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1. UVOD

Drosophila melanogaster neboli octomilka predstavuje jeden z nejcastéjSich
modelovych organismi ve védé. Jeji nenaro¢ny a rychly chov, relativné jednoducha
organizace biologickych déji a snadna geneticka manipulace z ni Cini velmi cenny nastroj pro

studium nejruzngjsich biologickych jevii (Jennings, 2011).

Vhodna je mimo jiné pro studium molekularni integrativni fyziologie (Folkow, 1994),
jez se naSe laboratof zabyva. Toto odvétvi biologie se soustfedi zejména na fungovani
jednotlivych organt, organovych soustav a celého téla jako celku, a jeho schopnosti
pfizpasobit se ménicim se podminkam. Integrace na tyto ménici se podminky pak probiha
pomoci raznych molekularnich signald, jez pak ovliviiuji dané systémy. Nase laborator se pak
pfedev§im zaméfuje na metabolismus imunitnich bunék a na jeho zmény po aktivaci

imunitniho systému (Dolezal et al., 2019).

Imunitni systém vyzaduje po aktivaci velké mnozstvi rychle dostupné energie. Za
normalnich podminek jsou primarnim zdrojem energie mitochondrie, kde probihéa oxidativni
fosforylace (OXFOS). OXFOS poskytuje sice relativné velky vytézek energie ve formeé ATP
(adenosintrifosfat), nicméné rychlost této produkce je pomémé pomala a nedostacujici pro
efektivni imunitni reakci. Proto aktivované imunitni buriky upfednosttiuji k produkci ATP
podstatné rychlejsi glykolyzu, a pfesouvaji tak svij energeticky metabolismus z mitochondrii
do cytoplazmy. Dochazi tak k metabolickému pfesmyku neboli Warburg efektu, jez byl
poprvé popsan u nadorovych bunék (Warburg et al., 1927; Kelly a O’Neill, 2015).

Prestoze je glykolyza rychla, oproti OXFOS poskytuje buiice podstatné méné ATP.
Z jedné molekuly glukozy Cini celkovy vytézek pouze 2 molekuly ATP. Spolu s pfesmykem
na glykolyzu se tak zvySuji naroky na glukézu. Nase laboratof jiz potvrdila, ze k Warburg
efektu dochazi 1 u aktivovanych imunitnich bunék D. melanogaster. Tyto buiiky pak pomoci
adenosinové signalizace reguluji systémovy metabolismus a inhibuji spotfebu glukozy
vyvojovymi organy a perifernimi tkanémi. Tuto nespottebovanou glukozu poté vyuziva prave
imunitni systém a imunitnim buiikam je tak zajistén dostatek substratu pro glykolyzu (Bajgar
et al., 2015; Bajgar a Dolezal, 2018; Krejcova et al., 2019). Tomuto jevu fikame , sobecky*
imunitni systém (Dolezal, 2015; Straub a Schradin, 2016).




Jak je vidno, aktivaci imunitniho systému dochazi v organismu k vyznamnym
metabolickym zménadm a znaéné energetické dysbalanci. Zasadni roli v udrzeni bunécné
energetické homeostdzy ma enzym zvany Adenylat kindza (Ak). Tento enzym katalyzuje
interkorverzi 2 molekul ADP v ATP a AMP a naopak. Adenylat kinaza ma hned nékolik rizné
lokalizovanych izoforem (Dzeja a Terzic, 2009). Nicméné¢, jak jiz bylo feceno, energeticky
metabolismus v aktivovanych imunitnich burikach probiha pifedevSsim v cytoplazmé
prostiednictvim glykolyzy (Krejcova et al., 2019). Proto bylo logické zaméfit se na Adenylat
kindzu 1 (Akl) nachazejici se v cytoplazmé. Cilem této prace bylo tedy provéfit ulohu

cytoplazmatické Akl v aktivaci a metabolismu imunitnich bunék.

1.1. Drosophila melanogaster jako modelovy organismus

Zivotni cyklus drozofily se sklada z vajicka, larev 1. a7 3. instaru, kukly a dospélce a
trva za standardnich podminek (25 °C) pfiblizn€ 10 dni (Obr. 1). Jeji genom se sklada pouze
ze 4 part chromozomd. Jednoho paru pohlavnich chromozomu a tii para autozomt. Pomérné
rychly zivotni cyklus a tato relativni jednoduchost genomu ¢ini z drozofily unikatni geneticky

model, jenz je studovan uz vice jak sto let (Jennings, 2011).
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Obr. 1: Zivotni cyklus D. melanogaster. (Ptevzato a upraveno z https://www.creative-
diagnostics.com/Drosophila.htm).

Jednim z hojné vyuzivanych genetickych nastroja u D. melanogaster je pak UAS-Gal4

systém. Ten pomoci transkripcniho faktoru Gal4, jez je puvodné z kvasinek, umoziiuje
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modulovat tkanové specifickou expresi gent (Brand a Perrimon, 1993). Variace vychazejici z
tohoto systému je pak UAS-Gal4Gal80 systém. Vyuzitim teplotné senzitivniho inhibi¢niho
proteinu Gal80 nam tak tento systém umoziuje regulovat expresi cilového genu nejen v ramci
specifické tkan€, ale i v ramci Casu (Zeidler et al., 2004). Za pouziti prave tohoto systému byly
pak provedeny i vSechny experimenty této prace a cely jeho princip je podrobnéji vysvétlen

v metodologické ¢asti.

1.2. Imunitni systém D. melanogaster a jeji obranné mechanismy

Jakakoliv zména vné&jSich ¢i vnitinich podminek predstavuje pro organismus stres, se
kterym se musi vyrovnat. Jednim ze stézejnich systému, jez pomaha organismu reagovat na
takovouto zmé&nu podminek, je imunitni systém. Ten zajiStuje obranyschopnost organismu
pred Skodlivymi exogennimi ¢i endogennimi latkami a spolu s nervovym a endokrinnim

systémem udrzuje integritu organismu (Sattler, 2017).

Imunitni systém hmyzu, tedy i D. melanogaster, je zaloZzen zejména na prirozené
imunité. Nema zadné plazmatické a pamétové B bunky, jako je tomu u obratlovct, a chybi
mu proto tzv. protilatkami zprostfedkovana specificka imunita. Nicmén¢, jiz diive bylo
prokazano, ze i u bezobratlych se v ramci pfirozené imunity vyvinuly i jisté formy specifické
neboli adaptivni imunity. Pfirozend imunita tak ziejmé disponuje urcitou imunologickou
paméti, a je tak mnohem robustnéjsi, nez se predpokladalo (Miiller et al., 2008; Cooper a
Eleftherianos, 2017). Hlavnimi elementy imunitniho systému drozofily jsou imunitni buriky
hemolymfy, jez souhrnné oznacujeme jako hemocyty. Samotny hematopoeticky vyvoj téchto

imunitnich bun€k pak probiha jiz od embrya (Banerjee et al., 2019).

1.2.1. Hematopoéza

Hematopoéza D. melanogaster probiha ve dvou vlnach. Prvni probiha v embryu
v procefalickém neboli hlavovém mezodermu a vznikaji pfi ni cirkulujici hemocyty a ostruvky
piisedlych hemocytu, které tvori tkan pfipominajici hematopoeticky organ tzv. , sessile pools®
(Obr. 2, C). Tyto ,,sessile pools* se pak nachazeji ve vSech 4 stadiich drozofily. Druha vina
pak probiha v dorzalnim mezodermu za vzniku dorzalni srde¢ni aorty kontrolujici otevieny
cirkulacni systém a hlavniho specializovaného hematopoetického organu larvy oznacovaného

jako lymfaticka zlaza (Miiller et al., 2008; Banerjee et al., 2019).




Tato lymfatickd zlaza se vyviji az do 3. instaru larvy a sklada se zjednoho paru
velkych anteriornich primarnich lalokd a tfi pard menSich posteriornich lalokt, které se
rozprostiraji podél predni Casti dorzéalni aorty (Obr. 2, B). Kazdy lalok je pak rozdélen
perikardidlnmi buriikami. Anteriorni primarni laloky 1ze funkéné rozdélit na n€kolik ¢asti. Dien
sestavajici z progenitorovych hemocytt, kiru obsahujici dospivajici hemocyty a posteriorni
signalni centrum regulujici proliferaci a diferenciaci progenitorovych hemocyti ve zralé
hemocyty. Posteriorni laloky lymfatické zlazy pak svou ultrastukturou pfipominaji drefi a
obsahuji pfevazné nediferenciované progenitorové hemocyty (Banerjee et al., 2019).
Lymfaticka zlaza tedy predstavuje jakysi rezervoar progenitorovych hemocytt, které jsou za
specifickych zatézovych situaci, jako je stres, infekce ¢i metamorfoza, rychle mobilizovany

pro adekvatni reakci (Lanot ef al., 2001).
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Obr. 2: Hematopoetické organy larvy D. melanogaster. A: larva 3. instaru. B: lymfaticka
zlaza — posteriorni signalni centrum (zelena), dien (modra) a kdra (Ceveno-zluta)
anteriorniho primarniho laloku a posteriorni laloky (modrd) rozdélené perikardidlnimi
bunkami. C: , sessile pool“. Pfevzato a upraveno dle Banerjee et al. (2019).




Na pocatku zakukleni tato lymfatickd zldza prochdzi rozsahlymi zménami.
Diferenciované hemocyty se masivné uvonuji do hemolymfy a lymfaticka zlaza se rozpada
(Banerjee et al., 2019). Pomérné dlouhou dobu se myslelo, ze hemocyty dospélce tvoti pouze
tyto uvolnéné larvalni hemocyty spolu s cirkulujicimi hemocyty z prvni hematopoetické viny
(Lanot et al., 2001). Nicméng se zjistilo, ze Cast t€chto hemocytt se soustied’uje v tzv. ,,hubs*
podél stény abdomenu a slouzi tak zieymé jako hematopoeticky organ dospélce (Ghosh et al.,

2015).

Celkovy pocet hemocytt se v drozofile li§i v zavislosti na vyvojovém stadiu a vlivu
prostiedi. V embryu se celkovy pocet hemocyti pohybuje v fadu stovek. V prabéhu larvalnich
stadii pak tento poCet mohutné narusta a v prub&éhu stadia kukly, kdy larva prochazi masivni
restrukturalizaci tkani v pribéhu metamorfozy, dosahuje vice jak 5000 hemocyti. V dospélci
se pak celkovy pocet hemocytt pravdépodobné pohybuje okolo 1000 az 2000 (Petraki ef al.,
2015; Banerjee et al., 2019).

1.2.2. Pfirozena imunita D. melanogaster

Jak jiz bylo teCeno, Drosophila se spoléha zejména na pfirozenou imunitu. Kromé
fyzikalni bariéry v podobé chitinézniho exoskeletu ¢i trachealniho a intestinalniho endotelu,
ktery chrani organismus pied prinikem potencialniho patogenu, se pfirozena imunita sklada
ze dvou slozek - bunécné a humoralni imunity (Sackton et al., 2007; Vanha-aho et al., 2016).
Navzdory tomuto déleni je vSak tfeba zminit, Ze ob€ slozky jsou vzajemné propojené na

mnoha urovnich a nelze je tak striktn€ od sebe oddé¢lit (Rosales, 2017; Dolezal et al., 2019).

