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1. UVOD

1.1. Co jsou IDGF

Drosophila melanogaster je vyznamny modelovy organismus, pro ktery je mozno
pouzit celou fadu propracovanych genetickych metod na zjistovani genovych funkci. Diky
pokroktim v molekularni biologii, byl rovnéz osekvenovan jeji cely genom. Je k dispozici cela
fada dobfe definovanych bunéénych linii. Precisténim pouzitého média z linii S2 bunék, které
vykazuji nékteré vlastnosti makrofag, byl roku 1995 izolovan abundantni protein o
hmotnosti 47 kDa a posléze objeven prvni z ldgf genti nazvany Chit- like, ktery koduje
protein DS47 (Kirkpatrick et al. 1995). O ¢tyfi roky pozdé&ji byly objeveny i dalsi ldgf geny a
to diky analyze proteini precisténého média, ve kterém rostla kultura bun¢k imaginalnich
terckt CL1.8+ (Kawamura et al. 1999). Jednalo se o vlibec prvni polypeptidické ristové faktory
nalezené u bezobratlych zivocichti.

Rodina IDGF vznikla pravdépodobné duplikaci gend pro chitinazy, se kterymi se
shoduji v 15- 25 % (Hakala et al. 1993, Varela et al. 2002). Narozdil od nich, ale proteiny
IDGF nemaji enzymatickou funkci. Pfi srovnani proteini IDGF s chitindzami se zjistilo, Ze u
nich doslo na pozici 132 (u IDGF2) ke zméné kli¢ové skupiny Glu, ktera je typickd pro
chitinazy, na Gln. Proteiny jsou vSak stdle schopny véazat cukerné slozky membranovych
proteint (Varela et al. 2002). Charakteristicka vlastnost proteinit IDGF spociva v tom, Ze maji
bud’ samotné, nebo ve spolupraci s inzulinem schopnost podporovat proliferaci buné¢k
imaginalnich tercku in vitro (Kawamura et al. 1999). O dalsich funkcich téchto proteind se
veédélo pouze malo, avSak fada védcii se domnivala, Ze se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o
potenciondlni imunitni faktory (Kirkpatrick et al. 1995). Tato domnénka byla potvrzena na
zakladé expresni Cipové analyzy, kdy se zjistilo, ze Idgf geny jsou pfitomny jako soucast
odpovédi na infekce gramnegativnimi a grampozitivnimi bakteriemi (Irving et al 2005).
Koncentrace proteinit IGDF v larvalni hemolymf¢ také nartsta pfi poranéni a vSichni ¢lenové
rodiny jsou slozkou hmyziho strupu (Karlsson et al 2004).

Do proteinii podobnym chitindzam (se kterymi jsou IDGF tuzce pifibuzné) miZeme
zafadit 1 tzv. chitinase- like proteiny, které byly popsany u savct. U Cloveéka se jedna o dva
proteiny: HC- gp39 (neboli YKL- 40), ktery je produkovan bunikami v synovialni tekutin¢ a
buiikami kloubni chrupavky, ktery ovliviiuje zvysenou produkci kolagenu. Uastni se
zéanétlivych procest, které souviseji s revmatickymi chorobami a osteoartritidou (Hakala et al.
1993, Hu et al. 1996). Druhym proteinem je YKL- 39, ktery je produkovén piimo
v chondrocytech (Steck et al. 2002). Vysoky obsah téchto proteinti ziejmé souvisi
s udrzovanim homeostaze v chrupavkach (Recklies et al. 2000). U mysi se nachéazi protein
ECF- L (synonymum YM- 1), ktery pusobi jako chemotakticky faktor pro eosinofily
(Owhashi et al. 2000). Dale se u mysi vyskytuje druhy sekvencné podobny lektiny YM- 2.
Oba proteiny YM souviseji Se zanéty a premeénou tkan¢ béhem zanétu (Nio et al. 2004).



1.2. Rodina IDGF u D. melanogaster

U D. melanogaster mizeme nalézt $est gent ldgf, které maji podobnou sekvenci, ale
1isi se specifitou exprese a umisténim v genomu. Konkrétné se jedna o geny Idgf 1- 5 a gen
Chit- like, kodujici protein DS47. VSechny tyto geny maji vice méné stejnou délku (2- 3 kb) a
exon/ intronové usporadani (lisi se pouze ldgf 1, ktery ma o exon mén¢). V kddujicich
oblastech navic vSechny vykazuji 55 % identitu na urovni DNA (Kawamura et al. 1999).

Glykoprotein DS47 se nachazi na pravém raménku 2. chromozomu, v oblasti 53D a je
kodovan genem Chit-like. Je hojné sekretovan embryonalni bunéénou linii S2, kterda ma
nekteré vlastnosti makrofagti. Dale je produkovan hemocyty a tukovym télesem, které
Vv hmyzi fi$1 funguje jako analog jater. Stejné jako naptiklad pro imunitu dilezité cekropiny,
je i glykoprotein DS47 sekretovan do hemolymfy, coz je v souladu sjeho souvislosti
S imunitnim systémem. Bylo zjiSténo, Ze po infekci bakteriemi jeho hladina kleséa (Vierstraete
et al. 2004). Déle bylo prokazéno, ze mezi lidskym HC gp-39, mySim YM-1, ktery je
sekretovan z aktivovanych makrofagli a proteinem DS47 existuje vyznamnad sekvencni
homologie vykazujici 42- 57% shodu (Kirkpatrick et al. 1995, Kirkpatrick et al. 1997).

Na levém raménku druhého chromozomu se v oblasti 36 A nachazi trojice genu 1dgf 1,
Idgf 2 a ldgf 3, které vytvaii 7,8 kb dlouhy klastr. Koduji vyznamné proteiny hemolymfy,
ucastnici se imunitni odpoveédi (Kawamura et al. 1999, Vierstraete et al. 2004). Produkovany
jsou tukovym télesem, hemocyty a ¢aste¢né i lymfatickou zlazou (Irving et al. 2005). ldgf 1 a
2 stimuluyji proliferaci, polaritu a motilitu buné€k imaginarnich terc¢ku in vitro. (Kawamura et
al. 1999).

Idgf 1 patii mezi proteiny, které jsou indukovany septickym poranénim. Jeho funkce je
pod cirkadianni kontrolou (Ceriani et al. 2002) a v organismu D. melanogaster se se hromadi i
S pfibyvajicim vékem (Zou et al. 2000). Pfi laboratornich pokusech bylo zjiSténo, Ze se
hladiny Idgf 1 mRNA vyrazné zvysi po podani 4- fenylbutyratu. 4- fenylbutyrat je latka,
inhibujici histonovou deacetyldzu a diky tomu dochazi k hyperacetylaci histonli a jejich
naslednému uvolnéni z vazby na chromatinu. U D. melanogaster bylo prokazano, ze 4-
fenylbutyratu dokaze prodlouzit délku jejich Zivota (Kang et al. 2002).

