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1. Uved

V poslednich letech se zacinaji vice studovat metabolické zmény spojené s imunitni
odpovédi, které vsak nejsou dostatecné prozkoumané. Pro studium regulace metabolismu
pii infekci se mimo jiné pouziva model octomilky Drosophila melangaster, u kterého je
dobfe popsana imunitni reakce proti parazitoidnim vosickam, jako je Leptopilina boulardi.
Pravé na tomto modelu bylo zjisténo, ze pii infekci dochazi k systemickému metabolickému
pfesmyku (Bajgar et al., 2015). Pfi systemickém piesmyku je potlacen piisun glukoézy do
perifernich tkani za wfelem zanechani vice glukdzy pro aktivované imunitni buiky.
Predpoklada se, ze divodem potlaceni pfisunu glukézy do perifernich tkani je snizeni
inzulinové signalizace, konkrétné vznik inzulinové rezistence. Cilem mé prace proto bylo
s vyuzitim zminéného modelu zjistit, jestli snizeni ptijmu gluk6zy do perifernich tkani je
skutecné zptisobeno vznikem inzulinové rezistence Vv téchto tkanich. DalSimi ptipadnymi cili
bylo zjistit dilezitost inzulinové rezistence pro imunitni reakci, ¢i jakymi imunitnimi
signalizacemi je inzulinova rezistence indukovana. Jelikoz jsou dulezité mechanismy
evolu¢né konzervované, ziskané informace mohou byt cennym zdrojem i pro medicinu, kde

je inzulinova rezistence hojn¢ studovana ve spojitosti s riznymi patologiemi.

Kapitoly v teoretické ¢asti diplomové prace budou shrnovat potiebné informace k pochopeni
nasledujici praktické Casti. Nejdiive budou zminény informace 0 modelovém organismu
(1.1.), jeho imunitnim systému (1.2.), se zam&fenim se na imunitni reakci proti parazitoidnim
vosickam (1.2.1.), dale o zméné metabolismu pii infekci (1.3.) a na zavér o inzulinové

signalizaci (1.4.), jeji roli (1.4.1.) a dilezitosti (1.4.2.) v regulaci metabolismu pii infekci.



1.1. Modelovy organismus Drosophila melanogaster
Octomilka Drosophila melanogaster je hojn¢ vyuzivanym modelovym organismem pro fadu
vyhod, které poskytuje. Vyhodami je snadny a levny chov, rychla genera¢ni doba, produkce
velké mnoZstvi potomstva, Siroka Skala dostupnych genetickych a molekuldrnich technik a

jista homologie k ¢loveku.

Vyvoj octomilky pfi standartni laboratorni teploté¢ 25 °C trva piiblizné 10 dni, ale pro
experimentélni uéely se chovaji i pii nizsi (18 °C) i vyssi (29 °C) teploté. Zivotni cyklus se
sklada z nakladeného vajicka, larev prvniho az tfetiho instaru, stddia kukly a dospélého
jedince. Nové¢ vylihli jedinci, stejné tak jako dospéli samci a samice, jsou snadno
rozeznatelni. Rozpoznani Cerstvé vylihlych samic je dulezité pro kiizeni, jelikoz samice az
do vice jak 8 hodin po vylihnuti nejsou schopné se pafit, ¢ehoz se vyuziva pii kiizeni. Po
spafeni samicka dokaze naklast az 100 vajicek denné po dobu az tiech tydnd a lIze tak velice

rychle namnozit ur¢itou linii.

Dostupnost genetickych néstroji vychézi z faktu, Ze octomilka je vice jak 100 let vyuzivana
jako geneticky model. Genom octomilky se sklada ze 4 part chromozomu, jednoho paru
pohlavnich chromozomi (XX/XY) a tfech par autozoml. Pohlavni chromozém je
oznacovany jako prvni chromozom a autozomy jako druhy, tfeti a ctvrty chromozom.
Vyznamnou udalosti bylo oskenovani 97-98 % genomu octomilky a zvetejnéni sekvence
ptiblizné 13 600 gent (Adams et al., 2000).

Jednim z nejpouzivanégjSich genetickych nastrojli je tzv. Gal4/UAS systém, ktery umoZiuje
regulovat tkanové specifickou expresi gent (Brand & Perrimon, 1993). Systém se sklada
z transkripéniho aktivatoru z kvasinek Gal4 exprimovaného v ur€itych buiikach kvili pouziti
tkanové specifického promotoru a genu pod kontrolou UAS (upstream activation sequence),
kam se vaze Gal4. Jednotlivé komponenty (promotor-Gal4 a UAS-gen ) se nachazi ve dvou
liniich a do kontaktu se dostavaji az u potomka vniklého ze zktizeni téchto dvou linii. Jen
u tohoto potomka dochazi k tkanové specifické expresi cilového genu. Oddéleni linii
s promotor-Gal4 a s UAS-gen ma vyhodu v kombinovani rizné tkanové specifickych Gal4

s konstrukty UAS-gen a v ovlivnéni exprese jen v experimentalni linii.

Vyuzivané je také spojeni Gal4/UAS systému S teplotné senzitivnim inhibi¢nim proteinem
Gal80 (Zeidler et al., 2004). Toto spojeni umoziuje kromé tkanové specifické regulace
exprese i regulovat expresi cilového genu ¢asové. Principem je, ze Gal80 pod promotorem

tubulinla blokuje aktivitu Gal4 navazanim Gal80 k aktivaéni doméné Gal4 a vznikem
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dimeru (Melcher, 2001). Zeidler et al. (2004) dale ukazali, ze teplotné senzitivni protein
Gal80 je schopny inhibovat Gal4 aktivitu ve vSech tkdnich v 18 °C, avsak ne v 29 °C a jen
Caste¢né v 25 °C. Dnes se proto pouziva teplotné senzitivni protein Gal80 pod promotorem
tubulinla (tub-Gal80), ktery je schopny inhibovat Gal4 aktivitu ve vSech tkanich v 18 °C,
aviak ne v 25-29 °C. Casové specifickd exprese tak spodiva v udrzovani experimentalnich
jedinct v 18 °C, které se v urCitém case premisti do teploty 25-29 °C, ktera zpusobi

degradaci Gal80 a umozni nasednuti Gal4 na UAS a spusténi exprese genu.

Za UAS sekvenci nemusi byt vloZen jen gen kddujici protein, ale i gen pro nekodujici RNA,
konkrétné¢ pro vlasenkovou dvouvlaknovou RNA (dsRNA). V tomto piipadé se vyuzije
objevu RNA interference, kdy dsRNA zptisobi zni¢eni homologni mRNA a tim uml¢eni
genu u hadatka Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). Proces RNAI byl objeven
i octomilky (Kennerdell & Carthew, 1998), a proto doslo k rozvoji této techniky. Dnes se
nejvice pouziva indukovani RNAi expresi invertovanych repetic fragmentu cilového genu,
které zpusobi vznik specifické vlasenkové struktury dSRNA (Dietzl et al., 2007). Velkym
pfinosem bylo postupné vytvoteni dostupnych sbirek linii UAS-RNAIi pro vSechny geny
octomilky, které v Gal4/UAS (Gal4Gal80/UAS) systému umozni umléet gen tkanoveé
I Casové specificky. Lze tak nejen studovat fyziologickou roli genu pfi zvySené expresi ale
| pfi umléeni genové exprese. Pojem umléeni genu a ne vypnuti genu se pouziva proto, ze

RNAI neni schopna uplné potlacit expresi genu (Dietzl et al., 2007).

Dtlezitou vyhodou je také podobnost s ¢lov€kem, kterd umoziiuje pouZzit octomilku jako
model pro studiu lidskych nemoci. Podobnost s c¢loveékem lze najit jak u larev, tak
u dospélce, na molekularni i vyssi urovni. Podobnost na urovni gent ukazal Reiter (2001)
zjisténim, Ze 77 % genl asociovanych s lidskymi chorobami lze najit 1 u octomilky.
Podobnost na organové urovni lze demonstrovat na piikladu, ze bunky tukového télesa
octomilky stejné jako lidské adipocyty reguluji ukladani a uvolfovani zivin (Yu, Zhang, &
Jin, 2018). U octomilky jsou i dal$i analogické organy s ¢lovékem: srdce, mozek ¢i krev
(hemolymfa) (Galenza & Foley, 2019). Je tedy ziejmé, ze savci i hmyz maji podobné tkané a
Ize tak na octomilce modelovat komunikace mezi nimi, které jsou dulezité pro studium

lidskych onemocnéni.

vvvvvv

metabolické a imunitni signalizace jsou konzervované mezi hmyzem a savci (Galenza &

Foley, 2019). Prikladem konzervované metabolické signalizace je inzulinova signalizace



(Teleman, 2010). Diky tomu se octomilka zafind pouzivat jako model lidskych
metabolickych chorob zahrnujici naptiklad cukrovku, kterd je vzristajici zdravotni problém.
Timto modelem se da studovat jak cukrovku prvniho typu (nedostate¢na sekrece inzulinu),

tak i druhého typu (inzulinova rezistence), ktera tvoii vice nez 90 % celkovych ptipadi

cukrovky (Graham & Pick, 2017).

1.2. Imunitni systém u Drosophila melanogaster
Imunitni systém octomilky je zalozen na pfirozené imunité, jelikoz octomilka postrada
specifickou imunitu. V posledni dob¢ byla ale snaha ukazat, Zze i pfirozend imunita
bezobratlych by mohla mit ¢aste¢né imunitni pamét (Cooper & Eleftherianos, 2017).
Imunitni systém mitize byt rozdélen do bunécné a humordlni imunity, avSak obé casti jsou

velice provazané.

Nejlépe popsand je humoralni imunitni reakce proti houbové a bakteridlni infekci.
Charakteristickym znakem humoralni imunity je produkce antimikrobialnich peptidi
(AMPSs) zejména Vv tukovém télese a jejich uvolnéni do cirkulace. Produkce AMPs je velice
dulezita proti mnoha mikrobialnim patogeniim a je regulovana zejména Toll a IMD (immune
deficiency) signalizacemi. Toll signalizace je aktivovana hlavné houbami a mnohymi Gram
positivnimi bakteriemi, zatimco IMD signalizace zejména gram negativnimi. Ackoli tyto dvé
signalizace nesdileji zadné klicové komponenty v signalizacich, ob¢ signalizace se potkavaji
v aktivaci alespon jednoho transkripéniho faktoru NF-xB rodiny (Toll aktivuje Dif nebo
Dorsal, IMD primarné Relish), které indukuji expresi AMPs genu (Silverman, Paquette, &
Aggarwal, 2009).

Buné¢nou imunitu zajistuji imunitni buiiky souhrnné nazyvané hemocyty, které jsou
tradi¢né rozdélovany podle morfologie do tifech skupin — plazmatocyty, lamelocyty a
novymi typy ¢i stfednimi stadii vyuzitim single-cell RNA sequencing (Cattenoz et al., 2020;
Cho et al., 2020; Fu, Huang, Zhang, van de Leemput, & Han, 2020). Cattenoz et al. (2020)
napiiklad definovali 13 typd plazmatocytti v neinfikované larvé, které asociovali S riznymi

bunécnymi procesy.

Podle tradi¢ni terminologie jsou nejpocetnéjsi skupinou plazmatocyty. Kormé casného
embrya tvori vice jak 90 % vSech hemocyti a zodpovidaji za fagocytozu, sekreci
mimobunééného matrixu a signalnich molekul (Gold & Briickner, 2015). Dal§im

nejcastéjSim typem jsou krystalové buiiky, které uvniti bun€k obsahuji krystalky slozené
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z profenoloxidaz (Rizki & Rizki, 1959). Pti infekci jsou profenoloxidazy aktivované na
fenoloxidazy, které katalyzuji vznik nerozpustného melaninu v misté zranéni nebo infekce
(Dudzic, Kondo, Ueda, Bergman, & Lemaitre, 2015). Odpadni produkt melaniza¢ni reakce
jsou volné kyslikové radikaly, které se podileji na zabijeni patogent (Dudzic et al., 2015).
Posledni skupinou jsou velké ploché builkky zvané lamelocyty, které se neobjevuji
u zdravého jedince. Objevuji se pouze V larvalnim stadiu a zejména pii infekci parazitodni

vosi¢kou (Parsons & Foley, 2016).

1.2.1. Imunitni reakce proti parazitoidnim vosi¢kam
Infekce parazitoidnimi vosi¢kami slouzi jako hlavni model ke studiu bunécné imunity, ktera
pfi tomto typu infekce hraje nejveétsi roli v imunitni reakci (Vanha-aho et al., 2015). Nejvice
popsana je imunitni reakce proti parazitoudni vosicce Leptopilina boulardi (Carton & Nappi,
1991), kdy samicka parazitoidni vosicky naklade vajicko do larvy octomilky. Pokud
octomilka nespusti dostatecné silnou imunitni odpovéd’, z vosiho vajicka se vyviji larva,
ktera vyzije octomilku jako zdroj potravy a tim ji zabije. Octomilka se ale brani spusténim
bunééné imunitni odpovédi proti parazitoidovi, kterda mize skoncit enkapsulaci a zabitim

vosiho vajicka.

Prvni pozorovatelnou udalosti po nakladeni vajicka je zvySeni poctu cirkulujicich
plazmatocytil, které nasledné tvoti prvni vrstvu bunék obklopujicich vosi vajicko (Russo,
Dupas, Frey, Carton, & Brehelin, 1996). ZvySeni poc¢tu plazmatocytd v cirkulaci je
zpusobeno jejich proliferaci a uvolnénim z hematopoetickych kapes (Markus et al., 2009).
Dale dojde k diferenciaci plazmatocytti na lamelocyty, a to jak v cirkulaci, tak pfimo na
vosim vajicku (Anderl et al., 2016). Na zakladé novych analyz, kterymi byly plazmatocyty
rozfazeny az na 13 skupin, Ize také rozdélit lamelocyty na dvé skupiny (Cattenoz et al.,
2020), coz by potvrzovalo zminény dvoji ptivod lamelocytd. Lamelocyty poté vytvareji dalsi
vrstvu bunék okolo vajicka, kdy formuji pevné spoje mezi buitkami a oddé€li vajicko od
hemocoelu (Russo et al., 1996). Takto obalené vajicko je nasledné¢ melanizovano
krystalovymi bunkami i lamelocyty, které také obsahuji gen pro profenoloxidazu (Nam,
Jang, Asano, & Lee, 2008). Ukladanim melaninu okolo vajicka se vytvari fyzikalni bariéra,
ktera umozni bezpecnou a cilenou produkci volnych kyslikovych radikalt k zabiti vajicka

(Duvic, Hoffmann, Meister, & Royet, 2002).