Buné€na imunita je zprosttedkovana hemocyty. Ty svym vyvojem a funkci pfipominaji
sav¢i myeloidni linii imunitnich bunék (Miller et al., 2008). Dle ultrastruktury a funkce pak
lze hemocyty drozofily rozdélit na 3 zakladni typy — plasmatocty, krystalové buiky a
lamelocyty (Banerjee et al., 2019). Plasmatocyty jsou fagocytujici buiikky pfipominajici sav¢i
makrofagy. Je to nejpoCetnéjsi skupina hemocytl a vyjma ranného embrya tvoii ve vSech
vyvojovych stadiich 90-95 % vsech hemocyti (Gold a Briickner, 2015; Banerjee ef al., 2019).
Krom¢ eliminace patogent fagocytozou také napomahaji pfi parazitoidni imunitni odpovédi a
plni vyznamnou funkci v odstrafiovani bunééné debris ¢i v humoralni imunité produkci tzv.
antimikrobialnich peptidi (AMPs) a srazecich faktorti (Vanha-aho er al., 2016). Krystalové

bunky na rozdil od pasmatocyti nejsou schopné fagocytdzy a tvoii pouze 2-5 % vSech




hemocyt. Nicméné hraji vyznamnou roli pfi melanizaci, srazeni hemolymfy a imunitni reakci
na infekci. Jak jiz nazev napovida, krystalové buiiky obsahuji krystalické inkluze s enzymem
zvanym profenoloxidaza (PPO) (Banerjee et al., 2019). Uvolnénim PPO do hemolymfy se
spousti proteolyticka kaskada za vzniku nerozpustného melaninu v misté zranéni nebo infekce
(Eleftherianos a Revenis, 2011; Vanha-aho et al., 2016). Jako odpadni produkt pfi melanizacni
kaskadée vznikaji 1 tzv. volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species, ROS), které maji
cytotoxicky ucinek a podileji se tak na eliminaci patognu (Dudzic et al., 2015; Banerjee et al.,
2019). Lamelocyty jsou specializované buiiky, jez se vyskytuji pouze v larvalnim stadiu, ale
za normalnich podminek se ve zdravych larvach téméf neobjevuji. Objevuji se pouze v reakci
na n&jaky stres jako je napf. parazitoidni infekce, zranéni ¢i pfitomnost abnormalni nebo
znicené tkané (Banerjee et al., 2019). Jsou to velké, ploché buriky nepravidelného tvaru
s malym jadrem v porovnani s cytoplasmou (Shrestha a Gateff, 1982). Spolu s krystalovymi
burikami pak maji urcitou funkéni podobnost s lidskymi krevnimi destickami a tzv. ,,giant
cells®, coz jsou zfuzované buriky makrofagt, monocytd aj (Banerjee et al., 2019). Ackoliv
lamelocyty oproti plasmatocytim obsahuji vice lysozomu a fagocytickych vakuol, lamelocyty
postradaji schopnost fagocytozy (Banerjee ef al., 2019). Na druhou stranu ale exprimuji gen
pro PPO3 koduyjici enzym PPO a jsou tak podobné jako krystalové buiky (exprimujici gen
PPO1 a PPO2) schopné melanizace a tvorby velkého mnozstvi kyslikovych radikalt (Dudzic
et al., 2015; Banerjee et al., 2019).

Humoralni imunita D. melanogaster je zalozena na produkci latek jako jsou
antimikrobialni peptidy (AMPs), ale také zahrnuje naptiklad produkci volnych kyslikovych a
dusikatych radikalt (ROS, RNS) nebo jiz zminénou melanizacni kaskadu (Lavine a Strand,
2002; Dolezal et al., 2019). Kromé plasmatocyt a epitelii vétSinu téchto latek produkuje
tukové téleso, které je jakymsi centrem humoralni imunity (Vanha-aho et al., 2016). Ve své
podstaté je tukové téleso analogem savcich jater a kromé imunitni funkce ma i vyznamny podil
na metabolismu a plni tak ur¢itou dualni roli (Dolezal er al., 2019). Produkce AMPs je
kontrolovana zejména Toll a IMD signaliza¢ni drahou. Pficemz v zavislosti na rozdilném
slozeni bunécné stény patogenu je Toll draha aktivovana pfi infekci houbami ¢i gram-
pozitivnimi bakteriemi a IMD drédha pfi infekci gram-negativnimi bakteriemi (Leclerc a
Reichhart, 2004). AMPs tak diky tomuto zpusobu rozpoznani bunécné stény patogenu

zajistuji urcitou specifi¢nost imunitni reakce (Vanha-aho et al., 2016).




Imunitni odpoveéd’ larvy se vzhledem k patogenu muze liSit. Patogen muze byt
eliminovan fagocytozou, nodulaci, mechanismem podobnym sav¢i NETo6ze (neutrofilni
extracelularni past) nebo enkapsulaci spojenou s melanizaci (Dolezal et al., 2019). Fagocytoza
je zprostiedkovana plasmatocyty, které mohou pomoci receptori patogen rozpoznat bud
ptimo dle povrchu buiky, nebo nepiimo pifes tzv. opsoniny produkované samotnymi
plamatocyty. Pokud se larva potfebuje vyporadat s vétsi davkou patogenu, kdy fagocytoéza na
toto mnozstvi nestaci, vyuzije nodulaci. Pfi nodulaci aktivované hemocyty vytvari
mnohobunécné agregaty okolo vét§iho mnozstvi patogenu a nasledné tento Gtvar melanizu;ji
(Rosales, 2017). Podobné jako tomu je u savci, hemocyty hmyzu mohou ziejmé
zprostredkovat tzv. neutrofilni extracelularni past (NET6zu) a uvolnénim nukleovych kyselin
zachytit a zneSkodnit patogen (Altincicek et al., 2008; Dolezal et al., 2019). V ptipadé, ze
drozofila musi bojovat proti prostorové vétSimu patogenu jako je vajicko parazitoida, prvok

nebo hlistice, uskutecni tzv. enkapsulaci (viz nize 1.2.3.) (Rosales, 2017).

1.2.3. Aktivace imunitniho systému a jeho reakce na infekci parazitoidem

Proces enkapsulace je doposud nejlépe popsan pii infekci vajickem parazitoidni vosicky
Leptopilina boulardi. Jelikoz je tato vosicka pfirozenym parazitoidem drozofily i v pfirodé,
stala se tak ve védé vybornym modelovym systémem pro aktivaci imunitniho systému

drozofily (Fellowes a Godfray, 2000).

Pomoci kladélka, jimz do larvy muze zaroven vypoustét chemické latky potlacujici
imunitni reakci, klade Leptopilina do hoemocoelu larvy sva vajicka. Z vajicka se pak bud’
vylihne larva vosicky, kterd se do dovrSeni dospélosti zivi tkdnémi drozofily, nebo larva
drozofily zvitézi nad touto infekci a znici vajicko enkapsulaci spojenou s melanizaci (Labrosse

et al., 2003; Schlenke et al., 2007; Banerjee et al., 2019).

Po nakladeni vajicka dochazi k aktivaci imunitniho systému jiz samotnym porusenim
kutikuly. Toto poskozeni totiz zpisobuje lokani zmény, které pak posteriorni signalni centrum
lymfatické zlazy diky ROS a jinym signaliza¢nim molekulam vnima jako stres. Posteriorni
signalni centrum pak nasledné reguluje proliferaci a diferenciaci progenitorovych hemocytu
v lymfatické zlaze (Sinenko er al., 2012). Vlarvé se tak po infekci zvySuje hladina
cirkulyjicich hemocytt. Zjistilo se, ze kromé& hemocytt z lymfatické Zlazy se do obéhu vsak

mnohem dfive uvoliuji 1 hemocyty z jiz zminénych ,,sessile pools* (Markus et al., 2009).




Jako prvni vajicko rozpoznavaji cirkulujici plasmatocyty. Plasmatocyty se na toto

vajicko navazou a utvoii tak prvni vrstvy vznikajici kapsule (Banerjee et al., 2019). Ty se zde
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2015). Stejné jako plasmatocyty se lamelocyty navazou na jiz mnohovrstevnou kapsuli a
vytvori mezi sebou velmi tésné spoje oddélujici vajicko od hoemocoelu (Banerjee et al.,
2019). Kromé progenitorovych bunek lymfatické zlazy ¢i ,,sessile pools” mohou lamelocyty

vznikat i z plasmatocytu tzv. transdiferenciaci (Anderl et al., 2016).

Nakonec je vajicko asi po 48 hodinach po infekci zni¢eno melanizaci pomoci PPO
produkované lamelocyty (PPO3) a krystalovymi butikami (PPO2) (Dudzic et al., 2015; Bajgar
et al., 2015; Banerjee et al., 2019).

1.3. Metabolismus imunitnich bunék

Ulohou imunitnich bunék je zajistit integritu vnitiniho prosttedi daného organismu. Dalo
by se tak fict, ze maji dvé hlavni funkce. Za prvé musi byt schopny bojovat proti potencialnim
patogenum a eliminovat je. Zarovern vSak musi byt schopny pomahat obnovit poskozené tkané
a v¢as odstrafiovat jiz odumfelé buriky a jiné latky endogenni povahy, které by nasledné mohly
byt pro organismus toxické. Obé tyto funkce v imunitnim systému savct zastavaji fagocytujici
buriky pfirozené imunity - makrofagy. Lze fici, ze makrofagy maji bipolarni povahu svého
metabolického nastaveni, kdy M2 (uzdravujici) makrofagy pomahaji obnovit poskozené tkané
a odstranit odumfelé, a naopak M1 (prozanétlivé/zabijejici) makrofagy pomahaji bojovat proti
patogenu (Mills et al., 2015). Zatimco pro aktivaci M1 makrofagu je velmi dilezita glykolyza,
M2 makrofagy jsou zavislé na OXFOS. Inhibici OXFOS M2 makrofagy ztraci svij fenotyp a
preménuji se na M1 makrofagy, a naopak podpofenim oxidativniho metabolismu M1 ztraci
svij prozanétlivy charakter (Ganeshan a Chawla, 2014). Upravou metabolismu jsou tak
makrofagy v pfipadé infekce schopné rychle prepnout z M2 do M1 prozanétlivého nastaveni

(Ganeshan a Chawla, 2014; Mills et al., 2015).

Ekvivalentem lidskych makrofagti jsou u D. melanogaster plasmatocyty (Gold a
Briickner, 2015). Vzhledem k vyznamné podobnosti molekularnich mechanismt aktivujici
makrofagy drozofily a lidi, 1ze pfedpokladat, ze i jejich nastaveni metabolismu a jeho zmény

budou podobné. To také dokazala Krejcova et al. (2019), kdyz potvrdila, ze u aktivovanych




hemocytd dospélé drozofily dochazi k metabolickému pfesmyku na aerobni glykolyzu, a tedy
tzv. Warburg efektu (viz nize 1.3.1). Da se tedy fict, ze se energeticky metabolismus
aktivovanych hemocyti pfesouva z mitochondrii spise do cytoplasmy, kde je dale energeticka

rovnovaha buriky kontrolovana pravé Akl (viz nize 1.3.2).

