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Anotace

Cilem této magisterské prace je charakterizovat morfologické a fyziologické zmény larvalni
tukove tkan€ za pouziti histologickych technik v pribéhu metamorfézy u Drosophila
melanogaster. Vedle strukturadlni charakterizaci jsem se v této praci vénovala analyze
exprese genli zapojenych v lipolyze, mobilizaci tukii a ceramidovém metabolismu.
V teoretické Casti se prace soustfedi na souhrn dosavadnich poznatkii o funkci larvalniho
tukového télesa, vzniku lipofuscinovych granul a roli genii hrajicich zasadni ulohu
v lipidovém a ceramidovém metabolismu. V praktické Casti se v magisterské praci zamétuji
na zmény velikosti larvalnich adipocytli, charakteristiku poctu a velikosti lipofuscinovych
granul a zmapovani velikosti a poc¢tu lipidovych kapek ve tfech stadiich pupy a tiech stadiich
post-metamorfického vyvoje dospélce. Déle se v praci soustfedim na posouzeni zmény

exprese genud zapojenych v metabolismu lipid a mobilizaci tukovych zasob.

Annotation

The main aim of this master thesis is a characterization of morphological and physiological
changes of larval adipose tissue in Drosophila melanogaster by using histological technics.
Moreover, the expression of genes involved in lipolysis, mobilization of lipids, and
ceramides metabolism were analyzed. The theoretical part of this thesis provides the current
knowledge about the function of the larval fat body, the formation of lipofuscin, and the role
of genes involved in lipid and ceramide metabolism. In the practical part, the results of
characterization of adipocytes size changes and changes of size and quantity of lipofuscin
granules and lipid droplets during the metamorphosis and post-metamorphosis, are
introduced. Furthermore, it involves the analysis of genes expression being essential for lipid

metabolism and mobilization of lipid storage.
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Seznam pouzitych zkratek:

ABCA1 ATP-binding cassette Al

ABCG1 ATP-binding cassette A2
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ACER Zasadita ceramidaza

AKH adipokineticky hormon
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AKT Protein kindza B

AP-1 Aktivacni protein 1

apo Apolipoproteiny
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ARE Antioxidant responsive element

Atg 1 Autophagy related 1

ATGL Adipose triglyceride lipaza

ATMs Makrofagy tukové tkané

ATP Adenosin tri-fosfat

BAT Hnéda tukovi tkan

BAX Bcl-2-like protein 4, apoptoticky protein

BHS Bouinova fixa¢ni tekutina
BM Bazalni membrana

Bmm Brummer lipaza

BWA Brainwashing

CCAAT Protein fidici indukei a udrzeni adipogenese
CD36 Cluster of differentiation

CDase Ceramidaza

CerS Ceramid syntetazy



CETP Cholesterylester transferovy protein
CGI-58 Comparative Gene Identification 58
CLS Crown-like structures

CO, Oxid uhlicity

DAG Diacylglycerol

dH2O0 Destilovana voda

DILPs drosophila insulin-like peptidy
dInR Drosophila insulin receptor

DNA Deoxyribonukleova kyselina
dNTPs Deoxinukleotid trifosfat

Dp110 Drosophila p110

ECM Extracellular matrix

EcR Ekdyson receptor
ER Endoplazmatické retikulum
EtOH Ethanol

FFAs Free fatty acids

GH Ristovy hormon

GLUT4 Glukézovy transportér
GS Glykogenovou syntetazu
GSK3 Glykogen synthese kinase 3
HDL High density lipoprotein
HgCl, Chlorid rtutnaty

Hifla Hypoxii indukujici faktor 1 a

Hpe Hours post eclosion

Hsl Hormon senzitivni lipadza

IDL Intermmediate density lipoprotein

IGFBP7 Insuline-like growth factor bindign protein 7

IGF-I Insulin-like growth factor



IL Interleukin

IIp6 Insulin-like peptid 6

ImpL2 Ekdyson inducibilni gen L2

INF Interferon

InR inzulinovy receptor

IRF2 Interferon-regulaéni faktor
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IkKp Inhibitor kB-kinasef}

JH Juvenilni hormon

JNK C-Jun K-termindlni kindzu

JNKSs C-Jun amino-terminal kinases

LDL Low density lipoprotein

LPL Lipoproteinova lipaza

MAGL Monoacylgylcerol lipaza

mTORC1 Mammalian target of rapamycin complex 1
Mtp Microsomal TAG transportni protein

MTTP Microsomal TAG transportni protein

MTTP Mikrosomalni triglyceridovy transferovy protein
NAFLD Non-alcoholic fatty liver disease

NASH Non-alcoholic steatohepatitis

NF- kB Jaderny Faktor kappa B

Nrf2 NF-E2 p45 related factor 2 Nuclear factor, erythroid 2
nSMase Neutralni sfingomyelinaza

PBS Phosphate-buffered saline

PDK1 Pyruvate dehydrogenéza (acetyl-transferring) kindza
PFA Paraformaldehyd

PG prothorakalni Zlaza

PI3K Fosfatidyl inositol 3 kindza

PIP2 Fosfatidyl inositol -4,5- bisfosfat



PIP3 Fosfatidyl inositol -3,4,5- trifosfat

PKA CAMP-dependentni proteinova kinaza A
PKA Proteinové kindza A

PKC Proteinové kindza C

PP2A Fosfataza 2A

PPARY Peroxisome proliferator-activated receptor y
PTEN Phosphatase and Tensin homolog

RG prstencova zlaza

RNA Ribonukleova kyselina

ROS Reaktivni formy kysliku

Sap-r Saposin related

SDR Secreted decoy of InR

SPT Serin palmitoyl-transferazy

SR-B1 Scavenger receptor Bl

STAT1 Signalni tranducer a aktivator transkripce
T2DM Diabetes mellitus typu 2

TAG Triacylglycerol

TEM Transmisni elektronovy mikroskop
TLRs Toll-like receptory

TNF Tumor Necrosis Factor

TOR Target of rapamycin

UCP1 Uncoupling protein 1
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1 Uvod
1.1 Obecny piehled

Drosophila melanogaster je Siroce vyuzivany modelovy organismus slouzici pro
studium fady lidskych onemocnéni od geneticky podminénych chorob po komplexni
systemické patologie spojené se ztratou energetické a metabolické homeostaze. Pravé
Drosophila melanogaster je vhodnym modelem pro vyzkum systémickych patologii, protoze
1ze zkoumat tyto procesy in vivo, za ucasti vSech participujicich faktorti a vlivi.

Dlouhodobym cilem naSeho vyzkumného tymu je zavedeni Drosophily melanogaster
jako nového experimentalniho organismu pro vyzkum role makrofagl v regulaci fyziologie
tukové tkané, nicméné infiltrace makrofagii do tukové tkané drosophily nebyla doposud
pozorovana. Béhem analyzy premény tukového télesa v pribéhu metamorfozy jsme
sledovali vyraznou infiltraci tukové tkané larvalnimi plazmatocyty. Tyto imunitni bunky
obklopuji larvalni adipocyty a tvofi charakteristické utvary, které jsou velmi podobné savéim
,crown-like structures (CLSs)“, které jsou typickym znakem pro jaterni a tukovou tkan
pacientl trpicich obezitou. Pochopeni ulohy makrofagii v regulaci remodelace tukového
télesa v nepatologickém kontextu by tak mohlo vést 1 k pochopeni jejich role
v patofyziologii obezity a s obezitou spojenych onemocnéni.

Pro pochopeni ulohy makrofagl v regulaci téchto procest je potieba nejprve detailné
charakterizovat experimentalni systém z hlediska zmén morfologie, velikosti a poctu
adipocytl, stejné tak jako exprese klicovych genl. Za timto ucelem jsme se zaméfili na
zmapovani premény tukové tkané béhem metamorfézy Drosophila melanogaster. Tato prace
navazuje na mou bakalafskou praci (Danielovd, 2019) a detailni charakteristikou
probihajicich zmén by méla pifedstavovat jeden ze zakladnich kamenl pro ustanoveni
Drosophila melanogaster jako budouciho modelu pro studium makrofagt v kontextu tukové
tkané, klicovych signalnich kaskéad a rozvoji inzulinové rezistence.

V této praci blize predstavuji morfologii larvalni tukové tkané u Drosophila
melanogaster, kterd by nam mohla pomoci objasnit procesy podilejici se b&hem
metamorfozy na ztrat€¢ larvalniho tuku a de novo formovani dospélého tukového télesa.
Konkrétné se zaméetujeme na velikost larvalnich adipocytd, pocet a velikost lipofuscinovych
granuli a pocet a velikost lipidovych kapek béhem tii stadii vyvoje kukel (bild prepupa,
kukla P8 a kukla P 15) a tii stadii v post-metamorfickém vyvoji (0 hpe (hours post-eclosion
— hodiny po vykukleni), 24 hpe, 48 hpe). Na zikladé¢ vyskytu velkého mnoZzstvi



lipofuscinovych granuli a zmén v jejich zastoupeni jsme se rozhodli pro méfeni miry exprese
genli zapojenych v metabolismu ceramidu (schlank, nSMase, sap-r, CDase, bwa) a
k charakterizaci exprese genli zodpovédnych za mobilizaci lipoproteint (apoLTP, apoLPP,
mtp, bmm, hsl). K dosazeni vysledkl byla pouzita fada piistupti — zhotoveni histologickych
preparatii, mikroskopickd analyza a meéfeni genové exprese pomoci kvantitativni

polymerazové fetézové reakce.

Vétfim, ze naplnénim cili mé tato prace potencidl piispét k pochopeni doposud
nedostatecné popsanych procesit pfemény tukové tkané v pribéhu metamorfozy
holometabolniho hmyzu a ¢éasteéné by tak mohla ustanovit Drosophila melanogaster jako

modelovy organismus pro studium vlivu makrofagii na tyto procesy.

1.2 Tukova tkan savci

Tukova tkan predstavuje spolu s jatry hlavni metabolicky organ v téle savci. Jejich
ukolem je udrzovani energetické homeostazy vydejem a ukladdanim energie v dobé
nedostatku nebo nadbytku potravy (Choe et al., 2016). Tukové tkan je specializovana tkan
skladajici se zbunc¢k adaptovanych na ukladani nadbytecnych zivin ve formé tuku,
glykogenu a proteinovych granuli. Tyto buiiky jsou znamé jako adipocyty (Trayhurn and
Beattie, 2001). Béhem nadbytecného piijmu potravy dochazi k ukladani energie ve formeé
lipida do tukové tkang, které méni svou velikost podle mnozstvi ulozenych zasob. V ptipadé
nedostatku energie je vyuzita skladovana energie, kdy dochazi ke $té€peni diive ulozenych
TAG (triacylglyceroli) na DAG (diacylglyceroly) (Birsoy, Festuccia and Laplante, 2013).
Pro spravnou funkci tukové tkané je tak nutnd jeji mimotadna plasticita charakteristicka

zménami jeji kapacity a regeneraci.

1.2.1 Role tukové tkané

Funkce tukové tkan¢€ neni pouze ukladani energie ve formé lipida, ale zaroven se
podili na uvolfovani endokrinnich faktort, které reguluji vydej energie, pocit hladu a
inzulinovou senzitivitu (Scheja and Heeren, 2019). Adipocyty sekretuji hormony, které
pusobi parakrinné i1 endokrinné a ovliviuji tak dal§i orgdny véetné mozku, pankreatu, jater,
svali a kardiovaskularniho systému. Jde napiiklad o peptidické hormony (adiponektin,

leptin) a bioaktivni lipidy (lipokiny) (Guerre-Millo, 2002). Adiponektin a leptin jsou



hlavnimi endokrinnimi hormony, které jsou uvoliiované z tukové tkan€ a imunitnich bung¢k,
které je obklopuji. Aktivita adiponektinu je pfimo ovlivnénd adiponektinovym receptorem,
ktery je na povrchu bun¢k v mnoha tkanich. Role adiponektinu v bunkach je, mimo jiné,
udrzovani inzulinové senzitivity (Lim and Jang, 2008). Vedle toho, tloha leptinu spoc¢iva v
navozeni pocitu hladu nebo nasyceni. Nizkéd koncentrace leptinu navozuje pocit hladu a hraje
tak klicovou roli v regulaci pfijmu potravy. Leptin tedy ovliviluje mnoZzstvi ulozenych
energetickych zasob ve formé¢ tukl a soucasné se podili na udrzeni energetické homeostaze
(Klok, Jakobsdottir a Drent, 2007).

Jako odpovéd’ na zmény v mnoZzstvi uloZené energie je tukové téleso schopné rychle
a dynamicky ménit pocet adipocytli (hyperplazie) nebo jejich velikost (hypertrofie). Tyto
zmény prispivaji k udrzeni funkce tukové tkané a souhrnné se oznacuji jako preména tukové
tkan¢ (Choe et al., 2016). Hyperplazie i hypertrofie jsou regulovany environmentalnimi a
genetickymi faktory. Poruchy v proméné tukové tkané mohou vést k nespravné regulaci
sekrece metabolitil, cytokinli a hormont. Tento stav je typicky pro obézni pacienty. V obézni
tukové tkani lze najit oba typy mechanismi zvétSovani tukovych zasob. Hyperplazii
pfedchézi proces, ktery je regulovany riznymi transkripénimi faktory a hormony. Zasadni
roli na adipogenesi maji peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARYy) a protein
fidici indukci a udrzeni adipogenese (CCAAT) (Wu et al., 1999). Hyperplazie tukové tkané
je charakteristickd nizkym mnoZstvim unikajicich volnych mastnych kyselin (FFAs)
z adipocytl, nizkou expresi a sekreci pro-zanétlivych cytokint, tedy faktort, které stoji za
rozvojem inzulinové resistence (Choe et al., 2016).

Hypertrofni tukova tkan se vyznacuje zvétSovanim velikosti adipocytt. Hypertrofické
adipocyty vykazuji zvySenou expresi a sekreci pro-zanétlivych cytokint, jde napiiklad o
tumor necrosis factor o (TNFa), interleukin 6 (IL6), interleukin 8 (IL8) a monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) (Jernés ef al., 2006). Pro-zanétlivy stav vede k infiltraci
tukové tkdn€¢ imunitnimi bunikami. Jde pfedev§im o makrofagy a T lymfocyty. Pfitomnost
imunitnich bunék indukuje zanétlivou reakci vtkani (Ye et al., 2007). Soucasné
hypertrofované adipocyty indukuji aktivaci transkripéniho faktoru HIFlo (Hypoxia-
Inducibilniho Faktoru 1) v makrofazich, ktery je zodpovédny za rozvoj hypoxie a fibrozy
v tukové tkani a Sifeni zanétlivé reakce v obézni tukové tkani (Halberg et al., 2009). DalSim
znakem hypertofickych adipocytii je aktivace lipolyzy, jejiz aktivita je zvySena kvili
velkému mnozZstvi unikajicich FFAs. Nadmérné mnozZstvi FFAs uvolnéné z obézni tukové

tkan¢ je ukladano v jinych organech, predevsim ve svalech a jatrech. Ukladani FFAs



v jinych organech muze vyustit v rozvoj ektopické akumulace lipidi a vznik lipotoxicity

(Slawik and Vidal-Puig, 2006).

Kromé¢ indukce zanétu v tukové tkani se pfitomnost zvySeného mnozstvi TNFa
spolecné s FFAs podili na vzniku inzulinové rezistence. V rozvoji inzulinové rezistence
hraje zésadni roli drdha c-Jun amino-terminal kinases (JNKs), kterd je aktivovana prave pro-
zanétlivymi faktory a FFAs. Aktivita JNKs drahy je zvySena u obéznich pacientl v buitkach

jater, svalli a tukové tkan¢ (Hirosumi et al., 2002).

1.2.2 Typy tukové tkané

Tukova tkai savci se rozdeluje na bilou tukovou tkan (WAT) a hnédou tukovou tkan
(BAT). Zésadnimi rozdily mezi WAT a BAT jsou energeticky metabolismus a velikost
lipidovych kapek.

Pro adipocyty WAT je charakteristicka variabilni velikost zavisld na velikosti
jednotlivych lipidovych kapek, které zabiraji az 90 % obsahu buiky. V lipidovych kapkéch
jsou ulozené lipidy ve formé triglyceridu, ktery je vyuZzivan v piipadé ndrokd organismu na
zvySeny vydej energie. Velikost lipidovych kapek v adipocytech bilé tukové tkané se lisi na
zéklad¢ toho, zda buiika preferuje anabolicky proces, kdy jsou lipidové kapky vétsi, nebo
katabolicky proces, pii kterém je pfitomno mnoho malych kapek. Malou velikosti lipidovych
kapek je zvétSen jejich povrch a stavaji se tak dostupnéjsi lytickym enzymim (lipdzam)
(Heid et al, 2014; Suzuki, Shinohara, Ohsaki, & Fujimoto, 2011). Mitochondrie
v adipocytech bilé tukové tkan¢ maji protahly tvar a jejich mnozstvi je velmi variabilni.
Bilou tukovou tkani je produkovan adipokineticky hormon leptin (Saely, Geiger and Drexel,
2012).

