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Seznam pouzitych zkratek

2-NBDG = (N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-2-deoxygluk6za
ADA = adenosin deaminaza

ADGF = adenosin deaminaza riistovy faktor
adgf-a = mutace v genu ADGF-A

Ado = adenosin

AdoR = adenosinovy receptor

adoR = mutace v genu AdoR

ADP = adenosindifosfat

AK = adenosin kinadza

AMP = adenosinmonofosfat

AMPK = adenosinmonofosfat -aktivovanéa proteinova kindza
ATP = adenosintrifosfat

cAMP = cyklicky adenosinmonofosfat

CNT = koncentraéni nukleosidovy transportér
CZ = z6nu kiry

DIC = diferencialni interferen¢ni kontrast

Dome = Domeless

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova
EGFR = receptor pro epidermalni ristovy faktor
ENT = ekvilibra¢ni nukleosidovy transportér
FLP = flipaza

FRT = flipazou rozpoznavané misto

Gal4 = transkripéni aktivator vazajici se na ,,upstream* aktiva¢ni sekvenci
GFP = zeleny fluorescen¢ni protein

Hop = Hopscotch

hpi = hodiny po infekci

HS = tepelny Sok

IMD = imunodeficience

JAK =Janus kindza

JNK = ¢c-Jun N-terminal kinaza

MZ = dienova zona

NaCl = chlorid sodny



NADH = nikotinamidadenindinukleotid

NT = nukleosidovy transportér

NT5E = ekto-5"-nukleotidaza

NTPdaza = ekto-nukleosidtrifosfat/difosfohydrolaza
PBS = fosfatovy pufr

PCR = polymerazova fetézova reakce

PO = profenoloxidaza

PPO = fenoloxidaza

PSC = zadni signdlni centrum lymfatické zlazy

RFP = ¢erveny fluorescencni protein

ROS = reaktivni formy kysliku

Srp = Serpent

STAT = pfenaSect signalu a transkripcnich faktort
TBE = Tris-borat-kyselina ethylendiamintetraoctova
UAS = ,upstream* aktivacni sekvence

Upd = unpaired

w = white
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1. Uvod

Octomilka Drosophila melanogaster slouzi jako skvély model pro studium vrozené imunity.
V posledni dobé se ve stifedu zdjmu nachdzi bunéfnd imunita. Pfi jejim studiu se hojné
k infekci octomilky vyuziva endoparazitickych vosicek, predevsim vosi¢ky Leptopilina
boulardi. Buné¢nd imunitni odpovéd zahrnuje fadu signalizaci a jednou znich je i
adenosinova signalizace. Je znamo, Ze jediny adenosinovy receptor u octomilky zastava
dulezitou roli v organismu pii imunitni reakci, avSak 0 tkanové specifické roli
adenosinoveého receptoru mame jen omezené znalosti. Cilem mé bakalairské prace je proto
zhodnotit tkanové specifickou roli adenosinového receptoru u larev octomilky D.
melanogaster po infekci parazitoidni vosi¢kou L. boulardi. Octomilka diky jedinému
adenosinovému receptoru a celkové jednodussi adenosinové signalizaci je jedine¢nym
modelem pro studium této signalizace in vivo pii vosi infekci. Tento model mize mit
dialezity vyznam pro zakladni porozuméni adenosinové signalizace, kterd je pii poSkozeni

spojena také s fadou patologii v lidském téle.

V nésledujicich kapitolach teoretické ¢asti zminim nejdulezitéjsi informace pro pochopeni
experimentalni prace s modelovym organismem D. melanogaster (1.1.), jeho imunitniho
systému (1.2.) se zaméfenim na bunéénou imunitu (1.2.1.), obzvlasté proti parazitoidnim
vosickam (1.2.3.) a signalizacich do ni zapojenych (1.2.3.). V kapitole (1.3.) ptedstavim
adenosinovou signalizaci u D. melanogaster s jejimi jednotlivymi komponenty (1.3.1.-

1.3.5.) a jeji vyznam pti imunitni reakci (1.3.6).



1.1. Modelovy organismus Drosophila melanogaster
Octomilka Drosophila melanogaster je jednim znejvice studovanych modelovych
organismi v biologii. Jako geneticky modelovy organismus slouzi vice nez 100 let.
Postupem casu se diky levnému a na prostor nendro¢nému chovu, kratké generacni dobé,
produkci velkého mnoZzstvi potomkli, mnoha genetickych a molekularnich nastroj rozsitil

tento modelovy organismus do fady obora biologického a biomedicinského vyzkumu.

Zminénou vyhodou je bezpochyby kratka genera¢ni doba a produkce velkého mnozstvi
potomkui. Vyvoj octomilky zalezi na teploté, ale pii standartni laboratorni teploté 25 °C trva
ptiblizné 9-10 dnu (Obr. 1). Po nakladeni vajicka, méné nez 24 hodin probihd embryogeneze
a poté se vylihne larva 1. instaru, za dalSich 24 hodin larva 2. instaru a za dalSich 24 hodin
larva 3. instaru. Pfiblizné€ 5. den od nakladeni larva piestane zrat a pfesune se na suché misto,
kde se zakukli a za 4 dny se vyklube dospélec. Pii metamorfoze je vétSina larvalnich tkani
zni¢ena, krom¢ tzv. imaginalnich diskd, diploidnich tkani, ze kterych se vyvinou struktury
dospélého téla (z kiidelniho disku kiidlo, z o¢niho disku oko, ...). Vykuklené samice nejsou
schopné se pfiblizné nasledujicich 12 hodin péfit, a toho se vyuziva pii kiizeni. Navic jsou
cerstvé vylihli jedinci (samice ale i samci) snadno odlisitelni podle vétsi velikosti, svétlosti a
pfitomnosti mekonia. Samci jsou od samic rozliSitelné podle vétsi pigmentace konce

zadecku s paficim organem a podle paficich hiebinkd.

Dospély jedinec

A 7

Larva
1. instaru

ldiy

Larva

- 1 den / Larva
3. instaru e 2. instaru

Obr. 1: Zivotni cyklus octomilky. (Upraveno podle Ong, Yung, Cai, Bay, & Baeg, 2015.)
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Genetické néstroje, které jsou u octomilky dostupné, vychazi z dobfe zmapované genetické
informace octomilky. Genom octomilky je rozdélen do 8 chromozomu, do 1 paru pohlavnich
chromozomu (XX u samice a XY u samce) a 3 paru autozomu. Pohlavni chromozom je
znaen jako 1. chromozom a autozomy jako 2., 3. a 4. chromozom. Sekvence genomu
octomilky o velkosti 120 Mbp kodujici ptiblizné 13 600 gent je navic uz od roku 2000
zndmé (Adams et al., 2000). (Reiter, 2001) navic objevil, ze u octomilky miZeme najit 77 %
gend asociovanych s lidskymi chorobami. Octomilka je tak vhodna ke studiu lidskych

nemaoci.

Vyznamnou roli v genetice octomilky hraji balancerové chromozomy nesouci
mnohonasobné inverze, které zabranuji rekombinaci podél celého chromozomu u samic (u
samci neprobiha rekombinace). Kazdy balancerovy chromozom obsahuje kromé
mnohoCetnych inverzi i dominantni marker a recesivné letalni mutaci. Diky balancerovym
chromozomum existuje velka sbirka linii octomilek nesouci ruzné mutace. Balancerovy
chromozom totiz umoziuje udrzovat recesivné letalni mutaci na homolognim chromozomu
v heterozygotnim stavu. Balancerové chromozomy jsou samy v homozygotnim stavu diky
recesivné letalni mutaci nezivotaschopné a navic zabranuji rekombinaci mezi homolognimi
chromosomy, takze se dana linie s ur¢itou mutaci udrzuje i nadale. Kvili dominantnimu
markeru na balancerovém chromozomu se navic snadno zjisti jeho pfitomnost. Vyuziva se
také jen schopnosti zabranéni rekombinace mezi homolognimi chromozomy pfi kfiZeni i

s neletalni mutaci.

Siroce rozsifenym nastrojem, jak u octomilky kontrolovat cilenou tkanové specifickou
expresi gend, je Gal4/UAS systém (Brand & Perrimon, 1993) (Obr. 2). Gal4 je transkrip¢ni
faktor z kvasinek, ktery se vaze na UAS sekvenci a aktivuje transkripci genu spojenou s
UAS sekvenci lezici pted nim (Fischer, Giniger, Maniatis, & Ptashne, 1988). Pokud méame
jednu linii octomilek s transkripénim aktivatorem Gal4 pod kontrolou tkanové specifického
promotoru a druhou linii s genem zajmu za UAS sekvenci, k cilené expresi nedochazi. K
tkanové expresi cileného genu dochazi pouze u potomka ztéchto dvou linii (Brand &
Perrimon, 1993). Lze tak uchovavat tadu transgennich linii a v ptipadé potieby vykiizit

pottebné experimentalni linie.
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Obr. 2: Znazornéni principu Gal4-UAS systému. Tkanoveé specificky exprimovany
transkripcni faktor Gal4 se vaze na regulac¢ni sekvenci UAS a spousti expresi genu leZiciho
za nim (upraveno podle Brand & Perrimon, 1993).

Dilezitym nastrojem pro charakterizaci funkce gent je vytvafeni genetickych mozaik.
Jedinci, ktefi jsou genetickymi mozaikami, obsahuji skupiny bun¢k (kloni) s rozdilnym
genotypem oproti vétsiné bunék v téle. Vyvinula se fada metod k produkci klond uvnitf
jedince, avSak nejpouzivanéjsi metody u octomilky jsou zalozené na mitotické rekombinaci
pomoci FRT/FLP systtmu (Xu & Rubin, 1993). Rekombinéni enzym flipaza (FLP)
rozpoznava jeji cilovd mista (FRT) na chromozomu (Golic & Lindquist, 1989). Pokud jsou
FRT mista na stejnych pozicich na homolognich chromozomech, flipdza zapficini
mitotickou rekombinaci mezi témito misty (Golic, 1991). V heterozygotnim organismu
s n&jakou mutaci za FRT mistem na jednom chromozomu tak dojde k tvorbé bunék (klon),
které jsou homozygotni pro danou mutaci. Ze stejného déleni, kdy se vytvoii mutantni
homozygotni bufika, dojde také k vzniku homozygotni buriky pfirozeného typu (Obr. 3).
K rozeznani klond je obvykle chromozomoveé rameno pfirozeného typu znaceno
fluorescenéni znackou. Flipaza byva pod kontrolou tepelné indukovaného promotoru nebo
pod kontrolou Gal4/UAS systému. Jelikoz mozaikova analyza je ucinny nastroj k zjistovani
napf. buné¢né autonomni role uréitého genu, studiu signalizace, ¢i role homozygotn¢ letalni
mutace specificky v ur¢itych tkanich a urcitém stadiu vyvoje, vyvinula se tak fada
modifikaci od znaeni né€kolika fluorescenénimi znackami, spojenim s RNA interferenci

nebo jinym binarnim systémem nez jen Gal4/UAS (Xu & Rubin, 2012).
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Obr. 3: Mitoticka rekombinace s FLP/FRT systémem. Aktivovana flipaza (FLP) zptsobi
rekombinaci mezi FRT misty na homolognich chromozomech. S jistou frekvenci vzniknou
dvé sesterské bunky, z nichZz jedna je homozygotni pro mutaci a postrada fluorescenéni

znacku a druhd je prirozeného typu a obsahuje dvé kopie fluorescen¢ni znacky (upraveno

podle Bischof & Basler, 2008).



1.2.  Imunitni systém u Drosophila melanogaster

Octomilka je hojné pouZivana pro studium relativné evoluéné konzervované ptirozené
imunity, kterd je u ni velmi dobfe vyvinuta. Postrada totiz ziskanou imunitu. Nedavna
publikace (Pham, Dionne, Shirasu-Hiza, & Schneider, 2007) ale naznacila, ze i pfirozena
imunita u bezobratlych mtze mit imunologickou pamét, kterd je charakteristickd pro
ziskanou imunitu, a na opakované setkani s patogenem neodpovida stale stejné, jak se
dlouho ptedpokladalo. Nicméné octomilka stale spoléha piedevsim na pfirozenou imunitu,
kterd se sklddd z vzajemné propojené humoralni a bunééné imunity. Humoralni imunita
zahrnuje syntézu antimikrobialnich peptidu pfedevsim v tukoveém télese a jejich uvolnéni do
cirkulace kratce po infekci. Expresi gent pro antimikrobialni peptidy kontroluji pfedevsim
signalizace Toll a IMD (Silverman, Paquette, & Aggarwal, 2009). Zatimco humoralni
imunita je hodné¢ zkoumana poslednich nékolik desitek let, buné¢na imunita je mnohem

méné prozkoumana a poskytuje tak slibnou oblast pro vyzkum.

1.2.1. Bunécna imunita
Buné¢nou imunitu zajist'uji imunitni buniky souhrnné nazyvané hemocyty. Hemocyty se
podle morfologie déli na 3 diferencované typy, kterymi jsou plazmatocyty, lamelocyty a
krystalové bunky. Nedavna publikace ale ukazala, Ze pomoci pritokové cytometrie je mozné
odlisit vice tfid hemocyti (Anderl et al., 2016). Jejich data ukazuji celkem na Sest tiid

hemocytl. Zakladnimi typy zistavaji ale plazmatocyty, lamelocyty a krystalové buiiky.

vvvvvv

stadii kromé raného embrya, vykazuji fagocytacni aktivitu a povaZuji se za ekvivalent
obratlov¢ich makrofag. Kromé jejich role v bunééné imunité pii infekci se plazmatocyty
vyznamné podili na embryondlnim vyvoji eliminaci bunék po apoptdze, sekreci proteint
mimobunécného matrixu, na destrukci a pfemodelovani larvalnich tkani v kukle, pfenosem

lokélniho a systemického signalu (Gold & Briickner, 2015).

Lamelocyty jsou velké ploché buiky schopné enkapsulovat cizorode téleso piili§ velké na to,
aby bylo fagocytovano. Za normalnich podminek v hemolymfé téméf nejsou, avsSak
produkce rapidné vzroste pii imunitni reakci napt. proti parazitoidni vosi¢ce (Letourneau et

al., 2016).