1.3.1. Warburg efekt a teorie ,,sobeckého® imunitniho systému

V klidovém stavu metabolismus imunitnich bun¢k spoléha zejména na OXFOS. Pyruvat
z glykolyzy je tak primarné smérovan do mitochondrie do TCA cyklu, kde kromé ATP
soucasné vznikaji NADH reduk¢ni sily. Tyto sily jsou nasledné vyuzity jako zdroj elektront
v elektron transportnim fetézci (OXFOS) na intermembrané mitochondrie za spotieby O> a

vzniku ATP a H20 (Palsson-Mcdermott a O’Neill, 2013).

Aktivaci imunniho systému vSak dochazi ke zvysené poptavce po energii. Imunitni
odpovéd’ je totiz spojena s fadou energeticky naro¢nych procest, jako je napt. mobilizace
bunék, rychléa de novo syntéza molekul pro humoralni i bunécnou imunitu, masivni proliferace
a diferenciace bunék aj. (Lochmiller a Deerenberg, 2000; Dolezal et al., 2019). OXFOS je sice
velmi efektivni zptisob zpracovani glukozy s relativné velkym vytézkem (témét 36 molekul
ATP na jednu molekulu glukézy). Nicméné samotny proces zisku téchto ATP je velmi
pomaly. Proto se pro aktivované imunitni buiiky stava vyhodnéjsi glykolyza. Jeji vytézek na
jednu molekulu glukozy sice Cini pouze 2 molekuly ATP, avSak je mnohonasobn¢ rychlejsi.
Diky tomu tak celkovy vytézek energie je za kratky Casovy usek mnohem vyS$§i nez pii
OXFOS, a to je pfi imunitni reakci zasadni. Proto i kdyz maji buriky k dispozici kyslik, tak po
aktivaci imunitniho systému imunitni bunky pfesouvaji sviij metabolismus z mitochondrii do
cytoplazmy a davaji prednost aerobni glykolyze (Palsson-Mcdermott a O’Neill, 2013; Dolezal
et al., 2019). V podstaté totozny proces, kdy dochazi k metabolickém presmyku a buriky
namisto OXFOS preferuji glykolyzu a to 1 za aerobnich podminek, poprvé popsal na
kvasinkach anadorovych burikach pan Otto Warburg (Warburg et al., 1927). Po ném pak také
tento jev nese nazev Warburg efekt. Jak se v§ak ukazalo, tuto metabolickou adaptaci vyuzivaji
1 sav€i neutrofily, dendritické bunky, makrofagy (Palsson-Mcdermott a O’Neill, 2013; Mills
et al., 2015), ale 1 hemocyty dospélé drozofily infikované Streptococcus pneumoniae
(Krejcovaet al., 2019). Po infekci parazitoidni vosi¢kou Leptopilina boulardi byla u hemocyta
larev drozofily naméfena zvySena exprese glykolytickych gent (Bajgar et al., 2015), a mimo

to 1 zvySena produkce laktatu (odpadni produkt gykolytické drahy pii recyklaci NAD™) jejich




lymfatickymi zlazami (Dolezal et al., 2019). Predpoklada se tak, ze 1 po parazitoidni infekci

prochazi imunitni buniky D. melanogaster touto metabolickou zménou.

Kromé Warburg efektu dochéazi i k mohutnému systemickému presmyku v celém
organismu, kdy vétSina energie, a tedy glukozy, je smérovana smérem k imunitnimu systému,
pri¢emz tuto systemickou zménu indukuji samotné imunitni buriky (Bajgar ef al., 2015; Bajgar
a Dolezal, 2018). Tento koncept zvyhodiiovani imunitniho systému na ukor organismu byl jiz
dfive formulovan jako ,sobecky“ imunitni systém (Straub, 2014). Bylo, prokazano, ze
imunitni buniky pfi metabolickém stresu uvoliuji rizné signaliza¢ni molekuly, jako je napf.
extracelularni adenosin (Ado) (Bajgar et al., 2015; Bajgar a Dolezal, 2018). Adenosin je
nukleosid tvofici zakladni strukturu molekul jako je ATP, ADP a AMP a je piitomny jak
intracelularné, tak extracelularn€. Tento dulezity metabolit signalizuje stres a jak jiz bylo
prokazano slouzi jako molekula indukujici a fidici tento systemicky metabolicky pfesmyk

(Bajgar et al., 2015).

1.3.2. Adenylat kinaza a jeji uloha v energetickém metabolismu

Ak katalyzuje interkorverzi 2 molekul ADP na jednu molekulu ATP a AMP. Pomér
ATP:AMP je za norméalnich podminek ptiblizn€ 100:1. Buiiky si tedy udrzuji vysoké hladiny
ATP, a naopak velmi nizké hladiny AMP (Hardie et al., 2003). Proto v zavislosti na této reakci
i maly pokles hladiny ATP (spotieba energie) vede k relativné velkému vzrtstu hladiny AMP.
Tato zména hladiny AMP pak nasledné pomoci AMP-senzitivnich metabolickych senzorti a
enzymu, jako je AMP-aktivovana protein kinaza (AMPK), zprostfedkovava upravu
metabolismu (Dzeja a Terzic, 2009). Aktivovand AMPK totiz tlumi energeticky naro¢né
anabolické procesy a pro zisk ATP indukuje katabolismus, coz je pro imunitni buriky
nezadouci (Hardie, 2003). Proto je AMP pravdépodobné vyuzivané Ak, AMP deaminazou,
popf. cytozolickymi nukleotidazami (Dzeja a Terzic, 2009). Ak ma tak dulezitou roli

reflektujici energeticky stav buriky.

Adenylat kindza mé hned nékolik izoforem liSici se strukturou, molekularni hmotnosti
kinetickymi vlastnostmi a intracelularni distribuci. Jednotlivé izoformy adenylat kinazy pak
diky své lokalizaci vytvafi sit, v ramci které pak za neustalé premény ATP, AMP a ADP
distribuuji vysokoenergetické fosfaty a vytvaii tak tzv. adnylat kindzovy ,,shuttle” (Dzeja a
Terzic, 2009). Mezi hlavni izoformy adenylat kindzy pak patii — Akl, Ak2 a Ak3. Akl se
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nachazi v cytozolu a Ak2 a Ak3 v mitochondriich, pfi¢emz Ak2 je v jejich intermembranovém

prostoru a Ak3 se nachazi v jejich matrix (Dzeja a Terzic, 2009; Panayiotou et al., 2014).

Exprese Ak roste pii svalové namaze, hypoxii a celkoveé metabolickém stresu (Linossier
etal.,1997). Vyznam Akl v energetické homeostaze je tak vzhledem k jeji lokalizaci doposud
studovan prevazné v energeticky naro¢nych organech, jako je srdce ¢i kosterni svaly. Akl
,knock-out* v téchto tkadnich u mys$i ukazal, ze pfi, ze pii Akl deficienci je pfi stresové
odpovédi snizena AMP signalizace, jez se za normalnich podminek zvySuje (Hancock et al.,
2006; Dzeja, Bast, ef al., 2007). Na myS§im modelu se dale zjistilo, ze snizena exprese a aktivita
Akl je spojena se svalovou dystrofii (Ge et al., 2003). Naopak vyznamné zvySena exprese a
aktivita Akl je spojovana ku ptikladu s obezitou. Vysoka aktivita Akl tak zfeymé u obéznich
lidi zptsobuje nerovnovahu v AMP signalizaci podporujici metabolicky syndrom (Hittel et

al., 2005).

Experimenty na svalovych bunkach Akl , knock-out* mysi ukazaly, ze v ptipadé Akl
deficience jsou za normalnich podminek buniky schopny udrzet energetickou homeostazu a
stale fungovat. Jejich energeticky metabolismus je tak ziejmée pfesmérovan a kompenzovan
ostatnimi izoenzymy Ak, kreatin kinazou (CK) a glykolytickymi enzymy (Pucar et al., 2000;
Janssen et al., 2000; Janssen et al., 2003). CK katalyzuje fosfotransferovou preménu kreatinu
na kreatinfosfat za spotieby ATP. V pfipadé nedostatku energie vSak reakce probiha opacné a
za soucasné vyroby ATP CK spotfebovava hromadici se ADP a poméha tak Ak vyrovnat
pomér metaboliti (Dzeja et al., 1996). Také glykolytické enzymy maji schopnost pfenosu a
distribuce vysokoenergetickych fosfatl, diky cemuz umoziiuji podobnou kompenzaci (Dzeja,
Chung, et al., 2007). Tuto enzymatickou spolupraci také podporuje samotna distribuce Ak
v kosternich svalech. Ak se zde totiz nachazi v linearnich seskupenich spolu s CK a
glykolytickymi enzymy (Wegmann er al., 1992). Ackoliv tyto alternativni CK-
fosfotransferové a glykolytické kompenzacni systémy funguji pii Akl deficienci za
fyziologickych podminek, jakmile je organismus vystaven metabolickému stresu, tak vSak

selhavaji (Pucar et al., 2000; Janssen et al., 2000; Janssen et al., 2003).

Imunitni systém také predstavuje tkan vyzadujici velké mnozstvi energie, a to 1 bez jeho
aktivace. Tudiz lze predpokladat velky vyznam Ak v ramci vyvoje a funkce imunitnich bunék.
Zjistilo se, ze mutace v Ak2 se u lidi objevuji ve vztahu s retikularni dysgenezi (RD), coz je
typ vazné kombinované imunodeficience (SCID) vyznacujici se mimo jiné nedostatkem

polymorfonukleart (Pannicke er al., 2009; Lagresle-Peyrou et al., 2009). Souvislost Ak2
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s diferenciaci leukocytu také potvrzuje fakt, Ze potlaceni Ak2 u Danio rerio vede k naruseni
jejich vyvoje (Pannicke et al., 2009). Ak2 ma také znacny vliv na regulaci apoptozy bunék
(Lagresle-Peyrou et al., 2009). V ramci analyzy exprese Akl a Ak2 v bunécnych populacich
periferni krve a kostni dfen¢ se ukazalo, ze vSechny leukocyty siln€ exprimuji Ak2 a pouze
slabé ¢i vibec Akl (Pannicke er al., 2009). Tato data tak naznacuji, ze Ak2 ma evolu¢né
konzervovanou tlohu v hematopoéze pfi diferenciaci leukocytu, a ze leukocyty by tak mohly
byt z divodu nedostatecné kompenzace Akl nachylnéjsi k defektim zpusobenym Ak2
deficitem (Dzeja a Terzic, 2009; Pannicke et al., 2009). V ramci imunitniho systému se pak
také zjistilo, ze Akl deficience v erytrocytech vyvolava vzacnou nesférocytarni hemolytickou
anemii a muze vést i k mentalni retardaci (Matsuura et al., 1989; Abrusci et al., 2007; Dzeja

a Terzic, 2009).