Naproti tomu BAT je adaptovand pro vydej energie za ucelem produkce tepla. K této
funkci je prizptisobena morfologie adipocytlii BAT, které obsahuji mnoho malych tukovych
kapek a velké kulaté mitochondrie, které maji vétsi pocetni zastoupeni nez adipocyty WAT.
Pravé kvuli vysoké koncentraci mitochondrii ma BAT typické hnédé zbarveni. Pro
mitochondrie hnédych adipocyti je charakteristicka laminarné uspofddand wvnitini
membrana, ktera je ptizptisobena pro zvySenou produkci ATP, ktery je vyuzivan jako zdroj
energie pro produkci tepla (Zoico et al., 2019). Na vnitini membrané mitochondrii BAT se
nachazi uncoupling protein 1 (UCP1), ktery je aktivovan chladem nebo hladovénim a je

zodpovédny za generovani tepla (Villarroya, Iglesias and Giralt, 2007). DalSim



charakteristickym znakem hnédé tukové tkané je vyrazné zastoupeni kapilar kvali zvySenym
pozadavkiim tkdné¢ na pfisun dostateného mnozstvi kysliku. Vzhledem ke své funkci je
BAT ptitomna predev§im u malych savcli a novorozencii, u dospélych lidi se vyskytuje
pouze v minimalnim mnozstvi u jedincl, ktefi jsou dlouhodobé& vystavovani chladu (van
Marken Lichtenbelt, 2012).

Vyznamnou roli hraje BAT u savcii, ktefi prodélavaji hibernaci, béhem niz je
z adipocytli hnédé tukové tkané generovano teplo po celou dobu nehybnosti. Teplo ziskané
z BAT se uplatituje hlavné pro znovunastoleni télesné teploty hibernujiciho organismu, ktery
je po celou dobu hibernace udrzovan v hypotermické necinnosti. Pfed hibernaci dojde ke
zvyseni obsahu lipidil v tukové tkani, které jsou vyuzivany v jejim pribéhu. Zasoby lipida se
hromadi v hnédé i bilé tukové tkani. Lipidy z WAT jsou vyuzivany jako zdroj energie pro
udrzeni Zivotnich funkci organismu (Ballinger and Andrews, 2018).

Vedle bilych a hnédych adipocytlh mizeme v tukové tkéni najit bézové adipocyty,
které se bézné vyskytuji mezi adipocyty bilé tukové tkané. Fenotyp bézovych adipocytl se
muze za uréitych podminek (dlouhodobé vystaveni chladu) zménit na fenotyp typicky pro
adipocyty hnédé tukové tkané. Proces pfemény bézovych na hnédé adipocyty se oznacuje
jako ,hnédnuti“ a jeho soucasti je zvySeni exprese UPCI na vnitfni mitochondrialni
membrane v ménicich se adipocytech (Wu et al., 2012).

Kromé odlisné morfologie adipocyti muze byt tukova tkan savci rozdélena podle
umisténi v téle. Jde o rozdé€leni na viscerdlni a subkutanni tuk. Subkutanni tuk tvoii vrstvu
podkozniho tuku, ktery odd€luje pokozku a svaly. Visceralni tuk obklopuje vnitini organy,
kterym poskytuje termo izola¢ni vrstvu a chréni je pred fyzickym poskozenim. Visceralni
tuk se hromadi predev§$im okolo jater, stiev a ledvin. (Sanchez-Gurmaches, Hung and
Guertin, 2016). Lipidovou vrstvu obklopujici vnitini organy mtizeme dale rozd¢lit na
epikardidlni, perirenalni, pericaskularni, periorganovou a omentalni tukovou tkan (A. Park,
2014).

Ukladani tuktt mimo tukovou tkan vlivem nadmérného mnozstvi energeticky bohatych
latek vede k nespravné regulaci sekrece metabolitli, cytokinii a hormoni. Tento stav je
typicky pro obézni pacienty a vede k rozvoji fady poskozeni, které maji vliv na systemicky
metabolismus. Klicovou roli ve vzniku patologickych onemocnénich, které jsou spojené
s obézni tukovou tkani, hraji makrofagy. Tyto imunitni buiiky se zdsadné podileji napiiklad
na rozvoji inzulinové rezistence, ktera je spojena s mnoha onemocnénimi, jako je naptiklad

diabetes mellitus typu 2 (T2DM) a ateroskler6zou. Nadmérné uvoliiovani lipidovych zasob



z tukové tkdné muze mit vedle zminénych metabolickych onemocnéni negativni dopad také

na ostatni organy zapojené v metabolismu Zivin, jako jsou napftiklad jatra.

1.3 Fyziologie jater

Spolecné s tukovou tkani jsou jatra hlavnim metabolickym organem savcu. Jatra se
podileji na metabolismu cukril, proteinti a tukG a hraji vyznamnou roli pro udrZovani
energetické homeostaze naptiklad regulaci hladiny glukézy a lipoproteint v krvi. Nadbytek
glukozy je ukladan v jatrech ve formé glykogenu, ktery je vyuzivan k pokryti akutni potieby
energie v piipad¢ poklesu hladiny cukru. Vedle toho se v jatrech uskladiiuji nékteré vitaminy
(B12, A) a minerély (zelezo, méd’) (Alamri, 2018). Jatra se uplatiiuji béhem metabolismu
proteinti, kdy jaterni buiiky (hepatocyty) méni aminokyseliny tak, aby mohly byt vyuzity
jako zdroj energie (Mitra and Metcalf, 2009). Béhem metabolismu proteini vznika jako
vedlejsi produkt toxicky amoniak, ktery jatra konvertuji na netoxickou ureu (mocovinu).
Urea se stava soucasti mocCovinového cyklu, ktery odbourdva piebytecny dusik z téla
(Alamri, 2018).

Jatra hraji klicovou roli v metabolismu lipidd, kdy slouzi jako centrum syntézy
mastnych kyselin a lipoproteint, ¢imz zprostfedkovavaji cirkulaci lipida v téle organismu.
Regulace procesti lipidového metabolismu je stéZejni pro zachovani energetické homeostaze.
V ptipadé¢ akumulace lipidovych kapek uvniti hepatocyti mtize dojit k rozvoji jaterni
steatozy, kterd se vyznacuje poskozenim nékterych metabolickych funkci jater, jako jsou
napiiklad zmény v beta oxidaci, v sekreci very low-density lipoproteini (VLDL) a zmény
v syntéze mastnych kyselin (Nguyen ef al., 2008). Béhem steatozy dochazi v ER hepatocytl
k hromadéni kolagenu, proteoglykani a dalSich makromolekul. Zaroven jsou aktivované
imunitni bunky zodpovédné za spusténi pro-zanétlivé reakce v tkani a dochazi tak k rozvoji
non-alcoholic steatohepatittis (NASH). Dlouhodoba ptitomnost proti-zanétlivych cytokint
muze vést k fibroze jater, ktera nevratné snizuje jejich funkénost (Heyens et al., 2021).

Naruseni homeostaze lipidd uvnitt jater muize vyustit v akumulaci TAG, coz je
charakteristické pro soubor onemocnéni nazyvanych jako ztu¢néni jater (non-alcoholic fatty
liver disease — NAFLD). Ztu¢néni jater je doprovazeno zménami v metabolismu lipida jako
napiiklad zvySeny piijem FFAs hepatocyty, zvySeni de novo lipogeneze, redukce sekrece
VLDL, které transportuji TAG z jater a snizeni oxidace FFAs (Grefthorst et al., 2021).

K tomuto stavu miize dojit vlivem nemoznosti ukladat FFAs do tukové tkan¢ a dochazi



k ektopickému skladovani v jatrech a v menSim mnozstvi ve svalové tkani (Polyzos,
Perakakis and Mantzoros, 2019).

Vlivem ektopického uklddani FFAs a oxidativniho stresu mtze dochéazet k chybné
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kapek pomoci lipofagie. Nespravna regulace lipofagie je spojena srozvojem NAFLD.
Lipofagie je katabolicky proces odbourani lipidd, jde o druh autofagie, kterd probiha
specificky pro degradaci lipidovych kapek (Grefhorst et al., 2021). Béhem autofagie dojde
k obaleni bunééné¢ho materidlu, ktery je ur€eny k degradaci, plazmatickou membranou za
vzniku fagoforu, ktery expanduje a vytvari dvojitou membranu a vznikd autofagosomu.
Autofagosom je ptepraven k lysozomim, kde dojde ke splynuti, obsah autofagosomu je
natraven pomoci lytickych enzymt a zrecyklované zbytky jsou vraceny zpét do cytoplazmy
(Ward et al., 2016). Soucasné s lipofagii ve ztuénénych jatrech dochazi k rozvoji zénétu
vlivem infiltrace monocyti (pifedev§im makrofagl), které v misté¢ zpisobuji inzulinovou
rezistenci. Béhem inzulinové rezistence neni potlacovana lipolyza inzulinem (viz 1.4.1
Lipolyza) a dochazi k chronicky zvySenému mnoZzstvi FFAs, coZ je jeden z hlavnich
ptiznaki rozvoje ztuénéni jater (Grefhorst ef al., 2021).

Vedle své metabolické funkce jsou jatra zodpovédna naptiklad za syntézu nékterych
hormonti a detoxikaci organismu. Béhem detoxikace neutralizuji Siroké spektrum toxickych
latek, které vznikaji jako vedlejSi produkty reakci v téle organismu nebo jsou piijimany
externé. Uvniti jater dochézi k filtrovani krve a k syntéze a sekreci Zlu¢€i, ktera se uplatiiuje
pfi traveni lipidi a je tak dualeZita pro zpracovani toxinil rozpustnych v tucich. Soucasné

s tim jsou v jatrech enzymaticky neutralizovany nezadouci chemické latky (Grant, 1991).

1.4 Transport a mobilizace lipidi

Lipidy jsou transportovany v podob&é TAG a cholesteryl esterli a k jejich mobilizaci
slouzi plazmatické proteiny za vzniku lipoproteinti (chylomikrony, VLDL, LDL, IDL, HDL,
chylomikronové zbytky) (Spector, 1984). Na slozeni lipoproteinii se podili mikrosomalni
triglyceridovy transferovy protein (MTTP) spolecné s interakci s apoB (apolipoproteinem
B). MTTP se nachézi uvnitt ER a je zodpovédny za transport lipidit do formujicich se

lipoproteini (Wetterau et al., 1992; Swift et al., 2003).



Vyznamnou roli béhem transportu lipida hraji chylomikrony, které obsahuji az 90 %
TAG, zbytek je tvoten fosfolipidy, cholesterolem a proteiny. Chylomikrony jsou pfitomny
v bunkach stfev a mimo ptfenosu TAG a cholesterolu (ten je dopravovan jako cholesteryl
ester) se podileji na transportu vitamina rozpustnych v tucich (A, D, E, K). Hlavnim ukolem
chylomikroni je pfenos lipidi v podobé TAG a cholesteryl esterti do krevniho ob&hu a jejich
dopraveni do tkani, nej¢astéji jde o tukovou tkan, jatra a v mensi mite i svaly (Gofman et al.,
1950). Ve chvili, kdy jsou chylomikrony dopraveny k cilové tkéni, aktivuji extracelularni
enzym — lipoproteinovou lipazu (LPL) (Goldberg ef al., 1990). LPL je pfitomnd ve sténé
kapilar vétsiny tkani, nejvétsi zastoupeni ma pravé v tukové a svalové tkani a je zodpovédna
za hydrolyzu TAG dopravené lipoproteiny. TAG je hydrolyzovan na dvé molekuly FFAs a
jednu molekulu monoacylglycerolu. Vzniklé FFAs jsou ukladany do cilové tkané (Mead,
Irvine and Ramji, 2002). V ptipad€ nutnosti vyuziti lipidovych zasob dojde k uvolnéni FFAs
z tukové tkan¢ do plazmy, kde tvoii komplex s plazmatickou bilkovinou albuminem a v této
formé jsou dopravovany k cilovym tkdnim (jatra, svaly) (Spector, 1984).

Na mobilizaci lipidi z tukové tkané¢ se podileji VLDL, které transportuji TAG,
fosfolipidy, cholesterol a cholesteryl estery a ceramidy. VLDL jsou sekretovany jatry do
krve jako nativni VLDL a obsahuji apolipoproteiny (apo) B100, C1 a E, cholesterol,
cholesteryl estery a TAG (Gibbons ef al., 2004). Apolipoprotein B je zdsadni pro piichyceni
lipidQ na lipoprotein a pro jeho spravnou funkei je klicovy MTTP (Tanoli ef al., 2004). Tim,
jak VLDL postupuji krevnim ob&hem, ziskavaji od high-density lipoproteins (HDL) apoC-II
a dodate¢ny apoE, timto krokem se z nativnich VLDL stavaji maturované VLDL, které¢ diky
ptitomnosti apoC-II aktivuji LPL v kapilarach konkrétnich tkani (tukova, srde¢ni a svalova)
(Jong, Hofker and Havekes, 1999). Lipaza z VLDL odstrani TAG, ktery je uskladnény nebo
vyuzity jako zdroj energie. Po aktivaci lipazy VLDL vraci zpét apoC-II na HDL. Pftes
cholesterylester transferovy protein (CETP) se z HDL na VLDL dale pfenasi cholesteryl
estery vyménou za fosfolipidy a TAG. VSechny zminéné procesy v podobé vymén riznych
casti lipoproteint vedou ke zméné slozeni puvodnich VLDL, ze kterych se stavaji
intermediate-density lipoproteins (IDL) a low-density lipoproteins (LDL) (Oi et al., 1999).
Spravné regulovany pienos a odbourani VLDL je zasadni pro udrzeni lipidové homeostaze
v organismu. ZvySené mnoZzstvi sekrece VLDL jatry je charakteristické pro obézni pacienty
a muze vést k rozvoji metabolického syndromu (Willebrords et al., 2015).

Kolem 50 % IDL je rozpoznano receptory hepatocyt (kvili pfitomnosti apoB-100 a
apoE) a podstupuji endocytdézu. Druhd polovina IDL ztratila apoE v dasledku vétsiho obsahu



cholesterolu nez TAG a stdvad se tak nerozpoznatelnou pro receptory jaternich bunék.
Z téchto IDL se stavaji LDL (Shelness and Sellers, 2001).

Odstépenim TAG z VLDL pomoci lipoproteinové lipazy dojde ke zméné poméra mezi
TAG a cholesterolem v piivodni molekule VLDL, kdy cholesterolu je vice a z VLDL se
stava LDL, které hraji zasadni roli v transportu cholesterolu (Lafontan and Langin, 2009).
LDL jsou sekretovany v jatrech, odkud se dostavaji do obéhu a transportuji cholesterol a
ceramidy do perifernich tkani (Horton, Cuthbert and Spady, 1993). Na povrchu bunck
(ptedevsim hepatocytl a bun€k perifernich tkéni) je exprimovan LDL receptor, pies ktery se
cholesterol procesem endocytdézy dostdva do buncék. Az 70 % cholesterolu z krve je
odstranovano jatry, kterd reguluji syntézu LDL receptoru podle mnozstvi cholesterolu uvnitt
hepatocytii. Ve chvili akumulace cholesterolovych zasob uvnitt hepatocyti klesa mnozstvi
receptorti v jejich plazmatické membrané a dochazi tak k ukladani cholesterolu mimo jatra.
Role LDL receptoru je tedy klic¢ova pro udrzovani stalé hladiny LDL cholesterolu v krvi
(Leren, 2014). Nadmérné mnozstvi LDL cholesterolu v krvi a jeho nedostatecné
odbouravani vede k ukladani na stény artérii (Lebeau et al., 2019). Toto misto nahromadéni
LDL cholesterolu v cévach rozpoznévaji jako prvni monocyty (makrofagy a dendritické
buiiky). Makrofagy se snazi zachytavat uskladnény cholesterol ze stén cév a tim zvétsuji sviyj
objem. Uvniti makrofagh pfibyva cytoplazmatickych vacka, ve kterych se zvySuje obsah
lipidti a bunky tak ziskéavaji charakteristicky fenotyp — ,,foam cells* (Yu et al., 2013). V této
chvili dochéazi k metabolické aktivaci makrofagl, které zacCinaji sekretovat chemokiny a
prozanétlivé cytokiny (IL-1, IL-6, TNF) (Bobryshev et al., 2016). Dlouhodoba piitomnost
prozanétlivych cytokini zvysSuje riziko rozvoje chronického zanétu — aterosklerdzy, kterd ma
za nasledek vznik fady kardiovaskularnich komplikaci (zvyseni krevniho tlaku, vys$si riziko
mrtvice, poSkozeni cév a srdce) (Ivanova et al., 2017).

Uskladiiovani LDL cholesterolu v artériich se snazi eliminovat HDL. Tento proces je
oznacovan jako reverzni cholesterolovy transport (Zhao, Van Berkel and Van Eck, 2010).
HDL transportuje cholesterol z makrofagi na sténé artérii zpét do jater, kde je vyuzity pro
produkci Zluci. Pfenos cholesterolu mezi makrofagy a jatry je zprostfedkovan pres ATP-
dependentni transmembranové transportni proteiny (ABCA1 a ABCG1) na makrofazich, na
které se vaze HDL (Zhou et al., 2015). Pro transport cholesterolu do bunék je potieba vazba
HDL na scavenger receptor B1 (SR-B1), ktery je exprimovan na povrchu bunék (Marques et
al., 2019).



Vedle chylomikronli se na transportu lipidii podileji chylomikronové zbytky, které
pfenaseji cholesterol ze stfeva do jater. Chylomikronové zbytky také vznikaji po odevzdani
TAG do cilové tkan¢, kterou dopravila chylomikronové castice. Soucasné s odstranénim
TAG se chylomikron zbavuje 1 apoC-II, je dale nerozpoznatelny pro LPL a stava se tak
chylomikronovym zbytkem, na jehoz povrchu je stile pfitomny apoE, ktery je klicovy pro

identifikaci hepatocyty a naslednou endocytdzu a degradaci (Cooper, 1997).