Krystalové buniky pojmenované podle krystalovych inkluzi zajistuji melanizacni reakci, coz

je dulezitd imunitni odpovéd’ na zranéni nebo na infekci. Melaniza¢ni reakci stimuluji



vylitim kli¢ového enzymu profenoloxidazy k syntéze melaninu pii jejich degranulaci
(Vlisidou & Wood, 2015).

Hemocyty vznikaji pii hematopoéze v nékolika vIndch podle vyvojového stadia a podle
imunitnich podminek. Pii jejich vyvoji se uplatiiuje mnoho lokalnich a systemickych

signalda.

Za neinfekcnich podminek v ¢asném embryu se nedifernciované mulitipotentni krevni bunky
zvané prohemocyty odd¢luji z hlavového mesodermu a diferencuji na plazmatocyty a malé
procento krystalovych bunék (Lebestky, Chang, Hartenstein, & Banerjee, 2000). Tyto
diferencované hemocyty vzniklé v embryu pietrvavaji do larvalniho stadia, kde cirkuluji
v hemolymf& nebo osidluji pod kutikulou tzv. hematopoetické kapsy (Lanot, Zachary,
Holder, & Meister, 2001) se specifickym mikroprostiedim, kde se plazmatocyty pii stimulaci
déli nebo diferencuji na krystalové buiky (Leitdo & Sucena, 2015) ¢i po uvolnéni do ob&éhu
na lamelocyty (Markus et al., 2009). Pro udrzovani specifického prostiedi hematopoetické
kapsy ma klicovou roli senzoricky neuron lezici v tésné blizkosti (Makhijani, Alexander,
Tanaka, Rulifson, & Bruckner, 2011).

Druhou vinou je hematopoéza ve specializovaném hematopoetické organu, lymfatické zlaze.
Lymfaticka zlaza vznikd z embryonalniho mesodermu a je plné¢ vyvinuta ve téetim instaru,
kdy se sklada z jednoho paru velkych ptednich lalok a nékolika malych zadnich laloku
(Jung, 2005). Laloky jsou od sebe odd¢leny perikardialnimi buiikami a rozprostiraji se kolem
predni ¢asti hibetni cévy. Ve tfetim instaru se zadni laloky skladaji jen z prohemocytu,
zatimco predni laloky se funkéné ¢leni na zénu kary (CZ) obsahujici diferencované
hemocyty a dien (MZ) s nediferencovanymi prohemocyty (Jung, 2005). Kli¢ovou roli
v regulaci hematopoézy zastava zadni signalni centrum (PSC), skupiny bunék na zadnim
konci prvnich lalokt (Krzemien et al., 2007). Za normalnich podminek zralé hemocyty
neopoustéji lymfatickou zlazu pted zakuklenim, k tomu dochazi pouze pii stresové reakci,

jako je imunitni reakce (Lanot et al., 2001).

V dospélé octomilce Se nachazeji promichané hemocyty z embryonalni linie i z lymfatickée
zlazy (Holz, 2003). Dlouho se myslelo, ze v dospé€losti neni Zadny hematopoeticky organ.
Nedadvna publikace ale ukézala, ze hemocyty se mohou specializovat v tzv.
hematopoetickych ,,hubs“, které se nachéazi v zadecku s velkym mnozstvim hemocytl, i

nediferencovanych (Ghosh, Singh, Mandal, & Mandal, 2015).



1.2.2. Buné¢na imunitni odpovéd’ proti parazitoidnim vosi¢kam
Pro studium bunécné imunity v larvé octomilky jsou ¢asto pouzivané parazitoidni vosicky,
pfirozeni neptatelé hmyzu. Pies relativné cCasté pouzivani endoparazitickych vosicek,
mechanismus vedouci k enkapsulaci vaji¢ka je z velké ¢asti neznamy. Mnoho signaliza¢nich
cest bylo sice nalezeno, ale jejich propojeni neni dostateéné prostudovano. U¢inna imunitni
odpovéd’ proti parazitoidni vosicce spociva ve zmeéné exprese gentl, které aktivuji humoralni
i buné¢nou imunitu. Nicméné, bunééna imunita ma mnohem vétsi vyznam (Vanha-aho et al.,

2015).

Nejvice vyuzivanou endoparazitickou vosickou k infekci Drosophila melanogaster je
Leptopilina boulardi. Pouzivané jsou i jiné vosi¢ky, ale v zavislosti na druhu se trochu
odliSuji imunitni odpovédi proti nim (Small, Paddibhatla, Rajwani, & Govind, 2012).
Samicka L. boulardi klade vajicka do larvalniho stadia octomilky, zejména druhého instaru
(Letourneau et al., 2016). Nemusi to byt pouze jedno vajicko, ¢asto to tak i neni. Nicméné,
uspésné se mize vyvinout pouze jedna vosicka z jedné larvy (Small et al., 2012). Vajicko ma
dva osudy. Bud’ se z n&j vyvine larva vosic¢ky, ktera se krmi se na tkanich octomilky dokud
se nevylihne dospéla vosicka, nebo bude pii G¢inné imunitni odpovédi hostitele znic¢eno

enkapsulaci a melanizaci.

Po nakladeni vajicka je jeho piitomnost rozpoznana. Kratce po infekci se zvysi pocet
plazmatocytt V cirkulaci, jelikoz jsou uvolnény z hematopoetickych kapes (Markus et al.,
2009). Plazmatocyty jako prvni hemocyty obali vajicko a zakladaji prvni vrstvu
mnohovrstevné kapsule (Russo, Dupas, Frey, Carton, & Brehelin, 1996).

Plazmatocyty z hematopoetickych kapes se také ale pifeménuji na lamelocyty (Markus et al.,
2009; Stofanko, Kwon, & Badenhorst, 2010), které jsou produkované jako specialni buiiky
pro boj s parazitoidni vosickou. Anderl et al. (2016) ukézali, Ze pfeména na lamelocyty
z cirkulujicich plazmatocyti se uskuteCiiuje az na vosim vaji¢ku. Prvotni signal pro
diferenciaci lamelocytii nemusi byt az samotné vajicko, ale pochéazi uz z poSkozeni kutikuly
pii jeho kladeni. Poskozeni kutikuly je dostate¢né k tvorbé lamelocytt (Markus, Kurucz,
Rus, & Ando, 2005).

Druhym mistem vzniku lamelocytt je lymfaticka Zlaza, kde pod vlivem specifickych signala
dojde k rapidni tvorbé lamelocyti a jejich uvolnéni do cirkulace desintegraci lymfatické

zlazy (Lanot et al., 2001). K uvolnéni dochazi avsak az o den pozdéji a jde tak spise 0



rezervoar lamelocytti nez hlavni hematopoeticky organ (Markus et al., 2009). Tyto zmény
jsou pozorovany pouze u larev 3. instaru a nikdy ne u 2. instaru pravdépodobné proto, Ze pro

tvorbu lamelocytu je nutny steroidni hormon ekdyson (Sorrentino, Carton, & Govind, 2002).

Anderl et al. (2016) piedstavili také model, ktery ukazuje vznik lamelocytd v cirkulaci.
Model zahrnuje nové tiidy hemocyti, které definovali pomoci pratokové cytometrie. Dle
jejich pozorovéni lamelocyty pochdzi z rychle se mnozicich lameloblastd, bunék

s plasmocytovou morfologi, jen jsou mensi a méné granularni.

Posledni fazi enkapsulace je melaniza¢ni reakce, kterou zprostiedkovavaji jak krystalové
bunky, tak lamelocyty (Nam, Jang, Asano, & Lee, 2008). Melaniza¢ni reakce zahrnuje
vV misté infekce syntézu ¢erného pigmentu, melaninu, ktery vytvoii barieru mezi hostelem a
parazitoidem a umozni tak bezpe¢nou produkcei toxickych latek k zabiti patogena, jako jsou
reaktivni kyslikové radikaly (Nappi & Vass, 1998). Klicovym enzymem v syntéze melaninu
je enzym fenoloxidaza (PO), ktery je produkovan v neaktivni formé jako profenoloxidaza
(PPO). Na melanizaci kapsule se podili pfedev§im dvé ze tii octomiléich profenoloxidaz,
PPO2 z krystalovych bunék a PPO3 z lameolcytt (Dudzic, Kondo, Ueda, Bergman, &
Lemaitre, 2015).

wevr

pti kladeni vajicka injikuji imunosupresivni faktory a inhibuji enkapsulaci a zvysSuji

pravdépodobnost vylihnuti vosic¢ky (Labrosse et al., 2005).

Casové schéma hematopoézy pfi imunitni reakci se ¢aste¢né od riiznych védeckych skupin
lisi. Pravdépodobné v zavislosti na sile imunitni reakce a genetickém pozadi octomilek.
Podle Bajgar et al. (2015) je vajicko rozpoznano plazmatocyty do 2 hodin po infekci (hpi),
lamelocyty se objevi v hemolymfé za méné nez 24 hpi a v48 hpi je vajicko plné

ekapsulovano a melanizovano.

1.2.3. Signalizace podilejici se na buné¢né imunitni odpovédi proti
parazitoidnim vosickam
Bunééna imunita proti parazitoidnim vosickam zahrnuje fadu signalizaci, které zptisobuji

aktivaci proliferace bun¢k a diferenciaci lamelocytt (Obr. 4).



Nedavna studie (Vanha-aho et al., 2015) naptiklad ukazala, ze zvySené mnozstvi malého
peptidu Edin do nékolika hodin po infekci parazitoidni vosi¢kou je nutné pro efektivni
enkapuslaci. Edin, jehoz exprese probiha v tukové tkani, neni potieba pro diferenciaci
lamelocyti ale je nutny pro uvolnéni hemocytt z hematopoetickych kapes do cirkulace a

zvyseni tak mnozstvi plazmatocytii v hemolymfg.

V diferenciaci lamelocytd naopak zastava jednu z klicovych roli Jak-Stat signalizace. Jak-
Stat signalizace kromé& ne dosud dobfe prozkoumané role pii bunééné imunité kontroluje
fadu dalezitych procesi ve vyvoji. Octomiléi Jak-Stat signalizace je relativné jednoducha a
skladé se ze tii ligandti: Unpaired 1 (Upd), Unpaired 2 (Upd2), Unpaired 3 (Upd3), jednoho
cytokinového receptoru Domeless (Dome), jedné tyrosinvé kindsy Hopscotch (Hop),
homologu JAK kinasy, a jednoho STAT transkripéniho faktoru Stat92E (H. Yang,
Kronhamn, Ekstro m, Korkut, & Hultmark, 2015).

Nedavno bylo zjisténo, ze pii infekci parazitoidni vosi¢kou z hemocyti uvolnéné Upd2 a
Upd3 znatelné aktivuji Jak-Stat signalizaci ve svalech a hemocytech (H. Yang et al., 2015).
Jejich vysledky ukazuji, ze aktivace Jak-Stat signalizace ve svalech je nezbytna, ale ne

dostate¢na pro produkci lamelocyti.

Naopak pro iniciaci produkce lamelocyta Vv lymfatické Zzlaze pti infekci parazitoidni
vosickou, musi byt Jak-Stat signalizace v prohemocytech v MZ sniZena, jelikoz zde vyssi
hladina Jak-Stat signalizace za neinfekénich podminek udrzuje prohemocyty
nediferenciované (Krzemien et al., 2007). Neinfek¢ni hladina Jak-Stat signalizace je
udrzovana sekreci Upd3 z PSC (Makki et al., 2010).

Jina studie (Duvic, Hoffmann, Meister, & Royet, 2002) vyzdvihla dulezitost funkce Notch
signalizace pro produkci lamelocytu pfi infekci parazitoidni vosickou. Small et al. (2014)
zjistili, ze pti vosi infekci se lamelocyty tvoii diky snizeni aktivity Notch signalizace
v lymfatické zlaze. Vyssi aktivita Notch signalizace totiz bunécné neautonomné blokuje
tvorbu lamelocytt, ale zaroven stimuluje vznik krystalovych bunék, jejichz tvorba je pfi

produkci lamelocytt potlacena.

Sinenko, Shim, and Banerjee (2011) potvrdili dilezitost PSC na diferenciaci
lamelocyti. Zjistili, Ze pfi vosi infekci vznikly oxidacni stres v PSC vyznacujici se vyssi

hladinou reaktivni forem kysliku (ROS) stimuluje tvorbu lamelocytti v lymfatické Zlaze.
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Objevili také, ze vyssi hladina ROS v PSC zpisobi produkei proteinu Spitz, ktery signalizuje

ptes EGFR receptor a indukuje tvorbu lamelocyt v cirkulaci.

Na formovani lamelocytt se také podili INK signalizace (Zettervall et al., 2004), ktera ma
pravdépodobné vliv na spravnou pohyblivost lamelocytt regulaci cytoskeletu (Irving et al.,
2005). Nedavno Yu, Zhang, and Jin (2018) potvdili, Ze aktivace JNK signalizace v celém

laloku lymfatické zlazy indukuje tvorbu lamelocyti.

Dalsi signalizaci podilejici se na bunééné imunité je Toll signaliazce. Schmid et al. (2014)
zjistili, ze aktivace Toll signalizace v riznych tkanich muaze aktivovat hemocyty, avsak
prioritni postaveni v proliferaci plazmatocyti vykazuje tukové t€leso. Tvorba lamelocyti ale
vyzaduje Toll siganalizaci i v hemocytech. Schmid et al. (2014) dale ukazali, ze Toll
signalizace pies svoji prokazanou ulohu v bunééné imunité se témét nepodili na boji proti L.
boulardi a to pravdépodobné z duvodu vpraveni inhibitort proti Toll signalizaci pti kladeni
vosiho vajicka. Louradour et al. (2017) avSak ukazali, ze pii infekci L. boulardi je nutna
zvySena aktivace Toll signalizace v PSC, ktera pak bunééné neautonomné reguluje tvorbu
lamelocyti v lymfatické zlaze. Jejich data ukazuji, ze aktivaci Toll signalizace v PSC

ptredchazi zvyseni ROS v PSC pfi vosi infekci.