Po aktivaci imunity, kdy, jak jiz bylo feceno, imunitni buriky proch4zi metabolickym
presmykem, upfednostiiuji glykolyzu a presouvaji tak svij energeticky metabolismus
primarné do cytoplazmy, by méla byt hlavnim uzlem energetické a metabolické homeostazy
prave cytoplazmaticka Ak1. Tuto skuteCnost nam i potvrzuji nase data ukazujici exprese gent
pro tyto izoformy adenylat kindzy v hemocytech larev drozofily po infekci vosickou
Leptopilina boulardi. Exprese Akl totiz po infekci dramaticky roste v porovnani s

mitochondrialnimi kinazami, jejichz exprese naopak signifikantné€ klesa (Obr. 3).
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Obr. 3: Exprese genu AkI-Ak3 v hemocytech wt (wildtype) larev D. melanogaster po
infekci parazitoidni vosickou Leptopilina boulardi. A: exprese Akl. B: exprese Ak2. C:
exprese Ak3. Exprese byla méfena v9 hpi a 18 hpi pomoci RT-qPCR (nepublikovano,
Nedbalova, 2019). Relativni exprese jednotlivych gend vyjadiena pomoci ,.fold change je v
jednotlivych Casech vzdy vztazena vzhledem k urovni exprese Akl v neinfikované kontrole v
9 hpi, ktera byla uméle stanovena jako 1. Statistickd vyznamnost byla vypoctena pomoci
Mann-Whitney testu a vyjadiena pomoci hvézdi¢ek (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001).

Adenylat kinaza jakozto fosfotransferovy enzym predstavuje unikatni centrum bunécné
energetické homeostazy. V nasi laboratofi jsme se tak rozhodli prostudovat vice do detailu
ulohu tohoto enzymu v ramci imunitniho systému. Vzhledem ktomu, Ze role Akl
v energetickém metabolismu byla doposud studovana predevsim v kosternich a srde¢nich

svalech nas pohled na véc je relativné novy.

1.4. Adenylat kinaza a Drosophila melanogaster

Fujisawa et al. (2009) provedli na drozofile podrobnéjsi vyzkum zaméteny na tfi hlavni
Ak (Akl, Ak2, Ak3). Dle fylogenetické analyzy je zfejmé, ze Ak jsou evolucné a v ramci
jednotlivych izoforem velmi konzervované. Prokazalo se, ze Akl je u drozofily exprimovana
od larvalniho stadia a jeji aktivita spolu s touto expresi vyrazné roste od embryonalniho stadia
az do dospélosti. Ak2 je exprimovana jiz v embryonalnim stadiu, avSak jeji exprese i aktivita
do larvalniho stadia mirné klesa a v dospélosti opét vzroste. Exprese Ak3 se pak podobné jako

u Akl objevuje od larvalniho stadia a do dospé€losti mirné roste, nicméné jeji aktivita s touto
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expresi jiz nekoreluje a od embrya po larvalni stadium mirn€ klesa a v dospélosti zase vzroste.
Pomoci Western blotu byla zjisténa distribuce Ak v jednotlivych Castech téla drozofily (hlava,
hrudnik, abdomen) a zjistilo se, ze Akl je vyznamné exprimovana v hrudniku, jez sestava
zejména ze svald, Ak2 pak v hlavé a Ak3 byla ve vSech tiech kompartmentech exprimovana
piiblizné stejn€é. Hlavné se vSak zjistilo se, ze Ak2 je esencialni pro rist a vyvoj drozofily a
Ak2 deficience je u drozofily letalni. Tato letalita ve spojitosti s Ak byla tak poprvé u
multicelularniho organismu objevena u D. melanogaster (Fujisawa et al., 2009). Horiguchi et
al. (2014) nicméné overil, ze Akl a Ak3 nemaji na spravny vyvoj a zivotaschopnost D.

melanogaster vliv.

Fosfotransferovy enzym odpovidajici savéi CK u D. melanogaster je Arginin kinaza
(ArgK). Ob¢ tyto fosfotransferazy patii do vysoce konzervované rodiny enzymu a
predpoklada se, ze ArgK zastava u drozofily podobnou funkci (Wallimann a Eppenberger,
1973; Wang et al., 1998). Je tak tedy mozné, ze podobné jako u savci CK a glykolytické
enzymy kompenzuji Akl deficienci, ArgK a glykolytcké enzymy mohou ziejmé kompenzovat

Akl a Ak3 deficienci u D.melanogaster.

Jelikoz se ArgK nevyskytuje v intermembranovém prostoru mitochondrie, a Ak2 je tak
zde jedinou fosfotransferazou, deficit Ak2 nemuze byt kompenzovan a Ak2 tak predstavuje
vyborny model pro studium jejiho vlivu na organismus a metabolismus bunék (Wyss et al.,
1995; Fujisawa et al., 2009; Horiguchi et al., 2014). Proto je v ramci jednotlivych izoforem
adenylat kinazy vSeobecny vyzkum zaméfen spiSe na mitochondridlni Ak2. Nicméné
vzhledem k tomu, ze po aktivaci imunitniho sytému se energeticky metabolismus bunék
presouva z mitochondrii do cytoplazmy, jsme se rozhodli zaméfit spiSe na cytoplazmatickou

Ak1, jez by mohla mit za takovéto stresové situace fundamentalni vyznam.

,,Single-cell“ vyzkum pomoci RNA sekvenovani hemocyti po infekci parazitoidni
vosickou ukazal, ze Akl je silné exprimovana v lamelocytech. Ak2 je poté vyznamné
exprimovana ve vSech hemocytech s vyssi expresi naopak v plasmatocytech. I prestoze nase
data (Obr. 3) ukazuji, Ze exprese Ak2 po infekci signifikantné klesa, je tato izoforma ve
srovnani s Ak1 stale siln€ exprimovana. Jelikoz je Ak2 jediny enzym schopny transportu ATP,
ADP a AMP v mitochodrialnim intermembranovém prostoru, da se predpokladat, ze bude mit
svoji vyznamnou ulohu 1 ve chvili, kdy je energeticky metabolismus sméfovan spiSe do

cytosolu (Obr. 4) (Tattikota et al., 2020).
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Obr. 4: Genova exprese v larvalnich hemocytech D. melanogaster ve 48 hpi L. boulardi.
A: Srp — specificky marker pro hemocyty. B: Hml — specificky marker pro plasmatocyty. C:
Atilla — specificky marker pro lamelocyty. D: Akl. E: Ak2. F: Ak3. Pfevzato a upraveno dle
Tattikota er al. (2020).

Ve vsech jednotlivych zarodecnych listech, ve svalech, ve stfeve, v nervové soustave i
v celém téle drozofily umlceni Akl neovliviiuje zivotaschopnost organismu (Horiguchi et al.,
2014). Umlceni Akl specificky v imunitnich burikach drozofily ovSem nebylo doposud
sledovano a vzhledem k energetické narocnosti aktivovanych hemocytt by snizena exprese
Akl tak mohla ovlivnit G¢innost imunitni odpovédi. Vzhledem k jisté podobnosti
kompenzacnich systému se savci by tak hypoteticky imunitni bunky drozofily mély byt za
normalnich podminek pomoci ArgK a glykolytickych enzymt schopny kompenzace Akl, do
té doby, nez je aktivovan imunitni systém. Po aktivaci imunitniho systému by mohla byt tato
snizena hladina Ak1 zptsobujici metabolickou nerovnovahu dle nasi hypotézy pro organismus

zivot ohrozujici.
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2. CILE PRACE

1. Ovéteni RNA interference adenylat kindzy 1 (Akl) u vybranych linii D. melanogaster.

2. Umlceni genu AkI a nasledné vyhodnoceni jeho vlivu na aktivaci imunitniho systému
D. melanogaster a jeji preziti.

3. Oveéfeni exprese ArgK a ostatnich izoforem adenylat kinazy (Ak2 a Ak3) u D.
melanogaster se snizenou expresi Akl.

4. Metabolomické vyhodnoceni potlaceni Akl u D. melanogaster po aktivaci imunity.
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3. MATERIALY A METODY

3.1. Chov Drosophila melanogaster

Mouchy Drosophila melanogaster byly chovany na standardni kukutic¢né dieté (Tab. I)
v plastovych flaskach ¢i sklenénych vialkach uzavienych vatovou zatkou. Takto byly chovany
v prostiedi s pravidelnym 12 hodinovym stfidanim svétla a tmy pfi vlhkosti 60 % a teploté 25
°C nebo 18 °C dle potieby. Veskera manipulace s mouchami pak probihala za pomoci uspani

pod CO».

Pii kfizeni byly mouchy Drosophila melanogaster chovany v plastovych valcich
s Petriho miskami na standardni kukufi¢né stravé. Pro zvySeni efektivity kladeni, byla pak ke

standardni kukuficné stravé ptisypavana zrnicka instantnich kvasnic.

Tab. I: Standardni kukufi¢na dieta.

suroviny mnozstvi
voda 1800 ml
kukufi¢na mouka 110 g
agar (Amersco, J637) 17 ¢
instantni kvasnice 72 g
sachardza 0¢g
10% Methylparaben 30 ml

3.2.Kfizeni

Pro ziskani genotypt pro mé experimenty byla provedena kiiZeni s vhodnymi vychozimi

liniemi much, jez byly pfedem dostupné v nasi laboratofi.

Pti kiizeni byl pro indukei tkanovée specifické Akl RNA interference (RNAi) vyuzivan
UAS-Gal4Gal80 systém. Ten sestava z aktivatoru Gal4 a termosenzitivniho represoru Gal80.
Gal4 je exprimovan pod imunitnim tkaniové specifickym promotorem (Srp) a vaze se na UAS
sekvenci. Gal80, jez je exprimovan pod univerzalnim promotorem, se vaze na Gal4 a blokuje
tak expresi prislusnych gend. K této represi exprese vSak dochazi pouze pokud je teplota 18
°C. Pokud zvysime teplotu prostiedi na 25 °C dojde k degradaci Gal80 a nasledné indukci

exprese genu, jez byly v tomto pfipadé zodpovédné za RNAi v imunitnich burikach. Tento
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systém tak umoznuje nechat larvy vyrist se spravnou hematopoézou a pozd€ji vyhodnotit vliv

RNAI pouze v ohledu aktivace imunity.

3.2.1. Vychozi linie
V nasledujici tabulce jsou uvedeny vSechny pouzité vychozi linie (Tab. II).

Tab. II: Seznam vychozich linii Drosophila melanogaster.