1.4.1 Lipolyza

Béhem obdobi, kdy je télo organismu vystaveno nedostateCnému piijmu potravy
nebo na n¢j jsou kladeny vysoké energetické naroky (béhem hladovéni, zvysené fyzické
aktivity, obdobi hibernace u nékterych savcil), méni organismus metabolické procesy pro
zajisténi energie potiebné pro preziti. V téchto momentech dochézi k lipolyze a mobilizaci
lipidovych zéasob z tukového télesa. V adipocytech se na rozstépeni TAG na FFAs a glycerol
podili tii lipdzy — adipose triglyceride lipase (ATGL), hormon sensitive lipase (HSL) a
monoacylgylcerol lipase (MAGL) (Soeters et al., 2012). Aktivita lipaz je regulovdna cAMP-
dependentni proteinovou kindzou A (PKA), kterd je zodpovédna za jejich fosforylaci. Lipazy
musi piekonat vysoce hydrofobni prostfedi, k ¢emuz jim slouzi proteiny navazané na
povrchu lipidovych kapek (Lafontan and Langin, 2009). Proteinovy obal lipidovych kapek je
tvofen perilipiny. V procesu lipolyzy hraje zisadni roli protein perilipin A, ktery je
fosforylovany pomoci PKA a jeho aktivni forma se dostava na povrch lipidovych kapek, kde
tvofi vazebné misto pro lipazy a tim umoziuje lipolyzu (Brasaemle et al., 2009). Béhem
obezity, kdy dochazi k hypertrofii adipocyt, se zmenSuje povrch, se kterym by lipazy mohly
reagovat a je tak omezena jejich funkce (Karpe, Dickmann and Frayn, 2011).

Vedle PKA je lipolyza regulovani inzulinem a katecholaminy. Inzulin blokuje
aktivitu HSL, kdy reguluje nejen jeji transkripci ale také post-transkripéni fosforylaci.
Zaroven inzulin nepiimo kontroluje expresi lipazy regulaci aktivity riistového hormonu (GH)
(Lan et al., 2019). GH pifimo stimuluje lipolyzu a je sekretovan v ptipadé hladovéni, naopak
po pfijeti potravy dochazi k inhibici jeho uvoliiovani. Katecholaminy jsou zodpovédné za
produkci cAMP, ktera aktivuje PKA a dojde k fosforylaci perilipinu a HSL. Aktivované
perilipiny vedle umoznéni lipolyzy, uvoliiuji protein comparative gene identification 58
(CGI-58), ktery se vaze na ATGL a aktivuje enzymy zodpovédné za hydrolyzu TAG
(Lafontan and Langin, 2009).
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Samotna lipolyza dd vzniknout tfem molekulam FFAs a jedné molekule glycerolu.

FFAs jsou dopraveny do hepatocytii, svalovych a srde¢nich bun€k (Lafontan and Langin,

2009). Vznikly glycerol je transportovan do jater, kde slouzi jako prekurzor pro syntézu
TAG a fosfolipidt (Rotondo et al., 2017).

Ackoli byla role makrofagii doposud zminéna jen okrajové, hraji v biologii mobilizace

tuku klicovou roli a jejich infiltrace tukové tkdné, jater i arteridlni stény je charakteristickym

pravodnim jevem s obezitou spojenych patologii, proto se jejich vlivu budu vénovat

detailnéji v nasledujici kapitole.

1.5 Role makrofagi v jatrech a tukové tkani

Makrofagy jsou fagocytujici imunitni bunky, které hraji nezastupitelnou roli v detekci
a eliminaci patogenu a rozvoji imunitni odpovédi. Soucasné makrofagy plni ulohu
v likvidaci starych nebo poSkozenych bun€k a tim pfispivaji k udrzeni homeostaze v dané
tkani a brani tak rozvoji zanétu (Mosser, Hamidzadeh and Goncalves, 2021). Pro rozpoznani
bakterii a jinych mikroorganismt slouzi fada receptori na povrchu makrofagi, klicové
znich jsou Toll-like receptory (TLRs), které specificky rozpoznavaji casti patogenu
(sacharidy, DNA, RNA nebo extracelularni proteiny) (Vural, Shi and Kehrl, 2015).
Makrofagy jsou buiiky s vyraznou heterogenitou, coz lze pozorovat na jejich morfologii
nebo na typu patogenu, ktery jsou schopné rozpoznat a na urovni zanétlivych cytokind, které
produkuji (Mosser, Hamidzadeh and Goncalves, 2021). Variabilita makrofagt je také zavisla
na jejich vyvoji a na tom z jakych prekurzorti se makrofagy diferencuji. Tyto prekurzory
mohou pochéazet z embryondlni hematopoetické tkané nebo z kostni dfené¢ (Ginhoux and
Jung, 2014).

Na zéklad¢ rozpoznavaného stimulu dojde k aktivaci makrofagli, podle které lze
makrofagy rozdélit na MI, které jsou aktivovand klasickou cestou a M2 aktivované
alternativé. M1 makrofagy jsou aktivované piitomnosti patogenu (naptiklad bakterii), na
ktery makrofagy reaguji expresi transkripénich faktord jako jsou interferon-regulacni faktor
(IRFS), jaderny faktor kappa B (NF- «B), aktivacni protein 1 (AP-1) a STATI (Liu et al.,
2014). Aktivaci exprese zminénych faktort dochdzi k sekreci pro-zanétlivych cytokint
(INFy, IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 a TNFa), které¢ jsou klicové pro vyvolani imunitni odpovédi
(Mosser and Edwards, 2008). Spravna regulace produkce cytokint je zasadni pro udrzovani

homeostdze a jejich nerovnovaha miize vést k cytokinové bouii, kterd ma za nasledek rozvoj
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patogenetickych stavli a sepse (Wynn and Vannella, 2016). Vedle produkce cytokinli se
zvysi 1 produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusikatych radikalti (RNS) (Mosser and
Edwards, 2008). Alternativné aktivované M2 makrofagy se uplatiiuji béhem hojicich procest
a inhibuji aktivitu M1 makrofagli. M2 makrofagy se vyznacuji proti-zadnétlivou reakci, ktera
je charakteristickd pfitomnosti cytokini IL-4 a IL-13. Vlivem pisobeni proti-zanétlivych
cytokini mize dojit k rozvoji fibrozy tkané, ktera negativné ovliviiuje jeji funkci (Hill, Reid
Bolus and Hasty, 2014). V aktivaci makrofagi alternativni cestou na M2 makrofagy se
uplatinuje hormon adiponektin sekretovany tukovou tkani. Adiponektin je zdsadni pro
udrzeni inzulinové senzitivity a jeho aktivita je inhibovana pfitomnosti pro-zanétlivych
cytokind, jejichZ vyskyt je typicky v obézni tukové tkéni (Bruun et al., 2003; Engeli et al.,
2003).

Vedle své imunitni funkce hraji makrofagy klicovou roli v rozvoji inzulinové
rezistence v odpovédi na nadbytecné mnozstvi lipidl v tkani. Nejcastéji jde o tkan jater, kde
jsou rezidentni makrofagy oznaCovany jako Kupfferovy builky a o tukovou tkan, kde jsou
pojmenovany jako adipose tissue macrophages (ATMs) (Choe et al., 2016). ATMs maji
svou ulohu 1 v neobézni tukové tkani, kdy jsou zodpovédné za odstranéni umirajicich nebo
mrtvych bunék pomoci efferocytdzy, vyrovnavani hladiny lipidii a angiogenezi (Schipper et
al., 2012). Biologickou a funkéni blizkost makrofagt a adipocyti v tukové tkani lze ukazat
na schopnosti preadipocyti (progenitory budoucich adipocytll) diferencovat na makrofagy a
naopak, kdy jsou makrofagy schopné diferenciace v preadipocyty (Charriere et al., 2003;
Chazenbalk et al., 2011).

Obézni tukova tkan se vyznaCuje zvétSenim objemu adipocytd, které se stavaji
hypetrofickymi a dale nerovnovahou mezi M1 a M2 makrofagy. ZvétSovani velikosti
adipocytl vede k infiltraci M1 makrofdgli a omezeni angiogeneze a rozvoji hypoxie v dané
tkani. Hypertrofické adipocyty jsou nasledkem adaptace na nadbytek lipidG (Muir et al.,
2016). Hypertrofické adipocyty vykazuji snizenou inzulinovou senzitivitu vlivem zvySené
syntézy a snizené degradace extracelularni matrix (ECM), kterd se vaze na receptory
adipocytll (integriny) a tvoii tak fyzickou bariéru pro inzulin. Inzulin za normadlnich
podminek inhibuje lipolyzu av piipad€¢ snizeni inzulinové senzitivity tedy dochazi ke
zvySeni aktivity lipolytickych enzymi, béhem které jsou uvoliiovany FFAs (Williams, Kang
and Wasserman, 2015). Na uvolnéné FFAs reaguji makrofagy migraci do tukové tkan¢, kde
kolem hypertrofickych adipocytii zacinaji vytvaret charakteristické Utvary nazyvané jako

crown-like structures (CLS), které obklopuji adipocyty ve snaze zabranit lipotoxicté (Cinti et
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al., 2005). Makrofagy na svém povrchu exprimuji scavenger receptor CD36, ktery slouzi
k zachytavani FFAs (Y. M. Park, 2014). Béhem zachytavani lipidii ziskdvaji makrofagy
charakteristicky fenotyp (,,foam cells*). Uvnitt makrofagii jsou pozorovatelné specializované
organely — multilamelarni téliska, kterd vznikaji po natraveni lipidl lysozomy (Schmitz and
Miiller, 1991). Akumulaci FFAs uvnitt makrofagh dochazi k jejich metabolické aktivaci na
M1 makrofagy a k expresi pro-zanétlivych cytokinii, které jsou zodpovédné za rozvoj
inzulinové rezistence, chronického zanétu a hypoxie. Tyto stavy jsou typické pro souhrn
onemocnéni oznaCovanych jako metabolicky syndrom (jde napiiklad o obezitu, T2DM,
aterosklerdzu nebo ztu¢néni jater) (Cancello et al., 2006). Obezita je asociovana s akumulaci
ceramidi v tukové tkani, kde pfispivaji k rozvoji inzulinové rezistence a jsou tak

vyznamnymi hraci pti vyvoji onemocnéni T2DM (Turpin-Nolan and Briining, 2020).

1.6 Inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence je stav naruSeni normdlni hladiny glukézy v krvi. Inzulin je
zodpovédny za celou fadu klicovych procesit v téle organismu (rGst, proliferace bunégk,
metabolismus atd.) (Rahman ef al, 2021). Role inzulinu je zisadni pro absorpci a
metabolismus glukézy v tkanich. Signéalni drédha inzulinu je zavisld na navazani molekuly
inzulinu na podjednotku inzulinového receptoru v membrané bunck (Wilcox, 2005). Po
navazani inzulinu dojde k autofosforylaci inzulinového receptoru za vzniku tyrosinovych
zbytkl, které jsou zodpovédné za fosforylaci (aktivaci) substratu inzulinového receptoru
(IRS). Na aktivni IRS se vaze fosfatidyl inositol 3 kindza (PI3K) a dochézi k fosforylaci
fosfatidyl inositol -4,5- bisfosfat (PIP2) na fosfatidyl inositol -3,4,5- trifosfat (PIP3). Po
fosforylaci ur¢itého mnozstvi PIP3 jsou rekrutovany proteiny (PDK1 a AKT) k plazmatické
membrané, kde je AKT aktivovan pomoci PDKI1 (Niba et al., 2013). Aktivni AKT v
hepatocytech inhibuje glykogen syntetazu 3 (GSK3), kterd by jinak aktivovala
glykogenovou syntetazu (GS) (Beaulieu, 2012). AKT se podili na aktivaci mTORC]1 drahy
ptes aktivaci C1 proteinu, ktery aktivuje kaskddu zodpovédnou za inhibici IRS (Mackenzie
and Elliott, 2014). Zaroven vazbou inzulinu na inzulinovy receptor dojde k translokaci
glukozového transportéru 4 (GLUT4) do plazmatické membrany, kde je zodpovédny za
ptenos gluko6zy do buiiky. Proces translokace GLUT4 je inhibovan proteinem AS160, ktery

je inaktivovan aktivni formou AKT (Zeng et al., 2000). V piipad¢ naruSeni schopnosti
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inzulinu vézat se na svilj receptor v membrané je sniZzena schopnost absorpce glukdzy a tim
spojené glykolytické funkce bunky (Huang and Czech, 2007).

Mnoho vnéjSich i vnitinich faktort mutze ovlivnit odpovéd’ buiiky na inzulin.
Charakteristickym reguldtorem inzulinové senzitivity je bunéény metabolismus, kdy je
znamo, Ze akumulace fady metabolitii mize ovlivnit schopnost bun¢k aktivovat inzulinovy
receptor a inhibovat signaliza¢ni kaskadu. Jednim z téchto faktorii je akumulace ceramidu,
jako produktu katabolismu tuki lipofagii a detoxifikace peroxidovanych lipidit (Summers,

2006).

1.6.1 Role ceramidii v rozvoji onemocnéni

Ceramidy jsou slozeny z molekuly sfingosinu a mastnych kyselin a tvoii soucast
bunécnych membran eukaryot. Ceramidy se fadi do skupiny sfingolipida a v buiice se podili

na regulaci diferenciace, proliferace a apoptozy (Pagadala et al., 2012).

Ceramidy mohou vznikat nékolika rtiznymi zpisoby. De novo se tvoii syntézou
v ER, coz zahrnuje ceramid syntetazy (CerS) a serin palmitoyl-transferazy (SPT), ktera
katalyzuje reakci. Dal$i mozna syntéza ceramidi probihd ze sfingosinu za pfitomnosti
zasadité (ACER) a kyselé (AC) ceramiddzy (Hannun and Obeid, 2011). Jako tieti varianta
vzniku ceramidu je reakce sfingomyelinu katalyzovana bud’ kyselou nebo neutralni
sfingomyelindzou (SMase). SMase hydrolyzuje sfingomyelin za vzniku ceramidu a
fosfocholinu. Aktivita SMase je indukovana pfitomnosti pro-zanétlivych cytokint (hlavné
TNFa), Fas ligandii nebo oxidativnim stresem (Kim et al, 1991; Brenner et al., 1998).
Aktivni SMase tak reguluje mnozstvi ceramidii a tim vznik sniZzené inzulinové senzitivity.
Vedle rozvoje inzulinové rezistence ceramidy svou piitomnosti narusuji permeabilitu vnéjsi
mitochondridlni membrany a tim negativné ovlivituji produkci ROS, ktera vede ke zvysené
aktivité lipolyzy (Roszczyc-Owsiejczuk and Zabielski, 2021).

Negativni vliv ceramidl na inzulinovou senzitivitu zahrnuje jejich schopnost aktivace
fosfatazy 2A (PP2A) a proteinové kindzy C (PKC), které inhibuji AKT/PKB (Chavez et al.,
2003). Inhibici téchto proteini dojde k aktivaci proteinu AS160, ktery blokuje translokaci
GLUT4 do membrany a nedojde tak k pfijmu glukézy buitkou (Summers, 2006). Soucasné
ceramidy aktivuji serin/threoninové c-Jun K-terminalni kindzu (JNK) a inhibitor kB-kinase 3
(IxkKP), které jsou zodpovédné za aktivaci transkripénich faktort Jun a NFkB pro expresi

genll pro inzulinovou rezistenci (Summers, 2006). Snizené mnozstvi inzulinu zpisobi
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zvyseni lipolyzy, coz je spojeno se zvySenym rizikem lipotoxicity a tvorbou CLS makrofagy,
které svou aktivaci pfispivaji k Sifeni rezistence v dané tkani (Chavez et al., 2003).

Dysfunkce mitochondrii jako nasledek nadbytecného mnozstvi ceramidti mtize vést
k poskozeni B-oxidace, coz je jeden z faktorG zpiisobujicich dal$i navySeni mnoZzstvi
ceramidi (Dobbins ef al., 2001). Ceramidy v mitochondiriich inhibuji aktivitu AKT/PKB a
aktivuji pro-apoptoticky protein BAX, ktery se podili na zvySené permeabilité
mitochondridlnich membran, ¢imz je naruSen elektron transportni fetézec za vzniku
zvysen¢ho mnozstvi ROS (Di Paola, Cocco and Lorusso, 2000).

Mnozstvi ceramidu je mozné redukovat aktivaci tzv. zachranné drahy, kterd je
katalyzovana enzymy oznaovanymi jako ceramiddzy (CDase). Reakce probiha
v lysozomech za vzniku sfingosinu a FFAs, které jsou, na rozdil od ceramidu, schopné
opustit lysozom (Riboni et al., 1998). Vznikly sfingosin je vyuzity pro dal§i syntézu
ceramidu a/nebo sfingosine-1-fosfatu (Kitatani, Idkowiak-Baldys and Hannun, 2008).

Nartst koncentrace ceramidu je asociovan s rozvojem mnoha patologickych stavt jako
jsou naptiklad T2DM, NAFLD, kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni
(Alzheimerova nemoc, demence) (Wang and Bieberich, 2018; Gomez-Muiioz et al., 2016).
Na rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni se zasadné podileji lysozomalni proteiny —
saposiny, které jsou zodpovédné za aktivaci enzymut degradujici lysozomalni lipidy (O’Brien
and Kishimoto, 1991). Pfi poskozeni funkce saposinii dochdzi k akumulaci sfingolipida

v lysozomech, coZ vede k jejich dysfunkci a poskozeni lipidové homeostaze (Schulze and

Sandhoff, 2011).