Svoji roli ptfi bunéné imunité proti parazitoidni vosicce zastdva i adenosinova signalizace,
zejmeéna pii regulaci metabolismu pfi infekci, ale mozna se podili 1 na indukci produkce
lamelocytt stejné jako Toll, JNK, Spitz/EGFR, Notch a Jak-Stat signalizace. Vice o této

signalizaci v dalsi ¢asti.
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Obr. 4: Schematické znazornéni signalizaci zapojenych do bunééné imunity octomilky
D. melanogaster proti parazitoidni vosi¢ce L. boulardi. Podrobnosti v textu (upraveno
podle Letourneau et al., 2016). Zkratky: ROS, reaktivni formy kysliku; Upd, Unpaired; Spi,

Spitz; EGFR, receptor pro epidermalni rustovy faktor; JAK, Janus kinaza.
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1.3. Adenosinova signalizace u Drosophila melanogaster
Ke studiu adenosinové signalizace pouzivame v nasi laboratoii modelovy organismus
octomilku D. melanogaster. Octomilka poskytuje jedine¢nou moznost studovat jednodussi,
ale pfesto konzervovanou signalizaci in Vvivo Smoznosti vyuziti genetickych metod.
Adenosinova signalizace se u octomilky D. melanogaster skladad z molekuly adenosinu
(Ado), ktery v mezibunééném prostoru signalizuje pies adenosinovy receptor spojeny s G-
proteiny (AdoR), je odbourdvan adenosin deaminazou (ADGF-A) a pfenasen pies buné¢nou

membranu nuklesidovymi transportéry (NT) (Obr. 5).

1.3.1. Adenosin

Adenosin (Ado) je endogenni purinovy nukleosid, ktery je nejen strukturni soucasti
nukleovych kyselin ¢i energetického metabolismu (ATP, ADP, AMP, NADH, ...), ale
funguje také jako signalni molekula v mezibuné¢ném prostoru. Adenosin se vyskytuje vné i
uvniti bunék. U octomilek je koncentrace adenosinu v hemolymf€ larvy 3. instaru méné nez
0,08 puM, ale koncentrace rapidné vzroste pii poskozeni tkané, zanétu ¢i bunééném
metabolickém stresu (Dolezal, Dolezelova, Zurovec, & Bryant, 2005). Krom¢ funkce
stresového signalu ptsobi za normalnich podminek taky na regulaci diferenciace hemocytl
v lymfatické Zlaze (Mondal et al., 2011). Na burniky nema vliv jen koncentrace adenosinu, ale
i rozdilné bunééné linie odpovidaji na adenosin rozdiln¢ (Zurovec, Dolezal, Gazi, Pavlova,
& Bryant, 2002).

1.3.2. Produkce adenosinu
Extracelularni adenosin mutize bud’ vznikat v buiice a pak byt transportovan ven z buriky

nebo byt produkovan pfimo mimo bunku.

Mimo buniku vznika adenosin soustavou ektoenzymi pteménou ATP, které vytéka
z poskozenych bunék (B B Fredholm, 2007). U octomilky byly identifikovany stejné jako u
saveu  ekto-nukleosidtrifosfat/difosfohydrolazy ~ (NTPdazy/apyrazy)  defosforylujici
extracelularni ATP na ADP az na AMP, konkrétné dva enzymy s apyrazovou aktivitou
CG42249 a CGh276. AMP dale defosoryluji na Ado ekto-5"-nukleotidazy (NTS5E),
jmenovité¢ enzymy NT5E-1 a NTE-2 (Fenckova, Hobizalova, Fric, & Dolezal, 2011).

Adenosin také vznikd v buiice pti metabolickém stresu, kdy spotfeba ATP pievysi ATP
syntézu a nahromadény AMP se pomoci 5 -nukleotidaz pfeméni na adenosin, ktery mtize byt

pfenasen pomoci ekvilibrativnich nukleosidovych transportéric do mezibunééného prostoru.
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U octomilky ma pravdépodobné funkci 5°-nukleotidazy enzym CG1183 (Fenckova et al.,
2011).

1.3.3. Adenosinovy transport

Pienos adenosinu a jinych nukleotidi pfes membranu zprostiedkovavaji nukleosidove
transportéry dvou odliSnych genetickych rodin. Ekvilibraéni (ENT) a koncentracni
nukleosidové transportéry (CNT). ENT =zajistuje obousmérny transport nukleosidu po
koncentraénim gradientu, zatimco CNT zajistuji aktivni transport proti koncentra¢nimu
gradientu diky kotransportu s Na* (Buck, 2004). U octomilky byly nalezeny tfi ekvilibra¢ni
transportéry (ENT1, ENT2, ENT3) (Sankar, Machado, Abdulla, Hilliker, & Coe, 2002) a
dva koncentra¢ni nukleosidové transportéry (CNT1, CNT2) (Machado, Abdulla, Hanna,
Hilliker, & Coe, 2007). ENT2 ma Sirokou substratovou specificitu (Machado et al., 2007) a
je prokazano, Ze je schopen pienaset adenosin (Bajgar et al., 2015; Knight et al., 2010).
Schopnost piendSet adenosin neni dosud prokdzana u ENT1 a ENT3. Schopnost piendset
adenosin pomoci CNT1, CNT2 bylo ukdzano pouze in vitro na bunééné linii imaginalniho
disku (Fleischmannova et al., 2012). Pro porovnani, savci jsou vSechny ekvilibra¢ni
transportéry (hENT1-4) a vSechny koncentra¢ni nukleosidové transportéry (hCNTI1-3)
schopny ptenaset adenosin (Fleischmannova et al., 2012). Pii studiu Ado signalizace se
nejvice pouziva ENT2, kde nulova mutace ENT2 je sice homozygotné letalni, avsak
hypomorfni ENT2 neni letalni. Vykazuje ale poruchu v asociativnim uceni a v synaptické
funkci (Knight et al., 2010).

1.3.4. Adenosinovy receptor
Adenosin signalizuje pfes adenosinovy receptor. U octomilky byl objeven jediny
adenosinovy receptor (AdoR) patiici do skupiny receptorti spiazenymi s G proteiny
(Dolezelova, Nothacker, Civelli, Bryant, & Zurovec, 2007). Jednd se o prvni objeveny
bezobratly purinergni receptor (Brody & Cravchik, 2000). Je kddovan genem CG9753
(Brody & Cravchik, 2000). AdoR mRNA je exprimovana sriznou intenzitou ve VvSech
postembryonalnich stadiich. Nejvétsi exprese ze vSech stadii je u dospélce, kde je exprese
mnohem vétsi v hlavé nez v ostatnich ¢astech téla. Ve tfetim instaru je AdoR mRNA
ptitomna v optickém laloku, ,ring gland“, imaginalnim disku a slinné Zlaze. ZvySena
exprese AdoR v celém téle je embryonalné letalni a pii tkanové specifické zvysené expresi
AdoR doch&zi k fad¢ rozdilnych fenotypt (Dolezelova et al., 2007). Pro studium AdoR byl

vytvofen pomoci homologni rekombinace mutantni adenosinovy receptor (adoR) pouzivany
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v mé experimentalni ¢asti (Dolezal et al., 2005). Octomilky s adoR jsou plné zivotaschopné
(Dolezal et al., 2005), ale maji poruchu v asociativnim uceni a v synaptické funkci (Knight et
al., 2010). Prestoze je AdoR odlisny od sav¢ich adenosinovych receptoru, sdili s nimi oblast
dilezitou pro vazani adenosinu (Dolezelova et al., 2007). Nejvétsi shodu podle N-terminalni
sekvence m& AdoR s lidskym A2A receptorem. AdoR reaguje u octomilky na adenosin
preferen¢né stimulaci adenylatcykladzy a proto zvySenim koncentrace CAMP jako druhého
posla (Kucerova et al., 2012), ale pfi mimoradné zvySené expresi AdOR je mozné spusténi i
alternativni drahy ptes Ca®* (Dolezelova et al., 2007; Kucerova et al., 2012). Pro porovnani,
u savcu byly celkem nalezeny Ctyfi adenosinové receptory (Al, A2A, A2B, A3) jejichz
distribuce se 1i§i v riznych tkanich. A2A a A2B podobné jako u octomilky stimuluji
adenylatcyklazu, ktera katalyzuje syntézu cAMP, ale Al a A3 naopak inhibuje
adenylatcyklazu. (Bertil B. Fredholm et al., 2001).

Krom¢ signalizace pies AdoR, je ptedpokladana také signalizace nezavisla na AdoR,
zejména Vv tukovém télese (Bajgar et al., 2015; Dolezal et al., 2005; Zuberova, Fenckova,
Simek, Janeckova, & Dolezal, 2010). Je potieba dalsich studii, ale je mozné, ze by e-Ado byl
ptenesen do bunky, pfeménil se na AMP a aktivoval AMPK (Zuberova et al., 2010).

1.3.5. Regulace adenosinu

Dilezitym krokem v regulaci adenosinové signalizace je degradace adenosinu. Eliminace
adenosinu je moznd pfeménou adenosinu na inosin pomoci adenosindeaminazy (ADA) nebo
pfeménou adenosinu na AMP pomoci adenosin kindzy (AK). Octomilka ma tfi
pravdépodobné adenosin kinazy kodované geny CG3809, CG11255 a CG1851
(Fleischmannova et al., 2012) a Sest proteini ADGF (adenosin deaminase growth factor) s
potencialn¢ adenosin-deaminazovou funkci (Maier, Podemski, Graham, McDermid, &
Locke, 2001).

V nazvu ADGF je rastovy faktor (adenosin deaminase growth factor) z dtvodu, ze ADGF
stimuluje bunéény rist eliminaci extracelularnino adenosinu, ktery ma negativni vliv na rtst
bunék (Zurovec et al., 2002). Pro studium jich funkce byly pomoci homologni rekombinace
vytvofeny mutace v péti ze Sesti geni ADGF (Dolezal, Gazi, Zurovec, & Bryant, 2003).
Vyznamnou adenosin-deaminazovou funkci vykazuji vSak jen ADGF-A a ADGF-E.
Nejhojnéjsi je ADGF-A, kterd je v larvé tietiho instaru silné¢ exprimovana ve stievech a
lymfatické zlaze (Zurovec et al., 2002). Mutace v ADGF-A prokazateln¢ vykazuje vyssi

hladinu extracelularniho adenosinu, tvorbu melanotickych nadort, rozpad tukové tkang,
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neobvykly vyvoj hemocytt i letalitu v larvalnim stadiu (Dolezal et al., 2005). Exprese
ADGF-A v hemocytech v lymfatické zlaze pln¢€ zachranila mutantni adgf-a fenotyp, coz
znaci jeji dilezitou roli zde (Dolezal et al., 2005). Pro zjisténi regulace exprese ADGF-A byl
pomoci homologni rekombinace vytvoren GFP reportér pro ADGF-A nahrazenim kddujici
sekvence zvany AGFP (Novakova & Dolezal, 2011).

Adenosin muze také byt kromé deaminace v extracelularnim prostoru adenosin-
deamindzami (zejména ADGF-A) pienesen do buiiky a pfeménén na inosin intracelularni
adenosin-deaminazou. Lidska intracelularni ADALI, ktera byla nalezena i na buné¢né sténé
(Franco et al., 1997), ma homolog u octomilky ADA (CG11994), ktery vSak nevykazuje

adenosin-deaminazovou funkci (Zurovec et al., 2002).
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Obr. 5: Schématické znazornéni produkce, transportu, regulace a signalizace
extracelularniho adenosinu. Podrobnosti v textu (upraveno podle Dolezal, 2015). Zkratky:

ADA, adenosin deaminaza.
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1.3.6. Adenosinova signalizace a bunééna imunita
e-Ado pochézi z poskozenych bunék a z bunék béhem metabolického stresu. Tento stav
nastava také béhem imunitni reakce. Pii infekci se proto zvysi hladina e-Ado (Novakova &
Dolezal, 2011) Zdrojem e-Ado pii infekci parazitoidni vosi¢kou jsou prohemocyty c¢i

diferencujici se hemocyty (Bajgar et al., 2015).

Zablokovani systemické adenosinové signalizace adoR mutaci zapficinilo pfi infekci
parazitoidni vosi¢kou snizeni mnozstvi lamelocyti, které vykazovaly normalni morfologii a
byly schopné enkapsulovat vajicko, jen jich byl maly pocet. To zpusobilo sniZenou
uspesnost enkapsulovani vosiho vajicka. Signalizace pfes AdoR je proto nutna pro efektivni
enkapusulaci, ale neni nutnd pro formovani lamelocyti (Bajgar et al., 2015). Neni vsak
jasné, zda je AdoR potieba na hemocytech Kk tvorbé lamelocytl, nebo zda signalizace pies

AdoR ovliviiuje tvorbu lamelocytl systemicky (feSeno v experimentalni ¢asti).

Ze by se adenosinova signalizace mohla podilet na tvorb& lamelocytt ukazuje i to, Ze
ADGF-A interaguje s Toll signalizaci (Dolezal et al., 2005). Nejvétsi vliv na mnozstvi
lamelocyti v adoR larvé méa ale mnozstvi zZivin, konkrétné cirkulujici glukoézy. Zvysenim
cirkulujici glukozy diky vysokocukerné dieté (12%-glu), vedlo k znatelnému zvySeni poctu
lamelocytti v adoR larvé. Vysokocukerna dieta také zvedla hodnotu cirkulujici glukozy i
v kontrolni w (white) larvé, kde se vSak pocet lamelocytt nezménil (Bajgar et al., 2015). Yu
et al. (2018) nedavno zjistili, ze vysokocukerna dieta ptes JNK signalizaci také zpusobi
tvorbu lamelocytl za neinfekénich podminek. Zda se, ze vysokocukrena dieta ma $irsi dopad

na imunitni systém.

Spojeni e-Ado s regulaci metabolismu ukazali uz Zuberova et al. (2010). Zjistili, Ze zvySena
hladina e-Ado diky adgf-a mutaci pfes AdoR zptsobuje hyperglykemii a poruchu ukladani
energie. Novakova & Dolezal (2011) kratce potom zjistili, Ze ADGF-A je produkovan
v misté infekce na vosim vaji¢ku. Spojili tak Ado signalizaci s imunitou. Bajgar et al. (2015)
nedavno propojili adenosinovou signalizaci jak s imunitou, tak s metabolismem a ukazali na

e-Ado jako klicovou molekulu zptisobujici metabolicky pfesmyk pii imunitni reakci.

