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Anotace

Hlavnim cilem této diplomové prace je posoudit roli genu Impl2 béhem regulace imunitni
odpovédi na bakterialni infekci u Drosophila melanogaster. V teoretické casti poskytuje
souhrn poznatkl o imunité drozofily spolu s nastinénim dosavadnich znalosti 0 genu Impl2.
V praktické ¢asti diplomova prace zkouma Ulohu genu Impl2 pii bakterialni infekci.
Charakterizuje misto produkce genu Impl2, zmény hladinach jeho exprese béhem bakterialni
infekce a ovétuje dulezitost tohoto genu pro spravnou imunitni odpoveéd’. Dale tato diplomova
prace zkouma metabolické zmény doprovéazejici imunitni aktivaci ve spojitosti s genem
Impl2. V neposledni fadé tato prace posuzuje vliv genu Impl2 na mobilizaci energie pro

probuzeni se z chladem indukovaného kématu.

Annotation

The main aim of this thesis is to investigate the role of Impl2 gene in the regulation of
immune response to bacterial infection in Drosophila melanogaster. The theoretical part
provides a conceptual background concerning immunity in drosophila and also it summarizes
what is known about the Impl2 gene. In the practical part, the function of Impl2 gene during
infection is examined, starting with the location of its production during immune response, the
changes of Impl2 gene amount during infection and its essentiality for a proper immune
response. Furthermore, it examines the metabolic changes underlying an immune activation in
connection to Impl2 gene. Last but not least, it tests how Impl2 gene is connected with the

mobilization of energy during Chill Coma Recovery assay.
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1. UVOD

Drosophila melanogaster je diky své podobnosti k sav¢im imunitnim systémim skvélym
modelem pro studium vrozené imunitni odpovédi. Aktivace imunitniho systému je velice
energeticky naroCnd, a proto se veskera energie, kterd je v bézné situaci rozdélovana mezi
rist, vyvoj a reprodukci, béhem infekce pfesméruje pro potieby imunitniho systému.
Zabranéni spotieby této energie je podminéno extracelularnim signdlem produkovanym
imunitnimi bunkami béhem jejich aktivace. Na zakladé¢ metabolickych projevi, které
zpusobuje béhem hladovéni, poskozeni mitochondrii a rakoviny, byl jako kandidat na tento

extracelularni signal zvolen gen Impl2.

Protoze o genu Impl2 se zatim nevi mnoho a jesté nebyl zkouman v kontextu bakterialni
infekce, je tfeba prozkoumat, kde (a zda viibec) se produkuje béhem infekce, jaka je jeho
role v boji s touto infekci, jaky vliv ma omezeni jeho produkce na rezistenci organismu
vuci infekci, a predev§im zda jeho ucinky b&hem bakteridlni infekce opravdu fidi
metabolické presmérovani energie smérem k imunitnim buiikdm. Tato prace si klade za cil
prinést odpovédi na tyto otazky, a zarovenn nabidnout podnéty pro dal§i zkoumani genu

Impl2 v kontextu systemického metabolismu drozofily.



1.1 Drosophila melanogaster jako modelovy organismus pro studium imunity

Drosophila melanogaster je jako modelovy organismus vyuZzivana jiz vice neZ sto let.
Svému proslaveni a univerzalnimu pouziti ke studiu genetiky vdé¢i pfedev§im Thomasi
Huntovi Morganovi, ktery jako prvni zmapoval chromozomy drozofily, ukazal, ze dédi¢né
znaKky jsou na chromozomy vazané a dédéné s jejich segregaci, ¢i objevil white mutaci
pouzivanou jako zakladni kontrolni linie pro genetické experimenty (Shine and Wrobel,
1976).

Hlavnimi vyhodami vyuzivani drozofily je ptfedev§im homologie mnoha drozofilich
organovych systému k savéim, evoluéni konzervovanost signdlnich drah a transkripénich
regulatort fidicich fyziologické procesy jako jsou vyvoj, metabolismus a imunita (Buchon,
Silverman and Cherry, 2014). V neposledni fad¢ je vyhodou drozofily také kratky Zivotni
cyklus a vysoka efektivita reprodukce, ¢i kratka generaéni doba. Genom drozofily,
sestavajici se ze ¢tyi parti chromozom, byl v roce 2000 pln¢ osekvenovan a zaznamenan
do FlyBase, ¢imz se u tohoto modelového organismu mohlo rozvinout velké mnozstvi
nejriznéjsich genetickych ndastroja, které mohou pomoci objasnit fyziologické procesy na
pozadi pozorovanych jevt v kontrolnich i experimentalnich podminkach (Adams et al.,
2000; Neyen et al. 2014).

Pouziti Sirokého spektra dominantnich markerd, diky kterym mtzeme sledovat kombinace
chromozomli dédéné ve filidlnich generacich, balancerové chromozomy, sofistikované
genetické nastroje jako systém Gal4-UAS, RNAI, p-elementové inzerce ¢i snadna
transgeneze délaji z drozofily idedlni modelovy organismus mimo jiné ke studiu imunitni

odpovedi.

V této préci jsme se rozhodli studovat vliv bakterialni infekce na hemocytové specifickou
produkci genu Impl2, tedy genu, ktery byl jiz popsan pro svij vliv na insulinovou
signalizaci a efekt na systemicky metabolismus (Andersen et al., 2000). Pravé pro tento
ucel je Drosophila melanogaster idedlnim modelovym organismem. Prib¢h infekce u D.
melanogaster je, stejné jako metabolické zmény indukované béhem infekce, velmi dobie
charakterizovan. Kombinace téchto faktori, detailnéji popsanych nize, ndm dava silny
experimentélni systém k zodpovézeni otazek, které jsou nepochybné v centru zajmu jak

experimentalni biologie, tak i moderni mediciny.



1.2 Imunitni systém u Drosophila melanogaster

Imunitni systém drozofily mizeme rozdélit na dvé navzajem propojené a synchronizované
hlavni vétve. Prvni vétev piedstavuji imunitni buiiky, které se Gcastni boje s infekci a
zaroven opraveni poskozené tkané. Druhou vétev tvoii rozpustné signalni latky a
efektorové molekuly S$ifici se v extracelularnim prostoru a zajist'ujici synchronizaci déju
charakteristickych pro imunitni odpovéd’, jakoz i snazsi likvidaci extracelularnich
patogent. Ackoli je toto rozdeleni do dvou hlavnich vétvi do jisté miry umélé a obé vétve

spolu souvisi, této préaci poslouzi pfedevsim K piehlednéjSimu popisu imunitniho systému.

1.2.1 Buné¢éna imunita

Bunééna imunitni odpovéd’ u Drosophila melanogaster je realizovana pomoci zmény stavi
a chovani krevnich bunék zvanych hemocyty. Primarni produkce prohemocytu, ze kterych
se nasledné vyvijeji jednotlivé subpopulace hemocytt, probiha v lymfatické Zlaze béhem
larvalniho stadia jedince (Crozatier, 2007). Kromé lymfatické zlazy mohou hemocyty dale
vznikat v takzvanych hematopoetickych kapsach, které jsou konzervovanym
hematopoetickym organem b&hem larvalniho vyvoje (Makhijani, 2011). Subpopulace
hemocytll nevznikaji vzdy de novo, ale jednotlivé typy se mohou transdiferencovat mezi
sebou, coz bylo experimentalné ovéfeno na piikladu infekce parazitickou vosou rodu

Leptopilina (Anderl et al., 2016).

Tvorba hemocyti je obecné typicka pro larvalni stadium jedince. Ackoliv se nékteti autofi
(pt. Gosh et al., 2015) pokusili experimentalné prokazat tvorbu hemocyti u dospélych
drozofil, kvili obtizné opakovatelnosti experimentu se vét§ina védca piiklani k tomu, Ze
hemocyty vznikaji pouze v larvalnim stadiu a dospélec si tudiz cely Zivot musi vystacit

pouze s hemocyty, které se vytvofily béhem larvalniho vyvoje.

Po diferenciaci hemocyty mohou bud’ volné cirkulovat v hemolymf€, nebo pfilnout ve
form¢ klastri k bunéénym sténam ¢i organum (Lanot et al., 2001). Hemocyty se dale
diferencuji ve tii typy bunék, konkrétné plazmatocyty, lamelocyty a krystalové buriky.
Zéakladni ulohou nejpocetnéjsich plazmatocytu je fagocytéza, kdy dochazi k pohlceni
bakterii ¢i odumielych tkani. Lamelocyty se Uc€astni imunitni reakce pouze pii setkani
s parazitem, kdy enkapsuluji a melanizuji cizorody objekt. Nejméné pocetné krystalové
buiiky produkuji enzymy uplatiiujici se rovnéz pii procesech melanizace a enkapsulace

(Royet et al., 2003).



V ptipad¢ streptokokové infekce je bunécnd odpovéd u drozofily realizovana
plazmatocyty, které se navazi na cilové molekularni struktury patogenu (PAMPS =
pathogen associated molecular patterns), ¢imz spusti signalni drahu vedouci k pohlceni
bakterie a jeji degradaci lysozomy, reaktivnimi formami kysliku a oxidem dusnatym
(Royet et al., 2003). Pravé fagocytickd aktivita plazmatocytii se zda byt esencialni pro
preziti streptokokové infekce, kdy se po ablaci plazmatocyti schopnost drozofily prezit

tuto infekci dramaticky snizuje (Defaye, 2009).

Hemocyty maji krom¢ mechanické funkce zaroven funkci regulacni, nebot’ fidi prabéh
imunitni odpovédi produkci cytokinu (naptiklad Unpaired-3) a anti-mikrobidlnich peptidu,
a tim se bunéénd imunitni odpovéd propojuje s odpovédi humordlni (Lemaitre and
Hoffman, 2007). Rovnéz se hemocyty Gcastni procesu metamorfozy, pii které hraji roli
ulohou hemocytli z pohledu této prace je jejich schopnost produkovat latky ovliviujici

systemicky metabolismus (Droujinine and Perrimon, 2016).

Hemocyty jsou jednim z hlavnich témat mé vyzkumné prace, a to zejména v kontextu
extracelularné produkovanych latek ovlivitujicich systemicky metabolismus. Citliva
regulace je nezbytna pro tento proces, protoze v ptipad¢ chronické aktivace ¢i deregulace
zkoumanych kaskdd dochazi k zavaznym metabolickym zménam podnécujicim mnoho

znamych patologii.
1.2.2 Humoralni imunita

Humoralni imunita u drozofily se skladd z osmi rodin anti-mikrobialnich peptidu
sekretovanych do hemolymfy (dale zvanych AMPS) (Imler and Bulet, 2005). K produkci
peptidi dochazi v tukovém télese, analogickém k sav¢im jatram, a v hemocytech, avsak na
rozdil od savCich homologl jsou tyto peptidy aktivni proti limitovanéjSimu mnozstvi

mikroorganismu. (Lemaitre and Hoffman, 2007).

Zékladni signaliza¢ni drahy fidici humoralni imunitni odpovéd jsou Imd (Immune
Deficiency) reagujici na Gram-negativni bakterie a v pfipadé Gram-pozitivnich bakterii,
jako je Streptococcus, Toll signalizacni draha, piipadné jejich kombinace (Hoffman,
Reichhart, 2002). Stejné ¢i podobné signaliza¢ni drahy lze najit i u sav¢i imunitni
odpovédi, coz poukazuje na vysokou miru evolu¢ni konzervace imunitnich mechanismu

(Georgel et al., 2001; Lund and DeLotto, 2011).



Toll signalizacni draha, jejiz objev pfinesl v roce 2011 Nobelovu cenu pro Hoffmana, je
béhem infekce aktivovdna Vv hemolymfé proteazovou kaskadou (pravdépodobné
peptidoglykanovy rozpoznavajici protein) a vede k sekreci proteinu Spétlze vazajicimu se
na Toll receptor. Tato vazba indukuje intracelularni signaliza¢ni kaskadu, ktera degraduje
protein Cactus a nuklearn¢ translokuje transkripéni faktory Dif a Dorsal spoustéjici tvorbu
AMPs (Gregorio, Spellman and Lemaitre, 2002).

Imd signalizaéni draha indukuje imunitni odpoveéd pti styku s Gram-negativnimi
bakteriemi. Tato draha je aktivovana PGRP (peptidoglykan rozpoznavaci protein), ktery se
vyskytuje v membrané hemocyti. Aktivace IMD indukuje fosforylaci pre-transkripéniho
faktoru Relish, a ten je $tépen cysteinprotedzou (kaspazou) Dredd. Dusledkem tohoto
Stépeni vznika transkripéni faktor Rel-68, ktery v jadie aktivuje transkripci AMPS
(Lemaitre and Hoffman, 2007).

V neposledni fad¢ u drozofily, stejné jako u savct, v ptipadé bakteridlni infekce dochazi
K rychlé syntéze reaktivnich forem kysliku (ROS) ve stfevé a v imunitnich buiikach. Timto
mechanismem ziska drozofila dodateénou bariéru proti pozitym mikroorganismiim
(Lemaitre and Hoffman, 2007). Krom¢ imunitni odpovédi fidi koncentrace ROS
v drozofile i1 diferenciaci prohemocytii ve tfi subtypy imunitnich bun¢k, ktera probiha
hlavn¢ v lymfatické Zlaze (Owusu-Ansah and Banerjee, 2009), a reparacni mechanismy

tkani (Schieber and Chandel, 2014).

Navzdory tomu, Ze jsou dobfe objasnény faktory podilejici se na aktivaci imunitni
odpovédi, vime jen velmi malo o faktorech, které imunitni odpovéd’ utlumuji. Vzhledem
k potencionalnim skodlivym vlivim imunitnich odpovédi na okolni bufiky potiebuje
organismus udrzovat tyto pochody v rovnovaze. Jednou z moznosti regulace je naptiklad
down-regulace NF-kB transkripéniho faktoru a nasledné pieruSeni transkripce AMPs
v jadie (Kim et al., 2007).

Béhem bakterialni infekce u drozofily humordlni i bunécnd vétev imunitniho systému
pracuji ve vzajemné souhfe a imunitni odpoveéd’ je realizovana nejen pomoci fagocytozy,
ale zaroven i pomoci AMPs produkovanych tukovym télesem ¢i hemocyty. Participace
obou vétvi imunitniho systému nastava i po ukonceni boje s infekci, kdy v organismu

dochazi k opravé tkani (viz 1.2.3).