1.7 Lipofuscin

Se vzrlstajicim vékem klesa autofagickd a lysozomadlni aktivita v buiice, coz muze
vést k akumulaci nedegradovatelného pigmentu uvnitt bunék (De Biase ef al., 2017). Tento
pigment je oznacovan jako lipofuscin a byl dlouho povazovan pouze za vedlejs$i produkt
oxidace, ktery nema vyznamny vliv na bunécnou aktivitu. V poslednich letech se ale zacina
ukazovat, ze prave lipofuscin je klicovy v rozvoji patologickych onemocnéni (D’Andrea et
al., 2002).

Lipofuscin je tvofen z bunécného materidlu, ktery byl vystaven intralysozomalni
degradaci — naptiklad autofagii (Terman and Brunk, 1998). Velky vyskyt lipofuscinu Ize

pozorovat v postmitotickych butnikach, neuronech, kardidlnich myocytech, Sertoliho buiikach
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a bunkach sitnice (Del Roso et al., 1991). Charakter a struktura lipofuscinovych komplexii je
velmi odlisnd mezi tkdnémi a ukazuje na Casovou heterogenitu ve slozeni oxidovanych
proteinii (30-70%), lipidd (20-50%), kationti kovi (Fe’*, Fe**, Cu*, Zn**, AI’*, Mn*", Ca*)
(2%) a cukernych zbytkl (Benavides et al., 2002; Double ef al., 2008; Moreno-Garcia ef al.,
2018).

Z divodu polymerického charakteru nemize byt lipofuscin zdegradovan procesem
autofagie ani zlikvidovan exocytézou. Granule lipofuscinu jsou bunkou hromadény
v lysozomech v podobé ceroidového pigmentu. ZvySena ptitomnost ceroidli uvniti lysozomt
negativné ovliviiyje funkci bunck (Ballabio and Gieselmann, 2009).

Poruchy autofagie jsou spjaty s vyskytem mnoha patologickych onemocnéni.
Ptispivaji ke vzniku tumord, podili se na rozvoji vyvojovych defektii a v neposledni fad¢
jsou zodpoveédné za tvorbu proteinovych agregati (amyloid prekurzor protein (APP)), které
maji za nasledek vznik neurodegenerace (De Biase et al, 2017). Za rozvoj
neurodegenerativnich onemocnéni je zodpovédné hromadéni lipofuscinovych granul uvnitf
neuronl, které snizuji jejich schopnost autofagie, zvysSuji produkci ROS a poskozeni
mitochondrii (Ulf T. Brunk and Terman, 2002). ZvySené mnozstvi lipofuscinu vede
k zabranéni priniku lysozomdlnich enzymi do autofagozomu a dochazi tak ke sniZené
degradativni aktivit¢ lysozoml. Neschopnost lysozomli hydrolyzovat autofagicky material
muze nevratné vést ke snizené funkci nebo smrti neuront (De Biase et al., 2017).

Pro 1é¢bu zminénych onemocnéni a poruch vcetné rozvoje inzulinové rezistence,
obezity, T2DM, kardiovaskularnich onemocnéni, NAFLD ¢i neurodegenerativnich
onemocnéni dosud nebyl nalezen vhodny zplsob 1&¢by. Drosophila melanogaster
predstavuje nastroje pro studium a pochopeni téchto onemocnéni. Zavedeni drosophily jako
nového modelu pro detailnéjsi porozuméni procesti spojenych s metabolickym syndromem a
neurodegenerativnimi poruchami by mohlo pomoci s odhalenim moznych cilti pro budouci
terapii. Nicméné, proces premény tukové tkdn€ u drosophily neni dostate¢né prostudovany.
Ovsem, vzhledem k podobnostem, které vidime v metamorfujici tukové tkani drosophily a

v obézni tukové tkéani savct, si zaslouzi zvySenou pozornost.

1.8 Drosophila melanogaster jako modelovy organismus
V soucasné dobé je drosophila vyuzivana pro studium mnoha lidskych onemocnéni,

vcetné neurodegenerativnich poruch jako jsou Alzheimerova nebo Parkinsonova nemoc
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(Priifing, Voigt and Schulz, 2013). Nicmén¢, v poslednich letech se objevuje stale vice
studii ukazujici na podobnost mezi drosphilou a savci v kontextu pfemény tukové tkané a
onemocnéni s ni spojené. Zminéné podobnosti jsou ukdzany naptiklad u much krmenych
stravou bohatou na lipidy nebo cukry, kdy tito jedinci vykazuji zvySené ukladani tuku,
redukci inzulinové senzitivity, hyperglykémii a zkrdceni délky Zivota (Woodcock et al.,
2015). Ukazuje se také, ze u much krmenych nadbytkem cukrti doslo k upregulovani exprese
genl zodpovédnych za lipogenezi, glukoneogenezi a beta-oxidaci (Palanker Musselman et
al., 2011). To predstavuje drosophilu jako mozny alternativni model pro studium
molekuldrnich mechanismil rozvoje inzulinové rezistence a potencidlnich terapeutickych
nastroji (Morris et al., 2012).

Zminéné naruseni metabolické homeostaze 1ze pozorovat také v metamorfujici tukové
tkani. Larvalni tukova tkan béhem své piemény podstupuje morfologické zmény
pfipominajici procesy doprovazejici vznik obézni tukové tkané savcl (Nelliot, Bond and
Hoshizaki, 2006). Tyto morfologické zmény jsou opét doprovdzeny zvétSenim objemu
adipocytt a také infiltraci makrofagli do tukové tkané (Nelliot, Bond and Hoshizaki, 2006;
Aguila et al., 2007). Pfitomnost makrofagi okolo metamortfujici larvalnich adipocyti ovSem
nebyla do této doby dostatecné prostudovana. Nicmén¢, mizeme piedpokladat, ze prave
makrofagy budou hrat klicovou roli ve sniZzovani inzulinové senzitivity a tim 1 v iniciaci
procest spojenych s metamorfozou.

V neposledni tad€¢ Drosophila melanogaster ptedstavuje systém, ve kterém je
podstatnd ¢ast genl a genovych rodin podilejicich se na mobilizaci a transportu lipidi,
lipolyze, aktivaci autofagie a metabolismu ceramidii konzervovand mezi drosophilou a
Clovékem (Reiter et al., 2001; Musselman and Kiihnlein, 2018). I ztohoto divodu se
drosophila jevi jako mozny nastroj pro studium téchto procesu relevantni 1 pro savci
systémy.

Navic je Drosophila melanogaster Siroce vyuzivany modelovy organismus, ktery
umoznuje snadnou manipulaci genetické informace za pouziti rozlicnych genetickych
konstruktli. Vedle toho poskytuje velké mnoZstvi transgennich linii, diky kterym je mozné
pouziti metod regulujici expresi genll naseho zajmu. Mezi tyto metody patii napiiklad RNA
interference (RNA1) a tkanove specificky driver Gal4 (Fire et al., 1998; Brand and Perrimon,
1993). Tato genetickd manipulace mize byt navic asové specificka diky proteinu Gal80,
ktery se za urcité teploty vaze na Gal4 a negativné reguluje jeho transkripci (Han and

Kodadek, 2000). Systém UAS Gal4Gal80™ nam tak poskytuje moznost regulovat expresi
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genll v ur€ité tkani v urcitém case in vivo (Han and Kodadek, 2000; Suster et al., 2004). Tyto
genetické nastroje by mohly byt vyuzity v kontextu vyzkumu larvalni tukové tkdné naptiklad
k regulaci ekdyzonové signalizacni kaskady a jejiho vlivu na apoptotické a autofagické
procesy. Regulace autofagickych genii by mohla byt vyuzita pro studium piitomnosti
lipofuscinovych granuli, jejichz funkce a degradace doposud nebyly u drosophily fadné
popsany. Nabizi se také moznost regulace transkripce lipolytickych genil a gent zapojenych
v mobilizaci a transportu lipidovych zéasob, které jsou ziejmé zasadni pro spravny pribch

metamorfozy (Bi ef al., 2012; Arrese and Soulages, 2010a).

1.9 Mobilizace lipidi a lipolyza u Drosophila melanogaster

Proces lipolyzy u drosophily je aktivovan v dobé, kdy je vyzadovano uvolnéni vétsiho
mnozstvi energie ve formé lipidd. V regulaci lipolytickych enzymit hraji zasadni roli
lipidové kapky, které jsou obalené fosfolipidy slouzici jako bariéra pro lipazy (Brasaemle,
2007).

Drosophila pro mobilizaci lipidii vyuziva specializované lipoproteiny, které jsou
oznacované jako lipophoriny (Lpp). Lipophorin je produkovan ve formé inaktivniho
Apoliphorinu II/I a jeho schopnost piepravy lipidi je katalyzovana ptitomnosti lipidového
transportniho proteinu (Ltp) (Palm ef al., 2012). Lipidy jsou transportovany v lipoproteinech
ve formé¢ DAG, TAG a cholesteryl esteri ze stieva do hemolymfy odkud se dostavaji
k tukovému télesu, kde jsou ulozeny ve formé TAG nebo jsou vyuzity ke generovani energie
(Jouni, Zamora and Wells, 2002). Transport lipidii umoznuje piitomnost mikrosomalniho
triglyceridového transportniho proteinu (Mtp), ktery je zodpovédny za jejich vazbu na Ltp
(Palm et al., 2012).

Mobilizace zasob energie tukového télesa je regulovana hormonaln€é pomoci
adipokinetického hormonu (Akh), ktery je sekretovan endokrynni zlazou corpora cardiaca
(Gade, Hoffmann and Spring, 1997) a steroidnim hormonem 20-hydroxyecdyson
(ekdyzonem), ktery je produkovan prothorakalni a prstencovou zlazou a jeho syntéza je
regulovana inzulinovou signalizaci (Shingleton, 2005). K mobilizaci tukovych zasob dochazi
zmnoha divodid — poskytnuti energie svalim pro 1étdni nebo pro transport lipidi
k reprodukénim organtim, kde jsou lipidy vyuzivdny pro zrani ovarii a spermii. Dale je
mobilizace lipidi zasadni pro syntézu voskii béhem zrani kutikuly a jako nutri¢ni podpora

vitalnich funkci (Wat et al., 2020; Kiihnlein, 2012).
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Mezi nejvyznamngjsi lipdzy u hmyzu patii Brummer lipdza (Bmm) — homolog k sav¢i
ATGL a hormon senzitivni lipaza (Hsl) (Gronke et al., 2005). Pro uvolnéni tukovych zasob
musi Bmm nebo Hsl katalyzovat hydrolyzu molekul triglyceridu, ktery je ulozen
v adipocytech ve formé¢ lipidovych kapek (Arrese, Patel and Soulages, 2006). Za aktivaci
exprese genll kodujicich lipdzu Bmm je zodpovédna vazba ekdyzonu na ekdyzonovy
receptor (EcR), ktery spousti ekdyzonovou signalizaci vedouci k iniciaci lipolyzy a dalSich
procest nutnych pro uspésné prodélani metamorfozy (Gronke et al., 2005; Wang et al.,

2010).

1.10 Inzulinova rezistence u Drosophila melanogaster

Dréha inzulinové signalizace je evolu¢né konzervovana mezi drosophilou a obratlovci
a hraje klicovou roli v regulaci vyvoje, ristu a metabolismu drosohily (Goberdhan and
Wilson, 2003). Pro fizeni inzulinové signalizace drosophily slouzi insulin-like molekuly
oznacované jako DILPs. DILPs se vdzou na inzulinovy receptor (InR) na povrchu bunécéné
membrany (Semaniuk et al., 2021). Po vazbé je aktivovan pomoci fosforylace Dpl10
protein (homolog k sav¢i PI3K), jeho aktivace muze byt pifima nebo ptes protein Chico
(savc¢i IRS1/2). Aktivace Dp110 je regulovéana fosfatdzou PTEN. Protein Dp110 fosforyluje
PIP3, ¢imZ se aktivuji kindzy Akt a Pdkl. Aktivni Akt je zodpovédny za absorpci glukozy
bunkou pies glukoézovy transportér (GLUT) (Alfa and Kim, 2016).

Na rozvoji inzulinové rezistence se podili mnoho signaliza¢nich kaskad, mezi né patii
naptiklad draha Target of rapamycin (TOR) a Jun-N-terminalni kindza (JNK). TOR inhibuje
vznik proteinu Chico a JNK zabranuje reakci mezi Dp110 a Akt a reguluje tak jeji aktivaci
(Semaniuk et al., 2021; Karpac et al., 2009). Vyznamnou roli hraje Akh, ktery se vaze na
svlij receptor v membrané bunky (AkhR) a touto vazbou aktivuje Pak, kterd blokuje
akumulaci lipidt a aktivuje lipolyzu lipidovych kapek. Naruseni této drahy vede k rozvoji
obezity, ktera je charakteristicki nadmérnou akumulaci lipidd. Nashromazdéné lipidy
spousti aktivaci PKC (proteinova kindza C), ktera inhibuje aktivaci Akt za vzniku inzulinové
rezistence (Alfa and Kim, 2016). Jako dalSi molekula podilejici se na zhorSeni inzulinové
senzitivity je naptiklad ImpL2 (ekdyson inducibilni gen L2/Imaginal morphogenesis protein-
Late 2), ktery interaguje s inzulinem a tim znemoZiiuje jeho vazbu na receptor (Okamoto et
al., 2013). Tukové téleso je dale zodpovédné za sekreci faktorti Unpaired2 (Upd2) a Insulin-
like peptid 6 (Ilp6). Upd2 ma podobnou funkci jako savéi hormon Leptin a jejich produkce
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je pfimo umérna mnozstvi tuku v tukové tkani (Rajan and Perrimon, 2012). Pfitomnost Upd2
a Ilp6 ptsobi na produkci DILPs v mozku a tim reguluji aktivitu inzulinového receptoru
(Alfa and Kim, 2016).

Dosavadni studie o uklddani a mobilizaci triglyceridi u holometabolniho hmyzu
ukazuji na podobnost téchto mechanismii mezi hmyzem a savci. Tento fakt naznacuje
moznost vyuZziti zastupcli holometabolniho hmyzu jako modelovych organismii a jejich

pouziti pro studium regulacnich mechanismu lipidového metabolismu.

1.11 Role tukového télesa u Drosophila melanogaster

Tukové téleso hmyzu v sobé spojuje funkci obou centralnich metabolickych organti
savcl, tukové tkané a jater. Pro hmyz predstavuje tukové téleso misto pro ukladani
glykogenu, lipidii a proteind (Vilmos, 1998; Hotamisligil, 2006). Tukovym télesem jsou
sekretovany transportni proteiny, které jsou oznacované jako lipophoriny a jsou zodpovédné
za prenos lipidi. Tukové téleso také produkuje glykolipid vitelogenin, ktery je kli¢ovy pro
maturaci vajicka (Kambysellis, 1977) Vedle své metabolické funkce se tukova tkan podili
na zprostfedkovani imunitni odpovédi sekreci antibikrobidlnich peptidi (AMPs), udrzovani
homeostaze a syntéze hormont zodpovédnych za fizeni metamorfozy a lipolyzy (Tapadia
and Verma, 2012; Azeez, Meintjes and Chamunorwa, 2014).

Zakladni bunky, které tvoii tukovou tkan, jsou adipocyty. Adipocyty jsou
charakteristické¢ pfitomnosti mnoha lipidovych kapek. Lipidové kapky jsou z pievazné
vétSiny tvofeny triglyceridy a po piijeti potravy vypliuji tukové kapky vétSinu
intracelularniho prostoru adipocyti. Kromé lipidovych kapek je cytosol adipocytil bohaty na
proteinové granule a glykogen (Brooks, 1985).

Lipidové kapky netvoii pouze pasivni rezervoar lipidd, ale jde o dynamické organely
hrajici vyznamnou roli v tukovém a energetickém metabolismu bunky (Olofsson et al.,
2009). Povrch lipidovych kapek je tvofen fosfolipidovou membranou, ve které jsou uloZzeny
specifické proteiny oznacované jako perilipiny (Bickel, Tansey and Welte, 2009). Lipidy
ulozené v lipidovych kapkach jsou vyuzivany v dob¢, kdy moucha nepfijimd potravu
(naptiklad v obdobi kukleni). Béhem metamorfézy jsou na jedince kladeny vysoké
energetické naroky, pro ptekonani né¢kolika zdsadnich procest vyvoje (formovani imaginarni
télesné konstituce). Tukova tkan musi byt schopna poskytnou dostatecné mnozstvi energie

v piipadé potieby (Arrese and Soulages, 2010a). V prubéhu larvalniho stadia proto larva
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ptijimé velké mnoZstvi potravy k akumulaci energie, kterd je vyuZita v dobé metamorfozy a
u Cerstveé vylihnutého dospélce (Mirth and Riddiford, 2007). MnozZstvi ulozenych nutri¢nich
zasob v larvé je klicové pro zivot dospélce, kdy v pripad€ nizkych zasob dochazi ke snizeni
fertility (Briegel, 1990). Naopak pokud jsou nutricni zasoby dostate¢né, dospé€lci maji veétsi
pravdépodobnost Uspésného rozmnozeni se. Tento fakt souvisi s vyvojem vajicek a spermii,
ktery zahrnuje vyraznou mobilizaci energetickych rezerv uvolnénych pravé z tukového

télesa do ovarii a testes (Arrese and Soulages, 2010a; Wat et al., 2020).