Metabolicky ptresmyk spociva v potla¢eni ukladani energie, potlaceni riistu vyvijejicich se
tkani, zanechéani vice energie v cirkulaci a zvySenou spotiebou energie imunitnim systémem
(Bajgar et al., 2015). Imunitni dopovéd’ je totiz energeticky naro¢ny proces. Aktivované

imunitni buiiky potiebuji dostatek energie pro syntézu novych biomolekul, a proto piechazi
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na rychly, ale méné efektivni zpiisob oxidace cukrl, na aerobni glykolyzu (Vander Heiden,
Cantley, & Thompson, 2009). Tento piesmyk, ktery byl prvné popsan u rakovinnych bunék
(Warburg, Wind, & Negelein, 1927), je nazyvan Warburg efektem a je typicky i pro sav¢i
aktivované imunitni bunky (Vander Heiden et al.,, 2009) a je predpokladan i
v diferencujicich se imunitnich bunikach octomilky (Bajgar et al., 2015). V klidovém stavu
buiiky uplné oxiduji glukozu, pfi pfepnuti na téméf vyhradné aerobni glykolyzu, ale netplné
oxiduji glukdzu a vzroste tak potfeba glukdzy. ZvySené naroky na mnozstvi glukozy tesi
imunitni bunky pravé produkci adenosinu, ktery zprostfedkovdvd zminény metabolicky
presmyk (Bajgar et al., 2015). K zjisténi vlivu adenosinové signalizace pasobici ptes AdoR
na metabolismus octomilky pfi imunitni reakci, pouzili infekci parazitoidni vosickou L.

boulardi a mutaci adoR.

Zéakladnimi znaky metabolického pfesmyku jsou potlaceni ukladani energie a zanechani vice
energie v cirkulaci pro imunitni buiiky s jeji zvySenou potiebou. Pti infekci klesd mnozstvi
tkanové trehaldzy (neredukujici disacharid slouzici jako zdroj glukozy), pozastavuje se
tvorba glykogenu a tuku, vzroste hladina cirkulujici glukdzy a hladina cirkulujici trehaldzy
nejdiiv vzroste a po 6 hpi Klesa. Pti infekci u adoR mutanta neni hladina cirkulujici glukézy
zvysena a ani cirkulujici trehal6za nevykazuje vrchol v 6 hpi, ale hodnoty tkanové trehaldzy
a glykogenu se jen mirn¢ lisi od kontrolnich w infikovanych larev. Adenosinova signalizace
signalizujici pfes AdoR je proto pfi infekci dilezita pro zanechani vice energie v cirkulaci

(Bajgar et al., 2015).

Dalsim znakem metabolického pifesmyku je potlaceni ristu vyvijejicich se tkani. Ke studiu
rychlosti rastu Bajgar et al. (2015) vyuzili méfeni velikosti imaginalniho disku. Rust disku
byl pfi infekci znatelné zpomalen v kontrolni w larve, nikoli v§ak v adoR larvé. Druhym
méfitkem rychlosti vyvoje bylo méfeni doby zakukleni. Infikovand w larva prodélavala 15%
zpozdéni ve vyvoji, zakulila se cca 0 7 hodin pozdéji nez neinfikovana kontrola. Infikovany
adoR mutant se zakulil stejné, jako kdyby zadna infekce nebyla. Adenosinova signalizace
signalizujici ptes AdOR je proto nezbytnd pro zpomaleni ristu vyvijejicich se tkani pfi
infekci. Neni vSak jasné, zda jde o bunétné autonomni signalizaci nebo zda jde o systemické
zmény adenosinové signalizace pies AdoR (Bajgar et al., 2015) (feSeno v experimentalni

Sasti).

Bajgar & Dolezal (2018) nedavno u dospélych much pii bakterialni infekci ukazali, Ze
hemocyty nejen Ze produkuji e-Ado k usurpovani energie zbylym tk&nim, ale také samy
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reguluji mnozstvi e-Ado expresi ADGF-A. Experimenty provedli na modelu bakteridlni
infekce, které se shoduji se to s vysledky Novakova & Dolezal (2011), ktefi zjistili, Ze
ADGF-A je produkovana v misté infekce hemocyty na vosim vaji¢ku. Regulace adenosinu
je dulezita z divodu toho, aby nedochazelo k nadmérnym ztratam energetickych rezerv a u

chronickych infekci k piipadnému krmeni patogenu (Bajgar & Dolezal, 2018).

Objev, 7ze e-Ado uvoliovany z diferencujicich se imunitnich bunék zprostiedkovava
systemické metabolické zmény spocivajici v usurpovani si energie imunitnim systémem na
ukor neimunitnich tkani jsou dulezité, jelikoz jde o prvni experimentalni ovéfeni
teoretického konceptu ,,sobeckého imunitniho systému® (Straub, 2014) inspirovaného
,»sobeckou mozkovou teorii* (Peters et al., 2004). Podle téchto teorii je mozek a imunitni
systém pii stresovych podminkach zvyhodiovan pted zbytkem organismu pii prerozdélovani

energie, jelikoz dané soustavy jsou v krizové situaci zivotné dulezité.

V mé bakalaiské praci jsem se pokusil vyfeSit nékteré zminéné nezodpovézené otazky
ve fungovani adenosinoveé signalizaci pii imunitni reakci. Pokusil jsem se také zjistit, zda
existuje propojeni adenosinové signalizace s Jak-Stat signalizaci, jelikoz Hairu Yang &
Hultmark (2017) ukazali, ze stejné jako adenosinova signalizace i Jak-Stat signalizace je

propojena s metabolismem.

Yang & Hultmark (2017) zjistili, ze pro efektivni enkapuslaci a tvorbu lamelocytt je ve
svalech potieba 1 insulinova signalizace, kterd je nepfimou pozitivni zpétnou vazbou spojena
s Jak-Stat signalizaci. Ob¢ signalizace ve svalech ovliviluji systémové  insulinovou
signalizaci v celém téle a podileji se na fizeni metabolismu cukrl. Pfi potlaceni insulinové
signalizace ve svalech doslo k poklesu uspésnosti enkapsulace vajicka a snizeni mnozstvi
lamelocyti. Zvyseni Jak-Stat signalizace ve svalech pfi vosi infekci vede k systemickému
ovlivnéni insulinové signalizace, ktera se muze podilet na potlaceni pfisunu energie do

neimunitnich bun¢k a zanechani imunitnim tkdnim, které objevili Bajgar et al. (2015).
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2. Cile prace
1. Analyzovat vliv AdoR na povrchu hemocytu na produkci lamelocytu.
2. Ovetit roli AdoR v kiidelnim disku na potlaceni pfijmu glukozy pii imunitni reakci.

3. Charakterizovat vliv adenosinove signalizace na Jak-Stat signalizaci.
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3. Material a metody

3.1. Chov a manipulace s octomilkou
Linie octomilek byly chovany ve sklenénych vialkach uzavienych vatovou zatkou na
standartni kukuficné diet¢ (Tab. 1) pii 25 °C. V pfipadé potieby vétstho mnozstvi
nakladenych jedinci byly do vialek na standartni kukufi¢nou dietu piisypavana zrnicka

instantnich kvasnic.

Tab. 1: Recept na standartni kukuii¢nou dietu.

Voda 1500 mi

Kukuti¢na mouka 8% 120 g

Agar (Ambresco, J637) 1% 15¢

Instantni kvasnice 4% 60 g

Sacharédza 5% 759

Vafit 14 min pii 100 °C, pak 50 min pii 90 °C a poté zchladit na 60 °C.
Metyparaben 1,67% 25 ml

3.2. Vychozi linie octomilek
V Tab. 2. jsou vedeny vychozi linie octomilek pouzivané v mé bakalarské praci.
Mutace adoR v genu adenosinovém receptoru na 3. chromozomu odpovida adoR! mutaci
(FBal0191589). Srp-Gal4 je exprimovany Vtukové tkani a hematopoetické linii
(hemocytech a lymfatické zlaze). Na 3. chromozomu mé FRT cytologickou lokalizaci 82B,
AdoR 99D, GFP 83, mRFP 3R. Reportér 10XStat92E-GFP odpovida aktivité Jak-Stat
signalizace (Bach et al., 2007)
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Tab. 2: Linie octomilek pouZitych v experimentech

Cislo Ptivod Nazev Genotyp Chromozom
1677 Tomas UAS-FLP w;P{y[+t7.7]Jw[+mC]=20XUAS- | 3.
Dolezal FRT82B FLPD5.PEST}attP2
mRFP P{ry[+17.2]=neoFRT}82B
P{w[+mC]=Ubi-mRFP.nls}3R /
TM6B
1667 Tomas Srp-Gal4 w*; Srp-Gal4 FRT82B 3.
Dolezal FRT82B adoR | adoR/TM6B
1589 Tomas FRT82 adoR | w*; P{ry[+t7.2]=necFRT}82B 3.
Dolezal adoR/TM6B
1310 Tomas HS-FLP yw HS-FLP; 1.+2.
Dolezal FRT82 GFP | P{ry[+17.2]=neoFRT}82B
P{w[+mC]=Ubi-
GFP.D}83/TM6B
1680 Tomas HS-FLP FRT | w; P{y[+t7.7] w[+mC]=hs- 3.
Dolezal mRFP FLPD5}attP2
P{ry[+t7.2]=neoFRT}82B
P{w[+mC]=Ubi-mRFP.nls}3R /
TM3 GFP Ser
1662 Tomas Sco/Cy0; w*; Sco/Cy0O; adgf-a[kar]/TM6B | 2.+3.
Dolezal adgf-a/TM6B
1473 BL-26197 10xSTAT- w1118; P{10XStat92E-GFP}1 3.
GFP
1663 Tomas Sco/Cy0; w*; Sco/Cy0O; adgf-a[kar]/ TM3 | 2.+3.
Dolezal adgf-a/ TM3 | GFP Ser
GFP Ser
1590 Tomas UAS-FLP w*; P{y[+17.7] 3.
Dolezal FRT82B GFP | w[+mC]=20XUAS-

FLPD5.PEST}attP2
P{ry[+17.2]=neoFRT}82B
P{w[+mC]=Ubi-
GFP.D}83/TM6B
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1375 Tomas adgf-a/ TM6B | w*; +*/+*; adgf-a[kar]*/TM6B
Dolezal
1376 Tomas adgf-a/ TM3 | w*; +*/+*; adgf-a[kar]*/TM3
Dolezal GFP Ser GFP Ser
1591 Tomas Srp-Gal4 w*; Srp-Gal4
Dolezal FRT82B P{ry[+t7.2]=neoFRT}82B
1644 BL-30555 | FRT82B w[1118];
mRFP P{ry[+17.2]=neoFRT}82B
P{w[+mC]=Ubi-mRFP.nls}3R
1226 Monika adoR w*; adoR
1221 Monika w w*

3.3. K¥izeni

Nize popsana kiizeni byla provedena za ucelem ziskdni linii se specifickymi genotypy

vhodnymi pro moje experimenty. Pro kiizeni byli vybirani samci a panny uspavany pomoci

CO; Flowbuddy Flow Regulator (Genesee Scientific, 7 I/min).

Ktizeni ¢. 1 provedeno pro ziskani experimentalni linie UAS-FLP FRT82B mRFP/ Srp-Gal4

FRT82B adoR umoznujici tvorbu klonti v hemocytech.

Kfizeni €. 1: Experimentélni linie UAS-FLP FRT82B mRFP/ Srp-Gal4 FRT82B adoR

. UAS—FLP FRT82B mRFP

P:

F1:

TM6B HuTb

Srp—Gal4 FRT82B adoR

TM6B HuTb

l

UAS—FLP FRT82B mRFP

Srp—Gal4 FRT82B adoR
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Kiizeni €. 2 provedeno pro ziskdni experimentalni linie UAS-FLP FRT82B mRFP.
homozygotni pro mRFP.
Kiizeni ¢. 2: Experimentalni linie UAS-FLP FRT82B mRFP

p- UAS—FLP FRT82B mRFP < UAS—FLP FRT82B mRFP
) TM6B HuTh TM6B HuTb

l

UAS—FLP FRT82B mRFP
UAS—FLP FRT82B mRFP

F1:

Kfizeni €. 3 a €. 4. provedeno pro ziskani experimentalni linie yw HS-FLP FRT82B GFP/
FRT82B adoR a HS-FLP FRT82B mRFP/ FRT82B adoR umoznujici tvorbu klonl
V imaginéalnim disku po indukci tepelnym Sokem.

KiiZeni ¢. 3: Experimentalni linie yw HS-FLP FRT82B GFP/ FRT82B adoR

. YWHS—FLP + FRT82B GFP < w* + FRT82BadoR
" ywWHS—-FLP’ +’ TM6B HuTb / '+’ FRT82B adoR

l

ywHS—-FLP + FRT82B GFP
w*) ’ +’ FRT82B adoR

F1:

Kfizeni ¢. 4: Experimentalni linie HS-FLP FRT82B mRFP/ FRT82B adoR

P HS—FLP FRT82B mRFP X FRT82B adoR
) TM3 GFP Ser FRT82B adoR

l

HS—FLP FRT82B mRFP
FRT82B adoR

F1:
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Kfizeni ¢. 5 provedeno pro ziskani experimentalni linie 10xSTAT-GFP/ w pouze s 1 kopii
GFP.
Kiizeni ¢. 5: Experimentalni linie 10xSTAT-GFP/ w

. w _ 10xSTAT-GFP X

" w’ 10xSTAT-GFP
w 10XxSTAT—GFP
w)’ +

W_+
/+

F1:

Kiizeni ¢. 6 a ¢. 7 provedeno pro ziskani chovné linie 10xSTAT-GFP/ CyO; HS-FLP
FRT82B mRFP/ TM3 a 10xSTAT-GFP/ CyO; FRT82B adoR/ TM3 pouzité dale pti kiizeni.
Kiizeni ¢. 6: Chovna linie 10xSTAT-GFP/ CyO; HS-FLP FRT82B mRFP/ TM3

p: + HS—FLP FRT82B mRFP - Sco  adgf-a 10xSTAT-GFP + Sco  adgf-a
T4’ TM3 GFP Ser Cy0’ TM6B HuTb 10xSTAT—GFP’ + Cy0’ TM3 GFP Ser
+ HS—FLP FRT82B mRFP 10xSTAT—-GFP +
F1: Y = X 33 ;
CyO0 TM6B HuTb Sco TM3 GFP Ser
2 Cyo _HS—FLP FRT82B mRFP
' 10xSTAT—-GFP’ TM3 GFP Ser

Kftizeni ¢. 7: Chovna linie 10xSTAT-GFP/ CyO; FRT82B adoR/ TM3

.+ FRT82B adoR Sco  adgf-a 10xSTAT-GFP + Sco  adgf-a

: X e ———
+’ FRT82B adoR Cy0’ TM6B HuTh 10xSTAT—-GFP’ + Cy0’ TM3 GFP Ser
+ FRT82B adoR 10xSTAT—GFP +
Fl: 9 i x 44 ;
Cy0’ TM6B HuTh Sco TM3 GFP Ser
Cyo FRT82B adoR
F2: s

10xSTAT—GFP’ TM3 GFP Ser
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Kfizeni ¢. 8 provedeno pro ziskani experimentalni linie 10xSTAT-GFP/ +; HS-FLP FRT82B
mRFP/ FRT82B adoR umoznujici studium vlivu adenosinové signalizace na Jak-Stat
signalizaci tvorbou klonti s adoR mutaci a vizualizaci klont reportérem 10XStat92E-GFP s 1
kopii.