U sav€ich modelt dochazi k vyuziti jak vrozené imunity (bunéénd a humoralni), tak
ziskané imunity, a protoze lze potvrdit podobnost mezi vrozenou imunitou u drozofily a
savcu, slouzi drozofila jako vhodny model ke studiu vrozené imunity nezkreslené vlivem
imunity ziskané. Poznatky o funkci obou imunitnich vétvi mohou tudiz byt aplikovany na

mnoho imunitnich procesti pozorovanych u savct a ¢loveka.
1.2.3 Pribéh bakterialni infekce u Drosophila melanogaster

Imunitni systém drozofily je mnohovrstevny a piedstavuje sofistikovany zptsob, jak
bojovat s bakteriemi, viry a parazity, se kterymi se drozofila béhem svého zivota muize
setkat. Diky absenci ziskané imunity slouzi drozofila jako ide4lni modelovy organismus
pro studium pfirozené¢ imunity, jejiz nékteré slozky prokazatelné odpovidaji pfirozené
imunit¢ u savci (Govind, 2008). Bakteridlni infekce Streptococcus pneumoniae,
pouzivana k nasim pokustim, neni pro drozofilu ptirozena, nebot’ dochazi k injikaci vysoké
davky bakterii pfimo do t€la drozofily a tim padem nejsou uplatiovany mechanismy
epitelarni imunity (Lemaitre and Hoffman, 2007; Govind, 2008). Pouziti tohoto typu
bakteridlni infekce nam slouzi jako idealni model sepse a nezvladnutelného namnoZeni
bakterii v organismu. Po proniknuti streptokoka do téla dochazi k jeho okamzité
proliferaci, kterd je s jistym zpozdénim nasledovana aktivaci imunitni odpovédi (Wang,
Kounatidis, Ligoxygakis, 2014). Obdobi proliferace a aktivace imunitni odpovédi vykazuje
zvySeni hladiny bakteridlnich kolonii (CFU = colony forming units) bezprostfedné po
proniknuti bakterie do téla. Bunéénd imunita tvofi 1 U drozofily hlavni sloZzku imunitni
reakce, kdy plazmatocyty pomoci fagocytdzy bojuji s patogenem a funguji jako analog
sav¢ich M1 makrofagti (Govind, 2008; Novak and Koh, 2013).

Fagocyt6za zaind rozpoznanim bakterie pomoci PAMPS a navazéani streptokoka na
povrch téchto molekul. Nasleduje aktinova cytoskeletalni remodelace umoziujici
internalizaci cizorodé latky, ktera se po obaleni membranou degraduje pomoci
lysozomalnich enzyma (Lemaitre and Hoffman, 2007). Soucasné s bunécnou imunitou
dochazi v drozofile i k aktivaci humoralni imunity, produkujici AMPs v tukovém télese ¢i
v hemocytech (Wang, Kounatidis, Ligoxygakis, 2014). Antimikrobialni peptidy maji v boji
s bakteridlni infekci spiSe doprovodnou roli k fagocytéze bunééné slozky imunity. Pokud
ani spoluprace obou slozek imunity neni dostate¢né efektivni v boji s patogenem a
mnozstvi bakterii na jednu drozofilu pfesdhne hranici 10°, dochazi ke smrti (Lemaitre and
Hoffman, 2007).



V opacném ptipad¢ pozorujeme pokles CFU a nastava Cas na opravu tkani, odpovidajici
aktivité savéich M2 makrofagli (Novak and Koh, 2013). Na zékladé pokusti Neves a kol.,
hemocyty stimuluji opravu tkani poskozenych UV zéafenim. Principem je tvorba PDGF-
related a VEGF-related faktoru 1 ve fotoreceptorech. Tim se nasledné aktivuje PDGF-
related a VEGF-related receptor v hemocytech a stimuluje opravu poskozenych tkani
(2016). Krom¢ aktivniho boje sinfekei tudiz maji hemocyty i alternativni roli
v poinfek¢énimu vyrovnani se s nasledky patogenu. Pro svou aktivaci a efektivni funkci
Vv obou fazich infekce hemocyty spottebuji velké mnozstvi energie, tudiz béhem infekce

musi dochézet i k systemickym metabolickym zménam popsanym v kapitole 1.2.4.

1.2.4 Metabolické zmény indukované béhem infekce

Komplexnost imunitni reakce béhem bakterialni infekce vyzaduje velké mnozstvi energie
pro svoji efektivitu. Provazanost imunitniho systému s metabolickou regulaci je proto
jednou ze zékladnich podminek jeho fungovani (Unckless, Rottschaefer and Lazzaro,
2015). Vzhledem kevolu¢ni konzervovanosti metabolickych pochodii a spoleénym
znakiim mezi drozofilou a ¢lovékem, slouzi tento experimentalni model k jednoduchému a
efektivnimu zkouméani metabolismu karbohydrati, ktery lze aplikovat i u vysSich
organismi (Haselton and Fridell, 2010). V bézném stavu dojde u drozofily po pfijeti
energie ve formé glukozy k jejimu uloZeni do tukového télesa jako zasobarny energie ve
formé glykogenu (Arrese and Soulages, 2010). K utvofeni glykogenu z glukdzy v tukovém
télese vyuziva drozofila glykogen-syntazu. V piipadé zvysené potieby energie v organismu
se glykogen z tukového télesa rozklada v hemolymfé pomoci glykogen-fosforylazy zpét na
glukozu a slouzi tak jako pohotova zasobarna energie pro tkané¢ (Reyes-DelaTorre, Pefia-
Rangel, Riesgo-Escovar, 2012).

Béhem bakteridlni infekce dochazi prav€é u imunitnich bunck k této zvySené potiebé
energie a glykogen z energetickych zasob se rozklada zpét na glukézu a trehaldzu, které
imunitni bunky vyuzivaji k fagocytoze, produkci AMPs ¢i opravé tkani po akutnim boji
s infekei (Govind, 2008). Aby mély dostatek energie pro vSechny tyto funkce, je potieba
snizit co nejvic spotfebu energie neimunitnimi tkanémi a chovat se sobecky ve smyslu
meziorganové komunikace, kdy dojde k nadfazeni potieb celého organizmu nad potieby

jednotlivych tkani.



Proto hemocyty zapficini inzulinovou rezistenci neimunitnich tkédni a tim zplsobi, Ze
gluk6za nemize proniknout do bungk a ziistane volné cirkulovat v hemolymf¢ k dispozici
pro imunitni bunky (Bajgar et al., 2015). Oproti stavu pied infekci se béhem imunitni
reakce snizuje hladina glykogenu za soucasného zvySeni voln¢ cirkulujici glukozy.

K rozkladu glykogenu na glukézu se vyuziva glykogen fosforylaza (Steele, 1982).

Dynamika konverze mezi glykogenem a volné cirkulujici glukézou béhem imunitni reakce
musi byt fizena autonomné imunitnimi buiikami a jde ruku v ruce s jejich schopnosti
zabranit ostatnim tkanim, aby voln¢ cirkulujici glukézu béhem infekce pouzily na svou

vlastni potiebu. Mechanismus této regulace je vysvétlen v nasledujicich kapitolach.



1.3 Sobecky imunitni systém

1.3.1 Teoretické predpoklady

Imunitni systém pii své aktivaci potiebuje rychle ziskat velké mnozstvi energie a nutrienta,
aby mohl Gspésné bojovat s infekci. Nejrychlejsi metodou, jak energii ziskat, je glykolyza
a praveé proto je pii aktivaci imunitnich bunék upfednostiiovana pied oxidativni fosforylaci,
ackoliv produkuje méné¢ ATP (Delmastro-Greenwood and Piagenelli, 2013). Pro ziskani
dostatecného mnozstvi energie glykolyzou imunitni buiky zapfi¢ini Systemické
metabolické zmény, kdy je spotfeba energie neimunitnimi tkanémi redukovana a tato
energic muze byt nasledné vyuzita bunikami imunitnimi. Steroidni hormon inzulin
umoznuje glukoze vstup do bun€k a jeho efekt musi byt tudiz béhem imunitni aktivace
v neimunitnich tkanich potlaéen (Hotamisligil, 2006). Tyto tkané se stanou docasné
rezistentni vaci inzulinu a v organismu lze pozorovat hyperglykemii, nebot’ cirkulujici
glukoza slouzi jako pohotovy zdroj energie pro imunitni bunky (Straub, 2014). Ackoliv se
tim zpomali rdst organismu, vyvoj i reproduktivni funkce, jsou tyto systemicke
metabolické zmény nezbytné pro boj s patogenem a tim i pro preziti drozofily (Bajgar et
al., 2015). Navzdory tomu, ze byly metabolické zmény pozorovany nejen u drozofily, ale i
obratlovci veetné ¢loveka, vime zatim jen velmi méalo o molekuldrnim mechanismu, ktery
tyto zmény zapficifiuje.

1.3.2 Extracelularni adenosin jako signalni molekula pro systemické metabolické
zmény

Jednim z kandidatt na signalni molekulu spoustéjici metabolické zmény byl extracelularni
adenosin, zejména diky jeho roli ve vyvolani inzulinové rezistence (Natali et al., 1994) a
v imunitni odpovédi u savcu (Bours et al., 2006). Jeho vliv na metabolismus b&hem
infekce byl pozdéji experimentalné prokazan a tato hypotéza byla potvrzena (Bajgar et al.,
2015). Adenosin je purinovy nukleosid skladajici se z molekuly adeninu a ribdzy
propojenych B-Ng glykosidickou vazbou. V organismu se nachazi bud’ intracelularn¢, nebo
extracelularné v mezibunééném prostoru a podili se hlavné€ na energetickém metabolismu.
Oproti intracelularnimu adenosinu je mnozstvi extracelularniho adenosinu mnohonasobné
mensi, nicméné¢ jeho role v bunécné signalizaci zejména v piipadé¢ imunitni odpovédi

nesmi byt opomijena (Yegutkin, 2008).



V piipad¢ infekce parazitickou vosou je adenosinovy signal produkovany metabolicky
stresovanymi buiikami a funguje jako mistni ¢i systemicky hormon, aktivujici adenosinovy
receptor (Novdkovd and Dolezal, 2011). Parazitické vosi vajicko je rozeznano
cirkulujicimi prohemocyty, ze kterych se diferencuji lamelocyty. K rychlé diferenciaci,
enkapsulaci a melanizaci parazitniho vajicka je potfeba velké mnoZzstvi energie, proto
imunitni bunky zac¢nou produkovat adenosin (Dolezal, 2015). Nasledkem produkce
adenosinu je utlumeni spotieby energie neimunitnimi tkdnémi a rovnéz zpomaleni jejich
vyvoje (Bajgar et al., 2015). Tkan¢ se stanou docasné rezistentni vici inzulinu a v celém
organismu pak nastava doCasna hyperglykemie. Cirkulujici glukéza je k dispozici
imunitnim bunkam pro jejich funkci. Jakkoliv muze tento vysledek znit negativné
z hlediska vyvoje a reproduktivni funkce, je to nezbytny stav pro tspé$ny boj s patogenem

a mél by tudiz byt vniman v pozitivnim svétle.

Pokud jsou tyto systemické metabolické zmény indukované adenosinem znemoznény,
aktivace imunitnich bunc¢k na parazitaci je nedostatecnd a drozofila umira. Pokud je
naopak signal neadekvatné silny, v organismu nastava signifikantni plytvani energii, které
nakonec vede ke smrti z vycerpani (Bajgar and Dolezal, unpublished). Metabolické zmény
indukované adenosinem jsou tudiz nezbytné pro Gspésny boj s patogenem, nicméné musi
byt drzeny v rovnovaze. Vzhledem k vyskytu adenosinové signalizace pfi metabolickém
stresu 1 u dal§ich organisml se tato signalni drdha ukazuje byt univerzélni, evolu¢né

konzervovana a efektivni reakce na stres (Shimkets and Dworkin, 1981).

Objeveni extraceluldrniho adenosinu jako signalni molekuly pro metabolické zmény
eskalovalo pochopitelné velkou fadu otazek, z nichz nejzajimavéjsi pro nas byla, zda
existuje krom¢ adenosinu jest¢ néjaka jina molekula, ktera by fungovala jako signal pro
sobecky imunitni systém. A pravé na tuto otdzku jsme se pokusili najit odpovéd’ na
nasledujicich strandch této prace. Vychazime-li z teoretického konceptu molekul
produkovanych sobeckym imunitnim systémem, mizeme zobecnit pravidla, kterd kazda
potencionalni molekula musi spliiovat, aby jeji role odpovidala chovani efektivni sobecke

molekuly.
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1.4 Gen Impl2 u Drosophila melanogaster

Po studiu literatury jsme jako kandidata pro signalni molekulu zapftic¢inujici systemické
metabolické zmény béhem infekce zvolili gen Impl2, coz je homolog lidského IGFBP7
(Insulin-like Growth Factor Binding Protein) (Andersen et al., 2000). Regulace exprese a
aktivita funkce IGFBP u savci neni v soucasné dobé detailné zpracovana, a proto je objev
homologie genu Impl2 k savéimu moznosti, jak jeho vlivy zkoumat ve zjednoduseném
modelu. Lep$i pochopeni insulinové signalizace u savcu a ¢lovéka je velmi dulezité
zejména v asociaci s jeji dysfunkci ustici v diabetes mellitus, kardiovaskularni poruchy ¢i

ruzné typy rakoviny (Blumenthal, 2010).

Gen Impl2 patfi do imunoglobulinové superrodiny a tvoii ho geny kodujici 20-
hydroxyekdyson-indukovanych proteinti vazanych na membranu ¢i sekretovanych (Garbe
et al., 1993). Mechanismem funkce genu Impl2 je jeho extracelularni vazba na Dipl2
(Drosophila Insulin-Like Peptid 2), syntetizovany v buiikach produkujici inzulin. Tato
vazba nésledn¢ utlumuje insulinovou signalizaci (Andersen et al., 2000). V disledku
utlumeni této signalizace se v organismu zvySuje hladina cirkulujici glukézy, snizuje
hladina glykogenu a objevuje se inzulinova rezistence a kachexie tkani (Figueroa-
Clarevaga and Bilder, 2015). Kromé& metabolické regulace gen Impl2 dale fidi predevsim

bunécny rist a fertilitu ¢i ovliviiuje délku Zivota drozofily (Honegger et al., 2008).
1.4.1 Genetické nastroje umoziujici zkoumani role genu Impl2

Pro tuto vyzkumnou praci pouzivame RNA interferenci a systém Gal4-UAS spolu s Gal80
teplotné senzitivni modifikaci, jejichz mechanismy jsou popsany v nasledujicich

odstavcich.
1.4.1.1 Gal4-UAS systém

Cilené tkanove specificka kontrola genové exprese pomoci systému Gal4-UAS umoznuje
zkoumani roli jednotlivych genii v konkrétnim misté jejich pisobeni. Protein kddovany
Gal4 sekvenci se sklada z 881 aminokyselin a vaze se na specifické misto v DNA sekvenci
zvané UAS, coz indukuje transkripci gend, které za sekvenci nasleduji (Fischer et al.,
1988). Pokud exprimujeme Gal4 tkanovée specificky, miizeme tim spustit transkripci geni
cilené v jednotlivych tkénich a zkoumat tak jejich ucinek, zatimco zbytek systému funguje

béznym zptsobem.
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Tato metoda se ukazuje jako obzvlast U€innd v ptipadé, Ze transkribovany gen je toxicky,
¢i negativné ovlivituje Zivotaschopnost drozofily (Brand and Perrimon, 1993). Diky
systému Gal4-UAS je mozné drzet cileny gen pod UAS koédujici sekvenci, zatimco jeho
transkrip¢ni aktivator (Gal4 protein) se bude nachéazet v odlisné transgenni linii, a pouze po
zktizeni téchto dvou linii bude transkripce cileného genu spusténa (Brand and Perrimon,

1993).