Lamelocyty se také uvoliuji z lymfatické Zlazy, ktera se pii infekci pfedcasné rozpada

(Lanot, Zachary, Holder, & Meister, 2001). K uvolnéni dojde ale az mezi 24-48 hpi (hodin



po infekci) a lamelocyty z této druhé viny slouzi jen jako pomoc pifi imunitni odpovédi
(Banerjee, Girard, Goins, & Spratford, 2019), jelikoz ve 24 hpi je vajicko jiz obaleno a do
48 hpi je melanizovano (Bajgar et al., 2015).

K potlaceni této imunitni odpovédi pti kladeni vajicka nékteré vosic¢ky (i L. boulardi) ale
vpravi do larvy imunosupresivni latky, které potlacuji diferenciaci lamelocytt (Labrosse et
al., 2005), méni morfologii lamelocyt (Russo et al., 1996) a inhibuji melanizaci (Colinet et
mnoho lokalnich i systemickych signalech (Letourneau et al., 2016) a zapojeni dalSich
organu jako svaly a tuk (Banerjee et al., 2019). Bylo také ukazano, ze imunitni odpovéd’
proti L. boulardi mize byt ovlivnéna genotypy D. melanogaster (Leitdo et al., 2019), proto

je kladen v experimentech diiraz na genetické pozadi v liniich.

1.3. Metabolicky piesmyk p¥i infekci u Drosophila melanogaster
Imunitni odpovéd’ je obecné povazovana za energeticky naro¢ny proces, jelikoZ je spojena
s rychlou syntézou fady novych molekul, s bunéénou pfestavbou imunitnich bunék a jejich
mnozeni (Lochmiller & Deerenberg, 2000). Naptiklad pro boj s parazitoidni vosickou je
nutné namnozit a diferencovat lamelocyty (Parsons & Foley, 2016). Energetickou naro¢nost
potvrzuje Bajgar et al. (2015), ktefi ukazali, ze imunitni bunky larvy octomilky pii vosi

infekci spotiebuji jednu tietinu celkové spotieby glukdzy organismu z pivodnich 10 %.

Skutecnost, Ze imunitni buniky se po aktivaci dokaZi rychle namnozit i za cenu zvySené
spotieby glukozy, je ale vyhodna proto, aby imunitni buniky netcastnici se boji s infekci
spotiebovavaly malo energie a nebyly tak velké udrzovaci ndklady (McKean, Yourth,
Lazzaro, & Clark, 2008). Konstantné zvySené mnozstvi imunitnich bunék by sice zptsobilo
lepsi odolnost proti patogenu (i parazitoidni vosicce), ale zplsobilo by i vyssi udrzovaci

naklady a tim mensi kompetitivnost o zdroje (Kraaijeveld & Godfray, 1997).

Je potieba zdlraznit, ze pokud je fec¢ o energetické naro¢nosti imunitni odpovédi, je tim
mysSlena naro¢nost zejména bunécné imunity, ackoli u homoralni imunity je pravdépodobné
energeticky naro¢né syntetizovat AMPs (Rera, Clark, & Walker, 2012). To potvrzuje i fakt,
ze indukce exprese AMPS je spojena potla¢enim anabolismu (Clark et al., 2013). Avsak je
naro¢né jednoznacné oddélit energickou narocnost humoralni imunity, jelikoZ tukové téleso
hraje roli jak v expresi AMPs, tak poskytuje energii bunééné imuniteé. Energeticka naroc¢nost

aktivované imunity tak mize byt jisté spojena jen s buné¢nou imunitou.



Diivodem energetické naroc¢nosti aktivované bunécné imunity spocivajici ve vetsi spotiebe
glukozy je zména v bunééném metabolismu aktivovanych imunitnich bunék (Krejcova et al.,
2019). Tato zména metabolismu byla u octomilky objevena az nedavno, piestoze u savci je
pfrestavba bunééného metabolismu dobie popsana (Olenchock, Rathmell, & Vander Heiden,
2017). Krejcova et al. (2019) zjistili, ze aktivované plazmatocyty pii akutni bakterialni
infekci uptednostiiuji pro zisk ATP aerobni glykolyzu pted oxidativni fosforylaci. Oxidativni
fosforylace, a¢ nejefektivnéj$i metoda oxidace glukozy, je totiz pfili§ pomala ke generovani
ATP pfi imunitni reakci. Pomoci glykolyzy aktivované imunitni bufiky vyprodukuji vice
energie, ale spotiebuji vice glukozy (Bajgar et al., 2015; Krejcova et al., 2019). Preferovani
glykolyzy pted oxidativni fosforylaci pii dostatku kysliku ptipomina proces zvany Warburg
effekt (Warburg, Wind, & Negelein, 1927). Tento efekt byl poprvé popsan u savci
v rakovinnych buikach, ale je spoleény pro rychle se mnozici bunky (Burns & Manda,
2017). Krejcova et al. (2019) takeé zjistili, ze buné¢na odpoveéd’ je konzervovana mezi savci a
hmyzem a tak lze ptedpokladat, ze fada informaci z vyzkumu na savcich je relevantni i pro
octomilku. Zména buné¢ného metabolismu aktivovanych bun€k se ocekava i pii vosi
infekci, kde byla u hemocyti namétfena zvySena exprese glykolytickych gent (Bajgar et al.,
2015) a produkci laktatu (Strasser, 2016), ktery je vedlejsi produkt aerobni glykolyzy

slouzici k udrzovani redoxniho potencialu NAD*/NADH.

Takto zvySend spotieba glukoézy aktivovanymi imunitnimi bunkami se zménénym
metabolismem zptisobi ovlivnéni celého metabolismu (Bajgar et al., 2015). Pro zanechani
vice glukozy imunitnim buinkam dochazi pfi infekci k potlaceni metabolismu ve zbytku
organismu. Charakteristické pro systemické potlaceni metabolismu je zpomaleni rastu,
snizeni ptijmu gluk6zy do perifernich tkani, uvoliiovani energie z energetickych zasob ¢i
alespon potlaceni budovani zasob a nasledna hyperglykémie (Bajgar & Dolezal, 2018;
Bajgar et al., 2015; Krejcova et al., 2019) Systemickou zménu metabolismu indukuji samy
imunitni bunky (Bajgar & Dolezal, 2018; Bajgar et al., 2015). Toto sobecké chovani
imunitnich bunék pii infekci je ale Zivotné dulezité. Bajgar et al. (2015) na vosi infekei
ukazali, ze systemicky metabolicky pfesmyk je nezbytny pro produkci lamelocyti.
Usurpovani energie imunitnimi bunkami zapada i do teoretického konceptu nazvaného

Sobecky imunitni systém (Straub, 2014).

Zpomaleni vyvoje a ristu bylo ukdzano na zpozdéni v Case zakukleni a pomalejSim ristu
imaginalniho disku u larvy pfi vosi infekci (Bajgar et al., 2015). Nicméné, zpomaleni vyvoje

a rastu bylo potvrzeno i pii jinych infekei, napt. i pii virové infekci (Arnold, Johnson, &
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White, 2013), coz znaci, ze jde o obecny mechanismus. Snizeni spotieby glukozy bylo
ovéfeno pomoci radioaktivng znatené *C glukézy (Bajgar et al., 2015) a znaGené
deoxyglukozy 2-NBDG (Krejéova et al., 2019), kdy inkorporace *C a 2-NBDG do
perifernich tkani, jako jsou svaly, tukova télesa a disky, klesla pii infekci. Ukazatelem
snizené spotieby glukdzy perifernimi tkdnémi muaze byt neptimo pravdépodobné i sledovani

redukce ristu a vyvoje.

Potlaceni ukladani energie z glukozy do energetickych rezerv podle snizovani nebo alespon
nenavySovani tukovych a glykogenovych zasob bylo ukazano u larev pii infekci parazitoidni
vosic¢kou (Bajgar et al., 2015) i bakterialnich infekcich u dospé€lct, konktrétné M. marinum
(Dionne, Pham, Shirasu-Hiza, & Schneider, 2006) a L. monocytogenes (Chambers, Song, &
Schneider, 2012). Snizeni zasob glykogenu bylo pozorovano i u dospélci infikovanych
S. pneumonie (Bajgar & Dolezal, 2018).

Potlaceni budovani energetickych zasob a zaroven zanechani vice energie Vv cirkulaci bylo
demonstrovano pii vosi infekci I snizenim mnozstvi tkanové trehaldzy a vzrustem cirkulujici
trehalozy v Casné fazi infekce (Bajgar et al., 2015). Trehaldza jakozto neredukujici
disacharid muaze bat Stépena sekre¢ni formou trehalozy v cirkulaci a slouzit jako zdroj
glukozy (Lehr Katharina, 2019). Podle nepublikovanych vysledkt (Lehr Katharina, 2019) se
ale ukazuje, ze aktivované hemocyty spiSe pfijimaji trehalozu, kterou pfeméni na glukozu

uvnitf buné€k pomoci cytoplazmatické formy trehaldzy.

Zda se logické, ze aby aktivované imunitni buiiky dostdvaly dostatek energie (zejména
glukozy), musi dojit potlateni neimunitnich procesi a pfenechani energie. Efekt infekce na
globalni potlacdeni riistu, vyvoje a ostatnich procesti ale neni dostatecné prozkouman
(Dolezal, Krejcova, Bajgar, Nedbalova, & Strasser, 2019; Lee & Lee, 2018) a proto jsem se

timto tématem zabyval v experimentalni ¢asti.

Kromé ukézané nutnosti pferozdéleni energie, zasobovani imunitniho systému musi byt také
presné regulovano a udrzovano V ramci limit, I mirnénim systemickych zmén (Bajgar &
Dolezal, 2018; Schneider, 2007). Uvolnéna glukdza miiZze byt vyuzita patogenem a snizit tak
pteziti hostitele (Bajgar & Dolezal, 2018; Passalacqua, Charbonneau, & O’Riordan, 2016).
Energetické zasoby také nejsou neomezené a je potfeba zamezit pfiliSnému vycerpani
energetickych zasob, které bylo napiiklad pozorovano pti mykobakterialni infekce (Dionne

et al., 2006). Ze zminénych informaci vyplyva, ze metabolismus pii infekci musi byt na



molekularni arovni regulovan fadou signalizaci. Dulezitou centralni roli zastava inzulinova

signalizace (Dolezal et al., 2019).

1.4. Inzulinova signalizace u Drosophila melanogaster
Inzulinova signalizace je evolucné konzervovana na molekularni i fyziologické urovni
(Teleman, 2010). Pravdépodobné z dtvodu dlouhodobé nutné adaptace organizmti na
rozdilny pfijem a vydej energie, kdy se nadbyte¢na energii z cirkulujicich sacharidti uklada
do glykogenu a tuku, odkud mize byt v ptipadé potieby ziskana. Funkci inzulinové
signalizace je proto regulovat fadu funkci zahrnujicich metabolismus lipidt a cukrd, rust
nebo odolnost proti stresu (Teleman, 2010). Inzulinova signalizace je pomérné slozita
signalizace, kde se nachazi fada komponentt i specifickych tkanovych regulatori. Zde bude

ale popsana zjednodusena signalizace (Obr. 1).
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Obr. 1: Schéma zjednodusené inzulinové signalizace. Sipky reprezentuji indukci, pruhy zna¢i
potladeni. Vice informaci v textu. Zkratky: Dilps, Drosophila insulin-like peptides; InR, insulin-like
receptor; chico, insulin receptor substrate; Lnk, adaptor protein; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase;
PIP3, phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate; PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PTEN,
phosphatase and tensin homolog on chromosome 10; PDK1, phosphoinositide-dependent kinase-1;
PP2A , protein phosphatase 2A; Akt, protein kinase B; FOXO, Forkhead Box O; 4E-BP, 4E-binding
protein; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase; TOR-C2, TOR complex 2; GSK-3[3, glycogen

sythase kinase 3[3. Upraven podle Reyes-DelaTorre, Teresa, & Rafael (2012).

V octomilce bylo identifikovano osm Dilps (Drosophila insulin-like petides) (Gronke,
Clarke, Broughton, Andrews, & Partridge, 2010). Exprese Dilps vykazuje tkanoveé



I vyvojove specificky vzor (Nassel, Liu, & Luo, 2015). Podle sou¢asného nazoru rizné Dilps
ziskaly specialni roli v udrzovani homeostaze metabolismu pii riznych vyvojovych stupnich
a stavu zivin. Ackoli analyza jednotlivych mutanti ukazala, ze zadny Dilp neni nezbytny a
ostatni Dilps nahradi jeho roli (Gronke et al., 2010), coz znesnadnuje zjisténi jejich ucinku.
Hlavni misto syntézy Dilps jsou IPCs (insulin producing cells) v mozku, kde jsou
exprimované Dilp 1-3,5 (Brogiolo et al., 2001). Zde uz ztrata IPCs ale zpGsobi letalitu nebo
zvysenou koncentraci glukozy a pokles zasob trehalozy, glykogenu a tuku (Gronke et al.,
2010). Exprese a sekrece Dilps je fizena vice mechanizmy (Nissel et al., 2015). IPCs méfi
ptimo hladinu glukézy v hemolymfg, ale IPCs jsou regulovany i signaly ze stfev, tuku nebo

adipokinetickym hormonem (Mattila & Hietakangas, 2017).

Dilps signalizuji skrz jediny InR (insulin-like receptor), coz znamena, ze regulace rustu a
metabolismu je dosazeno stejnou signaliza¢ni kaskadou (Fernandez, Tabarini, Azpiazu,
Frasch, & Schlessinger, 1995). Vyjimkou je Dilp 8, ktery reaguje skrz receptor Lgr3
(leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 3) za ucelem koordinace rastu

organt pii dospivani larvy (Colombani et al., 2015).