Cislo pavod popis genotyp chromozom

1666 | LOM3S | ¢ 0 GaldGal80 | w*; Srp-Gald tubP-GALSOts 3
Dolezal

1446 | BL-51799 | Akl RNAi¢&.1 | y!'v!; P{TRiP.HMCO03355}attP40 2

1447 | BL-35582 | Akl RNAi .2 y1 sc* v!; P{TRiP.GL00177}attP2 3

1499 | BL-36304 | kontrola &. 1 y il p{y*71=CaryP}attP40 2

1498 | BL-36303 | kontrola &.2 y vt p{y+71—CaryP} attP2 3

Ciselné oznaceni vSech linii v této tabulce je nami pouZivané oznaleni a vychazi
z poradi linii v naSem chovu. VétSina ztéchto much (vSechny kromé& 1666) pochéazi z
Bloomington Drosophila Stock Center (jejich originalni katalogova cisla jsou uvedena
v tabulce za zkratkou BL) a vychazi z tzv. ,, Transgenic RNAi Project™ (TRiP). Tyto mouchy
byly vyuzity pro kiizeni a zisk specifickych genotypti umoznujici indukovanou RNAi pomoci
UAS-Gal4Gal80 systému. Pro zachovani podobného genetického pozadi byly pouzity k dané
Akl RNAI 1 pfislusné kontroly s analogickym genetickym pozadim.

3.2.2. Krizeni A

V tomto kifizeni byla k indukci Akl RNAIi kiizena linie ¢. 1666 obsahujici Srp-
Gal4Gal80 a linie €. 1446 obsahujici Akl RNAi konstrukt.
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Kiizeni &. 1: Srp-Gal4Gal80 (1666) x Akl RNAi ¢ 1 (1446)

P: Q w*; + ; Srp-Gal4 tubP-GALS80ts x J y' v!; P{TRiP.HMCO03355}attP40; +

l

P{TRiP. HMC03355}attP40; Srp-Gal4 tubP-GAL0ts

FI: = ;
y1vi
(v grafech psané jako Srp > AkI-RNAI)

Odpovidajici kontrola byla vytvorena kiizenim linie ¢. 1666 Srp-Gal4Gal80 a linie €.
1499 bez Akl RNAI.

Kftizeni €. 2: Srp-Gal4Gal80 (1666) x kontrola ¢.1 (1499)

P: © w*; + ; Srp-Gal4 tubP-GALS8Ots x J y!!! vilI; P{y*7-7I=CaryP}attP40; +

l

; P{y"*"77)=CaryP}attP40; Srp-Gal4 tubP-GALSOts

W

Fl: Y] v

(v grafech psané jako Srp > control)

3.2.3. Kfrizeni B

V tomto kifizeni k indukci Akl RNAi byla kfizena linie ¢. 1666 obsahujici Srp-
Gal4Gal80 a linie €. 1447 obsahujici Akl RNAi konstrukt.

Kftizeni €. 3: Srp-Gal4Gal80 (1666) x Akl RNAi ¢. 2 (1447)

P: © w*; + ; Srp-Gal4 tubP-GALS8Ots x J y' sc* v!; + ; P{TRiP.GL00177 }attP2

l

W Srp—Gal4 tubP—GAL8O0ts

F1: ; +;
yilscxvl’ ' P{TRiP.GL00177}attP2

(v grafech psané jako Srp > AkI-RNAI)

Kfizenim linie ¢. 1666 Srp-Gal4Gal80 a linie €. 1498 bez Akl RNAI byla vytvorena

odpovidajici kontrola.
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Kftizeni €. 4: Srp-Gal4Gal80 (1666) x kontrola ¢. 2 (1498)

P: Q w¥; + ; Srp-Gal4 tubP-GALS80ts x J y!!! vill; +; P{y*"-7I=CaryP}attP2

l

wx . Srp—Gal4 tubP—GAL8Ots
y[1]v[1]’ =’ P{y[+t7.7]=CaryP}attP2

Fl1:

(v grafech psané jako Srp > control)

3.3. Infekce

K aktivaci imunitni odpovédi byly vzdy pouzity infekce parazitoidnimi vosiCkami
Leptopilina boulardi. Larvy Casného tfetiho instaru byly na Petriho misce se standardni
kukufi¢nou stravou inkubovany v plastovém vélci s pfiblizn€ 120 samickami (a 30 samecky)
vos Leptopilina boulardi, jez nakladenim vajicek infikovaly larvy. PocCet larev a ¢as inkubace
se lisil dle typu experimentu. Sila infekce byla vzdy néasledujici den pfed vlastnim

experimentem zkontrolovana pod binokularni lupou pfi pitvani v 1x PBS.

3.4. Kvantitativni PCR spojena s reverzni transkripci (RT-qPCR)

Pomoci dvoukrokové kvantitativni , real-time“ polymerazové fetézové reakce spojené
s reverzni transkripci (RT-qPCR) byla méfena hladina sledované RNA (resp. cDNA), a tedy
exprese vybranych gend. Pro vnitfni kontrolu stejného mnozstvi vstupniho materialu byla
amplifikace sledovaného genu vzdy vztahovana k referencnimu ,house keeping™ genu
Ribozomalniho proteinu 49 (Rp49), u néhoz je v experimentalnim i v kontrolnim vzorku

predpokladéana shodna exprese.

3.4.1. Priprava a sbér vzorkt

Na pripravu kazdého vzorku bylo pouzito 50 larev. Larvy byly nejprve omyty ve vode
a 1x PBS. Pro odebrani vzorku bylo pouzito podlozni sklicko pokryté parafilmem umisténé
na ledu a automaticka pipeta. Takto byla larvam ve 2 pl 1x PBS roztrzena kutikula, a poté
odebrana hemolymfa s butikami Hemolymfa byla nasledné prenesena do mikrozkumavky s

200 pl TRIzol reagentem (Ambion). Kazdy vzorek byl pak zvortexovan, stoCen,
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homogenizovan pomoci mechanického homogenizatoru (v digestofi), opét stocen, ponechan

15 min pfi pokojové teploté, a nakonec uskladnén v -80 °C pred dal§im pouzitim.

Sbér vzorkii byl provadén vzdy v cCaseO hpi (hours post infection), tedy u
neinfikovanych larev, a v 18 hpi u neinfikovanych a infikovanych larev. Pro kazdy ¢as bylo

pak provedeno 5 nezavislych biologickych opakovani.

3.4.2. Izolace RNA

RNA byla izolovana pomoci kitu Direct-zol™ RNA MiniPrep Kit (Zymo Research) dle
protokolu vyrobce. Nakonec byla pomoci spektrofotometru UVS-99 (ACTGene) a agar6zové
elektroforézy (1% gel v TBE pufru) zkontrolovana kvalita izolované RNA. Izolovana RNA

byla skladovana pfi -80 °C pred dal§im pouzitim.

3.4.3. Reverzni transkripce

Priprava reverzni transkripce (RT) probihala na ledu s RNase-free pomtckami a
chemikaliemi. K RNA piipravené dle 3.4.2 byly nejprve pfidany oligo dT primery a dNTPs
(Tab. III).

Tab. III: Smes €.1 (pro 1 vzorek).

chemikalie mnozstvi
oligo dT primer (50 uM) 1 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
templatova RNA 8 ul

Ptipravené vzorky byly pak zahtaty na 65 °C po dobu 5 min a poté zchlazeny na ledu.
Dale byly ptidany ke kazdému vzorku enzym, pufr a voda pro finalni reakci (Tab. IV).

Tab. IV: Smés €. 2 (pro 1 vzorek).

chemikalie mnozstvi
5x PrimeScript pufr (TaKaRa) 4 ul
PrimeScript reverzni transkriptdza (PSRT; 0.5 ul
TaKaRa) ~ 1
DEPC H>O 5,5 ul
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Vzorky byly inkubovany v 30°C/10 min, v 42 °C/60 min, a poté¢ v 70°C/15 min.
Nakonec byly vzorky zchlazeny na ledu a dle potfeby uskladnény ve 4 °C ¢i v -80 °C.
3.4.4. Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (QPCR)

Pro qPCR byly pfipraveny reakéni smési jednotlivych vzorki dle nasledujici tabulky
(Tab. V).

Tab. V: Reakéni smés na qPCR (pro 1 vzorek).

chemikalie mnoZzstvi
TP SYBER 2x Master Mix (Top-Bio) 6 ul
PCR ultra H>O (Top-Bio) 2,5 ul
primer forward (20 pM) 0,25 pl
primer reverse (20 uM) 0,25 pl
cDNA 3ul

Seznam vSech pouzitych primerd je uveden niZe v kapitole 8. Pfilohy (Tab. VII).
Vsechny vzorky (biologickd opakovani) byly vzdy méfeny ve 3 technickych replikatech.
Vlastni gPCR tedy probihala v 96-jamkové destiéce (Bio-Rad) pokryté folii Microseal® C’
Film (Bio-Rad) a polytetrafluoroethylenovou tésnici podlozkou (Bio-Rad) v qPCR
termocykleru CFX 1000 Touch Real-Time Cycler (Bio-Rad). Pro qPCR byl pouzit nasledujici
protokol (Tab. VI).

Tab. VI: Protokol qPCR.

teplota cas jev pocet cyklu
95 °C 3 min pre-denaturace 1x

94 °C 15s denaturace

60 °C 30s nasedani primeru } 40 x

72 °C 10 s elongace

K ovéfeni specificity reakce byla provedena analyza kiivky tani v rozmezi 60-95
°Cl/cyklus 0,5 °C. Kontrola efektivity reakci byla pak provedena dle RT-qPCR standardni

kiivky z desitkového fedéni larvalni cDNA, jez byla dostupna v nasi laboratofi.
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3.5. Pocitani lamelocytta

Pro posouzeni efektivity imunitniho sytému byly pocitany hemocyty larev. Lamelocyty
byly pocitany v intervalu 18-24 hpi (hours post infection), kdy jsou lamelocyty jiz vyplaveny
do ob¢hu larev, ale nejsou jesté prilepené na vajicko vosicky. Kazdé larvé omyté v 1x PBS
byla pod binokularni lupou pomoci mikropinzet v 15 pl 1x PBS roztrzena kutikula. Pro
vyplaveni hemolymfy s hemocyty a zisk maximalniho vytézku byla takto roztrzena kutikula
prevracena naruby a opatrné promichana ve vzniklé suspenzi. Pokud $lo o infikované larvy,
byla jeste spocitanim vaji¢ek zkontrolovana sila infekce (4-10 vajiek pro tento experiment).
Aby se predeslo sedimentaci hemocytl, byla tato suspenze pak jesté parkrat promichana
pipetou (nasatim). Nasledné bylo odebrano 10 ul této suspenze a preneseno na hemocytometr
(typ Neubauer improved), ktery byl cca po 10 min pfikryt krycim sklickem (pro usazeni
hemocyti). Nakonec byly pod mikroskopem (Leica DM2500 LED) s DIC (diferencialnim

interferen¢nim kontrastem) spocteny lamelocyty.

3.6.Test pieziti

Test preziti prokazuje zivotaschopnost jednotlivych linii a ukazuje tak, zda jejich
imunitni systém funguje dostatecné efektivné. Pro zjisténi, zda Akl RNAi ovlivilyje
zivotaschopnost drozofily byl tento test pouzit u neinfikovanych i u infikovanych larev s Ak/
RNAI a jeji kontroly. V piipadé larev s infekci, byly pro potieby testu pouzity pouze slabé

infikované larvy (1-2 vajicka na larvu).

