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Anotace

V minulych studiich se extraceluldrni adenosin ukdzal jako dilezita signalni molekula fidici
dynamiku imunitni odpovédi u Drosophily melanogaster. Komplikovanost adenosinové
signalizace u savcl znacné zt€zuje jeji vyzkum in vivo, a tak i identifikaci této kaskady
Vv regulaci imunitni odpovédi. Jelikoz je mezi savci a bezobratlymi jistd geneticka a evolucni

vvvvvv
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Drosophily vici parazitoidovi. Cilem mé bakalatské prace bylo zjistit, jaky efekt na imunitni
odpovéd’ bude mit RNAI cilena proti mMRNA adenosin deaminizy (ADGF-A), ktera za
ptirozenych podminek e-Ado odbourédva.

Annotation

In previous studies the extracellular adenosine has been proved as an important signaling
molecule controlling dynamics of the immune response in Drosophila melanogaster.
In mammals the adenosine signaling and control is more complex process. Since there is
acertain genetic and evolutionary conservation between mammals and invertebrates,
Drosophila represents simple system how to study such a complex regulation in vivo.
Mutations of adenosine receptor in all cells as well as downregulation of ENT2 in immune
cells caused decrease of resistance of the immune system against Drosophila parazitoid.
The aim of the thesis is to determine whether RNAI targeted against mRNA of adenosine
deaminase — ADGF-A, which degrades e-Ado under natural conditions, would have any
effect on immune response.
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1. Uvod

Larva Drosophily melanogaster je skvélym modelem pro studium molekularni
podstaty piirozené bunééné imunitni odpovédi. Proces imunitni odpovédi stoji Drosophili
larvu velké mnozstvi energie, tudiZz si organismus musi sdhnout do energetickych rezerv
¢i pfesunout energii, pivodné potiebnou pro rdst a vyvoj, imunitnim bunkam. Studie
ukazaly, ze kandidatem zptisobujicim zvySeni glukdézy v hemolym{€ a utlumeni metabolismu

ostatnich té€lnich tkani je extracelularni adenosin (e-Ado).

Z publikovanych dat je zfejmé, ze role e-Ado signalizaéni kaskady spociva
V udrzovani dynamické rovnovahy energetickych investic mezi imunitnim systémem
a vyvijejicimi se tkanémi. Je tedy evidentni, ze tato rovnovaha mize byt ovlivnéna obéma
sméry. Jak utlumeni této signalizace, tak jeji pfilisSné zesileni bude mit pravdépodobné
negativni dopad na fitness jedince. VSechny doposud provedené experimenty vSak
charakterizovaly stav, ve kterém je e-Ado signalizace utlumena. Co se d&je v situaci, kdy se
e-Ado Vv extracelularni prostoru hromadi a jaky dopad na boj s infekci a nasledné dokonceni
vyvoje muzeme ocekdvat, zistavd neznamou. Tato prace si klade za cil pfinést prvni

odpovédi naznacujici, jaky dopad maji praveé takové experimentalni zasahy.



2. Cile prace

1. Pomoci infekce parazitickou vosou vyvolat imunitni odpovéd’ u experimentalniho

a kontrolnich genotypt Drosophily melanogaster.

2. Otestovat efektivitu ADGF-A RNAi konstruktu pod kontrolou teplotné senzitivniho

spoustéce.

3. Charakterizovat vliv ADGF-A RNAi na imunitni odpovéd’ a viabilitu Drosophily

melanogaster.



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster — Octomilka obecna (dale jiz jen Drosophila) patii do fadu
Diptera, ¢eledi Drosophilidae. Jako jeden z nejvyznamnéjSich modelovych organismi je
studovana jiz vice nez sto let. Dnes jsou tisice vyzkumil vénovanych praci s octomilkou jak
v oblasti genetiky, molekuldrni biologie, fyziologie, tak i evolu¢ni a vyvojové biologie.
Drosophila je oblibenym a praktickym modelovym organismem diky svému velice dobie
prostudovanému genomu, kratké genera¢ni dob¢ (10 dni), nendrocnému chovu a produkci

velkého mnozstvi potomstva.

Drosophila je stale neocenitelnym prostiednikem zahrnujici studium signali
ainterakce béhem jejiho vyvoje. Nyni jsou hlavni vyvojové drdhy velmi dobie
charakterizovany a slouzi jako excelentni model pro studium vyvoje komplexnéjsich

organismul.

Zajem o vyzkum na Drosophile je podporovan stale pokracujici revoluci
v molekularni biologii a bioinformatice. Osekvenovani genomu Drosophily bylo dokon¢eno
v roce 2000, a tak se potvrdila pivodni domnénka o zna¢né genetické konzervovanosti mezi
¢lovékem a mouchou. Napiiklad az 77 % vSech gend asociovanych s lidskymi chorobami
muze mit své homology u Drosophily (Reiter et al., 2001). Podobnosti mezi ¢lovékem
a mouchou povzbudily védce zabyvat se i dalSimi aspekty biologie a octomilku pouzit jako
modelovy organismus v tak rozptylenych védnich oblastech jako je chovani, dlouhovékost,
rakovina, drogova zavislost, diabetes, srde¢ni choroby a imunita. Diky technickym
pomickam a moZnosti provést genomové Siroké mutacni analyzy mizeme najit nové geny

a také charakterizovat jejich funkce.



3.2. Leptopilina boulardi

Parazitoidni vosa — Leptopilina boulardi je v experimentalni ¢asti vyuzivana jako

piirozeny nastroj k vyvolani imunitni odpovédi.

Leptopilina boulardi patii do fadu blanokiidlych a do rodiny Figitidae. Je jednou
z velkého mnozstvi endoparazitickych vos, které maji za svého hostitele larvu hmyzu
s proménou dokonalou, pfedevsim z fadu Diptera, jehoz larvy se vyskytuji v rozkladajicim
se organickém materialu. Leptopilina boulardi, stejné¢ tak jako Leptopilina heterotoma
a Leptopilina clavipes, je parazitoidem Drosophily. Od roku 1984 je mezi témito dvéma
druhy sledovana vzajemna interakce (Carton & Frey, 1984). Pro zjistovani vztahi rezistence
avirulence je studium zacileno konkrétné na oboustranné pusobeni mezi Drosophilou

melanogaster a Leptopilinou boulardi (Carton & Nappi, 2001).

Samice vosy je na rozdil od samce typickd kratkymi tykadly a dlouhym kladélkem,

kterym je schopna nabodnout Drosophili larvu a naklast do jeji t€lni dutiny vajicka.

Hostitel po infekci pokracuje ve vyvoji, avSak S prezenci nakladeného vajicka
od parazitoida. Parazitoid se vyviji béhem cyklu hostitele také v larvu, ktera se jim Zivi.
Ne pokazdé je Drosophili larva vosou zabita (Carton & Nappi, 2001), jelikoz si Drosophila
vyvinula u¢inny obranny imunitni systém. Mechanismus obrany systému parazitoida
I hostitele je geneticky podminén a mize byt tedy variabilni. Proto je nutné dbat homogenity
genetického pozadi u experimentalnich jedincti. U Drosophily bylo prokazano, ze ptirozené
se vyskytujici linie s veétSim poctem cirkulujicich hemocyti maji lepsi schopnost si
s parazitoidni larvou poradit. Castéji se vSak u nich vyskytuji malformace ve formé

melanotickych tumort (Kacsoh & Schlenke, 2012).

Schopnost larvy enkapsulovat parazitoidni vajic¢ko je zavisla také na mnozstvi zivin.
Zejména obsah glukoézy v dieté signifikantné ovliviiuje schopnost enkapsulace, coz nepiimo

ukazuje na energetickou naro¢nost celého procesu (Bajgar et al., 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kacsoh%20BZ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schlenke%20TA%5Bauth%5D

3.3.  Imunitni odpovéd’ u Drosophily

U Drosophily je pfirozena imunitni obrana manifestovana nékolika cestami.
Humoralni odpovéd’ generuje cirkulujici anti-mikrobialni peptidy (Imler & Bulet, 2005).
Buné¢na odpovéd ma za nasledek fagocytozu a enkapsulaci ciziho télesa. Tieti moznosti
obrany je fenoloxidazova reakce, pii které se vytvari cerny melanin (Tang, 2009). Zaradit
fenoloxidazovou melanizacni reakci je trochu sporné, ale pravdépodobné presahuje spise
do vétve humoralni imunity. Koagulace, jinymi slovy srazeni, je dalsi reakce doprovazejici
poruchu tkani. Protein hemolectin vytvaii sit’ vlaken, do kterych se zachytavaji imunitni

buriky, a tim se uzavira misto poranéni (Theopold et al., 2004).

3.3.1. Humoralni imunita

Humoralni imunitu Drosophily tvofi né€kolik rodin amfifilnich anti-mikrobialnich
peptidi (AMPS), které jsou sekretovany do hemolymfy pfedevsim bunkami tukového télesa
(analog jater), stejné jako u savcu také epitelialnimi bufikami a v malém mnozstvi
imunitnimi buiikami (Lemaitre & Hoffmann, 2007). AMPs pusobi piedevsim extracelularné.
Dv¢ hlavni signalni drahy — Toll a Imd — zahrnuji receptory pro rozeznani bakterialnich

peptydoglykanti a iniciuji transkripci gend anti-mikrobialnich peptida (Tanji et al., 2007).

Drosophila i ¢lovek bojuji proti bakterialni infekci také produkei tzv. reactive oxygen
species (ROS). Nazev popisuje mnozstvi reaktivnich molekul a volnych radikala
odvozenych od molekulového kysliku. Mezi ROS molekuly patfi napt. H202 vznikajici
pomoci dvou konzervovanych NADPH enzymu.. U Drosophily se ROS vytvareji také jako
meziprodukty pii melanizaci (Vavricka et al., 2010). Krom¢ antibakterialni funkce ROS
funguji jako signalizacni molekuly neptfimo Gcastnici se opravy tkani, hojeni ran, bunécné
signalizace, genové exprese a hematopoézy jak u savcd, tak u Drosophily (Schieber
& Chandel, 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19164947

3.3.2. Bunécna imunitni odpovéd’ u Drosophily

Je znamo, ze krevni progenitorové bunky Drosophily jsou velmi podobné
hematopoetickym myeloidnim progenitorovym bunikam savca (Meister, 2004). Z tohoto
divodu nam in vivo analyzy v Drosophile dovoluji studovat komplexni interakce a vlastnosti

kmenovych i diferencovanych bunék v jejich endogennim mikroprostredi.

V medularni zoné lymfatické Zlazy (hematopoeticky organ Drosophily) miZzeme najit
progenitorové krevni bunky - prohemocyty, z nichz se tvofi tfi typy diferencovanych
hemocytii nachdzejicich se ve vnéjsi kortikélni zoné. V tzv. posteriornim signalnim centru
(Crozatier et al., 2004; Krzemien et al., 2007) mtzeme najit buriky, které udrzuji rovnovahu
mezi procesy sebeobnovovani hematopoietické niky a diferenciaci hemocytt (Jung et al.,

2005).

Bunééna odpovéd’ je zprostiedkovana zménami stavu a chovani krevnich bunék -
hemocytl. Hemocyty jsou popisovany jako cirkulujici individualni buiky v hemolymfg,
¢i skupiny ,,pfisedlych® bunck, které adheruji k organiim a bunéénym sténam, nebo jako

progenitorové buiiky tvofené v lymfatické Zlaze (Lanot et al., 2001).

V Drosophili larvé miizeme morfologicky rozli§it nejméné tfi hlavni tfidy
diferencovanych hemocytt: plazmatocyty, lamelocyty a krystalové butiky. Plazmatocyty,
nejpocetnéji  zastoupena skupina, jsou fagocytarné aktivni bunky pohlcujici bakterie
a odumfelé tkané. Podle své funkce jsou pfirovnavany k savéim makrofagim (Dushay

& Eldon, 1998).

