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Anotace

Cilem této diplomové prace je prispét k pochopeni role ketogeneze v imunitni odpovédi proti
bakterialni infekci u octomilky (Drosophila melanogaster). Ketogeneze muze slouzit jako
proces mobilizace energie pro organy a tkané, které jsou zodpovédné za udrzovani zivotnich
procesti. Vyznam tohoto procesu tkvi v tom, Ze preferenéné muze nutricné suplementovat
zivotné dulezité organy i v dobé systemické insulinové rezistence, kdy tyto tkdn¢ nemohou
vyuzivat Karbohydraty a tuky. Vyznam ketogeneze béhem bakterialni infekce vSak nebyl

doposud dostatecné osvétlen.

V této praci vyuzivam velmi dobie zavedeného modelu streptokokalni infekce (Streptococcus
pneumoniae) u octomilky. Tento model mi umoznil identifikovat tkdné a organy zodpovédné
za produkci ketonti béhem bakteridlni infekce a experimentdlné ovéfit dilezitost tohoto

procesu v boji s infekci.

V této praci jsem ukdzala, ze tukové téleso a makrofiagy spolecné pfispivaji ke zvySeni
cirkulujicich ketonli béhem bakterialni infekce. Dale jsem ukézala, Ze ackoli neni ketogeneze
nutnou adaptaci k boji s patogenem, je potfebna k rezistenci bakterialni infekce a je tedy
pravdépodobné spojena s nutricni podporou fyziologickych procest, které nejsou piimo spjaty

s funkci imunitniho systému.
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Annotation

The aim of this thesis is to contribute to the understanding of the role of ketogenesis in the
immune response to antibacterial infection in the fruit fly Drosophila melanogaster.
Ketogenesis may serve as an energy mobilization process for organs and tissues that are
responsible for maintaining life processes. The importance of this process lies in the fact that
it can preferentially provide nutritional supplementation to vital organs even in times of
systemic insulin resistance when these tissues cannot utilize carbohydrates and fats. However,
the importance of ketogenesis during bacterial infection has not yet been sufficiently

elucidated.

In this work, | use a very well-established model of streptococcal infection (Streptococcus
pneumoniae) in the fruit fly. This model has allowed me to identify the tissues and organs
responsible for ketone production during bacterial infection and experimentally verify the

importance of this process in fighting infection.

In this work, | showed that the fat body and macrophages together contribute to the increase
of circulating ketones during bacterial infection. I further showed that although ketogenesis is
not a necessary adaptation to fight the pathogen, it is required for resistance to bacterial
infection and is thus likely linked to nutritional support of physiological processes not directly

related to immune system function.
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Seznam zkratek

2-HB 2-hydroxybutyrat (B-hydroxybutyrat)
AcAC acetoacetat

acetyl-CoA acetylkoenzym A

AG aerobni glykolyza

AMP antimikrobidlni peptidy

ATP adenosintrifosfat

BCA kyselina bicinchoninova

CFUs Colony Forming Units

CNS centralni nervovéa soustava

dNTP deoxyribonukleotid trifosfat

ETC elektron transportni fetézec

EtOH etanol

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting
FADH: flavinadenindinukleotid

FAO oxidace mastnych kyselin

FB tukové téleso

Gal80TS termosensitivni Gal80 protein
GFP zeleny fluorescencni protein

GLUT1 gluk6zovy transportér 1

HIF1a Hypoxia-inducible factor 1a
Hmgcl 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-CoA lyaza

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktaza
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Hmgs hydroxymethylglutaryl-CoA syntaza

HmI hemolectin

hpi hodiny po infekci

HREs Hypoxia-Response Elements

IGF Insulin Growth Factor

11-13 interleukin 13

I1-1p interleukin 1 beta

I1-4 interleukin 4

ImpL2 Ekdyson-inducible gen L2

LPS lipopolysacharidy

NAD* nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma
NADH nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma
NK natural killer buniky

NO oxid dusnaty

OXPHOS oxidativni fosforylace

PAMP Pathogen-associated molecular patterns

PBS Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr

PPP pentézofosfatovy cyklus

PRR Pathogen recognition receptors

RNAI RNA interference

ROS reaktivni kyslikovy radikal

RPM otacky za minutu

SCOT sukcinyl-CoA:3-oxokyselina-CoA transferaza

TCA cyklus trikarboxylovych kyselin



TLR receptor podobny genu Toll
TNFa tumor-nekrotizujici faktor o
TSB Tryptic Soy Broth, bujon ze §tépené soji

UAS Upstream aktivacni sekvence



1 Literarni prehled

1.1 Prehled projektu

Imunitni odpovéd’ Ize definovat jako soubor reakci vedouci k obrané jedince proti
cizorodym organismim. V Sirokém pojeti imunitni odpoveédi se tedy nejednd pouze
0 jednotlivé imunitni bariéry a samotny imunitni systém, ale také o veSkeré zmény
Vv organismu nutné pro odvraceni invaze patogenu a jeho Sifeni na ukor hostitele. V této
perspektivé lze tedy i veskeré metabolické zmény, doprovazejici aktivaci imunitniho

systému, brat jako nedilnou souc¢ast imunitni odpovédi (Ganeshan a Chawla, 2014).

Pravé bakteridlni infekce je doprovdzena zcela zédsadnimi systemickymi zménami
metabolismu, a to nejen co se ty¢e imunitnich bunék samotnych, ale také v globalnim
systemickém pojeti (Troha a Ayres, 2020.). Ze zasobnich tkani jsou uvolfiovany nutrienty,
které jsou nésledné doruceny energeticky velmi ndroénému imunitnimu systému. Soucasné
musi byt omezena konzumace nutricné¢ bohatych latek jinymi procesy. Ackoliv je dobte
zndmo, ze aktivace imunitniho systému je doprovézena systemickymi metabolickymi
zménami, bylo az pomérné nedavno prokazano, zZe lze tyto zmény do velké miry pficist
insulinové rezistenci (leronymaki et al., 2019). Zatimco v centralnich metabolickych
organech (jatra, tukova tkan) aktivuje insulinova rezistence metabolismus a mobilizuje dalsi
zdroje, Vv ostatnich organech ma ucinek opacny a zna¢né snizuje jejich schopnost vyuziti
cirkulujici glukézy a lipoproteint. Tyto latky tak jsou preferencné prenechany imunitnim

bunkam. (Dolezal et al., 2019).

Avsak cela fada procesii a orgdnt v téle nemuze byt ponechéna zcela bez ptisunu energie,
jelikoZ by jejich nedostatecna nutri¢ni podpora pravdépodobné vytstila v selhdni jejich
funkce a zpusobila thyn jedince. Lze tedy ptedpokladat existenci mechanismu, ktery

Vv pritbéhu infekce umozni vyrovnat se s do¢asnym nedostatkem glukdzy a lipoproteini.

Jednim z procest, ktery se nabizi, je ketogeneze. Pfi tomto procesu se zasobni latky
pretvareji do ketonl, které mohou nasledné slouzit jako alternativni zdroj energie.
O ketogenezi je zndmo, Ze je aktivovana pii hladovéni organismu a je podminéna poklesem

zasob karbohydratti a insulinovou rezistenci v centralnich metabolickych organech (Foster



a McGarry, 1982). Vyznam ketogeneze v kontextu imunitni odpovédi v§ak doposud nebyl

uspokojivé experimentalné prozkouman.

Ve své praci jsem se rozhodla prozkoumat do jaké miry je ketogeneze spjata S imunitni
odpovédi a jestli je zvySena produkce keton potfebnd k rezistenci bakteridlni infekce.
Abychom se pokusili zodpovédét na tyto otazky, rozhodli jsme se studovat tuto problematiku
experimentalnim systémem, ktery je zalozen na siné streptokokové (Streptococcus
pneumoniae) infekci u octomilky — Drosophila melanogaster. Vyuziti tohoto
experimentalniho modelu umoziuje v kontextu dobie ustanovené infekéni eseje méfit
expresi gend, které jsou zapojeny v produkei 1 konzumaci ketontl, a za pomoci transgennich
linii regulovat jejich expresi v jednotlivych zkoumanych tkanich. Lze tak prozkoumat, zda
se produkce ketonti béhem infekce zvySuje, které tkané jsou zodpoveédné za jejich produkci,

a které naopak za jejich konzumaci.

1.2 Bioenergetika imunitni odpovédi

Schopnost rozpoznat patogenni organismus a rychle na néj reagovat patii mezi zakladni
vlastnosti kazdého Zivého organismu a je v evoluci pod stadlym tlakem interakce mezi
patogenem a hostitelem. Organismy jsou tak vybaveny celou fadou mechanisml imunitni
obrany pfipravenych V piipadé potieby k rychlé reakci. Jakmile dojde Kk prolomeni
imunitnich bariér a pomnoZeni patogenu v téle hostitele, imunitni systém musi neprodlené
zareagovat svoji aktivaci a pokud moZno eliminovat infekci jejim zarodku. Tisice
hlidkujicich imunitnich bun€k ve kviescentnim stavu se musi béhem okamziku aktivovat
a spustit imunitni reakci, kterd je doprovazena proliferaci progenitorit imunitnich bunék
v kostni dfeni a jejich diferenciaci v potiebné bunécéné typy (Nau et al., 2002). Aktivace
imunitniho systému je tedy zcela pochopitelné spojena se zasadnimi energetickymi
investicemi, které vysoce pievySuji bézné energetické vydaje spojené s udrzovanim
zivotnich funkci. Imunitni bunky potiebuji energii zejména K fagocytdoze, bunécné
proliferaci, remodelaci cytoskeletu, mobilité, biosyntetické a sekre¢ni aktivité (Newsholme,
2021). Tyto procesy vedou praveé k nardstu energetickych nakladi na imunitni odpovéd,
pfi¢emz dochdzi ke zvySené spotiebé energie. Proto je imunitni odpovéd’ velmi energeticky
nakladna (McKean et al., 2008; Wolowczuk et al., 2008). Béhem imunitni odpoveédi musi
tedy organismus zasadné zménit zplisoby vyuzivani a distribuce energetickych zasob.

Zatimco v obdobi klidu jsou energetické latky uklddany v centrdlnich metabolickych
5



organech a vyuzivany zejména na vyvoj, rast a reprodukci, béhem imunitni hrozby jsou tyto
procesy zasadné utlumeny a energetické zasoby je nutné mobilizovat pro potfebu imunitni
obrany. To Ize pozorovat na celé fad¢ projevi, které onemocnéni provazeji, jako je napiiklad
ospalost azvySena tnava, bolest kloubu, Spatna nalada, nechutenstvi, snizeny zajem
0 spolecensky zivot ¢i sex. Dal§im diikazem energetické narocnosti je zpomaleny vyvoj, rast
a naruseni reproduk¢niho cyklu, coz je pozorovano u chronicky nemocnych jedinct. To vse
proto, aby byl organismus schopen splnit hlavni cil — Setfit energii pro imunitni systém.
Setieni a pierozdélovani energie pokraduje jesté po zniGeni patogenu, kde je potieba energii

vyuzit na hojivé procesy a obnoveni homeostazy (Larson a Dunn, 2001).

Aby mohly imunitni buriky splfiovat svoji roli v imunitni odpovédi, je nutné, aby podstoupily
metabolickou polarizaci. Ta je ¢ini energeticky velmi naroénymi a imunitni bufniky
neekonomicky spotiebovavaji enormni mnozstvi energeticky hodnotnych metabolit v boji
S patogenem. Avsak imunitni buiiky samotné neobsahuji dostatecné mnozstvi zdroju, které
by mohly pokryt jejich spotiebu a stavaji se tak metabolicky zavislé na poskytnuti dostatecné

nutriéni podpory z externich zdroji metabolickych tkani (Bajgar et al., 2021).

Pro imunitni buiiky zprostfedkovavajici imunitni odpovéd je glukdéza jednim
exprese glukozovych transportért a jejich translokace do bunécné membrany. To zasadné
usnadni transport této energeticky hodnotné slouceniny pies cytoplazmatickou membranu.
Je ovSem tieba, aby v téle existovala rovnovédha a metabolismus imunitnich bunék byl
regulovan z divodu ochrany hostitele a obnovy homeostazy (Freemerman et al., 2014).
Pokud by vSak dochazelo k delSimu casovému tuseku, kdy je energie Cerpana, muze se
sniZovat celkova zdatnost organismu. Pfikladem jsou hyperaktivni lymfocyty nebo imunitni
patologie, které jsou zpisobené nadmérnou expresi Glutl, i kdyz je jeho exprese pro aktivaci
lymfocyti kli¢ova, je nadmérna aktivace Glutl pro bunku spise skodliva (Jacobs et al., 2008;
Wolowczuk et al., 2008).

Kromé gluk6zy ovSem aktivované imunitni buniky potiebuji také glutamin a lipoproteiny,

které metabolicky podporuji chod cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA cyklus), ktery

nebézi standardnim zplsobem. Kromé glukézy imunitni buniky musi dostavat také

aminokyseliny a lipidy. K zajisténi takové metabolické podpory produkuji imunitni bunky

celou fadu signalnich faktortu, které instruuji centralni metabolické organy k mobilizaci
6



téchto zdroji a zaroven limituji jejich vyuzivani pro procesy, které nejsou izce spjaty se

samotnou imunitni reakci (Krejcova et al., 2023).

1.3 Imunitni systém a priibéh imunitni odpovédi

Imunitni systém je interaktivni sit’ skladajici se z lymfatickych organii, bunék, protilatek
a cytokint. Je rozdélen na dvé skupiny podle rychlosti a specifity reakci —vrozena
a adaptivni imunita. Vrozena imunita je zakdédovéna jiz v zarodecné linii a je pfedavana
z generace na generaci. Zahrnuje makrofagy, neutrofily, monocyty, dendritické a NK
(natural Killer) buniky, coz jsou bunky schopné fagocytdzy. Vrozena imunita reprezentuje
prvni linii obrany vici infekci, je neptetrzité aktivni, neni specificka pro jednotlivé patogeny,
ale dokaze reagovat na obecné znaky infekce, které jsou spole¢né pro velkou skupinu
patogenti a vytvari okamzitou zanétlivou odpovéd’ (Parkin a Cohen, 2001; Kaur a Secord,
2019).

Druhym typem je imunita adaptivni, ktera je specificka. Jedna se otyp imunity
charakteristicky pro obratlovce. Odpovéd’ je antigen-specificka reakce zprostfedkovana B-
a T- lymfocyty. T-lymfocyty jsou schopny rozpoznat infikované buiky v téle a pak je znicit,
zatimco B-lymfocyty produkuji protilatky. Kazdy lymfocyt ma specificky a strukturalné
jedine¢ny receptor, ktery je schopen vazby s ur¢itym antigenem. Tim se zvySuje Sance pro
vazbu konkrétniho antigenu na konkrétni receptor. Po interakci receptoru s antigenem
dochazi ke klonalni expanzi a diferenciaci lymfocytd — pomnozeni a rychla mobilizace
specifickych lymfocytii v dobé potfeby. Adaptivni imunitni odpovéd’ je specificka pro kazdy
patogen, ale také vyzaduje ¢as pro uc¢innou odpovéd. Je také schopna si po prvnim styku
s patogenem ulozit informace o tomto setkani, pfi dal§im setkani se stejnym patogenem je
pak schopna reagovat rychleji a intenzivnéji. Oba systémy spolu ale funguji jako celek
a vSechny jeho slozky mezi sebou usilovn¢ a neustale komunikuji (Thompson, 1995; Parkin
a Cohen, 2001; Janeway a Medzhitov, 2002; Litman a Cooper, 2007; Kaur a Secord, 2019).

1.3.1 Vrozena imunita

Vrozeny imunitni systém je obranny systém, ktery lze nalézt u vSech Zivych organismd.
Soucasti vrozené imunity jsou buniky jak hematopoetického i nehematopoetického ptivodu.
Mezi nehematopoetické slozky imunity patii kiize a epitelidlni bunky, které se nachazeji

v travicich, mocopohlavnich a dychacich cestach. Hematopoetické bunky zahrnuji NK
7



buiky, makrofagy (kterymi se budeme podrobnéji zabyvat v kapitole 1. 2. 3. Makrofagy),
neutrofily, eozinofily a dendritické buiiky. Na téchto bunkach se nachazi rozpoznavaci
receptory kddované jiz v zarode¢né linii. Jakmile dojde k aktivaci receptoru antigenem
behem zanétlivé reakce, kterd je zprostiedkovana cytokiny, diferencuji se na kratce Zzijici
efektorové bunky a zbavuji se infekce. Cytokiny jsou produkovany makrofagy a dal$imi
bunikami vrozené imunity. Diilezitou roli hraji cirkulujici proteiny imunitniho systému, které
jsou citlivé na pfitomnost mikrobti a jsou ndpomocny pii nasledném odstranovani infekce

(Kaur a Secord, 2019).

Prvni faze je zaméfena na zniCeni patogent, poté jsou ve druhé fazi odstranény mrtvé,
odumirajici nebo poskozené buiiky. Se zvySenou mobilizaci leukocytll v poskozené tkani,
kde se vytvoii zanét, ovsem mohou ptichézet problémy. Leukocyty, zejména neutrofily, totiz
vylucuji protedzy a dalsi Skodlivé latky, které mohou poskodit obklopujici tkan. Ackoliv
muze dojit k poskozeni okolni tkang, je to pfiméfena cena za potlaceni infekce patogenem.
Poskozené buiiky totiz vypoustéji chemické latky, které zanét stimuluji. Kdyby zanétlivé
obranné mechanismy nebyly uZitecné, dopady pro organismus by mohly byt mnohem
fatalnéjsi. Po zanétlivé fazi nastava faze obnovujici, kdy dochazi ke znovuobnoveni integrity

poskozené tkan¢ (Rock a Kono, 2008; Davies et al., 2013).