Po navazani ligandu je InR autofosforylovany a vaze se k IRS (insulin receptor substrate)
Chico (Bohni et al., 1999) a adaptorovému proteinu Lnk (Werz, Koéhler, Hafen, & Stocker,
2009). Aktivace InR vede k fosforylaci Chico, ktery navaze lipidovou kinazu PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), ktera zpisobi akumulaci PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate) v bunééné membrané (Werz et al., 2009). Akumulace PIP3 vaze Akt (PKB,
protein kinase B) a PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) k plazmatické membrané
(Teleman, 2010). Akt je poté aktivovan fosforylaci z PDKI, ¢aste¢né i TOR-C2 (TOR
complex 2) (Hietakangas & Cohen, 2007; Rintelen, Stocker, Thomas, & Hafen, 2001).
Negativné je Akt regulovan i lipidovou fosfatazou PTEN (phosphatase and tensin homolog
on chromosome 10) a fosfatazou PP2A (protein phosphatase 2A) (Vereshchagina, Ramel,
Bitoun, & Wilson, 2008).

Aktivovany Akt fosforyluje velké mnozstvi proteinti zahrnutych do kontroly metabolismu, a
proto hraje klicovou roli v inzulinové signalizaci. Dulezitym cilem Akt je napiiklad
nejznameéjsi transkripéni faktor inzulinové signalizace FOXO (Forkhead Box O) (Puig,
2003). Fosforylace FOXO vede k jeho zanechani v cytoplazmé a zablokovani FOXO jaderné
transkripéni aktivity (Puig, 2003). FOXO jako jeden z hlavnich transkripénich faktorti ma

vyrazny dopad na metabolismus. Anabolicky efekt inzulinu je ze znacné casti dusledkem
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blokace FOXO aktivity. Pti nizké inzulinové signalizaci se FOXO v jadie vaze na promotory
stovek gend pro katabolismus, rezistenci proti stresu a imunité (Alic et al., 2011). Jeden
z typickych cild FOXO je transla¢ni represor 4E-BP (4E-binding protein, Thor), ktery se po
5 konci mRNA (Puig, 2003). Dalsi cil FOXO je napt. PEPCK (phosphoenolpyruvate
carboxykinase), ¢imz indukuje glukoneogenezi. Akt krom¢ fosforylace FOXO dale
napiiklad fosforyluje a inaktivuje GSK-3p (glycogen sythase kinase 3f, Shaggy), coz vede
k defosforylaci a aktivaci glykogensyntazy (Mattila, Kallijarvi, & Puig, 2008).

Ovlivnéni téchto i dalsich mechanizmt muize vést k inzulinové rezistenci, kde 1 zvySené
mnozstvi inzulinu neni schopné aktivovat kaskadu inzulinové signalizace. Naptiklad bylo
ukazano, ze vysokocukerna strava vyvola inzulinovou rezistenci ptfes NlaZ protein

z tukového télesa (Hull-Thompson et al., 2009).

1.4.1. Inzulinova signalizace a regulace metabolismu p¥i imunitni reakci
Molekulédrni regulace metabolismu pfi infekci neni zcela prozkoumana. Ukazuje se ale, ze
prave inzulinova signalizace hraje centralni roli pii metabolickém pfesmyku pii infekci. Bez
infekce inzulinova signalizace stimuluje ukladani energie a rist (Mattila & Hietakangas,
2017). Pti infekci ale dochazi k popsanému systemickému metabolickému presmyku, kdy
je potlacen rist a upfednostiiovano uvoliiovani energie ze zasob (Bajgar et al., 2015). Z toho
vyplyva, ze systemicky metabolicky pfesmyk by mohl byt spojen se systemickym snizenim
inzulinové signalizace. Potlageni inzulinové signalizace V perifernich tkanich pfi infekci by

proto mohlo byt cestou, jak imunitni systém ziskava energii.

Prvni dikazy pfinesl Dionne et al. (2006). Kromé poklesu mnozstvi tuku a glykogenu
v tukovém télese pii infekci Mycobacterium marinum pozorovali snizeni inzulinové
signalizace. Snizeni detekovali na redukci aktivace Akt a nasledné aktivaci FOXO. Pti
pouziti mutace ve FOXO pti infekci pozorovali vice glykogenu a tuku, ¢imz dolozili, ze
pozorovany fenotyp pfi infekci zdvisi na snizeni inzulinové aktivity. Potlaceni aktivity
inzulinové signalizaci pfi bakterialni infekci (M. luteus, B. bassiana) spolu se snizenim
ukladanim energie do tukovych zasob zaznamenal i DiAngelo, Bland, Bambina, Cherry, &
Birnbaum (2009). Snizeni aktivity inzulinové signalizace pozorovali opét na urovni

fosforylace Akt.

Dalsi vysledky s potlacenim inzulinové signalizace pii infekci byly pfineseny pii zkoumani

mechanizmi, které indukuji metabolické zmény pii infekci (Obr. 2). Pii infekci jsou
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vysilany rizné signaly k potlaceni systemického metabolismu pies inzulinovou signalizaci
K poskytnuti energie bunééné imunité ale i K pfepnuti z anabolismu k indukci humoralni
imunity v tukovém télese (Dolezal et al., 2019). Propojeni anabolismu a humoralni imunity
demonstruje dualni role transkripéniho faktoru Mef2 (Clark et al., 2013). Za neinfekénich
podminek je Mef2 fosforylovany a zvysuje transkripci anabolicky gend. Pii infekci dojde ale
k defosforylaci Mef2 a nefosforylovany Mef2 zvysi expresi AMPS.

Inzulin produkujici bunky
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Obr. 2: Zakladni schéma molekularnich interakci mezi imunitnimi signalizacemi a inzulinovou
signalizaci. Signalizace pfi infekci je znadena Gerng, bez infekce modie. Sipky reprezentuji indukei,
pruhy znaci potlaceni, otaznik s Sipkou/pruhem znaci navrhovanou indukci/potlaceni. Vice informaci
v textu véetné vysvétleni zkratek. Upraveno podle Dolezal et al. (2019).

Napiiklad Toll signalizace, ktera je indukovana pii bakterialni infekci, redukuje inzulinovou
signalizaci v tukovém télese. DiAngelo et al. (2009) ukazali, Ze po genetické aktivaci Toll
signalizace v tukovém télese dojde k redukci inzulinové signalizace a snizeni zasob tuku.
Aktivace Toll signalizace v tukové tkani také neautonomné zpusobi systemickou redukci
inzulinové signalizace a zpomaleni ristu, coz ukazuje, Ze by Toll signalizace mohla
zprostiedkovavat systemicky metabolicky presmyk. Roth, Bitterman, Birnbaum, & Bland
(2018) poté ukazali, ze vtukové tkani je potlaceni inzulinové signalizace na urovni
fosforylace Akt. Navrhli také, ze potlaceni rastu je asi z divodu periferni inzulinové
rezistence, jelikoz se mnozstvi Dilp 2 v hemolymf¢ neméni pii aktivaci Toll. Suzawa,
Muhammad, Joseph, & Bland (2019) ale zjistili, Ze bakterialni infekce i geneticka aktivace
Toll redukuje syntézu Dilp 6 a snizené mnozstvi Dilp 6 v cirkulaci ovlivnilo rust larvy.
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Navic obnoveni exprese Dilp 6 v tuku potlacilo vliv Toll signalizace na zpomaleni ristu.
Zavérem je tedy, Ze potlaceni inzulinové signalizace neni z diivodii vzniku inzulinové

rezistence.

Dtivodem, pro¢ imunitni signalizace jako Toll snizuji aktivitu inzulinové signalizace, miize
byt kromé potlaceni metabolismu v systemickém metabolickém piesmyku i to, Ze inaktivace
inzulinové signalizace zvySuje expresi AMPs (Becker et al., 2010). Konstitutivni aktivace
FOXO i bez ptitomnosti patogenu je totiz dostatecna k indukci exprese AMPs v tukové
tkani, jelikoz se transkripcni faktor FOXO navaze na Foxo-binding ¢ast v promotoru AMPs
(Becker et al., 2010). Podle tradi¢niho pohledu je ale indukce produkce AMPs pfi infekci
regulovana Toll a Imd (Immunodeficiency) signalizacemi pies Mef2 (Clark et al., 2013).

Pierozdéleni energie z anabolickych procest pii infekci mutze ovliviiovat i Eiger. Bylo
ukazano, ze pii nedostatku bilkovin ve stravé se z tuku sekretovany Eiger vaze na IPCs a
skrz JNK (c-Jun N-terminal kinase) inhibuje expresi Dilp 2 a Dilp 5, ¢imz inhibuje rist
(Agrawal et al., 2016). Krom¢ snizeni exprese Dilps v IPCs v mozku, Eiger je schopny
indukovat ptes JNK signalizaci expresi Neural Lazarillo (NLaz) v tukovém télese
(Hull-Thompson et al., 2009). NLaz poté indukuje periferni inzulinovou rezistenci pii
vysokocukerné stravé (Pasco & Léopold, 2012). Kormé¢ vysledkid, ze Eiger ovliviuje
metabolismu (inzulinovou signalizaci), bylo také ukazano, Ze ovliviiuje i infekci a je
pravdépodobné dalsim spojovacim signalem. Mabery & Schneider (2010) ukazali, ze Eiger
je pii infekci Salmonella typhimurium exprimovan v tukovém télese a je potieba pro

imunitni reakci.

Dalsi zkoumana imunitni signalizace ve spojitosti s inzulinovou signalizaci byla Imd, ale
DiAngelo et al. (2009) expresi konstitutivné aktivni formy transkripéniho faktoru Relish
(komponentu Imd signalizace) v tukové tkani nezjistili zménu inzulinové signalizace
(fosforylaci Akt). Nicméné exprese konstitutivné aktivniho formy Imd v tuku potlaéilo
systemickou inzulinovou signalizaci (Davoodi et al., 2019). Navic doslo k hyperglykemii,
zmenSeni zasob tuku a zpomaleni rust. Na zaklad¢ téchto dat lze ptredpokladat, ze Imd
potlaci inzulinovou signalizaci upstream od Relish, moZzna ptes JNK. JNK pies FOXO

potlaci inzulinovou signalizace a rast (Wang, Bohmann, & Jasper, 2005).

Dalsi signalizaci, u které je pravdépodobna interakce s inzulinovou signalizaci je Jak-Stat
signalizace. Jak-Stat signalizace je relativné jednoducha. Sklada se ze tfech ligandu —
Unpaired 1 (Updl) (Harrison, McCoon, Binari, Gilman, & Perrimon, 1998), Unpaired 2
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(Upd2) (Hombria, Brown, Hader, & Zeidler, 2005), Unpaired 3 (Upd3) (Agaisse, Petersen,
Boutros, Mathey-Prevot, & Perrimon, 2003), receptoru Domeless (Dome) (Brown, Hu, &
Hombria, 2001), Jak homologu — tyrozinové kinazy Hopscotch (Hop) (Binari & Perrimon,
1994) a jednoho STAT transkrip¢niho faktoru Stat92E (Yan, Small, Desplan, Dearolf, &
Darnell, 1996).

Yang, Kronhamn, Ekstrom, Korkut, & Hultmark (2015) ukazali, ze Jak-Stat signalizace je
aktivovana pfi vosi infekci ve svalech kvili Upd2 a Upd3 z aktivovanych hemocytt. Dle
jejich vysledki je aktivovana Jak-Stat signalizace ve svalech nezbytna pro buné¢nou imunitu
proti parazitoidni vosi¢ce. Poté Yang & Hultmark (2017) kratce na to ukazali, Ze inzulinova
signalizace je redukovana ve svalech a tukovém télese po delsi dobé po infekci parazitoidni
vosi¢kou. Propojeni mezi Jak-Stat signalizaci a inzulinovou signalizaci ve svalech ale ptes
snahu prokazateln& neukazali. Propojeni pravdépodobné existuje, jelikoz aktivovana Jak-Stat
signalizace ve svalech je schopna indukovat potlaceni inzulinové signalizace (Woodcock et
al., 2015). Toto zjisténi vsak bylo provedeno pii vysokotu¢né dieté, kdy Upd3 z hemocyti

aktivoval Jak-Stat signalizaci a zpusoboval inzulinovou rezistenci.

Na téchto ptikladech je ukazano, ze imunitni signaly po rozpoznani patogenu nereguluji jen
imunitni funkce, ale reguluji i metabolizmus perifernich tkani ptes inzulinovou signalizaci.
Dale ptiklady demonstruji, ze vliv jednotlivych signalizaci na ovlivnéni inzulinové
signalizace se lisi podle tkan¢ a podle infekce. Malo prozkoumany je dopad infekce
parazitoidni vosickou na systemicky metabolismus. Nebylo zde ani jasné popsano
systemické snizeni inzulinové signalizace pfti infekci. Cile mé diplomové prace proto
spocivaly v zjiSténi, zda 1 pii této infekci dochazi k potlaceni inzulinové signalizace
v perifernich tkanich a piipadné jestli je snizeni inzulinové signalizace ve svalech

indukovéno aktivovanou Jak-Stat signalizaci.

1.4.2. Diilezitost inzulinové signalizace pro imunitni reakci
Piestoze byla prokazana duleZitost systemického metabolického pfesmyku pro imunitni
odpovéd’ (Bajgar et al., 2015) stejné tak jako potlaceni inzulinové signalizace pfi imunitni
reakci v perifernich tkanich pfti riznych infekcich (1.4.1.), dilezitost potlaceni inzulinové
signalizace pro energeticky narocnou bunéénou imunitni reakci nebyla dosud jasné ukazana.
Dulezitost potlaceni inzulinové signalizace pro efektivitu bunééné imunitni je slozité
testovatelna, jelikoz manipulace v inzulinové signalizaci ¢asto pfimo ovlivni humoralni

imunitu, napiiklad pfes FOXO v tukovém télese (Becker et al., 2010). Tézko se pak
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dokazuje, Ze snizena rezistence proti patogenu neni z diivodu sniZzeni indukce imunitni
odpovédi, ale znevzniknuti metabolického presmyku. Také je problém, pokud byla
genetickd manipulace aktivni od zacatku vyvoje, mohlo tak dojit ovlivnéni metabolizmu
pred infekci (Yang & Hultmark, 2017). Pro tyto ucely je vyborny nastroj infekce
parazitoidni vosi¢kou, kde je mozné se viceméné vyhnout vlivu humoralni imunity a tak

vlivu inzulinové signalizace na modulaci indukce imunitni odpovédi.