1.12 Vyznam a regulace premény tukové tkané u Drosophila melanogaster

Holometabolni hmyz mé casové rozdélené obdobi ristu a akumulace latek od
reprodukce. Tyto staddia prodélavd hmyz v naprosto odlisSné podobé — larva a moucha.
Strategie nahromadéni dostatku Zivin pro prodélani metamorfézy je klicova pro vyvoj
v dospélce. To vede ke zvySenym piijmim potravy v obdobi larvy, ¢imz dochazi
k akumulaci energetickych zasob, které jsou primarné ukladany do larvalniho tukového
télesa. Lipidy naakumulované larvou musi byt pfeneseny mezi jednotlivymi stadii a slouzi
jako zdroj energie béhem metamorfozy a post-metamorfického vyvoje (Nelliot, Bond and
Hoshizaki, 2006).

Na zacatku metamorfozy tvoii larvalni tukové téleso celistvou vrstvu v téle larvy.
V prubé¢hu metamorfézy dochazi k morfologickym zméndm tukového télesa, které jsou
doprovazeny iniciaci mechanismti ovliviiujici napiiklad inzulinovou senzititvitu a aktivaci
mobilizace lipidovych zasob (Zheng, Yang a Xi, 2016). Proces morfologickych zmén
larvalniho tukového télesa je fizen juvenilnim hormonem a ekdysonem. Bé&hem
morfologickych zmén dochdzi k rozpadu larvalniho télesa na individualni larvalni adipocyty,
které méni sviyj pivodné dlazdicovity tvar a stavaji se cirkularnimi (Dai et al., 2017). Zména
tvaru adipocytii je podminéna aktivaci EcR a je kliova pro ztratu integrinii (membranovych
receptoril) (Dai ef al., 2017).

V metamorfujici tukové tkani dochazi k apoptoze larvalnich adipocytli, za jejichz
odstranovani jsou zodpovédné makrofagy. Makrofagy likviduji mrtvé buinky procesem
oznacovanym jako efferocytoza. V ptipad¢ naruSeni procesu efferocytdzy, napiiklad vlivem
pfitomnosti pro-zanétlivych cytokint, dochazi k rozvoji nekrozy (Gheibi Hayat et al., 2019).
Vedle apoptdzy podstupuji larvalni adipocyty proces autofagie. Autofagii larvalni adipocyty

podstupuji jako odpovéd na nepiiznivé podminky, napiiklad béhem obdobi hladovéni
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(Tracy and Baehrecke, 2013). Autofagie larvalnich adipocytl je fizena insulinovou signalni
kaskéadou, insulin-like growth faktory a ptitomnosti ekdyzonu (Colombani et al., 2005).
Aktivovany EcR zodpovédny za ztratu integrinli reguluje iniciaci autofagie, kterda je za
normalnich podminek blokovana pfitomnosti integrini v membrané¢ adipocytt (D’ Avino and
Thummel, 2000). Aktivovany proces autofagie inhibuje dalsi priibéh apoptozy v tkani (Tracy
and Baehrecke, 2013). Ekdyzon se také podili na inhibici akumulace lipidii v tukovém télese
a soucasn¢ indukuje mobilizaci lipidd, které jsou zdsadnim zdrojem energie pro uspé$né
prodélani metamorfézy (Thummel, 1996).

Zasadni roli v iniciaci autofagickych procesti v buiice hraje také mTORCI, ktery je
aktivovan nebo blokovan za ucelem udrzeni bunééné homeostaze. Aktivita mTORCI je
fizena na zaklad¢ environmentéalnich podminek, jako jsou nutri¢ni a ristové faktory, stres a
metabolické procesy (Guertin and Sabatini, 2007). Aktivita mTORCI1 je regulovana ptes
PI3K signalni drahu, se kterou tak tvofi regulatory autofagie. MTORCI1 v obdobi hladovéni
inhibuje bunécny katabolismus aktivaci autofagické drahy, naopak za normalnich nutri¢nich
podminek potlacuje Atgl komplex, ktery je zodpovédny za iniciaci autofagie a zaroven
podporuje bunécny rist stimulaci biosyntetickych drah (podili se na syntéze proteind, lipida
a nukleotidi) (Ravikumar et al., 2010). Vedle zminénych funkci se mTORCI1 vyznamné
podili na kontrole lipidového metabolismu a lipolyze, krom¢ toho se ucastni syntézy,

Béhem autofagickych procest se uvniti lysozomti hromadi nezdegradovatelné lipidové
granule. Jak uz bylo zminéno v samostatné¢ kapitole o lipofuscinu — nashromazdéni
lipofuscinovych granuli sniZzuje schopnost lysozomu travit dal$i autofagozoémy a dochazi tak
k naruseni lipidové homeostaze, ktera je charakteristicka vznikem hypertrofickych adipocytt
a sniZzenim inzulinové senzitivity v metamorfujici tukové tkani (Azeez, Meintjes and
Chamunorwa, 2014). Vlivem sniZzené inzulinové senzitivity dochéazi ke zvySovani lipolytické
aktivity uvniti hypertrofickych larvéalnich adipocytl, ze kterych jsou uvoliiovany lipidy. Ve
snaze zabranit lipotoxicité je larvalni tukové téleso infiltrovano makrofagy (Valenza et al.,

2018).

1.12.1Role makrofagi v larvalni tukové tkani

Imunitni systém drosophily je mimo jiné ovlivnén pfitomnosti ekdyzonu. Ekdyzon na

zacatku metamorfézy aktivuje imunitni builky hmyzu véetné makrofagl, ¢imz dojde ke
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zvyseni jejich pohyblivosti, aktivaci imunitni odpovédi a efferocytoze (Regan et al., 2013).
Vliv steroidnich hormont (pohlavni hormony, kortikosteroidy) na aktivaci imunitnich bun¢k
(monocytil) je zndm u savcl. Nicméné presny mechanismus vlivu hormonalni signalizace na
imunitni odpovéd’ u drosophily neni dostate¢né prostudovany (Regan et al., 2013). Vedle
své imunitni funkce hraji makrofagy zdsadni roli v udrzeni homeostdze a zaroven stimuluji
bunécnou odpovéd okolnich bunék na ménici se podminky. Tyto procesy jsou fizeny
molekularnimi drahami, které jsou evolu¢né konzervované mezi obratlovci a drosophilou
(Ratheesh, Belyaeva and Siekhaus, 2015).

Charakterizace makrofagl tukové tkané (ATMs) u drosophily vSak nebyla do této
doby dostatecné provedena, a proto se musime v nasledujici ¢asti spokojit s ¢astecnym
odkazovanim na doposud nepublikovana data naseho vyzkumného tymu.

Lipidy unikajici z larvalnich adipocytl béhem zvysené aktivity lipolytickych enzymt
jsou zachytavany scavenger receptorem oznaCovanym jako Croquemort (Crq), ktery je
umisténi v membrané makrofagl (Franc et al., 1996). Crq je homolog pro savéi scavenger
receptor CD36 a hraje zasadni roli pfi fagocytéze mikroorganismi a v procesu efferocytdzy
(Ratheesh, Belyaeva and Siekhaus, 2015).

Lipidy uvniti makrofagl jsou zodpovédné za aktivaci JAK-STAT signalni kaskady,
kterd se podili na pro-zanétlivému fenotypu makrofagii a rozSifeni inzulinové rezistence
(Woodcock et al., 2015). Kromé tohoto cytokinu, produkuji infiltrujici makrofagy také
ImpL2, ktery je antagonistou pro insulin/Insulin-like growth factor (IGF) (Morgantini et al.,
2019).

Ackoliv zatim pro takova tvrzeni nemamé dostatek dikazli, domnivame se, Ze pro-
zanétlivé cytokiny sekretované aktivovanymi makrofagy jsou zodpovédné za snizovani
inzulinové senzitivity adipocyti. Makrofagy se navic pravdépodobné podileji na
zprostiedkovani velkého mnozstvi nutriéné bohatych latek, které jsou klicové pro vyvoj a
spravnou funkci imaginarnich tkani. Tyto tkdn€ soucasné nejsou vystaveny parakrinnim
efektim zpUsobujici inzulinovou rezistenci a mohou mit aktivovanou inzulinovou
signalizani kaskadu, kterd je zdsadni v post-metamorfickém vyvoji (Bajgar, Krejcova,
unpublished).

Ackoliv se jednd o pomérné odliSny proces, mizeme vidét az zardZejici pocet
podobnosti s ATMs a jejich roli v obézni tukové tkani savci. Proto by tento ptirozené se
vyskytujici biologicky proces mohl slouzit jako zajimavy model pro studium onemocnéni

souvisejici s rozvojem obezity.
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1.13 Ceramidovy a sfingosinovy metabolismus u Drosophila melanogaster

Jak uz bylo zminéno v kapitole o roli ceramidii, ceramidy mohou vznikat de novo
v ER. Tato syntéza je u drosophily katalyzovana pfitomnosti ceramidovych syntetaz, které
jsou kodované genem schlank (Kraut, 2011). Celé reakce vzniku ceramidu de novo je zavisla
na pfitomnosti serinu a lauryl-CoA, jejichz reakce je katalyzovand serin-palmitoyl
transferdzou za vzniku sfinganinu. Sfinganin je acetylovan za pfitomnosti FFAs a enzymu
Schlank na dihydroceramid, ze kterého desaturaci (enzym Desl) vznika ceramid (Siddique et
al., 2015; Kraut, 2011). Vedle vzniku ceramidu schlank pozitivn€ reguluje syntézu FFAs, je
zodpovédny za ukladani lipidi v podobé TAG do tukového télesa a blokuje expresi
triglycerolovych lipaz (Bauer et al., 2009). Schlank je tedy pro drosohpilu klicovy v regulaci
lipogeneze a lipolyzy. Dal§i moznosti vzniku ceramidd je aktivace exprese genu SMase,
ktera koduje enzym neutralni sfingomyelindzu katalyzujici hydrolyzu sfingomyelinu za
vzniku ceramidu a fosfocholinu (Kraut, 2011).

Degradace ceramidu je katalyzovana enzymy, které se oznacuji jako ceramidézy.
Ceramid je hydrolyzovan za vzniku sfingosinu, ktery je nasledn¢ fosforylovan na sfingosin
1-fosfat. Ceramidazy jsou klicovymi enzymy, které snizuji Skodlivy efekt ceramidii a
reguluji urovné ceramidu/sfingosinu/sfingosin 1-fosfatu v bunce (Yang et al, 2010).
Ceramidazy se déli podle optimalniho pH pro jejich enzymatickou funkci na kyselé,
neutralni a zasadité. U drosophily je zndma neutrdlni ceramiddza kodovana genem CDase a

zasadita, kterou koduje gen bwa (brainwashing) (Acharya and Acharya, 2005).
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Obrazek 1: Schéma syntézy ceramidu a sfingosinu a zapojeni klicovych enzymd.

Mira exprese genit CDase a SMase je snizend v dob¢, kdy jsou mouchy krmeny
stravou bohatou na cukry. Oproti tomu, v dobé nadmérného piijmu lipidd je mira jejich
exprese zvysena (Kraut, 2011; Yang ef al., 2010). Oba geny jsou tak potencionalnimi hraci
v regulaci syntézy FFAs a jsou soucasti metabolické odpovédi na zvySené mnozstvi glukozy
a mastnych kyselin (Kraut, 2011).

Jak bylo zminéno v kapitole o ceramidech u savcli, hromadéni sfingolipidii
v lysozomech je regulovano aktivaci saposintll, které jsou klicové pro iniciaci proteind
zodpovédnych za degradaci ceramidu. Saposiny jsou u drosophily kdédované genem saposin-
related (sap-r), ktery je zasadni v rozvoji poSkozeni funkce lysozomt (Hindle et al., 2017).

Studie o metabolismu ceramidii u Drosophila melanogaster ukazuji na
konzervovanost drah mezi savci a drosophilou. Drosophila melanogaster by tak mohla
v budoucnu tvofit nastroj pro studium onemocnéni spojenych s lipidovym metabolismem a

usnadnit hledani nastrojii pro jejich moznou terapii.

25



Cilem této prace je charakterizovat morfologickou preménu tukové tkané v pribéhu
metamorfozy a post-metamorfického vyvoje u Drosophila melanogater. Morfologicka
analyza je podporena zmapovianim zmén relativni miry exprese geni zapojenych
v mobilizaci lipidi, transportu lipidi, lipidovém a ceramidovém metabolismu. K
porozuméni procesti spojenych s preménou tukového télesa ma prace prispiva

naplnénim nasledujicich cili.
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2 Cile prace
Cilem této prace je detailn€ charakterizovat proces pfemény tukové tkdné u Drosophila
melanogaster béhem metamorfozy a ¢asného post-metamorfického vyvoje se zaméfenim na

morfologické zmény v larvalnim tukovych buiikach. Pro splnéni vytyCenych cili jsme se

rozhodli:;

e Zmapovat zménu velikosti larvalnich adipocytt.
e Popsat zmény ve velikosti a poctu lipofuscinovych granuli a lipidovych kapek.

e Popsat zmény miry exprese vybranych genii zahrnutych v mobilizaci lipidovych zasob,

lipolyze a ceramidovém metabolismu.
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3 Materialy a metody

3.1 Prace s Drosophilou

Mouchy byly chovany ve sklenénych vialkach s vatovym uzavérem. Byly krmeny
stravou z kukuficné mouky s 5 % glukosy (Tab. 1) a byly udrzovany v prostiedi s
pfirozenym stfiddnim svétla a tmy, pfi teploté 25 °C a 60% vlhkosti. Bylo dbano na to, aby
v jedné vialce nebylo velké mnozstvi jedinct, kterym by tak byly zhorSeny podminky pro
Zivot.

Tabulka 1: Dieta s 5% glukosy.

Voda 1500 ml
Kukufi¢nd mouka 120 g
Agar (Armesco, J637) I5¢g
Instantni kvasnice 60 g
Sachar6za 75 g
Vaii se 12 minut na 100 °C, potom 50 minut na 90 °C, potom se necha
vychladnout na 60 °C

10% Methylparaben/EtOH 25 ml

3.2 Parafinové rezy

Pro zhotoveni parafinovych fezi byly vybirany jedinci ve tfech casovych obdobich ve
stadiu kukly (bila prepupa, P 8 a P 15) a tfech ve stadiu dospélce (0 hpe, 24 hpe a 48 hpe).
Z dospélcii byly vzdy vybirdny samice. Pfed fixaci byly dospélé mouchy uspany pomoci

CO, a smoceny v 70% ethanolu.

3.2.1 Priprava kukel

Pro metodu parafinovych fezli se pupy musely upravit, pro zajiSténi jejich spravného
nafixovani. Kukly byly upravovany ve 4% PFA. Bilym prepupam byla odstfizena cast
kutikuly v oblasti larvalnich ust, aby se k tkédni fixdz dostala v dostatecném mnozstvi.
Kukldm ve stadiich P 8 a P 15 byl odstranén kutikularni obal, tak aby nedoSlo k poSkozeni

tkané.
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3.2.2 Fixace tkani

K fixaci tkani byla pouzita Bouinova fixaz (BHS), ktera se sklada z kyseliny pikrové
(0,9%), formaldehydu (9%), kyseliny octové (5%) a vody (Bultitude et al., 2011). K fixazi
byl ptidan HgCl, v poméru 10BHS: 1HgCl,.

Pted fixaci byly mouchy ponotfeny do 70% EtOH a nésledné byly dany ptfipravené
smési BHS a HgCl,. Po 15 minutach v této smési byly dospé€lym moucham odstranény nohy,
kiidla a sosdk. Do kukel i dosp€lct byly wolframovou jehlou udélany diry (2x do oblasti
thoraxu, 4x do abdomenu). Bil4d prepupa se nepropichla, aby se zabranilo vyteceni jejiho
obsahu.

Po tomto procesu byly vzorky ponoifené ve smési BHS a HgCl, nechany 24 hodin pii
teploté¢ 4 °C. Proces fixace byl dokoncen opakovanym promyvanim vzorkd v 70% EtOH,
dokud tekutina uvnitf mikrozkumavek (Eppendorf) nebyla zcela bez znamek Bouinovy

fixaze. Vzorky byly ponoteny do 70% EtOH po dobu dalsich 24 hodin.

3.2.3 Odvodnovaci rada

Vzorky byly alesponn 2x promyty cerstvym 70% EtOH a poté dehydrovany

odvodiiovaci fadou (Tab.2). Tento proces byl délan na laboratornim rotatoru.

Tabulka 2: Odvodnovaci fada.

96% etanol 20 minut

96% etanol 20 minut

100% etanol 20 minut

100% etanol 20 minut

Chloroform 15 minut

Chloroform 15 minut
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Béhem dehydratacniho procesu byl roztaven parafin, ktery se ulozil do rozehiaté
picky. Pfi promyvani vzorka chloroformem, byly pfipraveny plastové zalévaci komurky, do
kazdé z nich se dala kapka chloroformu, aby se zabranilo vyschnuti vzorku pfi piendSeni

z mikrozkumavky do zalévaci formicky.