Vrozena imunita rozpoznava invazivni patogeny pomoci zarode¢né kédovanych receptorii
pathogen recognition receptors (PRP) nachazejicich se na povrchu imunitnich bunék, které
jsou dulezité pii rozpoznavani tzv. pathogen-associated molecular patterns (PAMPS,), coz
jsou napfi. lipopolysacharidy (LPS), lipoproteiny, peptidoglykany, které jsou soucasti
bunéénych stén bakterii, a naslednému zahdjeni imunitni odpovédi. PRRs se podileji na
opsonizaci, aktivaci komplementu, fagocytdze, aktivaci koagulaéni kaskady, prozanétlivych
signalnich drahach a indukci apoptdézy. PRRs jsou také zodpovédné za rozpoznani
endogennich molekul uvoliiovanych z poskozenych nebo apoptotickych bunék tzv. damage-
associated molecular patterns (DAMPSs) (Janeway a Medzhitov, 2002; Medzhitov, 2007;
Takeuchi a Akira, 2010). PRRs skupinu nejlépe piedstavuji toll-like receptory (TLR). Po
rozpoznani patogenu nasleduje fagocytéoza (Greenberg a Grinstein, 2002). To, Ze
imunologickou pamé&t’ si miize vytvofit pouze adaptivni imunita, bylo zpochybnéno, protoze
pii opétovném setkdni s patogenem vykazuje vrozeny imunitni systém zvysSenou reaktivitu.

Tento jev je znam jako trénovana imunita a neni jesté zcela pochopena (Netea et al., 2016).



Neékdy ovSem buiiky vrozené imunity na infekci nestaci a dochdzi k aktivaci adaptivni
imunity. To se d¢je skrze molekuly na povrchu specializované antigen prezentujici bunky
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dendritické bunky (Janeway a Medzhitov, 2002).

1.3.2 Makrofagy

Makrofagy jsou buiiky s obrovskou rozmanitosti, které reguluji celou fadu biologickych
procesti. Nejenze predstavuji prvni linii imunitniho systému, kdy jsou zodpovédné za
rozpoznani, naslednou fagocytdzu a finalni eliminaci patogenu, ale také slouzi k odstranéni
a recyklaci dalSich bunéénych zbytkl, které vznikaji jako soucdst normalni tkanové
homeostazy (Biswas a Mantovani, 2012). Mononuklearni fagocytarni systém (MPS) se
sklada z prekurzort kostni dfené, cirkulujicich monocytii, makrofagt a dendritickych bun¢k
a hraje dulezitou roli v zanétlivych procesech. Monocyty vznikaji v kostni dfeni, jsou
podstatné pii imunitnich reakcich a mohou se diferencovat a polarizovat na makrofagy
(Taylor a Gordon, 2003). Makrofagy lze nalézt ve vSech tkanich a organech. V téle totiz
kazdy den umiraji miliony bunék a je tfeba jejich neustalé nahrazovani a také regulace
extracelularni matrix (ECM). Jsou zodpovédné i za kontrolu zanétlivych reakci v tkanich
anasledné instruovani dal§ich bunék imunitniho systému prostiednictvim cytokinové
signalizace. Cytokiny tedy zodpovidaji za komunikaci mezi jednotlivymi imunitnimi
bunikami, které mohou ovliviiovat funkci celych organti a Casto se stava, ze jeden druh
cytokinu ma vliv na rtizné cilové tkangé. Veskeré procesy fizené makrofagy jsou nutné pro
spravné fungovani a pro zdravi kterékoli tkané v téle (Kwon et al., 2019; Witherel et al.,
2021).

vvvvvv

specifické vlastnosti. Jsou vysoce pohyblivé a dokazi se dostat na misto v organismu, kde je
zrovna potieba. Nasledné¢ mohou reagovat na vnéjsi signaly z okoli, protoze jsou velmi

citlivé (Lavin a Merad, 2013; Xuan et al., 2015).

Ke zpracovani a metabolické degradaci bunécného materialu dochazi ve fagolysozomu, coz
je organela, ktera vznikla spojenim fagozomu a lysozomu, potiebna pravé k destrukci
patogent, mikroorganismu a poSkozenych ¢i apoptotickych bun€k. Kvili tomu je zapotiebi,

aby makrofagy byly schopny mnoha metabolickych drah. Makrofagy vynikaji v signalizaci



nejen zvngjsku, ale také produkuji spoustu signdlnich molekul do okolniho prostfedi —
zejména cytokiny, reaktivni kyslikové radikaly (ROS) a oxid dusnaty (NO), diky kterym
jsou schopny meziorganové signalizace a regulace homeostazy jak za zdravého, tak za

patologického stavu (Arango Guque a Descoteaux, 2014).

Makrofagy se také podileji na patofyziologickych procesech jako je napt. rakovina,
autoimunitni onemocnéni, metabolické a fibrotické poruchy. Pokud akutni infekce
pretrvava, muze piejit v chronicky zanét. Hlavni roli hraji makrofagy a T-lymfocyty, protoze
produkuji cytokiny a enzymy, které zptsobuji dalsi trvalé poskozeni postizené tkané. Jako
pricina chronického zanétu se povazuje porucha chovani fibroblastii, konktrétné to, ze
nedokézi vypnout svilj zanétlivy program a kviili tomu se pak leukocyty udrzuji ve tkanich
vV mistech zanétu (Mills et al., 2015; Rosenthal a Moore, 2015). Zanét se také muze podilet
na podpofie insulinové rezistence nebo dysfunkce -bunék pankreatu. Apoptdza B-bunék je
totiz indukovéana prozanétlivym cytokininem interleukin-1f (II-1pB), ktery se také podili na
vzniku diabetu Il. typu. Infekce se vétSinou spojuje s insulinovou rezistenci, protoze pii ni
se nejvice Setii energii (Bendtzen et al., 1986; Dandona et al., 2004; Donath, 2014; Straub,
2014; Westwell-Roper et al. 2014). Pii trvajici hyperglykémii dochéazi ke zvySovani
zanétlivych procest, pokud pietrvavaji, mohou mit negativni dopad na vrozeny imunitni
systém. Mnozstvi polarizovanych makrofagli a také trvani jejich polarizace ma vliv na

celkovou energetickou bilanci organismu (Collier et al., 2008).

Makrofagy se vétSinu ¢asu nachdzi v klidovém stavu, ktery se oznacuje jako MO. Jedna se
0 zakladni metabolicky profil. Z tohoto profilu mohou makrofagy podléhat metabolickym
reakcim a konvertovat na dalsi formy jako odpovéd’ na rlizné podnéty z okoli. Tyto fenotypy
se oznacuji jako M1, které jsou prozanétlivé klasicky aktivované pomoci LPS a II-1p, dale
a interleukinu-13 (11-13). Tyto fenotypy vyuzivaji odliSny zptsob generace
adenosintrifosfatu (ATP) — glykolyza a oxidativni fosforylace — a metabolismu argininu

(syntéza oxidu dusnatého a ornitinovy cyklus) (Pearce a Pearce, 2013, Krejcova et al., 2019).

Nejvetsi zména v metabolismu nastavd u M1 makrofagl, kdy dochazi ke zvyseni potieby
glukozy a produkei laktatu nezavisle na koncentraci kysliku (Warburg, 1956). Tento jev je
oznacovan jako aerobni glykolyza (AG). Ve vysledku dochazi ke zvySeni katabolismu

glukozy, ¢imz je umoznéno makrofagim M1 generovat dostatecné mnozstvi ATP
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a glykolytickych meziproduktl, které jsou nezbytné pro zvySenou aktivitu fagocytarnich

bunck (Liberti a Locasale, 2016).

Ke stimulaci M1 makrofagii dochazi pomoci TLR ligandii a cytokini typu Thl, napf.
interferon-y (IFN-y) a zprostiedkovavaji obranu hostitele pfed patogeny, jako jsou viry,
bakterie ¢i prvoci. Dochazi k produkci prozanétlivych cytokint, dale také ROS, ¢i NO.
Makrofagy M1 jsou tedy dilezité pro spousténi a udrzovani zanétlivych procesti. Produkuji
také celou fadu tzv. prozanétlivych cytokint, jako jsou II-1B, tumor-nekrotizujici faktor o
(TNFa), interleukin-6 (11-6) a také celou fadu insulin growth factors (IGFs) a insulin growth
factor binding proteins (IGFBPs). Tyto signalni faktory ¢asto zna¢né ovliviiuji metabolismus
a jsou znamé svoji roli jak v obezité, tak napt. v rakovinou indukované kachexii. Oproti
tomu M2 makrofagy jsou alternativné aktivované pomoci IlI-4 a 1l-13, vykazuji vysokou

rrrrr

(Lichtnekert et al., 2013, Pearce a Pearce, 2013).

Nejvyraznéjsim piikladem prozanétlivych cytokinl je indukce insulinové rezistence, coz
znamena, ze je organismus necitlivy na cirkulujici insulin v téle. Tento efekt je mozno
vyvolat na nékolika turovnich — cytokiny mohou regulovat produkci insulinu
v Langerhansovych ostriivcich ve slinivee, vyvazanim cirkulujiciho insulinu, blokovanim
insulinového receptoru na cilovych tkanich, ¢i inhibici vnitrobunéénych signalizacnich

faktori insulinové kaskady (Rehman a Akash, 2016.).

Klicovym regulatorem AG v makrofazich je hypoxii indukovany faktor 1o (HIFla). Za
normalniho stavu bunky dochézi v pfitomnosti kysliku k degradaci HIF1a, pokud ale dojde
k signalizaci TLR nebo receptoru tumor nekrotizujiciho faktoru (TNFR) a v makrofazich
k aktivaci jaderného faktoru kappa-B (NFxB), dojde ke stabilizaci HIFla nezavisle na
dostupnosti kysliku. Tato stabilizace podporuje expresi geni, které jsou kontrolovany
pomoci Hypoxia-Response Elements — HRES. HRES se podileji na metabolismu a piezivani
bunky, proliferaci a cytokinové signalizaci (Jung et al., 2003; Siegert et al., 2015; Krejcova
et al, 2019). Enzymy, které aktivuje HIFla jsou laktatdehydrogenaza (LDH)
a pyruvatdehydrogenazovova kindza (PDK). Tyto enzymy hraji dlezitou roli ve vyuzivani
nezavisle na mitochondridlnim metabolismu, tim udrzuji redoxni rovnovdhu NAD®/

NADH, a to nezavisle na oxidativni fosforylaci (Geeraerts et al., 2017).
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Metabolismus makrofagi

Metabolismus obecné je sit’ vysoce vnitiné propojenych biochemickych reakei, které jsou
schopny produkovat energii a rizné makromolekuly dostupné z Zivin, co se do t¢la dostava
z pfijimané potravy. Existuje vice zpiisobl vyroby energie buinkou (napt. glykolyza
a oxidativni fosforylace (OXPHOS). Makrofagy obvykle preferuji urcitou cestu podle jejich
funkénich pozadavka (O’Neill a Pearce, 2016).

Hlavnim producentem energie v buiice je proces glykolyzy. Béhem tohoto procesu je
extracelularni gluko6za je transportovana skrz membranu do buiiky a postupnymi reakcemi
pfeménéna na 2 molekuly pyruvatu a ATP a 2 molekuly NAD" jsou redukovany na 2
molekuly NADH. Pyruvat pak muze vstoupit do citratového cyklu nebo muze byt
konvertovan na laktit a vyloucen z bunky. Pii glykolyze vznikd gluk6za-6-fosfat jako
meziprodukt, ktery je prvni molekulou v pent6zo-fosfatovém cyklu (PPP). PPP se sklada ze
dvou vétvi — oxidativni a neoxidativni. V oxidativni vétvi dochazi k produkci NADPH, ktery
je dulezity pro udrzeni bunééného redoxniho potencidlu a v anabolickych déjich jako je
produkce mastnych kyselin. Ve vétvi neoxidativni jsou produkovany meziprodukty, které
jsou vyuzivané jako prekurzory pro syntézu aminokyselin a nukleotidii. Glykolyza oviem
neni nejucinnéjsi zplsob, jak generovat vysoké mnoZstvi energie ve formé ATP (z jedné
molekuly gluk6zy vzniknou 2 molekuly ATP), nicméné vysoka rychlost glykolyzy umozZni
buiice produkovat dostate¢né mnoZstvi energie a biosyntetickych meziprodukti potiebnych
pro bunéény rist a plnéni jejich funkénich pozadavka. Pro piiklad, funkce makrofagi in vivo
zahrnuji nejen udrzeni homeostazy v uréité tkani za klidového stavu, ale po jejich aktivaci
se jednd o mnozstvi dalSich aktivit jako je fagocytéza a cytokinova produkce (O’Neill
a Pearce, 2016). Dalsi buniky vyuzivajici proces glykolyzy jako hlavniho producenta energie
jsou nadorové bunky (Lunt a Vander Heiden, 2011). Jiz na poc¢atku 20. stoleti Otto Warburg
predpokladal, ze nadorové bunky preferuji konverzi glukdzy na laktat, a to i v pfitomnosti
kysliku. Tento proces je znam jako Warburgiv efekt (Warburg et al., 1927). Ve vétsiné
ptipadl za pritomnosti kysliku v buiice dochazi k produkci ATP pies elektron transportni
fetézec (ETC), ktery je sprazen s TCA cyklem. Vstupni molekulou je acetylkoenzym A
(acetyl-CoA), ktery slouzi jako glykolyticky uhlik v TCA cyklu. NADH a FADHz, které
jsou produkovany v TCA cyklu, plni ulohu pfenasect elektront skrze ETC pro OXPHOS.
OXPHOS je proces pohanény kyslikem a produkuje vysoké mnozstvi ATP (az 36 molekul
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ATP na jednu molekulu gluk6zy). Buitky mohou navic jako palivo pro TCA cyklus pouzit
rizné zdroje uhliku — napt. glutamin nebo mastné kyseliny. Glutamin mtze byt pfeménén
na a-ketoglutarat, coz je meziprodukt TCA cyklu. Mastné kyseliny mohou byt rozlozeny na
acetyl-Coa, NADH, FADH: v procesu zvaném oxidace mastnych kyselin (FAO), znama
také jako B-oxidace. Tyto produkty jsou pak dale vyuzivany k produkci ATP. Obecné je
OXPHOS vysoce ucinny zpusob pro produkci ATP, kterd je preferovana bunikami
s vysokymi energetickymi ndroky nebo bunkami vyzadujicimi dlouhodobou funkc¢nost

a zivostnost (Ghesquicre et al., 2014; O’Neill et al. 2016).

Meziprodukty riznych metabolickych drah jako je glykolyza, PPP, TCA cyklus mohou
slouzit nejen jako zdroj energie, ale také jako prekurzory pro de novo syntézu nukleotidd,
aminokyselin, mastnych kyselin a tim také jako zakladni stavebni kameny butiky. Proto je
tteba dopliiovat meziprodukty metabolickych drah prostfednictvim tzv. anaplerotickych
reakci. Znamym piikladem je dopliovani meziprodukti TCA cyklu — pfima pfeména
pyruvatu na oxaloacetait (OAA) pomoci pyruvatkarboxyldzy, produkce o-ketoglutaratu

z glutamatu nebo preména adenylosukcinatu na fumarat (Geeraerts et al., 2017).

Pro makrofagy je typické, Ze vyuzivaji metabolicky program AG, kdy dochézi k dobrovolné
pfeméné glukdzy na pyruvat v glykolyze a PPP, ale vznikly pyruvat pak nevstupuje do TCA
cyklu aje vyloucen ve formé laktatu. To je zasadni pro zménu toku latek TCA cyklem. Tento
fenomén se nazyva preruseny TCA cyklus, jehoz vysledkem vzniké celd fada baktericidnich
metabolitli a prekurzori k syntéze reaktivnich forem kysliku a okyseleni fagolysozomu
(Galvan-Pena a O’Neill, 2014). Zda se tedy, Ze imunitni bunky ustanovily jistou formu
signalizace, kterd jim umoznila své nutri¢ni a energetické pozadavky pifenést z bunécné

urovné metabolismu na metabolismus systemicky (Bajgar et al., 2021).

1.3.3 Insulinova signalizace a insulinova rezistence

Témer vSechny bunky v téle potiebuji ke své funkci insulinovou signalizaci. Jedna se
0 evoluén¢é konzervovanou drahu mezi obratlovci a drozofilou, je dilezita v ristu, regulaci
vyvoje a také metabolismu drozofily (Tsatsoulis et al., 2013). Po spusténi insulinové
signalizace je aktivovan glukozovy transportér (GLUT4), ktery je translokovan na vné&jsi
stranu bunééné membrany (Tokarz et al., 2018). Ztoho vypliva, ze buinka potiebuje

insulinovou signalizaci k tomu, aby mohla ptijmout glukézu a diky ni vytvaret energii pro
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dalsi procesy v bunce (Al-Mansoori et al., 2022). To je ale jen jeden z mnoha procest
fizenych insulinovou signalizaci. Obecné je nutna pro vyvoj a rust organismu a také pro
tvorbu a zrani pohlavnich bun¢k. Insulinova signalizace tedy stimuluje predevSim

anabolické procesy v téle.

Insulinova signalizace ma specialni tlohu v centralnich metabolickych organech, coz jsou
pfedev§im jatra a tukova tkan. Zde je nutnd pro syntézu a uklddani zasobnich latek,
predevs§im cukri ve form¢ glykogenu a tuku ve formé lipidovych kapek a cholesterolu
(Czech et al., 2013).

Neustala aktivace insulinové signalizace by méla za nasledek uskladnéni vSech pfijatych
latek do téchto organt a jejich pfeménu a uskladnéni ve formé glykogenu a zasobnich lipidu.
To by ale vedlo k hypoglykémii, vyhladovéni a naslednému thynu organismu (to lze

pozorovat u jedinct, ktefi se pfedavkuji insulinem).

Naruseni insulinové signalizace (inSulinova rezistence) V centralnich metabolickych
organech je nutnou podminkou pro mobilizaci zdroji z téchto orgénd. Pokud organismus
hladovi, insulinova rezistence zaruci produkci energie ze zasob v tukovém télese a jatrech
(Morigny et al., 2015). To se projevuje navySenim glukozy a lipoproteinti nesoucich
triglyceridy a cholesterol v cirkulaci. V perifernich tkanich ale i v organech jako je napf.
mozek, srdce a dalsi, vede insulinova rezistence ke snizené schopnosti pfijimat mobilizované

energeticky bohat¢ latky (Dolezal et al., 2019).