U proteinu Idgf 2 je znama krystalicka struktura. Hladiny Idgf 2 a ldgf 3 vyrazné
stoupaji t€sné po infekci grampozitivnimi bakteriemi a také po infekci kvasinkami jak ve 3.
larvalnim stadiu (Vierstraete et al. 2004), tak 1 u dospé€lct (Levy et al. 2004).

Idgf 4 je jediny gen této rodiny, ktery se nenachdzi na autozomu, ale na pohlavnim
chromozému X v oblasti 9A. Ve vysokém mnozstvi je uchovavan ve zralych oocytech.
K prvni expresi dochazi béhem gastrulace podél ventralni ryhy, dale v bunikach Zloutku. Na
konci embryogeneze a v larvalnim stadiu se exprese presouva do tukového télesa. Nalezen byl
také v peripodidlni membrané terckt kiidel, kde mulze jeho sekrece ovlivnit vyvoj
sloupcovitého epitelu (Butler et al 2003).

Na pravém raménku druhého chromozomu se v oblasti 55C nachazi gen ldgf 5, ktery
byl nalezen jako posledni a to na zdkladé¢ podobnosti DNA sekvenci v genomové databézi
(Zhu et al 2004).
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Obr. 1: Umisténi IDGF genii u Drosophila melanogaster
1.3. Proteiny IDGF a obranyschopnost organismu

Jak jiz bylo feceno, Idgf geny (konkrétné Idgf 1-3 +chit-like) se vyraznou mérou podili
na Cinnosti imunitniho systému D. melanogaster. Imunitni systém je v podstaté souhrn
mechanismu, které zajistuji integritu organismu tim, ze rozeznavaji a likviduji cizi nebo
vlastni potencialné $kodlivé struktury. Imunitni systém je podle zpasobu ochrany organismu
rozdélen dle specifity do dvou systému, znamych jako vrozend a ziskand imunita. Bezobratli
zivoCichové, vcetné hmyzu, vyuZzivaji vrozenou imunitu. Nejvice prostudovany obranny
mechanismus této imunity byl popsan pravé u D. melanogaster.

Pfirozenymi piekaZkami pii ochrané organismu pifed patogeny jsou anatomické a
fyziologické bariéry. Anatomické bariéry jsou zprostiedkovany piedev§im kutikulou,
epitelem travici soustavy, sliznicemi nebo mukoéznimi sekrety a mechanicky zabranuji vstupu
infekce do téla (Kindt et al. 2007). Fyziologické bariéry vytvaii kaskadu vedouci k lyze
patogennich mikroorganismui uvnitft téla (Jelinek and Zichacek 2000).

Vrozena imunitni odpovéd’ se déli, podle povahy imunitni obrany, na humoralni a
buné¢nou (Lavine and Strand 2002).

Béhem humordlni imunitni odpovédi jsou spustény tfi procesy a to srdzeni
hemolymfy, které je spjato s melanizaci a dale syntéza antimikrobialnich peptida (Vilmos and
Kurucz 1998) Ke koagulaci hmyzi hemolymfy dochazi v mistech vnéjsiho poranéni
(Theopold et al. 2004). Koagulace je dilezitd z hlediska zastaveni ,krvaceni a inhibici
patogend, které by se mohly pies poranéni dostat do té€la (Theopold et al. 2002). Mnohé studie
na D. melanogaster odhalily, Ze srazenina zpocatku obsahuje vlaknitou matrix s velkym
mnozstvim plasmatocyti (viz déle). Tento proces je nasledovan tuhnutim hemolymfy
spojovanim proteinti a melanizaci (Scherfer et al. 2006), neboli tvorbé strupu, zacelujiciho
poranéni. Tvorba pigmentu melaninu je katalyzovand enzymem fenoloxidazou, ktera se pfi
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melanizaci pfeméiuje ze své inaktivni formy, profenoloxidazy, na aktivni. Profenoloxidaza je
u D. melanogaster syntetizovana v krystalovych buikach a transportovana bud’ do kutikuly,
do mista poranéni nebo do enkapsulovaného parazita (Ashida and Brey 1995). Poté nasleduje
polymerizace a tvorba ¢erného pigmentu a tim i strupu (Neubauerova et al. 2009).

Poté co se do organismu dostal patogen, za¢ne imunitni systém syntetizovat také
antimikrobialni peptidy. U D. melanogaster se nachazi piiblizné 34 antimikrobialnich peptida
tvoticich rodiny, které se rozdé€luji podle typu patogenu, na ktery reaguji. Patii mezi né
naptiklad cekropiny (reaguji na grampozitivni a gramnegativni bakterie, houby), tzkospektré
na glycin bohaté attaciny (gramnegativni bakterie) nebo drosomycin (houby) (Hultmark
2003). Antimikrobidlni peptidy jsou produkovéany v tukovém télese a jsou vylévany do
hemolymfy, kde se n€kolik hodin po infekci miize zvysit jejich mnozstvi az na 100 pmoli
(Neubauerova et al. 2009).

1.4. Hemocyty D. melanogaster a bunécéna imunita

Bunééna odpoveéd je zprostfedkovana diky hemocytim, obsazenych v hemolymfg.
Tvarove jsou velmi proménlivé a vSechny maji jadro (Kodrik 2000). Lze je rozdélit do dvou
kategorii: volné, které cirkuluji télnimi dutinami a pfisedlé, které byvaji piidruzeny k riznym
tkanim a organim (Holz et al. 2003). Hemocyty vznikaji procesem zvanym hematopoesa,
kterd se odehrava ve dvou odliSnych stddiich ontogeneze. Prvni populace bunék vznikd z
hlavového mezodermu béhem cCasné embryogeneze, nasledovéna je pak druhou populaci
bun¢k odvozenych z mezodermu lymfatické zlazy v pozdéjsi fazi vyvoje (Traver and Zon
2002). Hematopoesa probihda v hematopoetickych organech, které se nejcastéji nachazejici
v oblasti srdce nebo jsou s nim ptimo spojeny. Hlavnim zdrojem hemocyti v D. melanogaster
je lymfatickd zlaza, coz je struktura pobliz anteriorni ¢asti srdce. Nové hemocyty vznikaji
délenim jiz existujicich hemocytii nebo diferenciaci z prohemocytii, nékteré jsou dokonce
odvozené od blastodermu (Holz et al. 2003). Pocet hemocytli v hemolymf€ kolisé a je zavisly
na vyvojovém stadiu. Béhem metamorf6zy jejich mnozstvi nartsta, nebot’ se zvySuje potieba
fagocytozy fady Castic a velkych molekul, coz je kol pro plasmatocyty (Evans et al. 2003,
Kodrik 2000). Dospélci D. melanogaster postradaji hematopoetickou tkan, proto jsou béhem
sveho kratkého dospélého Zivota =zavisli pouze na hemocytech vzniklych béhem
embryondlniho a larvalniho stadia (Xionghui et al. 2011).