Dalsi tfidou jsou velké ploché buniky, tzv. lamelocyty, jejichZ namnozeni nastava
po setkani Drosophily s parazitem, v nasem piipadé vajickem endoparazitické vosy.
V nenapadené larvé se lamelocyty vyskytuji jen ve velmi malém mnozstvi. Tyto adhezivni
bunky, které¢ dosahuji cca 40 pm v priméru, se zdsadnim zpisobem podileji na procesu
enkapsulace (Lanot et al., 2001). Poslednim typem hematopoetické linie jsou krystalové
burniky, které jsou charakteristické obsahem enzymu (Rizki & Rizki, 1959) podstatnych

pii melanizaci a enkapsulaci.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4403793/#R22

3.3.2.1. Enkapsulace a melanizace

Pokud je larva Drosophily napadena endoparazitem jako je Leptopilina boulardi,
uplatfiuje se druhy typ bunécné odpovédi — tzv. enkapsulace. Nakladena vosi vajika
vV Drosophili larvé jsou pfili§ velka pro fagocytézu samotnymi plazmatocyty. Misto toho
larva zneSkodni vaji¢ko vytvofenim né€kolikavrstevné kapsule (Nappi & Streams, 1969).
Paralyzace vajicka vosy vyzaduje koordinovanou akci vSech tii typt larvalnich hemocytu.
Béhem 6 hodin po parazitaci cirkulujici plazmatocyty rozpoznaji injikované vajicko, ptilepi
se na jeho chorion (Russo et al., 1996) a odd¢li jej od cirkulujici hemolymfy. Detekce
vajicka plazmatocyty spusti v lymfatické zlaze proliferaci prohemocytt a jejich diferenciaci
na lamelocyty, které se objevuji v hemolymf€ do 12 hodin po parazitaci (Bajgar et al., 2015)
V kone¢né fazi enkapsulace lamelocyty adheruji na primarni vrstvu plazmatocyti pomoci
docasné N-glykosylovanych membranovych proteini (Mortimer et al., 2012). Kapsule
z imunitnich bun&k je vytvofena okolo vaji¢ka v priib&hu 24 hodin po infekci. Uspésnost
enkapsulace muze ovlivnit i umisténi vajicka. Leptopilina vyuziva strategie kladeni vajicka
k organiim, napt. do ohybu stfeva. Hemocyty v nedostupnych mistech nevytvoii dokonalou
kapsuli a vosa se muze vylihnout. Taktika Leptopiliny vyhnout se imunitnimu systému
Drosophily by se dala charakterizovat spise jako mechanicka nez chemicka, jelikoz tento
druh vosy nevyuziva v obrané proti enkapsulaci chemické latky pozménujici tvar imunitnich

bunék (Rizki et al., 1990).

Melanizaéni reakce se u Drosophily projevuje zCerndnim v misté poranéni nebo
praniku patogenu do organismu. Vyse zminéné krystalové buniky obsahuji enzym
profenoloxidazu, ktery je klicovy pro biosyntézu melaninu a ktery je v bunkach uloZen
ve formé krystalickych inkluzi. Po prasknuti bunky a jeji degranulaci enzym pronika
do extracelularniho prostoru (Russo et al., 1996; Rizki et al., 1990). U Drosophily jsou
popsany tii typy profenoloxidazy, pficemz prvni dva typy vyZaduji proteolytické Stépeni
pro svoji aktivaci, tieti typ profenoloxidazy je uvoliiovan také lamelocyty jiz v aktivni formé
(Dudzic et al., 2015). Ze vseho nejdiive aktivace fenoloxidazy zavisi na rozpoznani ciziho
ve vlastnim téle, napt. detekce komponent na bakteridlnich st€énidch nebo jinych infekénich

faktorti, které spousti kaskadu proteaz.



Jelikoz jsou proteazy kaskadovit¢ udrzovany ve formé inaktivniho proenzymu,
je jejich aktivace velice rychla a efektivni pouze v misté potieby. Po aktivaci protéazami
fenoloxidaza katalyzuje dal$i latky melaniza¢ni reakce, které nasledné polymerizuji
a vytvareji kone¢ny produkt — melanin (Kan et al., 2008). 48 hodin po infekci je vaji¢ko
vosy definitvné zni¢eno melanizaci (Bajgar et al., 2015). Krom¢ enkapsulace vajicka vosy
a agregace bakterii se fenoloxiddza vyskytuje pfi koagulaci hemolymfy a pii tvorbé zatky

V mist¢ poranéni.

Cilem enkapsulace a melanizace je odd¢lit parazitoida od wvnitiniho prostiedi
organismu a zabranit mu tak pfistup k vnitinimu prostiedi diive nez si parazitoid vycerpa své

ziviny Z vaje¢ného obalu a zacne se zivit hostitelem.

Podobna bunééna reakce byla popsana u mysi a u cloveka, kdy eozinofily,
makrofagy, neutrofily a zirné bunky obklopuji larvu stfecka Dermatobia hominis, navic
fibroblasty produkuji kolagenni vlaknité struktury k obklopeni parazita (Pereira et al., 2001;
Grogan et al., 1987).

3.4. Adenosin

Adenosin je purinovy nukleosid, ktery sestava z baze adeninu spojené s cukrem
D-ribézou pomoci B-No-glykosidické vazby. Jakozto dilezitou soucést riznych bunéénych
procesti, nalezneme adenosin nejen v energetickém metabolismu vSech bun¢k (ve formé
ATP a jeho dalSich katabolickych forem), ale také jako intramolekularni signalni molekulu
(cyklicky AMP — cAMP) ¢i extracelularni signalni molekulu (extracelularni ATP, ADP,
AMP az e-Ado). Nesmime opomenout, ze adenosin, respektive ATP, je Substratem
pro syntézu nukleovych kyselin. Oproti intracelularnimu ATP, jehoZ koncentrace se
pohybuje mezi 3 — 5 mMol (Bours et al., 2006) a jehoz mnozstvi tvoii vétSinu ATP
u mnohobunéénych organismii, se extracelularni forma vyskytuje v zanedbatelném
mnozstvi. To v§ak neméni nic na skutecnosti, Ze se jednd o vyznamnou a nepostradatelnou

molekulu v mimobunééné signalizaci (Yegutkin, 2008).



Koncentrace exogenniho adenosinu se mnohonéasobné zvysi pii metabolickém stresu,
v tu chvili se adenosin uplatiluje jako stresovy hormon, a tedy signal pro ostatni bunky
Hasko & Cornstein, 2004). Na konci 30. let 20. stoleti byl poprvé prokazan negativni
inotropni efekt e-Ado, coz znamena, ze zeslabuje muskularni kontrakce srdce a zaroven byl
odhalen i jeho vasodilata¢ni ucinek na véncité tepny (Drury & Szent-Gyorgyi, 1929).
Protektivni ucinek extracelularniho adenosinu se vSak neobjevuje pouze ve vyzkumu
ischemie ¢i hypoxie srdce, ale byl prokazan i u jinych organu pfi stavech poskozujicich

jejich metabolismus (Hasko & Cornstein, 2004).

Burnstock poprvé odhalil, Ze se adenosin uplatituje pfi neurotransmisi (Burnstock,
2007), coz bylo pozdéji potvrzeno pii vyzkumu pienosu nervového vzruchu pii kontrakci
hladké svaloviny a také v centralni nervové soustavé. Adenosin se podili na proudéni krve

a zasobeni tkani kyslikem (Rubio et al., 1974).

Adenosin u savct funguje také jako signalni molekula schopna §ifit se po celém
organismu z mista vzniku. Dokaze dokonce pfekonat i hematoencefalickou bariéru a ovlivnit
aktivitu centrdlni nervové soustavy (Pardridge et al., 1994). U savcui muze vyvolat
insulinovou resistenci ve svalovych bunkach (Natali et al., 1994, Han et al., 1998)
a glukoneogenezi v hepatocytech (Yasuda et al., 2003). Straub teoretizuje o sobeckych
(na inzulinu nezavislych) projevech imunitniho systému a mozku u savcu (Straub, 2014).
U Drosophily se signadlem sobeckého imunitniho systému, ktery usurpuje energii vyvijejicim
se tkanim, stal adenosin (Bajgar et al., 2015). Pokud bychom porovnali studie provedené
na Drosophile se Straubovou teorii, mohl by adenosin u savcii prostfednictvim zmény

metabolismu glukozy v jatrech a jeji spotfeby ve svalech plsobit také jako sobecky signal.

3.4.1. Adenosinovy metabolismus

Jak intraceluldrni, tak extracelularni adenosin podléha neustdlym metabolickym
pfeménam odrazejici stav a potieby buiky. Pfi stavech vyzadujicich energii je intracelularni
ATP degradovan az na adenosin defosforylujicimi enzymy 5 -nukleotidazami, Které vykazuji
riznou expresi vruznych tkanich (Borowiec et al., 2006). Naopak pii nadbytku
intracelularniho Ado dochdzi k jeho odbourani zpét na AMP az ATP pomoci fosforylace
enzymem adenosin kinazou (Boison, 2013). Tento princip dava e-Ado unikatni vlastnosti
jakozto citlivému sensoru bunécného energetického stavu (poméry ATP:ADP:AMP v buiice
jsou 100:10:1).



Dulezitéj$i je odbouravani adenosinu pomoci adenosin deaminazy, kterd zaujima
k adenosinu vyssi afinitu nez adenosin kindza. U zivoc¢ichi jsou identifikovany dvé varianty
enzymu s adenosin deaminazovou aktivitou — ADALl a ADA2, které pifeménuji adenosin
na inosin (Gakis, 1996). ADA1 se nachazi jak v intracelularnim prostoru, tak na plazmatické
membrané jako tzv. ecto forma ADA. ADAI je znama hlavné ve spojeni se zavaznym
imunitnim onemocnénim SCID — severe combined immunodeficiency disease, coz je
autozomalné recesivni genetickd porucha, pti které dochazi k poSkozeni regulace adenosinu
a ktera je zpisobena nedostatkem ADAI. Pii deficitu ADA1l a nahromadéni substrati
pro tento enzym, adenosinu a deoxyadenosinu, vznika u postizenych jedincid lymfopenie
(Hershfield, 2006). Tento fakt naznacuje, ze regulace adenosinu je relevantni pro vyvoj
krevnich bunék. Ackoliv absence ADA plati pro kazdou buiikku organismu, je velice

pozoruhodné, Ze postihuje pouze imunitni systém.

Lidskd ADA2 je exprimovana krevnimi buitkami jako odpovéd’ na bakterialni
¢ivirovou infekci a pusobi v extracelularnim prostoru. ADA2 patii do rodiny adenosin
deaminase — related growth factors (ADGFs), které se nachazeji v mnoha organismech
od Drosophily az po cloveka (Zavialov & Engstrom, 2005). ADGFs vykazuji aktivitu
rastovych faktorti, ale také adenosin deaminazovou aktivitu. U Drosophily bylo
indentifikovano 6 proteini z rodiny ADGFs., z nichz hlavni deaminazou je ADGF-D
a ADGF-A (Zurovec et al., 2002).