Larvy byly roztfidény do vialek se standardni kukufi¢nou stravou po 30 jedincich a
nechaly se pii 25 °C dorast do dospélosti (cca 7-8 dni). Po vylihnuti dospélct byl

vyhodnocovan pocet prezivsich.

Pro maximalni pfesnost testu byla ovérena infekce vylihlych dospélcti jejich vypitvanim
pod binolupou. Infikovani dospélci méli v téle (abdomenu) melanizované wvajicko.

Neinfikovani dospélci byli z analyzy vytazeni.

3.7. Metabolomicka analyza (MA)

Pro lep$i porozumeéni aktualniho stavu bunék drozofily po aktivaci imunitniho systému

pfi snizené expresi Akl byla provedena metabolomicka analyza.
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3.7.1. Priprava a sbér vzorkt

Vzorky byly sbirany z infikovanych a neinfikovanych larev Akl RNAIi line a jeji
kontroly v 18 hpi a pro kazdou skupinu (s infekci/bez infekce) bylo provedeno 5 nezavislych

biologickych opakovani.

Na pfipravu jednoho vzorku bylo pouzito 100 larev. Vzorky hemocytd byly sebrany
stejnym zpusobem, jaky je popsan v kapitole (3.4.1). Sebrané hemocyty byly preneseny do
100 pl 1x PBS. Pro vymyti hemolymfy byly vzorky centrifugovany (5 min, 4 °C, 300 rcf). Po
odebrani supernatantu byl bunéény pelet promichan v 50 pl ultracisté vody (W) vhodné pro
MA analyzu. Tato bunécna suspenze byla 3x zamrazena v tekutém dusiku a rozpusténa v 37
°C pro zajisténi dostate¢né homogenizace bun¢k. Nakonec bylo ke vzorkiim pfidano 200 pl
roztoku acetonitrilu (ACN), metanolu (MeOH) a kyseliny mravenci (FA). Vzorky byly takto
uchovany v -80 °C pred dalSim zpracovanim. Samotné meéfeni, probihalo v Laboratofi

analytické biochemie a metabolomiky (ENTU, BC AV CR) (viz nize 3.7.2).

3.7.2. Metabolomicka analyza mnozstvi ATP, ADP a AMP

Vzorek byl sonifikovan 5 min pii 4°C, poté centrifugovan (Smin, 4°C, 7000 RPM), poté
byl odebran supernatant a peleta byla re-extrahovéana ve 100 pl smési MeOH:ACN:W (2:2:1,
v/v/v) za pouziti ultrazvuku a centrifugace za stejnych podminek. Spojené supernatanty byly
odpateny (Jouan RC 10.10 and RCT 60, Saint Herblain, Francie) a znovu rozpustény v 50 pl
50% ACN. Takto pfipraveny vzorek byl pouzit pro kvantitativni analyzu ATP, ADP a AMP,
pro kterou byl pouzit kapalinovy chromatograf Agilent Infinyty II 1290 ve spojeni
s hmotnostni detektorem Agilen 6495B (vse Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornie,
USA). Separace byla provedena na kolon¢ SeQuant ZIC-pHILIC, 150mm x 4.6 mmi.d., Spm,
(Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) za téchto podminek:

Pratok mobilnich fazi 450 pl/min; nastiik vzorku 5 pl; teplota kolony 35°C; mobilni faze
A (ACN) a B (20 mmol/1 uhli¢itan amonny o pH = 9.2; nastaven NH4OH); gradient: O min,
20 % B; 20 min, 80 % B; 20.1 min, 95 % B; 23.3 min, 95 % B; 23.4 min, 20 % B; 30.0 min,
20 % B. Nastaveni 6495B: parametry Jet Stream iontovy zdroj provozovany v pozitivhim
modu, teplota susiciho plynu 290 °C, pratok susiciho plynu 11 I/min, tlak na nebulizéru 25

psi, prutok “sheath gas” 121/min, teplota “sheath gas” 380 °C, napéti na vstupni kapilafe
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3500V, napéti na trysce 500V, ,iFunnel“: vysoky tlak RF 150V, nizky tlak RF 60V.

Hmotnostni spektrometr byl provozovan v rezimu MRM.

Data byla zabirana MassHunter Workstation verze 10.1 a procesovana MassHunter

Qunantitative Analysis version 9.0.

3.8.Statistické testy a zpracovani dat

Veskera statisticka analyza ziskanych dat a nasledna tvorba grafii probihala v programu
GraphPad Prism 8. Ve vytvorenych grafech je pak statisticka vyznamnost vyjadfena pomoci
hvézdicek, kdy jedna hvézdicka (*) = p-hodnota < 0,05, dvé hvézdicky (**) = p-hodnota <
0,01, tfi hveézdicky (***) = p-hodnota < 0,001. U vSech vzniklych dat byla zkontrolovana
normalita a homogenita varianci a nasledné byla tato data vyhodnocena pomoci T-testu, popf.

Mann-Whitney testu.

Z vychozich dat z RT-qPCR byla vysledna exprese gent vypoctena pomoci AACt
(double-delta Ct) analyzy. Z Ct (z angl. cycle threshold) hodnot jednotlivych technickych
triplikatd byl vytvofen aritmeticky prumér, jez zastupoval Ct hodnotu jednotlivého
biologického ,replikatu®. Jak jiz bylo naznaceno (viz vyse 3.4.) exprese cilovych gent byla
normalizovana dle exprese Rp49 a u kazdého biologického opakovéani experimentalni i

kontrolni linie byla vypoctena hodnota ACt dle nésledujiciho vzorce:
ACt = Ct (gen zajmu) — Ct (housekeeping gen Rp49)

Nasledné byl vytvoren aritmeticky pramér z ACt hodnot 0 hpi vzorka kontrolni linie,
ktery byl pouzit jako kalibra¢ni hodnota pro vypocet AACt hodnot vSech biologickych
opakovani experimentalnich i kontrolnich linii. Pro vypocet AACt hodnot byl tedy pouzit

nasledujici vzorec:
AACt = ACt (biologické opakovani) — ACt (kalibac¢ni hodnota)

AACt hodnoty vSech biologickych opakovani byly pro odstranéni zapornych hodnot

umocnénim ¢isla 2 na -(AACt) pifevedeny na tzv. ,.fold change* neboli ndsobnou zménu:

»fold change® = 2 - (4ACY
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Relativni exprese gent je tak ve vyslednych grafech uvadéna jako pravé zminéna ,,fold
change* kalibrovana dle exprese kontrolni linie v ¢ase O hpi, jez se pak v grafech rovna 1.
Pokud je tedy u experimentalni skupiny vzorka ,.fold change* rovna 1, tak relativni exprese
sledovaného genu je mezi touto experimentalni skupinou a kontrolni (kalibra¢ni) skupinou
shodna a nedochazi k zadné zméné. Hodnoty ,.fold change* vyssi nez 1 pak znaci zvySenou

expresi, a naopak hodnoty nizsi nez 1 znaci snizenou expresi.

P1i pocitani hemocyta byl vysledny pocet bun€k na larvu vypocten dle vzorce Neubauer

improved.
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4. VYSLEDKY

4.1. Ovéieni efektivity RNA interference

Cilem této prace bylo vyhodnotit vliv uml¢eni Akl na funkci imunitniho systému D.
melanogaster. Toto umlCeni bylo v této praci piipraveno pomoci Akl RNAI, kterou bylo nutné
nejprve overit. Nase laborator méla k dispozici dvé linie umoziujici Akl RNAi (1446, 1447).
Proto byla u obou téchto genotypt s Akl RNAI a jejich prislusnych kontrol (kiizeni A a B)
s odpovidajicim genetickym pozadim provedena RT-qPCR a ovéfena tak jeji efektivita (Obr.

5).
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Obr. 5: Relativni mnozstvi mRNA AkI u sledovanych skupin genotypui v 0 hod a 18 hod
po infekci (hpi). A: Srp > control — kiizeni 1666 x1499 v O hpi a 18 hpi bez infekce (Cernd)
av 18 hpi s infekci (Seda); Srp > AkI-RNAi —kiizeni 1666 x 1446 v 0 hpi a 18 hpi bez infekce
(Cerna) a v 18 hpi s infekcei (Sedd). Mezi genotypy doslo po infekei k 33,5% poklesu v expresi
Akl. B: Srp > control — kiizeni 1666 x1498 v 0 hpi a 18 hpi bez infekce (Cerna) a v 18 hpi
s infekci (Seda); Srp > AkI-RNAi —ktizeni 1666 x 1447 v 0 hpi a 18 hpi bez infekce (Cernd) a
v 18 hpi s infekci (Seda). Exprese Akl mezi témito genotypy po infekci klesla o0 79,4 %. C:
priblizené B. Relativni exprese genu Ak/ vyjadiena pomoci ,,fold change® je v jednotlivych
Casech vzdy vztazena vzhledem k urovni relativni exprese Ak/ v neinfikované kontrole v 0
hpi, ktera byla uméle stanovena jako 1. Statisticka signifikance, jez byla vypoctena pomoci
Mann-Whitney testu, je oznaCena hvézdickami (**p <0,01) a pismeny ns (no-significance).
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Stejné jako naSe predchozi data (viz Obr. 3) vysledky z RT-qPCR potvrdily, ze exprese
Akl se v hemocytech drozofily po infekci vyrazné zvySuje (Obr. 5). Mimo to vSak tyto
vysledky ukazaly, ze u prvniho kiizeni A se exprese Akl u Akl RNAi much po infekci snizila
pouze o 33,5 %, coz pro ucely mych experimentd nebylo dostacujici (Obr. 5, A). V pripadé
druhého ktizeni B vSak u Akl RNAi much doslo po infekci k 79,4% poklesu v expresi Akl
(Obr. 5, B). V nasledujicich experimentech jsem tak pro indukci Akl RNAI jiz pouzivala pouze
toto kiizeni (B). Ak RNAi u tohoto kiizeni (B) pak za normalnich podminek, tedy bez infekce,

nesnizovala expresi Akl v porovnani s kontrolou (Obr. 5, C).

4.2. RNA interference Akl ma negativni vliv na aktivaci imunitniho systému

D. melanogaster

Jak jiz bylo v uvodu zminéno, pokud nedojde k aktivaci imunitniho systému, tak se
lamelocyty v drozofile téméf nevyskytuji. Také vSak jiz vime, ze imunitni odpovéd’ je velmi
energeticky naroCny proces. Predpoklada se tak, ze v pripadé selhani systému fidici
energetickou homeostazu muze proto dojit k naruseni rozvoje efektivni imunitni odpovédi,
které se mimo jiné projevi snizenym pocétem lamelocyti. Pro vyhodnoceni vlivu snizené
exprese Akl pii aktivaci imunitniho systému drozofily byl tak po infekci parazitoidni vosickou

u danych genotypu sledovan celkovy pocet lamelocyti (Obr. 6). Lamelocyty byly vzdy
A Ak1 RNAIi lamelocyty

15000~
10000+

5000

Pocet bunék/larva

Obr. 6: Pocet lamelocyti Ak RNAi (Seda) a kontrolnich larev (¢erna) D. melanogaster
18-24 hodin po infekci. Kazdy bod reprezentuje pocet lamelocytt v larveé. Horizontalni
Cary uprostied pak znazoriuji aritmeticky pramér a jeho smérodatnou odchylku (standard
error of mean, SEM). Statisticka vyznamnost byla vypoctena dle Mann-Whitney testu a
znazornéna pomoci hvézdi¢ek (**p <0,01).
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pocitany v intervalu 18-24 hpi, a tedy v dobé kdy by se aktivované lamelocyty jiz mély

nachazet v hemolymfg€, ale nemeély by plné enkapsulovat vajicko.