Fyziologické procesy, u kterych je néjakym zplisobem vytvaien zasadni metabolicky stres
(napf. hladovéni nebo bakteridlni infekce), jsou doprovazeny cytokiny indukovanou
insulinovou rezistenci, ktera v centralnich metabolickych organech vede k mobilizaci zdrojt
a v perifernich tkanich zabratuje jejich vyuziti. Tyto latky pak zlstavaji v obéhu pro vyuziti
imunitnim systémem (Al-Mansoori et al., 2022). Ten mtze obejit insulinovou rezistenci

pomoci overexprese insulinového receptoru, ptipadné ptijmu nutrientli mikropinocytdzou.

Insulinova rezistence, ackoliv je pievazné vnimana jako patologicky projev doprovazejici
napf. obezitu, by ve skute¢nosti mohl byt adaptivnim mechanismem redistribuce zdrojt pro
obdobi, kdy se organismus nachdzi v zdsadnim metabolickém stresu. Také tento
mechanismus odklani vyuziti energie v anabolickych fyziologickych riistovych projevech

(Guo, 2014; Al-Mansoori et al., 2022; Krejcova et al., 2023).
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Otazkou ale ziistava, jak dlouho je organismus schopen udrzet organy potiebné pro zékladni
fyziologické funkce bez dostatecného piijmu energetickych zdroji. Proto si organismy
osvojily alternativni strategie, které jim mohou pomoci Se S dlouhotrvajicimi stavy
insulinové rezistence vyrovnat. Jedna se napiiklad o ketogenezi (vice viz kapitola 2.4

Ketony).

1.4 Drosophila melanogaster jako modelovy organismus

Vétsina otdzek v bunécné biologii mize byt vyfeSena pomoci studia na jednobunéénych
organismech jako napiiklad na kvasinkach nebo buné&cnych kulturach ptivodem z jednoho
typu bunky. Nicméné ne vzdy je jednobunéény organismus pro studium dostatecny a je
potieba sledovat nejen reakce uvnitt buiiky, ale i mezibunééné, a dokonce meziorganové

interakce (Rubin, 1988).

D. melanogaster je vice nez sto let vyuzivana jako univerzalni modelovy organismus pro
studium mnoha lidskych onemocnéni, zejména diky jednoduchosti jejiho genomu
a podobnosti mnoha biologickych procest s obratlovei. Také diky své malé velikosti,
kratkému Zivotnimu cyklu, coz umoziiuje chov velkého poctu jedincti po nékolik generaci
potiebnych pro genetickou analyzu. Existuje také spousta transgennich kment, které jsou
snadno dostupné, a proto je vhodnym nastrojem pro vyzkum. Nicmén¢ postrada adaptivni
¢ast imunity, kterou obratlovci oproti drozofile maji, 1 pfes to ale jsou imunitni systémy
velice podobné. Drozofila je také z etického hlediska idedlni pro pouZziti ve vyzkumu,
protoze patii do skupiny bezobratlych (Rubin, 1988; Duffy, 2002; Padmanabha a Baker,
2014). Drozofila m4 primitivni, nicméné 1 tak velmi efektivni otevienou ob&hovou soustavu.
Ta vyuziva Sirokou Skalu fylogeneticky konzervativnich sekvenci genomu pro vytvoteni
bariéry dostatecné u€inné proti mikrobialnim a parazitarnim infekcim a ke kontrole signalt

a zanétd, které byly poSkozenim vyvolané (Vlisidou a Wood, 2015).

Prace na hmyzu a jinych bezobratlych obecné hraje diileZitou roli ve studiu a pochopeni
vrozenych imunitnich procesti obecné. Drozofila je dobrym modelem pro studium vrozené

imunity, protoze postrada adaptivni imunitni odpovéd’ (Lemaitre a Hoffmann, 2007).
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1.4.1 Imunitni systém drozofily

Drosophila melanogaster je vybornym nastrojem pro studium vrozené imunity diky
konzervativnim sekvencim mnoha signalnich drah a také transkripénich faktort, které
kontroluji metabolismus a imunitni systém (Lemaitre a Hoffmann 2007, Padmanabha
a Baker, 2014). To, jak bude imunitni systém reagovat, zalezi na spousté¢ faktort, napf. na
typu patogenu, jeho vyvojovém stadiu, na stavu tkan¢ nebo genotypu. Odlisné sady gent
reaguji na infekci bakteriemi, viry, houbami, parazity ¢i parazitoidy (Lemaitre a Hoffmann
2007, Dionne, 2014).

Imunitni systém drozofily se skladd z vice druhli obrannych procest. Jedna se zejména
0 humorélni a bunécnou imunitni odpovéd’. Na imunitni odpovédi se podili nejen imunitni
bunky, ale také hemocyty a tukové téleso, coz je hlavni metabolicky organ, ktery ma
obdobnou funkci jako jatra u ¢lovéka. Podporuje imunitni odpoveéd’ tim, ze uvoliuje zdroje
pro produkci energie ataké produkuje antimikrobialni peptidy (AMP) do hemolymfy
(Lemaitre a Hoffmann, 2007; Vlisidou a Wood, 2015; Melcarne et al., 2019). Hemocyty
jsou velmi podobné se savéimi monocyty a makrofagy. Podileji se na hojeni ran, pfi

fagocytoze a také pii odstraiiovani apoptotickych télisek (Maderna a Godson, 2003).

Po rozpoznani patogenu dochézi ke spusténi signalni kaskady, ktera vede k uvoliiovani AMP
z tukového télesa, které je ekvivalentem k jatrim u lidi. AMP hraji podstatnou roli
v likvidaci patogentl, protoze narusuji jejich bunééné membrany, tim inhibuji jejich rist
a naviguji imunitni buiikky do mista infekce. Exprese geniit AMP je ptisné regulovana pomoci
jadernych transkripcnich faktoru NF-xB, které jsou aktivovany pomoci dvou odliSnych
signalnich drah — Toll a Imd. Tyto faktory maji odli§na vazebna mista pro vazbu proteind
z at’ uz z jedné nebo z druhé drahy. Draha Toll aktivuje dorsal a dorsal-related immunity
factor (Dif). Imd draha aktivuje Relish. Toll signalizace je aktivovana spiSe grampozitivnimi
bakteriemi. Imd je naopak odpovéd’ na gramnegativni bakterialni infekci (Bangham et al.,
2006; Romeo a Lemaitre, 2008). Piestoze jsou Toll a Imd dv¢ odlisné cesty, obvykle pracuji
ve vzajemné soucinnosti. Kdyz jsou do haemocoelu drozofily pifimo injikovany mikroby,
dochazi k aktivaci obou cest ale vrozdilném rozsahu, protoze =zavisi na typu

mikroorganismu, ktery byl do téla vpraven (Lemaitre et al., 1997).
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Pokud je drozofila napadena riznymi druhy bakterii, dochazi k obranné reakci. Nicméné
rizné kmeny bakterii stejného druhu se mohou lisit silou virulence, proto se mohou chovat
odlisn€. Nejcastéjsi cestou pristupu patogenu u volné zijicitho hmyzu je skrze travici soustavu
¢i trachedlni systém. Mikroorganismy se mohou do téla dostat také pies poranénou kutikulu.
Pro experimentalni vyzkum jsou dospéli jedinci anestezovani a do oblasti thoraxu (hrudni
¢ast) nebo abdomenu (bfisni ¢ast) se provede vpich pomoci tenké jehly, ktera je naplnéna
koncentrovanou bakterialni kulturou. K tomu se vyuziva tenka sklenéna kapilara. Jedinci se
pak zotavuji velice rychle a rdna je béhem nékolika hodin zacelena. Experimenty vyzaduji
ale vysokou pfesnost davkovani a predem ptredepsany objem bakterii injikovanych do téla
drozofily. Bakterie pak rostou uvnitt hostitele, a tak vedou ke komplexni imunitni odpovédi.
Infikovani jedinci jsou pak po dvou hodindch spocitani a mrtvi jedinci z média odstranéni

(Tzou et al., 2002; Gendrin et al., 2009).

V této praci jsme vyuzili bakteridlni infekci dospélych samcii drozofily, u kterych jsme
indukovali silnou imunitni odpovéd’ intraabdomindlni injikaci 20 tisic bakterii Straptococcus
pneumoniae na jedince. Po této infekci Ize vidét metabolické zmény jako projev mobilizace
glukézy, lipoproteinu a jejich zvySenou spotiebu imunitnimi builkami. Mobilizace
energetickych zdroju je spusténa diky produkci cytokint unpaired3 (Upd3) a (Ekdyson-
inducible gen L2) ImpL2, které¢ v tukovém télese indukuji insulinovou rezistenci, coz
zpisobi mobilizaci zdroji. Navic jesté znemoziuje jinym tkanim v téle piijimat lipidy

a cukry, jak bylo uk4zéno pro ImpL2 (Morgantini et al., 2019; Krejcova et al., 2023).

Pro hodnoceni efektivity imunitni odpovédi se vyuziva analyza ptezivani (Survival
Analysis). Je potieba zvazit technické postupy pii vyzkumu, napf. zda se budou vyuzivat i
samice — vyzaduji Cast&jsi presazeni na nové médium kvuli tomu, ze se larvy kladou do
média s potravou. Pfi pouziti samcii je tieba pocitat s tim, Ze se budou muset presazovat na
nové média kazdé 2-3 dny. V zavislosti na postaveni védecké otazky lze infekci provést
letalné nebo subletalné. Infikovany hostitel mize na patogen reagovat dvéma zpisoby — bud’

dojde k usmrceni patogenu, nebo k jeho toleranci (Ayres a Schneider, 2012).

Ke zjisténi disledku uhynuti drozofil, zda se jednalo o nizkou odolnost ¢i nizkou toleranci,
se vyuziva metoda CFU (Colony Forming Units), kdy se pocitaji jednotky bakterii tvoficich
kolonie na mouchu v daném c¢ase po infekci. CFU urcuji efektivitu imunitni odpovédi

(Bradley a Metcalf, 1966).
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Infekce Streptococcus pneumoniae v takové formé, jako je pouzita v této praci, neni
ptirozend. Velké mnozstvi bakterii je vtomto piipad¢ vpraveno piimo do tela, proto
nedochazi k aktivaci epitelidlni imunity (Lemaitre a Hoffman, 2007; Govind, 2008). Po
proniknuti bakterii S. pneumoniae do organismu dojde k okamzitému mnozeni a imunitni
systém je aktivovan okamzité (Wang, et al., 2014). Dochazi tak k narustu hladiny CFU.
Patogeny jsou zabijeny pomoci plasmatocytii, které¢ jsou analogy sav¢ich makrofag M1
(Govind, 2008; Novak and Koh, 2013). Fagocytoza bakterii je spusténa rozpoznanim PAMP
u bakterii pomoci PRR, které se nachdzeji na povrchu imunitnich bunék. To ma za nasledek
prestavbu cytoskletu a naslednou internalizaci patogenu. Ten je poté rozlozen
prostiednictvim lysozomalnich enzymii (Lemaitre a Hoffman, 2007). Soucasné se aktivuje
| imunita humoralni a v hemocytech i v tukovém télese dojde k produkci AMP (Wang et al.,
2014). AMP hraji v tomto ptipadé spiSe podpurnou roli, ale pokud nedochazi k dostate¢né
spolupraci obou slozek, moucha uhyne (Lemaitre a Hoffman, 2007). To, Ze je imunitni

odpovéd’ dostatecné ucinnd, 1ze poznat z nasledného snizeni poctu CFU.

Nejenze je drozofila velmi uzitecny modelovy organismus pro studium vrozené imunity, ale
také ma mnoho jedine¢nych vlastnosti usnadnujicich pochopeni zakladnich mechanism.
Nastroje vyuzivané pro studium jsou napiiklad RNA interference (RNA1) spolecné s UAS-
GAL4 systéemem, diky kterému je mozno kontrolovat Cas 1 misto plisobeni RNAi1 (Brand
a Perrimon, 1993). Lze pak jednoduSe analyzovat u¢inek zdjmového genu v konkrétni tkani.
Mimo regulaci genové exprese existuji dalsi jiZz vyvinuté nastroje pro detekci specifické
genoveé exprese, které jsou Casto oznaCeny fluorescencnimi proteiny — napi. zeleny
fluorescenéni protein (GFP), ¢erveny fluorescen¢ni protein (RFP). Dalsi techniky vyuzivaji
slouc¢eninu modré indigo a jsou pouzivany pro vizualizaci genové exprese — X-gal barveni
(nebo také LacZ barveni). Toto je jen zlomek technik vyuzivanych pii vyzkumu a €ini tak

drozofilu idedlnim modelovym organismem napii¢ genetickymi aplikacemi pro analyzu

slozitych procest in vivo (Burn, 2012).

1.4.2 UAS/GALA4 systém u drozofily

Pro vyzkum drozofil je k dispozici n€kolik vykonnych a sofistikovanych nastroji. Naptiklad
1ze jednoduSe provést cilenou RNAi nejen tkanoveé specificky knockdown urcitého genu
pomoci UAS/Gal4 systému, ale dokonce v kombinaci s termosensitivni verzi inhibitoru
Gal80 (Gal80™) Ize systém pouzit k Easové Fizenému zastaveni genové exprese zadouciho
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genu. To zamezi naslednym vyvojovym ucinkiim. Diky tomu je drozofila povazovana za
jeden znejvhodnéjsich modelovych organismiit pro studium rtznych komplexnich

metabolickych drah ¢i chorob (Duffy, 2002; Johnston, 2002; McGuire et al., 2004).

Gen Gal4 koduje protein GAL4 skladajici se z 881 aminokyselin, ktery byl identifikovan
u kvasinek Saccharomyces cerevisiae jako regulator gent (napt. gall0 a gall), ktery je
indukovan pomoci galaktézy. (Laughon et al., 1984; Laughon and Gesteland, 1984) Jedna
se 0 negativné inducibilni systém. GAL4 reguluje transkripci tak, ze se vaze na usek, ktery
je definovan jako tzv. Upstream Activating Sequences (UAS) element. Tento element je
analogem Kk enhancerim i u mnohobunéénych organisml a je esencialni pro aktivaci
transkripce gent regulovanych GAL4 (Duffy, 2002). Bylo prokazano, ze exprese Gal4
stimuluje expresi transkripce reportérového genu, ktery je pod kontrolou UAS elementu
u drozofily (Fischer et al., 1988).

1.5 Ketony

Metabolismus ketonti je Zivotné dulezity V procesu homeostazy a také slouzi jako
alternativni zdroj metabolického paliva v obdobi nutri¢ni nouze pro vSechny — eukaryota,
bakterie a archea. Primarnim fyziologickym palivem je za normalnich podminek glukéza.
Pokud ovSem dojde k dramatické zméné hladiny glukozy v krvi, cozZ mtize byt zptisobeno
napf. dlouhodobym hladovénim, pfijmem diety velmi chudé na sacharidy nebo
vytrvalostnim cvi¢enim (Evans et al., 2017). Zptsobeny pokles hladiny glukézy vede
soucasné ke zvySeni ketond v krvi, ty jsou ziskdvany pomoci FAO z tukové tkané. Pro
spusténi ketogeneze je také nutna insulinova rezistence v hepatocytech. Poté dochazi
k vychytavani cirkulujicich mastnych kyselin a jejich pfeméné na ketony, zejména na
acetoacetat (ACAC) a B-hydroxybutyrat (2-HB). Ty jsou pak u savct produkovany prevazné
Vv jatrech z acetyl-CoA (pomoci FAO) a jsou nasledné exportovany do vSech tkani v téle —
preferen¢né do mozku, srdecniho svalu, branice a ledvin — do orgént, které jsou nutné pro
bazalni metabolismus. Zde jsou pomoci mitochondrii metabolizovany primarné na ATP
(Grabacka et al., 2016; Rojas-Morales et al., 2019). Mimo to, ze slouZzi jako alternativni
energetické palivo pro vitalni organy a tkdn¢ (mozek, srdce, kosterni svalstvo), hraji také
ketony roli jako signalizaéni mediatory, v posttranslacnich modifikacich u proteint,

modulatory u zanétu ¢i oxidativnim stresu (Puchalska a Crawford, 2017).
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Vyhodou tohoto systému je, Ze se jedna o zdroj energie, jehoz ptijemce neni néjak limitovan
utlumenou insulinovou rezistenci. Navic ketony mohou pfijimat a energeticky vyuzivat
pouze bunky a tkané exprimujici enzym sukcinyl-CoA:3-oxokyselina-CoA transferaza
(SCOT). Takto piijaté ketony jsou pak schopny nahradit chybéjici cukry a lipoproteiny
(Kolb et al., 2021.).

Navic Sifeni ketonli neni spojeno s uklddanim cholesterolu, proto mize byt metabolismus
ketonti do zna¢né miry pro nékteré jedince povazovan za ozdravny, ale jen v pfiméfené miie

a po omezenou dobu (Lopaschuk a Dyck, 2023).

1.5.1 Ketogeneze

Jak jiz bylo zminéno, ketony jsou generovany primarné v jaternich mitochondriich z acetyl-
CoA, ktery vznika pomoci FAO z mastnych kyselin. Jakmile dojde k transportu acylovych
fetézcll pfes membranu mitochondrie a nasledné¢ FAO, je dal$im nezbytnym krokem
v produkei ketond enzym hydroxymethylglutaryl-CoA syntaza (HMGS), ktery katalyzuje
kondenzaci acetoacetyl-CoA a acetyl-CoA za vzniku HMG-CoA a CoA (Shafquat et al.,
2010). Néasledné je reakce katalyzovana enzymem hydroxymethylglutaryl-CoA lyazou
(HMGCL), ktera da vzniknout ACAC za uvolnéni acetyl-COA. ACAC pak mize byt
redukovan mitochondrialni 2-HB dehydrogenazou na 2-HB (Lehninger et al., 1960, Bock
a Fleischer, 1975). Ten je pak transportovan do tkani, kde je potfeba a nasledné oxidovan
zpét na ACAC prostiednictvim reakci, které vyzaduji enzym SCOT (Puchalska a Crawford,
2017). Schéma je zobrazeno na Obrazku ¢. 1.
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KETONE

PRODUCER
Acyl-CoA
AcAc ACAC'COA‘
Acetyl-CoA SCOT\
BOHB
AcAcCoA Acetyl-CoA
HMGCL o ]
HMG-CoA a
HMGS AcAc.BOHB/ TCA cycl
KETONE
RECIPIENT

Obrazek ¢. 1: Schéma pribéhu ketogeneze v burice, ktera je producentem ketont (vlevo —zaznaceno
ketone producer), kde jsou dilezité 2 geny — Hmgcl a Hmgs — zaznaceny Eervené. Ve druhé buiice
(vpravo — zaznaceno ketone recipient), ktera piijima ketony, dochazi ke ketolyze (katabolismu
ketontt). Zde je dalezity gen SCOT (zaznacen Cervené), ktery hraje dulezitou roli ve spotfebé ketonl

akceptorovou buiikou.