Transport adenosinu pfes membranu je u savcl zprostiedkovan adenosinovymi
transportéry ENT1, ENT2, ENT3 a ENT4 (Baldwin et al., 2004). Jejich exprese se opét lisi
v ramci organt. U Drosophily je transport zajistén ENT2, jednim ze tii ekvilibrativnich
nukleosidovych transportéri (Machado et al., 2007). Po uvolnéni z buriky do okoli se
adenosin vaze na specifické receptory sptazené s G proteiny — adenosinové receptory
(Fredholm et al., 2001). U Drosophily byl popsan jeden adenosinovy receptor AdoR
(Dolezelova et al., 2007) na rozdil od savci, u kterych jsou znamy receptory Ctyfi - Al, A2a,

A2b, A3 a jejichz zastoupeni se opét 1is§i mezi tkanémi a organy (Fredholm et al., 2000).
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Kromé toho, ze adenosin u Drosophily a savei muze byt transportovan
do extracelularniho prostoru, je navic také tvoren odbouravanim extracelularniho ATP,
ato defosforylaci pomoci ektonukleotiddz zakotvenych v plazmatické membrané bunky
(Borowiec et al, 2006). Dalsi moznosti je tvorba adenosinu hydrolyzou

S-adenosylhomocysteinu (Walker & Duerre, 1975).

E-Ado, ktery pronikl do buiky, je metabolizovan adenosin kindzou na AMP,
jenz nasledné aktivuje enzym AMPK (AMP - aktivovanou protein kinazu). AMPK je
klicovym regulatorem buné¢ného metabolismu, supresorem energeticky naro¢nych procesu
auvolnovani energic ze zasob (Long & Zierath, 2006). E-Ado se mize také navazat
na adenosinovy receptor, ¢imz spusti v bunice biochemickou kaskadu vedouci ke zménam
koncentrace intracelularniho Ca®* a aktivaci vnitrobunééného plisobeni kinaz. Pii aktivaci
adenylatcyklazy se vytvati z ATP cyklicky AMP, ktery pak slouzi jako druhy posel

ve vnitrobunééné signalizaci (Fredholm et al., 2000; Dolezelova et al. 2007).

3.4.2. Adenosin v imunitni odpovédi

Bunky zatizené stresem, poskozené buiiky a aktivované imunitni buitkky produkuji
tzv. damage associated molecular patterns (DAMPS), coz jsou latky, které dale stimuluji
a instruuji imunitni systém (Venereau et al., 2015). Pro DAMPs muzeme nadnést nékolik
charakteristik — vyskytuji se ve vysSich intracelularnich koncentracich, za normalnich
podminek v zanedbatelnych koncentracich v extracelularnim prostoru, jsou pfipraveny
na rychlé uvolnéni z bunky jako odpovéd’ na poranéni ¢i infekci, dale jsou schopny aktivovat
specifické bunééné receptory a jsou rychle degradovany po jejich uvolnéni. Tyto v§echny

atributy splituje ATP a Ado (Bours et al., 2006).
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Riizné koncentrace ATP a adenosinu se snazi udrzet rovnovdhu mezi prozanétlivym
chovanim buné¢k v boji proti infekci a zaroven utlumenim imunitniho systému s ohledem
na minimalni poskozeni tkani. ATP je jednou z prozanétlivych molekul ucastnicich se
primarni imunitni odpovédi. U savcl je imunostimula¢ni ATP pfeméiovan ekto-enzymy
na adenosin, ktery je zpocatku také prozanétlivy, ale v uréitém okamziku, aby se zamezilo
chronickému zanétu a nadbytecnému poskozeni =zdravych tkani, zacne pisobit
imunosupresivné a stimuluje protizanétlivou odpovéd’ (Bours et al., 2006). Jako piiklad
muzeme uvést neutrofily u savci, které jsou navadény pomoci ATP a Ado k poskozenym
tkanim. Zaroven e-Ado reguluje, aby prozanétlivy stav netrval dlouho na ukor zdravych
tkani a ,prepind“ jak neutrofily, tak napf. makrofdgy na bunky s protizdnétlivou funkci.
Adenosin inhibuje produkci zanétlivych cytokini makrofagy a také mize suprimovat
efektorové T lymfocyty (Bours et al., 2006). Dilezité je, v jakych koncentracich se adenosin
vyskytuje a jaké typy receptori bunky imunitniho systému dominantné exprimuji.
Tato regulace mize kromé neutrofilti, makrofagt a T lymfocytt ovlivnit také B lymfocyty,
NK buiiky, mastocyty 1 dendrocyty. Extracelularni ATP zvySuje proliferaci lymfocyti.
Proliferace je snizena v ptipadé rozpadu ATP na Ado. (Hasko & Pacher, 2012; Kumar &
Sharma, 2009; Linden & Cekic, 2012).

Béhem imunitni odpovédi adenosin kontroluje transport leukocyta z Krve
do postizenych tkani a zajiStuje agregaci krevnich desticek pii cévnich zranénich.
O adenosinu je znamo, Ze je vyplavovan endotelidlnimi bunikami pfi systemické hypoxii

(Neylon & Marshall, 1991) nebo kosternimi svaly pii nedostatecné oxygenaci.

Chronické zanétlivé procesy jsou doprovodnymi projevy nadorovych bujeni
a spole¢né s anoxygennim prostiedim tumoru jsou jednim z producentli adenosinu. Existuji
dva pohledy na funkci adenosinu v pfitomnosti tumoru. Jeden uhel pohledu vnima adenosin
jako vyznamny imunosupresivni faktor v pfitomnosti tumoru. Umansky a kol. nabizi dva
modely adenosinové signalizace vV ramci mikroprostiedi melanomu (Umansky et al., 2014).
1) Adenosin produkovany ektonukleotiddzami na povrchu tumorem infiltrovanych T bunék
zpusobuje jejich anergii. 2) Adenosin produkovany ektonukleotidazami na regulac¢nich
supresorovych T bunkach (TREGS) nebo myeloidnich supresorovych bunikach (MDSC)
muze parakrinné inhibovat proliferaci a funkci neregulacnich T bun¢k. Zaroven TREGs
a MDSC adenosinem ptlisobi autokrinné a zvySuji tak svoji imunosupresivni funkei v ramci

mikroprostiedi melanomu (Umansky et al., 2014).
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Moderni metody vyzkumu exosoml, mimobunécnych vackti produkovanych
bunkami, ukézaly, ze exosomy uvoliiované rakovinovymi bunkami obsahuji
ektonukleotidazy, které vytvaieji e-Ado pfimo na misté ptisobeni z e-ATP (Clayton et al.,
2011).

Jiné studie naopak naznacuji, Zze adenosin potlac¢uje antineoplastickou aktivitu
imunitniho systému, pfispiva k remodelaci mikroprostredi a zajistuje tak lep$i podminky
pro nador a jeho naslednou progresi (Antonioli et al., 2013). Efekt ptisobeni adenosinu
béhem nadorového bujeni zavisi na receptorech, na néz se vaze. Montinaro a kol. uvadi,
7e aktivace A3 receptord stimuluje protinadorovou imunitni odpovéd’ a naopak pusobeni

na receptory A2A imunitni systém potlacuje (Montinaro et al., 2013).

Adenosinova signalizace je zasadni zptisob komunikace mezi buiikami. Uginky ATP
i Ado mohou byt velice variabilni a mohou odrazet metabolicky status buiky. Klicovymi
aspekty v ado-signalizaci jsou intracelularni a extracelularni koncentrace ATP a Ado,
ekto-enzymy a predevs$im vysoka variabilita zastoupeni adenosinovych receptor na povrchu
riznych typl bunék. Studium adenosinové signalizace a podtypli adenosinovych receptort

poskytuje do budoucna moznost terapie nejen nadorovych onemocnéni.

3.4.3. Piedchozi vyzkum adenosinu u Drosophily

Dolezal a kolektiv pouzili Drosophilu jako model pfi studiu adenosinu in vivo.
Pomoci homologni rekombinace vytvofili homozygotniho mutanta ,,adgf-a* pro adenosin
deaminazu (ADGF-A), u kterého byla pozorovana zvySena hladina extracelularniho
adenosinu a deoxyadenosinu. Tento mutant mél oproti wild type kontrole sedmkrat vyssi
pocet cirkulujicich hemocytt (z toho 7 % tvoftily lamelocyty), tvotily se u n¢j melanotické
tumory, dochazelo k desintegraci tukového télesa (organ pro ukladani glykogenu
u Drosophily) s naslednou smrti jedinct v larvalnim stadiu (Dolezal et al., 2005). Dale se
prokazalo, ze e-Ado pusobi jako signalni molekula ptes jediny adenosinovy receptor
u Drosophily - AdoR (Dolezelova et al., 2007). Byla vytvofena linie ,,adoR* s homozygotni
mutaci v adenosinovém receptoru, ktera vedla u adgf-a mutanta k lepsi puparizaci ¢i preziti
az do stadia dospélce (Dolezal et al., 2005). Exprese ADGF-A pouze v lymfatické zlaze byla
spjata se zachranou adgf-a mutantl, tudiz bylo mozné predikovat, ze hemocyty hraji

klicovou roli v expresi ADGF-A.
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Zuberova a kol. se zaméfili na vyzkum, jakou signalni &i metabolickou drahu ma
adgf-a mutant ovlivnénou. Byla provedena mutace v PhK — fosforylat kinaze (enzymu,
ktery aktivuje glykogen fosforylazu K uvolnéni glukozy-1-fosfat z glykogenu), ktera vedla
k zachran¢ adgf-a mutanta na 5% sacharézové dieté (Zuberova et al., 2010). V tukovém
télese dochazelo K lepsi akumulaci glykogenu a pomalejsi glykogenolyze, navic nebyla
pozorovana jeho desintegrace, ke které¢ u adgf-a mutanta pravdépodobné dochazelo diky
nadmérnému uvolnéni karbohydratovych zasob. Pocet hemocytli vzrostl jako druhotna
reakce na degeneraci tkané tukového t€lesa. Z experimentalni vysledkd bylo vyvozeno,
ze adgf-a mutant ma ovlivnény karbohydratovy metabolismus. Tuto spekulaci podporoval
také fakt, ze adgf-a mutant byl velice senzitivni k obsahu cukrt v diet¢ (Zuberova et al.,
2010).

Ptfitomnost e-Ado bez moznosti deaminace pomoci ADGF-A vede k hyperglykémii
aporuse v ukladani energie. Z metabolickych analyz vime, Ze adgf-a mutant ma kvili
zvySené hladiné e-Ado dvojnasobné mnozstvi cirkulujici glukézy v hemolymf€, ktera je
piipravena k okamzitému pouziti a navic adgf-a mutant pomalu uklada glykogen i trehalozu.
Katabolismus glykogenu vsak neni ovlivnén a dochazi k jeho rozpadu stejné jako u adgf-a/+
kontroly (Zuberova et al., 2010). Souvislosti naznacuji, ze se adenosin chova jako
antiinsulinovy hormon a muizeme ho povazovat za agonistu hmyziho adipokinetického
hormonu (AKH), ktery je homologem glukagonu u savcl. Tato tvrzeni jsou podloZena
I pozorovanimi experimentalni skupiny pod vedenim prof. Kodrika z ENTU. U Drosophily
se porucha regulace adenosinu projevuje diky ztraté energetickych rezerv smrti organismu
(Zuberova et al., 2010).

Signalni molekula adenosinu by mohla byt pfi imunitni odpovédi a pti organismus
zatézujicich - stresovych stavech soucasti 1 tzv. ,,wasting* syndromu, ktery doprovazi velké

mnozstvi lidskych onemocnéni (Zuberova et al., 2010).