3.2.4 Zaliti vzorki do parafinu

Po pteneseni vzorku z mikrozkumavky do zalévaci komurky byla z picky vyjmuta
sklenéna kadinka s pfipravenym parafinem, ktery mél teplotu 56-58 °C. Za pomoci kapatka
byly vzorky jednotlivé rozmistény do formicek s piipravenou kapkou chloroformu. Po
pieneseni vSech vzorkili se postupné odstranil zbytek chloroformu z formic¢ky a ihned se jeji
obsah vyplnil parafinem, tak aby se zabranilo vyschnuti vzorkl. Zalit¢ komurky se vzorky
byly na 24 hodin dany do picky o nastavené teploté 60 °C.

Dalsi den se plastové formicky postupné vyjmuty z picky a nazhavenou jehlou byly
vzorky v nich orientovany na bok, aby byly co nejvice uprostied dna komitrky. Béhem
manipulace s jehlou se muselo dbat zvySené opatrnosti, aby nedoslo k poskozeni vzorkt.

Po zatuhnuti parafinu se obsah formic¢ek opatrné vyloupne a pfitavi se na dievény

podstavec, ktery bude slouzit pro uchyceni vzorku béhem kréajeni v rotaénim mikrotomu.

3.2.5 Krajeni vzorki

Pro zhotoveni fezil byl pouZit rotaéni mikrotom Leica RM2165. Pro vSechny vzorky
byla nastavena Sitka fezu 7 um.

Pted zahajenim krdjeni byla k apardtu mikrotomu pfipevnéna nova cista Ziletka.
Pfiprava fezli byla délana metodou na vodni hladinu, z toho divodu byla do misky pod
ziletkou pfipravena destilovand voda, ktera sahala po okraj nadoby. Vedle pfipravy
samotného mikrotomu bylo potieba piipravit si dvé plotynky (Slides Warmer XH-2002),
které byly nastavené na 45 °C.

Vzorky upevnéné na dievéném nosi¢i byly pevné zachyceny do drzdku na
mikrotomu. Na pfipravené podloZni sklicko s dostatenym mnozstvi destilované vody bylo
pokladano 4-5 past fezli o délce asi 4 cm. Podlozni sklicko s fezy bylo poloZzeno na
pfipravenou teplou plotynku. Asi po minuté se pasy fezli na sklicku zacaly vlivem tepla

roztahovat, v tu chvili bylo sklicko sundano z plotny a byl odstranén zbytek vody okolo fezt.
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Po odstranéni zbytkové vody byla sklicka pokladala na druhou ptipravenou plotynku
(taky o teplote 45 °C), na které byly vzorky ponechény po dobu 48 hodin.

3.2.6 Malloryho trichrom barveni

K odstranéni parafinu byly vzorky promyvany v xylenu (PENTA). Tento krok je
nezbytny pro nasledné provedeni Malloryho barveni. Tato metoda barveni tkani obsahuje
kysely fuchsin, anilinovou modt a oranz G (Mallory, 1900).

Mallory barveni bylo provadéno podle protokolu (Tab. 3), ve kterém jsou zahrnuty i
kroky odparafinovani a odvodnéni vzorkli. Chemikalie potiebné k této metodé byly pfedem
piipraveny ve sklenénych kyvetach. Sklicka se do kyvet pokladala zeSikma, tak aby se
zabranilo pfili§ tésnému kontaktu a nalepeni vzorki na sebe.

Po ukonceni procesu samotného barveni, byly vzorky montovany do kanadského
balzamu a prikryty krycim sklickem. Po zaschnuti kanadského balzdmu byly vzorky pouzity

pro mikroskopickou analyzu.

Tabulka 3: Malloryho trichrom barveni.

Xylen | 10 minut
Xylen I1 10 minut

96% etanol S minut

70% etanol S minut

dH,O S minut
Fuchsin (Cervena barva) 3 minuty

3x dH,O 3 x 1 minuta
Oranz G (zluta barva) S minut

1-2x dH>,O 1-2 x 1 minuta

Anilinovd modf (modra barva) @ minuty

3x dH,O 3 x 1 minuta
70% etanol 3 minuty
96% etanol 3 minuty
100% etanol 3 minuty
Xylen I S minut

Xylen I1 S minut 31




3.3 Priprava vzorka pro TEM

Ptiprava tkani pro metodu TEM zahrnovala nastfizeni kutikuly u bilych prepup a
odstranéni kutikuly u kukel P 8 a indidnskych kukel. Dospélcim byla odstranéna hlava a
thorax, abdomen byl opatrné tfikrat propichnut wolframovou jehlou. Uprava tkani probihala
v PBS. Vypitvané tkané byly dany do fixa¢niho média, kterym byl 2,5% glutaraldehyd
v 0,2M pufrovaném fosfatovém roztoku (PBS). Ve fixa¢nim médiu byly tkané ponechény po
dobu jednoho tydne za teploty 4 °C.

Pro nasledujici kroky byla veSkera prace provadéna v laboratofi elektronové
mikroskopie. Po fixaci bylo nutné vymyt zbytky fixacniho média ze vzorkdi pomoci
vypiraciho roztoku, ktery obsahuje 0,1M pufr a 4 % glukézy. Vzorky byly promyvany za
pouziti tfepacky (MR-1 Biosan), ve které byly 3x po dobu 15 minut. Po sundani z tfepacky
se vzorky ponofily do roztoku, ktery obsahoval vypiraci pufr a 4% OsO, v poméru 1:1.
V této smési se vzorky nechaly po dobu 2 hodin (Podlahova, S., 2019).

Dalsi ¢asti bylo odvodnéni vzorkil za pomoci vzestupné acetonové fady a prosycovani
vzorkll smési pryskytice (EPON medium) a 100% acetonu v ménicich se pomérech (Tab.4).

Po 24 hodinéach bylo nutné vzorky naorientovat v zalévacich silikonovych formickach.
Kazdy vzorek mél ptidélené své Cislo, aby nedoslo k zdméng. Naorientované tkan¢ se na 24
hodin ulozily do termostatu s nastavenou teplotou 60 °C. Tento krok je nutny k polymerizaci
pryskyfice. Ptipravené vzorky v pryskyfici byly nakrajeny ultramikrotomem na polotenké

fezy.

Tabulka 4: Odvodnéni a prosycovani vzorku.

30% aceton 15 minut
50% aceton 15 minut
70% aceton 15 minut
80% aceton 15 minut
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90% aceton 15 minut

95% aceton 15 minut

100% aceton 15 minut

Pryskyfice + aceton 1:2 | 1 hodina

Pryskyfice + aceton 1:1 | 1 hodina

Pryskyfice + aceton 2:1 | 1 hodina

Cista pryskyfice 24 hodin

3.3.1 Priprava sklenéného noze

Pfed samotnym krajenim bylo potieba pfipravit si sklenéné noze, které byly
pfipraveny lamanim sklenéné tyCe na stroji ,knife maker”. Pod binokuldrni lupou byl
kontrolovan zlom fezl, ktery tvofil ostfi nozii. Na spravném zhotoveni zlomul zavisela
kvalita fez. Vytvofeny niiZ mél trojuhelnikovy tvar a klin s thlem 45°. V dal$im kroku se
nlz oblepil specialni paskou, kterd byla pripevnéna pomoci laku nebo vosku do tvaru malé
prohlubné, do které byla nalita destilovand voda, na jejiz hladinu se vyplavovaly vytvofené

fezy (Podlahova, S., 2019).

3.3.2 Trimovani

Metoda trimovani zahrnuje ru¢ni Upravu pryskyfice, ve které jsou zalité vzorky.
Pryskyfici bylo tieba ru¢né sefezat do tvaru pyramidy, aby se zmenSila plocha fezu.
Z né&kolika ptipravenych vzorkil se pouZily pro krajeni maximalné dva.

K odstranéni pryskyfice bylo provadéno ru¢né za pouziti ziletky. Ke zvysSeni
pfesnosti byla pryskyfice odstrafiovana pod mikroskopem ultramikrotomu Leica EM UC6.
Cilem této upravy bylo vytvotfeni blocku, ktery pii pohledu shora pfipominal pravidelny
lichobéZnik. Bylo potteba, aby strana sméfujici k nozi méla delsi zadkladnu a zamezilo se tak

nestabilité pfi krajeni.

3.3.3 Krajeni a barveni polotenkych rezi
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Na zacatku krajeni bylo nutné sefidit si mikrotom a naorientovat blocek se vzorkem
spravné k nozi. Nz, ktery je soucasti mikrotomu, byl opatrné piiblizen k blo¢ku. Do
prohlubné vzniklé v nozi byla nalita destilovana voda v takovém mnozstvi, aby hrana noze
nebyla suchd. Zaroven bylo nutné dbat na to, aby voda z vanicky neptetékala za feznou
hranu noze. Spravna hladina vody je nezbytna pro zamezeni shrnovani fezt za hranu noze.
Stolek s nozem byl ptiblizovan k blo¢ku, dokud byl viditelny stin na jeho pfedni strané.

Upravou pozice noze a blo¢ku se zarovnal stin, tak aby byl rovny.

Vzorky byly nakrdjeny na ultramikrotomu Leica EM UC6 rychlosti 2 mm/s o §iice
500 nm (polotenké fezy). Vedle mikrotomu bylo pfipravené podlozni sklicko s kapkou 10%
acetonu. Nakrajené vzorky byly nabrany jehlou a pfeneseny do pfipravené kapky acetonu.
Na jedno sklicko se dévalo primérné 15 kusu. Sklicko s fezy bylo pieneseno na plotynku
(Slides Warmer XH-2002) s nastavenou teplotou 45 °C, na které fezy nechaly uschnout.

Zaschlé fezy byly pokapany prefiltrovanym roztokem 1% toluinové modie (Sigma)
v 1% tetraboritanu sodném (Sigma). Po naneseni na vzorek se podlozni sklicko umistilo na
piipravenou plotynku o teplot¢ 45 °C po dobu 1 minuty. Nasledné¢ byl vzorek promyt

destilovanou vodou a umistén zpé€t na plotynky k vysuSeni.

3.3.4 Priprava trvalych preparati

Pro piipravu trvalych preparati bylo potfeba k vysuSenym nabarvenym feziim ptidat
kapku pryskyfice a ptilozit na né kryci sklicko. Takto pfipravené vzorky bylo potfeba dat na
plotynku o teplot¢ 45 °C, aby se pryskyfice natdhla pfes celou plochu kryciho sklicka.
Skli¢ka na plotynce byla ponechéna po dobu 24 hodin, aby pryskyfice dostate¢né zatvrdla.

3.4 Priprava tkani pro qPCR

Mouchy byly vybirany v 5 ¢asovych obdobich. V obdobi kukly v ¢asech bila prepupa,
P 8 a indianska pupa a dospélci v ¢asech 0 a 24 hodin po vylihnuti. Bild prepupa byla
nastfihnuta na jednom konci a jeji obsah byl odebran sestfizenou pipetou do pfipravené
mikrozkumavky se 100 pl TRIzol Reagentu. Pupy P 8, P 15 a dospélci byly ptfipevnény
jehlickami na pitvaci misticku se Sylgardem (ELCHEMCo) ventralni stranou nahoru.
Abdomen byl otevien a okrajovymi ¢astmi piipevnén jehlickami. Z obsahu abdomenu byly

odstranény stfeva, ovaria a dal$i organy, tak aby nedoSlo k poskozeni tukového télesa.
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Sesttizenou pipetou bylo tukové téleso premisténo do mikrozkumavky s ptipravenym 100 ul
TRIzol Reagentem. Na jeden vzorek bylo pfipraveno 5 jedincii. Takto pfipraveny vzorek byl

pouzit k nasledné izolaci RNA.

3.5 Izolace RNA

Vzorky v mikrozkumavkach byly homogenizovany pomoci drtitka, které bylo oSetiené
DEPC H,0. Ke zhomogenizovanym tkanim bylo ptiddno 1000 pl TRIzol Reagentu a 200 pl
chloroformu. Vsechny vzorky byly postupné promichany pomoci vortexu (po dobu 20-30
sekund) a ponechany 10 minut za pokojové teploty. Dale byly vzorky odstiedény na
centrifuze (15 minut, 4 °C, 14 000 RPM). Po odsttedéni se oddélily 2 viditelné taze. Vodna
faze (supernatant) byla odsatd do novych mikrozkumavek, které byly umistény na led. Do
kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 2 pl glykogenu pro zviditelnéni peletu a 500 pl 100%
isopropanolu. Takto pfipravené vzorky byly ponechany na ledu po dobu 10 minut. Nasledné
se vzorky centrifugovaly (10 minut, 4 °C, 14 000 RPM), supernatant byl odstranén a ke
vzniklému peletu bylo ptidano 500 pl 75% EtOH (96% EtOH v DEPC H,0O). Vzorky byly
opét centrifugovany (5 minut, 4 °C, 14 000 RPM), potom se opatrn¢ odstranil supernatant a
samotny pelet se opét centrifugoval (1 minuta, 4 °C, 14 000 RPM). Po centrifugaci doslo
k odstranéni zbytku ethanolu, a aby bylo jeho odstranéni kompletni nechaly se oteviené
mikrozkumavky po dobu asi 3 minut v pokojové teploté. Izolovand RNA byla rozpusténa
v 30-50 ul DEPC H,O. Koncentrace a Cistota ziskané RNA byla vyhodnocena na NanoDrop
spektrofotometru (UVS-99 ACTGene).

3.6 Reverzni transkripce
Ke kazdému vzorku bylo pifidano 1 upl 50 pM oligo(dT), primeru (5" -
A(TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT)-3", KRD), 4 pul 20 uM dNTPs a 2 pul DEPC H,O. Tato

smés se kratce centrifugovala na Eppendorf’s MiniSpin a nasledn¢ se umistila na termoblok
o teploté 65 °C po dobu 5 minut. Po vyndani z termobloku byly mikrozkumavky pieneseny
na led, kde byly po dobu 1 minuty. Po sundéni zledu byly vzorky opét kratce
centrifugovany. Poté bylo ke kazdému vzorku ptidano 1 pl 0,1M DTT, 4 ul 5x FS III bufferu
a 1 pl SS III reverzni transkriptazy (vSe od Invitrogen). Nésledné byly vzorky inkubovany za
teploty 50 °C po dobu 50 minut. Nakonec byly vzorky inkubovany po dobu 15 minut za
teploty 75 °C.
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3.7 qPCR

Ke kazdému vzorku z reverzni transkripce bylo pfidano 200 ul dH,O. Poté byly do

kazdé¢ mikrozkumavky pfimichany 3 pl smési, ktera obsahovala 1000 pl TP 2x SYBR
MasterMix (Top-Bio), 25 ul 20 uM forward primeru (KRD), 25 pl 20 uM reverzniho
primeru (KRD) a 400 pl PCR ultra H,O (Top-Bio). Vzorky byly méfeny v tripletech na 96
jamkové desticce (Bio-Rad), ktera byla pokryta folii Microseal® 'C” Film (Bio-Rad) a
polytetrafluoroethylenovou kryci podlozkou (Bio-Rad) za pouziti CFX 1000 Touch Real-

Time Cycler (Bio-Rad). Byl pouzit nasledujici qPCR protokol:

95 °C 3 minuty

94 °C 15 sekund denaturace

54 °C 30 sekund zchlazeni

72 °C 40 sekund prodlouzeni

Fluorescenéni detekce

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

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

vSech analyzovanych genil byla vztazena ke genové expresi housekeeping genu rp L32

(rp49) za pouziti nasledujici sekvence primert:

Tabulka 5: Pouzité sekvence primeru.

Rpd9 Forward 5'AAGCTGTCGCACAAATGGCG3’
p
Reverse 5'"GCACGTTGTGCACCAGGAAC3’
P Forward 5" ACTTGGACTTCTACAGCGGC 3’
D
Reverse 5" TCTGTGAAGGAGGCTTTCAAT 3’
sl Forward 5" CTAGTGGAGACTGGTCGGGA 3’
s
Reverse 5" TTCTGTTGCCAGCGCATTTC 3°
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B Forward 5" ATTTGCAATCACTCCCCCGT 3°
mm

Reverse 5" GGCCGTGGAGCTAAAAGTCT 3”7

Forward 5" AGCGAAACAAAAAGCTGCGA 3°
ApoLTP

Reverse 5" AAGGAGTCCTGCAAATGTGA 3’

Forward 5" TAATAGCGCCGGCCATCAAT 3’
ApoLP
p Reverse 5" TGCTTGGCTTACCCAATTCT 3’
S Forward 5" AGTTCCTTTGCGTTGCAGTG 3’

ap-r

Reverse 5" CAAAGTTTGCGGCTCGTGAA 3’

Forward 5" TTCCCTTGACACCGATCTGC 3°
nSMase

Reverse 5" TACGGACCACGCATGAAACA 3’
B Forward 5" TCTGGTCGGAGTTATCCCGT 3’

wa

Reverse 5" TCCGCCAATGAAAATGCTGC 3’

Forward 5" AAAATTCGAGCCATGCACCG 37
Schlank

Reverse 5" GGGTATGTTGCCCCCGTTTA 3°
cD Forward 5" AAGCGCCAGCTTGAGGTTAT 3°

ase
Reverse 5" CGTAGGGATACTTTCCGCCC 3’

3.8 Invertovany mikroskop

Pro zhotoveni fotografii parafinovych fezii byl pouzit invertovany mikroskop
(Olympus 1X71). Potizené fotografie byly pouzity ke zmapovani velikosti larvalnich
adipocytl a velikosti a poctu lipofuscinovych granul uvnitt larvalnich adipocytii. Fotografie

byly analyzovany v programu Fiji.
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3.9 Thunder mikroskop
Pro zhotoveni fotek polotenkych fezl, které byly pfipraveny za ucelem pozorovani
lipidovych kapek, byl pouzit Thunder mikroskop (Leica DM6B). Vyfocené vzorky byly dale

analyzovany za pouziti Fiji softwaru.