1.5.2 Enzym Hmgcl

Hmgcl, celym nazvem 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-CoA Ilydza, je soucasti
biosyntetického procesu ketont a také katabolického procesu leucinu. Piedpokladem je, ze
se nachazi v cytosolu bunky, endoplazmatickém retikulu a také peroxisomu, neni ale znamo,
zda ke ketogenezi v této organele dochazi. Patii do skupiny lyazy oxokyselin. Tyto lyazy
jsou schopny Kkatalyzovat S$tépeni a-hydroxykarboxylovych kyselin na a-
karbonylkarboxylové kyseliny a karbaniony v reakci typu retro-aldol. Do této skupiny lyaz
patii n¢kolik enzym, které jsou soucasti Krebsova cyklu (téZ jako citratovy cyklus, cyklus
kyseliny citronové nebo TCA cyklus) a jinych piibuznych drah. U lidi se ortolog tohoto genu
podili na poruse metabolismu aminokyselin. Pro pacienty, ktefi nejsou schopni produkovat
Hmgs enzym, to mlzZe byt zcela devastujici, protoZe pii nedostatku glukdzy nejsou schopni
pfepnout na jiny energeticky zdroj, to muze vést napi. k zavazné epilepsii (Fukao et al.,
2004).
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1.5.3 Enzym Hmgcs

Hmgs, celym nazvem hydroxymethylglutaryl-CoA syntdza, se podili na biosyntetickém
procesu farnezyldifosfatu, metabolickém procesu acetyl-CoA a také na mevalonatové draze.
Patii do skupiny acyltransferaz které¢ jsou zodpovédné za katalyzu ptfenosu acylové skupiny
Z donoru na akceptor a diky tomu dochazi ke zmén¢ acylové skupiny na alkylovou. Ortolog
tohoto genu u lidi se podili na nedostatku HMG-CoA syntazy 2. Reakce enzymu Hmgs je
posledni hlavni regulaéni reakci ketogeneze. K expresi dochazi nejvice v jatrech, ale také ve
stievé novorozenct, také v mensi mife v ledvinach, mozku a svalech jak novorozenct, tak

dospélych (Cullingford et al., 1998; Fukao et al., 2004).

1.5.4 Enzym SCOT

SCOT, celym nazvem sukcinyl-CoA:3-oxokyselina-CoA transferdza, je klicovym enzymem
Vv katabolismu ketolatek, jelikoz pfenasi ze sukcinatu ¢ast CoA na AcAc. K tvorbé
meziproduktu enzym-CoA dochazi prostfednictvim nestabilniho anhydridu. Ten vznika
Uenzymu a substritu mezi jejich karboxylovymi skupinami. Uplatiiuje se u procesu
bunécného metabolismu ketont. K jeho aktivit¢ dochazi v mitochondriich. K expresi tohoto
genu dochazi prfedevSim tkdnémi a organy, které jsou zodpovédné za udrZzovani vitalnich
funkci v organismu — napf. branice (nutna k dychani), srdec¢ni sval (ob&hova soustava),
mozek (regulace vSech funkci) a ledviny (zbavovani se Skodlivych produktti metabolismu).
Pacienti s deficienci SCOT jsou vzacni, ale u nich pak dochazi k neustalé hyperketonemii,
protoze jejich tkan¢ a organy nejsou schopny ketony zpracovat. Proto se koncentrace ketont
v krvi zvySuje a dochazi tak k jejimu okyseleni béhem hladovéni, coZ je pro organismus ve
vetsi mife toxicke. Tento jev je také znam jako ketoacidoza. Ta se ale také mlze projevit
nejen u pacientll s deficientnim SCOT, ale také pti dlouhodobém nedostatku nebo
neschopnosti bunék zpracovat glukdzu nebo pokud se tuky odbouravaji ptilis rychle a bunka
je nestiha zpracovat (Fukao et al., 2004). Ke ketoacidoze muze také dochazet u diabetika I.
typu, kdy je tento stav charakterizovan hyperglykémii s insulinovou rezistenci a také

zvySenou hladinou ketont v krvi (Veech, 2004).

1.5.5 Ketony u drozofily

Hlavnim konzumentem energie napii¢ tkanémi Vv téle je mozek. Vétsina energie, ktera je
mozkem spotiebovana slouzi pro neuronovou signalizaci a pro komunikaci mezi neurony
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a gliovymi bunkami, coz je nezbytné pro spravné fungovani mozku — napt. pro pamét.
Hlavnim palivem je pravé glukoza, ktera je dulezita nejen pro tvorbu energie, ale také pro
syntézu neurotransmiterd. Podstatnou roli v komunikaci mezi astrocyty a neurony hraje
vyména laktatu (astrocyte—neuron lactate shuttle — ANLS), kdy glie z krve pfijimaji glukozu
a prostfednictvim glykolyzy poskytuji pyruvat, ten je pak pomoci LDH pieménén na laktat.
Laktat nasledné slouzi jako energeticky substrat pro neurony (Pellerin a Magistretti, 1994;
Suzuki et al., 2011; Silva et al., 2022; Wilson, Bar a Kapahi, 2022). Jestlize organismus
vyCerpa dostupnou zasobu glukédzy, je tieba piepnout na alternativni palivo — ketony,
konktrétné AcAC a 2-HB. Nicméné skute¢nost, ze ketony mohou u neuront pIné nahradit
glukozu se potvrdila teprve nedavno (Chowdhury et al., 2014). U savct bylo také prokazano,
Ze jsou astrocyty schopny syntetizovat ketony, a to diky své schopnosti oxidovat mastné
kyseliny (Auestad et al., 1991). Nasledné¢ bylo u drozofily prokazano, ze glie
v mozkové kiiie ze zasoby lipidil syntetizuji ketony pro neurony béhem nedostatku glukozy,

napt. pii hladovéni (Silva et al., 2022).

Role ketogeneze jako soucast imunitni odpovédi doposud nebyla uspokojivé a dostate¢né
experimentalné prozkoumana. V této praci jsem se proto rozhodla pouzit drozofilu jako
modelovy organismus, ve kterém budu vypinat geny zodpovédné za produkci ketont
Vv pribéhu bakterialni infekce v jednotlivych tkanich a také se budou sledovat dopady téchto
zmén na rezistenci vaci infekci. K tomu bude pouzita linie drozofil nesouci konstrukty RNAI
u pottebnych gend Hmgs, Hmgcl a k vypnuti bude pouzit systém UAS/Gal4Gal80 specificky

pro tukové téleso ¢i imunitni burky.
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2 Cile prace

Cilem prace je prispét k pochopeni role ketogeneze v imunitni odpovédi na bakterialni

infekci u drozofily a experimentalné ovéfit jeji vyznam v boji s patogenem.

Tato prace se snazi prinést odpovéd’ na tyto dil¢i otazky.

1.  Je bakterialni infekce doprovazena zvysenim hladiny ketont v cirkulaci?

2. Které tkané se podileji na produkci ketonti béhem bakterialni infekce?

3. Je zvySena ketogeneze podminkou baktericidni funkce imunitniho systému?
4.  Je zvySena ketogeneze nutna pro rezistenci k bakterialni infekce?

5. Které tkan¢ béhem infekce ketony nejvice vyuzivaji?

24



3 Metody

3.1 Chov a udrzovani drozofil

Drozofily byly chovany na Zzivném médiu z kukuticné mouky S 5% obsahem glukozy
(Tabulka ¢. 1) ve sklenénych vialkach s vatovymi zatkami Vv inkubatoru, kdy dochazelo
K pfirozenému stfidani svétla a tmy pii 18 °C nebo 25 °C a pii vlhkosti vV rozmezi 52-60 %.
K navySeni poctu drozofil, pokud bylo potieba, byly pfemistény do plastovych lahvicek, kde
ziskaly vice prostoru pro kladeni vaji¢ek do média, které mélo stejné slozeni. Pro experiment
byli vybirani samci, ktefi byli nasledné pfesunuti do dalsi plastové vialky tentokrat ale
s experimentalnim médiem, které neobsahovalo glukozu (Tabulka ¢. 2). Béhem experimentu
byly vialky pfenaseny z inkubatoru s 18 °C do 29 °C v zavislosti na tkanové a Casové
specifické RNAi, ktera vyuziva konstrukt Gal4Gal80'S. Jedinci vybrani na experiment byli
chovani a drzeni v 18 °C do doby 48 h pied experimentalni infekci, kdy byli pfemisténi do
inkubatoru s teplotou 29 °C, kvuli teplotni sensitivité¢ S. pneumoniae. A také kvuli aktivaci
teplotné sensitivniho genetického konstruktu. Pro represe RNAi konstruktl byli jedinci

drzeni az do experimentu.

Tabulka ¢. 1: Kukufi¢na dieta s 5% obsahem glukozy

dH20 1500 ml
Kukuti¢na mouka 120 g
Agar (Amresco, J637) 159
Instantni kvasnice 60 g
Sacharo6za 759

Vatit po dobu 12 min pti 100 °C, pak 50 min pti 90 °C, pak nechat
vychladnout na 60 °C

100% Metylparaben/EtOH 25 ml
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Tabulka €. 2: Experimentalni kukufi¢na dieta s 0% obsahem glukézy

dH20 1 500 ml
Kukufi¢na mouka 80,39
Agar Drosophila Typ Il. (Apex — 66-103) 9,3¢
Instantni kvasnice 42,39

Vaftit po dobu 12 min pti 100 °C, pak 50 min pii 90 °C, pak nechat
vychladnout na 60 °C

100% Metylparaben 25 ml

3.2 Krizeni

Linie drZzené ve stocich byly k¥iZzeny, aby daly vzniknout zadoucim kombinacim RNAI
konstruktu (Hmgs®NA, Hmgcl™NAY) spolu s tkafiové specifickym driverem (HmI>Gal4;
Fb>Gal4), jehoZ aktivita byla regulovéana teplotné senzitivnim represorem Gal4 systému
(Gal80™). Stokové linie byly drzeny v homozygotnim stavu a pfiprava experimentalnich
jedinct tak byla dosaZena jednoduchym jednokrokovym kiiZenim do nasledujicich

kombinaci.

HmI>Gal4; Tub>Gal80™ x HmgsRNAI - HmI>Gal4/ HmgsRNAi; Tub>Gal80TS
HmI>Gal4; Tub>Gal80 ™ x HmgcIRNAI - HmI>Gal4/ HmgcIRNAI; Tub>Gal80TS
Fb>Gal4; Tub>Gal80 ™ x HmgsRNAi - Fb>Gal4/ HmgsRNAi; Tub>Gal80TS

Fb>Gal4; Tub>Gal80 ™ x HmgIRNAI - Fb>Gal4/ HmgclRNAi; Tub>Gal80TS

HmgsRNAT — konstrukt pro tkanové specificky knockdown Hmgs genu BDSC — #57738
HmgcIRNAT _ konstrukt pro tkafové specificky knockdown Hmgcl genu BDSC — #51861
HmI>Gal4; Tub>Gal80™ - teplotné kontrolovany driver specificky pro makrofagy,

poskytnuty od Doc. Tomase Dolezala, Ph.D.
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Fb>Gal4; Tub>Gal80™ — teplotné kontrolovany driver specificky pro tukové té&leso,
poskytnuty od Dr. Katrin Kierdorf

3.3 Bakterialni kultura a infekce

Pro bakterialni infekci, naslednou analyzu ptezivani, qPCR analyzu a méfeni metabolitl
V hemolymfé byly vybrani nové vylihli samci, ktefi byli premisténi na experimentalni
médium bez obsahu glukdzy, kde se nachazeli alespoii po dobu 7 dni, aby doslo ke stabilizaci
jejich imunitniho systému. Experimentalni jedinci byli pfemisténi 48 h pfed experimentem
do inkubatoru s teplotou 29 °C, aby byla indukovana degradace proteinu GALB80 a nasledné
spustétna RNAi. Vsechny skupiny, at’ uz pouzité k experimentu, ¢i kontrolni, byly

skladovany pfi stejné teploté.

S. pneumoniae (kmen EJ1 od Davida Schneidera, oznafeny Sp) byl uchovan
v mikrozkumavkach s 16% glycerolem pfi teploté -80 °C v médiu Tryptic Soy Broth (TSB)
(Sigma). Pomoci jednorazové inokula¢ni smycky (Biologix) byla seSkrabnuta horni vrstva
a rozprostena na Petriho misku, ktera byla ptipravena podle nasledujici tabulky (Tabulka
¢. 3).

Tabulka €. 3: Navod pro piipravu TSB agaru pro piipravu média na Petriho misky.

dH20 400 ml
Bujon ze stépené so6ji — TSB (Sigma) 3% 12 ¢
Agar (Amersco, J637), 1,5% 69

Vafit 1 min v mikrovlnné troubé. Nasledné vlozit do autoklavu na 20 min
pii 121 °C. Nechat vychladnout na 50 °C.

Streptomycin sulfat (Sigma) 0,0075% 0,03g

Streptokokové kultury na Petriho miskach s agarem byly drzeny v inkubatoru pfi teploté

37 °C pies noc. Soucasné byla také piipravena tekuta média TSB (Tabulka ¢. 4).
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Tabulka €. 4: Navod na piipravu tekutého média TSB.

dH20 100 ml

Bujon ze stépené soji — TSB (Sigma) 3% 30

Varit 1 min v mikrovilnné troubé. Nasledné€ vlozit do autoklavu na 20 min
pti 121 °C. Nechat vychladnout na 50 °C.

Nasledné byly piipraveny 3 sklenéné zkumavky s tekutym médiem TSB — jedna byla pouzita
pro inokulaci S. pnemoniae z Petriho misky, dalsi pro inokulaci S. pnemoniae nasledujici
den do Cerstvého média a tieti byla vyuzita jako blank. Do kazdé zkumavky byly pfidany
3 ml tekutého TBS média, 100 pl streptomycinu (Sigma) a 100 ul katalazy (Sigma). Dalsi
den rano byla jedna kolonie z Petriho misky pfemisténa do prvni zkumavky, ktera byla
nasledné umisténa do inkubatoru pfi teploté 37 °C. Po 24 hodinach bylo odpipetovano 100 pl
z prvni zkumavky do druhé. To zajistilo, ze ristova kiivka S. pnemoniae byla v dob¢ infekce

Vv exponencidlni fazi.

Hustota bakterii byla zméfena pii OD600 spektrofotometrem Optizen 1412V pomoci
jednorazové kyvety (BRAND®), nasledné byla provedena centrifugace, poté rozpusténi ve
fosfatovém pufru (PBS), aby kone¢na hodnota OD dosahla A = 2,4. Kultura S. pnemoniae

byla béhem procesu infekce uchovavana na ledu.

Pomoci mikroinjektoru Eppendorf Femtojet byly mouchy infikovany 20 000 bakteriemi S.
pnemoniae v 50 nl pufru. Konec sklenéné jehly (cca 3 mm) byl odlomen pomoci pinzety
a 50 nl pufru s bakterii bylo vstfiknuto do sklenéné jehly pomoci extra dlouhé $picky pipety.
Ke kalibraci slouzila mal4d miska s olejem, kterd se polozila pod binokularni mikroskop
(Olympus) a nasledné do ni byla umisténa sklenéna jehla. Pii zvétSeni 4x byla jiz viditelna
miizka mikroskopu, pomoci niz byla vytvofena kapka o velikosti 21 jednotek na zaklade
kombinace ¢asu a tlaku. Tato kapka obsahovala 20 000 bakterii a méla objem 50 nl. Mouchy
byly injikovany na CO. Flowbuddy Flow Regulator desce (Genesee s pritokem plynu 7 |/
min). Kontrolni skupin¢ drozofil bylo injikovano 50 nl PBS. Mouchy byly po infekci
pfeneseny do plastovych vialek s médiem, které obsahovalo 0 % gluk6zy. Nutnosti bylo také

zkontrolovat, zda vSechny mouchy proces infekce piezily, to znamena, Zze se vSechny
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probudily. Pokud se mouchy neprobudily, byly z experimentu vylouceny. Bakterie S.
pnemoniae je citliva na teplotu, proto byly infikované mouchy uchovany pfi teploté 29 °C.
Infikovani samci byly kazdé dva dny pfemistovani do novych lahvicek s ¢erstvym médiem,
pravé kvuli zajisténi dobrého stavu krmiva. Tento pfesun byl zajistén bez pouziti CO», aby
nedoslo k negativnimu ovlivnéni experimentu — mohla by se zvysit mortalita drozofil. Pocet
uhynulych drozofil ze staré lahvicky se vzdy zaznacil na novou lahvicku, aby nedoslo
K jejich zapocitani ¢i zafazeni dvakrat. Pocty uhynulych jedinci byly pocitany
a zaznamendvany kazdy den nejméné po dobu 23 dnili, nebo dokud vSechny drozofily
nezemiely. Za mrtvé byly povazovany mouchy, které leZely na zadech a nereagovaly ani pii
poklepani na hlavicku. Tyto udaje byly nasledné vyhodnoceny statisticky pomoci standardni
analyzy prezivani — Survival Analysis (viz kapitola 3.11 Analyza piezivani — Survival
Analysis). Mouchy pfilepené na médium, nebo ty, které uhynuly kvili neodborné
manipulaci, byly z pokusu vyfazeny. Statistické vyhodnoceni je zpracovano v kapitole 3.12

Statisticka analyza. Plan experimentu byl pfevzat od Bajgar a Dolezal, 2018.