Kfizeni ¢. 8: Experimentélni linie 10xSTAT-GFP/ +; HS-FLP FRT82B mRFP/ FRT82B
adoR

p: Ccyo _HS—FLP FRT82B mRFP + FRT82B adoR
" 10xSTAT—-GFP’ TM3 GFP Ser +’ FRT82B adoR

!

F1: 10xSTAT—GFP HS—FLP FRT82B mRFP
. )

+ FRT82B adoR

Kiizeni ¢. 9 provedeno pro ziskani experimentalni linie 10xSTAT-GFP ; HS-FLP FRT82B
mRFP / FRT82B adoR umoznujici studium vlivu adenosinové signalizace na Jak-Stat
signalizaci tvorbou kloni s adoR mutaci a vizualizaci klont reportérem 10XStat92E-GFP s 2
kopiemi. (Linie ovérena, ale nakonec nepouZita)

Kiizeni ¢. 9: Experimentalni linie 10xSTAT-GFP ; HS-FLP FRT82B mRFP / FRT82B adoR

p- Cyo . HS—FLP FRT82B mRFP Cyo . FRT82B adoR
" 10xSTAT—GFP’ TM3 GFP Ser 10xSTAT—GFP’ FRT82B adoR

!

10xSTAT—GFP HS—FLP FRT82B mRFP
10xSTAT—-GFP’ FRT82B adoR

F1:

Kfizeni ¢. 10 a ¢. 11 provedeno pro zisk&ni chovné linie UAS-FLP FRT82B GFP adoR/ TM3
a Srp-Gal4 FRT82B RFP/ TM3 pouzité dale pii kiizeni. Pfitomnost adoR bylo ovéfeno
pomoci PCR, ptitomnost UAS-FLP v kiiZeni ¢islo 12. a pfitomnost Srp-Gal4 v kiizeni ¢. 13.
Na kiizeni po rekombinaci se vybiraly panny podle barvy o¢i zptisobené expresi ,,miniwhite®
konstruktu, které je zahrnuto jak v adoR tak UAS-FLP a Srp-Gal4 a které podle poctu kopii

zpuasobuje Cervenéjsi barvu oci.
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Kftizeni €. 10: Chovna linie UAS-FLP FRT82B GFP adoR/ TM3

P_ UAS—FLP FRT82B GFP X FRT82B adoR
' TM6B HuTb FRT82B adoR
. UAS—FLP FRT82B GFP adgf—-a
Fl: @29 x 48—
FRT82B adoR TM6 HuTb
l/rekombinace
. UAS—FLP FRT82B GFP adoR adgf-a
F2: 1x9Q 44—
TM6 HuTb TM3 GFP Ser
F3 UAS—FLP FRT82B GFP adoR

TM3 GFP Ser

Kfizeni €. 11: Chovna linie Srp-Gal4 FRT82B mRFP/ TM3

. Srp—Gal4 FRT82B X FRT82B mRFP
" Srp—Gal4 FRT82B FRT82B mRFP

!

F1: 9 9 Srp—Gal4 FRT82B - 36 adgf—-a
) FRT82B mRFP TM6 HuTb

l rekombinace

Srp—Gal4 FRT82B mRFP adgf—a
F2: 1x9Q P X 438 _adgra
TM6 HuTb TM3 GFP Ser
Srp—Gal4 FRT82B mRFP
F3: p

TM3 GFP Ser
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Kfizeni ¢. 12 provedeno pro ziskani experimentalni linie UAS-FLP FRT82B GFP adoR/ Srp-
Gal4 FRT82B umoznujici ovéfeni piitomnosti UAS-FLP pomoci tvorby klonti v
hemocytech.

Kiizeni ¢. 12: Experimentalni linie UAS-FLP FRT82B GFP adoR/ Srp-Gal4 FRT82B

P UAS—FLP FRT82B GFP adoR X Srp—Gal4 FRT82B
) TM3 GFP Ser Srp—Gal4 FRT82B

l

UAS—FLP FRT82B GFP adoR
Srp—Gal4 FRT82B

F1:

Kiizeni ¢. 13 provedeno pro ziskani experimentalni linie Srp-Gal4 FRT82B mRFP / UAS-
FLP FRT82B GFP umoznujici ovéfeni piitomnosti Srp-Gal4 pomoci tvorby klont v
hemocytech.

Kfizeni €. 13: Experimentalni linie Srp-Gal4 FRT82B mRFP / UAS-FLP FRT82B GFP

p- Srp—Gal4 FRT82B mRFP < UAS—FLP FRT82B GFP
’ TM3 GFP Ser TM6B HuTh

l

Srp—Gal4 FRT82B mRFP
UAS—FLP FRT82B GFP

F1:

Kfizeni ¢. 14. provedeno pro ziskani experimentalni linie UAS-FLP FRT82B GFP adoR/
Srp-Gal4 FRT82B mRFP umoznujici tvorbu klonti v hemocytech s mRFP, GFP a adoR.
Kfizeni ¢. 14: Experimentélni linie UAS-FLP FRT82B mRFP

p- UAS—FLP FRT82B GFP adoR < Srp—Gal4 FRT82B mRFP
’ TM3 GFP Ser TM3 GFP Ser

l

UAS—FLP FRT82B GFP adoR
Srp—Gal4 FRT82B mRFP

F1:
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3.4. Mitoticka rekombinace indukovana flipazou
Pro produkci kloni pomoci tepelného Soku se nechaly rodi¢ovské linie z odpovidajicich
kiizeni (¢. 3, 4, 8, 12, 13, 14) klast 4 hodiny v novych vialkach. Poté se pro produkci klont
v kiidelnim disku a svalech pockalo 24 hodin. Tyto vialky byly pak inkubovany ve vodni
lazni (Biosan BWT-U) pti teploté 38°C po dobu 60 minut. Vialky po indukci mitoticke
rekombinace tepelnym Sokem byly pfemistény zpét do 25°C. Schéma tvorby mitotickych
klonii pomoci flipazy indukované tepelnym Sokem z genotypu z kiizeni €. 4 je zndzornéna

na Obr. 6.

Pro produkeci klond v hemocytech byly zkiizeny linie obsahujici Srp-Gal4 a UAS-FPL.
Schéma produkce klona v hemocytech pomoci flipazy, ktera je pod kontrolou Srp-Gal4/UAS

systému je znazornéna na Obr. 7.

HS -

Heterozygotni buiika Rekombinacni meziprodukt
Mitoéza A

Homozygotni mutantni Buiika homozygotni
buiika pro fluorescenéni znacku

Heterozygotni Heterozygotni
buiika buiika

Obr. 6: Flipazou indukovana mitoticka rekombinace z genotypu z k¥iZeni ¢. 4 (HS-FLP
FRT82B mRFP/ FRT82B adoR) po tepelném Soku.
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Misto Frt rozpoznavané flipazoun

Heterozygotni buika Rekombinaéni meziprodukt

Homozygotni mutantni Buiika homozygotni
buiika pro fluorescenéni znadku

Mitoza B

Heterozygotni Heterozygotni
buiika buiika

Obr. 7: Flipazou indukovana mitotickd rekombinace z genotypu z k¥izeni ¢. 1 (UAS-
FLP FRT82B mRFP/ Srp-Gal4 FRT82B adoR) v hemocytech vyuzZitim Srp-Gal4/UAS

systému.

3.5. Analyza prijmu glukézy pomoci 2-NBDG
Pfiblizn¢ 74 hodin staré larvy HS-FLP FRT82B mRFP/ FRT82B adoR s tepelnym Sokem
(po infekci i bez infekce) byly premistény do nové sklenéné vialky s 250 pl 2-NBDG (2-[N-
(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-2-deoxy-D-glucose)(excistaéni/emisni maximum
~ 465/540 nm, 5 mg/ml z&sobni roztok, pouzito 0,2 mg/ml, Thermo Fisher). Pro analyzu
mnozstvi nakumulované 2-NBDG byl po 4, 7, 19, 29 hodinach vypreparovan disk a

pozorovan pod fluorescenénim mikroskopem (Olympus IX71).

3.6. Infekce
Pro infekci parazitoidni vosi¢kou Leptopilina boulardi za ti¢elem nastartovani imunitniho
systému slabou infekci bylo vybrano 50-60 larev stejného genotypu (UAS-FLP FRT82B
mRFP/ Srp-Gal4 FRT82B adoR, UAS-FLP FRT82B mRFP, UAS-FLP FRT82B GFP adoR/
Srp-Gal4 FRT82B mRFP) casného tfetiho instaru ve stafi cca 72 hodin. Tyto larvy byly
premistény do Petriho misky s navlhéenym filtraénim papirem kohoutkovou vodou. K 30
minutové infekci v plastovém valci bylo pouzito 25-30 vos 1-6 dni starych. Sila infekce byla

ovefovana pii pitvani pod mikroskopem podle mnozstvi vajicek. Ke studiu hemocytt pod
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DIC (diferencialnim interferenénim kontrastem) a fluorescen¢nim mikroskopem (Olympus
IX71) byly pouzity jen hemocyty z larvicek s 1-2 vajicky.

Pro studium vlivu stiedné silné infekce v kiidelnich discich bylo pouzito 35-40 larev
Casného tfetiho instaru ve stafi cca 72 hodin od kazdého genotypu (HS-FLP FRT82B GFP/
FRT82B adoR, 10xSTAT-GFP/ w, 10xSTAT-GFP) a 90-95 vos 1-6 dni starych. Infekce opét
Vv Petriho misce na navlhéeném filtracnim papite trvala 30 minut. Pouze disky z larev s 2-4

vaji¢ky byly dale zkoumany pod fluorescen¢nim a DIC mikroskopem (Olympus 1X71).

3.7.Binolupa, fluorescen¢ni a DIC mikroskop
Pitva larev pobihala v PBS pod binokularni lupou (Olympus SZX12). Vypitvané disky,
svaly a vylite hemocyty se pozorovali v PBS pod mikroskopem (Olympus 1X71) ve
svételném poli nebo vyuzitim DIC a fluorescence. Fotky byly vyfoceny pomoci kamery
(Olympus U-LH100HG).

3.8. 1zolace DNA

Jedna uspana octomilka z kazdé linie (z line UAS-FLP FRT82B GFP adoR, kde bylo potfeba
ovetit piitomnost adoR; z linie adoR slouzici jako pozitivni kontrola a z linie w slouzici jako
negativni kontrola) byla ptemisténa do mikrozkumavky, kde bylo pfidano 50 ul ,,squishing*
pufru (LOmM Tris-Cl (pH 8,0), ImM EDTA (pH 8,0), 25mM NaCl). Néasledné¢ byla pfidana
proteindza K (200 pg/ml) a octomilka se lehce rozdrtila pomoci pipetovaci $picky. Vzorky se
poté piemistily na 1 h do inkubatoru s konstantni teplotou 37 °C (Nuve incubator EN 120), a
poté na 3 min do termobloku (Biometra TB1 Thermoblock) o 95 °C k inaktivaci proteinazy
K.

3.9. Polymerazova retézova reakce

Kazdy vzorek z izolace DNA byl pouzit v polymerazové fetézové reakci (polymerase chain
reaction, PCR) se tfemi riznymi pary primera (sekvence uvedené nize). Mutace adoR je
zpusobena vlozenim 4,8 kb konstruktu ,,miniwhite do tfetiho exonu AdoR genu (Obr 8.).
Prvni sada primerd AdOR-RTR a w11678u byla pouzita k detekci 2,16 kb dlouhého
fragmentu slozen¢ho z prvni casti tfettho exonu a z prvni €asti ,,miniwhite* konstruktu.
Druha sada primert sp3 a AJdoR-RTF byla pouzita opét k detekci 2,16 kb dlouhého fragmetu,
tentokrat ale slozeného z koncové ¢asti ,,miniwhite konstruktu a z koncové ¢asti tietiho
exonu. Tieti sada primerd D1 SAR C a D1 SAR W byla k detekci 1,182 kb dlouhého PCR
fragmentu ADGF-A (slouziciho k ovéfeni dostatecné kvality DNA).
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Exon |

Exon 2 Exon 3A miniwhite Exon 3B Exon 4

L1 ez 1101,

L

AdoR-RTR wll678U sp3 &doR-RTF

2.16 kb 716 kb

Obr. 8: Schématickd mapa AdoR genu sadoR mutaci a primery pouzitymi K jeji

detekci (pievzato z Kopicova, 2017).

Cela jedna PCR reakce méla objem 20 pl. K 1 pl kazdého vzorku templatove DNA z izolace
DNA se ptidalo 1 pl ,,forward* primeru (20 uM), 1ul ,,reverse” primeru (20 uM), 7 ul PCR
Ultra H2O (Top-Bio), 10 ul PPP Combi 2 x Master Mix (Top-Bio). VSechny PCR reakce
probéhly podle nize uvedenych protokola v termalnim cykléru (Biometra T3000

Thermocycler).