3.10 Transmisni elektronovy mikroskop

Vzorky pro transmisni elektronovy mikroskop byly pfipravovany servisnim oddélenim
v Laboratofi elektronové mikroskopie. Pfed zhotovenim ultratenkych fezii byly vzorky
nafixovany v 2,5% glutaraldehydu a nasledovala odvodiovaci a prosycovani fada popsana
v kapitole 3.3. Pfiprava vzorki pro TEM. Vzorky byly po odvodnéni a prosyceni
nakontrastovany pomoci uracyl acetitu (0,3M v 50% metanolu) a pouhlikovany.
Nasledovalo krajeni na diamantovém nozi, které bylo provedeno technickou pracovnici
Laboratote mikroskopie a histologie.

K analyze ultratenkych fezii byl pouzit transmisi elektronovy mikroskop JEM-1400
JEOL. Pofizené fotografie byly vyuzity ke zdokumentovani procesu fuzovani

lipofuscinovych granuli.

3.11 ImageJ (Fiji)

Pro analyzu fotografii parafinovych a polotenkych fezii byl pouzit program Imagel
(Fiji), ve kterém byla métfena velikost larvalnich adipocytl a lipofuscinovych granul pomoci
pfedem nastaven¢ho meéftitka. Objekty byly vzdy meéfeny pres stied, tak aby mcfena
vzdalenost byla co nejvétsi. Larvalni tukové buiiky byly vzdy métfeny pouze pokud bylo
viditelné jadro. Veskeré méteni bylo provadéno ru¢né.

Pocitani lipofuscinovych granuli bylo délano jednotlivé po adipocytech. Granule byly
pocitany pouze u adipocytil, které mély jasné viditelné jadro. Do vysledkl byly zahrnuty
pouze granule, které byly zfeteln¢ ohraniCeny. Sumarizace lipofuscinovych granuli byla

provadéna rucné.

Obdobnym zptisobem bylo provadéno pocitdni a méteni lipidovych kapek. K analyze
byly vyuzity pouze jasné ohrani¢ené kapky v buiikach s viditelnym jadrem. Lipidové kapky
byly méteny pfes pomyslny stied.
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3.12 Graphpad Prism

Statistickd data mé magisterské prace byla zpracovana pomoci programu Graphpad
Prism 7.03. Signifikance pro velikost larvalnich adipocytl, pocet a velikost lipofuscinovych
granuli a pocet a velikost lipidovych kapek byla stanovena pomoci Two-way ANOVY a
Tukey’s miltiple comparison testu podle nasledujiciho postupu: hladina vyznamnosti p <
0,05 jedna hvézdicka (*), p < 0,01 dvé hvézdicky (**), p < 0,001 tfi hvézdicky (***). Pro
vyhodnoceni signifikance mény exprese genii byla pouzita statistické metoda Two-way
ANOVA a Sidak’s multiple comparison test podle nasledujiciho postupu: hladina
vyznamnosti p < 0,05 jedna hvézdicka (*), p < 0,01 dvé hvézdicky (**), p < 0,001 tii
hvézdicky (**%*).
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4 Vysledky

Tato prace si klade za cil zmapovat zmény adipocytl na Urovni jejich morfologie 1
genové exprese genll zapojenych v metabolismu lipidd. Jako prvni krok jsme proto zvolili

zmapovani velikosti larvalnich adipocytli v 6 ¢asovych obdobich.

4.1 Zmapovani velikosti larvalnich adipocyti

Z vysledki méteni velikosti larvalnich adipocyti muizeme fict, ze zatimco b&hem
obdobi kukly P8 se velikost adipocyti postupné zvétSuje z primérnych 46 um na 50 pm. U
kukly P 15 vidime zmensSeni primérné velikosti adipocytti na 46 um. Po vykukleni dochézi
k signifikantnimu nartstu larvalnich adipocytli u dospélce starého 0 hpe (primérna velikost
56 um). Nasleduje vyrazny pokles u dospélct starych 24 hpe, u kterych se primérna velikost
pohybuje okolo 38 um a u dospélce staré¢ho 48 hpe dal klesd na primérnych 31 pm (Obr.2).

Pro analyzu velikosti larvalnich adipocytii byly zhotoveny a vyuzity parafinové
sagitalni fezy obarvené Malloryho trichrom barvenim. Béhem pozorovéani larvalnich
adipocytll jsme si vSimli pfitomnosti lipofuscinovych granuli, které¢ jsou viditelné uvnitt
larvalnich adipocyti (Obr. 3). Dalsi krok mé prace m¢l tedy vést ke zmapovani poctu a
velikosti lipofuscinovych granuli, pro detailngj$i porozuméni morfologickych procesi, které
se odehravaji v tukovém télese béhem metamorfézy a post-metamorfickém vyvoji

drosophily.
Velikost larvalnich adipocytu
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Obrazek 2: Velikost larvalnich adipocytii. Graf znazorfiuje zménu velikosti larvalnich adipocytt (osa
Y) v Sesti Casovych obdobich udéavajici staii mouchy (osa X). V kazdém casovém obdobi bylo
zméteno 200 bun¢k, kromé Casu 48 hpe, kdy je mnozstvi larvalnich adipocyti omezené. V obdobi
bilé prepupy jsou vysledky signifikantn€ odlisné od velikosti adipocytt v obdobi P 8 (p = 0,0055).
Vkukle P 15 se velikost larvalnich adipocytd zvétSuje (p = 0,0193). Nejvyrazné€j$i narist
pozorujeme v dospélci 0 hpe na hlading vyznamnosti p < 0,0001. V dospélcich 24 hpe a 48 hpe se

velikost bunék snizuje (p <0,0001). Svislé pfimky zaznamenavaji smérodatnou odchylku.

K posouzeni signifikanci byla pouzita Two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparison test).

Obrazek 3: Znazornéni lipofuscinovych granuli uvnitf larvalnich adipocytt na parafinovych fezech
obarvenych Malloryho trichrom barvenim. Obrazky ukazuji larvalni tukovou tkan s larvalnimi

adipocyty v kuklach P 8 a P 15. Zluté $ipky ukazuji na lipofuscinové granule uvniti bunék.

4.2 Analyza poctu a velikosti lipofuscinovych granul

DalS§im krokem pro porozuméni zmén, které probihaji béhem metamorfézy, jsme
zvolili zmapovani poctu a velikosti lipofuscinovych granuli uvnitf larvalnich adipocytt. Tato
analyza byla provadéna na sagitalnich parafinovych fezech, které byly obarveny Malloryho
trichrom barvenim.

Pro pocitani a méfeni velikosti lipofuscinovych granuli byly vybirani jedinci ze Sesti
casovych obdobi (bild prepupa, P 8, P 15, 0 hpe, 24 hpe, 48 hpe). Z vysledkii poctu
lipofuscinovych granuli mizeme usuzovat, Zze se vyrazné snizuje mezi bilou prepupou a
pupou P 8. Naopak mezi kuklami P 8, P 15 a Ohpe nejsou zadné¢ zmény v mnozstvi granul.
Rozdil pozorujeme az v post-metamorfickém vyvoji v ¢asech 0 hpe, 24 hpe a 48 hpe, kdy se
pocet granuli vyrazné snizuje (Obr. 4). Charakterizace mnozstvi granuli byla provadéna na

100 larvalnich adipocytech, kromé dospélce starého 48 hodin, ktery obsahuje omezené
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mnozstvi larvdlnich bunck. Pro obdobi 48 hpe byly granule pocitdiny pouze v 87

adipocytech.

Analyza poctu lipofsucinovych granuli je doplnéna o snimek z transmisniho
elektronového mikroskopu, na které, je zachyceno fuzovani jednotlivych granuli uvnitt
larvalniho adipocytu (Obr. 5). Toto pozorovani nas vedlo k nasledné analyze zmény velikosti

lipofuscinovych granuli.

Pocet lipofuscinovych granul

EE R T

Stari

Obrazek 4: Pocet lipofuscinovych granuli. Graf ukazuje postupné snizovani mnozstvi
lipofuscinovych granuli v ¢ase. Signifikantni zmény v mnozstvi lipofuscinu jsou patrné mezi bilou
prepupou a kuklou P 8 (p=0,0006). Dalsi signifikantni rozdily pozorujeme v obdobi dospélce
v ¢asech 24 hpe a 48 hpe (p <0,0001). Svislé piimky reprezentuji smeérodatnou odchylku.
K posouzeni signifikanci byla pouZzita Two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparison test).
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Obrazek 5: Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu zachycujici fuzujici lipofuscinové

-

granule uvnitt larvalniho adipocytu. Snimek byl pofizen z jedince ve vyvojovém stadiu P8. Méfitko

znazoriuje velikost 1 pm. Zluta Sipka ukazuje na jedno z faznich mist granuli.

Béhem kvantifikace lipofuscinovych granuli jsme si v§imli zmény jejich velikosti.
Proto jsme zmapovani mnozstvi granuli rozsitili o charakterizaci jejich velikosti. Vysledky
ukazuji na signifikantni zvétSeni lipofuscinu v obdobi kukly P 8. Velikost zlistava neménna
vkukle P 15 i u cerstvé vylihnutého dospélce. Dalsi vyrazné zvySeni velikosti granuli
miZeme pozorovat mezi vyvojovym stadiem P 15 a dospelcem 24 hpe. Mezi Casy 24 hpe a
48 hpe se velikost lipofuscinu neméni (Obr. 6). Méfeni bylo provadéno na 100 larvalnich

adipocytech v kazdém Casovém obdobi.
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Obrazek 6: Velikost lipofuscinovych granuli uvniti larvalnich adipocytl. Tento graf ukazuje
vyrazné zvétSeni lipofuscinu v kukle P 8 a v dospélci 24 hpe (p < 0,0001). V obdobich kukel
P 8, P 15 a dospélci starém 0 hpe je velikost granul neménnd. Svislé pfimky reprezentuji
smérodatnou odchylku. K posouzeni signifikanci byla pouzita Two-way ANOVA (Tukey’s

multiple comparison test).

Detailnéjsi zména velikosti lipofuscinu béhem vyvoje je zdokumentovana na obrazku
7. Na fotografiich si Ize vSimnout, ze v obdobi bilé prepupy jsou lipofuscinové granule
reprezentovany pouze jako drobné cervené tecky, shromazdujici se predevsim okolo
bunécného jadra. V kuklach P 8 a P 15 a v Cerstvé vylihnuté mousSe jsou granule rozptyleny
po celé buiice a maji variabilni velikost, zatimco v obdobi dospélce starého 24 hpe mizeme

vidét veétsi mnozstvi granuli, které jsou rozmistény po celé plose bunky.
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Obrazek 7: Zména velikosti lipofuscinovych granuli v pribéhu metamorfozy a post-metamorfického
vyvoje. Na fotografiich jsou zobrazeny sagitdlni parafinové fezy obarvené Malloryho trichrom

barveni. Obrazek ukazuje lipofuscinové granule uvniti larvalnich adipocyti. Méfitko ukazuje

velikost S0pm.

Ptestoze Malloryho trichrom barveni nam poskytlo cenné informace o velikosti
adipocytl a poctu a velikosti lipofuscinovych granuli, z divodu strukturdlniho barveni tkdné
nebylo mozné posoudit velikost lipidovych kapek v téchto tkénich. V dalsi ¢asti jsme se
proto rozhodli zhotovit polotenké fezy, které byly obarveny toluidinovou modii. Tento krok
mél zajistit vizualizaci mista lipidovych kapek, které jsou sice odmyty v procesu piipravy
polotenkych fezil, nicméné zlistanou zachovany jejich membrany, které ndm umoznily jejich

charakterizaci.

4.3 Analyza poctu a velikosti lipidovych kapek

Pro dalsi rozsifeni dosavadnich dat o zméndch morfologie tukové tkdné¢ b&hem
metamorfézy drosophily, jsme zhotovili polotenké fezy obarvené toludinovou modii, které
mély poslouzit ke zmapovani variability lipidovych kapek uvniti larvalnich adipocytt
v prubehu vyvoje tukového télesa (Obr 8). Stejn€ jako u lipofuscinovych granuli jsme se

zaméfili na zménu jejich velikosti a poctu.
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Obrazek 8: Polotenké fezy obarvené toludinovou modrti. Na fotkach jsou zobrazeny lipidové kapky
v priibéhu metamorfozy a post-metamorfického vycoje. Zluté sipky ukazuji na lipidové kapky uvnitt

larvalnich adipocyti.

Pro pocitani a méfeni velikosti lipidovych kapek byly vybirani jedinci ze Sesti casovych
obdobich (bila prepupa, kukla P 8, kukla P 15 a dospélci 0 hpe, 24 hpe, 48 hpe). Jde o stejna
casova obdobi jako u analyzy lipofuscinovych granuli. Z vysledkti vidime, Ze pocet
lipidovych kapek se signifikantné zvySuje v kukle P 8 1 P 15. Mezi dospélci 0 hpe a 24 hpe
se se mnozstvi lipidovych kapek neméni. Jejich pocet vyrazné klesd u 48 hpe staré¢ho
dospélce (Obr. 9). Velikost lipidovych kapek se signifikantn¢ snizuje pouze v kukle P 8
(Obr. 10).
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Obrazek 9: Pocet lipidovych kapek uvnitt larvalnich adipocytt. V grafu je patrné signifikantni
navyseni poctu lipidovych kapek v kukle P 8 (p = 0,0007) a v kukle P 15 (p < 0,0001). V cerstve
vylihnutém dospélci a dospélci starém 24 hodin se mnozstvi kapek neméni. K vyraznému snizZeni
jejich pocétu dochazi v dospélci starém 48 hodin (p < 0,0001). Svislé piimky charakterizuji
smérodatnou odchylku. K vypoc¢tu signifikanci byla pouzita Two-way ANOVA (Tukey’s multiple

comparisons tests).
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Obrazek 10: Velikost lipidovych kapek v larvalnich adipocytech. Z grafu vidime, ze velikost kapek
se signifikantné snizuje u kukly P 8 (p < 0,0001). V dalSich méfenych casech se jejich velikost
vyrazné¢ nemeéni. Svislé piimky charakterizuji smérodatnou odchylku. K vypoctu signifikanci byla

pouzita Two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons tests).

4.4 Genova exprese vybranych gent

Analyzované geny jsme vybrali na zdkladé¢ pfedpovédi probihajicich biologickych
procesti jako jsou lipolyza, transport lipidl a s tim spojena produkce lipoproteintl, syntéza a
degradace ceramidu. Mira genové exprese byla analyzovana v péti ¢asovych obdobich (bila
prepupa, pupa P 8, pupa P 15 a dospélci v €asech 0 hpe a 24 hpe). Zaméfili jsme se na
expresi genli zodpovédnych za lipolyzu (hs/, bmm), geni zapojenych v mobilizaci
lipidovych zéasob (apoLTP, apoLPP, mtp) ceramidového (sap-r, nSMase, schlank) a
sfingomyelinového metabolismu (bwa CDase). Mira exprese vybranych geni byla méfena

za pomoci metody kvantitativni qPCR.
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4.4.1 Genova exprese lipolytickych geniti - hsl, bmm

Ziskané vysledky z morfologické analyzy velikosti larvalnich adipocyti a zmény ve
velikosti lipidovych kapek nas vedly k otdzce, zda budou nase pozorovani korelovat s mirou
exprese gentl, které jsou zodpoveédné za lipolyzu. Piredpokladali jsme, Zze kukly a Cerstvé
vylihnut¢é mouchy, které nepfijimaji po vykukleni nékolik hodin potravu, budou mit
zvysenou miru exprese téchto gentl.

Pro oba analyzované geny (hs/, bmm) plati, Ze mira jejich exprese je signifikantné
zvySena v kukle P 8. V kukle P 15 ziistdvd neménnd, dal narGstd v Cerstvé vylihnutém

dospélci a pretrvava do dospélce starého 24 hodin (Obr. 11 A, B).
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Obrazek 11 A, B: Mira exprese geni hsl a bmm. U genu hsl (A) je zvySena zména exprese
signifikantni mezi bilou prepupou a kuklou P 8 na hladiné vyznamnosti p = 0,0041 a mezi kuklou P
15 a dospélcem 0 hpe (p < 0,001). Exprese genu bmm (B) je signifikantné odlisna ve stejnych
casovych obdobich, a to v obdobi kukly P 8 (p = 0,0004) a v dospé€lci 0 hpe (p = 0,0054). Vodorovné
piimky znazornuji smérodatnou odchylku. Pro vypocet p hodnoty byla pouzita Two-Way ANOVA

(Tuckey’s multiple comparisons test).

Vysledky miry genové exprese genl lipidového metabolismu ukazuji na vyrazné
zvySeni exprese po zakukleni a vykukleni mouchy. Z pfedchozich vysledki vime, zZe

v téchto ¢asech dochézi soucasné ke snizeni velikosti larvalnich adipocyta.