3.4 Colony Forming Units (CFUs) — bakterie tvorici kolonie

CFUs se pouziva pro zji$téni, zda dochazi k bakteridlnimu rdstu uvnitt drozofil po jejich
infekci. CFUs byly provedeny 24 hodin po infekci (hpi). K tomu, aby bylo mozZno ur¢it, jestli
je distribuce bakterii rovnomérna mezi jedinci, byl vyhodnocen také pocet bakterii na jednu
drozofilu ithned po infekci (0 hpi). Kazda jednotliva ndhodné vybrana moucha byla pomoci
CO2 anestezovdna a umisténa do mikrozkumavky s 200 pul PBS. VsSechny tyto
mikrozkumavky byl ponechany na ledu. Nasledn€ byla moucha homogenizovana pomoci
drtitka. Z tohoto homogenatu bylo pfeneseno 20 pl do jedné jamky na 96jamkové desticce
a nasledné bylo jesté pfidano 180 pl PBS. Déle byl tento vzorek jest¢ dvakrat zfedén. Pak
bylo na Petriho misku s agarem TSB naneseno 20 pl nafedéné kultury S. pneumoniae. Faktor
fedéni byl tedy 1/10,

Miska byla pfenesena do inkubatoru az po zaschnuti kapek a uchovana pti 37 °C. Pomoci
binokuldrniho mikroskopu byl po 48—72 hodinach spocitan pocet kolonii. Tyto kolonie
odrazeji u kazdé drozofily pocet kultivovanych jednotek bakterii. Nasledné byly tyto tidaje

zaznamenany do tabulky a dale zpracovany (viz 3.12 Statisticka analyza).
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3.5 Izolace bunék na cell sorteru [Fluorescence-Activated Cell
Sorting (FACS)]

Nasledujici ptiprava vzorkl pro izolaci bun¢k byla provedena v 0, 6, 34, 72 a 120 hpi. Na
kazdy vzorek bylo anestezovano pomoci COz piiblizné¢ 200 drozofil, ty byly nasledn¢
rozdéleny do tii mikrozkumavek s 200 ul PBS, kter¢ byly uchovany na ledu. Dospéli jedinci
byli nasledné homogenizovani pomoci drtitka, aby nedoslo k poskozeni bunék. Homogenat
byl propasirovan ze vsech tii zkumavek skrze nylonové bunééné sitko o priméru 40 pm.
Mikrozkumavky byly promyty 200 pl PBS, aby se zajistilo, Ze v nich nic nezlstane. Toto
PBS bylo pfidano k homogenatu. Nasledné byla provedena dalsi centrifugace (3 min, 6 °C,
3500 RPM). Déle byl supernatant odstranén a k peletu byl piidan 1 ml PBS. Poté byla

provedena resuspendace vzorku. Nasledné byl jesté dvakrat opakovan proces centrifugace.

Pritokova cytometrie se stanovila pomoci pozitivnich (nesouci HmIGFP) a negativnich
(W'18) kontrolnich drozofil. Pied roztfidénim bunék byla provedena kontrola kvality pomoci
deseti kapek univerzalnich kalibra¢nich kuli¢ek — Pro Line Universal Calibration Beads
(Bio-Rad).

Pomoci jednorazového bakterialniho filtru (2 50um, Sysmex) byly vzorky pteneseny do
polystyrenovych zkumavek FACS. Buiky obsahujici GFP byly nasledné roztfizeny do
zkumavek FACS se 100 ul ¢inidla TRIzol (Ambion). Dale se vicka zkumavek zakryla
parafilmem a zkumavky byly ulozeny do -80 °C.

Abychom zjistili, zda byly vytfidéné bunky ty, co obsahuji HmIGFP, byla nasledné
provedena analyza pomoci inverzniho mikroskopu (Olympus IX71, obr. 9C, D a E).

3.6 Disekce tkani a izolace hemolymfy

Pro méfeni metabolitd a genové exprese bylo nutné ziskat tukova télesa a hemolymfu
Z kontrolnich a infikovanych jedincti zkoumanych genotypii. Pro ziskani vzorku tukovych
téles byly anestezovani jedinci pitvani ve vychlazeném PBS pufru a télesa ze Sesti jedinct

byla smichana, aby vytvofila jeden vzorek.

Pro izolaci hemolymfy byly analyzovani jedinci anestezovani a jejich téla byla perforovana

tenkou jehlickou. Hemolymfa byla separovana od zbytku tkani centrifugaci ve zkumavkach
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se silikomembranovym filtrem. Na jeden vzorek hemolymfy bylo pouzito 25 kontrolnich

nebo experimentalnich jedinct.

3.7 Méreni metabolitu

Byly stanoveny 2 metabolity — proteiny a ketony. Ke standardizaci moznych odchylek, které
mohly byt zpisobeny odlisSnymi velikostmi jednotlivych musek, slouzily pro proteiny

kyselina bicinchoninova (BCA) a pro ketony 2-HB.

Infikovani samci byli odebirani po 0, 12 a 24, 48 a 72 hpi. Pro piipravu smésnych vzorku
bylo v jedné zkumavce homogenizovano 5 jedinct ve 200 pl PBS a centrifugovano (3 min,
4 °C, 8 000 RPM). Vzorky, které nasledné slouzily pro kvantifikaci proteinii byly pfesunuty
do -80 °C.

3.7.1 Ketony

Ke kvantifikaci ketond byl vyuzit 2-HB kit (Sigma). Mix obsahoval 4,6 ml 2-HB pufru,
200 pl 2-HB enzymatického mixu a 200 pl 2-HB substratového mixu. Bylo smichano 50 pl
tohoto mixu a 30 pl vzorku. Nasledné bylo po 50 pl této smési rozpipetovano do kazdé

jamky.

Koncentrace 2-HB byla odectena z absorpce pii vinové délce 455 nm, ktera byla méfena

pomoci piistroje Sunrise — Absorbance microplate reader, Tecan.

3.7.2 BCA assay

Ke kvantifikaci proteinii byl vyuzit BCA kit (Sigma), kdy byl 1 dil vzorku smichan s 20 dily
roztoku. Nasledné bylo smichano 30 pl vzorku a 100 ul BCA mixu. Mix byl pfipraven

smichanim slozek A, B a C v poméru 40:40:1.

Soucasné byla vytvofena pomoci BSA (New England Biolabs) standardni kiivka se
specifickym rozsahem (0; 1 ug/ml; 10 pg/ml; 0,1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1 mg/ml). Koncentrace
proteinu byla pak odectena z absorpce pii vinové délce 562 nm, kterd byla méfena pomoci

ptistroje Sunrise — Absorbance microplate reader, Tecan.
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3.8 Izolace RNA

Nejprve bylo ke vzorku ptidano 100 ul TRIzol (ambion). Smés byla homogenizovana
pomoci vortexu. Nasledné bylo ptidano dalSich 400 ul TRIzol a smés byla inkubovana po
dobu 5 minut. Dale bylo ke smési pfidano 200 ul chloroformu, poté pomoci vortexu byla
smés rozmichdna po dobu 20-25 s. Opét byla smés ponechéna inkubovat po dobu 10 minut
pii pokojové teploté. Nasledné byla provedena centrifugace po dobu 15 minut na
14 000 RPM ateplotu 4 °C. Poté byla odebrana horni ¢ast, ke které bylo pfidano stejné
mnozstvi 100% isopropanolu a 2,5 pl glykogenu. Glykogen slouzi pro lepsi vizualizaci
peletu. Dale byla provedena inkubace na ledé po dobu 10 minut. Dal§im krokem byla
centrifugace po dobu 10 minut na 14 000 RPM ateplotu 4 °C. Nasledné byl odebran
supernatant a k peletu bylo pfidano 500 ul 75% EtOH. Poté byla opét provedena
centrifugace po dobu 5 minut na 14 000 RPM ptfi teploté 4 °C. Dale byl opét odstranén
supernatant a byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty na 14 000 RPM a teplotu 4 °C.
Vzorek byl ponechan piiblizné 2 minuty stat pii pokojové teploté, aby doslo K odpateni
piebyte¢ného EtOH. Poslednim krokem bylo pfidani 20 ul dH.O. Cistota a koncentrace
izolované RNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru NanoDrop (UVS-99 ACTGene).

3.9 Reverzni transkripce

Nejprve byly vytvofeny 2 master mixy. Prvni mix obsahoval 4 ul dNTPs, 1 ul oligo-dT
primer, 3 ul dH20. Téchto 8 pl se ptidalo do jedné zkumavky, ktera jiz obsahovala 6 pl RNA
ze vzorku. Smés byla kratce centrifugovana pomoci Eppendorf’s MiniSpin kvili tomu,
abychom zajistili, ze se vSechny chemikalie promichaji do jedné kapky. Prvni mix se
vzorkem RNA byl inkubovan v 65 °C po dobu 5 minut, nasledné probéhla inkubace na ledé
po dobu 1 minuty.

Druhy mix obsahoval 4 ul FSB, 1 ul SSIH1 a1 pul dTT. Téchto 6 pl bylo nasledné pridano do
kazdé zkumavky a inkubovano v 50 °C po dobu 50 minut. Reakce byla zastavena inkubaci

vzorku po dobu 15 min, pii teploté 75 °C.
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3.10 gPCR

Ke kazdému vzorku z reverzni transkripce bylo ptidano 200 ul dH2O. Nasledné bylo ptidano
10 ul 2x SYBR Master Mixu (Top-Bio) ke 3 ul kazdého vzorku, 0,25 pl 20uM forward
primeru (KRD), 0,25 ul 20uM reverse primeru (KRD) a 2,5 ul PCR ultra H.O (Top Bio).
Jednotlivé vzorky byly méfeny v 96jamkové desti¢ce ve tiech opakovanich. Desticka byla
pokryta folii Microseal® ,C* (Bio-Rad) a polytetrafluorethylenovou tésnici podlozkou (Bio-
Rad). Reakce byla provedena v cykleru CFX 1000 Touch Real-Time Cycler (Bio-Rad). Pro
gPCR byl vyuzit nasledujici protokol pti pouziti 40 cykll (Tabulka €. 5).

Tabulka €. 5: Protokol pro qPCR analyzu

Faze reakce Teplota Cas
Iniciaéni denaturace 94 °C 3 min
Denaturace 94 °C 20 sec
Nasedani primert 55°C 20 sec
Amplifikace 72°C 35 sec
Cteni SYBR green signalu | 72 °C --

Data z qPCR byla vyhodnocena metodou dvojité delta Ct analyzy. Standardizace exprese
gend byla provedena pomoci exprese genu RpL32 (Rp49). NiZe jsou uvedeny sekvence

pouzitych primert (Tabulka €. 6).

Tabulka ¢&. 6: Sekvence pouzitych primert pro gPCR

Hmgs Fwd | 5>-TCTATGCAGCGCATCCACGT-3> | CG4311 FBgn0010611
Hmgs Rev | 5>-TGCTTCCATGTACTCGATCAG-3’ | CG4311 FBgn0010611
Hmgcl Fwd | 5’-GAATGCTGGATGAGGTGA CC-3’ | CG10399 FBgn0010611
Hmgcl Rev | 5>-TTCCACGCTCGATTAACCTTG-3 | CG10399 FBgn0010611
RpL32 Fwd | 5>-AAGCTGTCGCACAAATGGCG-3* | CG7939 FBgn0002626
RpL32 Rev | 5°-GCACGTTGTGCACCAGGAAC-3> | CG7939 FBgn0002626
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3.11 Analyza piezivani — Survival Analysis

Analyzovani jedinci byli drzeni v plastovych vialkdch. Kazdy den bylo spocitano, kolik
jedinct od predeslého dne uhynulo. Pro kazdou linii bylo analyzovéano alesponi 600 jedinct
a také pro ni byla pouzita kontrolni linie bez infekce. Experiment byl proveden ve tiech

biologickych replikatech.

3.12 Statisticka analyza

Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita dvoucestnd ANOVA s vicendsobnym porovnanim
— Sidak’s multiple comparisons, protoze bylo tfeba porovnat rtizné skupiny a postupy

v experimentech s kvantifikaci genové exprese, CFU a metabolitu.

Pomoci D‘Agostinovym-Pearsonsovym i Sharpiovym-Wilkovym testem byla testovana
normalita dat a Bartlettovym testem homogenity varianci byla testovana homogenita dat.
Data byla do finalnich grafti zpracovana v programu GraphPad Prism 9. Grafy zobrazuji
statistickou vyznamnost testl nasledujicim zpisobem: hodnota p < 0,05 — jedna hvézdicka

(*), p < 0,01 — dv& hvézdicky (**), p < 0,001 — tfi hvézdicky (***).
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4 Vysledky

Cilem tohoto projektu bylo zjistit roli metabolismu ketonti v imunitni odpovédi Drosophila
melanogaster proti bakterialni infekci. Abychom zjistili, zda se produkce ketont vibec
zvysuje, infikovali jsme dospélé samce drozofil davkou 20 tisic bakterii — konkrétné druh
Streptococcus pneumoniae — a nasledné byla odebrana z infikovanych jedinc hemolymfa
Vv jednotlivych ¢asovych intervalech. V hemolymfé byla poté pomoci kolorimetrického kitu

stanovena hladina ketont ve formé 2-HB.

Hladina 2-HB po infekci signifikantné nartsta jiz v ¢ase 18 hpi a dosahuje svého maxima
v Case 72 hpi. To dokladaji data prezentovana v Obrazku ¢. 2. Tato skute¢nost byla nasledné

nezavisle ovéfena dal$imi métenimi jen v Case 24 hpi (Obrazek ¢. 3).

2-HB koncentrace v hemolymfé po infekci
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Obrazek ¢. 2: Hladina B-hydroxybutyratu (2-HB) v cirkulujici hemolymf€. 2-HB byl stanovovan ve
vzorcich hemolymfy, které byly odebirany v jednotlivych ¢asovych usecich (0, 6, 12, 18, 24,48 a 72
hpi — hodin po infekci). Hladina 2-HB byla stanovena kolorimetrickym méfenim a byla
normalizovana na hladinu proteinu ve vzorku. Sedymi body jsou oznadeny hodnoty ziskané
z kontrolnich jedincii. Ti byli injikovani pouze pufrem. Cervenymi body jsou oznateny hodnoty
ziskané z infikovanych jedincti. Teckovana ¢ara znaci prvni ¢as, kdy doslo k signifikantnimu rozdilu
mezi hodnotami. Data jsou zobrazena jako prumér + smérodatna odchylka. Signifikance statistickych

rozdill je zobrazena dle nasledujiciho kodu -> * = p <0,1; ** = p <0,01; *** = p <0,001.
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2-HB koncentrace v hemolymfé 24hpi
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Obrazek €. 3: Koncentrace B-hydroxybutyratu (2-HB) v hemolymf& 24 hodin po infekci (hpi).
Svétle Sedy sloupec oznacen KON znazoriiuje kontrolni skupinu drozofil, ktera byla injikovana
pouze pufrem a tmavé Sedy sloupec oznacen INF zobrazuje infikovanou skupinu drozofil. Lze tedy
pozorovat, ze po bakterialni infekci doslo k nardstu 2-HB v hemolymf€. TeCky znazornuji jednotliva
méfeni. Data jsou zobrazena jako primér + smérodatna odchylka. Signifikance statistickych rozdilt

je zobrazena dle nasledujiciho kédu -> * = p <0,1; ** = p <0,01; *** = p <0,001.

Z prvotnich pozorovéani (Obrazek ¢. 2 a 3) je zfejmé, Ze se hladina 2-HB v hemolymf€ po
infekci signifikantné zvysuje. Ke zjisténi, které tkané jsou zodpovédné za jejich produkci,
byla zmétena exprese klicovych genti pro ketogenezi (Hmgcl, Hmgs) v tukovém télese

a imunitnich bunikach kontrolnich a infikovanych jedinci.

Pro tento experiment bylo infikovano dostatecné mnozstvi jedincl. Z nich byla vypitvana
tukova télesa v Case 24 hpi a pomoci techniky FACS ziskany imunitni buiiky. Poté byla
z téchto tkani vyizolovana RNA, ktera slouzila Vv nasledujicim kroku jako templat pro
reverzni transkripci MRNA frakce a méteni genové exprese vybranych gent. Primery byly
navrzeny pies hranici intronu tak, aby ndm umoznily plné€ vyloucit pfipadnou kontaminaci

gDNA.

Takto ziskand data ukazuji, Ze exprese genti zodpovédnych za ketogenezi signifikantné
nartsta jak v tukovém télese, tak 1 v imunitnich bunikach (Obrazek €. 4). Zde je potieba

podotknout, ze z dospélych drozofil nejsme schopni ze vzorkt tukového télesa odstranit
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oenocyty, které jsou tésné pirimknuty k platim tukového télesa a exprese téchto gent tedy

muze byt ¢astené i témto bunkam.

A) Hmgcl exprese v tukovém télese B) Hmgs exprese v tukovém télese
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Obrazek ¢. 4: Exprese genti zodpoveédnych za ketogenezi v tukovém telese a imunitnich bunkach
24 hodin po infekci (hpi). Jednotlivé grafy ukazuji expresi genu Hmgcl v tukovém télese (A), Hmgs
Vv tukovém télese (B), Hmgcl v makrofazich (C), Hmgs v makrofazich (D) v infikovanych jedincich
(INF) v porovnani s kontrolnimi (KON) jedinci, kterym byl injikovan pufr. FC znazornuje miru
relativni exprese. Body znazoriiuji biologické replikaty jednotlivych méfeni. Data jsou zobrazena
jako prumér + smérodatna odchylka Signifikance statistickych rozdila je zobrazena dle nasledujiciho
kédu ->* =p <0,1; ** = p <0,01; *** = p <0,001. Exprese gentll byla vztazena ke genu RP49, ktery
slouzil jako normalizator. FB>Gal4, TubGal80™ je tkanové specificky driver pro tukové téleso
a HmI>Gal4 TubGal80'™ je tkanove specificky driver pro makrofagy.
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V souhrnu ziskana data naznacuji, Ze po infekci dojde k nardstu nejen exprese gent
zodpovédnych za ketogenezi, ale i celkové koncentrace ketond v cirkulaci. Nasledné jsme
provedli experiment, kterym jsme chtéli zjistit, jak se zvyseni exprese téchto genti vV tukovém
télese a v makrofazich podili na pozorovaném naristu 2-HB v hemolymf€. Za timto celem
jsme pfipravili transgenni linie, u kterych byla utlumena exprese zkoumanych genti bud’
Vv tukovém télese nebo imunitnich bunkach. Tito jedinci byli infikovani a nasledné u nich

byla stanovena hladina 2-HB v hemolymf¢.