Ve vyzkumu, ktery nasledoval, se podafilo vytvofit transgenni mouchu nesouci
funk¢ni reportérovy gen pro GFP (zeleny fluorescen¢ni protein) umistény za promotor
ADGF-A. Misto nejvyssi exprese se ukdzalo byt v imunitnich butikach, které¢ enkapsuluji
vosi vajicko, coz opét podpoftilo teorii potencialni role e-Ado Vv energetickém metabolismu

béhem imunitni odpoveédi (Novakova & Dolezal, 2011).
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Mondal uvadi, ze adenosin se ucastni signalni kaskady ovliviiujici diferenciaci
progenitorovych bunék u Drosophily. ADGF-A se naopak podili na adenosinové deaminaci
audrzeni progenitorovych bun¢k. ADGF-A je uvoliiovana z diferencovanych krevnich
bunék a pasobi na progenitorové bunky, zajiStuje tak rovnovahu mezi buikami
Vv progenitorové nice a diferencovanymi bunkami (Mondal et al., 2011). Stejn¢ tak jako
ADGF-A u Drosophily by ADA2 u savcli mohla stimulovat diferenciaci krevnich bunék
regulaci adenosinu. Tato funkce na udrzeni progenitorovych bunék vSak nebyla zatim

adekvatné védecky podpotfena.

3.4.4. Adenosin a metabolicky posun

Zanétlivé reakce jsou spojeny se signifikantnim navySenim exprese ektonukleotidaz
které rychle konvertuji ATP na adenosin. Proto béhem akutniho zanétu je zvySeny e-Ado
rychle metabolizovan na inozin pomoci adenosin deaminazy. Vygenerované velké mnozstvi
adenosinu vede ke stavu pohotovosti organismu a alokaci energetickych zasob k podpote
imunitni reakce (Bajgar et al., 2015). Tyto procesy musi byt pod ptisnou kontrolou,
aby nedoslo k hyperglykémii a nekontrolovatelné ztraté¢ energetickych rezerv. Podobné

efekty e-Ado byly pozorovany i u savcu (Antonioli et al., 2008).

Nedavné vysledky Bajgara a kol. potvrzuji roli e-Ado pii zménach energetického
metabolismu béhem imunitni odpovédi (Bajgar et al., 2015). E-Ado uvolfiovany
z imunitnich bun¢k zplisobuje reorganizaci metabolismu ve prospéch imunitniho systému
a zpomaluje vyvoj Drosophily (piiblizn¢ o 7 hodin od neinfikovanych jedinct), zaroven je
potlaceno ukladani energetickych zasob. Signalizace ptfes adenosinovy receptor se ukazala
jako rozhodujici pii infekci parazitickou vosou. Mutant v adenosinovém receptoru nema
na rozdil od kontroly white potladeny vyvoj a vykazuje snizenou rezistenci k vosimu vaji¢ku
(Bajgar et al., 2015).
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Pii ptirozeném vyvoji Drosophily se ukladani glykogenu a triacylglyceroli (TAG)
zvysuje, zatimco cirkulujici a tkadnovy neredukujici disacharid, skladajici se ze dvou molekul
glukozy - trehaldza je stabilni. Pokusy s radioaktivné znacenou glukézou mély ukazat, jaka
nastane distribuce **C mezi sacharidy, proteiny a lipidy pfi normalnim vyvoji a vyvoji po
infekci. U neinfikované kontroly white se 84 % radioaktivné¢ znaceného uhliku
zainkorporovalo do vyvijejich se tkani. Pokud byla larva infikovana parazitickou vosou,
ukladani TAG a glykogenu se zastavilo. SniZila se exprese glykogen syntazy a zvysila
exprese glykogen fosforylazy v tukovém télese. Tkanova trehal6za se snizovala a mén¢
glukozy z potravy bylo inkorporovano do lipidi a proteinti. Mnozstvi cirkulujici glukoézy a
trehalozy se zvysSovalo, plus navysil svoji expresi trehalézovy transportér v tukovém télese,
kde se trehaldéza produkuje. Podle *C se zvysila energeticka spotieba imunitnich bungk
Z desetiny na jednu tfetinu celkovych Zzivin b&hem infekce. V cirkulujicich hemocytech a
lymfatické zlaze se zvySuje exprese glukozového transportéru, transportéru pro trehalézu a

také exprese n€kolika gent pro glykolytické enzymy (Bajgar et al., 2015).

Tyto pochody se podobaji pfepnuti metabolismu savcich aktivovanych imunitnich
bun¢k na tzv. Warburgtv efekt. Bunka vyuziva anerobni glykolyzu k méné efektivnimu,
ale rychlému ziskani ATP a k vyprodukovani velkého mnozstvi meziproduktt a redukujiciho
potencialu (ve formé¢ NADPH) potiebnych ke stavbé nové buiky ¢i k fagocytaci. 12 - 18 h
po infekci cirkulujici hemocyty a jiz diferencované lamelocyty vykazuji silné zvySenou
expresi trehalézového transportéru a enzymu trehaldzy. Podle vysledki se zda,
ze diferencované imunitni bunky radé&ji pfijimaji trehalézu, coz by korespondovalo se
snizenim cirkulujici trehalozy po uplynuti 6 hodin od infekce. Trehal6zovy transportér
funguje také pro glukozu. Je pravdépodobné, ze trehaloza je St€pena 1 extraceluldrné

na glukézu a mimobunééna trehaldza je tak snizena (Bajgar et al., 2015).

AdoR mutant ma po infekci méné nez tietinu mnozstvi lamelocyti ve srovnani
s kontrolou white (5 - 6 tisic imunitnich bunék). Jako rezervoar pro produkci glukdzy nebyl
u adoR mutanta zaznamenan trehaloézovy nartist v 6 hodinach po infekci. Byla provedena
analyza, zda zvyseni mnozstvi glukdzy z5 % na 12 % v dieté vyfesi problém se snizenou
rezistenci uadoR mutanta. Diky zvySenému zdroji energie pocet lamelocyti po infekci
vzrostl. Kontrola byla provedena u whita, kdy po infekci mnozstvi lamelocyti nebylo
na 12% dieté ovlivnéné. Navyseni glukdzy u whita bylo zptsobeno spise infekci samotnou.
Cirkulujici glukdza se tedy ukazala jako limitujici faktor pro diferenciaci lamelocytt (Bajgar
etal., 2015).
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Po infekci se metabolismus w a adoR larvy velice lisi. U whita vice glukozy zistava
v sacharidové frakci, kterd je okamzitym zdrojem energie pro imunitni buiiky. Nedochazi
k Zadnému ukladani do zasob. U adoR mutanta naopak dochazi k neustalému ukladani
a vyvoj neni infekci nijak ovlivnén. Na rozdil od whita se zadlenéni “C - glukézy do tkang
mozku a tukového télesa nesnizuje a rist imaginalnich diskti pokracuje dal. Presun
energie ve prospéch imunitnich bunék je tudiz oproti whitovi maly. 18 hodin po infekci se
u whita inkorporace *C - glukézy do imunitnich bundk zvySuje a klésa v hemolymfé
a ostatnich tkanich. Chybéjici suprese adenosinem pies AdoR vede knizs$i koncentraci
14C - glukdzy v hemolymf& a 18 hodin po infekci k malé inkorporaci glukézy do imunitnich
bun¢k. Kukleni neni také ovlivnéno, jako kdyby téméf zadna infekce neprobéhla (Bajgar

etal., 2015).

Posledni otazkou bylo, co stoji za zdrojem e-Ado - signalu pro piepnuti metabolismu.
Pouze RNA interference cilend proti membranovému transportéru ENT2 (equilibrative
nucleoside transporter 2) v cirkulujicich hemocytech a v celé lymfatické zlaze
(i nediferencovanych bunkach) zpisobila redukci lamelocyti a upadek rezistence jako
uadoR mutanta. RNAI spusténa pouze v plné diferencovanych hemocytech nevedla
k Zadnému snizeni poctu lamelocyti. Blok transportu z diferencujicich se bunék ukazal,
Ze pravé tyto imunitni buiiky jsou dilezitym zdrojem e-Ado pro diferenciaci lamelocytl
a metabolické pfepnuti. Tento experimentalni zasah mél stejny dopad na metabolismus
tukového télesa jako byl pozorovany u adoR, a to nepfetrzité ukladani glykogenu a TAG
i po infekci. Utlum ukladani do zasob je tedy pod kontrolou Ado, ale pravdépodobné
nezavisly na AdoR signalizaci (Bajgar et al., 2015).

Tato bakalarska prace navazuje na vySe zminéné experimentalni vysledky, se snahou
Iépe porozumét dulezitosti regulace adenosinové signalizacni kaskddy béhem imunitni
odpovédi. Vyuziti doposud neprovedenych genetickych manipulaci klicovych regulatort
e-Ado koncentrace ve velmi dobfe definovaném experimentalnim systému, jisté poskytne
vysledky, které budou podstatné pro porozuméni obecnych principti regulace bioenergetiky

imunitniho systému platnych 1 u vySsich organismi.
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4. Molekularni a genetické nastroje

4.1. GAL4-UAS systém u Drosophily

Experimentalné mtize byt exprese genti u Drosophily kontrolovana pomoci nékolika
systétml. Jednim z nich, ktery md vedouci pozici v Drosophili genetice, je systém
GAL4-UAS. Systém muze byt vyuzit K bunééné nebo tkanové specifické zachrané

genetickych mutantd, ke genové overexpresi ¢i k RNA interferenénim skriningim.

GALA4 sekvence koduje protein skladajici se z 881 aminokyselin (Silver et al., 1984).
Jedna se o pozitivni regulator exprese kvasinkovych gent indukovanych galaktézou (geny
GALI1, GAL2, GAL7 a MELI kéduji enzymy uzivané ke konverzi galaktézy na glukdzu).
GAL4 protein rozeznava Ctyfi spojené tseky, kazdy o 17 parech bazi lokalizovanych mezi
vySe uvedenymi geny (Giniger et. al., 1985). Tato mista na DNA vymezuji tzv. UAS
sekvenci  (upstream activating sequence) analogickou zesilova¢i  (enhanceru)
u mnohobunéénych eukaryot. UAS je stézejni pro aktivaci transkripce gent regulovanych

GALA4 proteinem.

I kdyz byl GAL4 protein studovan predevSim v genetice kvasinek, podafilo se
ho za¢it t¢inné vyuzivat i u Drosophily. Brand a Perrimon vyuZili u Drosophily obrovské
diverzity genomovych regulac¢nich sekvenci a ukazali fizeni exprese in vivo pomoci
bipartitni metody. Oproti ndhodnym muta¢nim zdsahim doslo k fizené regulaci genové
exprese (Brand & Perrimon, 1993). Sestrojili vektory podobné P-elementu,
které zprosttedkuji ptenos konstruktu do genomu octomilky. Jeden z vektord obsahoval
UAS sekvenci v péticlenné repetici. GAL4 konstrukt byl navrzen jako past na zesilovace.
Pokud doslo k inzerci blizko promotoru ¢i zesilovace v genomu Drosophily, nastala exprese
reportérového genu (vlozeného za UAS sekvenci) v tkani nebo buiice obsahujici regula¢ni

protein pro tento zesilova¢ (Brand & Perrimon, 1993).
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Pokud mame pfipravenou linii octomilky nesouci jednu ¢ast GAL4-UAS systému
ve svém genomu, a to tzv. driver (GAL4 transkripni aktivator ovlivnény promotorem
Ci zesilovaGem), a druhou linii octomilky nesouci tzv. responder (reportérovy gen
umistény za UAS sekvenci) mizeme si obé ¢asti tohoto systému drzet jako dvé separatni
linie Drosophily. Nas pozadovany gen pod UAS sekvenci je bez puisobeni GAL4 driveru
Vv parentalni linii neaktivni, coz ma vyhodu ve studiu geni, jejichz produkty jsou toxické,
letalni nebo snizuji zivotaschopnost. Poté co parentalni linii nesouci responder a druhou
nesouci driver zkiizime, zajistime, ze potomci z kiizeni budou exprimovat reportérovy gen

v organismu tkanové ¢i Casove specificky (Brand & Perrimon, 1993).