R
UAS
ww (ell-specific driver el Gald w7 s Reporter gene jummm

Obr. 1: Schematické znazornéni principu Gal4-UAS systému (Adapted from Brand

and Perrimon, 1993). Gal4 sekvence koduje protein, ktery se navaze na UAS sekvenci na DNA.

Nasledné dojde ke spusténi transkripce genu  umisténého za  UAS sekvenci.

UAS = aktivacni sekvence na hornim konci genu

Gal4 = kodujici sekvence pro galakt6zou indukované geny

1.4.1.2 Gal80 inhibi¢ni protein

Kromé tkanové specifické regulace genové exprese u drozofily je mozné docilit 1 ¢asové
specifické regulace, a to pomoci teplotné senzitivniho inhibi¢niho proteinu Gal80 (Zeidler
et al., 2004). Tento inhibi¢ni protein objeveny u kvasinek rodu Sacccharomyces cerevisce,
ktery je exprimovan pod promotorem tubulin 1, naseda na poslednich 30 aminokyselin
proteinu Gal4 a zablokuje tim jeho aktivaéni doménu pomoci interakce dimer-dimer
(Melcher and Xu, 2001). Systém Gal80™ inhibi¢niho proteinu byl experimentalné ovéien
u drozofily pomoci zeleného fluorescenéniho proteinu, ktery byl cilené reprimovan
V nervovém systému u larvalniho stddia. Métfeni fluorescence probihalo v referen¢nich
teplotach, kdy v 18°C Gal80™ témét kompletné inhiboval Gal4, zatimco v 25-29°C byla
fluorescence jen mélo inhibovana (Suster et al., 2004).
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Obr. 2: Schematické znazornéni funkce Gal80™ (Wang and Zhong, 2004).

V 19°C dojde k navazani Gal80 na Gal4 proteiny, ¢imz se znemozni jejich aktivace proteinu kddovaného
UAS sekvenci. Ve 30°C se teplotné degraduje Gal80 inhibi¢ni protein a Gal40 po nasednuti na UAS

sekvenci spousti transkripci kddovaného genu.

Pomoci Gal4-Gal80'™ interakce je mozné specificky regulovat jakékoliv buiiky drozofily
Vv libovolném stadiu jejiho vyvoje (Lee and Luo, 1999). Této vlastnosti jsme vyuZili pii
tvorbé experimentalniho designu pokust, kdy jsme cilené tlumili produkci genu Impl2
v dospélém stadiu pomoci RNA interference (RNAI), takze b&hem piedchozich
vyvojovych stadii byly drozofily drzeny v teploté 18°C a Gal80' inhiboval nasednuti Gal4
na UAS a spusténi RNAi. Az v konkrétnim bodu jejich vyvoje v dospélém stadiu byly
drozofily premistény do 29°C, Gal80'™ byl timto degradovan a RNAi byla spusténa (Viz

nasledujici kapitola).
1.4.1.3 RNA interference

RNA interference je technika, které¢ se pouziva k umlcovani gend. Funguje na principu
degradace specifickych mRNA a tim k zabranéni syntézy proteint jimi kodovanych. RNAI
je diky své rychlosti a relativni jednoduchosti vyuzivana v organismu Kk boji s patogennimi
nukleovymi kyselinami a regulaci genové exprese, cilend RNAi je ve véde efektivnim
nastrojem pro piimou (forward) genetiku, jejiz pfistupem se geny charakterizuji pomoci
jejich vypnuti a nésledném sledovani genotypickych projevii. Pfed objevenim principu
RNA interference se pfima genetika musela spoléhat na mutace vznikajici pfirozen¢ nebo

v disledku vyuziti radiace ¢i chemickych mutagenti.
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RNA interference tvoii velmi dileZitou soucast imunitniho systému drozofily. Vyuziva
ribonukledzu Dicer-2, ktera nastiiha dvouvlaknové molekuly RNA na kratké, ptiblizné 21-
24 nukleotida dlouhé siRNA, které jsou poté proteinem R2D2 pieneseny k proteinu
Argonaute-2. Nasledné dojde k zformovani komplexu RISC a k rozstépeni dvouvlaknové
DNA soucasné s degradaci jednoho z vlaken. Druhé vlakno se navaze ke komplementarni
sekvenci patogenu a protein Argonaute-2 poté rozstipe siRNA spole¢né s havdzanou RNA
patogenu (Dietzl et al., 2007; Kavi et al., 2005).

1.4.2 Mista produkce genu Impl2 v Drosophila melanogaster

Ilia Droujinine a Norbert Perimon ve své préaci popisuji produkci genu Impl2 v tukovém
télese, svalech, imaginalnich discich a stfevé larvy a dospélce (2016). V téchto tkénich je
gen Impl2 exprimovan pod vlivem rtznych experimentalnich podminek ¢i genetickych
modifikaci. Efektim jeho produkce Vv téchto tkanich se budou zabyvat nésledujici odstavce
této prace. Jisté vSak je, Ze ucinek genu Impl2 na systemicky metabolismus je v ptipadech
jeho produkce identicky, a neni tudiz az tak dulezité, ze které tkané je v organismu

produkovan.
1.4.2.1 Gen Impl2 v tukovém télese

Produkce genu Impl2 v tukovém télese byla experimentalné prokazana v larvalnim stadiu
béhem hladovéni (Honegger et al., 2008). Utlumovani insulinové signalizace bylo
testovano v béznych i pozménénych nutriénich podminkach. Pokud na bé&zné dieté doslo
k upregulaci genu Impl2 na bazi celého organismu, nasledovalo signifikantni zmenseni
velikosti celého téla, v ptipadé utlumeni genu Impl2 drozofily vykazovaly naopak zvétseni
celého téla. V piipadé pozménénych nutriénich podminek gen Impl2 upregulovany
Vv tukovém té€lese utlumil insulinovou signalizaci v celém organismu, coz drozofile
umoznilo pfezit neptiznivé podminky. Pokud byl gen Impl2 experimentalné vypnut
V tukovém télese a larvy drozofily byly vystaveny hladovéni, imrtnost téchto larev se
rapidné zvysila v porovnani swild-type kontolami na téze experimentalni dieté.
Z vysledkl experimentu miZeme usuzovat, Ze s hladovénim se drozofila vyrovnava pravé
navySenim produkce genu Impl2 v tukovém télese a naslednym utlumenim inzulinové

signalizace (Honegger et al., 2008).
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1.4.2.2 Gen Impl2 ve svalové tkéani

Produkce genu Impl2 ve svalové tkani byla experimentalné prokazana v dospélci drozofily
béhem mirné mitochondrialni perturbace (Owusu-Ansah, Song and Perrimon, 2013).
V piipadé posSkozeni mitochondrii stdrnutim ¢i zranénim se v Organismu spousti
mitochondrialni stresova signalizace (Liu and Butow, 2006). Piekvapivé, pokud je
poskozeni mitochondrii mirné, délka Zivota zkoumanych organismli se naopak zvysi
(Owusu-Ansah, Song and Perrimon, 2013). Neni zatim pfesn¢ jasné, jaky mechanismus za
zvySenim dlouhovékosti stoji, ovSem jednou =z molekul exprimovanych b&hem
mitochondrialniho stresu ve svalech je pravé gen Impl2, ktery spousti systemickou represi
insulinové signalizace a tim prodlouZzi Zivotnost zkoumanych drozofil. Ac¢koliv jsou jejich
svaly diky poSkozeni mnohem mensi, diky mitochondrialn¢ indukované produkci genu
Impl2 je velikost vSech organii a tkani od po¢atku vyvoje zmensena a vysledny mutant je
zivotaschopny i s redukovanou svalovou hmotou. V neposledni fade gen Impl2 indukuje
opravné mechanismy, diky kterym jsou poskozené mitochondrie degradovany a tim se
zlepsi tolerance organismu k mitochondridlni perturbaci. Diky témto experimentim
muzeme usoudit, Ze s posSkozenim mitochondrii se drozofila vyrovnava rovnéz pomoci
zvySeni mitochondrialné indukované produkce genu Impl2 ve svalech a naslednému

utlumeni inzulinové signalizace (Owusu-Ansah, Song and Perrimon, 2013).
1.4.2.3 Gen Impl2 v imaginalnich discich

Transplantace imaginalnich diskt, ve kterych bylo indukované rakovinné bujeni, do
dospéle drozofily byla vyuzita jako model reprezentujici rist tkané bézné pozorovany pii
rakoviné (Figueroa-Clarevega and Bilder, 2016). Pravé béhem rakoviny velkd spousta
pacientll zemie na tzv. rakovinnou kachexii, kdy tkané ¢asto vzdalené od tumoru vykazuji
pfiznaky hladovéni, ackoliv nutrienty pfijimané pacientem jsou dostateCné. Stejné
genotypické ptiznaky byly pozorovany i u drozofil s transplantovanymi imaginalnimi
disky, ve kterych bylo indukovano rakovinné bujeni. Mechanismem, ktery imaginalni disk
(nador) vyuziva, aby indukoval hladovéni, je produkce genu Impl2 a nasledna insulinova
rezistence a kachexie tkani. Pokud byl gen Impl2 pomoci RNAIi vypnut specificky

v nadorové tkani, mira kachexie perifernich tkani byla dramaticky sniZena.
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Ackoliv je hladovéni zplsobené tumory s nejvétsi pravdépodobnosti multifaktorove,
jednim ze zakladnich stavebnich kament je nadorem indukovana overexprese genu Impl2
a jeho nasledné utlumeni insulinové signalizace a kachexie perifernich tkani nezavisle na

kvalité pfijimanych nutrieti (Figueroa-Clarevaga and Bilder, 2016).
1.4.2.4 Gen Impl2 ve stievé

Young Kwon a kol. zkoumal Impl2 signalizaci u dospélé drozofily ve vztahu
k experimentalné zvySené proliferaci stfevnich kmenovych bunék, ktera zpusobuje
insulinovou rezistenci ve tkanich ovarii, tukového télesa a svald (2015). Pii této zvysené
proliferaci byla prokazana exprese genu Impl2 ze stfeva, které inhibovala inzulinovou
signalizaci v perifernich tkanich. Pokud byly efekty genu Impl2 cilené¢ vypnuty v misté
kachexie, doSlo k zachrané téchto tkéni. Experimentalné bylo prokdzano, ze nadmérné
proliferujici kmenové buiky ve stievé produkuji gen Impl2, aby indukovaly inzulinovou
rezistenci okolnich tkani a uspofily tim nutrienty pro sviyj dal$i vyvoj a mnozeni (Kwon et
al., 2015).

Produkce genu Impl2 byla dale u dospé€lé drozofily popsana v aorté a srdci (Honegger et
al., 2008; Cammarato et al., 2011), ¢i v hlavové ¢asti drozofily (Aradska et al., 2015),
avSak o jeho funkeci se v souvislosti s témito misty vi jen velmi malo. Jisté vsak je, ze efekt
ucinku genu Impl2 na systemicky metabolismus ma jisté spole¢né znaky a neni tudiz az tak

dulezité, ze které tkané je v organismu produkovany.

Ve vSech ostatnich ptipadech produkce genu Impl2 uvedenych v literatufe, jako je stresova
odpovéd’ na hladovéni, mirna mitochondrialni perturbace, rakovina a nadmérna proliferace
kmenovych bunék, je spojujici charakteristikou nedostatek energie pro dané bunky ¢i
tkané, aktivace glykolyzy ¢i znemoznéna oxidativni fosforylace. Tyto fenotypické projevy
se objevuji i béhem aktivace imunitni buriky. Proto jsme se rozhodli prozkoumat, jestli i
hemocyty mohou vyuzivat produkce genu Impl2 v pfipadé bakterialni infekce, aby omezily
pfijem energie okolnimi tkdnémi a tuto energii uSetfily pro svoji potfebu pfi imunitni
aktivaci. Diky experimentim Marca Dionneho a kol. vime, ze béhem infekce
Mycobacterium marinum drozofila vykazuje sniZzenou inzulinovou signalizaci a nasledné
hladovéni, nicméné nebylo zatim prokazano, zda mize gen Impl2 byt mediatorem tohoto
snizeni (20006).
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Pro prokazani jeho role v regulaci metabolismu béhem imunitni odpovédi je nutné
experimentalné ovétit nékolik parametrt, které by gen Impl2 ve vztahu k bakterialni
infekci musel splnit, aby mohl byt povazovan za signalni molekulu pro tyto systemické
metabolické zmény (viz 1.4.2.5 - 1.4.5).

1.4.2.5 Produkce genu Impl2 v imunitnich buiikach

Jednou z podminek pro prokazani, ze gen Impl2 funguje jako signal pro utlumeni
inzulinové signalizace b¢hem bakteridlni infekce, je jeho produkce specificky v
aktivovanych imunitnich buikéch. K detekci exprese genu Impl2 v téchto bunkach
pouzijeme produkci fluorescencniho proteinu mCherry pod kontrolou pfirozeného
promotoru genu Impl2 (viz 3.12). Tento geneticky konstrukt nam umozni sledovat mista
aktivace tohoto promotoru a ozna¢i nam tak cilové buiiky. Plazmatocyty D. melanogaster
jsou charakteristické svoji distribuci v téle dosp€lého jedince a daji se rozliSit i
morfologicky. Muzeme tedy snadno ovéfit, zda se gen Impl2 produkuje pravé v imunitnich
buiikéch.

1.4.3 ZvySeni hladiny genu Impl2 béhem infekce

V navaznosti na produkci genu Impl2 imunitnimi buiikami je logicky nasledujicim krokem
prokazat, ze hladina genu Impl2 se béhem infekce vyrazné zveda. Miru exprese genu Impl2
muizeme piesné méfit pomoci metody kvantitativni PCR, ktera ndm jasné ukdze zmény
mnozstvi mRNA v odpovéd’ na zménu experimentalnich podminek. Aby bylo mozné
vylou¢it zkresleni vysledku produkei genu Impl2 v jinych tkanich (zejména v aorté, kde je
jeho exprese vyraznd), mizeme pouzit rovnéz metodu FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorting), diky které miiZzeme extrahovat hemocyty a pomoci kvantitativni PCR zméfit
produkci genu Impl2 mRNA specificky ve vyselektovanych imunitnich bunkach.
Ocekavame, Ze hladina genu Impl2 v celych organismech i v hemocytech bude
signifikantn¢ zvySena u jedinct infikovanych streptokokem oproti kontrolam injikovanym
pufrem. Tento rozdil by pti méfeni ptimo v hemocytech mél byt markantnéjsi v porovnani

s produkci genu Impl2 v celém organismu.
1.4.4 Dilezitost genu Impl2 pro boj s patogenem

Molekularné genetické nastroje u drozofily ndm umoziuji pomérné snadnou manipulaci

genové exprese konkrétniho genu v konkrétnich tkanich i ¢ase.

17



Utlumeni exprese genu Impl2 pomoci hemocytové specifického driveru ndm umozni
charakterizovat jeho vliv na imunitni odpovéd’ jedince, aniz by doslo k ovlivnéni jeho

exprese V jinych tkanich.