Diky mnoha védeckym studiim se dnes také vi, jak je hematopoesa fizena. Pro
determinaci a diferenciaci do ptislusnych cytotypt jsou diilezité zejména rodina traskripénich
faktori GATA (Serpent/ GATA), jejich kofaktori (U- shaped/ FOG), AML1 doména
transkripénich faktort (Lozenge/ Runx1) stejné tak jako Notch signalizace (Duvic et al.
2002), gen serpent (Rehorn et al. 1996), gen Pvf2 pak zodpovida za proliferaci hemocyti
(Munier et al. 2002). Dalsi gen glial cells missing ovliviiuje osud plasmatocytt, geny lozenge
a Notch pak kontroluji vznik krystalovych bunék (Bernardoni et al. 1997).
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Obr. 2: Rizeni hematopoesy u Drosophila melanogaster (Williams 2007)

A). Embryo
Gata transkripéni faktor Serpent (Srp) je zodpovédny za vznik prohemocyt. Zhruba uprostifed embryonalni faze
se za¢nou iniciovat transkripéni faktory Gem a Gem?2. V nékterych hemocytech je exprese téchto faktort

snizena, coz vede k expresi jiného transkripcniho faktoru a to Lz, ktery nalezi do rodiny RUNT. Exprese tohoto
faktoru vede k diferenciaci nékterych hemocytll na krystalové butiky. Trvajici exprese faktort Gem a Gem?2 je
pak nezbytna pro formaci embyotickych plasmatocytu.
B). Larva

V larvalni fazi je za vznik prohemocytti zodpovédny také transkripéni faktor Spr. Proliferace hemocytl je pod
kontrolou PDGF VEGF receptoru Pvr a drahy Ras/ Raf. Proliferace je inhibovana Tsp68C. Podobné jako u
embryi je exprese Gcm a Gecm2 zodpovédna za vznik plasmatocytl. Ets transkripéni faktor Pointed (Pnt) muze
byt do formace plasmatocyti také zapojen. Drahy Notch a JAK/ STAT spole¢né s transkripénim faktorem Kn
fidi vznik lamelocytd. Do tohoto procesu muze byt zapojen i Ets inhibi¢ni faktor Anterior open (Aop). Pro
formaci krystalovych bun€k je stejné jako u embryi dilezity Lz. Signdlni draha Notch je do formace
krystalovych bunék zapojena také, na rozdil od embryi. Proces miZe byt inhibovan U- Shaped (Ush)
transkripcnim faktorem

V larvalnim stadiu D. melanogaster se vyskytuje 5 hlavnich typi hemocyti:
plasmatocyty, z nichz je odvozeno 95 % cirkulujicich hemocytd, podocyty, které vznikaji
z plasmatocytti na konci tfetiho larvalniho stadia, krystalové bunky, lamelocyty a malé
prisedlé bunky, které vytvaii rizn¢ velké skupinky v integumentu (Ritzki and Ritzki 1980,
Holz et al. 2003). Pro funkci imunitniho systému jsou dulezité plasmatocyty, lamelocyty a
krystalové buniky. Jejich tkolem je likvidovat cizorodé latky v organismu a podileji se na
fagocytose, tvorbé nodull a enkapsulaci, coz jsou tfi zakladni d&je zajiStované bunécnou
imunitni odpovédi (Lavine and Strand 2002).




O molekularnich aspektech fagocytosy u hmyzu se vi pouze malo informaci (Scott et
al. 2005). Princip je ale stejny jako u obratlove a dochédzi pfi ném k obklopeni
mikroorganismti nebo cizorodych bun¢k aktivnim pohybem cytoplasmy (pseudopodiemi),
nebot’ buiikky maji na povrchu pouze tenkou plasmalemu, diky niz dokédzou ménit sviij tvar.
Vytvoti se méchyfek, do n¢hoz jsou vylouCeny enzymy a ty pak zabezpeci destrukci a
straveni obsahu (Necas et al. 1982). Béhem nodulace dochazi také k obklopeni cizorodého
organismu, tentokrat ale spojenim né¢kolika hemocyti. Noduly se pak mohou pfichytit ke
tkani nebo mohou byt enkapsulovany (Vilmos and Kurucz 1998). Enkapsulace je mozno
vysvétlit, jako mnohobunéény obranny mechanismus, zahrnujici kooperaci hemocytt, které
okolo cizorodé ¢astice vytvoiri mnohovrstevnou kapsuli. Enkapsulace je zprosttedkovana diky
cytokinim a adheznim molekuldam (Castillo et al. 2011). Nemd vliv na expresi
antimikrobialnich peptidi, ale je spojena s procesem melanizaci. Ta zajisti, ze se diky aktivaci
enzymu fenoloxidazy (PO), ktery katalyzuje pocatecni kroky v melaniza¢ni reakci, znici
obklopeny mikroorganismus, nejéastéji entomopatogenni hlistice nebo vaji¢ka parazitickych
vosicek (Vilmos and Kurucz 1998, Gupta 2001).

Béhem embryogenese se v organismu vyskytuje pouze prvni typ hemocyti-
plasmatocyty. Obsahuji mnozstvi drsného endoplasmatického retikula, Golgiho aparatu a
mohou obsahovat také granule (Kodrik 2000). Jsou velmi variabilniho tvaru a diferencovany
jsou zbun¢k vznikajicich v mezodermu (Holz et al. 2003). K diferenciaci dochazi
Vv larvalnim stadiu, kde jsou zastoupeny v hojné mife a ptezivaji az do dospélosti. Jako jediné
hemocyty jsou schopny fagocytosy, coz je dulezité jednak kvuli odstranovani apoptovanych
(= odumfelych diky programované bunécné smrti) tkdni béhem embryondlniho vyvoje
(Kodrik 2000), ale také kvali likvidaci cizorodych patogenli (napi. patogenni bakterie
entomopatogennich hlistic) v organismu (Sparrow 1978).

Béhem larvélniho stadia se pak zacinaji diferencovat dalsi dva typy hemocytl: lamelocyty a
krystalové bunky.

Lamelocyty jsou pomérné velké ploché buiky (okolo 60 um a vice) typického
vzhledu. Jejich cytoplasma obsahuje velké mnozstvi ribozomi, je zde ale malé zastoupeni
ostatnich organel. (Lanot et al. 2001). Béhem larvalniho stddia dochazi v hematopoetickych
organech k jejich diferenciaci z prohemocyti. Zvlastnosti je, Ze nikdy nebyly nalezeny u
jedinct ve stadiu kukly a ve zdravych, neinfikovanych jedincich se také nevyskytuji. V malé
mife se ale mohou objevit béhem metamorfézy (Lanot et al. 2001). Podmétem k jejich
diferenciaci je napiiklad infekce parazitickymi vosi¢kami nebo tvorba tumoru (Carton and
Nappi 2001). Cizorodé ¢astice jsou enkapsulovany nové diferencovanymi lamelocyty, které je
diky svému tvaru obklopi a pfilnou k jejich povrchu. Vytvofii se nékolikavrstevny atvar, ktery
znekrotizuje a tim cizorodou Castici znici- viz dale (Nappi et al 2000).