Objev GAL4-UAS systému vedl k produkci obrovského mnozstvi GAL4 drivert
pro cilenou expresi témet do kazdého typu tkdn€. Dnes je mozné si tyto pfedem piipravené

linie se specifickym GAL4 driverem objednat z center jako je naptiklad Bloomington.

4.2. GALSO0 inhibi¢ni protein

Regulace transkripce GAL genl v kvasince Sacccharomyces cerevisiae zalezi
na tfech hlavnich proteinech. Na vySe zminéném GAL4 proteinu, ddle na GALS80 proteinu,
ktery se jako represor vaze na C-konec GAL4p a brani tak transkripci genu, v neposledni
fad¢ pak na GAL3 proteinu, ktery za spotieby ATP uvolnuje represor GAL80 (Lavy et al.,
2012). Bylo prokazano, Ze transgenni mouchy exprimujici GAL80 protein pod promotorem
tubulin 1a jsou zivotaschopné a fertilni bez morfologickych abnormalit (O’Donnell et al.,
1994). Dale bylo provedeno nékolik analyz, které testovaly, zda GAL80 dokaze inhibovat
aktivitu GAL4 i v mouse. Vysledky ukazaly, Ze prezence pouze jedné kopie transgenu
tubP-GAL80 kompletné potlacuje defekty indukované GAL4 transkripnim aktivatorem.
K represi dochazi ve vSech bunkach vsech stadii Drosophily (Lee & Luo, 1999).

Stejné jako Brand a Perrimon vytvofili systém pro cilenou expresi, Suster a kol.
navrhli konstrukt pasti na zesilovace - P{GAL80}, ktery koduje kvasinkovy represor a slouzi
k vylepSeni exprese transgennich linii fizenych GAL4-UAS systémem. Zablokovani
aktivacni domény GAL4p pomoci GAL8Op nastdva po jeho nasednuti na poslednich
30 aminokyselin GAL4p a naslednému vytvofeni interakce dimer-dimer (Melcher & Xu,
2001). Funkcénost byla potvrzena cilenou represi zeleného fluorescencniho proteinu

Vv centralnim a perifernim nervovém systému Drosophily (Suster et al., 2004).
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Zeidler a kol. regulaci pomoci GAL80p dale modifikovali. Transferovali teplotné
senzitivni alelu inteinu do sekvence GALS80p. Protein tak byl funkéni v urcité permisivni
teploté a inhiboval GAL4. V restriktivni teplot¢ GAL80p nefungoval a GAL4 mohl zistat
aktivni. Testovani probéhlo opét pomoci UAS-GFP. Fluorescence byla pozorovana
v riznych teplotach. V 18 °C nebyla zaznamenana téméf zadna fluorescence, v 25 °C
exprese GFP byla lehce redukovana a v 29 °C mél GAL80 pouze maly efekt - fluorescence
byla nejsilngjsi (Zeidler et al., 2004).

Represe GAL4 driveru termosenzitivnim GAL80 proteinem muze byt zruSena
zvySenim teploty. V tomto piipadé muzeme podle potieby ¢Casové ovlivnit expresi
reportérového genu za UAS sekvenci, ktery je pro nas vyzkum klicovy. GALS80 protein se
timto nabizi jako skvély nastroj, jakym nadale experimentalné¢ modifikovat expresi gent.
Uspé&sné introdukovani GAL80 GAL4-UAS systému se podafilo u obratlovet konkrétné
zebiicek (Fujimoto et al., 2011).
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4.3. RNA interference (RNAI)

Soucasné studie vyuzivaji k determinaci roli riznych geni tzv. ztratu funkce genu
a poté urcuji jeho vlastnost v organismu diky vyslednému fenotypu. Ztratou funkce myslime
,»vypnuti“  pozadovaného genu bud Uplnym zruSenim exprese na Urovni DNA,
nebo potladenim jeho exprese na postranskripcni Grovni. V tomto sméru se stala RNA
interference revolu¢ni technikou pro uml¢ovani genové exprese na urovni mRNA. Jedna se
0 biologicky konzervovanou odpovéd’ na dvouvladknovou RNA. RNAi zprostiedkovava
rezistenci jak k endogennim parazitickym, tak exogennim patogennim nukleovym kyselindm

a zaroven reguluje expresi protein-koédujicich gent.

4.4. RNAI u Drosophily

U Drosophily jsou popsany 3 hlavni RNAi drahy, ve kterych se uplatiuji rizné druhy
endogennich nekddujicich RNA molekul. Prvni draha se nazyva siRNA a slouzi jako
protivirova obrana organismu. Enzym Dicer-2, ktery patii do skupiny RNaz Il (Bernstein et
al., 2001), stipe cizorodou dvouvldknovou RNA na 21 — 25 nukleotidové duplexy tzv.
SIRNA (short nebo také small interfering RNA). Dicer-2 spoleéné s proteinem R2D2
a navazanou kratkou dvouvlaknovou siRNA tvofi tzv. RLC (RISC loading complex). RLC
umoznuje transport siRNA k Argonaute-2, coz je ustfedni protein v efektorovém
komplexu RISC (RNA-induced silencing complex). Jedno z vlaken SiRNA duplexu je
piestiizeno a degradovano (Tolia & Joshua-Tor, 2007). Poté se druhé nedegradované siRNA
vlakno vaze ke komplementdrni sekvenci cizorodé napi. virové RNA. Argonaute-2 Stipe

SiRNA s navazanou virovou RNA a dochazi tak k jeji degradaci.

4.5. UAS RNAI u Drosophily

V roce 2007 Dietzl a kol. ptedstavili knihovnu 22 270 transgennich linii Drosophily
reprezentujici 13 251 RNAIi konstrukti pokryvajici 12 088 protein kodujicich genti (Dietzl
etal., 2007). Aby RNAI fungovala in vivo podle potieby, byl do genomu Drosophily
introdukovan vektor skladajici se z 10x UAS sekvence, dale invertované repetice, ktera dava
vzniknout sSiRNA komplementarnim k endogenni mRNA, a markeru mini-white. Exprese
invertované repetice lezici za UAS sekvenci mlze byt regulovana GAL4 transkripénim
aktivatorem (obr. 2). Vysledky ukazuji, ze tzv. RNA knockdown pomoci této RNAi techniky
snizuje hladinu RNA na méné nez 25 % (Dietzl et al., 2007).
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Obr. 1: Zjednodusené schéma indukce RNAi v Drosophile.

(Transgenic RNAI in Drosophila. In: VDRC — Vienna Drosophila Resource Center [online].
© 2016 Vienna Biocenter Core Facilities GmbH (VBCF). [20. 3. 2016]. Dostupné

z http://stockcenter.vdrc.at/control/howtornaidmel).
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5. Experimentalni ¢ast

Rozdéleni prace

e Zkiizit linii ADGF-A RNA:I s linii nesouci Gal80 actin Gal4 driver.
e Provést 3 kontrolni kiiZeni.

e Realizovat infekce parazitickou vosou na larvach vy$e zminénych ktizenich.

o Zjistit efekt ADGF-A RNAI na vitalitu infikovanych a neinfikovanych jedinct.

e Analyzovat Gispé$nost melanizace po infekci.
e Zhodnotit dopad infekce u jednotlivych genotypi na puparizaci.

e Prokazat i¢inek RNA interference pomoci qPCR.
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5.1. Metody
5.1.1. Chov a manipulace s Drosophilou

Octomilka se v laboratornich podminkach chova ve sklenénych vialkach uzavienych
vatovou zatkou. Na dné vialky je standardni kukufi¢na dieta, ktera slouzi nejen jako potrava

pro larvy a dospé€lce, ale také jako prostor pro samice na kladeni vajicek.
SloZeni a postup pripravy diety:

1 hodinu (90 °C) vafime vodu a kukufi¢nou mouku (8 %). Poté ptidame sacharozu
(5 %), kvasnice (4 %), agar (1 %) a vaiime dalSi hodinu. Ke konci 2. hodiny vafime
na 100 °C. Teplotu nechame sklesat na 50 °C a ptidame methyl 4 - hydroxybenzoat (10 %,

pouzivame 10% roztok v 96% etanolu). Nalévame do vialek.

Stejny postup jsem provadéla i pti vafeni potravy do plastovych misek. VEtsi povrch
misky poskytuje samicim vétsi prostor na kladeni a lepsi lihnuti vajicek, tudiz se jedna

0 rychlou metodu, jak ziskat pocetnéjsi potomstvo.

5.1.2. Postup p¥i krizeni Drosophily

Urcitou rodi¢ovskou linii jsem si nejprve namnozila a to tak, ze jsem jedince
pfesypala do vétsiho mnozstvi vialek s Cerstvou potravou a nechala klast. 10. den jsem
zaCala vybirat nové lihnouci se samice — panny, abych zarucila, Ze v nasledujicim ki¥izeni
nemam kontaminaci jiného genotypu. Rodi¢ovskou linii druhého genotypu pro kiizeni jsem
si namnozila stejnym zpuisobem ve vice vialkach a vybrala jsem také Cerstvé vylihnuté
samce, abych v kiizeni méla pouze mladé jedince. Samce a samice jsem uspala pomoci COz,
pfesunula do plastového valce, ktery jsem uzaviela miskou s jiz pfipravenou kukufi¢nou

dietou.
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5.1.3. Drosophili linie

Tab. 1: Linie Drosophily pouzité v experimentech.

Oznaceni v textu Genotyp Chromosom
ADGF-A RNAI Fly base: pMF3-CG5992, VDRC: 50426GD i
w w* X
Gal80 act Gal4 w*; P{tubP-GALB80ts}*/Cy0O; Act-Gal4*/TM6B I, 1l

GALS8O protein se exprimuje v celém organismu, jelikoz se nachazi pod promotorem

tubulinu.

GALA4 protein je také vSudypiitomny, protoze je umistén za promotorem aktinu.
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5.1.4. Cilova k¥izeni:

Kiizeni ¢. 1 (ziskani experimentalni linie) Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI

? 3
o w, i UAS ADGF — ARNAI + ® w_ Gal80 ActGald +
> w’ + UAS ADGF — ARNAi "+ w CyO 'TM:BHu +
G w_Gal80, Act Gal 4 St
g w'  + UAS ADGF — ARNAi '+

Rodi¢ovskou linii nesouci Gal80 act Gal4 driver jsem si nejprve vykfizila, abych dostala
homozygotni jedince bez CyO a TM6B Hu markeru.

K¥iZeni ¢. 2 (kontrolni kiiZzeni) w
Go: Cista linie white

K¥izeni ¢. 3 (kontrolni ki'izeni) ADGF-A RNAI x w

? 3
- ﬂiUASADGF—ARNAi_i W+ + 4
> w’ + UAS ADGF — ARNAi '+ Wi+

l

"UAS ADGF — ARNAI '

W+ o+
Gu: —— —
W'+ +

Ki¥izeni ¢. 4 (kontrolni kiizeni) Gal80 act Gal4 x w

3 &

w_ Gal80 Act Gal4 + @ W.r.*.*
Go w CyO 'TM:BHU'+  w'+'+'+
.. w, Gal80 Act Gal4 +
L wo+ T+ T+
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5.1.5. Chov parazitickych vosi¢ek

Vosy byly po celou dobu experimentii udrzovany ve 25 °C ve sklenénych lahvich
s dietou. Abych m¢la vzdy pfipravené vosy na experimenty, musely byt pravidelné kazdy
tyden larvy Drosophily (¢asny tfeti instar) infikovany po dobu 30 minut. Tak silna infekce
mi zajistila, ze se do tii — Ctyf tydnd vylihly z kukel vosy, které jsem poté vybirala do lahvi.
Dietu piipravujeme z agaru (2 %), sachardzy (6 %), methyl 4 - hydroxybenzoatu (10 %,
pouzivame 10% roztok v 96% etanolu) a destilované vody. Dame sterilizovat (121 °C,

20 min) a nalévame do sklenic, po vychladnuti uzavieme vatovou zatkou.