Larvy s Akl RNAi maji v porovnani s kontrolou signifikantné nizsi pocet lamelocytu.
Tyto vysledky tak znaci, ze potlaceni Akl pomoci RNAi negativné ovliviiuje aktivaci

imunitniho systému D. melangaster a je nutna pro efektivni imunitni opoveéd'.

4.3. RNA interference Akl ma negativni vliv na pieziti D.melanogaster

Pomoci testu preziti byla nejprve ovéfena samotna zivotaschopnost drozofily se
snizenou hladinou Ak1 bez infekce (Obr. 7, A). Vysledky ukazaly, ze mezi kontrolou a Akl
RNAi mouchami neni signifikantni rozdil v poctu vylihnutych dospélych jedinct, tudiz Akl

RNAIi v hemocytech za normélnich podminek neovliviiuje vyvoj D. melanogaster.

Abychom zjistili, jaky dopad bude mit niz§i hladina Akl u drozofily za energeticky
naro¢nych podminek jako je stres zptisobeny infekci a naslednou aktivaci imunitniho systému,
byl tento test proveden i s larvami po infekci (Obr. 7, B). Ukazalo se, ze po aktivaci imunitniho
systému maji drozofily s Akl RNAi téméf o polovinu nizsi procento pieziti nez kontroly a

Ak1 umlceni tak o¢ividné vyznamné ovliviiuje obranyschopnost D. melanogaster.
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Obr. 7: Procentualni pomér prezivsich jedincu D. melanogaster s Akl RNAi (Seda)
a prislusné kontroly (Cerna) bez infekce a po infekci. A: procento prezivSich bez
infekce. B: procento prezivSich po infekci. Mira signifikance byla vypoctena pomoci
Mann-Whitney testu a v grafech je zndzornéna pomoci hvézdic¢ek (**p <0,01) a pismeny
ns (no-significance).
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4.4 .Exprese genti mitochondridlnich izoforem Ak a ArgK se u kontrol a Akl

RNA interference nelisi

Je znamo, ze Akl deficinece muze byt do jist¢ miry kompenzovana dal§imi Ak
izoformami a CK (resp. ArgK). Mym dalsim ukolem bylo tedy zmé&fit exprese Ak2, Ak3 a
ArgK v kontrolach a Akl RNAi mouchach a porovnat, zda-li nejsou exprese téchto enzymu
v Akl RNAi mouchach vyznamné zvySené oproti kontrolam. Toto zvySeni by naznacovalo
moznou kompenzaci funkce Akl. Proto byla pomoci RT-qPCR u drozofily s Akl RNAi a
prislusné kontroly ovétena exprese Ak2, Ak3 a ArgK (Obr. 8).
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Obr. 8: Relativni mnozstvi mRNA Ak2, Ak3 a ArgK u D. melanogaster s Akl RNAi a
prislusné kontroly bez infekce (Cerna) a s infekci (Sedd) v 0 a 18 hpi. A: exprese Ak2. B:
exprese Ak3. C: exprese ArgK. Relativni exprese jednotlivych genll vyjadiena pomoci ,,fold
change” je v jednotlivych Casech vzdy vztazena vzhledem k trovni relativni exprese danych
gent v neinfikované kontrole v O hpi, ktera byla uméle stanovena jako 1. Statisticka
vyznamnost byla vypoctena pomoci Mann-Whitney testu a vyjadiena pomoci hvézdi¢ek (*p
<0,05; **p <0,01; ***p <0,001) a pismeny ns (no-significance).
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Exprese ani jednoho z téchto enzymu (Ak2, Ak3, ArgK) se po infekci nezvySuje, ale

naopak, jak u kontrol, tak u Akl RNAi much, po infekci vyrazné klesa. U vSech té€chto enzymu

pak mezi Akl RNAi mouchami a kontrolou nedochézi k zadné zmeéné v jejich expresi. Tyto

vysledky tak naznacuji, ze mitochondridlni izoformy Ak (Ak2, Ak3) a ArgK zfejmé

nekompenzuji nizkou hladinu Akl po aktivaci imunitniho systému.

4.5.Akl RNAI ovlivituje hladiny ATP a ADP v hemocytech D. melanogaster

Pro hlubsi porozuméni aktualniho stavu bunék drozofily po aktivaci imunitniho systému

pfi Akl umlceni byla u Akl RNAi a kontrolnich larev D. melanogaster provedena

metabolomicka analyza hladin ATP, ADP a AMP (Obr. 9).
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Obr. 9: Relativni mnozstvi ATP, ADP a AMP v Akl RNAi a kontrolnich larvach D.
melanogaster bez infekce (Cerna) a s infekci (Seda) v 18 hpi. A: ATP. B: ADP. C: AMP.
Statisticka signifikance byla vypocitana dle Mann-Whitney testu a vyjadfena pomoci

hvézdigek (*p < 0,05; **p < 0,01).

Mnozstvi ATP (Obr. 9, A) se u bunék kontrolnich larev drozofily po infekci

signifikantn€ zvySuje, zatimco u larev s Akl RNAI se navzdory rostouci tendence neprokazal

infekce signifikantné vy§si hladinu ATP nez kontrola.

PP
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Podobné jako ATP mé hladina ADP (Obr. 9, B) po infekci zvySujici se tendenci,
nicméné toto zvySeni je prukazné pouze u bun€k kontrolnich larev drozofily. Na rozdil od
ATP je vSak v ramci neinfikovanych Akl RNAi a kontrolnich larev hladina ADP pfiblizné
stejna. AvSak po infekci je hladina ADP u bunék Akl RNAi larev signifikantné nizsi

v porovnani s kontrolou.

V ptipadé AMP (Obr. 9, C) dle o¢ekavani jeho hladina po infekci vyznamné vzrostla, a
to jak u kontroly, tak u Akl RNAi larev. Hladiny AMP pak vSak byly téméf totozné u obou

skupin, jak bez infekce, tak i s infekci.

Akl RNAI tedy ovliviiuje hladiny ATP a ADP v hemocytech D. melanogaster.
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5. DISKUZE

e, ee

jedno z nejdulezitéjsich center energetické homeostazy (Dzeja a Terzic, 2009; Formoso et al.,
2015). Diky své unikatni distribuci napfi¢ burikou a schopnosti reverzibilni interkorverze
molekul ADP na ATP a AMP, je modulaci hladin téchto metaboliti ziejmé schopna velmi
dobre reflektovat aktualni energeticky stav buiiky a dle potieby regulovat jeji metabolismus.
Nase laborator ovéfila, ze imunitni bunky D. melanogaster podobné jako u savcu po aktivaci
prochéazeji metabolickym pfesmykem znamym jako Warbug efekt (KrejCova et al., 2019). A
protoze aktivované imunitni buiiky v ramci tohoto jevu upiednostiiuji aerobni glykolyzu a
sméruji tak svij energeticky metabolismus do cytoplasmy, rozhodli jsme se zaméfit na

cytopazmatickou izoformu adenylat kinazy - Akl.

Jeji uloha v aktivaci a metabolismu imunitnich bun€k byla v mych experimentech
zkoumana za pomoci umlceni Ak/ tkanove specifickou RNAi v hemocytech drozofily, pfi niz

byla Akl exprese snizena o 79,4 % (Obr. 5).

Na modelu infekce drozofily parazitoidni vosickou Leptopilina boulardi jsem zjistila,
ze Akl ma vyznamny vliv na aktivaci imunity a jeji efektivni odpoveéd’. Vysledky z mého
experimentu totiz ukazaly, ze poCet lamelocytu infikovanych Akl RNAI larev je v porovnani
s kontrolou signifikantné€ nizsi (Obr. 6). U savcl byl jiz prokazan vyznam Ak v diferenciaci a
maturaci bilych (Ak2) i Cervenych (Ak1) krvinek (Matsuura et al., 1989; Pannicke er al., 2009;
Dzeja a Terzic, 2009). Nizsi pocet lamelocyti v§ak znaci, Ze 1 u drozofily je Akl diky svému
vlivu na energetickou homeostazu dilezita pro spravnou diferenciaci hemocyti a ma tak
vyznamnou roli pfi aktivaci imunitniho systému. Predchozi studie odhalily, ze ucinnost
imunitni odpovédi proti infekci parazitoidni vosi¢kou vyznamné koreluje s po¢tem hemocytd
a ¢im vice ma octomilka hemocyta, tim vyssi je jeji rezistence k této infekci (Sorrentino et al.,
2004; Kacsoh a Schlenke, 2012). Tuto korelaci napt. prokazal Sorrentino et al. (2004) na
mutantech drozofily s riznym poctem hemocytu ¢i Kacsoh a Schlenke (2012) v ramci dvou
raznych kmena drozofily. Nicméné samotna vysoka koncentrace plasmatocyti k efektivni
imunitni odpovédi nestaci, a jak bylo prokdzano na Drosophila subobscura, pii absenci
specializovanych bunék lamelocyti nedochazi k uspésné enkapsulaci vajicka (Eslin a Doury,
2006). Uéinnost imunitni odpovédi je tak vSeobecnd zavisla na schopnosti produkovat

dostateCné mnozstvi lamelocytul, pti¢emz ¢im vyssi je jejich pocet, tim efektivnéjsi je imunitni
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odpoved’. Proto v souladu s touto korelaci a vzhledem k vySe zminénym vysledkim lze fici,

ze Akl mé znaény vliv 1 na i€innou imunitni odpoved.

Experimenty také prokazaly, ze snizend exprese Akl v imunitnich buiikach nema vliv
na samotnou zivotaschopnost D. melanogaster. Podobné jako v experimentech od Horiguchi
et al. (2014), kdy Akl umlceni ve vSech jednotlivych zarode¢nych listech, svalech, stieve,
nervové soustavé 1 v celém téle drozofily nemélo vliv na jeji zivotaschopnost, Ak/ RNAIi
specificka pro hemocyty neméla v mych experimentech za normalnich podminek vliv na
pomeér preziti drozofily (Obr. 7, A). Je to s nejvétsi pravdépodobnosti kvili tomu, ze RNAi za
normalnich podminek, tj. bez infekce vedouci k vyraznému zvysSeni exprese Akl, bazalni

expresi Akl neovliviiuje (Obr. 5, C).