Nejprve bylo ovSem tieba ovéftit efektivitu genetickych nastroji méfenim genové exprese
uml¢ovanych gent v jednotlivych tkanich. Jak dokumentuji data prezentovana v Obrazku
¢. 5, tato méfeni piinesla uspokojivé vysledky a pfipravené linie tak mohly byt pouzity

k zodpovézeni vytyéenych otazek.
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A)

Hmgcl exprese v tukovém télese B) Hmgs exprese v tukovém télese
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Obrazek ¢. 5: Efektivity knockdownu studovanych genti v tukovém télese a imunitnich burikach
Vv porovnani s jedinci kontrolniho genotypu (TRiP") 24 hodin po infekci (hpi). Jednotlivé grafy
ukazuji expresi gentt Hmgcl v tukovém télese (A), Hmgs v tukovém télese (B), Hmgcl v makrofazich
(C), Hmgs v makrofazich (D). Hmgcl™A' znagi jedince s knockdownem genu Hmgcl. Hmgs®™' zna¢i
jedince s knockdownem genu Hmgcs FC znazoriiuje miru relativni exprese. Body reprezentuji
jednotlivé biologické replikaty méfeni. Data jsou zobrazena jako pramér + smérodatna odchylka.
Signifikance statistickych rozdild je zobrazena dle nasledujiciho kodu -> * = p <0,1; ** = p <0,01;
*** = p <0,001. Exprese genti byla vztazena ke genu RP49, ktery slouzil jako normalizator.
FB>Gal4, TubGal80™ je tkatiove specificky driver pro tukové téleso a HmI>Gal4 TubGal80™ je
tkanove specificky driver pro makrofagy.
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Me¢fteni ketonti v takto upravenych infikovanych a kontrolnich jedincich naznacuje, Ze
zatimco tukové téleso pfispiva po infekci naprosto dominantné k navySeni hladiny

cirkulujicich ketond, role imunitnich bun¢k je v tomto ohledu spiSe druhotna (Obrazek ¢. 6).
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Obrazek ¢. 6: VIiv knockdownu studovanych genti na koncentraci B-hydroxybutyratu (2-HB)
v cirkulujici hemolymf& 24 hodin po infekci (hpi). Grafy zobrazuji hladinu 2-HB v hemolymf€ po
knockdownu studovanych genti v tukovém télese (A) nebo v makrofazich (B). Hmgcl®™A znagi
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jedince s knockdownem genu Hmgcl. Hmgs znaéi jedince s knockdownem genu Hmgcs.

TRiP®" zna¢i jedince kontrolniho genotypu. Svétle $edé sloupce znaéi hladinu ketonti u jedinct
pred infekci. Tmavé Sedé sloupce znaci hladinu ketonl u jedinct po infekci. Body reprezentu;ji
jednotlivé biologické replikaty méfeni. Data jsou zobrazena jako pramér + smérodatna odchylka.
Signifikance statistickych rozdilti je zobrazena dle nasledujiciho kodu -> * = p <0,1; ** = p <0,01;
*** = p <0,001. Exprese genll byla vztazena ke genu RP49, ktery slouzil jako normalizator.
FB>Gal4, TubGal80™ je tkatove specificky driver pro tukové téleso a HmI>Gal4 TubGal80' je

tkanovée specificky driver pro makrofagy.

NasSe dosavadni vysledky lze tedy shrnout tak, ze po infekci dojde ke zvySeni cirkulace 2-
HB v hemolymfé. Za ni je zodpovédna zvySena exprese gend, které jsou zapojeny
v ketogenezi konkrétné v tukovém télese a také v makrofazich. Kdy je tukové téleso hlavnim

zdrojem ketonii a makrofagy hraji spise doplitkovou roli v tomto procesu.

Data také naznacuji, Ze by ketogeneze mohla byt doposud nerozpoznanou metabolickou

adaptaci pro boj s bakterialni infekci. Abychom experimentalné ovéfili tuto hypotézu, byl
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proveden experiment, ve kterém byla u jedinct s uml¢enou expresi gentt zodpoveédnych za
ketogenezi Vv tukovém télese a makrofazich. Nasledné byla stanovena rezistence
k bakterialni infekci a schopnost jejich imunitniho systému bojovat s patogenem. Tato

schopnost je reprezentovana mnozstvim bakterii, které analyzovany jedinec obsahuje 24 hpi.

Tyto experimenty poskytly zajimavé a do jisté miry také piekvapivé vysledky. Umlceni gent
dilezitych pro ketogenezi ani v tukovém télese ani Vv imunitnich bunkach neprojevilo
signifikantni vliv na schopnost jedince bojovat s bakterialni infekci (Obrazek ¢. 7). Na
druhou stranu ale tyto linie vykazovaly v infekénich experimentech vys$i Gimrtnost ve

srovnani S kontrolnimi jedinci (Obrazek ¢. 8).
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Obrazek ¢. 7: Vliv umlceni genti zodpovédnych za ketogenezi v tukovém télese a imunitnich
bunikach na schopnost limitovat rust experimentalnich patogent. Grafy znazorfujici vliv
jednotlivych genotypti na poéty patogennich bakterii tvoficich kolonie (CFU — Colony Forming
Units) v tukovém télese (A) a v makrofazich (B). Lze pozorovat, ze knockdown jednotlivych gent
nema vliv na schopnost organismu v boji proti patogenu. Hmgcl™A znagi jedince s knockdownem

RNAI 7naéi jedince s knockdownem genu Hmgcs. TRiP©™® znagi jedince

genu Hmgcl. Hmgs
kontrolniho genotypu. SCOT™A zna¢i jedince s knockdownem genu SCOT. Body znizoriiuji
jednotlivé biologické replikaty méteni. Data jsou zobrazena jako primér + smérodatna odchylka.
FB>Gal4, TubGal80'™ je tkanové specificky driver pro tukové t&leso a HmI>Gal4 TubGal80' je

tkanovée specificky driver pro makrofagy.
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Obrazek ¢. 8: Analyza ptezivani (Survival Analysis) u infikovanych a kontrolnich jedinct, kdy doslo
k uml¢eni gend potfebnych ke ketogenezi v tukovém télese (A) a v makrofazich (B). Na ose X je
znazornén ¢as ve dnech, na ose y procento piezivsich jedinct. Vynesena data znaéi procento
prezivsich jedinct jednotlivych genotypi drozofil v daném asovém useku. Cerna linie znazoriiuje

RNAi

jedince kontrolniho genotypu (TRiP®"™), zelena linie jedince s Hmgs™A' genotypem, Eervena linie

jedince s Hmgcl™ genotypem a v grafu B) modr linie znazortiuje jedince s genotypem SCOTRM,
FB>Gal4, TubGal80™ je tkanové specificky driver pro tukové t&leso a HmI>Gal4 TubGal80' je
tkanové specificky driver pro makrofagy. Pferusovana ¢ara znaci uhyn 50 % jedinci, ktery nastal

Vv ¢ase 7 dni po infekci.

Veskeré naSe dosavadni poznatky lze shrnout tak, Ze pii bakterialni infekci u drozofily
dochazi ke zvySené expresi gent dalezitych pii ketogenezi v tukovém télese 1 v makrofazich.
Exprese téchto gentl je nutna pro zvyseni cirkulujici hladiny 2-HB v hemolymf¢, kdy

hlavnim producentem, ktery cirkulaci ketonii zvySuje, je tukové téleso. Exprese je také
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dilezita pro prezivani bakteridlni infekce, nicméné nepodmiiiuje eliminaci patogenu

samotného.

Tyto poznatky naznacuji, ze po infekci je zvySena role ketogeneze a tim zvySena cirkulace
ketonit v hemolymfé pravdépodobné nutnou adaptaci k preziti jedince, nepodminiuje ale
funkci imunitniho systému jako takového. Ketony mohou slouzit jako zdroj nutrientii

a energie pro vitalni funkce nutné k preziti jedince, nebo mohou mit antioxida¢ni ucinky.
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5 Diskuze

Infekce je spojena s dramatickym pierozdélenim zdroji a jejich vyuziti v organismu.
Zatimco existuji pomérné¢ presvédCivé dukazy o dulezitosti redistribuce karbohydrati
a lipidd, jakoZzto energeticky bohatych latek, pozorovani, ktera by poukazovala na diilezitost
mobilizace ketonid bcéhem bakteridlni infekce, chybi. V této praci piindSim prvotni
pozorovani, které naznacuje, ze mobilizace ketonli z centralniho metabolického organu

dospélych drozofil — tukového télesa — je nezbytna pro rezistenci viéi bakterialni infekci.

Alternativni zdroje zivin lze nalézt v infekcich vyvolané insulinové rezistenci. Ve vyuzitém
zmény systemického metabolismu, které byly zptisobeny insulinovou rezistenci v tukovém
telese. Zda se, Ze infikovani jedinci za pomoci cytokiny indukované insulinové rezistence
prepinaji z anabolickych procest béhem infekce na mobilizaci zdrojl, které jsou nasledné
k dispozici aktivovanym imunitnim bunkam (Bajgar et al., 2021; Darby a Lazzaro, 2023).
Zda se tedy, ze docasna insulinova rezistence v tukovém télese je zdsadni metabolickou
adaptaci umoznujici mobilizaci sacharidt a lipida do cirkulace (Krejcova et al., 2023). Lze
piedpokladat, Ze krom¢& mobilizace zdroji omezuje rezistence na insulin také spotiebu zivin
v perifernich organech a tkanich tak, aby mobilizované zdroje byly pfednostné poskytnuty
imunitnim bunikkam. To naznacuji i nedavno publikovana experimentalni data a hypotetické
modely (Yang a Hultmark, 2017; Bajgar et al., 2021). Omezovani dodavek zivin pro procesy
nutné k fungovani organismu v$ak musi byt striktné kontrolovano, protoze neschopnost
vyuzivat sacharidy a lipidy jako primarni zdroje energie, muze vést k ztrat¢ funkce
dilezitych organd a nasledné az k thynu jedince (Morris et al., 2012; van Dam et al., 2020).
Organismy si pravdépodobné v evoluci vyvinuli na insulinu nezavisly mechanismus nutri¢ni

podporu takovych procest.

Ketony jsou béZn¢ pouZivanym alternativnim zdrojem energie v organismu béhem obdobi
prodlouzeného metabolického stresu, kdy jsou zasoby sacharidu jiz vycerpany (Wilson et
al., 2022). Ketogeneze v jatrech podporuje funkci mozku, srdce a branice, aby udrzovala své
zakladni funkce béhem obdobi nedostatku energie. ZvySena ketogeneze je tak bézné
pozorovana béhem obdobi ptistu, hladovéni a dlouhodobého cviceni, ale miize byt spojena

I s ur€itymi patologickymi stavy, jako jsou diabetes Ci patologické ztu¢néni jater (Garcia-
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Rodriguez a Giménez-Cassina, 2021; Kolb et al., 2021; Papazafiropoulou, Georgopoulos
a Katsilambros, 2021; Rojas-Morales et al., 2021; Mooli a Ramakrishnan, 2022). Nedavno
bylo navrZzeno, Ze hepatocyty mohou hrat centralni roli v regulaci ketogeneze v jatrech, a to
jak b&hem pustu, tak i v prub&éhu bakteridlni infekce (Loft et al., 2022). To je v souladu
S klinickymi  pozorovanimi, Ze =zvySend ketogeneze je charakteristickym rysem
doprovazejicim vazné bakterialni infekce a septické stavy. Zvysena hladina cirkulujicich
ketonii, znama také jako ketdza, byla prevazné¢ vnimana jako ptiznak probihajici patologie
a adaptivni vyznam tohoto metabolického fenoménu nebyl doposud experimentalné uréen.
Indukce ketogeneze medikamenty, je v soucasné dobé zvazovanou strategii 1écby pro
pacienty trpici vaznou bakterialni infekci a sepsi (Zhu et al., 2022; Tomlinson et al., 2023).
Béhem infekce jsou zasoby sacharidi rychle vycerpany a hladina glukézy v obchu
vyznamné klesd. Metabolické nastaveni béhem infekce splituje vSechna kritéria nutna pro

indukeci ketogeneze v jatrech.

Zde prezentovana data naznacuji, ze produkce ketonl centralnim metabolickym organem
(tukovym télesem) miiZze byt evoluéné starobylou metabolickou adaptaci na bakteridlni
infekci. V naSem modelu je ketogeneze v tukovém télese zodpovédna za dominantni nértst
ketont v cirkulaci a ketony produkované tukovym télesem jsou pravdépodobné poskytovany
pro aortu nebo CNS. Tato otazka vSak ziistava nezodpovézena a bude potieba ji roziesit
nasledujicimi experimenty, ve kterych budeme zkoumat piezivani infekce u jedinct

s uml¢enym genem SCOT, ktery je nutny pro nutricni vyuZiti cirkulujicich ketont.

Dtive publikovana data ukazuji, ze béhem metabolického stresu u drozofily jsou lipidy
v gliovych bunkach konvertované do formy ketontl, které jsou poskytovany jako nutrienty
neuronim v CNS (Silva et al., 2022; McMullen et al., 2023). Piedpoklada se, Ze nedostatek
Zivin u neuront vyrazné omezuje tvorbu paméti u hladovéjicich jedinct drozofily (Tan et

al., 2020; Wilson, Bar a Kapahi, 2022) coz je mozné zvratit jejich podanim.
Zahadou také zistava ketogeneze v makrofizich. Tuto skuteCnost jsme pii planovani
projektu neptedpokladali, a tak je pro nas pomérné piekvapiva.

nasi skupiny, kdy aktivace imunitnich bun¢k vede k akumulaci lipidi v jejich cytosolu

(Martinez et al., 2020; Krejcova et al., 2023). Neni ptitom zcela vysvétleno, k ¢emu jsou
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tyto lipidy pro imunitni buiiky potfebné. NaSe data naznacuji, ze produkce ketont makrofagy
neni pfimo spojena s eliminaci patogenu a bakterialni likvidaci. Mzeme predpokladat, ze
dulezitost produkce ketont v makrofazich miize souviset s jejich signalni, protizanétlivou
a antioxida¢ni roli, jak bylo nedavno popsano u savcu (Bendridi et al., 2022; Kong et al.,
2022; Zhang et al., 2022; Wang et al., 2023). Makrofagova ketogeneze tak muize hrat
dilezitou roli pfi uklidiiovani imunitni odpovédi a omezeni poskozeni zplsobeného
naptiklad ROS generovanymi v ramci eliminace patogennich bakterii. Tyto hypotézy vSak

musi byt experimentalné déle testovany v navazujicim vyzkumu.
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6 Zaver

Nase data ukazuji, Ze po bakterialni infekci dojde ke zvySeni ketonii v cirkulujici hemolym{e
modelového organismu D. melanogaster. Za jejich produkeci je z nejvétsi ¢asti zodpoveédné
tukové téleso. Na produkci ketont se také podileji imunitni bunky. Pokud je zablokovana
exprese gend odpovédnych za regulaci ketogeneze (Hmgs, Hmgcl), dojde tak
i pfes eliminaci patogenu k thynu jedince. K samotnému boji proti infekci ale nejsou ketony

potiebné. Piepokladame tedy, Ze jsou tak ketony zdrojem energie pro fyziologické procesy,

které jsou nezbytné nutné pro spravnou funkci zivotné dulezitych organti (Obrazek ¢. 9).

drozofila umira i pfes eliminovanou infekci

f Hmgcl HmgsRNAi
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Obrazek ¢. 9: Teoreticky model role ketogeneze v odpovédi na bakterialni infekci (modie)
u octomilky (Drosophila melanogaster). Razovou barvou je znazornéno tukové téleso, fialové
imunitni buiika (makrofag). Sipky zobrazuji intenzitu produkce 2-HB. Pokud dojde k zablokovani

[RNAT 2 Hmgs™AY, drozofila neni schopna infekei prezit, ackoli

produkce ketonti (oznaceni Hmgc
dochazi k limitovanému rtstu patogenu, jako pozorujeme u kontrol. Zda jsou ketony nutné jako

nutri¢ni podpora vitalnich funkci mozku ¢i srdce bude namétem navazujiciho vyzkumu.

47



/7 Seznam literatury

Al-Mansoori L, Al-Jaber H, Prince MS, Elrayess MA. Role of Inflammatory Cytokines,
Growth Factors and Adipokines in Adipogenesis and Insulin Resistance. Inflammation. 2022
Feb;45(1):31-44. doi: 10.1007/s10753-021-01559-z. Epub 2021 Sep 18. PMID: 34536157,
PMCID: PMC8449520.

Arango Duque G, Descoteaux A. Macrophage cytokines: involvement in immunity and
infectious diseases. Front Immunol. 2014 Oct 7;5:491. doi: 10.3389/fimmu.2014.00491.
PMID: 25339958; PMCID: PMC4188125.

Auestad N, Korsak RA, Morrow JW, Edmond J. Fatty acid oxidation and ketogenesis by
astrocytes in primary culture. J Neurochem. 1991 Apr;56(4):1376-86. doi: 10.1111/j.1471-
4159.1991.th11435.x. PMID: 2002348.

Ayres JS, Schneider DS. Tolerance of infections. Annu Rev Immunol. 2012;30:271-94. doi:
10.1146/annurev-immunol-020711-075030. Epub 2012 Jan 3. PMID: 22224770.

Bajgar A, Dolezal T. Extracellular adenosine modulates host-pathogen interactions through
regulation of systemic metabolism during immune response in Drosophila. PLoS Pathog.
2018 Apr 27;14(4):e1007022. doi: 10.1371/journal.ppat.1007022. PMID: 29702691,
PMCID: PMC5942856.

Bajgar A, Krejcova G, Dolezal T. Polarization of Macrophages in Insects: Opening Gates
for Immuno-Metabolic Research. Front Cell Dev Biol. 2021 Feb 15;9:629238. doi:
10.3389/fcell.2021.629238. PMID: 33659253; PMCID: PMC7917182.

Bajgar A, Krej¢ova G. On the origin of the functional versatility of macrophages. Front
Physiol. 2023 Feb 23;14:1128984. doi: 10.3389/fphys.2023.1128984. PMID: 36909237;
PMCID: PMC9998073.

Bangham J, Jiggins F, Lemaitre B. Insect immunity: the post-genomic era. Immunity. 2006
Jul;25(1):1-5. doi: 10.1016/j.immuni.2006.07.002. PMID: 16892501.