5.1.6. Infekce
5.1.6.1. Manipulace pi‘ed analyzou prezivani a melanizaci

Drosophily chované ve valci jsem umistila na novou misku s dietou a nechala dvé —
tii hodiny klast, poté jsem misku opét vymeénila. Misku, do které¢ samice nakladly, jsem
uchovala v inkubatoru (18 °C). Z nakladenych vaji¢ek se po 144 hodinach vyvinuly larvy

¢asného 3. instaru vhodné pro infekci. Teplota 18 °C je dulezita pro vyvoj larev nesouci

teplotné senzitivni protein GALS80, ve vys$§i teplot¢ by nemohlo dojit ke splicingu

termosenzitivniho inteinu a produkci GALS80. Tudiz by nastalo nezadouci predéasné spusténi

ADGF-A RNA..

Misku ulozenou v 18 °C jsem pienesla na 3 - 4 hodiny do inkubétoru (25 °C),
atokvuli linii much nesouci GALS80 protein inhibujici transkripci ADGF-A RNAI.
Po uplynuti 3 — 4 hodin, kdy by mé&l byt GAL4 protein funk¢ni (ovéfeno doc. Mgr. Tomasem
Dolezalem, Ph.D.) a ADGF-A RNAi by méla zacit postupné pracovat, jsem vybrala:

1) 100 larev, které jsem pienesla na jinou misku s dietou a nechala je infikovat
parazitickymi vosami (100 samic) po dobu 5 minut. Pro analyzy potfebujeme
slabou infekci, pouze nastartovat imunitni systém, ne larvu Drosophily zabit.
Casovy tdaj je viak pfiblizny, jelikoz zalezi na vice faktorech, napt. jak jsou vosy
staré, zda byly jiz pro infekci pouzity a pied jakou dobou. Po infekci jsem nahodné
vybrala 10 larev z riznych mist misky (vybér 10 % larev je standardni pro tento typ
analyzy). Larvy jsem vypitvala a vyhodnotila, zda infekce nebyla silna (tj. max.
3 vajicka). Zbytek nainfikovanych larev jsem piemistila do 3 vialek po 30 larvach.

2) 90 larev, které jsem neinfikovala a umistila je také do 3 vialek po 30 larvach. Tyto

larvy slouzily jako negativni kontroly.
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Se vSemi genotypy (i s t€émi, které nenesly termosenzitivni GAL80 act GAL4 driver

bylo manipulovano stejn¢). Pro kazdy genotyp byla provedena nejméné tfi nezavisla kiizeni

a od kazdého kiizeni bylo provedeno nékolik infekci (min. 3).

5.1.6.2. Vyhodnocovani prezZivani neinfikovanych dospélcii a dospélci po infekci

1)

2)

Po vylihnuti infikovanych dospélcti jsem vSechny jedince spocitala. Je mozné, ze
neékterou z larev vosa neinfikovala, proto jsem navic vSechny vylihlé suspektné
infikované dospélce vypitvala a zjistila pocet vSech infikovanych dospélych
octomilek. V analyze jsem od puvodniho mnozstvi suspektné infikovanych larev
umisténych do 3 vialek odecetla pocet neinfikovanych dospélych Drosophil (tj. rozdil
vsech vylihlych dospélct a skuteéné infikovanych dospélcti). Tak jsem verifikovala
pocet infikovanych larev vstupujicich do experimentu. Tento pocet byl dan do
poméru s infikovanymi dospélci: INFIKOVANI PREZIVSI DOPELCI /
VERIFIKOVANE INFIKOVANE LARVY x 100. Z jedné infekce jsem analyzovala
ptezivani infikovanych dospélct vzdy z minimalné 30 infikovanych larev.

Vylihl¢ dospélce (neinfikovana negativni kontrola) jsem také spocitala a ze vztahu
PREZIVSI DOSPELCI / LARVY VSTUPUJICI DO EXPERIMENTU x 100 jsem

vypocitala ispésnost prezivani.

5.1.6.3. Vyhodnocovani melanizace

Melanizaci jsem pozorovala na infikovanych jedincich 2. — 3. den stadia kukly.

Kukly byly pitvany pod stereomikroskopem (Olympus SZX12). Pokud byla nalezena larva

vosy plus 0 — 2 melanizovana vajicka, bylo toto pozorovani zapsano jako uspé$na parazitace

vosou. Pokud byla nalezena melanizovana vajicka v po¢tu 1 — 3 a nebyla pozorovana larva

vosy, vysledek byl zapsan jako Gspé$na imunitni obrana mouchy. Pro kazdy genotyp byly

provedeny analyzy melanizace z nejméné tii nezavislych kiiZeni, u kterych bylo provedeno

nékolik lehkych infekei (1-3 vajicka). Pro kazdé kiizeni jsem po infekcich vypitvala nejméné
33 kukel.
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5.1.6.4. Vyhodnocovani puparizace

Puparizaci jsem méfila ze téi nezavislych k¥izeni pro kazdy genotyp. Piiprava larev
pted analyzou byla totoZzna s pfipravou na analyzu piezivani a melanizace s vyjimkou délky
infekce. Nyni probihala 30 minut pro zajisténi nainfikovani vsech larev. Po infekci jsem

zaznamenala Cas, kdy se objevily prvni kukly, poté jsem pocitala kukly kazdych 6 hodin.
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5.1.7. Kvantitativni polymerazova retézova reakce

Pro dikaz, ze gen pro ADGF-A byl pomoci RNAi umlcen a pro zjisténi, jak velké

mnozstvi bylo pfesto exprimovano proti pozitivni kontrole, byla pouzita metoda real-time

PCR.

Priprava larev pred qPCR:

1. Pouzité vzorky larev:

a) Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI (18 °C)
b) Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI (25 °C)
c) Gal80 act Gal4 x w (18 °C)

d) Gal80 act Gal4 x w (25 °C)

e) ADGF-A RNAix w (18 °C)

f) ADGF-A RNAix w (25 °C)

g) White (18 °C)

h) White (25 °C)

Larvy z kfizenich, u kterych je poznamenana teplota 18 °C, byly ponechany az
do ¢asného 3. instaru v 18 °C, poté byly na 3 — 4 hodiny pfed infekci pfemistény
do 25 °C. Larvy z kiizeni, u kterych je poznamenana teplota 25 °C byly ponechany
po celou dobu vyvoje az po infekci v 25 °C. Po infekci byly vSechny genotypy

udrzovany v 25 °C.

Z G1 generace kazdého kiizeni jsem pied infekci vybrala do vialky cca 20 larev
¢asného 3. instaru jako neinfikovanou kontrolu.

Zaroven jsem vybrala dalSich cca 20 larev. Tyto larvy byly infikovany parazitickymi
vosami po dobu 30 minut. Siln¢jsi infekce byla provedena z divodu, abych pro
gPCR vybrala pouze infikované larvy.

Po 24 hodinach jsem vybrala z vialek 4 neinfikované larvy a 4 infikované larvy.

4 neinfikované larvy jsem omyla v destilované vodé a pienesla
do mikrocentrifuga¢ni zkumavky s napipetovanym TRIzol® RNA isolation reagens
(30 pl) — (Ambion™). Stejné jsem postupovala se étyfmi infikovanymi larvami.

Vsechny zkumavky byly ulozeny do mraziciho boxu (-80 °C).
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Postup izolace RNA:

1.

10.

11.

Zkumavky se zmrazenymi larvami jsem piemistila do 25 °C. Po rozmrznuti jsem
larvy v TRIzol® RNA isolation reagens mechanicky rozdrtila.

V kazdé zkumavce jsem doplnila TRIzol® RNA isolation reagens na 1 ml. 5 minut
jsem pockala.

Poté jsem do kazdé zkumavky piidala 200 pl chloroformu a zvortexovala.

Vzorky jsem dala toCit do vychlazené centrifugy (4 °C) pii 14 000 otackach
na 15 minut.

V meziCase jsem si popsala nové mikrocentrifugaéni zkumavky a do kazdé
napipetovala 500 pl isopropanolu.

Oddélenou vodnou fazi obsahujici RNA jsem piepipetovala do zkumavek
s isopropanolem. Zkumavky jsem na 10 minut umistila na led.

Vzorky jsem opét sto€ila, nyni pouze 10 minut. Supernatant jsem odsala.

K peletu jsem ptidala 500 pl 75% etanolu a dala opét to€it pouze na 5 minut.
Supernatant jsem odpipetovala a zkumavky dala naposledy tocit na 1 minutu.
Odpipetovala jsem zbyly etanol a zkumavky nechala stat 5 minut, aby se posledni
zbytky etanolu vyparily.

RNA jsem rozpustila v DEPC H»0 (30 pl) a inkubovala po 15 minut v 65 °C.

Reverzni transkripce:

1.

K vyizolované RNA rozpusténé v DEPC H20 jsem do kazdé zkumavky napipetovala
1 ul TRIK primeru (KRD — oligo dT primer) a dala inkubovat na 5 minut do 65 °C.
Poté okamzité umistila na led.

Ke kazdému vzorku jsem piidala 4 ul dNTPs (Takara dNTPs mixture) a 5 ul DEPC
H20.

Poté jsem piidala 4 ul 5x SSII pufru (Invitrogen™), 1 pl DTT, 1 ul SSIII reverzni
transkriptazy (Invitrogen™) a dala inkubovat 1 hodinu v 50 °C.

Nakonec jsem celou reakci inkubovala v 75 °C po dobu 15 min.
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Priprava na qPCR (96 reakci, 40 cykli):

1.

MASTERMIX PRO ADGF-A GEN

Mastermix — 300 ul obsahujici ANTPS, DNA polymerazu a pufr (iQ™ SYBR®
Green Supermix, Bio-Rad)

forward primer — 12,5 ul - ATGTCATATAGCGTGGGAAC

reverse primer — 12,5 ul - ATGTGCGAGCCAAATACGG

dH20 - 125 ul

MMX PRO ADGF-A GEN - 8,5 ul + cDNA - 3 ul = v jedné reakci

MASTERMIX PRO HOUSEKEEPING GEN - ribozomalni protein 49 (kontrola)
Mastermix — 300 pl obsahujici dNTPs, DNA polymerazu a pufr (iQ™ SYBR®
Green Supermix, Bio-Rad)

forward primer — 12,5 pl - AAGCTGTCGCACAAATGGCG

reverse primer — 12,5 ul - GCACGTTGTGCACCAGGAAC

dH,0 - 125 pl

MMX PRO HOUSEKEEPING GEN — 8,5 ul + cDNA — 3 pl = v jedné reakci

Cykly:

94 °C 4 min. denaturace, aktivace HS polymerazy
94 °C 30 sec. - denaturace E—

56 °C 30 sec. - nasedani primertu 40 x

72 °C 1 min. 30 sec. - elongace —

72 °C 10 min. - findlni elongace

Pfistroj: C1000 Touch™ Thermal Cycler, CFX96™ Real-Time System
(BIO RAD)

Software: Biorad CFX Manager™ software

Vsechny vysledky uvedenych analyz byly zpracovany v programu GraphPad Prism 6.
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6. Vysledky

UBIKVITNI SNIZENI EXPRESE GENU ADGF-A ZVYSUJE PREZIVANI
INFIKOVANYCH LAREV

Cilem praktické ¢asti bakalaiské prace bylo zjistit, zda ma experimentalni genotyp
vliv na prubéh imunitni odpovédi a rezistenci ve vztahu k infekci. Analyza piezivani
potvrdila, Zze ano. Genotyp vykazuje signifikantné¢ vyssi UspéSnost v prezivani do stadia
dospélce nez kontrola white (Kruskal Wallis test, -*. P value = 0,0267). Z obr. 2 mizeme
vycist, ze prezivani dospélct Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI je oproti kontrole vyrazné
vyssi a pohybuje se mezi 40 a 85 %, na rozdil od kontroly white, jejiz hodnoty se pohybuji
mezi 20 a 62 %. Prezivani linie ADGF-A RNAi x w kolisd mezi hodnotami
11 a 74 %, linie Gal80 act Gal4 x w mezi 16 a 63 %. Posledné zminéné linie jsou
povazovany také za kontroly, jejich statistickd analyza vySla vac¢i kontrole white
nesignifikantné (Kruskal Wallis test). Z toho muzeme usoudit, Ze pokud se konstrukty
vyskytuji samostatné, jsou nefunk¢ni. Tuto skuteCnost potvrzuje i nasledna kontrola

konstruktt pii qPCR.