Dulezitost potlaceni inzulinové signalizace pfi infekci nebyla stanovena ani u ¢loveka, kde je
opét problém, ze metabolické a imunitni reakce jsou velmi provazané. U Clovéka se navic
predpoklada, ze snizeni inzulinové signalizace V perifernich tkanich je z divodu vzniku
inzulinové rezistence, jelikoz je inzulinova resistence spojovana se zanétem (de Luca &
Olefsky, 2008). To je v souladu s teoretickym konceptem Sobecky imunitni systém (Straub,
2014), podle kterého je inzulinova rezistence v perifernich tkanich cestou, jak zajistit
dostatek glukdzy imunitnim bunkam pii infekci. Je pravdépodobné, Ze podobna situace je

i u octomilek.

Z tohoto duvodu v dosavadnim vyzkumu u octomilky také ¢asto chybi divod potlaceni
inzulinové signalizace v perifernich tkdnich. Zda je divodem vznik inzulinové rezistence
nebo nedostatek ligandt ke stimulaci inzulinové signalizace. Stanoveni je dulezité i proto, ze

by se dal pouzity systém vyuzit jako model cukrovky 1. nebo 2. typu.

V experimentalni cCasti jsem se zaméfil na nékteré zminéné nejasnosti ¢i mezery

V soucasném vyzkumu.
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2. Cile prace

Zjistit, zda je inzulinova signalizace ovlivnéna Vv perifernich tkanich larev octomilek
pfi infekci parazitoidni vosickou Leptopilina boulardi

Zjistit, zda je piipadné ovlivnéni inzulinové signalizace zptsobeno inzulinovou
rezistenci

Otestovat dulezitost inzulinové rezistence v perifernich tkanich pro efektivitu akutni
imunitni odpovédi proti parazitoidni vosicce Leptopilina boulardi

Ov¢tit, jestli se Jak-Stat signalizace podili na ptipadné indukci inzulinové rezistence

ve svalech pfi infekci parazitoidni vosickou Leptopilina boulardi
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3. Material a metody

3.1. Chov a manipulace s octomilkou
Octomilky byly chovany na standartni stravé (Tab. 1) ve sklenénych vialkach uzavienych
vatovou zatkou v prostiedi s 12 hodinovym stiidanim svétla a tmy, konstantni vlhkosti okolo

60 % a teploté 25 °C.

Pro potieby experimentt vyzadujici velky pocet larev byly octomilky chovany v plastovych
valcich na standartni stravé a pii stejnych podminkach. V experimentech bylo dbano i na to,
aby nakladenych vaji¢ek bylo stale pfiblizn¢ stejné. Bylo totiz ukdzano, ze hustota larev

ovliviiuje mnozstvi glukozy v hemolymfé (Ugrankar et al., 2015).

Larvy obsahujici FB-Gal4Gal80 a 24B-Gal4Gal80 byly pfi experimentech chovany nejdiive
v 18 °C a 24 hodin pfed infekci byly preneseny do 29 °C za ucelem degradace teplotné
senzitivniho Gal80. Po infekci byly pteneseny do 25 °C pro standartni pribéh infekce. Larvy
obsahujici Srp-Gal4Gal80 byly pii experimentech opét chovany nejdiive v 18°C, avsak jiz
36 hodin pied infekci byly pteneseny do 25 °C, kde zistaly i po infekci. Pii 25 °C nedochazi
k uplné degradaci Gal80 a Gal80 je schopny inhibovat Srp-Gal4 aktivitu pouze v tkanich
mimo hematopoetickou linii. Uz 36 h v 25 °C tak zajisti vy$$i zamySlenou specifi¢nost

exprese Srp-Gal4 v hematopoetické linii (nepublikovano — astné od ¢lena laboratofe).

Tab. 1: Recept na standartni stravu.

Voda 1500 ml

Kukuti¢nd mouka 120 g

Agar (Ambresco, J637) 159

Instantni kvasnice 60 g

Sachar6za 759

Vafit 14 min pii 100 °C, pak 50 min pii 90 °C a poté zchladit na 60 °C.
10% Metyparaben 25 ml
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3.2. Vychozi linie octomilek
V Tab. 2 jsou vedeny genotypy vychozich linii octomilek pouzitych v mé diplomové praci.

Tab. 2: Seznam vychozich linii octomilek.

Nazev linie Genotyp

UAS-InR*" y[1] w[1118]; P{w[+mC]=UAS-InR.A1325D}2
FB-Gal4Gal80 w; P{GAL4}Mat; P{tubP-GAL80ts}

UAS-GFP w; P{UAS-2xEGFP}AH?2

adgf-a/TM3 GFP Ser w; +/+; adgf-a[kar]/TM3 GFP Ser

adgf-a/TM6B Hu Th w; +/+; adgf-a[kar]/TM6B Hu Tb

Gal80 w; +/+; P{tubP-GAL80ts}/TM6B Hu Th

24B-Gal4 w; +/+; P{GawB}how24B

W w

Srp-Gal4Gal80 w; +/+; P{srpD-GALA4.C} P{tubP-
GAL80ts}/TM6B Hu Th

TRIP y[1]v[1]; P{y[+t7.7]=CaryP}attP2

UAS-Upd3 RNAI y1v1; P{TRiP.HM05061}attP2

3.3. K¥iZeni
Nize jsou uvedeny schémata kiizeni, kterymi jsem ziskal linie s potfebnymi genotypy. Pro
ktizeni byli vybirani samci a panny uspavany pomoci CO, Flowbuddy Flow Regulator
(Genesee Scientific, 7 I/min).

Kf¥iZeni ¢. 1: Chovna linie 24B-Gal4Gal80

24B—-Gal4 Galso
24B-Gal4 Galso

l

. 24B-Gal4 adgf-a
FL: 9 9 Gal8o X dd TM6B Hu Tb

\L rekombinace

24B—Gal4Galgo adgf-a
IXE ——m/—/—/—— e ——
6\ TM6B Hu Tb 9 9 TM3 GFP Ser

!

24B-Gal4Gal80o
TM3 GFP Ser

F2:

F3:
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!

24B-Gal4Gal80
24B—-Gal4Gal80

F4:

Kiizeni ¢. 2: Kontrolni linie 24B-Gal4Gal80 x UAS-GFP.

w  + 24B-Gal4Gal80 w  UAS-GFP +
P: 1 X —_—— X —_—
d / '+’ TM6BHuTb - w ' UAS-GFP’ +
. W + . 24B—Gal4Gal80
FL: w) ' UAS-GFP’ +
w)

Kf¥iZeni €. 3: Kontrolni linie FB-Gal4Gal80 x UAS-GFP.

w  FB-Gal4 Galso w  UAS-GFP +
"w ’FB-Gal4 ’ Gal8o / ' UAS-GFP’ +
F1: w  FB-Gal4 Gal8o

(w) ’'UAS-GFP’ +

Kiizeni &. 4: Experimentalni linie 24B-Gal4Gal80 x UAS-InR“*

p: ¥ .+, 24B—Gal4Gal80 y[1]w[1118] UAS-InR¢A +

"w '+’ 24B-Gal4Gal80 / " UAS—InRCA’ +

F1: w . + . 24B—Gal4Gal8o
) (y[1]w[1118]) ’ UAS—InRCA’ +

Kiizeni ¢. 5: Experimentalni linie FB-Gal4Gal80 x UAS-InR“"

p-W_ FB-Gals Galg y[1]w[1118] UAS—InR®A +

"w ' FB-Gal4 ’ Gal8o / " UAS—InRCA’ +
w FB—Gal4  Gal80

F1: ;

(y[1]lw[1118])’ UAS-InRCA’ +
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Kiizeni &. 6: Kontrolni linie W X UAS-InRA
X
w L+ +
(y[1]lw[1118])’ UAS—InRCA’ +

y[1]w[1118] UAS-InRCA +

P: =
/ " UAS—InRCA’ +

2|€
+ 1+
+ 1+

F1:

Kfizeni €. 7: Experimentalni linie Srp-Gal4Gal80 x UAS-Upd3 RNAI

. Srp—Gal4Gal8o UAS-Upd3 RNAI
" Srp—Gal4Gal80 UAS-Upd3 RNAi

l

Srp—Gal4Gal80
UAS-Upd3 RNAi

F1:

KiiZeni ¢. 8: Kontrolni linie Srp-Gal4Gal80 x TRIP

. Srp—Gal4Galgo TRIP
" Srp—Gal4Gal80 TRIP

l

Srp—Gal4Gal80
TRIP

F1:

3.4. Infekce

Pro méteni genové exprese, detekci proteinti a pocitani hemocyti byly Casné tfeti instary
larev (larvy piiblizné 72 hodin staré pii ristu v 25 °C, 96 hodin staré pii ristu 72 h v 18 °C a
24 hv 29 °C, 108 hodin staré pfi ristu 72 h v 18 °C a 36 h v 25 °C) infikovany parazitoidni
vosickou Leptopilina boulardi. Pfiblizn¢ 90 larev ¢asného tietiho instaru bylo pfemisténo na
Petriho misku se standartni stravou. Pro indukci silné imunitni odpovédi bylo k larvam
ptidano okolo 100 samicek vos a nechano 35 minut v plastovém valci. Sila imunitni
odpoveédi byla vzdy ovéfena pii pitvani larev v PBS pod binokularni lupou (Olympus
SZX12). Pouze larvy se 4-10 vajicky byly pouzity pro piipravu vzorku.
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3.5. Méfeni genové exprese
Exprese genti byla méfena pomoci kvantitativni real-time PCR (q-RT-PCR).

3.5.1. Priprava vzorku

Pottebné tkané byly vypitvany zlarev v PBS a preneseny do mikrozkumavky
s 200 ul TRIzol reagent (Ambion). Az byl pienesen celkovy pocet tkani patiici do
jednoho vzorku, vzorek se zhomogenizoval pomoci plastového drtitka a uskladnil
v -80 °C. Na jeden vzorek byly pouzity mozky z ptiblizné deseti larev/tukova télesa
ze ¢tyf larev nebo svaly (spoleéné¢ s kutikulou) ze sedmi larev. Vzorky byly

pfipraveny z péti nezavislych experimentt.

3.5.2. lzolace RNA
Izolace RNA byla provedena podle protokolu k sadé Direct-zol™ RNA MicroPrep

(Zymoresearch) avSak S drobnymi zménami:

Zhomogenizované tkané v 200 ul TRIzol reagent (Ambion) byly piemistény do
pokojové teploty a centrifugovany (10 min, 12 000 x g). Supernatant byl pienesen do
nové mikrozkumavky, kam se pridalo stejné mnozstvi etanolu (96%). Promichany
mix byl pfenesen do kolonky (Zymo-Spin™ IC Column) ve sbérné zkumavce
(Collection Tube) a centrifugovan (1 min, 12 000 x g). Kolonka byla pienesena do
nové sbérné zkumavky a odpadni filtrat vylit. 400 pul promyvaciho pufru (RNA Wash
Buffer) bylo pifidano do kolonky a centrifugovano (1 min, 12000 x g). Do
mikrozkumavky bylo ptfiddno 5 pul DNase I (6 U/ul) a 35 ul DNA Digestion Buffer a
promichano. Mix byl pfidan pfimo na povrch membrany v kolonce a inkubovan pfi
pokojové teploté 15 minut. Poté bylo do kolonky pfidano 400 pl promyvaciho pufru
(Direct-zol™ RNA PreWash) a centrifugovano (1 min, 12 000 x g). Odpadni filtrat
byl odstranén a krok byl zopakovan. Dale bylo do kolonky ptidano 700 pl
promyvaciho roztoku a centrifugovano (3 min, 12 000 x g). Kolonka byla peclivé
prenesena do nové mikrozkumavky. K eluaci RNA bylo do kolonky ptidano 23 ul
DNase/RNase-Free Water a vse se centrifugovalo (90 s, 12 000 x g). Koncentrace a
Cistota RNA byla zkontrolovana na spektrofotometru NanoDrop (UVS-99
ACTGene).
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3.5.3. Reverzni transkripce
K8 ul RNA z kazdého vzorku byl pfidan 1 pl 50 uM oligo(dT) primeru
(5" dA(TTTTTTTTTTTTTTTTTT) 3 ") a1 ul 10 mM dNTPs. Promichany vzorek byl

poté piemistén do 65 °C na dobu 5 min a pak hned zchlazen na ledu. Pak bylo ke
kazdému vzorku ptidano 4 pl 5X PrimeScript pufru, 0,5 pl PrimeScript revezni
transkriptazy a 5,5 ul DEPC H,0 (vSe od TaKaRa ). Vzorky byly poté inkubovany
10 minut v 30 °C, 60 minut v 42 °C, 15 minut v 75 °C a pak ochlazeny na ledu. Ke
kazdému vzorku z reverzni transkripce se nakonec piidalo 230 ul DEPC H,0 a
kvalita cDNA Dbyla zkontrolovana na spektrofotometru NanoDrop (UVS-99
ACTGene).

35.4. g-RT-PCR

Ke 3 ul cDNA kazdého vzorku byla ptidana smés obsahujici 6 ul TP 2x SYBR
Master Mix (Top-Bio), 0,25 ul 20uM forward primeru (KRD), 0,25 pl 20 uM
reverse primeru (KRD) a 2,5 ul PCR ultra H,O (Top-Bio). Kazdy vzorek byl méfen
v triplikatech v 96 jamkové desti¢ce (Bio-Rad) pokryté folii Microseal® 'C” Film
(Bio-Rad) a polytetrafluoroethylenovou tésnici podlozkou (Bio-Rad) v pfistroji CFX
1000 Touch Real-Time Cycler (Bio-Rad) pii nasledujicim protokolu:

95 °C 3 min
94 °C 15 s denaturace
60*/63 °C 30 s nasedani primerd

40x
72°C 40 s elongace

Detekce fluorescence

Analyza kiivky tani k ovéfeni specificity reakce byla provedena v rozmezi 65 — 85

°C/cyklus 0,5 °C.
* pouze amplifikace genu Dilp 2

Data z g-RT-PCR byla analyzovana pouzitim double delta Ct analyzy. Exprese
cilovych genti byla normalizovana expresi Ribozomdlniho proteinu 49 (Rp49).