Krystalové bunky jsou naproti tomu neadhezivni hemocyty, cirkulujici v hemolymf€. Nachézi
se pouze u D. melanogaster a morfologicky jsou podobné oenocytum, které se vyskytuji u
ostatnich hmyzich druhti. (Lavine et Strand 2002). Oenocyty jsou velké, velmi kiehké buriky,
které v preparatech in vitro brzy lyzuji a zmizi do n¢kolika minut (Strand and Noda 1991).
Jejich funkce neni zcela jasnd. Ziejmé ale produkuji latky potfebné pro tvorbu kutikuly a
navic obsahuji prekurzory fenoloxiddz. Krystalové buiiky naproti tomu plni imunitni funkci,



obsahuji prekurzory fenoloxidaz a podileji na proteolytické kaskadé (Kodrik 2000, Hultmark
2003).

1.5. Infekce D. melanogaster entomopatogennimi hlisticemi

Imunitni systém bezobratlych zivocichli zajimd védce jiz dlouhou dobu. V laboratornich
podminkach byly k pokusiim s imunitnim systémem pouzivany rizné modelové organismy a
vyvolany byly rizné modelové infekce. V posledni dobé se pravé k modelovym infekcim
velmi casto vyuzivaji entomopatogenni nematody Heterorhabditis bacteriophora a
parazitické vosicky Leptopilina boulardi, které jsem ke svym pokustim pouzila i ja.

Entomopatogenni hlistice jsou parazité, kteii infikuji a =zabijeji hmyz. VétSina
entomopatogennich hlistic patfi do ¢eledi Heterorhabditidae a Steinernematidae kmene
Nematoda. Invazni stadia ziji v ptidé, kde hledaji a nasledné pronikaji do larev hmyziho
hostitele (Valentova 2007). Zvlastnim vyvojovym stadiem v Zivotnim cyklu téchto hlistic je
tzv. invazni larva, vytvofend jako odpovéd’ na vycerpani zdroje potravy a nepiiznivé
podminky. Jde o voln¢ zijici stddium larvy tfetiho instaru (L3), které je dobie adaptovano na
dlouhodobé preziti v pud€. Zaroven slouzi jako infekéni stadium, které v predni Casti stieva
nese symbiotické bakterie (Han and Ehlers 2000). Bakterie napomahaji k infekci hostitele, ale
vétSina hlistic je Zivotaschopnd i bez nich (Castillo et al. 2011, Waterfield 2009). Bylo
prokazano, ze hlistice jsou i bez téchto bakterii schopny nakazit a usmrtit hostitele a to se
stejnou frekvenci jako s bakteriemi, avSak efektivnost G€inku byla mnohokrat mensi (Hallem
et al. 2007). Hlistice rodu Heterorhabditis Ziji v symbioze s bakteriemi rodu Photorhabdus,
coz jsou gramnegativni, pohyblivé bakterie, schopné bioluminiscence a fadi se mezi
Enterobacteriaceae (Burnell and Stock 2000).

Pokud invazni larva nalezne hostitele, pronikne do néj a vypusti bakterie do jeho
hemolymfy. Poté za¢ne odpovidat na dosud neznamy signal, ktery u nich vyvola Unik
Z vyvojov€ pozastavené¢ho invazniho stadia. Tento signdl se nazyva recovery a je vyvolan
potravnim signdlem (Ehlers 2001). Pravé béhem této faze, dochdzi k uvoliiovani
symbiotickych bakterii do hemolymfy hostitele, ktery do n¢kolika hodin nebo dnli umira na
toxémii nebo septikémii. Kdyz bakterie dosahnou stacionarni faze svého riistu, zacnou
sekretovat lipazy, proteazy a Sirokospektrd antibiotika. Funkci enzymil je ziejmé rozklad
hmyzi tkané, coz poskytuje potravu pro hlistice (Burnell and Stock 2000). Pokud jsou
dostupné vSechny ziviny, vyvojovy cyklus probihd standardné, pokud jsou ZzZiviny jiz
vsttebany, larvy se vyviji zpét do invaznich, které¢ si zachovévaji symbiotické bakterie,
opousti mrtvolu hostitele a za¢nou hledat nového (Ehlers 2001).

Nejsnadnéj$im zpisobem vniknuti do hostitele se pro invazni larvu stdva ustni a fitni
otvor, spirdkula nebo tracheje. Pokud se hlistice dostanou do travici soustavy, konkrétné do
sttev, malpigickych trubic nebo do prostoru mezi peritrofickou membranou a stievnim
epitelem, je jiZz zabrdnéno jejich vypuzeni z téla vykaly. Stfevni tekutina hostitele mize
usmrtit az 40% vniklych hlistic a tim 1 podstatné zredukovat pronikéani ptes stievo (Valentova
2007). Ktomu, aby se hlistice Heterorhabditis dostala pfes rtzné télni stény, vyuziva
Kk protrzeni ptedni zub. Do penetrace se také zapojuji inhibitory proteaz a latky zpusobujici
histolyzu, které hlisticim vyrazné ulehcuji pohyb v hostiteli (Dowds and Peters 2002).
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Obr. 3: Nejcastéjsi cesta nakazy hostitele entomopatogennimi hlisticemi (Castillo et al.
2011)

Na infekci entomopatogennimi hlisticemi za¢ina okamzité reagovat imunitni systém
D. melanogaster, tak, Ze spusti jednak produkci antimikrobialnich peptidd, konkrétné
cekropinll nebo lysozym, ¢imZ je zaktivovana humoralni imunitni odpovéd’. Dale je dilezita
role bunééné imunitni odpovédi, kterou vtomto piipadé piedstavuji plasmatocyty a
lamelocyty. OkamZitou odpovéd proti hlisticim predstavuje enkapsulace, symbiotické
bakterie jsou destruovany pomoci fagocytosy nebo v piipadé velkého zatizeni, pomoci
nodulace (Dowds and Peters 2002).

1.6. Parazitace D. melanogaster vosickami

Druhym ¢asto pouzivanym infekénim modelem pro vyzkum imunity u
D. melanogaster, jsou parazitické vosicky. Je znamo nékolik druhi vosicek (Casté jsou napf.
Leptopilina boulardi a Leptopilina heteroma), které v pfirodé napadaji larvy D. melanogaster.
Leptopilina boulardi, kterou jsem ve své praci pouzivala, se vyskytuje nejcastéji v oblasti
Mediterdnu (tedy na Uzemi rozprostirajicim se kolem Stfedozemniho mote) a pak takeé
v tropickych oblastech po celém svéte, L. heteroma je rozsifena v holoarktickém regionu. V
nékterych populacich D. melanogaster, Zijicich volné v ptirod¢, byva vice nez 50% larev
infikovano vosi¢kami, coZz by mohlo naznaCovat, Ze vosicky mohou byt pomérné castou
pii¢inou uhynu nedospélych jedinct D. melanogaster (Fleury et al. 2004).