Jeden bod na obr. 2 znazorniuje vypocet procentudlni usp&Snosti prezivani
infikovanych larev do stddia dospélce z jedné infekce (infekce téchto larev byla verifikovana
- pocet infikovanych larev byl piepocitan z pivodné pravdépodobné nainfikovanych 90 larev

urcenych k analyze).
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Uspésnost dokonéenivyvoje infikovanych jedincu
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Obr. 2: Uspé&snost dokondeni vyvoje infikovanych larev jednotlivych genotypt do stadia
dospélce (v procentech, + stfedni chyba pruméru). Vysledek zjedné infekce - jeden bod

v grafu.

Z jednotlivych infekci jsem analyzovala ptfezivani infikovanych dospélcii vzdy z minimalné
30 infikovanych larev (infekce verifikovéana, plivodni mnozZstvi pravdépodobné infikovanych
larev bylo vzdy 90). Pro kazdy genotyp byla provedena nejméné tii nezavisla kiizeni
a od kazdého kiizeni bylo provedeno né€kolik infekci. Se v§emi liniemi bylo manipulovéano
béhem experimentd stejné¢ (pfed infekci byly larvy ponechdny do casného
3. instaru v 18 °C, RNAi nefungovala. Poté byly larvy umistény na 3 — 4 hodiny pted infekci
do 25 °C, RNAI by jiz m¢la fungovat. Nasledné byly larvy nainfikovany. Po infekci zistaly
jizv 25 °C).

34



UBIKVITNI SNIZENI EXPRESE GENU ADGF-A BEZ PRITOMNOSTI INFEKCE
NEOVLIVNUJE SLEDOVANY FENOTYP

Abych prokéazala, ze genotyp s ubikvitni expresi ADGF-A RNAi sam o sobé
neovliviiuje pfezivani a vyvoj jedince, sledovala jsem prezivani neinfikovanych larev
do stadia dospélce. Usp&snost dokonéeni vyvoje jedinct Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI
se statisticky nelisila od kontrolniho genotypu white (Kruskal Wallis test), tudiz mizeme
konstatovat, Ze termosenzitivni regulator GAL80 act GAL4 ani UAS ADGF-A RNAI

konstrukt neptisobi negativné na viabilitu neinfikovaného jedince.

Jeden bod na obr. 3 znazornuje uspésnost piezivani ptivodné vybranych 90 larev do

stadia dospélce.

Uspésnost dokonéenivyvoje neinfikovanych jedinct
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Obr. 3: Uspésnost dokonleni vyvoje neinfikovanych jedinct jednotlivych genotypt
(v procentech, + stfedni chyba priméru). Pro kazdy genotyp byla provedena nejméné tii
nezavisla kiizeni a od kazdého ktizeni bylo né€kolikrat (nejméné 3x) vybrano po 90 larvach.
Se vSemi genotypy bylo manipulovano béhem experimentli stejné¢ (v 18 °C byly larvy
ponechany do ¢asného 3. instaru, poté byly umistény na 3 — 4 hodiny do 25 °C. Nasledné
byly drzeny 25 °C).
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UBIKVITNiI SNIZENi EXPRESE GENU ADGF-A ZASADNE NEOVLIVNUJE
MELANIZACI

Z predeslych dat je ziejmé, Ze snizeni exprese ADGF-A vyrazné zlepSuje imunitni
odpoveéd’ proti infekci parazitickou vosickou. Proto jsem se v dalSim experimentu zaméfila,
zda ma tento genotyp zvySenou schopnost melanizace, jakozto charakteristické imunitni
odpovédi. Z grafu na obr. 4 mizeme vidét, ze octomilky Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI
se hodnotami statisticky nelisi od kontroly white (Kruskal Wallis test). Tento vysledek byl
piekvapivy, protoze piezivani dospé€lcti z predchozi analyzy vykazovalo vysoké hodnoty
(obr. 2). Jeden bod na obr. 4 znazornuje uspéSnost larev v melanizacni reakci (pocet

vypitvanych infikovanych kukel byl minimaln¢ 33).

Melanizace
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Obr. 4: Vysledky melanizace jednotlivych genotypt (v procentech, + stiedni chyba
pruméru). Melanizace byla pozorovana 2. — 3. den stadia kukly. V ptipadé, Ze byla nalezena
larva vosy plus 0 — 2 melanizovana vaji¢ka, bylo toto pozorovani zapsano jako spé&$na
parazitace hostitele vosou. V ptipad¢€, Ze byla nalezena melanizovana vajicka v poétu 1 — 3 a
nebyla pozorovana larva vosy, vysledek byl zapsan jako u¢inna imunitni obrana mouchy.
Pro kazdy genotyp byly provedeny analyzy melanizace z nejméné tii nezavislych kiiZeni, u
kterych bylo provedeno nékolik lehkych infekci (1-3 vajicka). Jeden bod v grafu ptedstavuje
procentualni usp&snost larev v melaniza¢ni reakci, ktera byla vypoéitana z poméru: POCET
JEDINCU, KTERI USPESNE ZMELANIZOVALI VAJICKO / POCET CELKOVE
VYPITVANYCH INFIKOVANYCH KUKEL x 100. Bylo vypitvano vzdy miniméalné 33
kukel.
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PREHLED HODNOT Z PREDCHOZiCH GRAFU PRO JEDNOTLIVE LINIE

Grafy na obrazku 5 sumarizuji vSechna data zanalyz piezivani a melanizace.
Pfi analyze pirezivani byl zaznamenan i1 pocet parazitickych vos, které se vylihly
Z parazitované mouchy. Tento typ grafi nam velice nazorné ukazuje, kolik procent much je
uspésnych pii melanizaci a kolik se jich poté skute¢né vylihne. VSudypiitomné snizeni
exprese genu ADGF-A zlepsuje piezivani dospélcli, nicméné melanizace se neméni. Z grafi
je patrné, ze pravdépodobné nejvice energie do infekce investuje linie Gal80 act Gal4 x
ADGF-A RNAIi. Ostatni linie jsou v melanizaci UspésSné stejné, ale pravdépodobné jiz

nemaji dostatek energie na dokoncéeni vyvoje.
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Obr. 5: Srovnani piezivani infikovanych larev do stadia dospélce, uspéSnosti melanizace
a pfezivani parazitické vosy pro jednotlivé genotypy (v procentech, + stfedni chyba
primé&ru). Sloupec ,,Moucha® znazoriiuje primér hodnot z analyzy ptezivani inf. larev do
stadia dospélce (viz legenda obr. 2). Sloupec ,,Melanizace* zobrazuje primér hodnot
z analyzy melanizace (viz legenda obr. 4). Sloupec ,,Vosa“ plati pro pruimér hodnot piezivani
dospélych vos, které se uspésné vylihly z parazitovaného hostitele. Hodnoty pfezivani vos
byly vypogitany ze vztahu: VYLIHLE VOSY / VERIFIKOVANE INFIKOVANE LARVY
x 100.
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INFIKOVANE LARVY LINIE GAL80 ACT GAL4 x ADGF-A RNAi SE KUKLI
TEMER STEJNE RYCHLE JAKO INFIKOVANA KONTROLA WHITE

Dulezitym Kkritériem uspé$né imunitni odpovédi je zvySena energeticka investice.
Ta se muze projevit nedostatkem energie uchované pro vyvoj a jeho signifikantni zpozdéni.
Lze ocekavat, ze se larvy linie Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI budou kuklit pomaleji,
jelikoz hodnota ptezivani vysla vysokd, a tudiz by se vydej energie béhem imunitni odpoveédi
mél nékde promitnout. Vysledky naznacuji, ze infikované larvy vySe zminéné linie se kukli
jeste cca o 3 hodiny dfive nez infikované larvy white. Zbylé dvé kontrolni infikované linie se
kukli stejné ¢i jeSté difive nez infikovana linie Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI.
Neinfikované larvy prvnich tii linii se opét kukli o cca 3 hodiny diive nez neinfikovana

kontrola white.

Puparizace - pouze inf. jedinci vSech genotypd
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Obr. 6: Puparizace infikovanych a neinfikovanych larev vSech genotyptu (v procentech,
+ stfedni chyba priméru). Puparizaci jsem méfila ze tii nezavislych kiiZzeni pro kazdy
genotyp. Z kazdého kiiZeni byla provedena jedna infekce. Piiprava larev pted analyzou byla
totoznd s piipravou na analyzu pieZivani a melanizace s tim, ze délka infekce nyni byla 30
minut z divodu nainfikovani vSech larev (opét vybrano 90 infikovanych larev). Zaroven
bylo na analyzu vybrano 90 larev neinfikovanych. Po infekci jsem zaznamenala cas, kdy se

objevily prvni kukly infikované i neinfikované, poté jsem pocitala kukly kazdych 6 hodin.
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NEINFIKOVANI JEDINCI SE KUKLI CCA O 6 HODIN DRIiVE NEZ INFIKOVANI

Skutecnost, ze je infekce parazitoidem pro larvu Drosophily energeticky naro¢nym
procesem potvrdily vysledky puparizace infikovanych a neinfikovanych larev. Z kiivek
puparizace jednotlivych genotypi muzeme sledovat, ze se infikované larvy kukli cca
0 6 hodin pozdé¢ji nez neinfikované larvy (oznaceno K). Tento posun potvrdila také prace

Bajgara a kol. (2015).
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Obr. 7: Srovnani puparizace infikovanych a neinfikovanych larev jednotlivych genotypi
(v procentech, + stfedni chyba priiméru). Puparizaci jsem vyhodnocovala ze tfi nezavislych
ktizeni pro kazdy genotyp. Pfiprava larev pied analyzou se shoduje s pfipravou na analyzu
prezivani a melanizace (infekce vSak probihala déle — 30 minut). Po infekci jsem
zaznamenala Cas, kdy se objevily prvni infikované i neinfikované kukly, nasledné jsem

pocitala kukly kazdych 6 hodin.
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AKTIVOVANY KONSTRUKT SIGNIFIKANTNE SNiZIL EXPRESI ADGF-A
GENU

Za podstatnou soucast experimentu jsem povazovala molekularni ovéfeni,
zda za projev linie Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAI pii infekci miize opravdu jeji genotyp.
S larvami pouzitych na analyzu jsem manipulovala podle postupu v kapitole ,,Kvantitativni
polymerazova ftetézova reakce®. Izolaci RNA jsem provedla vzdy ze 4 infikovanych

a 4 neinfikovanych larev pro kazdy genotyp 24 hodin po infekci.