Sekvence primerti pro PCR:

AdoR-RTF
AdoR-RTR
sp3
w11678u
D1SARC
D1 SARW

5'CTA CCG GGT CAT CAT CAAACAGY
5 CGT GCC TCA ACC AAATGG GTG 3
5GAGCTGCCAGTTTTT ATG AG3’
5TCA TCG CAG ATC AGA AGC GG%
5 GTA CGA GGA ATC ACG CTC3
5AGG TTC TCATCC ACAGTG G3

PCR protokol pro primery AdoR-RTF a sp3 :

94 °C
94 °C
55°C
72°C
72 °C

3 min denaturace, aktivace hot-start polymerazy
30s denaturace

30s 35X nasednuti primert

2 min elongace

10 min finalni elongace
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PCR protokol pro primery AdoR-RTR aw11678u; D1 SAR C a D1 SAR W:

94 °C 3 min denaturace, aktivace hot-start polymerazy
94 °C 30s denaturace

61 °C 30s 35X nasednuti primera

72°C 2 min elongace

72°C 10 min finalni elongace

3.10. Elektroforéza
Velikost amplifikovanych tsekd po PCR a tedy pfitomnost adoR byla ovéfena na 1%
agarozovém gelu. Gely byl ptipraven smichadnim 1 g agarézy (Roth) a 100 ml 1x TBE pufru
(45mM Tris-borate, ImM EDTA). Pozdé&ji byl gel zahiivan v mikrovinné troubé, dokud se
agardza nerozpustila. Po zchlazeni pod tekouci vodou na teplotu cca 60 °C byl piidan
ethidium bromid (0,5 pg/ml). Tekutina se nalila do elektroforetické aparatury, vlozil se
elektroforeticky hiebinek a gel se nechal pii pokojové teploté zpolymerizovat. Po zchladnuti
se vyndal hiebinek, na gel byl nality 1x TBE pufr a do jedné jamky gelu bylo naneseno 4,5
pul DNA markeru (Thermo Scientific GeneRuler 1 kb DNA Ladder) a do dalsich po 10 pl
PCR produktu. Gel byl spustén na 10 min pfi konstantnim napéti 60 V a pak na 45 min pii

konstantnim napéti 75 V. Po zastaveni elektroforézy byl gel vyfocen pod UV svétlem.

3.11. Statistika a zpracovani dat
Obrézky byly upraveny pomoci Zoner Photo Studio 14 a GIMP 2.10.8 software. Hemocyty
byly pocitany z vyfocenych fotek. Grafy byly vytvofeny pomoci programu GraphPad Prism
8, kde byly téz pocty hemocytid za riznych infekénich podminek vyhodnoceny pomoci x2
testu pro kontingenéni tabulku. Pocet plazmatocytii byl vyhodnocen y2 testem (ocekavany
pocet homozygotnich buné¢k 50:50) v programu Statistica 13.2.
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4. Vysledky

4.1. AdoR signalizace v hemocytech neni potieba pro tvorbu lamelocyti
K ovéfeni vlivu AdoR signalizace v hemocytech na tvorbu lamelocyti jsem vyuzil linie
octomilek s adoR mutaci a systémy Srp-Gal4/UAS a FLP/FRT umoziujici vytvoieni klont
s adoR mutaci specificky v bunikach hematopoetické linie. Cilem bylo porovnat mnozstvi

lamelocytli homozygotnich pro funkéni AdoR a mutantni adoR.

Srp-Gal4/UAS a FLP/FRT systémy jsou schopné vytvotit klony v cirkulujicich hemocytech
neinfikované larvy UAS-FLP FRT82B mRFP/Srp-Gal4 FRT82B adoR (Obr. 9). Odlisna
intenzita jaderné lokalizovaného mRFP v cirkulujicich hemocytech znaéi ptitomnost vsech
tiech typt klont (heterozygotni AdoR mRFP/adoR ; homozygotni adoR; homozygotni AdoR
mRFP). Mitotické klony jsou po infekci parazitoidni vosiCkou produkovany také

v lamelocytech (Obr. 10), kde vSak nelze podle intenzity fluorescence znatelné rozlisit

homozygotni adoR a homozygotni AdoR mRFP klony.

Obr. 9: Mitotické klony v cirkulujicich hemocytech neinfikované larvy UAS-FLP
FRT82B mRFP/Srp-Gal4 FRT82B adoR. Dle intenzity mRFP jsou rozliSitelné
heterozygotni AdoR mRFP/adoR (pierusovana Sipka), homozygotni adoR (Sipka bez vyplné)
a homozygotni AdoR mRFP klony (nepferusovana Sipka).
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Obr. 10: Mitotické klony v lamelocytech larvy UAS-FLP FRT82B mRFP/ Srp-Gal4
FRT82B adoR. Dle intenzity mRFP jsou rozliSitelné homozygotni adoR klony (jeden
ptiklad ukazuje Sipka bez vypln¢), ale nikoli heterozygotni AdoR mRFP/adoR a
homozygotni AdoR mRFP klony. Slozeny snimek z invertovaného mikroskopu s

fluorescenci a DIC.

Mira intenzity fluorescence mRFP se znatelné nelisi ani v lamelocytech larev UAS-FLP
FRT82B mRFP homozygotnich pro mRFP (Obr. 11 A a A”) od lamelocytt larev UAS-FLP
FRT82B mRFP/+ heterozygotnich pro mRFP (Obr. 11 B a B"). To doklada, Zze timto
fluorescenénim markerem neni mozné spolehlivé rozlisit ptivodni heterozygotni buiiku od

homozygotni po vytvofeni klonu.
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Obr. 11: Lamelocyty larvy UAS-FLP FRT82B mRFP na DIC (A) a fluorescen¢nim
snimku (A”"). Lamelocyty larvy UAS-FLP FRT82B mRFP/+ na DIC (B) a fluorescenénim

snimku (B”). Oba fluorescen¢ni snimky jsou vyfoceny se stejnou expozici.

Diky nemoznosti rozli$it homozygotni a heterozygotni klony pro mRFP a porovnani tak
mnozstvi homozygotnich lamelocyti s AdoR a homozygotnich lamelocytii s adoR v rdmci

jednoho jedince jsem tak pfistoupil k jiné alternativeé.

Vyktizil jsem linie UAS-FLP FRT82B GFP adoR a Srp-Gal4 FRT82B RFP, kde jsem jejich
zkiizenim ziskal jedince UAS-FLP FRT82B GFP adoR/ Srp-Gal4 FRT82B mRFP s riznymi

fluorescencnimi barvickami na riznych chromozomech.

Jelikoz jsem pfi kiizeni vyuzil rekombinaci, pfitomnost UAS-FLP v linii UAS-FLP FRT82B
GFP adoR byla ovéfena zkiizenim s Srp-Gal4 FRT82B , kde potomstvo UAS-FLP FRT82B
GFP adoR/ Srp-Gal4 FRT82B vykazovalo tvorbu klonti v hemocytech (Obr. 12).

Pritomnost Srp-Gal4 v linii Srp-Gal4 FRT82B RFP byla ovéfena zktizenim s UAS-FLP
FRT82B GFP, kde potomstvo Srp-Gal4 FRT82B RFP / UAS-FLP FRT82B GFP vykazovalo
tvorbu klont v hemocytech (Obr. 13).
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Srp>GFP + DIC

Obr. 12: Mitotické klony v cirkulujicich hemocytech neinfikované larvy UAS-FLP
FRT82B GFP adoR/ Srp-Gal4 FRT82B. Dle intenzity GFP jsou rozlisitelné homozygotni
adoR klony (Sipka bez vypln¢), ale nikoli heterozygotni AdoR GFP/adoR a homozygotni
AdoR GFP klony. Slozeny snimek z invertovaného mikroskopu s fluorescenci a DIC.

+ Srp>mRFP + DIC

Obr. 13: Mitoticke klony v cirkulujicich hemocytech neinfikované larvy Srp-Gal4
FRT82B mRFP / UAS-FLP FRT82B GFP. Dle fluorescence jsou rozlisitelné heterozygotni
MRFP/ GFP (prerusovana Sipka), homozygotni GFP (Sipka bez vypIn¢) a homozygotni
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mRFP Klony (nepferusovana S$ipka). Slozeny snimek z invertovaného mikroskopu s

fluorescenci a DIC.

Pfitomnost adoR mutace v linii UAS-FLP FRT82B GFP adoR byla ovéfena pomoci analyzy
fragmenta z PCR elektroforézou na agar6zovem gelu s pozitim linie w jako negativni
kontroly a adoR linie jako pozitivni kontroly (Obr. 14). Velikost produktu PCR z pozitivni
kontroly z linie adoR a linie UAS-FLP FRT82B GFP adoR koresponduje s o¢ekavanou
velikosti 2,16 kb, zatimco negativni vzorek z linie w nema detekovatelny zadny prouzek u
PCR s primery AdoR-RTR/ w11678u a sp3/AdoR-RTF pro detekci ,,miniwhite” konstruktu
vlozeného do AdOR genu zptsobujiciho mutaci adoR. Pritomnost prouzkia (1,182 kb) u
vSech produkti PCR s D1 SAR C/D1 SAR W znaci, ze DNA vsech vzorku je v dostate¢né
kvalité pro PCR.

1 kbp sp3/AdoR-RTF AdoR-RTR/ w11678u D1 SAR C/D1 SAR'W
marker N P | N P | N P 1

Obr. 14: Agarozovy gel ovéiujici pritomnost adoR mutace v linii UAS-FLP FRT82B
GFP adoR. N znaci negativni kontroly (DNA z linie w), P pozitivni kontrolu (DNA z linie
adoR) a 1 oznacuje linii UAS-FLP FRT82B GFP adoR. Primery AdoR-RTR/ w11678u a
sp3/AdoR-RTF detekovali mutaci adoR (2,16 kb dlouhého fragmentu PCR produktu),
primery D1 SARC C/D1 SARC W slouzili jen jako pozitivni kontrola k ovéreni kvality DNA
(1,182 kb dlouhy PCR produkt).

Ziskani jedinci UAS-FLP FRT82B GFP adoR/ Srp-Gal4 FRT82B mRFP z kiizeni z
ovétenych linii UAS-FLP FRT82B GFP adoR a Srp-Gal4 FRT82B RFP vytvaii klony
(heterozygotni AdoR mRFP/ adoR GFP; homozygotni adoR GFP; homozygotni AdoR
mRFP) v cirkulujicich hemocytech v neinfikovanych larvach (Obr. 15 A) stejné tak jako

v lamelocytech v infikovanych larvach (Obr. 15 B a 16).
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+ Srp>mRFP + DIC

L

+ Stp>mRFP + DIC

Obr. 15: Mitotické klony v cirkulujicich hemocytech neinfikované larvy (A) a
v lamelocytech infikované larvy (B) UAS-FLP FRT82B GFP adoR/ Srp-Gal4 FRT82B
mMRFP. Dle fluorescence jsou rozlisitelné heterozygotni AdoR mRFP/ adoR GFP
(pferusovana Sipka), homozygotni adoR GFP (Sipka bez vypln€) a homozygotni AdOR
mRFP klony (nepiferusovana Sipka), ale i buniky bez zietelného fluorescencéniho signalu
(hvézdicka) ¢i bunky s prostorové posunutym fluorescenénim signalem (kiizek). Slozeny

snimek z invertovaného mikroskopu s fluorescenci a DIC (A i B).
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Srp>mRFP

P *

Obr. 16: Detail mitotickych klona v lamelocytech infikované larvy UAS-FLP FRT82B
GFP adoR/ Srp-Gal4 FRT82B mRFP. Dle fluorescence jsou rozliSitelné heterozygotni
AdoR mRFP/ adoR GFP (pterusovana Sipka), homozygotni adoR GFP (Sipka bez vypln¢) a
homozygotni AdoR mRFP klony (nepferusovana Sipka), ale i buiiky bez zfetelného
fluorescenéniho signalu (hvézdicka). Lamelocyty na fluorescenénich snimcich (A, B) na

DIC (C) a slozeny snimek z invertovaného mikroskopu s fluorescenci a DIC (D).

Pfitomnost bunék s zadnym, velmi slabym nebo i zfetelné posunutym fluorescenénim
signalem ve slozeném snimku (Obr. 15 a 16) ale jen ¢astecné komplikuje piesné spocteni
jednotlivych klont v cirkulujicich hemocytech neinfikované larvy (plazmatocytech) a
lamelocytech, jelikoz jasné nerozliSitelnych klont je jen nékolik procent z celkového poctu
(Obr. 17). Podatilo se mné tedy porovnat mnozstvi klonit homozygotnich pro funkéni AdoR

a mutantni adoR.

Z homozygotnich klonu v cirkulujicich hemocytech neinfikované larvy (plazmatocytech) je
51,92 % klontu AdoR mRFP a 48,08 % klont adoR GFP (Obr. 17). To doklada, Ze jednotlivé
konstrukty na chromozomech neovliviiuji tvorbu homozygotnich kloni, a potvrzuje, Ze

AdoR nema vliv na proliferaci plazmatocytt (p = 0,4328).
40



Rozlozeni mnozstvi jednotlivych homozygotnich klont se neli§$i ani v zavislosti na
ptitomnost infekce (p = 0,6747). Z homozygotnich klont v hemocytech infikované larvy
(lamelocytech) je 53,60 % kloni AdoR mRFP a 46,40 % klonti adoR GFP. Ze ziskanych dat

1ze tedy vyvodit, Ze AdoR signalizace hemocytech neni potieba pro tvorbu lamelocyta.

_ lamelocyty plazmatocyty
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Obr. 17: Procentudlni vyjadieni mnozstvi jednotlivych Kklond v hemocytech za
infekénich a neinfek¢ich podminek. Na ose X jsou zapsany jednotlivé typy klont, i
S kategorii ,,neur¢eno®, na ose Y je vynesen procentudlni podil jednotlivych klonl
z celkového mnozstvi hemocytd za danych infekénich podminek. Nad kazdym sloupcem je
vynesen pocet klont, bud’ v lamelocytech (infekéni podomniky) a plazmatocyty (neinfekéni
podminky). Celkovy pocet plazmatocyti byl spoéten ze Ctyf larev, pocet lamelocytt ze dvou
larev. Po otestovani y2 testem (oCekavany pocet homozygotnich bun€k 50:50) se
signifikantné nelisi pocet homozygotnich klont v plazmatocytech (¥2 = 0,6154; df = 1; p =
0,4328). Rozdily pti porovnani frekvence jednotlivych homozygotnich klont v zavislosti na
infekci (tj. v lamelocytech a plazmatocytch) byly jen nepatrné, proto otestovani kontingenéni
tabulkou (¥2 = 0,1761; df = 1; p = 0,6747) nevyslo signifikantné.
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4.2.Role AdoR v kfidelnim disku v pFijmu glukozy p¥i imunitni reakci
Druhym cilem bylo ovéfit tkanové specifickou roli AdoR na potlaceni pfisunu glukdzy do
bunc¢k vyvijejici se tkané€, reprezentované imagindlnim diskem, pii imunitni reakci.
K ovéfeni této role jsem pouzil transgenni linii HS-FLP FRT82B GFP/FRT82B adoR k
tvorb& mitotickych klonti s adoR mutaci, indukovanych tepelnym Sokem (flipaza pod ,,heat-
shock® promotorem HS-FLP). Pro sledovani piijmu glukézy do klona jsem vyuzil

fluorescenéné znacenou deoxyglukozu (2-NBDG).