Infekce u D. melanogaster je zprostfedkovana, stejné jako u jinych druhi hmyzu,
samicemi vosicek, které¢ svym kladélkem umisti vajicka do téla larvy. Mladé vosicky se pak
Z vajicek lihnou pfiblizné za 2 dny po infekci a Zivi se uvniti hostitele pozirdnim jeho tkani
(Schlenke et al. 2007). Takto ptezivaji uvniti hostitele pfiblizné 3- 4 tydny a poté zacnou
opoustét hostitelskou kuklu, nejdiive vylézaji samci, za 2 -3 dny samice. Vosicky se pak spari
a samice nakladou béhem 3- 4 dni po vylihnuti, kdy jsou schopny infekce, vajicka do dal§iho
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hostitele. (Fauvergue et al. 1999). Po infekci vosickami se spousti jednak humoralni odpoved’
(produkei antimikrobialnich peptidii) a jednak bunéfnd imunitni odpovéd’, ktera je
zprostifedkovana lymfatickou zlazou a hemocyty (Russo et al. 2001). Dochazi k aktivaci
plasmatocytl, které zacnou migrovat smérem k nakladenému vajicku a navazou se na ng¢j.
Zaroven dochazi k produkci lamelocyti, které cely tento utvar enkapsuluji, ¢imz ho oddéli od
hostitelského hemocelu, ktery mu zajistoval potencionalni ochranu ptfed enkapsulaci (Ritzki
et al. 1990). Poté¢ dojde k lyze horni vrstvy hemocyt a vysledkem je vznik melaninového
obalu, ktery vznika diky krystalovym bunikdm nesoucim prekurzory pro fenoloxidazu. Tento
obal okolo celého utvaru pak produkuje cytotoxické volné radikaly, které napomahaji
destrukci vajicka (Nappi and Vass 1993). K tomuto procesu dochazi u rezistentnich larev.

Vosi¢ky vSak dokazou hostitelskou imunitu utlumit. Aby nedoslo k destrukci
nakladeného vajicka, potlaci imunitu pomoci jedu, ktery je do hostitele vpravovan spole¢né
s vaji¢ky a ktery velmi Casto obsahuje viry (napf. polydnavirus) nebo tzv. virus- like partikule
(VLPs) (Whitfield and Asgari 2003). Tyto VLPs se dostavaji do hemolymfy a rychle se vazou
na hostitelské lamelocyty a zplsobi na nich morfologické zmény vedouci k lyze. Infekce
vosic¢kou L. heteroma a jejimi VLPs, zptisobi apoptosu prohemocyti, stejné jako cirkulujicich
plasmatocyti. VLPs L. boulardi jsou morfologicky odlisné a nezpusobuji lyzu lamelocytu.
Jed L. boulardi pouze ¢aste¢né zablokuje vznik a uvolnéni lamelocytt z lymfatické Zlazy a
tim zabrani enkapsulaci (Ritzki et al. 1990).

Parasite oviposition

(1)

Non-self recognition
(receptor-mediated)

(3)

Activation of
hernocytes and
melanogenic

enzymes

Cell contact and lysis (4)

Hemocyte encapsulation  Hemocyte proliferation
and differentiation

(6)

Melanotic capsule (5
formation Hemocyte migration and
adhesion to parasite surface

Obr. 4: Infekce parazitickymi vosicCkami a nasledna enkapsulace vajicka (Carton and
Nappi 1997)



2. CILE PRACE

1). Provéfeni moznosti zachrany deleéniho mutanta 10/3- Aldgf 1- 3 (2) pomoci kosmidového
plasmidu

2). Srovnani srazeni hemolymfy, celkového poctu hemocyti a poétu krystalovych bunék u
mutanté 1dgf 3, 1dgf 4 a Dac’

3). Provéfeni imunitniho systému u mutantd Idgf 3, Idgf 4 a Dac’ po infekei parazitickymi
vosi¢kami (Leptopilina boulardi) a nematodami (Heterorhabditis bacteriophora)
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3. MATERIAL A METODY
3.1. Pokusné organismy

Drosophila melanogaster

Pro tuto praci jsem jako modelovy organismus pouzivala mouchu Drosophila
melanogaster. Své pokusy jsem provadé€la na jedincich, ktefi méli mutace v raznych Idgf
genech. Jako kontrolu jsem pouzila divoky typ linie Canton S a mutanty w'**® (mutace genu
white). Vétsina nafich mutanti byla odvozena od linie w'*® . Konkrétng se jednalo o
mutanty:

Dac’: delece Idgf 1, 2, 3 genu + &ast genu dachshund (chybi posledni exon a intron) (Mardon
etal., 1994)

10/3: delece Idgf 1, 2, 3 + velka ¢ast genu dachshund (Saget, unpublished)

1dgf3®: delece Idgf 3, chybi mu promotor (Kugerova, unpublished)

Chit: delece chit- like (Sidorov, unpublished)

Idgf4/ chit: double mutace- delece ldgf 4 a chit- like (Sidorov and Sajwan, unpublished)
1dgf3%/w™'8: backcross (heterozygotni kontrola)

w; 1dgf3®/+; Act-Gal4:PR/UAS-Idgf3: heterozygot pro mutaci Idgf 3%, se zachrannym
konstruktem 1dgf pod inducibilnim promotorem s vazbou na progesteron (Rogulja and Irvine
2005)

Heterorhabditis bacteriophora

Pro aktivaci plasmatocyti v imunitni systému D. melanogaster jsem pouzivala
entomopatogenni  hlistice Heterorhabditis bacteriophora se symbiotickou bakterii
Photorhabdus luminescens, ktera byla bud’ bez fluorescence nebo zna¢ena GFP markerem.

Leptopilina boulardi

Pro aktivaci lamelocytli s imunitni soustavé jsem jako infek¢ni organismus pouzila parazitické
vosicky Leptopilina boulardi.
3.2. Pudy a média

Pro praci jsem pouzivala rizné zivné pidy vhodné pro chov a piesné nacasovani staii stadii
D. melanogaster a riizna média, ktera byla soucasti pokust souvisejicich s imunitou.

e Klasicka Zivna pada:

0,93 g bakteriologického agaru
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6,12 g kukufi¢ného Srotu
12,94 g D- glukézy

3,24 g kvasnic

100 ml dH,O

V mikrovinné troubé nechat smés projit varem a pak mirné ohtivat po dobu 10 minut, obcas
promichat, aby se hmota neusadila na dné

Po mirném vychladnuti pfidat 1,67 ml 10% methylparabenu v EtOH/ 100 ml puady (slouzi
jako ochrana pted plisnémi, bakteriemi a houbami) a plnit do sklenicek.