Proto pro posouzeni vyznamu genu Impl2 pii bakteridlni infekci tento gen v imunitnich
bunkach down-regulujeme a budeme sledovat, jak si drozofily s infekci poradi. K vypnuti
tohoto genu pouzijeme systém Gal4-UAS s teplotné senzitivni modifikaci Gal80 (viz
1.4.1), ktery nam umozni specificky vypnout gen Impl2 v hemocytech dospélce, aniz by se

tim omezila jeho produkce v ostatnich tkanich.

Efektivita imunitni odpovédi mize byt charakterizovana dvojim zplsobem, a to analyzou
ptrezivani a také analyzou mnozstvi bakterii v jedinci v konkrétnim ¢ase po infekci. Tyto
parametry jasn¢ odhali, zda je imunitni odpovéd’ a baktericidni funkce makrofagh zavisla

na hemocytové specifické produkci genu Impl2.
1.4.5 Vliv genu Impl2 na systemické metabolické zmény béhem infekce

Posledni ¢asti experimentu bude objasnit, zda dulezitost genu Impl2, potencionalné
prok&zana v piedchozich bodech, spociva pravé v jeho schopnosti zplsobit systemické
metabolické zmény nezbytné pro imunitni bufiky. Pro posouzeni tohoto faktu muzeme
méfit hladinu voln¢ cirkulujici glukézy a glykogenu v mutantech i kontrolach, a to
Vv riznych ¢asech po infekci. Hladina glukézy slouzi jako zasobarna pohotové energie pro
imunitni tkan€ a bylo ukazano, Ze se jeji hladina v odpov&di na bakteridlni infekci
dramaticky lisi (Bajgar A., Dolezal T., unpublished). Infekci indukované zmény glukozy
koreluji také se zménami zasob glykogenu. Méfeni téchto metaboliti ndm tedy muze dat
velmi dobrou ptedstavu o roli genu Impl2 v regulaci systemického metabolismu bé¢hem

bakterialni infekce.

Dal§im nastrojem, ktery nam muzZe pfispét k odhaleni role genu Impl2 béhem stresové
odpovédi, je CCR (Chill-coma Recovery). Bylo ukazano, ze b&hem dlouhodobého
pasobeni nizkych teplot se organizmus, ktery k tomu neni adaptovany, snazi do posledni
chvile vzdorovat nizkym teplotdm a spotfebuje veskerou volnou (v glukéze vazanou)
energii piedev§im na udrzeni membranového potencialu bunék (Chen and Walker, 1993).
Spotfebovani volnych energetickych zasob vede k naslednému zhrouceni rovnovahy

v organismu a komatu.
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Tento stav je do jisté miry reverzibilni a ¢as, ktery je potiebny k probuzeni se z tohoto
stavu po skonceni ptisobeni nizkych teplot, ukazuje, jak rychle dokaze jedinec mobilizovat
energii ze zasob a dorucit ji svalovym bunikam (probuzeni se hodnoti postavenim se na
nohy) (Chen and Walker, 1994). Tato esej muze odhalit mnohé z ptisobeni hodnoceného
genu na systemicky metabolismus a jeho roli v aktivaci kaskad vedoucich k uvolnéni

glukdzy z glykogenu a transport glukozy do cilovych bungk.
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2. CILE PRACE

1. Prokazat, zda se gen Impl2 exprimuje v imunitnich butikéch.

2. Charakterizovat miru exprese genu Impl2 béhem bakterialni infekce.

3. Experimentalné ovéfit dulezitost genu Impl2 pro rezistenci vuci bakterialni infekei.
4. Charakterizovat roli genu Impl2 v regulaci metabolismu béhem.

5. Charakterizovat roli genu Impl2 v procesu probouzeni se z chladem navozeného komatu.

20



3. MATERIALY A METODY

3.1 Priprava konkrétnich RNA linii

Kiizeni ¢. 1: Experimentalni linie Hml Gal4 Gal80 x Impl2 RNAI

p: w _ Hml Gal4 | P {tubPGal80ts} X w UAS Impl2 RNAI _ +
) w ' Hml Gal4 ' P {tubPGal80ts} / ' UAS Impl2 RNAi ' +
F1: w . Hml Gal4 . P {tubPGal8o0ts}
) / ' UAS Impl2 RNAi’ +

Kf¥iZeni ¢. 2: Experimentalni linie Impl2 Gal4 x UAS mCherry

p- w _ + _Impl2 RA Gal4 w _ +  UAS—hoesin: Cherry
) w'+ ' TMgBeTb Hu / '+ ' UAS—hoesin: Cherry
F1: w o+ Impl2 RA Gal4 w.o+ +
) w '+ ' UAS—hoesin:Cherry J T+ T+
F2: w _ + _ Impl2 RA Gal4 UAS—hoesin:Cherry X w _ + _ Impl2 RA Gal4 UAS—hoesin:Cherry
ow ] + /4] +
F3: w 4+ _Impl2 RA Gal4 UAS—hoesin:Cherry

(w) ' + ' Impl2 RA Gala UAS—hoesin:Cherry

K¥iZeni €. 3: Experimentalni linie Hml Gal4 x Impl2 RNAi

p: w HmlA-Gal4 | + X w  UAS Impl2 RNAi | +

) w ' HmIA—Gal4 ' + / ' UAS Impl2 RNAi ' +
F1: w .,  HmlA-Gal4 | +
) / ' UAS Impl2 RNAi ’ +
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K¥izeni ¢. 4: Kontrolni linie w[1118]

Pro potieby této prace je pouzivana linie w[1118] v nésledujicim textu zkracovana jako w.

P: Kontrolni linie white

~I|=
+ 1+
+ 1+

Kiizeni ¢. 5: Kontrolni linie Hml Gal4 Gal80 x w[1118]

w _ Hml Gal4 | P {tubPGal80ts}

w, +  +
P - ) - ) - X ) )
w o+ + l / CyO TMgB
w + +
F1. —; ;
/ ~ Hml Gal4 ' P {tubPGal80ts}

K¥izeni ¢. 6: Kontrolni linie Impl2 RNAI x w[1118]

p: w UAS Impl2 RNAi | + X w +  +

) w ' UAS Impl2 RNAi ' + l J T+ T+
. w _ UAS Impl2 RNAi | +
F1: =, =z
/ + +

Schema jednotlivych k#izeni bylo zapsano podle konsenzu pro geneticka kiizeni drozofily

(viz Roote and Prokop, 2013).
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3.2 Chov a manipulace

V laboratornich podminkach byly drozofily chovany ve sklenénych ¢&i plastovych vialkach
(zkumavkach s rovnym dnem), uzavienych vatovou zatkou, ktera zabrani vylétnuti drozofil
ven, ale zaroven je dostate¢né propustna pro vzduch. Na dné vialek se nachazela pfiblizné
2cm silna vrstva potravy, ktera zaroven slouzila jako prostor pro kladeni vajicek a
pocate¢ni vyvoj larev. Rodicovské generace drozofil byly chovany na dieté s 5% glukozy
ve sklenénych vialkdch a dospélé¢ drozofily vybrané pro experimenty byly nasledné

pfemistény na experimentalni dietu s 0% glukdzy v plastovych vialkach.

Standardni dieta Experimentélni dieta

Voda 1500 ml Voda 1500 ml
Kukufi¢nd mouka 8% 120 g Kukufi¢na mouka 5,4% 80,39
Agar Ambresco(J637) 1% 159 Agar Drosophila Type I1. 9,3¢
Instantni kvasnice 4% 60 g (Apex — 66-103) 0,6%

Sachardza 5% 759 Instantni kvasnice 2,8% 42,39
Varit 14 min p7i 100°, poté 50 min pri 90°, Sachar6za0% 0g
snizit teplotu na 60°. Varit 12 min p7i 100°, poté 60 min pri 90°,
Metyl paraben 1,67% 25 ml snizit teplotu na 60°.

Tab. 1: Recept na standardni dietu Metyl paraben 1,67% 25,1 ml

Tab. 2: Recept na experimentalni dietu

Vialky byly v pribéhu experimenti pfemistovany z 18°C do 29°C v zavislosti na cileng,
Casové specifické aktivaci RNAi pomoci Gal4 Gal80™. Vihkost v inkubétorech
dosahovala hodnoty 52-57%. .

Pii kiiZeni finalni generace bylo velmi dulezité, aby geneticky konstrukt Hml Gal4Gal80
byl vsamici drozofily, ktera je panna. Diky tomu jsme méli jistotu, Ze v nasledujici

generaci dostaneme 100% potomkuti s kombinaci Gal4Gal80 a RNA..
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3.3 Infekce
3.3.1 Manipulace s jedinci pied infekci

Po vylihnuti drozofil chovanych v 18° a 60% vlhkosti na standardni dieté¢ byli z chovu
vyselektovani samci a ti byli nasledné pfemisténi na experimentalni dietu s 0% sacharozy,
rovnéz do 18° na sedm dni. Po uplynuti sedmi dnti byli pfesunuti na 24 hodin do 29°, aby
doslo k degradaci Gal80 a spusténi Impl2 RNAI. Vlhkost v 29° dosahovala asi 57%.

Soucasn¢ jsme péstovali kulturu streptokoka k infikaci.

Streptococcus pneumoniae (kmen EJ1) byl skladovan v -80°C v Tryptic Soy Broth meédiu
(Sigma) s 10% glycerolem. Nasledn¢ byla smés nanesena na TSB agarové misky

ptipravené podle nésledujiciho receptu:

TSB Agar:

dH-0 400 ml
Tryptic Soy Broth3% 129
Agar Ambresco(J637) 1,5% 60

Streptomycin  sulfatova sil | 0,03 g
0,0075%

Tab 3.: Recept na pripravu TSB agaru

Agarova miska se streptokokovou kulturou byla pies noc inkubovana ve 37°C. Poté se 3ml
TSB smichaly se 100 000 jednotkami katalazy a inkubovaly ptes noc ve 37°C + 5% COa.
Vypéstované kultury se dvakrat promyly TSB s Cerstvou kataldzou a nechaly se rast po
dobu dalSich cca. 4 hodin, aby dosahly absorbance 0,4 ODeoo. Diky centrifugaci a
rozpusténi ve fosfdtovém pufru (PBS) zavére¢na absorbance dosahovala hodnoty 2,4

ODeoo. Kultury byly poté uchovavany na ledu az do chvile infikace.
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3.3.2 Proces infikace

Ptiblizn¢ 650 kust kazdého ze zkoumanych genotypt drozofily bylo béhem nékolika
opakovani nainfikovano 20 000 bakteriemi Streptococcus pneumoniae (linie EJ1) v 50nl
pufru pomoci sklenéné jehly pfistroje Eppendorf Femtojet Microinjector. Pro kazdy béh
experimentu bylo nutné individualné nakonfigurovat ¢as a tlak injikace, aby byl objem
injikované davky konstantni (50nl). Kontrolni drozofily byly injikovany 50nl ¢istého PBS.
K uspavani drozofil byl pouzit CO2 Flowbuddy Flow Regulator (Genesee Scientific,
7l/min), a po dobu jejich uchovani na desti¢ce zistaly drozofily utlumené. Po infekci byly
premistény po piiblizné¢ 20-30 kusech do vialky a umistény do 29°C. Tyto drozofily byly
kazdy druhy den ptesypavany do Cistych vialek s experimentalni dietou, aby byla zaru¢ena

jejich zivotaschopnost pro vyuziti do dalsich experimentt.
3.3.3 Casova osa experimentu

Pro lepsi pochopeni dynamiky experimentalniho designu infekce a nésledujicich

vyzkumnych krokd je jejich sled vynesen na ¢asovou osu:

-24h Oh 6h 12h || 18h || 24h 48h 25 dni

-24 h: pfemisténi dospélych samcii z 18° do 29°

0 h: infekce, CFU, sbér na méfeni metabolitu

6 h: sbér na méfeni metabolith

12 h: sbér na méteni metaboliti

18h: CFU, sbér na méfeni metabolitd

24 h: vyhodnocovani preziti, CFU, sbér na méfeni metabolit
48 h: vyhodnocovani preziti, sbér na méteni metabolitt

25 dni: ukonc¢eni kazdodenniho vyhodnocovani pieziti
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3.4 Vyhodnocovani preziti infikovanvch jedinci

Po infikaci samct drozofily 20 000 bakterii byly octomilky ptemistény do cistych
plastovych vialek s experimentalni dietou (cca. 25 kusu/vialka) a uchovavany v 29°C, 57%
vihkost. VVzhledem k uspani jedinct CO2 bylo nutné je zkontrolovat po probuzeni, aby bylo
jisté, Ze infekci vSechny drozofily piezily. Behem experimentalniho obdobi bylo nutné dale
drozofily pfemistovat kazdé 2 dny do cisté vialky, aby nedoslo ke zkresleni kiivky pteziti
vlivem nevhodného stavu potravy na dné vialky. K tomuto pfemisténi nebyla pouzita
anestezie, protoze by mohla negativné ovlivnit mortalitu pfedevsim u starSich drozofil.
Rovnéz se na sténu vialky zapisoval pocet mrtvych drozofil presypanych ze star¢, aby
nedoslo k dvojittmu zapocitani. Kazdy den po dobu minimalné 25 dni (nebo dokud
vSechny octomilky nezemiely) se zapisovalo mnozstvi mrtvych jedincu, které bylo
nasledn¢ statisticky zpracovano (viz 3.13). Jako mrtvé byly zapocitany ty drozofily, které
leZely na zadech a i po poklepu na sténu vialky nevykazovaly Zadny pohyb. Drozofily,
které zemfely nasledkem neodborné manipulace ¢i se piilepily na vrstvu diety, byly
z pokusu vylouceny. Statistické zpracovani vyslednych dat je uvedeno v kapitole 4.3.

Experimentalni design byl pievzat a upraven podle Linford et al., 2013,

3.5 Colony forming units (CFU)

K spocitani rychlosti ristu bakterii v drozofile po infekci byl proveden experiment CFU, a
to ve dvou casovych bodech — 18h a 24h po infekci. Pro zhodnoceni rovnomérnosti infekce
byl rovnéz zméten obsah bakterii v riznych drozofilach bezprostfedné po infekci.
V kontrolnich ¢asech byli nainfikovani jedinci uspani CO: pfistrojem a umisténi do
mikrozkumavek typu Eppendorf s 200pl PBS v poctu 1 ks/zkumavka. Béhem celého
prib&hu experimentu bylo nutné zkumavky po co nejvétsi mnozstvi Casu uchovavat na
ledu. Od kazdého genotypu bylo méfeno celkem 8 zkumavek pro kazdé opakovani.
Drozofily byly homogenizovany a nasledn¢ bylo mikropipetou odebrano 20pl roztoku a
dvakrat fedéno na 96 jamkové desticce. V kazdé jamce se nachazelo 180ul PBS, takze
vyslednd koncentrace fedéni byla 103, Finalné nafedény roztok byl vynesen na TSB
agarovou misku piipravenou podle receptu viz 3.2, pro kazdy béh méteni byly dopiedu
pfipraveny cCerstvé misky. Po zaschnuti kapek byly misky pfemistény na 24 hod do
inkubétoru s teplotou 37°C Kk inkubaci. Po uplynulé dobé bylo mozné binolupou (Olympus

SZ51) pocitat mnozstvi kultivovanych bakterialnich jednotek v kazdé drozofile.