U vsech neinfikovanych genotypti drzenych v 18 °C se lisi exprese od kontrolnich
neinfikovanych genotypl drzenych v 25 °C mirnym nebo zadnym zvySenim. Tim, ze jsem
analyzovala také expresi ADGF-A genu u larev, které¢ byly udrzovany po celou dobu Zivota
v 25 °C, jsem ukazala, Ze délka potlaceni exprese nezpisobuje rozdily ve snizeni mRNA.
Funk¢énost ADGF-A RNAI konstruktu je spravna, snizeni mRNA se v priméru pohybuje na
20,8 % ve srovnani s publikaci, kde uvadi snizeni mRNA na 25 % (Dietzl et al., 2007).

Exprese ADGF-A v celé larvé
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Obr. 8: Vysledky qPCR jednotlivych genotypt. Vysvétleni legendy: 18 °C infikovani — tzn.

larvy drzené¢ do casného 3. instaru v 18 °C, poté 3 — 4 hodiny pfed infekci umisténé

do 25 °C, po zbytek vyvoje az do dospélce drzené v 25 °C. 25 °C infikovani — tzn. jedinci

po celou dobu vyvoje (od larvy az do dospélce) drzeni v 25 °C. 18 °C/25 °C neinfikovani —

tzn. neinfikovani jedinci, se kterymi bylo zachazeno stejné jako s infikovanymi larvami
s vyjimkou infekce. RNA byla izolovana pokazdé ze 4 infikovanych a neinfikovanych larev

24 hodin po infekci.
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7. Diskuze

V piedchozim vyzkumu byly experimenty sméfovany k potvrzeni adenosinu jako
dulezitého regulatoru dynamiky imunitni odpovédi u Drosophily. Za ptirozenych podminek
se zacnou po infekci u larvy neprodlen¢ diferencovat specialni imunitni builkky, méni se
distribuce zasobnich latek a zastavuje se jejich ukladani. VéEtSina energie mifi k podpotre
bunék imunitniho systému, nacez nezbyva dostatek energie na vyvoj larvalnich tkani a vyvin
jedince se zpomaluje. To naznacuje, Ze v investici energie do imunitni odpovédi existuje
urcitd evolucné nastavena rovnovaha, kterd umoznuje jedinci aktivovat imunitni systém
a zaroven i dokoncit zdarné larvalni vyvoj. D4 se proto predpokladat, ze vychyleni této
rovnovahy jednim ¢i druhym smérem bude mit ve vysledku negativni dopad na fitness
jedince. Bajgar a kol. ptedkladaji vysledky Siroké analyzy, kdy je adenosinova signalizace
vypnuta (Bajgar et al., 2015). Doposud vs$ak nebyla analyzovana varianta, pii niZ je naopak
Vv extracelularnim prostoru e-Ado nadbytek. Cilem této bakalaiské prace bylo zamezit
odbouravani e-Ado pomoci RNA interference cilené proti ADGF-A mMRNA vV celém
organismu a posoudit, jaky vliv ma nadbytek e-Ado na aktivaci imunitni odpovédi

a prezivani infekce s moznymi dopady i na rychlost vyvoje.

Podle analyzy pfezivani neinfikovanych jedincii mizeme fici, Ze experimentélni linie
Gal80 act Gal4 x ADGF-A RNAi sama o sob¢é nema negativni vliv na viablitu a rychlost
vyvoje jedince, spiSe naopak, kukleni je cca o 3 hodiny rychlejsi nez kukleni kontroly.
Kvantitativni PCR potvrdila, Ze se exprese ADGF-A mRNA v cel¢ larvé pomoci RNA1 snizi
az na 20 %. GALS8O inhibi¢ni protein a RNAi konstrukt zde tedy pracuji jako funkéni
modifikatory genové exprese. MnoZzstvi ADGF-A mRNA experimentalni linie by se mélo
pohybovat mezi hodnotami mRNA adgf-a/+ a adgf-a/adgf-a mutanti z ptedchozich
vyzkumi (Zuberova et al., 2010). Srovname-li fenotypy téchto tii neinfikovanych linii,
mohli bychom ocekévat, Ze experimentalni linie bude mit podobné vlastnosti jako zminéni
dva mutanti. O¢ekavany fenotyp (bez piitomnosti infekce) by se mohl projevit jako mirné
zvySend hladina adenosinu, zvySené mnozstvi hemocytl a téZ hladina cirkulujici trehalozy.
Musime brat nicméné v Gvahu, ze mutanti adgf-a/adgf-a a adgf-a/+ maji gen ,.knock-
outovany*, a to po celou dobu Zivota, a proto fenotyp experimentalni linie nemusi byt natolik

intenzivni.
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Otazkou je, jak by experimentalni linie méla reagovat pii infekci. Exprese ADGF-A
RNAI konstruktu byla spusténa 3 — 4 hodiny pfed infekci pomoci GAL80 act GAL4 driveru
a fungovala po cely zbytek vyvoje. Pfed aktivaci RNAi se ADGF-A tvofila normalné, tudiz
metabolismus adenosinu nebyl porusen. Je mozné, ze 1 po spusténi RNA1 v extracelularnim
prostoru ADGF-A perzistovala a k deaminaci mohlo dochazet. Kromé¢ toho bylo ukazano,
ze kregulaci ADGF-A dochazi pravdépodobné na postranskripéni trovni (Novakova
& Dolezal, 2011), pak by bylo potteba likvidovat nejen aktualné zvySenou expresi ADGF-A,
ale 1 do zasoby nasyntetizovanou mRNA. Dalsi moznosti by mohlo byt, ze polypeptid
ADGF-A perzistuje nasyntetizovany v transportnich vesikulech. Je tifeba vzit v uvahu, ze se
stale ur¢ité mnozstvi ADGF-A muize exprimovat (exprese je pouze snizena). Je tedy mozné,
Ze takové mnozstvi sta¢i na odbourani e-Ado, aniz by doSlo k nezadouci hyperglykémii

a tzv. wasting syndromu.

Koncentrace e-Ado by mohla byt jiz zvySena pied infekci diky samotnému genotypu,
ale pravdépodobné ne markantné, nejvétsi nariist by byl ocekdvan béhem infekce, jelikoz
v Drosophile jsou imunitni buniky hlavnim zdrojem e-Ado. Zaroven, ale imunitni bunky
exprimuji béhem infekce ADGF-A (Novakova & Dolezal, 2011), coz je viditelné
I z vysledki qPCR, kdy exprese ADGF-A v celém organismu po infekci mirné vzrostla.
Zatim neni vysvétleno, pro¢ imunitni bunky exprimuji ve vétsi mife ADGF-A. Jednou

moznosti, jak tento fenomén vysvétlit je teorie, Ze se samy chrani proti pisobeni e-Ado.

Neni vylouceno, ze snizeni exprese ADGF-A 3 - 4 hodiny pied infekci miize skrze
neodbouravany e-Ado nastartovat po injikaci vajicka vosy lepsi imunitni odpovéd, a to diky
proliferaci a diferenciaci imunitnich bun€k - lamelocytii a jejich ¢asné rekrutaci k vosimu
vajicku. Experimentalni linie vykazuje signifikantné nejlepsi uspéSnost v pfeZivani infekce.
Mohli bychom predikovat i vyssi schopnost melanizace vajicka, jelikoz by linie mohla mit
vice imunitnich buné€k, nicméné z vysledki melanizace se experimentalni linie od kontroly
white signifikantné nelisi. Vysvétlenim by mohlo byt, ze bylo na analyzu vzato malo
jedinct. Naskyta se také spekulace, zda melanizace, jako hlavni ukazatel GspéSnosti boje
proti parazitoidovi, je v tomto piipadé¢ vhodnym ukazatelem sily imunitni odpovédi.
Doposud se projevil pouze negativni efekt na melanizaci vypnutim Ado signalizace, kdy
adoR mutant na infekci téméf nereagoval, nenavysil pocet imunitnich bun€k a ani
nepozastavil vyvoj. Melanizace byla neefektivni také v ptipad¢€, Ze se adenosin nevyplavoval

Z imunitnich bun¢k ptes ENT2 (Bajgar et al., 2015).
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Je tedy mozné, aby byla melanizace nadale zlepSovana? V pfistim studiu by bylo
vhodné se zaméfit na optimalizace metody, ktera by mohla ukazat mozny posun oproti white
kontrole.

Energeticka naro¢nost imunitni odpovédi se projevila v délce kukleni, kdy puparizace
infikovanych larev proti neinfikovanym byla o 6 hodin zpozdénd. Vysledky kukleni
neinfikovanych linii ADGF-A RNAI x w a Gal80 act Gal4 x w, u kterych by se
predpokladala stejna rychlost kukleni jako u kontroly white se kukli stejné rychle jako

experimentalni linie.

Porovnani puparizace infikované experimentalni linie s infikovanou kontrolou white
vSak neukdzalo signifikantn¢ vyznamné zpozdéni, experimentalni linie se kukli jesté diive
(cca 0 3 hodiny). Ocekavalo by se, ze kdyZ larva experimentalni linie pfeziva Iépe infekci
nez kontrola white, bude se kuklit se zpozdénim. KdyZ je naopak adenosinova signalizace
vypnuta ¢i se Ado z imunitnich bunék netransportuje, larva se kukli dfive nez kontrola white
(Bajgar et al., 2015). Jedinci v experimentech jsou vykiizeny do stejného genetického
pozadi, tudiz by se vSechny tii kontrolni linie mély kuklit stejné¢ a popi. pouze
experimentalni linie jinak. Navic 3hodinovy posun infikovanych larev vii¢i white kontrole je
mizivy. Analyzu kukleni je v budoucnu nutné zopakovat, jelikoz mtize byt ovlivnéna nizkym

poctem opakovani.

Vzhledem ktomu, ze byl pro aktivaci RNAi pouzit GAL80 act GAL4 driver,
nemizeme piesné fici, zda knock-down ADGF-A v celém organismu zpusobuje vysledny
fenotyp nebo se na efektu podili napt. pouze knock-down v lymfatické Zlaze ¢i cirkulujicich
imunitnich bunkach, ktery diky actin GAL4 driveru nelze identifikovat. Jelikoz ADGF-A
ovliviiuje e-Ado, ktery dale plsobi na rtuznych mistech v organismu - v tukovém télese,
v lymfatické Zlaze, ptisobi na imunitni builkky a na vyvijejici se tkané, je pravdépodobné,
ze naruSujeme né€kolik ve vysledku protichtidnych déjti. Proto by bylo pro budouci vyzkum
vhodné aktivovat ADGF-A RNAI i jinymi GAL4 drivery.
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8. Zavér

Vsudyptitomné snizeni exprese ADGF-A pomoci termosenzitivniho proteinu GAL8O0
cca 3 hodiny pied infekci ukézalo nejvyssi hodnoty prezivani dospélcti. RNAi konstrukt
jsem ovéiila pomoci qPCR. Konstrukt je aktivni po spusténi GAL80 actin GAL4 driverem,
nenastava tzv. ,leakage“ efekt, kdy se gen pod UAS mulze exprimovat navzdory

nepiitomnosti transkripéniho faktoru.

Vyrazny posun v UspéSnosti piezivani experimentalni linie se nepromitnul v lepsi
uspésnosti melanizace ani ve zpozdéném kukleni. Proto navrhuji zaméfit se v budoucim
studiu na analyzu poctu hemocytt infikovanych i neinfikovanych larev, ziskat vice dat
z pozorovani melanizace i kukleni a sledovat, zda se po vice opakovanich rozdily projevi.
Déle by bylo vhodné zméftit metabolity jako je cirkulujici trehaldza ¢i glukoza, odebirat
vzorky v ¢ase a charakterizovat, kdy v larvé nastava glykogenovy peak vcetné jeho hodnoty.
Piedpokladam, ze témito postupy bych mohla v budoucnu vysvétlit v mé praci dosud
nezodpovézené otazky 0 dynamicnosti Ado signalizace béhem imunitni reakce za podminek,

ze e-Ado neni odbouravan.
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