Nizka hladina Ak1 v imunitnich butikdch nema na zivotaschopnost drozofily vliv, pokud
vSak nedojde k infekci. V souladu s nasi hypotézou se totiz ukazalo, ze po aktivaci imunitniho
systému pomoci infekce vosickou mely mouchy s Akl RNAi v porovnani s kontrolou vyrazné
nizs§i procento pieziti (Obr. 7, B). Podobné tak v Pucar et al. (2000) a Janssen et al. (2000)
experimentech nemeél Akl , knock-out” v srde¢nich a kosternich svalovych burikach vyrazny
vliv na udrZeni energetické homeostazy a v ramci vykonu svalstva nedochéazelo k vyraznym
abnormalitam, dokud vSak nebyly buiky vystaveny pomoci hypoxie metabolickému stresu.
To zpusobilo vyraznou energetickou dysbalanci, kdy v ramci zvySenych narokd na energii
doslo k energetickému deficitu bunék. Vzhledem k podobnostem bunééné signalizace a
metabolismu se savci, l1ze tak predpokladat, Ze i u hemocytl drozofily nizka hladina Akl
zpusobuje pii metabolickém stresu rovné€z vyrazné narusSeni energetické homeostazy, ¢imz
pak snizuje schopnost preziti. Jak se tedy ukazalo Akl je esencialni pro spravnou funkci

imunitniho systému a je nezbytna pro u¢innou obranyschopnost v pribéhu infekce.

Jak jiz bylo naznaceno, pii nedostatku Akl muze ziejmé dochazet k jisté kompenzaci
jinymi fosfotransferovymi systémy, jez také zasahuji do energetické homeostazy. Jiz diive
Dzeja et al., (1996) prokazal, ze inhibice CK v kosternich svalech potkana zptisobuje zvyseni
transferu fosfata pres Ak. Jako prvni moznost se tak u snizené exprese Ak1 nabizi kompenzace
ostatnimi izoenzymy Ak (Ak2, Ak3) a fosfotrnsferovym enzymem ArgK, jez u drozofily
zastava podobnou funkci jako savéi CK. Podobnou kompenzacni cestu zminil 1 Pucar et al.
(2000) ve své praci na myokardu mysi, kde predpokladal, ze pfi Akl deficienci tyto
mitochondrialni Ak predavaji zpracované vysokoenergické fosfaty cytozolické CK a

glykolytickym systémuam, jez pak zajistuji zachovani spravné distribuce energie. V jejich
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experimentech byla tato kompenzace za normalnich podminek ovSem viditelnd pouze na
zvysujici se aktivité glykolytickych enzym, ale exprese a ani aktivita CK se nezvySovala.
Janssen et al. (2000) nicméné€ na kosternich svalech Ak/ ,knock-out my$i zaznamenal pfi
hypoxii mirné zvySeni transferu fosfata katalyzovaného CK, ¢imz byl potvrzen jeji urcity

kompenzacni vliv.

Vysledky z mych experimentd ukazaly, ze u D. melanogaster se exprese Ak2, Ak3 a
ArgK v hemocytech larev ani v jednom piipad¢ po aktivaci imunitniho systému nezvysuje, ba
naopak po infekci signifikantn€ klesa, a jejich hladiny se u larev s Akl RNAi v porovnani
s kontrolou neméni (Obr. 8). Snizena exprese v pfipadé mitochondrialnich kinaz tak nadale
reflektuje presun energetického metabolismu do cytoplazmy bunék v prabéhu infekce
(Krejcova et al., 2019; nepublikovana data od Nedbalova, 2019). V pripadé ArgK pak neni
zcela jasné, proC jeji exprese po infekci takto klesa. ArgK prevadi fosfoarginin a ADP na
arginin a ATP (Wang et al., 1998), tudiz nijak nevyuziva AMP, které se na zakladé nasich
metabolomickych dat po infekci vyznamné zvysuje (Obr. 9, C). Je tedy mozné, ze ma Akl po
infekci zasadni vyznam pravé proto, ze dale zpracovava hromadici se AMP, kdezto ArgK
slouzi pouze jako transportér pro vysokoenergetické fosfaty napti¢ burikou. Protoze hromadici
se AMP aktivuje anabolismus-tlumici AMPK, coz ovS§em neni pro imunitni buiky vyhodné
(viz nize), jeho zpracovani v imunitnich buikdch Akl nebo AMP deaminazou je velmi
dilezité. Vysledna exprese Ak2, Ak3 a ArgK v Akl RNAi hemocytech po infekci tak
naznacuje, ze zde nedochazi ke kompenzaci snizené hladiny Akl, nicméné pro potvrzeni této

hypotézy je tfeba provést dalsi experimenty zalozené na méteni aktivity téchto enzymad.

Dalsim znamym kompenzacnim mechanismem je glykolyza, resp. glykolytické enzymy,

jez mohou byt dal§im pfedmétem vyzkumu v tomto projektu (Pucar et al., 2000).

V ramci této prace jsem se také zaméfila na to, jak se pii snizené expresi Akl méni
hladiny ATP, ADP a AMP. Aktivace imunitnich bunék je energeticky narocny proces a
aktivovany hemocyt tak vyzaduje pomérné velké mnozstvi ATP (Lochmiller a Deerenberg,
2000; Dolezal et al., 2019). Spotiebou ATP vsak v buiice roste AMP (Pan a Hardie, 2002).
Pokud ma pak burika k dispozici dostateCny piisun glukozy, tak Akl muze hypoteticky
pribyvajici AMP a zbylé ATP prevadét na ADP, které mize byt nasledné vyuzito v glykolyze
pro dalsi tvorbu ATP. Tato hypotéza je tak i v souladu s tim, ze vysoka hladina bunécného
glykogenu potlacuje aktivacit AMPK (Hardie et al., 2003). Pokud vSak v butice neni dostatek
glukozy, a buiika tak nema dostatek substratu pro glykolyzu, v buiice se zacne hromadit AMP,
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jez nasledné aktivuje AMPK. Ta ovSem potlacuje anabolismus a inhibuje aktivitu burky, coz
je uimunitnich bunék nezadouci jev (Salt et al., 1998; Hardie et al., 2003). Pan a Hardie (2002)
pak tuto aktivaci AMPK zpusobenou nedostatkem glukozy prokazal i u D. melanogaster. Pti
nedostatku glukozy tak reakce katalyzovana Akl pravdépodobné probiha v opaéném sméru a

produkci AMP pak podporuje AMPK signalizaci.

V mych experimentech se ukazalo, ze hladiny vSech tfi metabolitd (ATP, ADP, AMP)
v hemocytech D. melanogaster maji tendenci se po infekci zvySovat, nicméné snizena exprese
Akl ma v hemocytech drozofily vliv pouze na hladiny ATP a ADP. Jak se totiz ukézalo, jiz
samotna absence tohoto enzymu, ktery by za normalnich podminek ATP konvertoval spolu
s AMP na ADP, vyrazné ovliviiuje hladinu ATP a jiz bez infekce se jeho hladina v porovnani
s kontrolou signifikantné zvysuje (Obr. 9, A). Oproti tomu hladina ADP se v Akl RNAi
hemocytech za norméalnich podminek v porovnani s kontrolou nemeéni, nicméné po infekci je
jeho hladina oproti kontrole signifikantné€ nizsi (Obr. 9, B). Jednim z vysvétleni tohoto jevu
by mohlo byt, ze imunitni burika ma po aktivaci infekci stale dostatek glukozy a za
fyziologickych podminek tak Akl z ATP a AMP produkuje ADP pro glykolyzu, ale jakmile
burice Akl chybi, tak nedochézi k této konverzi a hladina ADP se diky tomu snizi. Jak se
predpokladalo, mnozstvi AMP se v hemocytech drozofily po infekci vyrazné zvysuje, jeho
hladiny ovsem piekvapivé nejsou nizsi expresi Akl nijak ovlivnény (Obr. 9, C). Nicméné je
mozné, ze hromadici se AMP muze byt pomoci AMP deaminazy (AMPdeam) konvertovano
na IMP, a byt tak castecné redukovano (Dzeja a Terzic, 2009). Na zaklad¢ jinych
metabolickych méfeni v nasi laboratofi totiz vime, Ze po infekci se hladina IMP v hemocytech
drozofily signifikantné zvySuje. Tuto hypotézu je vSak treba dale ovéfit zmérenim mnozstvi
IMP i pfimo v ramci Akl RNAi hemocyti a zméfenim exprese AMPdeam pomoci qPCR. Dle
téchto vysledkt z mych experimentd jsem vytvorila ilustrativni schéma shrnujici cely déj (Obr.
10). Ackoliv tedy Akl RNAi v hemocytech drozofily ovliviluje pouze hladiny ATP a ADP,
lze fici, ze Akl vyznamné zasahuje do energetické homeostazy imunitnich bunék a ovliviuje

tak funkci celého imunitniho systému.
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6. ZAVER

Pro vyhodnoceni tlohy Akl v aktivaci a metabolismu imunitnich bunék bylo pomoci
RNAI uspésné provedeno Akl uml€eni v hemocytech D. melanogaster a za pomoci RT-qPCR
byla nasledn€ ovéfena snizena exprese Ak/. Vliv této snizené hladiny Akl na imunitni systém
drozofily byl pak v této praci studovan na modelu infekce parazitoidni vosi¢kou Leptopilina
boulardi. Po infekci touto vosickou bylo na poctu lamelocyti demonstrovano, ze Akl ma
vyznamny vliv na aktivaci imunity a jeji efektivni odpovéd’. Zjistilo se také, ze Akl RNAIi
nema za normalnich podminek vliv na samotnou zivotaschopnost D. melanogaster, dokud
vSak neni vystavena metabolickému stresu v podob¢ aktivace imunitniho systému, a po infekci
vosiCkou se vyrazné snizuje jeji zivotaschopnost. Kromé toho byla provéfena nabizejici se
mozna kompenzace Akl ostatnimi izoformami Ak, mitochondrialnimi Ak2 a Ak3, a
fosotransferovym enzymem ArgK. Vysledky vSak naznaCovaly, ze Ak2, Ak3 a ani ArgK
pravdépodobné Akl nekompenzuji. Nakonec se pomoci metabolomické analyzy hladin
adeninovych metaboliti (ATP, ADP, AMP) potvrdilo, ze nizka hladina Akl v hemocytech
drozofily mé vliv na hladiny ATP a ADP, a Akl tak vyrazné ovliviluje energetickou

homeostazu imunitnich bunék D. melanogaster.
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8. PRILOHY

Tab. VII: Sekvence pouzitych , forward” (Fw) a ,,reverse” (Rev) primert pii qPCR.

Nazev Sekvence primeru (od 5 konce k 3 konci)
primeru

Akl Fw CTCGGCATTGATCGTAAGGG
Akl Rev CGATCTGGCGCTGTACTTTG
Ak2 Fw TCATCGAGTTTGCCATCGAC
Ak2 Rev CTCCAGTGACATCGTCCGTC
AkK3 Fw GATCCAGCGATTCTTGACCC
AKk3 Rev CGGATAACCGAGGTAGGCAAC
Argk Fw ATGGAGATGATGCGGAGATG
Argk Rev TCGACGACCACTTCCTGTTC
Rp49 Fw AAGCTGTCGCACAAATGGCG
Rp49 Rev GCACGTTGTGCACCAGGAAC
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