V grafech je relativni exprese cilovych genti prezentovana jako nasobna zmeéna (fold
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change) vzhledem k trovni relativni exprese stejného genu v odpovidajici kontrole,

ktera byla uméle stanovena jako 1.

Sekvence pouzitych primert jSOU zaznamenany V Tab. 3.

Tab. 3: Seznam pouzitych primeri.

Nazev primeru | Sekvence primeru Citace

Dilp 2 Forward S'TCCCGTGATTCCACACAAAGC3’ *

Dilp 2 Reverse 5" CAGGAAAGAGGGCACTTCGC3’ *

Dilp 3 Forward 5"GTCCAGGCCACCATGAAGTTGTGC3’ (Matsuda et al.,
2015)

Dilp 3 Reverse 5'CTTTCCAGCAGGGAACGGTCTTCG3’ (Matsuda et al.,
2015)

Dilp 5 Forward 5'TGTTCGCCAAACGAGGCACCTTGG3’ (Matsuda et al.,
2015)

Dilp 5 Reverse 5'CACGATTTGCGGCAACAGGAGTCG3’ (Matsuda et al.,
2015)

Dilp 6 Forward 5'TGCTAGTCCTGGCCACCTTGTTCG3’ (Matsuda et al.,
2015)

Dilp 6 Reverse 5"GGAAATACATCGCCAAGGGCCACC3’ (Matsuda et al.,
2015)

4E-BP Forward 5'TGATCACCAGGAAGGTTGTCATCTC3’ (Matsuda et al.,
2015)

4E-BP Reverse 5"GAGCCACGGAGATTCTTCATGAAAG3’ (Matsuda et al.,
2015)

Rp49 Forward 5'AAGCTGTCGCACAAATGGCG3’ (Bajgar et al.,
2015)

Rp49 Reverse 5'GCACGTTGTGCACCAGGAAC3’ (Bajgar et al.,
2015)

* nepublikovano, navrhnuto a ovéfeno ¢lenem laboratofe.

Efektivity reakci byly zkontrolovany standartni kiivkou z desitkového fedéni larvalni

cDNA (dostupné v laboratofi) podle vyse popsaného postupu q-RT-PCR.

3.6. Detekce proteini

Proteiny byly detekovany pomoci western blotu.

3.6.1. Priprava vzorki

Potfebné tkané byly vypitvany z larev v PBS na ledu a pieneseny do mikrozkumavky
se 70 ul lyzaéniho pufru (2% SDS, 60 mM Tris-HCI pH 6.8, 1x mix inhibitort

proteaz (Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Sigma-Aldrich) a 1x mix inhibitorQ

fosfataz (Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail, Thermo Fisher Scientific)). Mixy
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inhibitorti byly pfidany Cerstvé pred experimentem. Na jeden vzorek byly pouzity
svaly ze Sesti larev nebo tukova télesa z deseti larev. Az byl prenesen celkovy pocet
tkani patfici do jednoho vzorku, vzorek se zhomogenizoval pomoci plastového
drtitka a centrifugoval (15 min, 15 000 x g, 4 °C). 50 ul lyzatu bez zbytku tkani bylo
prenesen do nové zkumavky. Z 50 pl lyzatu se odebralo 5 ul k stanoveni mnozstvi
proteini podle BCA protein assay (He, 2011) pouzitim BCA Protein Assey Kit
(Sigma-Aldrich) a protokolu k sadé. 33 pl ze zbytku lyzatu bylo smichano s 11 ul
4x koncentrovanym nanadSecim pufrem (8% SDS, 40% glycerol, 0,010%
bromfenolova modt, 20% merkaptoetanol, 250 mM Tris HCI, pH 6,8) v poméru 4:1,
zahtato (70 °C, 10 min) a uskladnéno v -20 °C.

3.6.2. SDS-PAGE

Vzorky z -20 °C byly zahfaty (70 °C, 5 min) a pfemistény na led. Stejné mnozstvi
proteind v maximalné 20 ul (8 pg z extraktu z tukového télesa a 15 ug z extraktu ze
svali) a 8 pul proteinového markeru (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards,
Bio-Rad) bylo separovano pomoci SDS-PAGE (elektroforézy v polyakrylamidovém
gelu v piitomnosti dodecylsiranu sodného). Elektroforéza probihala na 10%
separa¢nim gelu a 5% zaostfovacim gelu v 1x Tris-glycine-SDS pufru (25 mM Tris,
192 mM glycin a 0,1% SDS a pH piiblizné 8,3) pti napéti 70-120 V po dobu 120-180

minut.

Kazdy vzorek byl nanesen v duplikatech, jelikoz kazda sada se pozdé&ji inkubovala

S jinou primarni protilatkou.

3.6.3. Western blot

Gel z SDS-PAGE byl pouzit pro elektroforeticky transfer mokrou cestou, s pouzitim
transferového pufru (15 mM Na2B.O-). Pfenos proteinti z gelu na nitrocelulézovou
membranu (Amersham'“Protran™0,45 pm NC) probihal ve 4 °C pfi konstantnim
proudu 200 mA 120 minut na magnetické michacce, kde cela aparatura ziistala pies

noc.

Po rozmontovani transferové jednotky byly membrany rozdéleny na dvé poloviny
(kazda obsahovala jednu sadu stejnych vzorkl) pro naslednou imunodetekci.
Nejdiive ale byly membrany inkubovany 1 h v blokovacim roztoku (5% netu¢né
susen¢ mléko a 5% BSA v 1x TBST). Poté uz byly membrany rozdéleny a

inkubovany zvlast 120 minut na parafilmem potazeném sklem ve vlhké komote
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S primarnimi protilatkami fedénymi v blokovacim roztoku. Jedna polovina membran
byla inkubovana s primarni krali¢i protilatkou anti-Akt, 1:1000 (9272, Cell Signaling
Technology) a primarni krysi protilaitkou anti-alfa-katenin, 1:1000 (DCAT-1,
Development Studies Hybridoma Bank). Druha polovina membran byla inkubovana
s primarni krali¢i protilatkou anti-fosfoSer505-Akt, 1:1000 (4054, Cell Signaling
Technology) a primarni krysi protilatkou anti-alfa-katenin, 1:1000 (DCAT-1,
Development Studies Hybridoma Bank). Poté byly membrany promyvany tiepanim
5x 5 minut v TBST. Nasledné byly vSechny membrany inkubovany 1 h s kozi
anti-krali¢i sekundarni protilatkou konjugovanou s HRP, 1:4000 (Thermo Fisher
Scientific). Dale se membrany opét omyvaly tiepanim 5 x 5 minut v TBST a1l x5
minut v H,0. K detekci signalu byly membrany inkubovany s chemiluminiscen¢nim
substratem (SuperSignal ECL substrate, Thermo Fisher Scientific) minimalné jednu
minutu a poté se membrany vyfotily na piistroji LAS-3000 Imager (Fujifilm). Poté
byly membrany opét omyvany tfepanim 5 x 5 minut v TBST. Nésledné byly obé
membrany inkubovany 1 h sosli anti-krysi sekundarni protildtkou konjugovanou
s HRP, 1:4000 (Thermo Fisher Scientific) a opét se omyvaly tfepanim 5 x 5 minut
vTBST a 1 x 5 minut vH;O. Kdetekci signalu byly membrany inkubovany
S chemiluminiscen¢nim substratem (SuperSignal ECL substrate, Thermo Fisher
Scientific) miniméalné¢ jednu minutu a poté se membrany vyfotily na pfistroji

LAS-3000 Imager (Fujifilm).

Roztok 1x TBST mél slozeni: 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 150 mM NaCl; 1 mM
EDTA (pH 8,0), 0,1% TWEEN-20.

Kvantifikace proteini z western bloti byla provedena densitometricky
v programu Image J podle pokynt vyvojafe programu (Schindelin et al., 2012).
Normalizace hodnot pAkt a Akt nanaseci kontrolou spocivala ve vydéleni ziskané

hodnoty pro pAkt a Akt ziskanou hodnotou pro alfa-katenin.

3.7. Poclitani hemocytia

Larvy v 19 hpi (hodinach po infekci) byly omyty v PBS a kazda larva byla pfemisténa do

15 ul PBS, kde byla pomoci pinzety roztrzena. Kutikula byla obracena pro zajisténi

vyplaveni v§ech hemocytti do PBS. Aby bylo zabranéno usazeni, suspenze s hemocyty byla

promachana a 10 ul bylo pieneseno do Neubauerova zlepSeného hemocytometru (Assistent).

Sklicko se nechalo v klidu 10 minut, aby se mohly usadit hemocyty. Lamelocyty a
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plazmatocyty byly nakonec klasifikovany na zaklad¢ jejich morfologie a spocteny pod
mikroskopem (Leica DM2500 LED) s DIC (diferencialnim interferenénim kontrastem).

3.8. Statistika a zpracovani dat.
Veskera statisticka analyza a tvorba grafii bylo provedena v programu GraphPad Prism 8.
Statisticka vyznamnost je v grafech znacena: p-hodnota < 0,05 jedna hézdi¢ka (*), p-hodnota
< 0,01 dvé hvézdicky (**), p-hodnota < 0,001 tii hvézdicky (***). Obrazky western bloti
byly upraveny pomoci Zoner Photo Studio 14.

Statistické porovnani mnozstvi proteini na western blotu u infikovanych a kontrolnich
vzorku nebylo provedena kvuli malému poctu dat. Pro statistické porovnani infikovanych a
kontrolnich vzorkl pii méteni genové exprese byl pouzit neparovy t-test, pouze u porovnani
exprese Dilp 5 v 28 hpi a 4E-BP v tukovém télese v 8 hpi byl pouzit neparovy t-test
s Welschovo korekei na naruSeni homogenity varianci. Normalita dat byla ovéfena

Shapiro-Wilkovym testem a homogenita varianci F-testem.

Pro statistické porovnani poctu hemocytd (lamelocyti i plazmatocytd) mezi
experimentalnim a kontrolnim genotypem byla zkontrolovana normalita dat D’Agostino-
Pearsonovym a Shapiro-Wilkovym testem a homogenita varianci F-testem. Porovnani poctu
hemocytli mezi Srp-Gal4Gal80 x UAS-Upd3 RNAIi a Srp-Gal4Gal80 x TRIP; lamelocyta
mezi FB-Gal4Gal80 x UAS-INR“* a W x UAS-INR"; plazmatocytt mezi 24B-Gal4Gal80 x
UAS-InR“* a W x UAS-InR“* bylo otestovano pomoci neparového t-testu. Porovnani poctu
lamelocytii mezi 24B-Gal4Gal80 x UAS-INR“* a W x UAS-InR“* bylo otestovano pomoci
neparového t-testu s Welschovo korekci na naruSeni homogenity varianci. Nakonec
porovnani po&tu plazmatocyti mezi FB-Gal4Gal80 x UAS-INR“* a W x UAS-InR“* bylo

otestovano pomoci Mann-Whinteyova neparametrického testu.

26



4. Vysledky

4.1. Inzulinova signalizace je potlacena ve svalech a tukovém télese larev octomilek
pri infekci parazitoidni vosi¢kou Leptopilina boulardi
Prvnim cilem bylo ovéfit hypotézu, Ze infekce parazitoidni vosickou u larev octomilek
zpusobi systemické potlaceni inzulinové signalizace. Za timto ucelem byly vybrany dvé
periferni tkané dulezité pro systemicky metabolismus — larvalni tukové téleso a svaly.
K sledovani aktivity inzulinové signalizace jsem vyuzil metodu western blot umoznujici
detekci fosforylace proteinu Akt. Mira fosforylace Akt se pouziva jako marker pro studium
inzulinové signalizace, kdy snizeni fosforylace znaci snizeni aktivity inzulinové signalizace
(Yang & Hultmark, 2017). Periferni tkané reprezentované larvalnim tukovym télesem a

svaly jsou v této kapitole z kontrolni linie W.

Na Obr. 3A je vidét reprezentativni western blot z extraktu ze svali infikovanych a
kontrolnich larev z celkem tiech western blot. V ramci jednoho western blotu byla pouzita
jedna sada biologickych replikatii, a to v duplikdtech. Duplikaty byly pouzity k stanoveni
mnozstvi fosforylovaného Akt (pAkt) a celkového Akt (Akt) ve stejném vzorku na dvou
membranach. Ze vsech western bloti jsem kvantifikoval mnozstvi pAkt, Akt a stanovil
relativni pomér pAkt/Akt pro kazdy vzorek. Z kvantifikace fosforylovaného Akt (Obr. 3B) a
poméru pAkt/Akt (Obr. 3D), ktery zohledituje mnozstvi celkového Akt ve vzorku (Obr. 3C),
vyplyva, ze mnoZstvi fosforylovaného Akt je niz$i ve svalech infikovanych larev oproti
neinfikovanym kontrolam, a to jak v 8 hodinach po infekci (hpi), tak v 28 hpi. Obdobné
vysledky byly ziskany i v pfipadé kvantifikace mnozstvi alfa-kateninu, ktery slouzil jako

nanaseci kontrola a kterym bylo normalizovano mnozstvi pAkt a Akt (Obr. P1).