Tato data byla zaznamenana do tabulky a nasledné pocitacové zpracovana viz 3.13.
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3.6 Chill-Coma Recovery (CCR)

K provedeni pokusu CCR byly pouzity drozofily pfiblizné stejného staii (6 dni).
Experimentalni design byl pievzat a upraven z literatury (David et al., 1998). Samci, ktefti
se vylihli v 18°C v 52% vlhkosti byli pfemisténi na experimentalni dietu s 0% cukru na
sedm dni. Prvni opakovani jsme vlozili do inkubatoru s 25°C a 57% vlhkosti 24 hod pied
experimentem, druhé opakovani jsme do tychz podminek vlozili 46 hod pied

experimentem.

Po uplynuti lhity 24/46 hod byly drozofily umistény do Cistych prazdnych vialek na led,
¢imZz bylo umoznéno jejich uspani a naslednd manipulace bez pouziti CO2, aby byl
experiment co nejvice objektivni. Jakmile se drozofily pfestaly pohybovat, jemné jsme je
pfemistili na pfedchlazenou hlinikovou folii na ledu a pinzetou po jedné umist'ovali na 96
jamkovou desticku. Po umisténi drozofil do vSech jamek desticky a uzavieni vickem se

cela tato desticka pokryla ledem a krabice se nechala 16 hodin v teploté 8°C.

Nasledné se kazda desti¢ka umistila na ¢isty filtra¢ni papir a byl zaznamenan piesny ¢as
zotaveni octomilek. Kriterium pro zaznamenani ¢asu byl moment, kdy se drozofila uspésné
postavila na nohy. Ty octomilky, které se nehybaly ani po 90 minutach, byly zaznamenany

jako mrtvé.

3.7 Méreni metabolitu

Meétené byly 3 veli¢iny — volné cirkulujici glukéza, glykogen a proteiny, slouZici pro
standardizaci moznych odchylek zplsobenych odliSnymi velikostmi drozofil. Sbér
octomilek probihal v ¢asech 0, 6, 12, 18, 24 a 48 hodin po infekci. Pro ptipravu vzorkl
byly pouzity 3 drozofily na jednu zkumavku typu eppendorf, které byly homogenizovany
s 200 pul PBS. Pevné ¢asti tkani byly nasledné odstfedény 3 minutovou centrifugaci ve 4°C,
8000 otacek za minutu. Vzorky uréené pro kvantifikaci proteini byly zamrazeny v -80°C,
vzorky urcené pro glukézu a glykogen byly denaturovany teplotou 75°C po dobu deseti
minut, a nasledné¢ rovnéz zamraZeny v -80°C. V priibéhu zpracovavani vzorkd byly

zkumavky drzeny co nejvic €asu na ledu.

Ke stanoveni proteint byl pouzit BCA kit (Sigma), kdy byl smichan 1 dil vzorku s 20 dily
roztoku (50 dilt kyseliny bicinchoninové + 1 dil B reagentu). Koncentrace proteinti byla

odvozena z absorbance roztoku ve vinové délce 595 nm.
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Pfi stanovovani glukézy jsme pouzivali GAGO-20 kit (Sigma), kdy se 45ul vzorku
smichalo se 100l reagentu (glucose oxidase-peroxidase reagent + o-dianisidine), nasledné
se roztok 30 minut inkuboval v 37°C a po piidani 100ul HoSO4 se méfila jeho absorbance
v 540 nm.

Ke kvantifikaci glykogenu se 5ul vzorku smichalo s 5ul amyloglukosidazy, 20ul PBS a
100ul reagentu (glukose oxidase-peroxidase reagent + o-dianisidine). Nasledné se smés
rovnéz inkubovala 30 minut ve 37°C a po pfidani 100ul H2SO4 se méfila absorbance v 540

nm. VSechna data byla nasledné zpracovana pomoci pocitaového programu.

3.8 Méreni genové exprese

K analyze genové exprese byla pouzita metoda kvantitativni real-time PCR (polymerazovéa
fetézova reakce). Celé drozofily (3 ks) byly homogenizovany a pomoci TRIzol® RNA
isolation reagentu (Ambion) byla vyizolovana RNA podle laboratorniho protokolu
vyrobce. Zbytky DNA byly odstranény pomoci Turbo DNAse free kitu (Ambion), rovnéz
podle laboratorniho protokolu vyrobce (37°C, 30 min). DNAse inactivation reagent byl
pouzit k ndsledné deaktivaci DNAzy, kdy se vzorek nejprve ponechal 5 minut pii pokojové
teploté a nasledné stocil ve 13000 otackach za minutu, rovnéz pii pokojové teploté. Tim
byla ziskana cDNA pomoci reverzni transkripce (Superscript Ill. reverse transcriptase —
Invitrogen) a vysledna mira genové exprese byla zméfena S pouzitim IQ Sybr Green
Supermix Mastermix (BioRad) a pfistroje CFX 1000 Touch Real-Time cycler (BioRad).
Genova exprese byla standardizovana podle exprese Ribosomalniho proteinu 49 a vysledné

hodnoty jsou uvedené v grafech, zpracovanych pomoci programu Statistica 13.

Sekvence primerii pro PCR:

Impl2 Forward 5'TTCGCGGTTTCTGGGCACCC3’
Reverse 5'GCGCGTCCGATCGTCGCATA3’
Rp49 Forward 5'AAGCTGTCGCACAAATGGCG3'

Reverse 5'GCACGTTGTGCACCAGGAACT’
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PCR protokol:
94°C 3 min

94°C 15 sec denaturace

56°C 30 sec annealing 40X
52°C 35 sec elongace

Fluorescenéni detekce

Analyza kfivky tani
65 — 85°C/krok 0,5°C

3.9 Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Pro zméfeni produkce genu Impl2 specificky v hemocytech jsme k extrakci hemocytl
pouzili metodu FACS pomoci piistroje S3™ cell sorter. Do zkumavek typu eppendorf
jsme napipetovali 200ul PBS a vlozili uspané drozofily (cca. 100 ks). Nasledné jsme
drozofily mechanicky homogenizovali pro ziskani bunééné suspenze. Tato suspenze byla
mililitrovou pipetou s ustfizenou $pickou pienesena kvili vycisténi na sitko na FACS
zkumavce. Poté jsme k suspenzi piidali 200ul PBS. Vzorky byly zcentrifugovany 3 minuty
v 3500 otackach, 6°C. Po odsati supernatantu jsme rozsuspendovali pelet v 1ml PBS a opét
centrifugovali, tento krok se opakoval celkem ttikrat. Po roztiidéni bun¢k na cell-sorteru na
zakladé endogenné produkovaného GFP pod Hemolectin Gal4 driverem jsme zkumavky
s bunkami po piekryti vicka parafilmem uchovévali v mrazaku. Pro zjisténi mnozstvi genu

Impl2 ve vysortrovanych hemocytech byla pouzita metoda kvantitativni PCR (viz 3.8)

3.10 Konfokéalni mikroskop

Pro fixaci na konfokalni mikroskop jsme drozofily promyli 1ml EtOH ve zkumavce
eppendorf a po odsati jsme ptidali 4% paraformaldehyd. Po pil hodiné az hodin€ na
spinneru jsme 3krat promyli PBS a mezi kazdym promytim 10 minut tocili na spineru.

Zafixovany vzorek bylo nasledné mozno pozorovat v konfokalnim mikroskopu.

3.11 Grafické zpracovani obrazka

Obrazky lokalizace produkce genu Impl2 a Impl2 pozitivnich hemocyta byly vytvofeny
pomoci konfokalniho mikroskopu Olympus (FV1000) a zpracovany pomoci programu
Statistica 13.
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3.12 Pocitani bunék

Pro lokalizaci produkce genu Impl2 a pocitani Impl2 pozitivnich hemocyt jsme pouzili
vizualizaci pomoci fluorescen¢niho proteinu mCherry. Genetickym nastrojem pro tuto
metodu byl Gal4-UAS (viz 1.4.1). Po zkiizeni Impl2 Gal4 s UAS mCherry linii doslo
k oznaceni mista produkce genu Impl2 a kolokalizaci této produkce s mistem vyskytu
hemocytli v organismu. Porovnavali jsme vyskyt u kontrolnich jedinci i jedinct
infikovanych Streptococcus pneumoniae. K vizualizaci byl pouZit konfokalni mikroskop
(Olympus FV1000).

3.13 Graphpad Prism

Statisticka data této diplomové prace byla zpracovana pomoci pocitacového programu
Graphpad Prism 7.03, v ptipadé parametrickych testl byla testovana normalita rozdéleni a
homogenita varianci v programu Statistica 13. Signifikanci pro kvantifikaci poctu
hemocytl a miry exprese genu Impl2 jsme stanovili pomoci Student’s t-test podle
nasledujiciho postupu: p-hodnota < 0,05 jedna hvézdicka (*), p-hodnota < 0,01 dvé
hvézdicky (**), p-hodnota < 0,001 ti hvézdicky (***). Signifikanci pro srovnani hladiny
metabolitd a CFU jsme stanovili pomoci Two-way ANOVA s Tukey multiple comparison
testem podle nésledujiciho postupu: p-hodnota < 0,05 jedna hvézdicka (*), p-hodnota <
0,01 dvé hvézdicky (**), p-hodnota < 0,001 t¥i hvézdicky (***). Pro stanoveni Chill-
Coma Recovery signifikance byl pouzit One-way ANOVA s Tukey multiple comparison
testem podle nésledujiciho postupu: p-hodnota < 0,05 jedna hvézdicka (*), p-hodnota <
0,01 dv& hvézdicky (**), p-hodnota < 0,001 tfi hvézdicky (***).. Pro posouzeni
signifikance kiivek pieziti byl aplikovan Log-rank test podle néasledujiciho postupu: p-
hodnota < 0,05 jedna hvézdicka (*), p-hodnota < 0,01 dvé hvézdicky (**), p-hodnota <
0,001 tfi hvézdicky (***).
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4. VYSLEDKY

4.1 Produkce genu Impl2 v imunitnich burikach

Prvni podminkou pro prokazani, ze gen Impl2 se v pfipadé bakteridlni infekce chova
sobeckym zpusobem, bylo potvrzeni produkce genu Impl2 specificky v imunitnich
bunkach. Za timto u¢elem jsem pouzila vizualizaci mista produkce genu Impl2 pomoci
fluorescen¢niho proteinu mCherry, produkovaného pod pfirozenym promotorem genu
Impl2, a porovnani mista této produkce s charakteristickym vzorcem vyskytu hemocytt

v dosp€lé drozofile na snimcich z konfokalniho mikroskopu.

a) b)

Obr. 3: Vizualizace mista produkce genu Impl2 v téle dospélé drozofily béhem

bakterialni infekce. Konfokalni mikroskopicky snimek zobrazujici &erven& svitici mista produkce genu
Impl2 v a) kontrolni neinfikované drozofile, b) v drozofile infikované bakterii Streptococcus pneumoniae.
Vyskyt mist produkce genu Impl2 po infekci vykazuje vyskyt odpovidajici piedpokladanému vyskytu

Vv organismu.

Na obrazku 3a jsem vizualizovala produkci genu Impl2 v drozofile chované v kontrolnich
podminkach — injikované pufrem. K vizualizaci byl pouZit systém Gal4-UAS (viz 3.1) Na

obrazku 3b je vizualizace produkce genu Impl2 v drozofile po streptokokové infekci.
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Oproti kontrolnimu jedinci, ve kterem byl gen Impl2 exprimovan minimalné, produkce
genu Impl2 po infekci nariistd a vizualizovana mista této produkce odpovidaji mistim
vyskytu hemocyti v organismu dle dostupné literatury. Je patrné, Ze je gen Impl2 je
produkovan na bazalni Urovni v imunitnich buiikach i bez infekce, ale po infekci se tato

exprese signifikantné zvysuje.

Kvantifikaci absolutniho poétu Impl2 pozitivnich hemocytti v hrudnim oddile kontrolni
drozofily a v drozofily infikované streptokokem jsem vynesla do nasledujiciho grafu.

Impl2 possitive hemocytes
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Graf 1: Pocet Impl2 pozitivnich hemocyti v neinfikované drozofile a v drozofile

infikované streptokokem. Pocty hemocytti byly zaznamenavany v 10 testovanych drozofilach od

kazdé zkoumané skupiny podle snimki z konfokalniho mikroskopu. Snimky byly potizeny z oblasti thoraxu,
5 vrstev pfi stejné intenzité laseru. Vodorovné pfimky zaznamenavaji smérodatnou odchylku. Pocet Impl2
pozitivnich hemocytti v infikovanych drozofilach je signifikantné zvySen s hladinou vyznamnosti p<0,001

pomoci Student’s t-test. Data jsou zpracovana v programu Statistica 13.

Pocet Impl2 pozitivnich hemocyti byl podle piedpokladu signifikantné zvysen u drozofil
infikovanych streptokokem. Toto zvySeni odpovidalo hladiné vyznamnosti p<0,001. Misto

produkce genu Impl2 odpovida piedpokladanému vyskytu imunitnich bunék v drozofile.
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Pro ovéfeni mista produkce genu Impl2 specificky v hemocytech je nutné rovnéz zméfit
miru exprese genu Impl2 specificky v téchto butikach v porovnani s mirou exprese v celém
téle drozofily (viz. 4.2).

33



4.2 Zvvyseni hladiny genu Impl2 béhem bakterialni infekce

Abych kvantifikovala miru zvyseni produkce genu Impl2, pozorované béhem piedchoziho
experimentu, méfila jsem mnozstvi exprese genu Impl2 v téle dospélych drozofil. K méteni
této exprese byla pouzita metoda kvantitativni PCR, diky které jsem ziskala relativni

hladinu mRNA porovnanim s expresi housekeeping genu Rp49.

Impl2 expression in whole flies
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Graf 2: Hladina exprese genu Impl2 v celych drozofilach infikovanych streptokokem

v porovnani s neinfikovanymi kontrolnimi jedinci. Kazdy bod reprezentuje jeden méteny

vzorek, ve kterém byly homogenizovany 3 ks drozofil. Vodorovné piimky uréuji praimér a smérodatnou
odchylku. Mnozstvi mRNA v drozofilach po infekci streptokokem bylo signifikantné zvySeno, hladina

vyznamnosti odpovidala p<0,001. Zpracovano v programu pomoci Student’s t-test.