Po ztuhnuti skleni¢ky utésnit vatovymi Spunty.

e Zivna pida- ,.aging“ (Farkas et Sutdkova 1999)

Slozeni a postup jsou stejné jako u klasickéhé zivné pidy, jen po mirném vychladnuti pridat
s methylparabenem jest¢ 0,05 g Bromphenol Blue (0,05%) / 100 ml pudy. Potravu a jeji
mnozstvi 1ze pak pozorovat ve stievech larev a diky tomu je snadné urcit pozdni stadium I1I.
instaru, které jsem pouzivala pro své pokusy.

e Medium pro prezivani vosicéek

1,5 g bakteriologické agaru
6 g cukru
100 ml vody

Vse smichat a v mikrovinné troubé piivézt k varu, poté nalit do pozadovanych sklenic a
nechat ztuhnout prikryté ubrouskem. Mnozstvi vystac¢i na 3 lahvicky o objemu cca. 30 ml. Po
ztuhnuti utésnit vatovymi $punty obalenymi kouskem ubrousku nebo jemné latky, vosicky se
pak nezamotavaji do vaty a nelezou ze skleni¢ek ven. Médium vydrzi max. tyden, diky
nepifitomnosti antibakterialnich latek, na které jsou vosi¢ky citlivé. Je mozné ho
vyautoklavovat a nechat ve 4 °C, takto vydrzi asi 14 dni.

e M¢édium pro kladeni (dZus + kvasnicova pasta)

DzZus:

7,5 g agaru rozpustit ve 250 ml H,O- nechat projit varem, michat

8,25 g sacharozy rozpustit v 82,5 ml dzusu (nejlépe rybizovy- je tmavy a larvy jsou na ném
dobfte videt)- opét povarit @ michat

Po mirném vychladnuti slit obé substance dohromady, pfidat 1 ml methylparabenu a plnit do
Petriho misek a nechat mirn¢ zakryté utuhnout.

Kvasnicova pasta:

Kvasnice rozmichat s trochou destilované H,O a nanést na ztuhly agar v misce. Pasta slouzi
jako potrava pro populaci much, ktera klade po dobu, kterou jsme si urcili, v kladecich
pastickach.
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e Zasobni roztok mifepristonu

2 ug mifepristonu
2 ul 100% EtOH

Namichany mifepriston pak pfiddvame v mnozstvi 3,5 ul k methylparabenu (kvili
rovnomérnému rozmichani) a oboji nédsledné¢ do uvarené vlazné zivné pidy a plnime do

vialek.

e Schneiderovo médium

0,245 g Schneiderova média
10 ml dH,0

Provadét v digestofi, kvili kontaminaci a pfipadnym infekcim. Roztok pak plnit ptes filtr o
velikosti port 0,22 um do pozadované centrifugacni zkumavky.

3.3. PouZité chemikalie

Agar bacteriological- Amresco (J637- 500g), Albumin bovine fraction (BSA)- V- Serva
(11924.03), Bromphenol blue (sodium salt)- USB (12370 10GM), D- Glukosa- Penta
(2311000001), Dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. (KHyPO4)- Penta (602201),
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Na;HPO4 * » H,0) p. a. - Penta (716331), Hydroxid
sodny (Na OH) p. a. - Penta (716911), Chlorid draselny (K CI) p. a. - Penta (601301), Chlorid
sodny (Na CI) p. a.- Lach- Ner s. r. 0. (30093-APO G1000-1), Mifepristone- Sigma Aldrich
(M8046- 100MG), Paraformaldehyde- Sigma Aldrich (P6148-5009), Primarni protilatky:
mouse anti- Atilla L1 a, b, ¢ (Laurinyecz 2006), mouse- anti Hemese H2 (Kurucz et al. 2003),
mouse anti- Nimrod (NimC1) Pla, b (Markus et al. 2005)- mysi protilatky byly ziskany od
kolegti z tymu vedeného Istvanem Andem (Biological Research Center, Szeged, Hungary),
Sacharosa p. a- Penta (231100001), Sekundarni protilatka Cy3-AffiniPure Goat Anti-Mouse
IgG (H+L)- Jackson Immunoresearch (115- 165- 003), Schneider’s insect medium- Sigma
Aldrich (59895-11), Sodium thiosulfate (Na,S,03)- Sigma Aldrich (72049- 1Kg), Vectashield
with DAPI- Vector laboratories (H- 1200)

3.4. Zdachrana delecniho mutanta 10/3- Aldgf 1- 3 (2)

Pfi kiizeni byl mutant v ldgf 1, 2, 3 genech kfizen s mouchou nesouci zachranny
kosmid FlyFos, ktery mél byt inkorporovan do genomu mutanta, a tim mélo byt zajisténo jeho
preziti. Jako vychozi moucha byla pouzita DacdSRed/Cy SM35, ktera v sobé tento kosmid, nesla.
Moucha Dac®R® / SM5 byla nejdiive prekiizena na balancovany chromozom CyS, ktery se
jevil jako vhodnéjs$i pro naSe dal$i kiizeni. Pfi kiizeni se vSak vyskytly problémy a prvni
kifzeni se neosv&déilo. Druhé kiiZeni bylo zjednodugeno a moucha Dac®™**%/ SM5 byla
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rovnou zkfizena s mutantem 10/3. Cileny delecni mutant byl pak piekiizen zpét na

balancovany chromozom SMS5, pro uchovani mutace.
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Obr. 5: Schéma k¥iZeni pro zachranu dele¢niho mutanta

Kf¥izeni ¢.1

3.5. Méfeni sraZeni hemolymfy

Kf¥iZeni €. 2

Z vialek s modrou zivnou pudou (viz Pidy a média) byly vybrany larvy pozdniho IlI.
instaru, které jiz nemély ve stfevech modrou potravu, popiipadé pouze zbytek a byly tedy

tésné¢ pied kuklenim. Tyto larvy byly omyty (destilovana voda-
ethanol- destilovana voda) a osuseny na kousku filtra¢niho papiru.
Larvy byly nasledné rozdéleny po 5 jedincich do 30 mm misek a
vSechny byly opatrné roztrhany pomoci prepara¢nich pinzet tak,
aby se neposkodilo tukové téleso, které by znemoznilo provedeni
pokusu. Poté byly roztrzené larvy opatrné odebrany, s pouZzitim
stopek se zacal pocitat ¢as a pomoci jehly (0.6 mm x 25 mm)
byla vznikla kapka hemolymfy vytahovana do prostoru tak dlouho,
dokud se nevytvotilo pevné vlakno. Pak byly teprve stopky

zastaveny a vysledny ¢as zapsan. Pokus se u kazdého genotypu

opakoval 30 krat a byl provadén za pomoci stereomikroskopti

(Leica GZ6 Stereomicroscope a Zeiss Stemi 2000- C

Stereomicroscope) Postup této prace byl pievzat z publikace

Scherfer et al. (2004).
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Obr. 6: Srazeni hemolymfy

(Scherfer et at. 2004)




3.6. Méieni poctu hemocytit

Do jamek v 96- jamkové mikrotitrani desti¢ce bylo napipetovano 50 ul Schneiderova
média (viz priloha Slozeni pid a médii) a pfidano par zrnicek thiosiranu sodného (ochrana
proti poSkozeni hemocytu a proti srazeni hemolymfy). Do kazdé jamky byly roztrhany (opét
tak, aby nebylo poruSeno tukové téleso) 2 omyté larvy Ill. pozdniho instaru. Médium
s larvami v jamce pak bylo kratce promichano cca. pul minuty pinzetou. Roztrzené larvy byly
poté odebrany pry¢ a vzorek byl ponechan cca. 5 minut ustat, aby se hemocyty usadily na
dno. Hemocyty byly v jamkach nasledné vyfoceny pomoci fotoaparatu (Olympus C 30- 30
Zoom) pfipevnéného na inverznim mikroskopu (Leica DM IL Microscope), pii zvétseni 10x
20 a spocitany. Pokus byl opakovan 20 krat. Schéma postupu bylo odvozeno od manualu
k barveni hemocyti protilatkami, ktery jsme obdrzeli od doktora Petera Vilmose.