Reprezentativni western blot z extraktu z tukového télesa z celkem tfech nezavislych
experimentl je vidét na Obr. 4A. Opét jsem z jednotlivych experimentd kvantifikoval
mnozstvi fosforylovaného Akt, celkového Akt a stanovil relativni pomér pAkt/Akt pro
kazdy vzorek. Z kvantifikace fosforylovaného Akt (Obr. 4B) a poméru pAkt/Akt (Obr. 4D),
ktery zohlednuje mnozstvi celkového Akt ve vzorku (Obr. 4C), je opét patrné, ze mnozstvi
fosforylovaného Akt je niz$i Vv tukovém télese infikovanych larev oproti neinfikovanym
kontrolam v 8 hpi i 28 hpi. Podobné vysledky byly ziskany i v ptipadé kvantifikace mnozstvi
alfa-kateninu, ktery slouzil jako nanaSeci kontrola a kterym bylo normalizovano mnozstvi

pAkt a Akt (Obr. P2).
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Obr. 3: Reprezentativni western blot (A) a kvantifikace western bloti (B-D) z extraktu ze
svalu z infikovanych larev W v 8 hpi a 28 hpi v porovnani s neinfikovanymi kontrolami. (A)
Membrany se stejnymi vzorky byly inkubovany s anti-fosfoAkt/anti-Akt protilatkami a
anti-alfa-katenin protilatkami slouzicimi jako nanaseci kontrola. (B-D) Na ose X jsou zapsany
jednotlivé Casy po infekci. (B-C) Na ose Y je vyneseno mnozstvi fosforylovaného Akt (pAkt) (B) a
celkového Akt (Akt) (C) v densitometrickych jednotkach (DU) zisknych densitometrickou
kvantifikaci western bloti v programu ImageJ. (D) Na ose Y je vynesen relativni pomér pAkt/Akt.
(B-D) Vodorovné linie ukazuji primér a smérodatnou odchylku. Body v grafu reprezentuji
biologické replikaty. Na kazdy biologicky replikat byly pouzity svaly ze Sesti larev.
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Obr. 4: Reprezentativni western blot (A) a kvantifikace western blota (B-D) z extraktu
z tukového télesa z infikovanych larev W v 8 hpi a 28 hpi v porovnani s neinfikovanymi
kontrolami. (A) Membrany se stejnymi vzorky byly inkubovany s anti-fosfoAkt/anti-Akt
protilatkami a anti-alfa-katenin protilatkami slouzicimi jako nanaseci kontrola. (B-D) Na ose X jsou
zapsany jednotlivé Casy po infekci. (B-C) Na ose Y je vyneseno mnozstvi fosforylovaného Akt
(pAkt) (B) a celkového Akt (Akt) (C) v densitometrickych jednotkach (DU) zisknych
densitometrickou kvantifikaci western bloti v programu ImageJ. (D) Na ose Y je vynesen relativni
pomér pAkt/Akt. (B-D) Vodorovné linie ukazuji primér a smérodatnou odchylku. Body v grafu

pomer pAkt/ Akt
>
1

reprezentuji biologické replikaty. Na kazdy biologicky replikat byly pouzity tukova télesa z deseti
larev.

Dohromady tyto data na zakladé porovnani mnoZstvi aktivniho (fosforylované¢ho) Akt mezi
kontrolou a infekci ukazuji, Ze inzulinové signalizace je potlacena pti infekci v tukovém
télese a svalech. Jelikoz bylo stejného vysledku dosazeno opakované, 1ze ho povazovat za
vyznamny, nicméné Z divodu malého poctu opakovani a ocekdvatelné variability
Vv kvantifikaci prouzkt z western blotu nemélo smysl pouzit statistickou analyzu. Proto jsem
se rozhodl tento vysledek ovéfit zméfenim exprese genu 4E-BP pouZitim presnéji
kvantifikovatelné kvantitativni PCR. EXprese genu 4E-BP se pouziva jako marker pro
studium IS, kdy zvySena exprese poukazuje na snizeni IS (Pasco & Léopold, 2012).

Z vysledkll je patrné, ze exprese genu 4E-BP je signifikantné zvySena jak ve svalech
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(Obr. 5A), tak v tukovém télese (Obr. 5B) v 8 hpi i 28 hpi, a lze tak konstatovat, ze nase

hypotéza byla ovétena.
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Obr. 5: Relativni mira exprese genu 4E-BP ve svalech (A) a tukovém télese (B) infikovanych
W larev v 8 a 28 hpi (¢ervené body) v porovnani s neinfikovanymi kontrolami (¢erné body). Na
ose X jsou zapsany jednotlivé Casy po infekci a na ose Y je nasobna zména (fold change) relativni
exprese genu 4E-BP vzhledem k urovni relativni exprese 4E-BP v neinfikované kontrole v daném
Case, ktera byla uméle stanovena jako 1. Body v grafu reprezentuji biologické replikaty. Na kazdy
biologicky replikat byly pouzity tukova télesa ze &tyt larev/svaly ze Sesti larev. Vodorovné linie
ukazuji primér a smérodatnou odchylku. P-hodnoty byly ziskany pouzitim neparového t-testu, pouze
p-hodnota < 0,01 (*) u tukového télesa v 8 hpi byla ziskana neparovym t-testem s Welschovo
korekci. Statisticka vyznamnost znacena hvézdi¢kami: (* < 0,05; ** < 0,01; *** <0,001).

4.2. Inzulinova signalizace je potlacena z diivodu vzniku inzulinové rezistence
Dalsim cilem bylo zjistit, zda objevené potlaceni inzulinové signalizace ve svalech a
tukovém télese larev po infekci parazitoidni vosickou je zplsobené vznikem inzulinové
rezistence, nebo inzulinové deficience. Rozhodl jsem se proto zmétit expresi Dilps
(Drosophila insulin-like peptides) exprimovanych v larvalnim stadiu pomoci kvantitativni

PCR u larev W opét v ¢asech 8 a 28 hpi.

Na zakladé dostupnych dat o sile a misté exprese Dilps v larvalnim stadiu z online databaze
flybase.org jsem se rozhodl zméfit expresi Dilp 2, Dilp 3 a Dilp 5 vmozku a Dilp 6
Vv tukovém télese. Z analyzy mRNA jsem zjistil, ze v 8 hpi (Obr. 6A) i 28 hpi (Obr. 6B) neni
exprese zadného zkoumaného Dilps nizsi u infikovanych larev oproti kontrole. Navic kromé
exprese Dilp 2 a Dilp 3 v 8 hpi, exprese ostatnich Dilps je signifikantné vyssi pii infekci
oproti kontrole. Na zaklad¢ téchto dat lze usoudit, Ze by inzulinova signalizace méla byt
potlacena v tukovém télese a svalech pii infekci z divodu vzniku inzulinové rezistence a ne

Z duvodu nedostatku inzulinu.
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Obr. 6: Relativni mira exprese genu Dilp 2, Dilp 3 a Dilp 5 v mozku a genu Dilp 6 v tukovém
télese infikovanych W larev (€ervené body) v8 hpi (A) a 28 hpi (B) v porovnani
s neinfikovanymi kontrolami (¢erné body). Na ose X jsou zapsany jednotlivé méfené geny a na ose
Y je nasobna zména (fold change) relativni exprese urcitého genu vzhledem Kk trovni relativni
exprese stejného genu Vv neinfikované kontrole, ktera byla uméle stanovena jako 1. Body v grafu
reprezentuji biologické replikaty. Na kazdy biologicky replikat byly pouzity tukova télesa ze Ctyt
larev/mozek z deseti larev. Vodorovné linie ukazuji primér a smérodatnou odchylku. P-hodnoty byly
ziskany pouzitim neparového t-testu, pouze p-hodnota < 0,01 (**) u Dilp 5 v 28 hpi byla ziskana
neparovym t-testem s Welschovo korekci. Statistickd vyznamnost znacena hvézdickami: (* < 0,05;
** <0,01; *** <0,001).
4.3. Inzulinové rezistence je dileZzita v perifernich tkanich pro efektivitu akutni
imunitni odpovédi proti parazitoidni vosi¢ce Leptopilina boulardi

Dalsim cilem bylo zjistit, zda je infekci indukovana inzulinova rezistence (IR) v perifernich
tkanich dulezita pro akutni efektivni imunitni reakci. K testovani této dulezitosti vzniku IR
jsem pouzil neutralizaci IR pomoci exprese konstitutivné aktivni formy inzulinového
receptoru (INR“*) v perifernich tkanich. Efektivita akutni imunitni odpovédi byla poté
analyzovéna na zdklad¢é porovnani poctu lamelocytii u infikovanych larev s konstitutivné
aktivnim inzulinovym receptorem v perifernich tkanich oproti kontrole. Pro tkanové a

Casové specifickou expresi konstitutivné aktivniho inzulinového receptoru byl pouzit

UAS-Gal4Gal80 systém.

R pouze ve svalech a jen v ur¢ity ¢as jsem vytvofil linii

Pro moznost indukovat expresi In
24B-Gal4Gal80, u které jsem oveéfil piitomnost teplotné senzitivniho proteinu Gal80
sktizenim s linii UAS-GFP. Linie 24B-Gal4Gal80 x UAS-GFP vykazovala svalové
specifickou fluorescenci GFP po 24 hodinach v 29 °C a témét nedetekovatelnou pii vyvoji
v 18 °C (Obr. 7). Podobn¢ byla u linie FB-Gal4Gal80 také ovétfena tkanova specificita a
ptitomnost Gal80 skiizenim s linii UAS-GFP. Linie FB-Gal4Gal80 x UAS-GFP vykazovala
opét silnou tukové specifickou fluorescenci GFP po 24 hodinach v29 °C a témér

nedetekovatelnou pii vyvoji v 18 °C (Obr. 8).
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Obr. 7: Ovéieni funkénosti 24B-Gal4Gal80 konstruktu. Pro tyto ucely byla vytvotena linie
24B-Gal4Gal80 x UAS-GFP. Na fluorescenénim snimku (A) je patrna fluorescence GFP ve svalech
jen ularev ptfesunutych na 24 h do 29 °C (vpravo) a ne u larev vyvijejicich se pouze pii 18 °C
(vlevo — carkované ohrani¢ené). Ohrani¢eni vzniklo na zakladé fotky larev ve svételném poli (B).
Larvy jsou star¢ ptiblizné 96 h.

Obr. 8: Ovéfeni funkénosti FB-Gal4Gal80 konstruktu. Pro tyto tcely byla vytvofena linie
FB-Gal4Gal80 x UAS-GFP. Na fluorescenénim snimku (A) je patrna silna fluorescence GFP v tuku
jen ularev pfesunutych na 24 h do 29 °C (vpravo) a ne u larev vyvijejicich se pouze pii 18 °C
(vlevo — carkované ohrani¢ené). Ohraniceni vzniklo na zakladé fotky larev ve svételném poli (B).
Larvy jsou star¢ ptiblizn€ 96 h.

Po ovéfovacich experimentech jsem pfi vlastnich experimentech studoval efektivitu imunitni
odpovédi u larev presunutych 24 h pred infekei z 18 °C do 29 °C k indukci exprese InR.
Z téchto experimentt jsem zjistil (Obr. 9A), Ze larvy s konstitutivné aktivnim inzulinovym
receptorem ve svalech (24B-Gal4Gal80 x UAS-INR“") i larvy s konstitutivng aktivnim
inzulinovym receptorem Vv tukovém télese (FB-Gal4Gal80 x UAS-InR?) vykazuji
signifikantné¢ niz§i pocet lamelocyti nez kontrolni genotyp (W X UAS-InRCA), ale

nesignifikantni rozdil v poctu plazmatocytd (Obr. 9B). Nizsi pocet lamelocytti a srovnatelny

pocet plazmatocytl u larev s geneticky neutralizovanou inzulinovou rezistenci v perifernich
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tkanich znaci, ze inzulinova rezistence je pravdépodobné¢ nutnd pro spravnou funkci

imunitniho systému a ze neovlivituje hematopoézu.
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Obr. 9: Pocet lamelocyti (A) a plazmatocyti (B) u infikovanych larev s konstitutivné aktivnim
inzulinovym receptorem v tukovém télese (¢ervené body), ve svalech (oranzové body), a jejich
kontroly (¢erné body) v 19 hpi. Na ose X jsou zapsany jednotlivé genotypy, na ose Y je vynesen
pocet hemocytl. Kazdy bod reprezentuje pocet hemocytii v jedné larveé. Graf kombinuje vysledky ze
dvou nezavislych experimentd. Vodorovna linie ukazuje praimérnou hodnotu. P-hodnota < 0,05 (*)
byla ziskana pouzitim neparového t-testu, p-hodnota < 0,01 (¥*) byla ziskana neparovym t-testem
s Welschovo koreket.
4.4. Vliv Jak-Stat signalizace na indukci inzulinové rezistence ve svalech pri infekci
parazitoidni vosi¢kou Leptopilina boulardi

Ke splnéni posledniho cile, ¢ili ke zjisténi, zda se na vzniku inzulinové rezistence ve svalech
po infekci parazitoidni vosickou podili Jak-Stat signalizace, jsem sledoval pomoci western
blotu hlavni marker aktivity inzulinové signalizace (fosforylaci Akt) u larev s potlacenou
expresi ligandu Jak-Stat signalizace Upd3 specificky v hemocytech pomoci Srp-Gal4 a
UAS-Upd3 RNAI. K potlaceni exprese genu Upd3 az pii infekei byl pouzit UAS-Gal4Gal80
systém. Zamérem bylo porovnat po infekci mnozstvi fosforylovaného Akt u larev se

snizenou aktivitou Jak-Stat signalizace a kontrolnim genotypem.
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Funkénost RNAi u larev Srp-Gal4Gal80 x UAS-Upd3 RNAi byla ovéfena na zakladé
dulezitosti Upd3 pro imunitni odpovéd’ (Yang et al., 2015). Zjistil jsem, ze infikované larvy
Srp-Gal4Gal80 x UAS-Upd3 RNAI nevykazuji signifikantni rozdil v po¢tu plazmatocytd,
ale vykazuji signifikantné nizs$i pocet lamelocytd, ve srovnani s larvami z kontrolniho

genotypu Srp-Gal4Gal80 x TRIP (Obr. 10).

B
8000 * 150001
1
©
S 000 ° z oo .
< & . S, 10000~ ¢ :° .
E‘ H H g X0 ®eo0®
> 4000 TTeT o200 o oo
2 ° .o ° _.a.._ % [ J : :.:.
Qo 5000 . S
£ 20004 & g8 % . o
@ °
o
0 | | 0 T T
Q N ;
&@ Qﬁv &Q}Q $?>
NS R © Q
O(b' ’ {» 0
RS W '
& O & N
@Q ,0'\(230 (O\Q' \cb0
>
\b‘e W
O >
J ©
> B\

Obr. 10: Pocet lamelocyti (A) a plazmatocyti (B) u infikovanych larev s potla¢enou expresi
genu Upd3 v hemocytech (€ervené body) a jeji kontroly (¢erné body) v 19 hpi. Na ose X jsou
zapsany jednotlivé genotypy, na ose Y je vynesen pocet hemocyti. Kazdy bod reprezentuje pocet
hemocyti v jedné larvé. Graf kombinuje vysledky ze dvou nezavislych experimentti. Vodorovna linie
ukazuje primérnou hodnotu. P-hodnota < 0,05 (*) byla ziskana pouZitim neparového t-testu.