Pod invertovanym fluorescen¢nim mikroskopem byly Kklony (heterozygotni AdoR
GFP/adoR, homozygotni adoR a homozygotni AdoR GFP) v ktidelnim disku z larvy HS-
FLP FRT82B GFP/ FRT82B adoR vice rozlisitelné v disku z ¢asného tietiho instaru nez z

pozdniho tfetiho instaru (Obr. 18). Proto se pro nasledné pokusy pouzivali pouze disky z

Casnych tfetich instart.

Obr. 18: Kridelni disky z larev HS-FLP FRT82B GFP/ FRT82B adoR ¢asného tietiho
instaru (A a A’) a pozdniho tretiho instaru (B a B") po tepelném S$oku.
Na fluorescen¢nich snimcich (A" a B’) jsou pii zohlednéni morfologie disku (A, B)

mitotické klony hetrozygotni AdoR GFP/adoR (pterusovana Sipka); homozygotni adoR
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(8ipka bez vypln¢) a homozygotni AdoR GFP (nepiferusovana Sipka) (otaznik znaéi, Ze nelze

S jistotou urcit).

Po ovéfeni, ze 1ze v kiidelnim indukovat klony, jsem vyuzil fluorescencné znacenou glukézu
(2-NBDG) k podpoieni nasi hypotézy, Ze AdoR potlacuje metabolismus vyvijejicich se tkani

pii imunitni reakci.

Imaginalni disk z infikované larvy HS-FLP FRT82B GFP/ FRT82B adoR po 7 hodinach
na 2-NBDG obohacené stravé (Obr. 19 C) nevykazuje rozdilnou intenzitu fluorescence 2-
NBDG pti porovnani s disky z kontrolnich larev bez infekce se 7 hodinovou dobou krmeni
se na 2-NBDG strave (Obr. 19 F) a z larev bez infekce i bez 2-NBDG (Obr. 19 1). Vsechny
disky jsou s patrnymi klony (Obr. 19 B, E, H) pii zohlednéni morfologie disku (Obr. 19 A,
D, G).

Infikovany

Infikovany
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Kontrolni Kontrolni

Kontrolni

Kontrolni

Obr. 19: Imaginalni disky z larev HS-FLP FRT82B GFP/ FRT82B adoR po mitotické
rekombinaci. (A - C) disk z larvy s infekci a s 2-NBDG, (D — F) disk z kontrolni larvy bez
infekce s 2-NBDG, (G — 1) disk z kontrolni larvy bez infekce a bez 2-NBDG. U vsech jsou
pod fluorescenénim mikroskopem diky GFP patrné mitoticke klony (B, E, H) vzhledem k
morfologii diskt z DIC snimkii (A, D, G). Cervena autofluorescence (1) a fluorescence po 2-

NBDG stravé (C, F). Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu foceny pfi stejné expozici.
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Dale mé& zajimalo, zda prodlouzenim doby krmeni se larvy na stravé obohacené 2-NBDG
nezlepsi jeji nahromadéni v bunikach disku. Avsak ani disky z neinfikovanych larev HS-FLP
FRT82B GFP/ FRT82B adoR bez klont po 4, 19 a 29 hodinach krmeni se na stravé
obohacené 2-NBDG nevykazuji vyssi miru intenzitu fluorescence (Obr. 20). Nelze proto

pouzitim 2-NBDG ové&fit nasi hypotézu.

A

Obr. 20: Snimky diski z fluorescenéniho mikroskopu u larev HS-FLP FRT82B GFP/
FRT82B adoR s 4 hodinovou (A), 19 hodinovou (B) a 29 hodinovou (C) dobou krmeni

se na stravé obohacené 2-NBDG. Snimky foceny se stejnou expozici.
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4.3. AdoR neni poti‘eba pro Jak- Stat signalizaci v kiidelnim disku
Pro stanoveni vlivu adenosinové signalizace na Jak-Stat signalizaci po infekci parazitoidni
vosi¢kou jsem pouzil mitotickou rekombinaci pro tvorbu mitotickych klonti s adoR mutaci a
k vizualizaci Jak-Stat signalizace 10XStat92E-GFP reportér. Planem bylo vytvofit klony
sadoR muatci ve svalech a sledovat pfi imunitni reakci rozdily intenzity fluorescence

10XStat92E-GFP reportéru v zavislosti na klonech s mutantnim adoR nebo funk¢nim AdoR.

Po tepelném Soku ale larvy HS-FLP FRT82B mRFP/ FRT82B adoR nevykazuji tvorbu klont
ve svalech (ve svalech ve vybrané oramované oblasti se neli§i intenzita signalu
fluorescence). (Obr. 21). Tvorba klona v imaginalnim disku je vsak mozna a prokazatelna
(Obr. 22). Diky nemoznosti vytvofit klony ve svalech, kde je Jak-Stat signalizace znatelné
aktivovana po infekci (H. Yang et al., 2015) (Obr. 23), bylo dalsim krokem zjistit, zda
nedochazi k alespon slabé indukci Jak-Stat signalizace v imaginalnim disku 27 hpi v larvé
10XSTAT-GFP/w. Z dat je patrné, Ze nedochazi (Obr. 24). Stejné tak nedochazi k indukci
Jak-Stat signalizace v 10XSTAT-GFP larvé 27 hpi (Obr. P1) ani v jiné dob¢ po infekci, po 9
hpi a 20 hpi (Obr. P2, P3).

| pfes nepozorovanou zvysSenou aktivaci Jak-Stat signalizace v disku po infekci, jsem se
rozhodl zhodnotit alespon vliv adenosinové signalizace na Jak-Stat signalizaci za
neinfekénich podminek. Mitotické klony (AdoR mRFP/adoR, adoR , AdoR mRFP)
z neinfikované larvy 10xSTAT-GFP/ CyO; HS-FLP FRT82B mRFP / FRT82B adoR po
tepelném Soku neovlivituji intenzitu a rozlozeni 10XStat92E-GFP reportéru (Obr. 25), ktery

ma standartni rozlozeni typické pro danou fazi vyvoje disku (Obr. P4) (Bach et al., 2007).

Obr. 21: Svaly s pokoZkou po tepelném Soku larvy HS-FLP FRT82B mRFP/ FRT82B

adoR. Na fluorescencnim snimku (A) nejsou patrné mitotické klony ve svalech pii
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zohlednéni morfologie svali (B) — ve svalech ve vybrané ordmované oblasti se nelisi

intenzita signalu fluorescence

Obr. 22: Imaginalni disk po tepelném Soku larvy HS-FLP FRT82B mRFP/ FRT82B
adoR. Na fluorescen¢nim snimku (A) jsou pii zohledneni morfologie disku z DIC fotky (B)
patrné mitotické klony (heterozygotni AdoR mRFP/adoR (pierusovana Sipka), homozygotni
adoR (Sipka bez vypln¢) a homozygotni AdoR mRFP (nepierusovana Sipka)).

Infikovany Kontrolni

10XStat92E-GFP

Obr. 23: Larva 10XSTAT-GFP/w 27 hodin po infekci a kontrolni neinfikovana
10XSTAT-GFP/w larva (zleva). Snimky larev jsou foceny pfii stejné expozici

Z fluorescencniho mikroskopu.
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Kontrolni Infikovany

10XStat92E-GFP 10XStat92E-GFP

Obr. 24: K¥idelni disky z kontrolni neinfikované larvy 10XSTAT-GFP/w (A) a z larvy
10XSTAT-GFP/w 27 hodin po infekci (B). Snimky jsou foceny pii stejné expozici

Z fluorescen¢niho mikroskopu.

Y V%S

i
10XStat92E-GFP 10XStat92E-GFP =8

Obr. 25: Vliv mitotickych kloni (AdoR mRFP/adoR, adoR , AdoR mRFP) na aktivaci
Jak-Stat signalizace. Disky z neinfikované larvy 10xSTAT-GFP/ CyO; HS-FLP FRT82B
mMRFP / FRT82B adoR na DIC snimku (A), na fluorescenénim snimku s mitotickymi klony
(B) a s 10XStat92E-GFP reportérem (C). Homozygotni klony adoR (bile ozna¢ena oblast)

neovliviyji intenzitu fluorescence 10XStat92E-GFP reportéru (D).
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5. Diskuze

Adenosinova signalizace je jedna z mnoha signalizaci podilejicich se na efektivni imunitni
odpovédi proti parazitoidni vosi¢ce Leptopilina boulardi. Pravé na tomto modelu Bajgar et
al. (2015) objevili, Zze extracelularni adenosin vyplavovany z diferencujicich se hemocytt
signalizuje zbytku organismu, aby doslo k omezeni metabolismu neimunitnich bunék a
prenechalo se tak dostatek energie pro produkci lamelocytl, které zni¢i vosi vajicko.
Zminény metabolicky pfesmyk je nezbytny k uspé$nému zniceni vajicka i za cenu, ze dojde
ke zpomaleni vyvoje (Bajgar et al., 2015). Nedostatek informaci je pfedevsim v tkanové
specifické a bunéén¢ autonomni roli AdoR. Jelikoz predchozi pokusy o zkoumani tkanové
specifické role AdoR pomoci RNA interference selhali (Fenckova, 2012; Gregor, 2013),
dal$i moznosti bylo pouziti FLP/FRT mitotické rekombinace (Xu & Rubin, 1993) s adoR

mutaci (Dolezal et al., 2005). Této moznosti jsem vyuZil ve své praci.

5.1. AdoR signalizace v hemocytech neni potieba pro tvorbu lamelocyti
Prvnim cilem bylo zjistit, jestli zvySené mnozstvi adenosinu pii imunitni reakci mize
stimulovat tvorbu lamelocytii pfes AdoR na povrchu hemocytti. Ovéfeni této potencialné
bunééné autonomni ulohy adenosinu na aktivaci tvorby lamelocytu je dilezité

v dlouhodobém zkouméni adenosinove signalizace v regulaci energie pti imunitni reakci.

Ackoli tvorba mitotickych klont v riznych tkanich u octomilky méa dlouhou tradici, poprvé
tvorbu mitotickych klond v hemocytech piedvedla Kopicova (2017). V jeji praci pokracuje i
¢ast mé prace. Kopicova (2017) pti pouziti GFP nebyla schopna rozlisit lamelocyty s jednou
nebo dvéma kopiemi GFP, proto jsem pouzil jaderné lokalizovany mRFP, kde se oc¢ekavalo,
ze by mohl byt vyrazng&jsi rozdil v intenzité fluorescence. Intenzita fluorescence lamelocytt s
jednou nebo dvéma kopiemi mRFP se opét téméf nelisila. Mirny rozdil v intenzité

fluorescence mRFP byla pravdépodobné jen kvili morfologii lamelocyttl.

Abych mohl vyuzit prvotniho planu, kde zdmérem bylo porovnat pocet lamlocyti s AdOR a
lamelocyti s adoR mutaci v rdmci jednoho organismu, tak jsem vytvofil linii s dvéma
fluorescenénimi znaCkami (MRFP a GFP). Produkovaly se pak tedy heterozygotni AdoR
mRFP/ adoR GFP, homozygotni adoR GFP a homozygotni AdoR mRFP klony.
Vyskytovaly se zde v malém poctu ale i klony bez zietelného fluorescenéniho signalu nebo
s velmi slabym druhym fluorescenénim signalem. Nicméné, tento vyskyt bunék s nejasnou
fluorescenci trochu mohl jen nepatrné ovlivnit poéitani bun¢k, kdyz se mélo z vytvorenych

fluorescenénich snimku urcit, o jaky klon se jedna. Vysvétlenim, pro¢ nékteré buinky nemaji
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jasny fluorescen¢ni signal, je pravdépodobné to, ze ne vSechny butiky musely byt pfilnuté na
skli¢ko a mohly se pohybovat, ¢ili fluorescenéni signal byl bud’ o kousek dal neZz snimek
s DIC nebo dokonce ze zorného pole mikroskopu. Faktem je také, ze GFP signal byl

mnohem slabsi nez mRFP.

Pied pocitanim klonti v lamelocytech jsem jesté spocetl klony v cirkulujicich hemocytech za
neinfekénich podminek, abych ovéfil, ze Zadny konstrukt na vytvotfené linii nezvyhodiuje
jeden chromozom. Také jsem potvrdil, Ze adenosinova signalizace pies AdoR neovliviiuje
proliferaci plazmatocyti. A jelikoz adenosinova signalizace pfes AdoR neovliviiuje také
uvoliiovani plazmatocyti do cirkulace (Dolezal, nepublikovano) ani jejich funkci pfi
rozpoznani vajicka (Bajgar et al., 2015), tak jsem mohl posoudit pouze vliv AdoR na tvorbu
lamelocytu. Nicméné, za neinfekénich podminek zvy$ené mnozstvi e-Ado diky mutaci adgf-
a vede k zvySenému mnozstvi hemocytd v cirkulaci (Dolezal et al., 2005). Podobné zjisténi
prezentoval i Mondal et al. (2011), ktery ukazal, Ze zvySené mnozstvi adenosinu pisobi pies

AdoR na proliferaci a diferenciaci hemocytll z prohemocytii za neimunitnich podminek.

Sledovanim poctu lamelocytl v cirkulaci v piiblizn€ 21 hpi jsem sledoval pfedev§im vliv
AdoR na tvorbu lamelocytti z lameloblastti (Anderl et al., 2016), které byly diive nazyvany
také plazmatocyty (Markus et al., 2009). Okolo 24 hpi, ale jiz dochazi k desintegraci
lymfatické Zlazy a nelze tak ani vyloudit pivod lameloctyll z prohemocyti z lymfatické
zlazy (Lanot et al., 2001).