3.7. Vizualizace a méieni poctu krystalovych bunék

Byly nasbirany larvy pozdniho I1l. instaru, omyty a osuseny. Do malé zkumavky bylo
odebrano piiblizné¢ 5 umytych larev (vice uz bylo moc) a tyto larvy byly povateny po dobu 15
minut ve vodni lazni o teploté 65°C. Po uvateni byly larvy vyskladany na podlozni skli¢ko
ventralni stranou nahoru a byly na bilém podkladu vyfoceny pomoci fotoaparatu (Canon EOS
550D nebo Olympus C 70- 70) piipevnéného na binolupé (Zeiss Discovery V. 8
Stereomicroscope). Modré krystalové buiky pak byly pocitany z poslednich dvou télnich
¢lanki. Metoda je ptevzata z publikace Ritzki et al. (1980).

3.8. Barveni hemocyti protilatkou

Bylo nasbirano pfiblizn¢ 20 larev Ill. instaru (larvy mohly mit ve stievech jeste
potravu, na samotny pokus to nemélo vliv) omyto (destilovana voda- ethanol- destilovana
voda) a osuSeno na kousku filtra¢niho papiru. Na podloznim sklicku byla fixem vyznacena
oblast, ve které byly hemocyty barveny (pro barveni bylo lepsi pouzit polylysinova sklicka
nebo sklicka superfrost plus, popiipadé plus plus, namisto ,klasickych®, hemocyty na nich
I1épe drzely a nesmyvaly se béhem promyvani). Do vyznacené oblasti bylo napipetovano 50 ul
Schneiderova roztoku (slozeni viz Pady a média), pfidano nekolik zrni¢ek thiosiranu sodného
a vSe bylo opatrné promichano. Do kapky média bylo roztrzeno 20 larev (larvu bylo vzdy
nutno roztrhnout bez poruseni tukového télesa a vhodit do kapky). Kdyz byly vsechny larvy
roztrhany, byly opatrné v kapce promichany a poté odebrany pryc. Sklicko bylo pak na
hodinu umisténo do vlhké komirky, kde se pii pokojové teplot¢ pomalu odpatoval
Schneidertv roztok. Mezitim byl pfipraven PBS, paraformaldehyd a BSA (slozeni a ptiprava
viz Ptiloha ).

- Po odpateni Schneiderova roztoku ze vzorku, byla naplnéna kyveta 1x PBS a do ni bylo
opatrn¢ ponoieno sklicko na 10 minut.
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- Poté bylo sklicko osuSeno a dale byl vzorek fixovan 4% paraformaldehydem v PBS, ktery
byl na skli¢cko napipetovan v objemu 100 pl a vSe bylo umisténo do vlhké komuirky na 10
minut

- Poté byl vzorek opét ponoten na 10 minut do kyvety s 1x PBS.

- Po 10 minutach byl vzorek blokovan 100 pl 1% BSA v PBS, které byly na vzorek
napipetovany a vzorek byl ponechan hodinu ve vlhké komurce.

- Poté byl opét ponoien na 10 minut do kyvety s 1x PBS.

- Mezitim byla nafedéna primarni protilatka v poméru 1:100- 1 ul protilatky + 99 ul 1% BSA.
Hemese je transmembranovy protein, barvici v§echny hemocyty ve vzorku (Kurucz et al.
2003), Attila (L1a, b, c)- barvi lamelocyty (Laurinyecz 2006) a NimC1l (Nimrod)- barvi
plasmatocyty (Markus et al. 2005).

- Po 10 minutach bylo na osuseny vzorek napipetovano 100 pl protilatky a vzorek byl
ponechan v lednici ve vlhké komtirce pies noc.

- Druhy den byl vzorek opatrné omyt proudem PBS za pomoci pipety a poté jesté¢ na 10 minut
ponoten do kyvety s ¢erstvym PBS.

- Mezitim byla nafedéna sekundarni protilatka Cy3 v poméru 1: 800- 1ul protilatky a 799 pl
1% PBS. (Cy3 je cyaninové barvivo, které je fluorescentni ve zlutozelené oblasti spektra-
550- 570 nm, v naSem piipad¢ se jedna o kozi protilatka, kterd se vaze na lehké a tézké
fetézce mysich epitoptt)

-Po 10 minutach bylo na osusené sklicko naneseno 100 pl zfedéné protilatky a vzorek byl
ponechéan hodinu ve vlhké komtrce ve tmé, aby se protilatka nevysvitila.

-Po hodin¢ byl vzorek omyt v kyveté s PBS po dobu 10 minut- ve tmé

-Nakonec byl vzorek opatrné osusen bunicinou, jadra hemocytti byla obarvena napipetovanim
120 ul vectashieldu s DAPi (Lze pouzit i DAPi v DAPCu nebo glycerol sodium azide).
Vectashield je specidlni stabilni médium uchovavajici fluorescenci. Celé skli¢ko bylo
prekryto krycim sklickem, které pak bylo po okrajich ptetfeno bezbarvym lakem. Vzorky
byly uloZeny do krabicky, ktera nepropusti svétlo. Vzorky byly vyfoceny na konfokalnim
mikroskopu (Olympus IX 81 Confocal Microscope, Motorised research microscope.

Postup experimentu byl opét prevzat od Petra Vilmose.

3.9. Infekce hlisticemi Heterorhabditis bacteriophora

Na kousek parafilmu byla kapnuta 5 ul kapka s vodou a v ni obsazenych hlistic a bylo
spo¢itano mnozstvi zivych jedinci. Aby se pokus povedl, bylo zapotiebi napipetovat do
jamky piiblizn¢ 100 aktivnich jedinc. Pii malé koncentraci zivych hlistic bylo vhodné,
nechat je usadit ve vétsim mnozstvi vodovodni vody nebo vymyt kousky molitand, které
udrzovaly vlhké prostiedi v centrifugacnich zkumavkach. Nebylo vSak vhodné uchovavat
hlistice v pfili§ velkém mnozstvi vody, nebot” hynuly. Pokud u hladiny plavaly zbytky
odumfelych tél, bylo zapotiebi je odsat pipetou pryc.

Poté, co byla zkontrolovana zivotnost, a bylo spoc¢itano mnozstvi, které bylo potiebné
pro dany pokus, bylo toto mnozstvi napipetovano do jamek v 96 jamkové misticce s kousky
filtra¢niho papiru v kazdé jamce. Do kazdé jamky pak byla vhozena 1 L(3) larva
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D. melanogaster (nejlépe takova, ktera byla jesté zanofena v potrave), nebot’ cely proces trval
okolo 8 hodin a bylo nezadouci, aby se larvy béhem pokusu zakuklily.