Na Obr. 11A je vidét reprezentativni western blot z extraktu ze svalt z larev Srp-Gal4Gal80
x UAS-Upd3 RNAIi a Srp-Gal4Gal80 x TRIP v 8 hpi a odpovidajicich neinfikovanych
kontrol. Ze tfech biologickych replikati jsem kvantifikovat mnozstvi fosforylovaného Akt
(pAkt), celkového Akt (Akt) a stanovil relativni pomér pAkt/Akt pro kazdy vzorek.
Z kvantifikace fosforylovaného Akt (Obr. 11B) a poméru pAkt/Akt (Obr. 11D), ktery
zohlednuje mnozstvi celkového Akt ve vzorku (Obr. 11C), vyplyva, ze mnozstvi

fosforylovaného Akt je nizsi ve svalech infikovanych larev oproti neinfikovanym kontrolam,
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a to u obou genotypi. Pomér pAkt/Akt a mnozstvi pAkt ale neukazuje, Ze mnozstvi
fosforylovaného Akt je vic ve svalech infikovanych larev Srp-Gal4Gal80 x UAS-Upd3
RNAI oproti Srp-Gal4Gal80 x TRIP. Na zaklad¢ téchto dat proto nelze potvrdit, ze se Jak-

Stat signalizace podili na indukci IR ve svalech pii akutni fazi infekce parazitoidni vosi¢kou.
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Obr. 11: Reprezentativni western blot (A) a kvantifikace western bloti (B-D) ukazujicich
mnoZstvi pAkt a Akt ve svalech larev s potla¢enou Jak-Stat signalizaci v 8 hpi a kontrolach.
Larvy s potlaenou Jak-Stat signalizaci jsou genotypu Srp-Gal4Gal80 x UAS-Upd3 RNAI a larvy
kontrolniho genotypu Srp-Gal4Gal80 x TRIP. (A) Membrany se stejnymi vzorky byly inkubovany
s anti-fosfoAkt/anti-Akt protilatkami a anti-alfa-katenin protilatkami slouzicimi jako nanaseci
kontrola. (B-D) Na ose X jsou zapsany jednotlivé genotypy. (B-C) Na ose Y je vyneseno mnozstvi
fosforylovaného Akt (pAkt) (B) a celkového Akt (Akt) (C) v densitometrickych jednotkach (DU)
zisknych densitometrickou kvantifikaci western blota v programu ImageJ. (D) Na ose Y je vynesen
relativni pomér pAkt/Akt. (B-D) Vodorovné linie ukazuji primér a smérodatnou odchylku. Body
v grafu reprezentuji biologické replikaty. Na kazdy biologicky replikat byly pouzity svaly ze Sesti
larev.
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5. Diskuze

Infekce larev octomilek Drosophila melanogaster parazitoidni vosickou Leptipilina boulardi
se ukazuje jako dulezity model ke studiu imunometabolismu. Pravé na tomto modelu byl
poprvé experimentalné oveéfen novy teoreticky koncept sobeckého imunitniho systému
(Straub, 2014), podle kterého je imunitni systém zvyhodnovan pfi prerozdélovani energie pti
infekci, jelikoz funkce imunitniho systému je pfi této stresové reakci zivotné dulezita.
Dukazy piinesl Bajgar et al. (2015) zjisténim, ze systemicky metabolicky piesmyk je
opravdu nezbytny pro efektivni imunitni reakci a Ze imunitni bufiky pii imunitni reakci, ktera
je energeticky naro¢ny proces, potfebuji zvySeny piijem energie. Toho je dosaZeno snizenim
piijmu energie perifernimi tkanémi a uvoliovanim energie ze zasob (Bajgar et al., 2015).
Nedavno v naSi laboratofi byla také popsana zména metabolismu imunitnich bunék
(Krejcova et al., 2019) a pomoci zminéného modelu byl objeven signdl z imunitnich bunék
zprostiedkovavajici systemicky metabolicky pifesmyk (Bajgar et al., 2015). Dale model
slouzi k zjistovani, jak imunitni bunky ziskavaji energii. AvSak potlaceni metabolismu
perifernich tkani pii infekci zistalo malo prozkoumané, a proto jsem se na toto téma zaméfil
v mé praci. Jelikoz je hlavnim zdrojem energie pifi imunitni reakci pro imunitni systém
glukéza (Bajgar et al., 2015) a u octomilky i trehal6za (dosud nepublikovano), sousttedil
jsem se na inzulinovou signalizaci, jednu z hlavnich signalizaci podilejici se na metabolismu

sacharidu.

5.1. Inzulinova signalizace je potlacena ve svalech a tukovém télese larev octomilek
pFi infekci parazitoidni vosi¢kou Leptopilina boulardi

Prvnim cilem bylo zjistit, zda je v ¢asné fazi imunitni odpovédi proti parazitoidni vosicce u
larev octomilek nizsi pfijem glukézy perifernimi tkanémi (Bajgar et al., 2015) zptisoben
systemickym potlacenim inzulinové signalizace (IS). Snizeni IS v perifernich tkanich bylo
popsano u fady infekci octomilky (DiAngelo et al., 2009; Dionne et al., 2006; Libert, Chao,
Zwiener, & Pletcher, 2008), navic potlaceni IS v tukovém télese i svalech po infekci
parazitoidni vosi¢kou v pozdnich ¢asech uz ukazal Yang & Hultmark (2017). Zajimavy je
ale brzky ¢as po infekci (<<48h), kdy dochazi k rozpoznani vajic¢ka, tvorbé lamelocytt a kdy
je potieba systemicky metabolicky presmyk (Bajgar et al., 2015). Protoze imunitni odpoveéd’
je dynamicky proces, byly vybrany 2 ¢asy K lepsimu popisu — 8 hodin po infekci (hpi) a
28 hpi.

K analyze inzulinové signalizace pii infekci jsem pouzil markery aktivity IS jako je

fosforylace kinazy Akt a aktivita transkripéniho faktoru FOXO. Pomoci western blotu je ale
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problematické detekovat mnozstvi fosforovaného Akt (pAkt) a celkového Akt (Akt) na jedné
membrané, protoze rozdil ve velikost v kDa mezi fosforylovanou a nefosforylovanou formu
Akt je nepatrny a na membrané by se ob¢é formy detekovaly ve stejné oblasti. Proto byly
identické sady vzorkl naneseny v duplikatech na SDS-PAGE. Po pfenosu proteinu z gelu na
membranu byla membrana rozstfizena na polovinu. Polovina membrany se inkubovala
S primarnimi protilatkami anti-Akt a polovina s protilatkami anti-pAkt. Ob¢ poloviny se také
inkubovaly s primarnimi protilatkami proti alfa-kateninu, ktery byl zvolen jako nanaseci

kontrola.

Data z western bloti ukazaly, Ze pii infekci je v perifernich tkanich reprezentovanych
larvalnim tukovym télesem a svaly mén¢ fosforylovaného Akt. MensSi mira fosforylace
znaCici mensi aktivitu inzulinové signalizace mohla byt vidéna jak z reprezentativnich
western blotd, tak piedev§im z kvantifikace pAkt a poméru pAkt/Akt. To vSe navic
I v pfipadé normalizace mnozstvi pAkt a Akt alfa-kateninem. Tyto vysledky byly nakonec
ale zahrnuty do pfilohy a upfednostnény byly vysledky bez normalizace. Neni totiz jisté, ze
se mnozstvi alfa-kateninu neméni, ackoli byl alfa-katenin jiz pouzit jako nanaseci kontrola
pro western blot (Peterson-Nedry et al., 2008). Navic se takto do grafi porovnavajicich
kvantifikované mnozstvi proteini ze tfech western blotli (tfech nezavislych experimentil)
dalsi kvantifikaci vnasi kromé& biologické variability i vEét§si mira variability pochézejici
z technického provedeni western blotd. Jelikoz mnozstvi nanaSenych proteini bylo ale
sjednoceno méfenim koncentrace proteinti ve vzorku a mnozstvi pAkt bylo jesté i porovnano
s mnozstvim celkového Akt ve stejném vzorku, vysledky bez normalizace jsou vérohodné.

Navic koreluji se ziskanymi vysledky s normalizaci.

Ziskané vysledky 1 pfes rtizné moZnosti kvantifikace ukazaly, Ze inzulinova signalizace je
potlacena ve svalech a larvalnim tukovém télese jiz v 8 hpi a 28 hpi. Tyto data doplnuji, ale
jsou i ¢aste¢né v rozporu s vysledky Yang & Hultmark (2017), ktefi ukazali pomoci western
blotu a poméru pAkt/Akt, ze IS je pfi vosi infekci signifikantné potlacena az v 50 hpi ve
svalech. Dale Yang & Hultmark (2017) pomoci fluorescenc¢niho reportéru IS ukazali, ze IS
je pii vosi infekei potlacena az v 50 hpi i v tukovém télese. Divodem neobjeveni ¢asného
potlaceni by mohla byt slabsi nebo jinak nastavena infekce. Napt. podle ptedchozi prace
(Yang et al., 2015) nechavali vosy infikovat delsi dobu (2 h), pfi vyssi teploté (29 °C) a
predevsim na mladsich larvickach (Casny druhy instar). Larva je ale schopna reagovat

tvorbou lamelocytt az ve tfetim instaru (Bajgar et al., 2015).
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Prestoze vysledky opakované ukézaly niz$i fosforylaci Akt po infekei, kvili obtiznému
statistickému vyhodnoceni byly vysledky ovéfeny méfenim exprese genu 4E-BP, jednim
Z cili inzulin dependentniho transkripniho faktoru inhibovaného kinazou Akt — FOXO
(Puig, 2003). Detekovana zvySena exprese 4E-BP je charakteristickym znakem pro sniZeni
IS (Levitin et al., 2007), a proto byla ovéfena hypotéza, ze inzulinova signalizace je
potlacena ve svalech a tukovém télese larev octomilky pfi infekci parazitoidni vosickou

Leptopilina boulardi.

5.2. Inzulinova signalizace je potlac¢ena z diivodu vzniku inzulinové rezistence
Dalsim cilem bylo potvrdit, Ze systemické sniZeni inzulinové signalizace pti vosi infekci je
zpusobeno vznikem inzulinové rezistence, a ne nedostatkem inzulinu (Dilps). Tato hypotéza
vychazi z ptredpokladu z teoretického konceptu (Straub, 2014), podle kterého by pienechani
energie imunitnimu systému mélo byt alespont ¢astené zpusobeno vznikem inzulinové

rezistence (IR) v perifernich tkanich.

Pomoci méfeni exprese hlavnich Dilps exprimovanych v larvalnim stadiu (Gronke et al.,
2010) ve stanovenych Casech 8 a 28 hpi jsem se pokusil vyvratit, ze by potlaceni IS bylo
zpusobeno nedostatkem Dilps. Duvodem potlaceni IS by pak zistaval vznik IR. Jelikoz
exprese Dilps je relativné nizka v ramci celé larvy (Néssel et al., 2015), byla exprese
zmétena v tkanich s nejvyssi expresi a z vice jedincd. Zjistil jsem, ze exprese zadného Dilp
nebyla snizena, naopak kromé exprese Dilp 2 a Dilp 3 v 8 hpi byly exprese vSech Dilps po
infekci zvySené. Nesignifikantnost exprese Dilp 3 vychazi pravdépodobné proto, Ze exprese
Dilp 3 u kontroly v 8 hpi vykazuje velkou variabilitu. Diivodem by mohlo byt, ze exprese
Dilp 3 stejné jako exprese Dilp 6 neni konstantni ve vyvoji larvy, a to i okolo studovanych
Castt (Slaidina, Delanoue, Gronke, Partridge, & Léopold, 2009) a bézna casova

synchronizace larev nestaci.

M¢ zjisténi se také shoduje s charakteristickymi znaky IR, kdy jeden z nich je, Ze dochazi
k vys§i produkci inzulinu. Mimo to je IR charakterizovana u octomilky potlacenim
inzulinové signalizace (ukazano v minulé kapitole) a hyperglykémii (Bajgar et al., 2015).
Mnou zjisténa zvysend exprese Dilps u infikovanych jedinct se shoduje i S analyzami
Dilp 2, Dilp 3 a Dilp 5 u octomilky s IR indukovanou vyskocukernou dietou (Musselman et
al., 2017; Pasco & Léopold, 2012), které ukazuji zvysenou expresi Dilp 2, Dilp 3 a Dilp 5.

Na zéaklad¢ ziskanych vysledki jsem tedy vyvodil zavér, Ze snizeni inzulinové signalizace
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neni pravdépodobné z divodu nedostatku inzulinu (Dilps), ale diky necitlivosti k inzulinu

(Dilps) — vzniku inzulinové rezistence.

K jednoznaénému potvrzeni je ovSem nutné vyloucit blokovanou sekreci Dilps
do hemolymfy napt. pomoci ELISA jako Musselman et al. (2017), Pasco & Léopold (2012).
V téchto pracich se zaméfili pouze na Dilp 2 a Dilp 5, ale narist exprese Dilp 2 a Dilp 5 byl
srovnatelny s nardstem mnozstvim Dilp 2 a Dilp 5 v hemolymf€. Pro ovéteni vzniku IR se
také nabizi experiment, kdy by se pomoci western blotu ovéfovalo, zda exogenné podany
inzulin dokaze méné fosforylovat Akt v infikovanych jedincich nez kontrolach (Woodcock
etal., 2015).

I pfes tato nasledna nutna ovéfeni jsem poskytl prvni vérohodna data ukazujici, Ze by snizeni
IS v perifernich tkdnich v larvé octomilky v Casné fazi imunitni reakce po infekci
parazitoidni vosickou mélo byt z divodu vzniku IR. Poprvé jsem mimo to také zméfil

expresi Dilps larev po infekci parazitoidni vosic¢kou.

I kdyZ jsem se v této sekci zamétil na méfeni Dilps K vylou€eni inzulinové deficience, vyssi
exprese Dilp 6 v tukovém télese infikovanych larev potvrzuje vysledek z ptedchozi kapitoly,
7e dochazi k snizeni inzulinové signalizace v tukovém télese po infekci. Dilp 6 je pozitivné
regulovan transkripénim faktorem FOXO (Slaidina et al., 2009), jako napiiklad 4E-BP
z ptedchozi kapitoly.