Bendridi N, Selmi A, Balcerczyk A, Pirola L. Ketone Bodies as Metabolites and Signalling

Molecules at the Crossroad between Inflammation and Epigenetic Control of
48



Cardiometabolic Disorders. Int J Mol Sci. 2022 Nov 23;23(23):14564. doi:
10.3390/ijms232314564. PMID: 36498891; PMCID: PMC9740056.

Bendtzen K, Mandrup-Poulsen T, Nerup J, Nielsen JH, Dinarello CA, Svenson M.
Cytotoxicity of human pl 7 interleukin-1 for pancreatic islets of Langerhans. Science. 1986
Jun 20;232(4757):1545-7. doi: 10.1126/science.3086977. PMID: 3086977.

Biswas SK, Mantovani A. Orchestration of metabolism by macrophages. Cell Metab. 2012
Apr 4;15(4):432-7. doi: 10.1016/j.cmet.2011.11.013. PMID: 22482726.

Bock H, Fleischer S. Preparation of a homogeneous soluble D-beta-hydroxybutyrate
apodehydrogenase from mitochondria. J Biol Chem. 1975 Aug 10;250(15):5774-61. PMID:
1171099.

Bradley TR, Metcalf D. The growth of mouse bone marrow cells in vitro. Aust J Exp Biol
Med Sci. 1966 Jun;44(3):287-99. doi: 10.1038/icbh.1966.28. PMID: 4164182.

Brand AH, Perrimon N. Targeted gene expression as a means of altering cell fates and
generating dominant phenotypes. Development. 1993 Jun;118(2):401-15. doi:
10.1242/dev.118.2.401. PMID: 8223268.

Burn SF. Detection of B-galactosidase activity: X-gal staining. Methods Mol Biol.
2012;886:241-50. doi: 10.1007/978-1-61779-851-1 21. PMID: 22639266.

Cahill GF Jr. Fuel metabolism in starvation. Annu Rev Nutr. 2006;26:1-22. doi:
10.1146/annurev.nutr.26.061505.111258. PMID: 16848698.

Collier B, Dossett LA, May AK, Diaz JJ. Glucose control and the inflammatory response.
Nutr Clin Pract. 2008 Feb;23(1):3-15. doi: 10.1177/011542650802300103. PMID:
18203960.

Cullingford TE, Dolphin CT, Bhakoo KK, Peuchen S, Canevari L, Clark JB. Molecular
cloning of rat mitochondrial 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase and detection of the
corresponding mRNA and of those encoding the remaining enzymes comprising the

ketogenic 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA cycle in central nervous system of suckling rat.

49



Biochem J. 1998 Jan 15;329 ( Pt 2)(Pt 2):373-81. doi: 10.1042/bj3290373. PMID: 9425122,
PMCID: PMC1219054.

Czech MP, Tencerova M, Pedersen DJ, Aouadi M. Insulin signalling mechanisms for
triacylglycerol storage. Diabetologia. 2013 May;56(5):949-64. doi: 10.1007/s00125-013-
2869-1. Epub 2013 Feb 27. PMID: 23443243; PMCID: PMC3652374.

Dandona P, Aljada A, Bandyopadhyay A. Inflammation: the link between insulin resistance,
obesity and diabetes. Trends Immunol. 2004 Jan;25(1):4-7. doi: 10.1016/j.it.2003.10.013.
PMID: 14698276.

Darby AM, Lazzaro BP. Interactions between innate immunity and insulin signaling affect
resistance to infection in insects. Front Immunol. 2023 Oct 17;14:1276357. doi:
10.3389/fimmu.2023.1276357. PMID: 37915572; PMCID: PMC10616485.

Davies LC, Jenkins SJ, Allen JE, Taylor PR. Tissue-resident macrophages. Nat Immunol.
2013 Oct;14(10):986-95. doi: 10.1038/ni.2705. Epub 2013 Sep 18. PMID: 24048120;
PMCID: PMC4045180.

Dionne M. Immune-metabolic interaction in Drosophila. Fly (Austin). 2014;8(2):75-9. doi:
10.4161/fly.28113. PMID: 25483252; PMCID: PMC4197018.

Dolezal T, Krejcova G, Bajgar A, Nedbalova P, Strasser P. Molecular regulations of
metabolism during immune response in insects. Insect Biochem Mol Biol. 2019 Jun;109:31-
42. doi: 10.1016/j.ibmb.2019.04.005. Epub 2019 Apr 5. PMID: 309591009.

Donath MY. Targeting inflammation in the treatment of type 2 diabetes: time to start. Nat
Rev Drug Discov. 2014 Jun;13(6):465-76. doi: 10.1038/nrd4275. Epub 2014 May 23.
PMID: 24854413.

Duffy JB. GAL4 system in Drosophila: a fly geneticist's Swiss army knife. Genesis. 2002
Sep-Oct;34(1-2):1-15. doi: 10.1002/gene.10150. PMID: 12324939.

Evans M, Cogan KE, Egan B. Metabolism of ketone bodies during exercise and training:
physiological basis for exogenous supplementation. J Physiol. 2017 May 1;595(9):2857-
2871. doi: 10.1113/JP273185. Epub 2016 Dec 7. PMID: 27861911; PMCID: PMC5407977.

50



Fischer JA, Giniger E, Maniatis T, Ptashne M. GAL4 activates transcription in Drosophila.
Nature. 1988 Apr 28;332(6167):853-6. doi: 10.1038/332853a0. PMID: 3128741.

Foster DW, McGarry JD. The regulation of ketogenesis. Ciba Found Symp. 1982;87:120-
31. doi: 10.1002/9780470720691.ch7. PMID: 6122545,

Freemerman AJ, Johnson AR, Sacks GN, Milner JJ, Kirk EL, Troester MA, Macintyre AN,
Goraksha-Hicks P, Rathmell JC, Makowski L. Metabolic reprogramming of macrophages:
glucose transporter 1 (GLUT1)-mediated glucose metabolism drives a proinflammatory
phenotype. J Biol Chem. 2014 Mar 14;289(11):7884-96. doi: 10.1074/jbc.M113.522037.
Epub 2014 Feb 3. PMID: 24492615; PMCID: PMC3953299.

Fukao T, Lopaschuk GD, Mitchell GA. Pathways and control of ketone body metabolism:
on the fringe of lipid biochemistry. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2004
Mar;70(3):243-51. doi: 10.1016/j.plefa.2003.11.001. PMID: 14769483,

Galvan-Pefia S, O'Neill LA. Metabolic reprograming in macrophage polarization. Front
Immunol. 2014 Sep 2;5:420. doi: 10.3389/fimmu.2014.00420. PMID: 25228902; PMCID:
PMC4151090.

Ganeshan K, Chawla A. Metabolic regulation of immune responses. Annu Rev Immunol.
2014;32:609-34. doi: 10.1146/annurev-immunol-032713-120236. PMID: 24655299;
PMCID: PMC5800786.

Garcia-Rodriguez D, Giménez-Cassina A. Ketone Bodies in the Brain Beyond Fuel
Metabolism: From Excitability to Gene Expression and Cell Signaling. Front Mol Neurosci.
2021 Aug 27;14:732120. doi: 10.3389/fnmol.2021.732120. PMID: 34512261; PMCID:
PMC8429829.

Gendrin M, Welchman DP, Poidevin M, Hervé M, Lemaitre B. Long-range activation of
systemic immunity through peptidoglycan diffusion in Drosophila. PLoS Pathog. 2009
Dec;5(12):e1000694. doi: 10.1371/journal.ppat.1000694. Epub 2009 Dec 18. PMID:
20019799; PMCID: PMC2787014.

51



Ghesquiere B, Wong BW, Kuchnio A, Carmeliet P. Metabolism of stromal and immune
cells in health and disease. Nature. 2014 Jul 10;511(7508):167-76. doi:
10.1038/nature13312. PMID: 25008522.

Govind S. Innate immunity in Drosophila: Pathogens and pathways. Insect Sci. 2008
Feb;15(1):29-43. doi: 10.1111/5.1744-7917.2008.00185.x. PMID: 20485470; PMCID:
PMC2871703.

Grabacka M, Pierzchalska M, Dean M, Reiss K. Regulation of Ketone Body Metabolism
and the Role of PPARa. Int J Mol Sci. 2016 Dec 13;17(12):2093. doi:
10.3390/ijms17122093. PMID: 27983603; PMCID: PMC5187893.

Greenberg S, Grinstein S. Phagocytosis and innate immunity. Curr Opin Immunol. 2002
Feb;14(1):136-45. doi: 10.1016/s0952-7915(01)00309-0. PMID: 11790544,

Guo S. Insulin signaling, resistance, and the metabolic syndrome: insights from mouse
models into disease mechanisms. J Endocrinol. 2014 Jan 8;220(2):T1-T23. doi:
10.1530/JOE-13-0327. PMID: 24281010; PMCID: PMC4087161.

Hoffmann JA. The immune response of Drosophila. Nature. 2003 Nov 6;426(6962):33-8.
doi: 10.1038/nature02021. PMID: 14603309.

Chowdhury GM, Jiang L, Rothman DL, Behar KL. The contribution of ketone bodies to
basal and activity-dependent neuronal oxidation in vivo. J Cereb Blood Flow Metab. 2014
Jul;34(7):1233-42. doi: 10.1038/jcbfm.2014.77. Epub 2014 Apr 30. PMID: 24780902;
PMCID: PMC4083391.

leronymaki E, Daskalaki MG, Lyroni K, Tsatsanis C. Insulin Signaling and Insulin
Resistance Facilitate Trained Immunity in Macrophages Through Metabolic and Epigenetic
Changes. Front Immunol. 2019 Jun 12;10:1330. doi: 10.3389/fimmu.2019.01330. PMID:
31244863; PMCID: PMC6581697.

Jacobs SR, Herman CE, Maciver NJ, Wofford JA, Wieman HL, Hammen JJ, Rathmell JC.
Glucose uptake is limiting in T cell activation and requires CD28-mediated Akt-dependent
and independent pathways. J Immunol. 2008 Apr 1;180(7):4476-86. doi:
10.4049/jimmunol.180.7.4476. PMID: 18354169; PMCID: PMC2593791.

52



Janeway CA Jr, Medzhitov R. Innate immune recognition. Annu Rev Immunol.
2002;20:197-216. doi: 10.1146/annurev.immunol.20.083001.084359. Epub 2001 Oct 4.
PMID: 11861602.

Jung Y, Isaacs JS, Lee S, Trepel J, Liu ZG, Neckers L. Hypoxia-inducible factor induction
by tumour necrosis factor in normoxic cells requires receptor-interacting protein-dependent
nuclear factor kappa B activation. Biochem J. 2003 Mar 15;370(Pt 3):1011-7. doi:
10.1042/BJ20021279. PMID: 12479793; PMCID: PMC1223232.

Kaur BP, Secord E. Innate Immunity. Pediatr Clin North Am. 2019 Oct;66(5):905-911. doi:
10.1016/j.pcl.2019.06.011. PMID: 31466680.

Kolb H, Kempf K, Rohling M, Lenzen-Schulte M, Schloot NC, Martin S. Ketone bodies:
from enemy to friend and guardian angel. BMC Med. 2021 Dec 9;19(1):313. doi:
10.1186/s12916-021-02185-0. PMID: 34879839; PMCID: PMC8656040.

Kong G, Wang J, Li R, Huang Z, Wang L. Ketogenic diet ameliorates inflammation by
inhibiting the NLRP3 inflammasome in osteoarthritis. Arthritis Res Ther. 2022 May
18;24(1):113. doi:  10.1186/s13075-022-02802-0. @ PMID: 35585627; PMCID:
PMC9116003.

Kono H, Rock KL. How dying cells alert the immune system to danger. Nat Rev Immunol.
2008 Apr;8(4):279-89. doi: 10.1038/nri2215. Epub 2008 Mar 14. PMID: 18340345;
PMCID: PMC2763408.

Krejcova G, Danielova A, Nedbalova P, Kazek M, Strych L, Chawla G, Tennessen JM,
Lieskovska J, Jindra M, Dolezal T, Bajgar A. Drosophila macrophages switch to aerobic
glycolysis to mount effective antibacterial defense. Elife. 2019 Oct 14;8:e50414. doi:
10.7554/eLife.50414. PMID: 31609200; PMCID: PMC6867711.

Krejcova G, Morgantini C, Zemanova H, Lauschke VM, Kovéarova J, Kubasek J, Nedbalova
P, Kamps-Hughes N, Moos M, Aouadi M, Dolezal T, Bajgar A. Macrophage-derived insulin
antagonist ImpL2 induces lipoprotein mobilization upon bacterial infection. EMBO J. 2023
Dec 1;42(23):e114086. doi: 10.15252/embj.2023114086. Epub 2023 Oct 9. PMID:
37807855; PMCID: PMC10690471.

53



Kwon DH, Lee H, Park C, Hong SH, Hong SH, Kim GY, Cha HJ, Kim S, Kim HS, Hwang
HJ, Choi YH. Glutathione Induced Immune-Stimulatory Activity by Promoting M1-Like
Macrophages Polarization via Potential ROS Scavenging Capacity. Antioxidants (Basel).
2019 Sep 18;8(9):413. doi: 10.3390/antiox8090413. PMID: 31540482; PMCID:
PMC6770173.

Larson SJ, Dunn AJ. Behavioral effects of cytokines. Brain Behav Immun. 2001
Dec;15(4):371-87. doi: 10.1006/brbi.2001.0643. PMID: 11782104.

Laughon A, Driscoll R, Wills N, Gesteland RF. Identification of two proteins encoded by
the Saccharomyces cerevisiae GAL4 gene. Mol Cell Biol. 1984 Feb;4(2):268-75. doi:
10.1128/mch.4.2.268-275.1984. PMID: 6366517; PMCID: PMC368691.

Laughon A, Gesteland RF. Primary structure of the Saccharomyces cerevisiae GAL4 gene.
Mol Cell Biol. 1984 Feb;4(2):260-7. doi: 10.1128/mcb.4.2.260-267.1984. PMID: 6366516;
PMCID: PMC368690.

Lavin Y, Merad M. Macrophages: gatekeepers of tissue integrity. Cancer Immunol Res.
2013 Oct;1(4):201-9. doi: 10.1158/2326-6066.CIR-13-0117. PMID: 24777851; PMCID:
PMC4144820.

Leclerc V, Reichhart JM. The immune response of Drosophila melanogaster. Immunol Rev.
2004 Apr;198:59-71. doi: 10.1111/5.0105-2896.2004.0130.x. PMID: 15199954.

Lemaitre B, Hoffmann J. The host defense of Drosophila melanogaster. Annu Rev Immunol.
2007;25:697-743. doi: 10.1146/annurev.immunol.25.022106.141615. PMID: 17201680.

Lemaitre B, Reichhart JM, Hoffmann JA. Drosophila host defense: differential induction of
antimicrobial peptide genes after infection by various classes of microorganisms. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1997 Dec 23;94(26):14614-9. doi: 10.1073/pnas.94.26.14614. PMID:
9405661; PMCID: PMC25070.

Liberti MV, Locasale JW. The Warburg Effect: How Does it Benefit Cancer Cells? Trends
Biochem Sci. 2016 Mar;41(3):211-218. doi: 10.1016/j.tibs.2015.12.001. Epub 2016 Jan 5.
Erratum in: Trends Biochem Sci. 2016 Mar;41(3):287. Erratum in: Trends Biochem Sci.
2016 Mar;41(3):287. PMID: 26778478; PMCID: PMC4783224.

54



Lichtnekert J, Kawakami T, Parks WC, Duffield JS. Changes in macrophage phenotype as
the immune response evolves. Curr Opin Pharmacol. 2013 Aug;13(4):555-64. doi:
10.1016/j.coph.2013.05.013. Epub 2013 Jun 7. PMID: 23747023; PMCID: PMC3732570.

Litman GW, Cooper MD. Why study the evolution of immunity? Nat Immunol. 2007
Jun;8(6):547-8. doi: 10.1038/ni0607-547. PMID: 17514203; PMCID: PMC3684968.

Loft A, Schmidt SF, Caratti G, Stifel U, Havelund J, Sekar R, Kwon Y, Sulaj A, Chow KK,
Alfaro AJ, Schwarzmayr T, Rittig N, Svart M, Tsokanos FF, Maida A, Blutke A, Feuchtinger
A, Moller N, Blither M, Nawroth P, Szendrddi J, Fergeman NJ, Zeigerer A, Tuckermann J,
Herzig S. A macrophage-hepatocyte glucocorticoid receptor axis coordinates fasting
ketogenesis. Cell Metab. 2022 Mar 1;34(3):473-486.e9. doi: 10.1016/j.cmet.2022.01.004.
Epub 2022 Feb 3. PMID: 35120589.

Lopaschuk, G.D., Dyck, J.R.B. Ketones and the cardiovascular system. Nat Cardiovasc

Res 2, 425-437 (2023). https://doi.org/10.1038/s44161-023-00259-1

Lunt SY, Vander Heiden MG. Aerobic glycolysis: meeting the metabolic requirements of
cell proliferation. Annu Rev Cell Dev Biol. 2011;27:441-64. doi: 10.1146/annurev-cellbio-
092910-154237. PMID: 21985671.

Maderna P, Godson C. Phagocytosis of apoptotic cells and the resolution of inflammation.
Biochim Biophys Acta. 2003 Nov 20;1639(3):141-51. doi: 10.1016/j.bbadis.2003.09.004.
PMID: 14636945.

Martinez BA, Hoyle RG, Yeudall S, Granade ME, Harris TE, Castle JD, Leitinger N, Bland
ML. Innate immune signaling in Drosophila shifts anabolic lipid metabolism from
triglyceride storage to phospholipid synthesis to support immune function. PLoS Genet.
2020 Nov 23;16(11):€1009192. doi: 10.1371/journal.pgen.1009192. PMID: 33227003;
PMCID: PMC7721134.

McMullen E, Hertenstein H, Strassburger K, Deharde L, Brankatschk M, Schirmeier S.
Glycolytically impaired Drosophila glial cells fuel neural metabolism via 3-oxidation. Nat
Commun. 2023 May 24;14(1):2996. doi: 10.1038/s41467-023-38813-x. PMID: 37225684,
PMCID: PMC10209077.