Relativni mira exprese genu Impl2, reprezentovanad jednotlivymi body v grafu, byla
signifikantné zvySena U nékterych jedinci infikovanych streptokokem oproti kontrolnim
jedincim. Béhem infekce se tedy pravdépodobné zvysSuje produkce genu Impl2 v celém
téle drozofily. Abych ovSem identifikovala miru produkce genu Impl2 specificky
z imunitnich bunék, ktera v tomto grafu muze byt zkreslena produkci genu Impl2 v jinych
bunkach (naptiklad perikardialnich), rozhodla jsem se zméfit produkci tohoto genu piimo v
extrahovanych hemocytech. Pomoci cell sorteru jsem vytiidila hemocyty a zméfila jsem

produkci genu Impl2 ptimo v nich, opét s pouzitim metody qPCR.
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Impl2 expression in hemocytes
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Graf 3: Hladina exprese genu Impl2 specificky v hemocytech drozofil infikovanych

streptokokem v porovnani s neinfikovanymi kontrolnimi jedinci. Kazdy bod reprezentuje

jednu méfenou vialku, ve které byly hemocyty vytfidéné z piiblizné 100 ks drozofil. Vodorovné piimky
urcuji smérodatnou odchylku. Mnozstvi mRNA v drozofilach po infekci streptokokem bylo dvojnasobné
zvyseno, hladina vyznamnosti odpovidala p<0,001. Zpracovano v programu Statistica 13 pomoci Student’s t-
test.

Pomoci cell sorteru jsem na zakladé endogenné produkovaného GFP proteinu vyttidila
hemocyty z ptiblizné 100 ks drozofil a v nich jsem nésledné¢ pomoci qPCR kvantifikovala
relativni miru exprese genu Impl2. U drozofil infikovanych streptokokem bylo mnozstvi
Impl2 mRNA dvojnasobné zvySeno, coz je jednoznaéné Kkonkrétnéjsi posun
oproti pfedchozim grafu. Oproti méteni Impl2 mMRNA v celém téle drozofil je také hladina
mRNA piimo v hemocytech desetkrat vyssi. Muzeme tedy tvrdit, ze k produkci genu
Impl2 dochazi pii infekci predev§im v hemocytech a tato produkce se béhem této infekce

signifikantné zvySuje.

Abych ovétila Uc¢innost RNA interference, méfila jsem rovnéz hladinu genu Impl2
exprimovanou Vv celém téle drozofil v kontrolni linii a v experimentalni linii s utlumenim

exprese genu Impl2 (experimentalni linie 1).
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Effect of gene silencing on Impl2 expression level
whole flies
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Graf 4: Hladina exprese genu Impl2 v kontrolnich liniich a v experimentalnich liniich
s utlumenim exprese genu Impl2. Pro méfeni exprese byly vybrany experimentalni linie, jejichz
exprese genu Impl2 je utlumena specificky v hemocytech pomoci systému Gal4-UAS a poté linie s pfidanim
teplotné senzitivni modifikace Gal80. Jako kontrolni linie byly zvoleny drozofily nesouci driver pro Impl2
RNA interferenci a drozofily nesouci Hemolectin Gal4 Gal80 driver. Na ose X jsou zaznamenény jednotlivé
genotypy, na ose Y je vynesend relativni mira exprese genu Impl2. V porovnani s kontrolnimi drozofilami je
exprese genu Impl2 v experimentalnich liniich pfiblizné€ 2,5x niz§i (hladina vyznamnosti odpovida p<0,001).
Pocet testovanych drozofil je 9 kusi na kazdy genotyp. Data byla zpracovana v programu Statistica 13

pomoci Student’s t-test.

Z vysledkd méfeni je evidentni, ze exprese genu Impl2 je 2,5x vyssi u kontrolnich linii
nesoucich driver pro Impl2 RNAIi nebo Hemolectin Gal4Gal80 driver v porovnani
s experimentalnimi liniemi, ve kterych je produkce genu Impl2 vypnuta specificky
v hemocytech (Hml Gal4 x Impl2 RNAI) a v linii s Gal80 teplotné senzitivni modifikaci
(Hml Gal4Gal80 x Impl2 RNAI). Tyto vysledky ilustruji dilezitost produkce genu Impl2
v hemocytech, nebot’ produkce tohoto genu je méfena v celych télech drozofil. Uginnost
RNA interference a tim padem utlumeni exprese genu Impl2 v hemocytech je signifikantni,
hladina vyznamnosti odpovida p<0,001.
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4.3 Dulezitost senu Impl2 pro boj s patogenem

Dalsim krokem nésledujicim identifikaci mista produkce genu Impl2 bylo zhodnoceni jeho
dulezitosti pro boj s bakteridlni infekci. Za timto ucelem jsem pomoci RNA interference
opét utlumila produkci genu Impl2, kterou bylo mozno systémem Gal4-UAS regulovat
specificky v hemocytech. Gal80 teplotn¢ senzitivni modifikace mi umoznila vypnout gen
Impl2 pfimo v pozadovaném stadiu vyvoje, v mém piipad¢ ve stadiu dospélce tésné pred
infekci. Po streptokokové infekci jsem nasledné sledovala kiivku pieziti u drozofil, u
kterych byla utlumena produkce genu Impl2 v hemocytech v porovnani s jedinci, jejichz

produkce genu Impl2 zistala zachovana.

Survival proportions Sp infection
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Graf 5: Krivka pieziti Impl2 RNAIi drozofil po infikaci streptokokovou infekci

v porovnani s infikovanymi kontrolnimi jedinci. Na ose X jsou vyneseny jednotlivé dny po
infekci, sledovani probihalo po dobu 30 dni, osa Y znazorfuje umirani drozofil v procentech. Kontrolni
jedince zastupuji genotypy w a kontrolni kiizeni ¢. 5 (Hml Gal4 Gal80 driver + w). Vysledny graf vznikl fazi
vysledkii z 6 nezavislych pokusi, pramérny pocet drozofil je vice nez 650 kusi pro kazdy genotyp. Oproti
vysledkim kontrolnich drozofil vykazuji Impl2 RNAi drozofily od prvniho dne rychlejsi a rapidngjsi
vymirani, kdy polovina jedinci zemie jiz do 3 dne po infekci, na rozdil od kontrolnich jedincti, z nichz
polovina zemie tésné pfed hranici desatého dne. Hladina vyznamnosti odpovidd p<0,001. Zpracovano

v programu pomoci Log-rank test.

Z vysledku grafu je evidentni, Ze Impl2 RNAI jedinci umiraji na streptokokovou infekci

mnohem rychleji a ve vétSim poctu. Jiz 3 den po infekci zemie az polovina Impl2 RNAI
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cey

drozofil, po 12 dni od infekce vétSinou zadné z nich nepteziji. Naproti tomu kontrolni
jedinci bojuji s infekci podstatné déle, 50% jedincu se dozije téméF 10 dni po infekci a
umirani postupné pomalu pokracuje az do ukonéeni pokusu 30. dne. Vysledky v grafu
vznikly spojenim 6 nezavislych kol infekce, kdy celkovy pocet drozofil prevySuje 650
kust na kazdy genotyp. Rozdil v kiivce pieziti Impl2 RNAi oproti kontrolnim jedincim

vychézi signifikantné, hladina vyznamnosti p<0,001.

Umirani drozofil miize byt zpisobeno dvéma divody. Prvnim divodem by mohla byt
naro¢nost samotné imunitni odpovédi — nizka tolerance drozofil. Dal§im divodem by
mohlo byt nedostate¢né potlaceni rustu bakterii — nizka rezistence drozofil. Proto jsem se
rozhodla zméfit mnozstvi bakterii v infikovanych jedincich a posoudit tak efektivitu

fagocytdzy. Pro provedeni tohoto experimentu jsem pouzila metodu CFU (viz 3.5).
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Graf 6: Rychlost ristu bakterialnich kolonii v Impl2 RNAI drozofilach infikovanych

streptokokem v porovnani s kontrolami. K méteni poctu bakterialnich kolonii v kazdém jedinci
po infekci byly zvoleny dva Casy — 18 a 24 hodin po infekci. Tyto Casy jsou vyneseny na ose X, osa Y
znazoriiuje mnozstvi bakterialnich kolonii v jednotlivych drozofilach, kdy nejvy$si uvedena hranice je 20 000
bakterialnich kolonii. Pro vysledky byla zvolena data ziskand pro kontrolni genotypy w a kiiZzeni &. 5.
Experimentalni linii reprezentoval genotyp Impl2 RNAI v hemocytech dospélce (experimentalni kiizeni 1).
Vodorovné linie vyzna¢uji smérodatnou odchylku. MnoZstvi testovanych drozofil se rovna 8 kusim od
kazdého genotypu v péti opakovanich (celkem 32 drozofil pro kazdy genotyp. Rozdily mezi jednotlivymi
testovanymi liniemi se jevily, nicméné po otestovani pomoci Two-way ANOVA a Tukey multiple

comparison testu tyto rozdily nevysly signifikantné.

38



Vysledny graf vznikl spojenim dat ze 4 nezavislych experimentd, vybrana byla data
porovnavajici kontrolni linii white a linii nesouci Hml Gal4Gal80 driver s
linii experimentalni, u které v hemocytech dochazi k Impl2 RNA interferenci (HmI Gal4
Gal80 x Impl2 RNAI). Celkovy pocet jedincu byl 32 ks od kazdého genotypu. Mnozstvi
bakterialnich kolonii bylo zkoumano 18 a 24 hodin po infekci. Ackoliv se rozdily mezi
jednotlivymi ¢asy po infekci i mezi obéma zkoumanymi liniemi jevily jako prikazné, po
pouziti Two-way ANOVA a Tukey multiple comparison testu tyto vysledky nevysly
signifikantn€. Do budoucna by proto bylo vhodné provést experiment na vétSim mnoZzstvi

jedinct, popiipadé zvysit ¢i snizit davku bakterii na kazdého jedince.
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4.4 VVliv genu Impl2 na systemické metabolické zmény béhem infekce

Aby mohl byt gen Impl2 povazovan za signalni molekulu indukujici systemické
metabolické zmény béhem infekce, bylo tieba charakterizovat jeho vliv na promény hladin
volné cirkulujici gluk6zy a glykogenu v reakci na bakteridlni infekci. Za timto ti¢elem jsem

pouzila metody pro mefeni metabolitli, popsané v ¢asti 3.7.
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Graf 7: Vyvoj koncentrace volné cirkulujici glukozy v ¢ase 0 — 48 hodin po

streptokokové infekci. Na ose X jsou vynesené jednotlivé ¢asové body méfeni, na ose Y je znazornéna
koncentrace volné cirkulyjici glukozy v pg v poméru k proteinim. Vysledkem grafu je porovnani mnozstvi
volné cirkulujici glukdzy po streptokokové infekci u Impl2 RNAIi drozofil vzhledem ke kontrolnim
drozofilam. Jako kontrolni linie byly pouZity slou¢ené vzorky z genotypt w, w X Impl2 RNAi a Hml
Gal4Gal80 x w. Pro demonstraci zmén béhem infekce oproti zdravému stavu byly rovnéz tyto linie kontrolng
injikovany pufrem, tyto kiivky jsou vyvedeny pteruSovanou ¢arou. Na jeden ¢asovy bod byl pouzit vzorek ze
3 kust drozofil, kazdy experiment se tiikrat opakoval. Oproti modie vyznaGenym Impl2 RNAI drozofilam
vykazuji kontrolni infikované drozofily signifikantni zvySeni volné cirkulujici glukédzy jiz v ¢ase 6 hodin po
infekci (hladina vyznamnosti p<0,05), nejvyraznéj$i zvySeni pak nastdva v éase 12 hodin po infekci
(p<0,001). V ¢ase po 12 naopak u kontrolnich infikovanych drozofil dochazi k snizeni hladiny volné
cirkulujici glukozy, které se ustaluje mezi 24 a 48 hodinami po infekci (p<0,01). Oproti tomu hladina
cirkulujici glukézy u Impl2 RNAi drozofil je béhem celé infekce v zasadé nezménéna. K posouzeni

signifikanci byl pouzit Two way ANOVA a Tukey multiple comparison test.

Me¢teni hladiny cirkulujici glukozy a glykogenu probihalo v 6 ¢asovych bodech po infekci
u genotypt Impl2 RNAI a kontrol (slou¢eni dat z genotypu w, w X Impl2 RNAi a Hml
Gal4Gal80 x w).
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Zaroven byla experimentalni i kontrolni linie prométena ve stejnych ¢asovych rozestupech
1 po kontrolni injikaci pufrem. Bézna kiivka voln¢ cirkulujici glukodzy po infekci vykazuje
prudky narust az do ¢asu 12 hodin, kdy za¢ne pozvolna klesat a ve 24 hodinach se ustali.
Oproti tomu kiivka Impl2 RNAi drozofil zustava po celou dobu po infekci zhruba
vyrovnana a potvrzuje, ze metabolismus téchto mutantli na infekci systemicky reaguje jen
velmi mirn€, coz odpovidd metabolismu za b&ézného rezimu (viz injikace pufrem —

prerusované ¢ary).

Analogicky ke zvySujici se hladiné cirkulujici glukozy dochazi obvykle ke sniZeni hladiny

glykogenu, ktery v organismu funguje jako zasobarna energie.

Glycogen concentration, Sp infection

1.0
=
8 0.8+ .
o LN -+- Hml Gal4 Gal80 x Impl2 RNAi Con
T o N B e Tt e —— Hml Gal4 Gal80 x Impl2 RNAI Sp inf
o 0.6 PR Bl RS ----<"’ .
» -+- Control flies Con
(@] . .
LY e —— Control flies Sp inf
° _
° o N=3
S o0.24
E)
(@)
0.0 T T T T T T
‘\Q\ (\Q\ \(\Q\ &\Q\ \(\Q\ K\Q\
Q o \:1, \fb q/v bfb

Graf 8: Vyvoj koncentrace glykogenu v ¢ase 0 — 48 hodin po streptokokové infekci. Na
ose X jsou vynesené jednotlivé ¢asové body méfeni, na ose Y je znazornéna koncentrace glykogenu v ug
v poméru k proteintim. Vysledkem grafu je porovnani mnozstvi glykogenu po streptokokové infekci u Impl2
RNAI drozofil vzhledem ke kontrolnim drozofilam. Jako kontrolni linie byly pouzity slouc¢ené vzorky
z genotyptt W, w X Impl2 RNAi a Hml Gal4Gal80 x w. Pro demonstraci zmén béhem infekce oproti
nemanipulovanému stavu byly rovnéz tyto linie kontrolné injikovany pufrem, tyto kiivky jsou vyvedeny
preruSovanou Carou. Na jeden ¢asovy bod byl pouzit vzorek ze 3 kusii drozofil, kazdy experiment se tiikrat
opakoval. Oproti modie vyznaenym Impl2 RNAI drozofildm vykazuji kontrolni infikované drozofily
signifikantni snizeni hladiny v ¢ase 12 hodin po infekci (hladina vyznamnosti p<0,01), nejvyraznéjsi zvyseni
pak nastava v ¢ase 18 hodin po infekci (p<0,001). Nésledné se hladina glykogenu ustali. Oproti tomu hladina
glykogenu Impl2 RNAI drozofil klesd jen velmi mirné a tato zména neni signifikantni. K posouzeni

signifikanci byl pouzit Two way ANOVA a Tukey multiple comparison test.
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Mg¢feni hladiny glykogenu probihalo rovnéZz v 6 ¢asovych bodech po infekci. K testovani

byly pouzity stejné linie jako pro méfeni volné cirkulujici glukozy.