Dle mych vysledkt, které by chtély jesté zopakovat s vétSim poctem lamelocyti z vétsiho
poctu larev, I1ze usoudit, Ze adenosinova signalizace pies AdoR na hemocytech nema vliv na
tvorbu lamelocytd, jelikoZ se pocet homozygotnich lamelocyti pro AdoR a adoR téméf
neliSil. Homozygotni buiiky vznikaji ve stejném poctu z heterozygotnich buniek po
rekombinaci, pokud zde neni jiny vliv, v mém piipadé zkoumany vliv AdoR. S mym
zavérem se shoduji i vysledky Kopicova (2017) kterd sice nemohla rozlisit homozygotni
buniky pro AdoR a adoR, ale ukazala, Ze v infikovanych larvach UAS-FLP FRT82B GFP/
Srp-Gal4 FRT82B adoR se nachazi 69 % lamelocytii s GFP a 31 % lamelocyti bez GFP a
sadoR, a ze v kontrolnich larvidch bez adoR mutace UAS-FLP FRT82B GFP/ Srp-Gal4
FRT82B se nachazi 68 % lamelocyti s GFP a 32 % lamelocyt bez GFP.
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5.2.Role AdoR v kfidelnim disku v pFijmu glukozy p¥i imunitni reakci
Dalsim cilem bylo ovéfit roli AdoR ve vyvijejici se tkani, kterou pfedstavuje imaginalni
disk, na potlaceni transportu glukézy do bun¢k béhem imunitni reakce. Pfes adenosinovy
receptor dochézi k potlaceni metabolismu vyvijejicich se tkani (Bajgar et al., 2015), avSak
nevi se, zda jde o buné¢né autonomni signalizaci nebo systemickou roli AdoR. AdoR je totiz
silné exprimovany nejen v larvalnim imaginalnim disku, ale také v mozku a v endokrinnim
organu ,ring gland“ (Dolezelova et al., 2007), kde by adenosinova signalizace mohla

Mrwe

se tkani.

2-NBDG, jakozto fluorescenéné znacend deoxyglukéza slouzici k monitorovani piijmu
glukézy do bunék, a mitotickd rekombinace, kterd vytvoii buiky s mutantnim adoR i
funkénim AdoR, mély byt dostatenymi metodami k zodpovézeni této otazky, avSak

z ditvodu $patné inkorporace 2-NBDG do bun¢k disku nelze odpovédét.

Tvorba klont se dafila vice v imaginalnich discich z ¢asnych 3. instard nez az z larev
pozdniho 3. instaru. Byly zde jasné&ji patrné minimalné homozygotni adoR klony. Rozliseni
heterozygotnich a homozygotnich klont s GFP podle intenzity fluorescence i pii zohlednéni
morfologie disku je trochu sporné, jelikoz zde neni zde jasny rozdil ve fluorescenci,
minimalné ne pod fluorescenénim mikroskopem. PouZiti konfokalniho mikroskopu by dany
problém mélo vyftesit, jelikoz konfokalni mikroskop je schopen zaosttit na jednotlivé vrstvy
buné¢k v disku a nedojde tak k ruseni fluorescen¢niho signalu z jinych vrstev, nez na kterou
je zaostfeno. Nicméné, Z vlastnich pozorovani Ize konstatovat, Ze mitoticka rekombinace je
velice néhodny proces, kdy napiiklad v jednom z kiidelnich diski se nachazeji velké
mitotické klony a v druhém zadné (data neukdzana). Xu & Rubin (1993) uvadi, Ze na
frekvenci vznikd klonti velkou mirou zéavisi lokalni struktura chromozomu, kde je vlozena
FRT. Frekvence kloni v imaginalnim disku zavisi téZ na asu indukce rekombinace. Cim
diive k indukci dojde, tim vétsi klony budou, ale malo frekventované, zatimco pii pozdéjsi
indukci naopak klony budou mensi, ale frekventovangjsi (Blair, 2003). Cas indukce
pouzivany v mych experimentech je obvykly a je vidét, Zze je vhodny pro vznik klont

VvV menSich discich.

Neni jasné, pro¢ nedoslo k znatelnému piijmu 2-NBDG do bun¢k. Krejcova (2018) pouzila

24 hodinovou dobu krmeni se na stravé obohacené 2-NBDG Kk sledovani piijmu glukézy do

hemocyti dospélé octomilky, a to Gspésné. Po 24 hodinach ale jiz byla 2-NBDG, ktera je
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nedegradovatelnd, akumulovéna v specifickych mistech hemocytt. K pfijmu muselo
dochazet uz dtive. V mém piipadé pouziti jiného vyvojového stadia a navic i jiné tkan

samoziejme reaguje jinak.

Tézko tedy fici, kde byla pficina, ze se 2-NBDG nedostala do bunék imaginalniho disku.
Vliv mohla mit skute¢nost, ze pfi infekci larva omezuje piijem potravy (Bajgar et al., 2015;
Hairu Yang & Hultmark, 2017). Mozna se larvy mohli pfemistit na stravu s 2-NBDG jesté
pted infekci, vystavili bychom se vsak riziku, ze 2-NBDG by mohla byt pfijata do bunék za
neimunitnich podminek a jelikoz je nedegradovatelnd, nevznikl by pozadovany kontrast
mezi klony. Dalsi moznosti by bylo pouziti 2-NBDG a kiidelniho disku ex vivo (de la Cova
et al., 2014). V ex vivo experimentu, ale nelze nasimulovat vSechny pfirozené podminky a

studovat urcity jev v Zivém organismu jako v in vivo experiementu.

Zvoleni prvniho sledovéani intenzity 2-NBDG v 7 hpi bylo zvoleno jednak z divodu lepsiho
pozorovani klond v ¢asném vyvoji disku a jednak kvuli pfedchozimu vyzkum s radioaktivné
znaCenou D[U-14C]-gluk6zou (Bajgar et al., 2015). Ptedchozi vyzkum sledovanim
soudu **C glukozy v larvé pii imunitni odpovédi ukézal, Ze relativni distribuce celkového
mnozstvi *4C do vyvijecich se tkani (imaginalniho disku a mozku) u infikované larvy v 6 hpi
¢ini 15,6 % vw larvé a 19,4 % v adoR larvé. V 18 hpi je pozorovany jiz mensi rozdil,
distribuce **C do mozku a disku je 14,6 % u w a 16,9 % u adoR. Zvoleni prvniho sledovani

intenzity 2-NBDG po 7 hpi tak mé&lo zaruéit vétsi kontrast v piijmu 2-NBDG.

K studiu metabolismu vyvijejicich se tkani pfi imunitni reakci by mohla pomoci metoda
MALDI-IMS (matrix-assisted laser desorption ionization as a mass spectrometry imaging),
dosud malo pozZivana u octomilky, ale schopnd analyzovat velké mnozstvi metaboliti
v konkrétnich mistech tkani. Dohoda s Ceskym centrem pro fenogenomiku spadajici pod
Biotechnologické a biomedicinské centrum Akademie v&d a Univerzity Karlovy ve Vestci 0
vyuziti MALDI-IMS by mohla pfinést slibné vysledky. V imagindlnim disku s mitotickymi
klony s adoR mutaci bychom pak mohli sledovat vliv adoR na metabolismus dané bunky.

5.3. AdoR neni potieba pro Jak- Stat signalizaci v kiidelnim disku
Poslednim cilem bylo zjistit, zda je adenosinova signalizace spojena s Jak-Stat signalizaci.
Ob¢ signalizace se vyznamné podili na imunitni odpovédi proti parazitoidni vosicce, coz
ukazuje, ze by mohly byt propojeny. Byla popsana fada signalizaci Gcastnicich se bunécné

imunitni odpovédi, ale jejich vzajemné propojeni je nedostate¢né prostudovano.
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K zjisténi vlivu adenosinové signalizace pies AdoR na Jak-Stat signlizaci jsem pouzil
mitotické klony s adoR mutaci a reportér 10XStat92E-GFP (Bach et al., 2007). Yang et al.
(2015) pouzitim reportéru 10XStat92E-GFP ukazali, ze Jak-Stat aktivita je zvySena pii vosi
infekci ve svalech a plazmatocytech, ale nevylouc¢il ani slabsi zvySenou expresi v ostatnich
tkanich. Vytvofeni mitotickych klont ve svalech a jejich pozorovani pod fluorescenénim
mikroskopem avsak nepiineslo vysledky v podobé jasnych klont, pravdépodobné kvuli
rychlé polyploidizaci svalové tkané. Nikdo ani dosud neprezentoval vysledky s jasné
patrnymi klony v larvalnich svalech pod fluorescenénim mikroskopem. Problém byl i
V obtizném vypreparovani svalové tkané. Mozna pii pouziti konfokalniho mikroskopu a

drivejsiho casu indukce by bylo mozné detekovat klony.

Ovéfil jsem, ze po infekci vimagindlnim disku nedochazi k zvySeni aktivity Jak-Stat
signalizace a ani nedochazi ke zméné rozlozeni 10XStat92E-GFP reportéru. Davodem by
mohlo byt, ze Jak-Stat signalizace je dulezita pro spravny vyvoj imaginalniho disku (Ayala-
Camargo et al., 2013). Ruzné Casy po infekci byly zvoleny proto, jelikoZ se jedna o jinou
tkan, ktera nemusi reagovat stejné jako svaly, u kterych byla aktivita Jak-Stat signalizace
porovnavéna v 27 hpi, ale k znatelnému zvyseni doslo jiz v 8 hpi (H. Yang et al., 2015).

Zda jsem pouzival 10XStat92E-GFP reportér v homozygotnim nebo heterozygotnim stavu
nehrélo roli, proto jsem z divodu snazsiho ktizeni pouzil pro zjisténi vlivu AdoR na aktivitu
Jak-Stat signalizace v kiidelnim disku pouze 10XStat92E-GFP reportér v heterozygotnim
stavu. Prokazateln¢ jsem tedy nakonec zjistil, Ze pfi neimunitnich podminkach adenosinova

signalizace pies AdoR v kiidelnim disku neovliviiuje aktivitu Jak-Stat signalizace.

Neovéfil jsem sice potencialni propojeni adenosinové signalizace a Jak-Stat signalizace pii
imunitni odpovédi na vosi infekci, kdy ob¢ signalizace se podileji na ovlivnéni metabolismu
sacharidu (Bajgar et al., 2015; Hairu Yang & Hultmark, 2017), ale i tak jsem zjistil alespon
castecny vztah mezi témito signalizacemi v kiidelnim disku. V ostatnich tkanich 1 pfi
imunitnich podminkach tento vztah miize byt jiny, coz ukazal i Mondal et al. (2011), ktery
zjistil, Ze Vv lymfatické 7laze zvySend exprese Stat92E v CZ sniZzuje mnoZstvi adenosinu

V MZ ovlivnénim ADGF-A.
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6. Zavér

Mitoticka rekombinace k zjisténi tkanové specifické role adenosinoveho receptoru v larvach
octomilky D. melanogaster po infekci parazitoidni vosickou L. boulardi byla uspésné
provedena. Ziskal jsem tak klony v plazmatocytech, lamelocytech a imaginalnim disku.
Produkce klond v plazmatocytech a lamelocytech s jednou fluorescenéni znackou ale
nevedla Kk Gspé$nému rozliSeni kloni a schopnosti zodpovézeni vlivu adenosinového
receptoru na povrchu hemocytii na produkci lamelocytii. PIné rozliseni klont bylo umoznéno
az ziskanim linie s dvéma fluorescen¢nimi znackami, vznikl tak €¢inny néstroj ke zkoumani
adenosinové signalizace v celé hematopoetické linii. Z mé experimentalni ¢asti lze vyvodit
zavér, ze adenosinovy receptor neni potieba vV hemocytech pro tvorbu lamelocyti. Je ale
jesté potfeba experiment zopakovat a ziskat vice dat. Bylo také zjiSténo, Ze fluorescencéné
znaCend deoxyglukéza (2-NBDG) neni vhodnd ke studiu piijmu glukézy do bunék
imaginalniho disku pii infekci. Zustavd tak stile otdzkou, zda potlaceni metabolismu
vyvijejicich se tkani ptes adenosinovy receptor je zptisobeno bunééné autonomni signalizaci
nebo systemickou roli AdoR signalizace. Klony v imaginarnim disku spolu s reportérem
aktivity Jak-Stat signalizace poslouzily dale ke zjisténi, Ze adenosinova signalizace pies
adenosinovy receptor neni nutnd pro spravnou funkci Jak-Stat signalizace v imaginalnim
disku za neinfekénich podminek. Zda je adenosinova a Jak-Stat signalizace propojena pfi

infekci ale zUstava otdzkou.
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8. Prilohy

Kontrolni Infikovany

10XStat92E-GFP 10XStat92E-GFP

Obr. P1: K¥idelni disky z kontrolni neinfikované larvy 10xSTAT-GFP (A) a z larvy
10xSTAT-GFP 27 hodin po infekci (B). Snimky larev jsou foceny pfi stejné expozici

Z fluorescencniho mikroskopu.

Kontrolni

L

10XStat92E-GFP 10XStat92E-GFP

10XStat92E-GFP

Obr. P2: Aktivita Jak-Stat signalizace v kridelnim disku larev 10xSTAT-GFP/w.
Snimky diskt z fluorescenéniho mikroskopu z neinfikovane larvy 10xSTAT-GFP/w (A) a
disku larev 10xSTAT-GFP/w v 9 hpi (B) a 20 hpi (C) focenych pfi stejné expozici.

62



Kontrolni

10XStat92E-GFP 10XStat92E-GFP

10XStat92E-GFP

Obr. P3: Aktivita Jak-Stat signalizace v k¥idelnim disku larev 10xSTAT-GFP. Snimky
diskt z fluorescenéniho mikroskopu z neinfikované larvy 10xSTAT-GFP (A) a disku larev
10xSTAT-GFP v 9 hpi (B) a 20 hpi (C) focenych pfi stejné expozici.

63



10XStat92E-GFP 10XStat92E-GFP

-

10XStat92E-GFP 10XStat92E-GFP

Obr. P4: Vizualizace Jak-Stat signalizace p¥i vyvoji disku. Snimky z fluorescen¢niho
mikroskopu diskt z neinfikovanych 53 (A), 72 (B), 96 (C) a 112 (d) hodin starych larev
10xSTAT-GFP/w focenych pfi stejné expozici.
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