55


https://doi.org/10.1038/s44161-023-00259-1

Medzhitov R. Recognition of microorganisms and activation of the immune response.
Nature. 2007 Oct 18;449(7164):819-26. doi: 10.1038/nature06246. PMID: 17943118.

Melcarne C, Lemaitre B, Kurant E. Phagocytosis in Drosophila: From molecules and cellular
machinery to physiology. Insect Biochem Mol Biol. 2019 Jun;109:1-12. doi:
10.1016/j.ibmb.2019.04.002. Epub 2019 Apr 3. PMID: 30953686.

Mills CD, Lenz LL, Ley K. Macrophages at the fork in the road to health or disease. Front
Immunol. 2015 Feb 16;6:59. doi: 10.3389/fimmu.2015.00059. PMID: 25762997; PMCID:
PMC4329822.

Mooli RGR, Ramakrishnan SK. Emerging Role of Hepatic Ketogenesis in Fatty Liver
Disease. Front Physiol. 2022 Jul 4;13:946474. doi: 10.3389/fphys.2022.946474. PMID:
35860662; PMCID: PMC9289363.

Morgantini C, Jager J, Li X, Levi L, Azzimato V, Sulen A, Barreby E, Xu C, Tencerova M,
Néslund E, Kumar C, Verdeguer F, Straniero S, Hultenby K, Bjorkstrom NK, Ellis E, Rydén
M, Kutter C, Hurrell T, Lauschke VM, Boucher J, Tomc¢ala A, Krej¢ova G, Bajgar A, Aouadi
M. Author Correction: Liver macrophages regulate systemic metabolism through non-
inflammatory factors. Nat Metab. 2019 Apr;1(4):497. doi: 10.1038/s42255-019-0062-7.
Erratum for: Nat Metab. 2019 Apr;1(4):445-459. PMID: 32694879.

Morigny P, Houssier M, Mouisel E, Langin D. Adipocyte lipolysis and insulin resistance.
Biochimie. 2016 Jun;125:259-66. doi: 10.1016/j.biochi.2015.10.024. Epub 2015 Nov 2.
PMID: 26542285.

Morris SN, Coogan C, Chamseddin K, Fernandez-Kim SO, Kolli S, Keller JN, Bauer JH.
Development of diet-induced insulin resistance in adult Drosophila melanogaster. Biochim
Biophys Acta. 2012 Aug;1822(8):1230-7. doi: 10.1016/j.bbadis.2012.04.012. Epub 2012
Apr 20. PMID: 22542511; PMCID: PMC3601833.

Nau GJ, Richmond JF, Schlesinger A, Jennings EG, Lander ES, Young RA. Human
macrophage activation programs induced by bacterial pathogens. Proc Natl Acad Sci U S A.
2002 Feb 5;99(3):1503-8. doi: 10.1073/pnas.022649799. Epub 2002 Jan 22. PMID:
11805289; PMCID: PMC122220.

56



Netea MG, Joosten LA, Latz E, Mills KH, Natoli G, Stunnenberg HG, O'Neill LA, Xavier
RJ. Trained immunity: A program of innate immune memory in health and disease. Science.
2016 Apr 22;352(6284):aaf1098. doi: 10.1126/science.aaf1098. Epub 2016 Apr 21. PMID:
27102489; PMCID: PMC5087274.

Newsholme P. Cellular and metabolic mechanisms of nutrient actions in immune function.
Nutr Diabetes. 2021 Jun 23;11(1):22. doi: 10.1038/s41387-021-00162-3. PMID: 34168118;
PMCID: PMC8223523.

Novak ML, Koh TJ. Macrophage phenotypes during tissue repair. J Leukoc Biol. 2013
Jun;93(6):875-81. doi: 10.1189/j1b.1012512. Epub 2013 Mar 15. PMID: 23505314; PMCID:
PMC3656331.

O'Neill LA, Kishton RJ, Rathmell J. A guide to immunometabolism for immunologists. Nat
Rev Immunol. 2016 Sep;16(9):553-65. doi: 10.1038/nri.2016.70. Epub 2016 Jul 11. PMID:
27396447; PMCID: PMC5001910.

O'Neill LA, Pearce EJ. Immunometabolism governs dendritic cell and macrophage function.
J Exp Med. 2016 Jan 11;213(1):15-23. doi: 10.1084/jem.20151570. Epub 2015 Dec 22.
PMID: 26694970; PMCID: PMC4710204.

Padmanabha D, Baker KD. Drosophila gains traction as a repurposed tool to investigate
metabolism.  Trends  Endocrinol ~ Metab. 2014  Oct;25(10):518-27.  doi:
10.1016/j.tem.2014.03.011. Epub 2014 Apr 23. PMID: 24768030.

Papazafiropoulou AK, Georgopoulos MM, Katsilambros NL. Ketone bodies and the heart.
Arch  Med Sci  Atheroscler Dis. 2021 Dec  30;6:e209-e214.  doi:
10.5114/amsad.2021.112475. PMID: 36161216; PMCID: PMC9487827.

Parkin J, Cohen B. An overview of the immune system. Lancet. 2001 Jun 2;357(9270):1777-
89. doi: 10.1016/S0140-6736(00)04904-7. PMID: 11403834.

Pearce EL, Pearce EJ. Metabolic pathways in immune cell activation and quiescence.
Immunity. 2013 Apr 18;38(4):633-43. doi: 10.1016/j.immuni.2013.04.005. PMID:
23601682; PMCID: PMC3654249.

57



Pellerin L, Magistretti PJ. Glutamate uptake into astrocytes stimulates aerobic glycolysis: a
mechanism coupling neuronal activity to glucose utilization. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994
Oct 25;91(22):10625-9. doi: 10.1073/pnas.91.22.10625. PMID: 7938003; PMCID:
PMC45074.

Pham LN, Dionne MS, Shirasu-Hiza M, Schneider DS. A specific primed immune response
in Drosophila is dependent on phagocytes. PLoS Pathog. 2007 Mar;3(3):e26. doi:
10.1371/journal.ppat.0030026. PMID: 17352533; PMCID: PMC1817657.

Puchalska P, Crawford PA. Metabolic and Signaling Roles of Ketone Bodies in Health and
Disease. Annu Rev Nutr. 2021 Oct 11;41:49-77. doi: 10.1146/annurev-nutr-111120-111518.
PMID: 34633859; PMCID: PMC8922216.

Puchalska P, Crawford PA. Multi-dimensional Roles of Ketone Bodies in Fuel Metabolism,
Signaling, and Therapeutics. Cell Metab. 2017 Feb 7;25(2):262-284. doi:
10.1016/j.cmet.2016.12.022. PMID: 28178565; PMCID: PMC5313038.

Rehman K, Akash MS. Mechanisms of inflammatory responses and development of insulin
resistance: how are they interlinked? J Biomed Sci. 2016 Dec 3;23(1):87. doi:
10.1186/512929-016-0303-y. PMID: 27912756; PMCID: PMC5135788.

Rock KL, Kono H. The inflammatory response to cell death. Annu Rev Pathol. 2008;3:99-
126. doi: 10.1146/annurev.pathmechdis.3.121806.151456. PMID: 18039143; PMCID:
PMC3094097.

Rojas-Morales, Pedro & Pedraza-Chaverri, José & Tapia, Edilia. (2021). Ketone bodies for
kidney injury and disease. Advances in Redox Research. 2. 100009.
10.1016/j.arres.2021.100009.

Romeo Y, Lemaitre B. Drosophila immunity: methods for monitoring the activity of Toll
and Imd signaling pathways. Methods Mol Biol. 2008;415:379-94. doi: 10.1007/978-1-
59745-570-1_22. PMID: 18370166.

Rosenthal MD, Moore FA. Persistent inflammatory, immunosuppressed, catabolic
syndrome (PICS): A new phenotype of multiple organ failure. J Adv Nutr Hum Metab. 2015
Apr 26;1(1):e784. doi: 10.14800/janhm.784. PMID: 26086042; PMCID: PMC4467914.

58



Rubin GM. Drosophila melanogaster as an experimental organism. Science. 1988 Jun
10;240(4858):1453-9. doi: 10.1126/science.3131880. PMID: 3131880.

Siegert I, Schodel J, Nairz M, Schatz V, Dettmer K, Dick C, Kalucka J, Franke K,
Ehrenschwender M, Schley G, Beneke A, Sutter J, Moll M, Hellerbrand C, Wielockx B,
Katschinski DM, Lang R, Galy B, Hentze MW, Koivunen P, Oefner PJ, Bogdan C, Weiss
G, Willam C, Jantsch J. Ferritin-Mediated Iron Sequestration Stabilizes Hypoxia-Inducible
Factor-1a upon LPS Activation in the Presence of Ample Oxygen. Cell Rep. 2015 Dec
15;13(10):2048-55. doi: 10.1016/j.celrep.2015.11.005. Epub 2015 Nov 25. PMID:
26628374.

Silva B, Mantha OL, Schor J, Pascual A, Plagais PY, Pavlowsky A, Preat T. Glia fuel
neurons with locally synthesized ketone bodies to sustain memory under starvation. Nat
Metab. 2022 Feb;4(2):213-224. doi: 10.1038/s42255-022-00528-6. Epub 2022 Feb 17.
PMID: 35177854; PMCID: PMC8885408.

Straub RH. Insulin resistance, selfish brain, and selfish immune system: an evolutionarily
positively selected program used in chronic inflammatory diseases. Arthritis Res Ther. 2014
Nov 13;16 Suppl 2(Suppl 2):S4. doi: 10.1186/ar4688. PMID: 25608958; PMCID:
PMC4249495.

Suzuki A, Stern SA, Bozdagi O, Huntley GW, Walker RH, Magistretti PJ, Alberini CM.
Astrocyte-neuron lactate transport is required for long-term memory formation. Cell. 2011
Mar 4;144(5):810-23. doi: 10.1016/j.cell.2011.02.018. PMID: 21376239; PMCID:
PMC3073831.

Tabas |, Bornfeldt KE. Macrophage Phenotype and Function in Different Stages of
Atherosclerosis. Circ Res. 2016 Feb 19;118(4):653-67. doi:
10.1161/CIRCRESAHA.115.306256. PMID: 26892964; PMCID: PMC4762068.

Takeuchi O, Akira S. Pattern recognition receptors and inflammation. Cell. 2010 Mar
19;140(6):805-20. doi: 10.1016/j.cell.2010.01.022. PMID: 20303872.

Tan C, Liu X, Peng W, Wang H, Zhou W, Jiang J, Wei X, Mo L, Chen Y, Chen L. Seizure-

induced impairment in neuronal ketogenesis: Role of zinc-a2-glycoprotein in mitochondria.

59



J Cell Mol Med. 2020 Jun;24(12):6833-6845. doi: 10.1111/jcmm.15337. Epub 2020 Apr 27.
PMID: 32340079; PMCID: PMC7299723.

Taylor PR, Gordon S. Monocyte heterogeneity and innate immunity. Immunity. 2003
Jul;19(1):2-4. doi: 10.1016/s1074-7613(03)00178-x. PMID: 12871633.

Thompson CB. New insights into VV(D)J recombination and its role in the evolution of the
immune system. Immunity. 1995 Nov;3(5):531-9. doi: 10.1016/1074-7613(95)90124-8.
PMID: 7584143.

Tokarz VL, MacDonald PE, Klip A. The cell biology of systemic insulin function. J Cell
Biol. 2018 Jul 2;217(7):2273-2289. doi: 10.1083/jcb.201802095. Epub 2018 Apr 5. PMID:
29622564; PMCID: PMC6028526.

Tomlinson KL, Riquelme SA, Baskota SU, Drikic M, Monk IR, Stinear TP, Lewis IA, Prince
AS. Staphylococcus aureus stimulates neutrophil itaconate production that suppresses the
oxidative burst. Cell Rep. 2023 Feb 28;42(2):112064. doi: 10.1016/j.celrep.2023.112064.
Epub 2023 Jan 31. PMID: 36724077; PMCID: PMC10387506.

Troha K, Ayres JS. Metabolic Adaptations to Infections at the Organismal Level. Trends
Immunol. 2020 Feb;41(2):113-125. doi: 10.1016/}.it.2019.12.001. Epub 2020 Jan 17. PMID:
31959515; PMCID: PMC7409656.

Troha K, Buchon N. Methods for the study of innate immunity in Drosophila melanogaster.
Wiley Interdiscip Rev Dev Biol. 2019 Sep;8(5):e344. doi: 10.1002/wdev.344. Epub 2019
Apr 16. PMID: 30993906.

Tsatsoulis A, Mantzaris MD, Bellou S, Andrikoula M. Insulin resistance: an adaptive
mechanism becomes maladaptive in the current environment - an evolutionary perspective.
Metabolism. 2013 May;62(5):622-33. doi: 10.1016/j.metabol.2012.11.004. Epub 2012 Dec
20. PMID: 23260798.

Tzou P, De Gregorio E, Lemaitre B. How Drosophila combats microbial infection: a model
to study innate immunity and host-pathogen interactions. Curr Opin Microbiol. 2002
Feb;5(1):102-10. doi: 10.1016/51369-5274(02)00294-1. PMID: 11834378.

60



Valanne S. Functional genomic analysis of the Drosophila immune response. Dev Comp
Immunol. 2014 Jan;42(1):93-101. doi: 10.1016/j.dci.2013.05.007. Epub 2013 May 21.
PMID: 23707784.

van Dam E, van Leeuwen LAG, Dos Santos E, James J, Best L, Lennicke C, Vincent AJ,
Marinos G, Foley A, Buricova M, Mokochinski JB, Kramer HB, Lieb W, Laudes M, Franke
A, Kaleta C, Cochemé HM. Sugar-Induced Obesity and Insulin Resistance Are Uncoupled
from Shortened Survival in Drosophila. Cell Metab. 2020 Apr 7;31(4):710-725.e7. doi:
10.1016/j.cmet.2020.02.016. Epub 2020 Mar 19. PMID: 32197072; PMCID: PMC7156915.

Veech RL. The therapeutic implications of ketone bodies: the effects of ketone bodies in
pathological conditions: ketosis, ketogenic diet, redox states, insulin resistance, and
mitochondrial metabolism. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2004 Mar;70(3):309-
19. doi: 10.1016/j.plefa.2003.09.007. PMID: 14769489.

Vlisidou I, Wood W. Drosophila blood cells and their role in immune responses. FEBS J.
2015 Apr;282(8):1368-82. doi: 10.1111/febs.13235. Epub 2015 Mar 21. PMID: 25688716.

Wang L, Wang R, Yu X, Shi Y, Li S, Yuan Y. Effects of Calorie Restriction and Fasting on
Macrophage: Potential Impact on Disease Outcomes? Mol Nutr Food Res. 2023
Dec;67(23):€2300380. doi: 10.1002/mnfr.202300380. Epub 2023 Sep 28. PMID: 37771201.

Wang N, Liang H, Zen K. Molecular mechanisms that influence the macrophage m1-m2
polarization balance. Front Immunol. 2014 Nov 28;5:614. doi: 10.3389/fimmu.2014.00614.
PMID: 25506346; PMCID: PMC4246889.

Warburg O, Wind F, Negelein E. THE METABOLISM OF TUMORS IN THE BODY. J
Gen Physiol. 1927 Mar 7;8(6):519-30. doi: 10.1085/jgp.8.6.519. PMID: 19872213; PMCID:
PMC2140820.

WARBURG 0. On the origin of cancer cells. Science. 1956 Feb 24;123(3191):309-14. doi:
10.1126/science.123.3191.309. PMID: 13298683.

Westwell-Roper CY, Ehses JA, Verchere CB. Resident macrophages mediate islet amyloid
polypeptide-induced islet IL-1B production and B-cell dysfunction. Diabetes. 2014
May;63(5):1698-711. doi: 10.2337/db13-0863. Epub 2013 Nov 12. PMID: 24222351.

61



Wilson KA, Bar S, Kapahi P. Ketones to the rescue of the starving fly. Nat Metab. 2022
Feb;4(2):159-160. doi: 10.1038/s42255-022-00527-7. PMID: 35177853; PMCID:
PMC8916092.

Witherel CE, Sao K, Brisson BK, Han B, VVolk SW, Petrie RJ, Han L, Spiller KL. Regulation
of extracellular matrix assembly and structure by hybrid M1/M2 macrophages. Biomaterials.
2021 Feb;269:120667. doi: 10.1016/j.biomaterials.2021.120667. Epub 2021 Jan 7. PMID:
33450585; PMCID: PMC7870567.

Wolowczuk I, Verwaerde C, Viltart O, Delanoye A, Delacre M, Pot B, Grangette C. Feeding
our immune system: impact on metabolism. Clin Dev Immunol. 2008;2008:639803. doi:
10.1155/2008/639803. PMID: 18350123; PMCID: PMC2266987.

Xuan W, Qu Q, Zheng B, Xiong S, Fan GH. The chemotaxis of M1 and M2 macrophages is
regulated by different chemokines. J Leukoc Biol. 2015 Jan;97(1):61-9. doi:
10.1189/jIb.1A0314-170R. Epub 2014 Oct 30. PMID: 25359998.

Yang H, Hultmark D. Drosophila muscles regulate the immune response against wasp
infection via carbohydrate metabolism. Sci Rep. 2017 Nov 16;7(1):15713. doi:
10.1038/s41598-017-15940-2. PMID: 29146985; PMCID: PMC5691183.

Zhang L, Shi J, Du D, Niu N, Liu S, Yang X, Lu P, Shen X, Shi N, Yao L, Zhang R, Hu G,
Lu G, Zhu Q, Zeng T, Liu T, Xia Q, Huang W, Xue J. Ketogenesis acts as an endogenous
protective programme to restrain inflammatory macrophage activation during acute
pancreatitis. EBioMedicine. 2022 Apr;78:103959. doi: 10.1016/j.ebiom.2022.103959. Epub
2022 Mar 25. PMID: 35339899; PMCID: PMC8960978.

Zhu H, Bi D, Zhang Y, Kong C, Du J, Wu X, Wei Q, Qin H. Ketogenic diet for human
diseases: the underlying mechanisms and potential for clinical implementations. Signal
Transduct Target Ther. 2022 Jan 17;7(1):11. doi: 10.1038/s41392-021-00831-w. PMID:
35034957; PMCID: PMC8761750.

62