U kontrolnich linii dochazi po infekci ke snizovani hladiny glykogenu v ¢ase 12 (p<0,01) a
18 hodin po infekci (p<0,001). Hladina glykogenu se poté ustali a dale se jiz nesnizuje.
Impl2 RNAI mutanti naproti tomu hladinu glykogenu v reakci na bakterialni infekci
signifikantné neméni, coz koreluje s jejich nezménénou hladinou volné cirkulujici glukozy

a s neschopnosti systemicky reagovat na prodélavanou bakterialni infekci.
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4.5 Role genu Impl2 béhem probouzeni se z chladem indukovaného kématu (CCR)

Pro objasnéni role genu Impl2 pii metabolismu v drozofile jsem charakterizovala jeho vliv
na pfreménu glykogenu na glukézu v pripade potieby energie. Modelem pro potiebu rychlé

mobilizace energie bylo pro tento experiment chladem indukované kéma (CCR — viz 3.6).
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Graf 9: Casy probouzeni drozofil z chladem indukovaného kématu. Na ose X jsou

vyneseny dvé kontrolni linie — white a drozofila nesouci Hml Gal4Gal80 driver. Na ose Y je ¢as probuzeni se
z kédmatu v sekundach. Kazdy bod v grafu uréuje pfesny ¢as probuzeni drozofily, k méfeni bylo pouzito 96
jedinct ve 2 opakovanich. Probouzeni drozofil s utlumenou expresi genu Impl2 specificky v hemocytech
probéhlo signifikantné¢ diive, hladina vyznamnosti p<0,001. V porovnani kontrol dochdzi opét
k signifikantnimu posunu, kdy se drozofily nesouci Hml Gal4Gal80 driver probouzi vyznamné dfive,
p<0,001. K vypoctu signifikanci byl pouzit Two-way ANOVA test s pomoci Tukey multiple comparison

testu.

Méfeni probuzeni z chladem indukovaného koématu probihalo béhem 90 minut od
presunuti vzork v 96 jamkové desticce do pokojové teploty. Drozofily, které ani po 90
minutach nevykazovaly naznaky pohybu, byly pocitany jako mrtvé. Na ose X jsou
vyneseny jednotlivé méfené genotypy, na ose Y je zaznamendn Cas postaveni se na nohy

Vv minutach.
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Oproti kontrolnim drozofilam se jedinci s Impl2 RNA interferenci probouzeli z chladem
indukovaného kématu signifikantné diive (p<0,001). Rovnéz ¢asovy rozptyl probouzeni
byl u Impl2 RNAi drozofil mnohem mens$i oproti kontrolam, u kterych se objevovaly
rozdily v probuzeni i 50 minut. Pii porovnani jednotlivych kontrol dochazi obecné

vvvvvv

(p<0,001).

Z vysledkd souhrnné vyplyva, ze k produkci genu Impl2 dochéazi v hemocytech, a ze tato
produkce nartsta béhem bakterialni infekce nejen v celém téle drozofily, ale i specificky
v imunitnich buiikach. Zaroven se pii RNA interferenci genu Impl2 sniZzuje schopnost
drozofily bojovat s infekci, coz je evidentni z kiivky preziti infikovanych jedinct.. Rozdily
v mnozstvi bakterii (CFU) v drozofilach po infekci nevySly signifikantné a pro posouzeni
efektivity fagocytdzy je nutné provést do budoucna dal$i méfeni, popiipadé upravit
experimentalni design. U¢inky genu Impl2 ovliviiuji systemické metabolické zmény béhem
infekce, protoze pii jeho utlumeni nedoSlo u drozofil ke zvySeni hladiny glukdézy a ke
snizeni hladiny glykogenu, které bylo pozorovano u drozofil s normalni produkci genu
Impl2. Pti probouzeni se z chladem indukovaneho komatu se drozofily s utlumenou
produkci probouzely difive nez jedinci, u nichz se gen Impl2 produkoval béZnym

zpiisobem.

Hemocytové specifické ovlivnéni produkce genu Impl2 naznacuje, Ze je tento gen
vV hemocytech produkovan 1 béhem jinych stresovych podminek, neZ je bakterialni infekce.
Piikladem dalSich pozorovani produkce genu Impl2 v hemocytech je kromé chladem
indukovaného komatu naptiklad i chov drozofil na vysokotu¢né dieté. Dalsi potencialni
moznosti by mohlo byt i hladovéni ¢i hypoxie. V budoucnu se proto exprese genu Impl2

bude pozorovat i v téchto podminkach.
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5. DISKUZE

Energetickd naro¢nost aktivované imunitni odpovédi je znacna, a proto se energie potiebna
pro imunitni buniky musi uspofit omezenim spotfeby ostatnimi tkanémi. Po uvolnéni
zasobaren energie z glykogenu je cirkulujici glukdza v hemolymf¢ dostupna pro vSechny
tkang, proto je tieba u neimunitnich tkani indukovat inzulinovou rezistenci, ktera ponecha
glukozu volné k dispozici pro hemocyty. Tento signal pro neimunitni tkané¢ musi byt
produkovany aktivovanymi hemocyty a podminovat systemické metabolické zmény
v organismu, které lIze pfirovnat k warburg efektu. Jednou ze signalnich molekul,
zpusobujicich tyto metabolické zmény v organismu, je extracelularni adenosin (Bajgar et
al., 2015). Na zaklad¢ charakterizace efektu, které gen Impl2 indukuje pii jeho produkci
béhem hladovéni (Honegger et al., 2008), poSkozeni mitochondrii (Owusu-Ansah, Song
and Perrimon, 2013) a rakoviny (Figueroa-Clarevaga and Bilder, 2016; Kwon et al., 2015),
se tento gen jevil jako idealni kandidat na dalsi signalni molekulu, ktera je béhem infekce
produkovana v hemocytech a zpusobuje v organismu identické metabolické projevy. Cilem
této diplomové prace bylo prozkoumat roli genu Impl2 b&hem aktivované imunitni
odpovédi a posoudit jeho vliv na systemické metabolické zmény, které bakterialni infekci

doprovazi.
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5.1 Produkce genu Impl2 v imunitnich butikach

Systemické metabolické zmény doprovazejici imunitni odpoveéd’ v organismu nastavaji po
aktivaci imunitnich bunék, které se v organismu jako prvni setkavaji s patogenem a
reguluji intenzitu imunitni odpovédi pomoci cytokini a chemokini (Lemaitre and
Hoffman, 2007). Je tudiz logické, aby byly tyto metabolické zmény aktivovanymi
imunitnimi bufikami podminény, to znamend, ze signdlni molekula indukujici tyto
metabolické zmény by méla byt produkovana specificky v aktivovanych imunitnich
bunkach. V dosud dostupné literatuie je dokazano, ze gen Impl2 se v organismu produkuje
pfi hladovéni v tukovém télese (Honegger et al., 2008), pii indukci rakoviny
v proliferujicich buiikach (Figueroa-Clarevaga and Bilder, 2016; Kwon et al., 2015), ¢i pii
poskozeni mitochondii ve svalovych bunkach (Owusu-Ansah, Song and Perrimon, 2013).
Zaroven byla v dospélé drozofile pozorovana produkce genu Impl2 vaorté a srdci
(Honegger et al., 2008), ¢i v hlavové ¢asti drozofily (Aradska et al., 2015). OvSem dosud
nikdy nebyla zkoumana produkce genu Impl2 specificky hemocyty.

Dosud znamymi rolemi hemocytl pii imunitni aktivaci jsou pfedevsim fagocytoza (Royet
et al., 2003), produkce cytokini a AMPs (Lemaitre and Hoffman, 2007) a produkce
adenosinu (Dolezal, 2015).

Pti ziskavani odpovédi na otazku, zda gen Impl2 slouzi jako signalni molekula pro indukci
systemickych metabolickych zmén, jsem nejprve ovéfovala, zda dochazi k jeho produkci
béhem imunitni reakce. Jasnym ukazatelem produkce tohoto genu byly metabolické zmény
pozorované v hemocytech (Bajgar and Krej¢ova, unpublished), spole¢né s aktivaci Hifla a
HRE DNA elementu. Pravé Hifla — HRE signaliza¢ni kaskéada je zodpovédna za regulaci
exprese mnoha gent a v souvislosti s hypoxii byla identifikovana jako regulator exprese
genu Impl2 (Allee, J., 2011; Li et al.,, 2013). Ostatni experimenty provadéné v nasi
laboratofi naznacuji, ze dochazi k aktivaci Hifla-HRE signaliza¢ni kaskady v hemocytech
béhem bakterialni infekce a spoleéné se vztahem této kaskady ke genu Impl2 béhem
hypoxie nas tyto poznatky opét piivedly k myslence, ze pravé gen Impl2 by mohl byt
jednou z dalsich signalnich molekul, ovliviiujicich systemické metabolické zmény

doprovazejici bakterialni infekci.

Z obrazku ¢. 3 vyplyva, Ze béhem streptokokové infekce dochazi k zvyseni produkce genu
Impl2, vizualizovaného pro tyto ucely fluorescencnim proteinem mCherry produkovanym

pod piirozenym promotorem genu Impl2.
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Rovnéz mista produkce genu Impl2 na snimcich z konfokalniho mikroskopu odpovidaji

charakteristice mist vyskytu hemocytd v hrudni oblasti drozofily.

Vysledky ziskané vizualizaci mista produkce genu Impl2 jsem se rozhodla kvantifikovat,
viz graf ¢islo 1. Z grafu je evidentni, Ze poc¢et hemocytt produkujicich gen Impl2 béhem
infekce naruista. Diky této kvantifikaci se potvrzuje piedpoklad, Ze k produkci genu Impl2
dochazi i v hemocytech, a zaroven nam vysledky naznacuji, Ze tato produkce nartsta
Vv ptipad¢ aktivace hemocyti pfi bakterialni infekci. To, Zze produkce genu Impl2 je tizena
specificky hemocyty, naznacuje jeho roli pro imunitni aktivaci a zapada tedy do konceptu
sobeckosti imunitnich buné€k vzhledem k ostatnim tkanim. Produkce genu Impl2 specificky
imunitnimi buikami ukazuje na vyhodnost jeho ucinkli pro tyto imunitni bunky, coz
celkové podporuje naSi pavodni hypotézu. DalSim navazujicim krokem proto bylo
kvantifikovat dynamiénost produkce genu Impl2, ¢ili jak ptesné produkce genu Impl2

narusta béhem bakterialni infekce.

47



5.2 Zvvseni hladiny produkce genu Impl2 béhem bakterialni infekce

Béhem ostatnich experimentalné ovéfenych piipadt produkce genu Impl2 dochézelo ke
zvySovani této produkce b&hem pretrvavajiciho stresu. Honegger a kol. prokazal, ze
k expresi genu Impl2 nedochazi u drozofilich larev krmenych normalni dictou, avsak u
larev se sniZzenou nutri¢ni hodnotou diety produkce genu Impl2 narasta (2008). V piipadé
transplantace imaginalnich diskt, ve kterych byla indukovana rakovina, je rovnéz
signifikantn¢ zvySena exprese genu Impl2 v téchto nadorech (Figueroa-Clarevaga and
Bilder, 2016). Rust exprese genu Impl2 byl rovnéZ zaznamenan béhem poskozeni
mitochondrii (Owusu-Ansah, Song and Perrimon, 2013)a zvySené proliferace kmenovych
sttevnich bunék (Kwon et al., 2015). Na zaklad¢ téchto publikovanych vysledk jsem
o¢ekavala, ze produkce genu Impl2 bude narGstat i v hemocytech béhem bakterialni
infekce. Jiz vysledky v grafu ¢. 1 naznadily, ze produkce genu Impl2 se béhem infekce
zvySuje. Pro kvantifikaci této produkce béhem infekce v kontrastu s neinfikovanymi
drozofilami jsem m¢éfila hladinu exprese genu Impl2 v drozofilach infikovanych

streptokokem a drozofilach kontrolnich.

Z grafu ¢islo 2 je patrné, ze hladina exprese genu Impl2 je vyssi u drozofil infikovanych
streptokokem oproti drozofilam kontrolnim. VVzhledem k tomu, ze gen Impl2 je v drozofile
produkovan i jinymi bufikami, nez hemocyty, napiiklad v aort¢ a v srdci (Honegger et al.,
2008), ¢i v hlavové casti (Aradska et al., 2015), bylo potieba odstranit potencionalni
zkresleni vysledku, které mohlo byt zpisobeno odlisnym mistem produkce genu Impl2. Za
timto ucelem jsem pomoci metody FACS vysortrovala hemocyty a nasledné¢ zméftila
produkci genu Impl2 piimo v nich. Pti porovnani grafu ¢islo 2 a 3 je evidentni, ze
produkce genu Impl2 v hemocytech probihd v mnohem vétsim méfitku, nez produkce
tohoto genu pii kvantifikaci hodnot pro cel¢ télo. Tim, Ze produkce v hemocytech nartista
po bakterialni infekci, se podafilo odstinit vlivy produkce genu Impl2 v jinych tkénich,
potvrdit, Ze exprese genu probihd specificky v hemocytech béhem bakteridlni infekce, a

soucasn¢ definovat narGst této produkce oproti béznému stavu bez infekce.

Z tohoto tvrzeni miZeme vyvodit n€kolik dilezitych faktl, které nasmérovaly nasledujici
kroky této prace. Pokud doch&zi k produkci genu Impl2 béhem bakterialni infekce
Vv hemocytech, znamena to, ze ucinek tohoto genu je pro efektivni pribéh boje s touto

infekci dalezity.
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Diky tomu, ze imunitni aktivace je energeticky narocna (Unckless, Rottschaefer and
Lazzaro, 2015), nejvétsi dilezitost pro imunitni bunky pfedstavuje dostatek energie. Z toho
vyplyva, ze gen Impl2, jehoz produkci hemocyty povazuji za dulezitou béhem infekce, ma
pravdépodobné schopnost ovlivnit mnozstvi energie, které je k dispozici pro hemocyty.
Pokud bunky tuto energii nemaji, je imunitni reakce nedostatecnd a organismus
s patogenem nedovede bojovat (Bajgar et al., 2015). Nasledujicim krokem proto bylo

posoudit dulezitost genu Impl2 béhem bakterialni infekce.
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5.3 Diilezitost genu Impl2 pro boj s patogenem

Dulezitost genu Impl2 byla jiz experimentalné prokazana napiiklad béhem hladovéni, kdy
drozofily se znemoznénou produkci tohoto genu vykazovali rapidné zvySenou mortalitu pfi
vystaveni vlivu diety s 1% glukozy ¢i jen PBS po dobu 24 hodin (Honegger et al., 2008).
Obecné je produkce genu Impl2 nezbytna v ptipadech vystaveni organismu stresu, ktery
kromé hladovéni piedstavuje tfeba prave bakterialni infekce. Snizend kiivka pieziti jedinct
se znemoznénou produkci genu Impl2 béhem bakterialni infekce (viz graf 5), je v souladu

s témito predpoklady a naznacuje dilezitost zkoumaného genu béhem imunitni aktivace.

