrum (DE).

carbohydrate level mainly after 2 hours. IEVEI'. but the. effgct |s
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OF AKH PATHWAY

Mutagenesis of AkhR gene.

5 188 o 348 3 ‘ e AKHR1 null mutation is the
} I T } " . — deletion of 61 nucleotides.
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‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ —— - AKHR 2 null mutation is
- Fold | _sposepmsssine ygumpion wone ¥y generated by deletion of 7
______ il nucleotides.
TGACCTT T GCGTTC
Both  mutations  were

AKH1 null mutation was created by deletion of one amino acid.

Phenotypes of AKH1 null mutation.

Adult carbohydrate level.

Adult resistance to starvation.
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AKH1 null mutants are characterized by lower level of carbohydrates (A), including trehalose
(B) and higher resistance to starvation (C).

constructed using TALENS.

Phenotypes of AKH1 null mutation
Adult carbohydrate level.

Adult resistance to starvation.

Total level of free carbohydrates.
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AKHR mutants display significantly reduced level of carbohydrates (A) as well as trehalose
(B) and longer survival time under starvation (C).

Conclusion

Here we show that AKH peptides in D. melanogaster
AKHs, while AKH3 does not affect the mobilization
affected. However, we observe a significant effect in lip
with higher resistance to starvation.

uced in cardiac corpora. B. mori contains three
but in B. mori, the level of carbohydrates is not
iin lower levels of carbohydrates and dispose

Obr. 1: Plakat prezentovany na mezinarodni konferenci ,, 26th European Drosophila Research
Conference“ — EDRC 2019 v Laussane (5. — 8. 9. 2019).
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