5.3. Inzulinové rezistence je dulezita v perifernich tkanich pro efektivitu akutni
imunitni odpovédi proti parazitoidni vosi¢ce Leptopilina boulardi

Tretim cilem bylo zjistit dileZitost inzulinové rezistence v larvalnich svalech a tukovém
télese pro efektivitu imunitni reakce proti parazitoidni vosi¢ce. Nedavno se Yang &
Hultmark (2017) pokusili dozvédét néco o roli potlaceni inzulinové signalizace ve svalech
pii infekci parazitoidni vosiCkou, ale pouZitim overexprese INR neukazali zmény
Vv uspésnosti enkapsulace vajicka, ukazatele efektivity imunitni reakce. Diivodem muze byt
to, ze overexprese INR nestaci k neutralizovani IR. InR je fazen mezi cilova mista FOXO a je
stejné jako 4E-BP vice exprimovan pii potlaceni IS (Hull-Thompson et al., 2009; Pasco &
Léopold, 2012). K neutralizovani potlaceni IS by méla ale slouzit konstitutivné aktivni forma

inzulinového receptoru InR“" (DiAngelo et al., 2009).

Moje data s pouzitim konstitutivné aktivniho inzulinového receptoru specificky jen ve

svalech nebo tuku ukazala, ze se tvofi mén¢ lamelocytli a tim padem se imunitni odpovéd’
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stavda méné efektivni. Kromé pouziti Gal4/UAS systému stejn¢ jako Yang & Hultmark
(2017) jsem pouzil Gal4/UAS systém s Gal80 umoziujici teplotné regulovatelnou indukci az
pred infekci, coz umoziiuje vyhnout se vyvojovym defektim, které¢ komplikovaly
interpretaci vysledki (Yang & Hultmark, 2017). Ze ziskanych dat Ize taky vyloucit, Ze by
pokles v poctu lamelocytii byl zptisoben niz§im po¢tem plazmatocytd, jelikoz jejich pocet se

mezi jednotlivymi genotypy signifikantné nelisil.

Pro ptfipadnou publikaci, pokud by timto smérem pokracoval vyzkum, by bylo potieba
pomoci western blotu a markeru pAkt/Akt ukazat, Ze indukce exprese InR®A je dostatecna
k neutralizaci IR. INR®* obecné zvysuje mnozstvi pAkt (DiAngelo et al., 2009), ale redukce
inzulinové signalizace pii infekci mize v signalizacni kaskadé nastat mezi InR a Akt (Roth
et al., 2018). Je znamo, Ze riizné imunitni signalizace reguluji IS na réiznych Grovnich. INnR“"
by tak nemusel byt schopny uplné pickonat inhibici IS pod InR, coz by vysvétlovalo, pro¢

pokles v poctu lamelocytli neni ptilis velky.

RCA

Do budoucna by bylo také zajimavé vytvofit linii pro indukci exprese InR™" v obou tkanich

najednou (jak ve svalech, tak tuku), ¢imz by byl mohl byt pozorovan silngjsi efekt. Dale se

R nabizi daldi markery efektivity imunitni reakce, jako je

K potvrzeni vysledk s In
procento UspéSné melanizace a preziti larev. Dalo by se také vyuzit jinych genetickych
nastroji k neutralizaci potlaceni IS, napt. hypomorfni mutace genu FOXO (Dionne et al.,
2006). V uvahu by pfipadala i overexprese ,,phospho-mimicking* verze Akt (Roth et al.,

2018), ktera sice neni dostupna v nasi laboratofi, ale Ize ji ziskat.

I pfes nabizejici se experimenty mé vysledky ukazuji, ze IR ve svalech a tuku je dulezita pti
infekci parazitoidni vosi¢kou. V tomto vyzkumu ma cenu pokraCovat, jelikoz dualezitost
potlaceni IS pfi akutni infekci nebyla uspésné otestovana. Bylo sice napiiklad u dospélych
much ukazano, Zze mutace v Chico (substratu InR) zvySuje rezistenci proti infekci
P. aeruginosa a E. faecalis (Libert et al., 2008), avSsak mutace vyfadila funkci Chico
v organismu jiz od zac¢atku vyvoje a nelze tak jednozna¢né tvrdit, Ze je to potlaceni IS po

aktivaci imunitni odpovédi, které zvySovalo rezistenci proti infekci.

5.4. Vliv Jak-Stat signalizace na indukci inzulinové rezistence ve svalech pri infekci
parazitoidni vosi¢kou Leptopilina boulardi

Poslednim cilem bylo zjistit, zda se Jak-Stat signalizace podili na vzniku IR ve svalech

u larev infikovanych parazitoidni vosi¢kou. Tato mySlenka vznikla na zakladé poslednich

objevu pii pouziti larev a parazitoidni vosi¢ky, Které ovSem nepfinesly jasny zavér.
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V poslednim ¢lanku Yang & Hultmark (2017) zjistili, Ze zablokovani Jak-Stat signalizace ve
také snizeni pfijmu potravy. Jelikoz mutace byla pouzita po celou dobu vyvoje, k omezeni
pifijmu potravy dochazelo také pii celém vyvoji, a tak nemohli zkusit objasnit efekt Jak-Stat
signalizace na inzulinovou signalizaci po vosi infekci. Snizeni IS by tak mohlo byt jiz pied

infekci, protoze snizeni pfijmu potravy snizi IS (Grewal, 2009).

Driive bylo ale jasn¢ zjisténo, ze Jak-Stat signalizace je aktivovana ve svalech mezi 4-8 hpi,
kde zustava aktivovana dale po infekci parazitoidni vosic¢kou, a Ze aktivace je nezbytna pro
imunitni odpovéd’. Aktivace Jak-Stat signalizace je zpusobena ligandy Upd2 a Upd3
Z hemocytl. Nejvétsi aktivaci ale zprostiedkovava Upd3, jehoz exprese nejvice vzroste po
infekci v hemocytech a mutace v Upd3 dokaze téméi kompletné potlacit indukci Jak-Stat
signalizace ve svalech. Podobného efektu bylo dosazeno i s pouzitim RNAi k potlaceni

exprese Upd3 v hemocytech diky hemocytové specifického Hml-Gal4 (Yang et al., 2015).

V mé praci jsem pouzil stejnou linii s Upd3 RNAI, avsak se Srp-Gal4 a Gal4Gal80
systémem k umléeni exprese Upd3 az pii infekci kK vylouceni vyvojového efektu. Srp-Gal4
byl vybran jako pravdépodobné efektivnéjsi cesta K potlac¢eni exprese Upd3 v hemocytech.
Z transkriptomickych dat vyplyva, ze Upd3 je exprimovan z lamelocyti, ¢i lameloblasti a
Hml-Gal4 zcela nepokryje tuto subpopulaci hemocytti oproti Srp-Gal4, ktery pokryje
veskeré hemocyty (Cattenoz et al., 2020).

Pfi potlaceni exprese Upd3 zminénym systémem jsem zjistil, Ze pocet lamelocytd byl
signifikantné nizsi nez v odpovidajici kontrole, ale efekt byl mnohem slabsi nez pii pouziti
mutace v Upd3 (Yang et al., 2015). Tento vysledek byl o¢ekavany, jelikozZ RNAi nikdy neni
stoprocentni a mutace bude vzdy mit silnéjsi efekt. Ne tak znacny pokles také mize byt
¢astecné ovlivnén pocitanim lamelocytil v jiny ¢as (19 h vs. 15 h) a rozliSovanim lamelocytil
podle morfologie. Jelikoz se ale ziskany pocet plazmatocytit mezi genotypy nelisil,
dohromady jsem i tak nepiimo ovéfil, ze linie Srp-Gal4Gal80 x UAS-Upd3 RNAI je
schopna potlacit expresi Upd3.

Pomoci zavedeného markeru aktivity inzulinové signalizace ztéto prace (mnoZstvi
fosforylovaného Akt) jsem se ale netispesné pokusil overit, ze se Jak-Stat signalizace podili
na indukci IR ve svalech pfi akutni fazi infekce parazitoidni vosickou. Pomér pAkt/Akt a
mnozstvi pAkt neukazuji, ze by fosforylovaného Akt bylo vic ve svalech infikovanych larev
Srp-Gal4Gal80 x UAS-Upd3 RNAI oproti Srp-Gal4Gal80 x TRIP. Nelze ani stanovit zaveér,

41



ze se Jak-Stat signalizace nepodili na indukci IR ve svalech, jelikoz efekt Upd3 RNAI na
pokles lamelocytti neni pfili§ vyrazny. Bude proto nutné ovéfit efektivitou RNAi proti Upd3
ve spojeni se Srp-Gal4Gal80 piimo pomoci q-RT-PCR, ktera v této praci jeSté¢ nebyla
provedena. Efektivita RNAI proti Upd3 ve spojeni Hml-Gal4 nebyla ovéfena ani v puvodni
publikaci Yang et al. (2015), ale Upd3 RNAIi vykazovala téméf stejny zminény efekt na
potlaceni indukce Jak-Stat signalizace ve svalech jako mutace v Upd3. Z poméru pAkt/Akt a
mnozstvi pAKt mezi neinfikovanymi kontrolami a infekci je ale opét patrné, Ze bez ohledu
na genotyp dochazi ke snizeni fosforylace Akt pfi infekci ve svalech. Pii tomto experimentu
nebyla pouzita normalizace alfa-kateninem, protoze alfa-katenin byl obtizné
kvantifikovatelny. Vysledky jsou i tak pouzitelné, jelikoz mnozstvi nandSenych proteint

bylo opét sjednoceno méfenim koncentrace proteint ve vzorku.

K vyraznéjsimu efektu planujeme vyzkouset dvojitou RNAi1 pro Upd2/Upd3 a také vynechat
GALB80. Upd2,3 jsou exprimovany v hemocytech bez infekce jen minimalné a vyrazné se
zvedaji az po infekci (Yang et al., 2015). Nemuselo by proto dojit k ovlivnéni hematopoezy
28 hpi, ptipadné pouzit jiny marker, napt. expresi 4E-BP. Pro ovéfeni hypotézy, Ze infekci
zvySena produkce Upd3 vede k potlaceni inzulinové signalizace ve svalech, bylo do
budoucna také navrzeno vytvofeni experimentalni linie 24B-Gal4Gal80 x Upd3A,
UAS-InRPN. Zamérem tohoto pokusu je, Ze pfi pouZiti mutace v Upd3 nedojde k potladeni
inzulinové signalizace. Pokud ale zaroven potlacime IS ve svalech expresi dominant-negativ

mutaci inzulinového receptoru (INRPY), tak by se efekt mohl vykompenzovat.
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6. Zavér

Usp&sné jsem prokazal, e v perifernich tkanich (svalech a tukovém télese) larev octomilek
D. melanogaster infikovanych parazitoidni vosi¢kou Leptopilina boulardi dochazi ke snizeni
inzulinové signalizace, jelikoz jsem zde detekoval snizenou fosforylaci Akt a zvySenou
expresi 4E-BP. Z vyssi exprese Dilps pfi infekci jsem vyvodil zavér, ze snizeni inzulinové
signalizace je z divodu vzniku inzulinové rezistence a ne z diivodu inzulinové deficience.
Nasledn¢ jsem na poctu lamelocytl ukézal, ze inzulinova rezistence jak ve svalech, tak
tukovém télese je potieba pro efektivni imunitni odpovéd’. Pokud se tyto vysledky podafii
ov¢tit doplitujicimi experimenty, predstavovaly by jedno z prvnich experimentalnich ovéteni
dilezitosti inzulinové rezistence pro efektivitu imunitni odpovédi. Nakonec se ale nepodafilo
prokazat, zda by Jak-Stat signalizace mohla byt jednou ze signalizaci indukujicich
inzulinovou rezistenci ve svalech larev octomilek D. melanogaster po infekci parazitoidni
vosi¢kou Leptopilina boulardi. Tento experiment bude tfeba opakovat v jiném nastaveni,

jelikoz pouzita geneticka manipulace vedla k pfilis slabému efektu.
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Obr. P1: Reprezentativni western blot (A) a kvantifikace western bloti (B-D) z extraktu ze
svalu z infikovanych larev W v 8 hpi a 28 hpi v porovnani s neinfikovanymi kontrolami. (A)
Membrany se stejnymi vzorky byly inkubovany s anti-fosfoAkt/anti-Akt protilatkami a
anti-alfa-katenin protilatkami slouzicimi jako nanaseci kontrola. (B-D) Na ose X jsou zapsany
jednotlivé Casy po infekci. (B-C) Na ose Y je vyneseno mnozstvi fosforylovaného Akt (pAkt) (B) a
celkového Akt (Akt) (C) noramalizovanych mnozstvim alfa-kateninu. (D) Na ose Y je vynesen
pomér pAKt/Akt po normalizaci na alfa-katenin. (B-D) Vodorovné linie ukazuji pramér a
smérodatnou odchylku. Body v grafu reprezentuji biologické replikaty. Na kazdy biologicky replikat
byly pouzity svaly ze Sesti larev.
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Obr. P2: Reprezentativni western blot (A) a kvantifikace western bloti (B-D) z extraktu
z tukového télesa z infikovanych larev W v 8 hpi a 28 hpi v porovnani s neinfikovanymi
kontrolami. (A) Membrany se stejnymi vzorky byly inkubovany s anti-fosfoAkt/anti-Akt
protilatkami a anti-alfa-katenin protilatkami slouzicimi jako nanaseci kontrola. (B-D) Na ose X jsou
zapsany jednotlivé Casy po infekci. (B-C) Na ose Y je vyneseno mnozstvi fosforylovaného Akt
(pAkt) (B) a celkového Akt (Akt) (C) noramalizovanych mnozstvim alfa-kateninu. (D) Na ose Y je
vynesen pomér pAkt/Akt po normalizaci na alfa-katenin. (B-D) Vodorovné linie ukazuji primér a
smérodatnou odchylku. Body v grafu reprezentuji biologické replikaty. Na kazdy biologicky replikat
byly pouzity tukova télesa z deseti larev.
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