K posouzeni G¢innosti RNAi se vyuzila metoda méfeni relativni exprese genu Impl2 u
kontrolnich i mutantnich linii drozofil. Protoze jsou hladiny genu Impl2 u mutantnich
drozofil nizs$i nez u drozofil kontrolnich, mizeme tuto RNA interferenci povazovat za

funkéni.

Pro interpretaci toho, v ¢em dileZitost genu Impl2 pro imunitni odpovéd’ spoéiva, je nutné
doptedu ptedjimat jeho G¢inky. Gen Impl2 se extracelularné vaze na Dipl2 a tim tlumi
inzulinovou signalizaci. V bézném stavu organismu neni nezbytné tuto signalizaci tlumit,
proto jedinci s RNAI genu Impl2 v dospélém stadiu nevykazovali letalitu (Andersen et al.,
2000). OvSsem u infikovanych jedinci jsou béZn€ pozorovany metabolické vykyvy
v hladinach glukoézy a glykogenu (Govind, 2008), které jsou znamkou zmén v inzulinové
signalizaci. Utlumenim exprese genu Impl2 znemoznime drozofile efektivné regulovat sviij
metabolismus, coz mize mit za nasledek vysokou umrtnost, zndzornénou v grafu ¢islo 5.
Dle naSeho nazoru muze byt snizena kiivka pteziti zdivodnéna dvéma zptsoby. Prvni

hypotézou je samotna imunitni reakce, ktera je pro organismus natolik vysilujici, ze umira.

Druhou hypotézou je potom nedostate¢na aktivace imunitnich bunék, vysledkem které je
neefektivni boj s patogenem. Tyto hypotézy jsme se rozhodli ovétit zméfenim mnozstvi

bakterialnich kolonii v jedinci po infekci.

Pomoci metody CFU jsem v grafu ¢islo 6 kvantifikovala mnozstvi bakterii v jedinci
s utlumenou produkci genu Impl2 v porovnani s kontrolni drozofilou. Vysledky tohoto
méfeni bohuZzel byly pouze na hranici signifikance, a pro potvrzeni této hypotézy by bylo
tteba provést dodatecnd méfeni na vétSim mnozstvi drozofil, poptipad€ 1 experimentalné

zvysit a snizit davku bakterii a sledovat, jak se zméni hladina CFU.
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Teoreticky se pfiklanime spiSe k hypotéze, Ze pii tlumeni signdlu produkované¢ho genem
Impl2 se imunitni buniky nedostateéné aktivuji a jedinec umira kviali neefektivnimu boji
sinfekci. Tyto vysledky by rovnéz korelovaly svysledky utlumeni produkce
extracelularniho adenosinu - dalsi signalni molekuly, G¢astnici se metabolickych zmén
béhem infekce parazitickou vosou (Bajgar et al., 2015). Zobecnénim téchto hypotetickych
vysledkt bychom mohli pfedpokladat, ze pii nedostateéné aktivaci imunitnich bunék se
mohou bakterie Vv organismu lépe mnozit, a pocet jejich kolonii nasledné¢ naroste
V porovnani s jedinci, jejichz imunitni aktivace byla dostate¢na. Tyto vysledky by rovnéz
byly v souladu s charakteristikou metabolickych vykyvu pii infekci (Govind, 2008), kdy
zvysSend hladina gluko6zy predstavuje energii pro aktivaci imunitnich bunék, a pokud je toto
zvyseni glukdzy znemoznéno, nedostate¢né aktivované buiky nezabrani bakteriim se dale

mnozit.

Existence nékolika typa signdlnich molekul pro systemické metabolické zmény, jako je
adenosin a gen Impl2, se mize zdat pro organismus nadbyte¢na, nicméné predpokladame,
ze tyto signalni molekuly mohou tc¢inkovat na jiné Grovni ¢i v jiném case, a pocet dosud
objevenych signadlnich molekul pravdépodobné vzhledem ke komplexité systemické
metabolické reakce na infekci nebude koneény. Pokusy s infekci Mycobakterium marinum
napiiklad ukazuji, Ze k systemické metabolické zmény, pozorované pti expresi genu Impl2,
jsou u drozofil vtomto ptipadé spoustény utlumenim efektorové kinazy inzulinové
signalizace AKT (Dionne et al., 2006). Diky témto vysledkim vétime, Ze typické
systemické metabolické zmény doprovazejici bakteriadlni infekci jsou Vv organismu
indukovany mnoha riznymi zpiisoby a teorie sobeckého imunitniho systému miiZze byt

tudiZ zobecnéna na vSechny do budoucna identifikované signalni molekuly.
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5.4 Vliv genu Impl2 na systemické metabolické zmény béhem infekce

Systemické metabolické zmény béhem infekce predstavuji piedevsim zvySeni hladiny
volné cirkulujici gluk6zy a sniZzeni hladiny glykogenu (Govind, 2008). Metabolismus
sacharidii v téle je regulovan inzulinem, jehoz signalizaci lze fidit pomoci genu Impl2
(Andersen et al., 2000). Zaroven vime, Ze gen Impl2 ovliviiuje hladinu trehal6zy
(Figueroa-Clarevaga and Bilder, 2016) a glukdézy (Kwon et al., 2015) béhem rakoviny.
Proto jsme zkoumali, jak gen Impl2 ovliviiuje hladinu glukézy a glykogenu b&éhem
bakterialni infekce. Na rozdil od experimentalnich pokusi s genem Impl2 ve zminénych
publikacich neni tento gen v mych pokusech upregulovan, ale pouze utlumovan, takze
vysledné metabolické vykyvy nebudou tak silné, jako ve vysledcich téchto publikaci.
Vyhodou mych pokust je pfedev§im mnohem piirozenéj$i model, zkoumajici redlnou miru
produkce genu Impl2 a jeji Gcinky v organismu. V grafech 7 a 8 Ize nicméné i ptes
relativné nizsi hladinu exprese genu Impl2 pozorovat tendenci kontrolnich linii navysit
mnozstvi volné cirkulujici glukézy, slouzici jako energie pro imunitni bunky, za
soucasného snizeni hladiny glykogenu, ze kterého je glukéza preménovéana. Tyto zmény
hladin metabolitl jsou realizovany pomoci glykogen-fosforylazy (Reyes-DelaTorre, Pefia-
neimunitnich tkdni a zplsobi, Ze glukéza do bun¢k nemize proniknout a ziistane volné
cirkulovat v hemolymf& k dispozici pro hemocyty (Bajgar et al., 2015). Tento jev byl
pozorovan u kontrolnich drozofil v grafech 7 a 8, ov§em drozofily s RNA interferenci genu
Impl2 zadné vykyvy v hladinach metaboliti nevykazovaly. Tato neménnost metabolickych

kiivek u RNAi mutanti pro gen Impl2 miize byt vysvétlena dvéma zptsoby.

Jednou z moznosti je, ze v mutantnich liniich nedojde k aktivaci imunitnich bunék pomoci
genu Impl2, tim pddem nedojde v t¢le drozofily k pozadavku na vyssi hladinu glukdzy jako
energie pro imunitni reakci a metabolismus mutantni drozofily tudiz pracuje stejné jako
Vv bézném rezimu. Hladina glukozy 1 glykogenu zistavaji nezménéné od bézné hladiny
téchto metabolitl v téle. Druhou moznosti je, ze gen Impl2 ovliviyje i produkci glykogen-
fosforylazy, zodpovédné¢ za rozklad glykogenu na glukézu. Tim by se vysvétlila
nesnizujici se hladina glykogenu v mutantnich liniich, kterd by v opa¢ném ptipad¢ byla
konstantné spotfebovavana na tvorbu glukozy i pro tkang, které jsou diky genu Impl2
bézné rezistentni vuci inzulinu. K ovéteni téchto dvou hypotéz by se v budoucnu dalo
zméfit mnozstvi glykogen-fosforylazy v liniich s RNA interferenci genu Impl2 oproti

liniim kontrolnim.
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5.5 Role genu Impl2 béhem probouzeni se z chladem indukovaného kématu (CCR)

Béhem stresu indukovaného chladem se drozofily snazi do posledni chvile investovat
energii piedev§im do udrzeni membranového potencidlu bun¢k (Chen and Walker, 1993).
V okamziku, kdy tento potencial neni jiz dale udrzitelny, upada drozofila do komatu, které
je po urcitou dobu reverzibilni. Rychlost probuzeni se z tohoto kématu je pfimo tmérna
rychlosti, kterou dovede drozofila rozlozit glykogen na glukozu a tuto glukézu
transportovat do svalu (Chen and Walker, 1994). Probuzeni z komatu je tedy zavislé na
dvou procesech — rozkladu glykogenu na glukozu a aktivaci inzulinové signalizace, aby
glukoza mohla vstoupit do svalovych bunék. Experimentalni pokusy vystaveni drozofily
teploté -2°C po dobu 2 hodin Ustily v probuzeni téchto drozofil po ptiblizné 8,3 minutach
(Andersen et al., 2014). Tato rychlost u kontrolnich drozofil v nasich experimentech
odpovida dle grafu 9 pfiblizné 40 — 50 minutdm po pfemisténi do pokojové teploty.
Odlisnost naseho méfeni od predchoziho experimentu je pravdépodobné zpiisobena delsi
lhiitou vystaveni drozofil chladu (16 hodin) a rovnéz nulovou dietou, ktera u drozofil

zptisobi mirné utlumeni inzulinové signalizace.

Dostate¢né energetické zasoby ve formé glykogenu a produkce inzulinu, ktery umoziuje
vstup této energie do bunék, urychluji probuzeni z chladem indukovaného kdématu
(Linderman et al., 2012). Protoze u kontrolnich drozofil je Gcinek inzulinu blokovéan
genem Impl2, probrani se z chladem indukovaného komatu je pomalejsi nez u drozofil,
jejichz produkce genu Impl2 je utlumena (viz graf 9). Pti utlumeni produkce genu Impl2
nedojde k jeho vazb&é na Dilp2 a zpomaleni inzulinové signalizace. Glukdza se tak do
svalovych bun€k dostane rychleji. Rozdil v téchto ¢asech probuzeni je praimérné 5 minut.
Na zaklad¢ téchto vysledki se domnivame, ze gen Impl2 neovliviiuje rozklad glykogenu
na glukézu, ale pouze aktivaci inzulinové signalizace. Kontrolni drozofily by tudiz mély
dostate¢nou hladinu volné cirkulujici glukdzy, ale tato glukdza by se do svalu dostavala
kvuli genu Impl2 pomaleji. Protoze se ovSem hladina glykogenu, ktera by méla byt
spotiebovana na tvorbu glukozy, béhem infekce u predchozich experimentt v Impl2 RNAI
drozofilach neménila, mizeme usuzovat, ze gen Impl2 neovliviiuje produkci glykogen-
fosforylazy, coz je v nesouladu s piedchozi hypotézou. Do budoucna jsou tfeba dalsi
pokusy na objasnéni pifesného mechanismu u¢inku genu Impl2 na systemicky
metabolismus. Jednou z moznosti je naptiklad zméteni hladiny glykogen-fosforylazy,
zodpovédné za rozklad glykogenu na glukézu, u kontrolnich drozofil a drozofil s RNA

interferenci genu Impl2.
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Pokud by tato hladina u drozofil s RNAI genu Impl2 odpovidala hladin¢ u kontrolnich
drozofil, mohli bychom s jistotou fici, ze gen Impl2 neovliviiuje hladinu glykogen-
fosforylazy, a tim padem imunitni buiniky t€chto mutantt infekci dostatecné nerozpoznaji a
jejich metabolismus pracuje jako pii bézném, bezinfek¢nim rezimu. Zaroven bychom
mohli experimentalné¢ provefit identické pokusy pfi chovu drozofil na bézné dieté
s obsahem cukru. V tomto piipadé by bylo mozné, ze nékteré z vyslednych efektii by se u
drozofil na normalni dieté neprojevovaly, stejné jako v ptipadé extracelularniho adenosinu,
a umrtnost experimentalnich linii drozofil by poté jasné&ji odlisila vliv nutrietd od vlivu

samotného genu Impl2 (Bajgar et al., 2015).

Pro tplné objasnéni mechanismu funkce genu Impl2 dale navrhuji zejména experimentalni
ovéieni jeho mozné regulace pomoci Hifla-HRE signaliza¢ni kaskady. Pro zhodnoceni
riznych variant stresovych faktorti je mozné testovat produkci genu Impl2 v reakci na
vysokotuénou dietu, hypoxii, poptipadé zkombinovat bakterialni infekci drozofily
s béznou dietou s obsahem cukru a sledovat rozdily ve schopnosti s touto infekci bojovat.
Pro doplnéni dat charakterizujicich efektivitu fagocytozy by bylo vhodné zopakovat
meéfeni poctu bakteridlnich kolonii s vy$§im mnozstvim testovanych drozofil, poptipadé
experimentalné upravit davku bakterii injikovanou do drozofil. Vliv utlumeni genu Impl2
na zmény hladin glykogenu a glukézy doporucuji déle rozpracovat pomoci méteni
glykogen-fosforylazy u jedincti s RNA interferenci genu Impl2 a jedinct kontrolnich. Po
propojeni vSech budoucich experimentalnich poznatkii s témi, které byly jiz ovéfeny, tak
ziskame ucelenou teorii sobeckého imunitniho systému, ktera by se v budoucnu mohla

aplikovat nejen na drozofilu, ale i na savce a ¢lovéka.
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6. ZAVER

Z experimentalnich vysledku této prace vyplyva, ze gen Impl2 se Gcastni metabolickych
zmén doprovazejicich bakteridlni infekci v Drosophila melanogaster. Tento gen je
v organismu za riznych podminek produkovan riznymi tkanémi, v piipadé bakterialni
infekce dochazi k jeho zvysené produkci v hemocytech. Diky svému vlivu na systemické
metabolické zmény hladin glukozy a glykogenu, nezbytné pro spravny pribéh imunitni
reakce, se tento gen stava vyznamnym nejen, co se tyce pochopeni metabolismu drozofily,
ale zaroven se stava dualezitym modelem pro zkoumdni metabolickych pochodl
doprovazejicich infekci savct a ¢lovéka. Z vysledku vyplyva, ze gen Impl2 zapficinuje
inzulinovou rezistenci neimunitnich tkéni, neni ovSem jisté, jestli ma pfimy vliv i na
syntézu glukdzy z glykogenu, a proto jsou potieba dodate¢né experimenty, které pomohou
objasnit jeho fungovani. Celkové je ovsem gen Impl2 vynikajicim kandidatem na dalsi
signdlni molekulu sobeckého imunitniho systému, jehoz teoreticky koncept by do
budoucna mohl byt zobecnén nejen pro adenosin, ale 1 pro dalSi potencidlni signdlni

molekuly, naptiklad pro gen Impl2.

Rovnéz se zatim nevi, jakym zptisobem je v hemocytech produkce genu Impl2 regulovéna,
a odpovéd’ na tuto otdzku by mohla vnést svétlo i do mechanismi inzulinové rezistence u
¢lovéka, pozorované napiiklad béhem autoimunitniho onemocnéni Diabetes mellitus II,

kardiovaskularnich poruch, ¢i riznych typu rakoviny.
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