4.4.2 Genova exprese genii syntézy ceramidu — nSMase, schlank

Jako dalsi krok jsme zvolili zmapovani miry exprese genli ceramidového
metabolismu. K tomuto kroku néas vedla otdzka, zda se bude exprese danych genu lisit
v zavislosti na nutricnim podminkach, kterym je moucha béhem vyvoje vystavena. Zaroven
tato ¢ast mlze slouzit jako podpora dosavadnich vysledkli z morfologické analyzy tukového

télesa.
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Vysledky analyzy exprese genil, které jsou zodpovédné za syntézu ceramidu
(nSMase, schlank), ukazuji, Ze nejvyssi mira exprese je v kukle P 15. Mira exprese genu
nSMase se v obdobi kukly postupné zvysuje, maxima dosahuje v kukle P 15 a vyrazné klesa
u dospé€lce 0 hpe. Mezi dospélci 0 hpe a 24 hpe jsou vysledky neménné. Podobny trend
muizeme vidét 1 u genu schlank, kde je navic signifikantni navySeni miry exprese v kukle P

15 (Obr. 12 A, B).
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Obrazek 12 A, B: Mira exprese gent nSMase a schlank. U genu nSMase (A) vidime signifikantni
pokles miry genové exprese u dospélce 0 hpe (p <0,0001). Genova exprese genu schlank (B) se
zvySuje v kukle P 15 (p = 0,0079) a u dospélce 0 hpe pozorujeme vyrazné snizeni mnozstvi exprese
(p < 0,0001). Vodorovné piimky zndzornuji smérodatnou odchylku. Pro vypocet p hodnoty byla
pouzita Two-Way ANOVA (Tuckey’s multiple comparisons test).

4.4.3 Genova exprese genli zodpovédnych za degradaci ceramidu - sap-r,
bwa, CDase
Dosavadni ziskana data néas vedla k otdzce, zda bude dochazet béhem vyvoje
drosophily vedle syntézy ceramidu také k jeho degradaci, jako pfirozené odpoveédi na
hromadici se sfingolipidy uvniti adipocytt. Pro tuto analyzu jsme zvolili geny - sap-r, bwa a

CDase. Mira genové exprese u genu sap-r se vyrazné zvySuje v kukle P 15. V obdobi
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dospélce zlstavd neménni. Geny bwa a CDase maji podobny trend, kdy pozorujeme
signifikantni snizeni genové exprese v Cerstvé vylihnutém dospélei. V dospélci starém 24

hpe se mira genové exprese neméni (Obr. 13 A, B, C).
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Obrazek 13 A, B, C: Mira exprese genl sap-r, bwa a CDase. Mnozstvi exprese genu sap-r (A) je
signifikantn€ zvyseno v kukle P 15 (p = 0,0002). U genti bwa (B) a CDase (C) vidime pokles exprese
u dospélce starého 0 hpe, pro gen bwa na hladin€ vyznamnosti p = 0,0002, pro CDase p = 0,0027.
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Vodorovné pfimky znazorniuji smérodatnou odchylku. Pro vypocet p hodnoty byla pouzita Two-Way

ANOVA (Tuckey’s multiple comparisons test).

4.4.4 Genova exprese geni apoL TP, apoL PP, mtp

Na zaklad¢ dosavadniho pozorovani fenotypovych zmén v pribéhu metamorfozy,
jsme se rozhodli zmapovat zménu genové exprese genil zodpovédnych za tvorbu
lipoproteini a transport lipidd v téle drosophily. Mezi tyto geny patii apoLTP
(apolipoprotein lipid transfer particle), apoLPP (apolipophorin) a mtp (microsomal
triacylglycerol transfer protein).

U genil apoLPP (A) a apoLTP (B) pozorujeme postupny nértst miry exprese po dobu
metamorfozy. Mezi kuklou P 15 a dospélcem 0 hpe ziistava mira exprese stejnd. U genu
apoLPP muzeme vidét pokles v dospé€lci starém 24 hpe. Mira genové exprese apolPP
vyrazn¢ klesa mezi dospélci 0 hpe a 24 hpe. U genu mitp (C) vidime markantni vzrist miry
exprese v kukle P 8, ktera v zlistdvda neménna v kukle P 15 a naristd v Cerstvé vylihnutém

dospélci. Mezi dospélci 0 hpe a 24 hpe vidime pokles exprese (Obr. 14 A, B, C).
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Obrazek 14 A, B, C: Genova exprese genti apoLPP (A), apoLTP (B) a mtp (C). U genu apoLPP (A)
pozorujeme signifikantni zvySeni miry exprese v kukle P 8 (p <0,0001) a kukle P 15 (p = 0,0052).
Mezi dospélci Ohpe a 24hpe je mira exprese sniZzena (p = 0,0015). MnozZstvi exprese genu apol TP
(B) se v kukle P 8 (p = 0,0003) a kukle P 15 (p = 0,0327). Gen mtp (C) ma zvySenou miru exprese
v kukle P 8 (p = 0,0065) a v dospélci Ohpe (p < 0,0001). Exprese genu mip signifikantné klesa u
dospélce staré¢ho 24 hpe (p = 0,0110). Vodorovné piimky znézornuji smérodatnou odchylku. Pro
vypocet p hodnoty byla pouzita Two-Way ANOVA (Tuckey’s multiple comparisons test).
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Vysledky této prace popisuji morfologické zmény larvalni tukové tkdné v prabchu
metamorfozy a post-metamorfického vyvoje drosophily a analyzu exprese genl zapojenych
v lipidovém a ceramidovém metabolismu. VySe uvedena data charakterizuji biologické
procesy, které nejsou dostateCné prostudované, proto v diskusi ¢astecné odkazuji na préace
zalozené na studiu sav¢ich modelit nebo doposud nepublikovand data naSeho vyzkumného

tymu.

5.1 Zména velikosti larvalnich adipocyti

Béhem pozorovani zmén v tukovém télese v pribéhu metamorfozy a
post-metamorfického vyvoje jsme ukézali variabilitu velikosti larvalnich adipocyti, kdy se
jejich velikost 1i8i ve vSech analyzovanych obdobich, maxima dosahuji v ¢ase 0 hpe a poté se
jejich primér zmensuje. Tuto variabilitu ve velikosti si 1ze vysvétlit tim, ze obsah adipocytil
je zavisly na mnozstvi a velikosti lipidovych kapek, které zaujimaji vétSinu obsahu
adipocytl (Butterworth, Bodenstein and King, 1965). Vlivem velkého mnozZstvi
autofagickych udalosti, které jsou typické pro metamorfujici tukové teéleso dochéazi ke
zvétSovani objemu adipocytil, ve kterych se hromadi vedlejs$i produkty autofagie, jako jsou
naptiklad lipofuscinové granule (Kurz, Terman and Brunk, 2007). Domnivame se proto, ze
velikost larvalnich adipocytii mize byt do jisté miry ovlivnéna ptitomnosti lipofuscinu.

V pribéhu metamorfézy prochazeji larvalni adipocyty vyraznou morfologickou
proménou, které je nutna pro vydej energetickych zasob. Nejdiive musi dojit k rozpadu
larvalniho tukového télesa na jednotlivé adipocyty vlivem naruseni bazalni membrany (BM)
(Jia et al., 2015). Larvalni adipocyty se v pribéhu metamorfického vyvoje zvétSuji a stavaji
se pravdépodobné hypertrofickymi. Zaroven adipocyty pfizpisobuji svlj tvar meénici se
ECM, ktera je naruSena ptisobenim ekdyzonu (Bond ef al., 2011). ECM se piestava vazat na
integriny v membrané adipocytii a tim se v nich aktivuje proces autofagie (Lock and
Debnath, 2008).

V pozd¢jsich stadiich metamorfozy se naopak velikost adipocytli rapidné zmensuje.
Pokud porovnani ddme do kontextu s jejich ménicim se poctem (Obr. 15), vidime

(Danielova, 2019), Ze rychlost jejich ubyvani koreluje s jejich klesajici velikosti.
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Obrazek 15: Pocet adipocytd v pribéhu post-metamorfického vyvoje. Tento graf podporuje tvrzeni o
vyCerpani larvalnich lipidovych zasob béhem prvnich dvou az tii dni zivota dospélce drosophily

(Danielova, 2019).

Tato data ukazuji na skutecnost, Ze velké mnozstvi lipidovych zdsob je zcela vycerpano
béhem dvou az tii dni post-metamorfického vyvoje, coz vyzaduje aktivaci a zapojeni mnoha
enzymu. Energie ziskana z lipidl je vyuZzivana pro dalsi klicové procesy, jako je napiiklad
maturace pohlavnich organti, zrani pohlavnich bunék nebo formovani dospélého tukového

télesa (DiAngelo and Birnbaum, 2009, Wat et al., 2020).

5.2 Zména velikosti a pocetu lipofuscinovych granuli

Jak jiz bylo zminéno - lipofuscinové granule pfedstavuji poziistatek po autofagickém
procesu, ktery je povazovan za nedegradovatelny materidl (Terman and Brunk, 2004).
V naSich vysledcich ovSem ukazujeme, Ze béhem post-metamorfického vyvoje dochézi
k vyraznému snizovani mnozstvi granuli, které nakonec vymizi Gpln€. Vyskyt lipofuscinu je
také typicky pro senescentni buiiky, u kterych jeho akumulace vyusti v poSkozeni funkce
mitochondrii a tim pfispiva k produkci ROS (Terman and Brunk, 2004). ZvySend produkce
ROS ma za nasledek zvySenou intenzitu vzniku lipofuscinu a tim dochdzi ke zpétnovazebni
smycce ve vztahu lipofuscinu a ROS (Ulf, Brunk and Terman, 2002). Nadmérna akumulace
lipofuscinu je hojné studovany piiznak rozvoje neurodegenerativnich onemocnéni (Moreno-

Garcia et al., 2018). Pro drosophilu existuje pouze malé¢ mnozstvi studii, které¢ by odkryvaly
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procesy vzniku a akumulace lipofuscinu (Butterworth, Emerson and Rasch, 1988). Nicméng,
o jeho degradaci se toho pfili§ nevi. NaSe vysledky ukazuji na zasadni snizeni poctu
lipofuscinovych granuli v priitbéhu post-metamorfického vyvoje u drosophily. Tento fakt si
lze vysvétlit tim, ze bunky se lipofuscinu mohou zbavovat, nebo dochéazi k pfednostnimu
odstranéni téch bunék, které obsahuji vétsi mnozstvi granuli. Zajimava je skutecnost, Ze jde
o ubyvani velkého mnozstvi granuli v relativné kratkém case. MoZnou odpovéd na
degradaci lipofuscinovych granulich by mohly poskytnout makrofagy tvotici CLS kolem
larvalnich adipocyti. Makrofagy by mohly lipofuscin pfijimat ve formé& celych granuli,
popiipad€ natrdveny adipocytem nebo prostiednictvim exocytodzy, kdy makrofagy produkuji
degradabilni enzymy dovnitt CLS (Haka et al.,, 2016). 1 pies velké snahy naSeho
vyzkumného tymu Zadna z téchto teorii nebyla doposud potvrzena.

Analyza velikosti lipofuscinovych granuli ukazala postupné zvétSovani, tedy opacny
trend neZ u poctu granuli. Tento vysledek ukazuje na mozné flizovani lipofuscinu, které je

znamé naptiklad v endotheliu koronarnich tepen lidi (Joris et al., 1998).

5.3 Pocet a velikost lipidovych kapek

Z vysledkli charakterizace poctu lipidovych kapek vidime, Ze se jejich mnozstvi
zvySuje v pribéhu metamorfézy a béhem prvnich dvou dnli post-metamorfického vyvoje
vyrazné klesa. To ukazuje na moznou mobilizaci lipidovych zasob, které jsou vyuZzivany pro
ostatni organy a tkané, které jsou klicové v post-metamorfickém vyvoji (Aguila et al., 2007).
To Ize ukazat na vysledcich zmény velikosti lipidovych kapek, kde vidime pouze
signifikantni pokles u kukly P 8. Tento vysledek ukazuje na snizovani velikosti lipidovych
kapek pravdépodobné za uclelem zvétSeni své plochy, ¢imz se stavaji pfistupnéjsi
lipolytickym enzymim (Paar et al., 2012). Adipocyty se pravdépodobné¢ stavaji inzulin
rezistentnimi, coz podporuje dalsi pribeh lipolyzy jinak negativné regulovanou piitomnosti
inzulinu, ktery je zodpovédny za jejich fosforylaci nebo blokovani exprese lipolytickych
genu (Kitamura et al., 1999; Czech et al., 2013).

Tvrzeni o mobilizaci lipidovych zasob v pribéhu metamorfézy a post-metamorfického
vyvoje je podpotfeno vysledky z analyzy genové exprese genii zapojenych v mobilizaci

lipidi.
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5.4 Exprese genii

Vysledky exprese genti zapojenych v mobilizaci lipidovych zdsob miizeme rozdélit na
geny kodujici lipolytické enzymy (hs/, bmm) a geny kddujici transportni proteiny (mip,
apoL PP, apoLTP). U hsl a bmm vidime zvySovani miry exprese v kukle P 8 a dospélci 0
hpe, coz koreluje s predchozimi vysledky velikosti lipidovych kapek a podporuje tak tvrzeni
o pusobeni lipdz za tcelem mobilizace lipidovych zdsob. Exprese genli mtp, apoLPP a
apoL TP dopliuji vysledky o mobilizaci lipidi a ukazuji, Ze larvalni tukové zasoby jsou
transportovany do metamorfujicich tkani a organti po celou dobu kukleni. Dalo by se
predpokladat, Ze krom¢ lipolyzy se na mobilizaci lipidi podili také lipofagie (Singh and
Cuervo, 2012).

Béhem metamorfozy se ve velkém mnoZstvi mobilizuji také aminokyseliny a cukry
(Arrese and Soulages, 2010b). Dalo by se ptfedpokladat, ze tato schopnost mobilizace
Sirokého spektra latek by mohla vést i k moznému zpracovani lipofuscinovych granuli.
Velké mnozstvi z téchto procest se odehrava piimo v adipocytech, ale je pravdépodobné, ze
nekteré z nich budou pravdépodobné regulovany makrofagy.

Vysledky exprese genti ceramidového a sfingosinového metabolismu ukazuji na
postupné zvySovani miry exprese v prubéhu metamorfézy a vyrazné snizeni béhem post-
metamorfického vyvoje. Pfitomnost ceramidu si miizeme vysvétlit jako nasledek piitomnosti
volnych lipida, které unikaji béhem lipolyzy a jsou zodpovédné za aktivaci SMase
syntetizujici ceramid. Dal$i mozné vysvétleni by mohla byt pifitomnost autofagickych
procesit membranovych organel, kdy se sfingolipidy tvofici membrany za¢nou hromadit
v podobé ceramidu uvniti buiikky. Pfitomnost ceramidii ma za nasledek snizeni inzulinové
senzitivity, ¢imz prispiva k aktivaci lipolytickych enzymil (Chaurasia and Summers, 2015).
Exprese gent kodujici enzymy zodpovédné za hydrolyzu ceramidu je zvysSena ve stejnych
Casech jako exprese pro enzymy syntézy ceramidu. Jde pravdépodobné o pfirozeny proces

obrany buiiky pted akumulaci ceramidu, ktery se podili na snizovani jeji zivotaschopnosti.

Tento projekt tvofi zakladni pozorovani v nepfiiliS prostudovaném fyziologisckém
procesu piemény tukové tkané drosophily. Do budoucna by bylo zajimavé zaméfit se na tyto
procesy v patogenezi obezity a s obezitou spojenymi onemocnénimi, jako jsou NAFLD,
diabetes mellitus typu 2, aterosklerdza a dalsi. Pravé v téchto procesech hraje zasadni roli

ceramidovy a lipidovy metabolismus stejn¢ tak jako produkce lipoproteinti. Nepublikované
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vysledky naseho vyzkumného tymu ukazuji, Ze exprese nékterych z genii zodpovédnych za
mobilizaci lipidi a metabolismus ceramidii je siln¢ zvySend i v makrofazich infiltrujici
tukové téleso, coz naznacuje jejich ulohu v procesu premény tukové tkan¢€. Nicméné tato

teorie musi byt v budoucnu dostatecné prostudovana.

Pro dal$i mozné experimenty k porozumeéni procest pfemény tukové tkané by mohly
byt vyuzity tkanove specificky Gal4 driveru pro tukovou tkan zaloZzeny na promotorové
sekvenci genu larval serum protein 2 (Isp2), poptipad¢ gend unikatnich svou expresi pro
makrofagy (crq a dalsi). Kromé toho by mohla byt vyuzita kombinace Gal4 driveru s ¢asoveé
specifickym driverem Gal80 pro gen fat body (fb) v tukovém télese v kombinaci s RNAi pro
vypinani funkce gend naseho zdjmu. Pravé pro vyhodnoceni fenotypickych zmén téchto
genetickych zéasahii by mohla byt vyuzita data o zméné morfologie tukové tkan€, které jsou

ukéazéna v této praci.
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6 Zavér

V praktické ¢asti mé prace bylo pouzito né¢kolik metodickych ptistupi, které poslouzily ke
zmapovani velikosti larvalnich adipocyti, poctu a velikosti lipofuscinovych granuli a
lipidovych kapek. Pro leps$i porozuméni procesit zapojenych do pfemény tukové tkané
béhem metamorfézy a post-metamorfického vyvoje u Drosophila melanogaster, byla
zmétena relativni mira exprese genil zapojenych v lipidovém a ceramidovém metabolismu.
Ziskané vysledky ukazuji, Ze tato prace dala zdklad dal$imu studiu této problematiky. Teprve
v budoucnu se ukaze, zda je Drosophila melanogaster vhodny model pro studium piemény
tukové tkané. Zatim se zda, Ze v metamorfujici tukové tkdni, ktera neni dostatecné
prostudovand probiha fada velmi zajimavych procesi, které by mohly byt relevantni pro

pochopeni nekterych lidskych onemocnéni.
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