Jamky s hlisticemi a larvami pak byly zakryty kouskem parafilmu, aby larvy nepielézaly do
sousednich jamek. Celd desticka byla poté zabalena do alobalu a ponechana 2 hodiny ve
25°C. Po 2 hodinach byly larvy z jamek pifemistény na klasickou Zzivnou ptidu a ponechany 6
hodin pfi pokojové teploté. Teprve po 6 hodinach bylo mozno piejit k dalsim experimentim.
Postup byl pfevzat a zmodifikovan z publikace Hallem et al. (2007).

Chov nematod:

Zivotni cyklus &eledi Heterorhabditidae je typicka heterogonie, kdy v jednom hostiteli
dochazi ke stfidani prvni, partenogenetické generace, s druhou bisexuélni, ve které jsou samci

navic velmi vzacni. Napadeny hmyz hyne na bakteridlni septikémii, zplisobenou
symbiotickymi bakteriemi ze stfeva invaznich larev (Weiser and Mracek 1988).

Pro udrzeni chovu hlistic Heterorhabtidis bacteriophora byly jako hostitelsky organismus
pouzity larvy Galleria mellonella. Larvy zavije¢t byly vlozeny do Petriho misky pokryté
navlhéenym filtraénim papirem, na kterém bylo navic napipetovano okolo 1 ml roztoku
s zivymi hlisticemi a miska byla umisténa na tmavé misto o pokojové teploté. Asi po tfech
dnech, larvy hlistic zavijeCe usmrtily. Typickym znakem zdafilé¢ infekce je zCervenani
hostitelského téla, které je zplisobeno symbiotickymi bakteriemi hlistic. Usmrceni zavijeci
byli poté premisténi na vodni past, kterou predstavovalo hodinové sklicko obalené filtracnim
papirem umisténé uprostied vétsi Petriho misky. Past bylo potieba neustale udrzovat vlhkou
za pomoci vodovodni vody (destilovana voda neni moc vhodna a hlisticim se v ni nedafi).
Poté, co byli zavijeCi vyskladani na past, bylo zapotiebi jesté propichnout na nékolika mistech
kutikulu, aby se lihnouci larvy hlistic 1épe dostavaly ven. Cela miska byla opét umisténa na
tmavé misto, kde po 1 aZ 2 tydnech zacala nova generace opoustét télo hostitele. Nové larvy
hlistic pak byly pomoci stfi¢ky s vodovodni vodou opladchnuty a za pomoci pipety pfeneseny
do centrifugacni zkumavky s kousky molitanu, ktery udrZzoval vlhkost a prodéravélym
vickem, které zajiStovalo pfistup vzduchu. Centrifugani zkumavka pak byla umisténa do
lednice, kde hlistice ptezivaly a byly vzdy ptipraveny k pouziti. Navod na udrZeni chovu byl
pievzat z diplomové prace Ivy Valentové (Valentova 2007).

3.10. Infekce vosi¢kami Leptophilina boulardi

Dospélci D. melanogaster byli ponechani na ,klasické” Zzivné piadé, kde kladli 24
hodin. Poté byli odebréni a lahvicky s vaji¢ky byly vlozeny do termoboxu s 25°C. Ctvrty den
po nakladeni byly kL2 larvam pfidany vosic¢ky, které 2 hodiny infikovaly larvy D.
melanogaster pti 25°C. Stadium L2 bylo optimalni, protoze larvy 3. instaru byly moc velké a
meély silnou kutikulu a vosic¢ky nebyly schopny je nabodnout. Larvy 1. instaru byly pro zménu
moc malé a po infekci hynuly. Vosy byly velmi kiehké a lepily se na médium a vatu, proto
bylo lepsi obalit vatové $punty ubrouskem nebo kouskem tenké latky, diky tomu také vosicky
neprolézaly vatou ven z lahvicek. Na infekci byly pouzity vosicky, které Cerstvé opustily
hostitelskou kuklu a které jsem nechala ve sklenicce s médiem spafit, nebot’ infekce jsou
schopné pouze 3- 4 dny po vylihnuti. Po infekci se vosy dale pouzivaly bud’ na infekci dal$ich
larev, nebo byly ptrendany do sklenice s médiem pro vosicky, kde ptezivaly, ale nemnozily se.
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Po infekci bylo mozné dvoji vyuziti larev D. melanogaster. Pokud byly nainfikované larvicky
pouzity na pokusy, pak je bylo mozno za 24 hodin pouzit na pokusy s lymfatickou Zlazou. Za
48 hodin jiz bylo vosi vajicko obklopeno lamelocyty a larvy bylo mozno pouzit na barveni
vajicek a lamelocytt.

Pokud byly nainfikované larvy pouzity pro udrzeni chovu, pak byly skleni¢ky s larvami
ponechany zhruba 2- 3 tydny ve 25°C. Pied ,,vylihnutim* vosic¢ek z kukel bylo potieba dat do
skleni¢ek s kuklami na dno ubrousek, aby se malé vosi¢ky nepiilepily na pudu. Nejdiive
zaCinaji vylézat samci (maji dlouhé anteny), po 2- 3 dnech za¢nou také samice (kratké
anteny). Vosy bylo po vylihnuti z kukel potieba nechat sparit, pokud by se samice nespafily,
nakladly by sice vajicka, ale lihly by se z nich pouze samice a tim bychom pfisli o chov.
Postup na infekci a chov vosicek byl ziskan od Katefiny Kucerové z laboratore Tomase
Dolezala.

3.11. Statistika

Pro statistické hodnoceni dat byl pouzit program GraphPad InStat (Dataset 1.ISD).
Byla pouzita One- way ANOVA, Dunnett test pro porovnani vysledki s kontrolou, neparovy
T- test a Mann- Whitney test pro porovnani dvou mutantii mezi sebou. Jako signifikantni byly
hodnoceny vysledky na hladin€ vyznamnosti P < 0,01 ** a P < 0,05 *.
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4. VYSLEDKY

4.1. Zachrana dele¢niho mutanta 10/3- Aldgf 1- 3 (2)

Pii kiizeni jsem se snazila zachranit mutanta 10/3, ktery ma deleci v Idgf 1, 2 a 3

genech a navic mu chybi i velka ¢ast genu dachshund, ktery rovnéz lezi na levém raménku 2.
chromozomu, v sousedstvi klastru tvofené¢ho témito geny. Mutant 10/3 je letalni, coz je
zpusobeno pravé genem dachshund, nebot’ jeho nedostate¢nou expresi nebo expresi v jinych
mistech jedinec umird. Larvy béhem vyvoje dosahuji pouze stadia kukly a v ni hynou, coz je
typicky fenotyp mutace dachshund. Proto jsem se pokousSela o zachranu toho mutanta tim, Ze
jsem gen dachshund chtéla nahradit zachrannym kosmidem FlyFos nesenym mouchou
Dac®R/Cy SM5.
Jiz na pocatku celého kiiZeni se vyskytly komplikace, nebot’ byl problém ziskat linii, ktera by
zachranny konstrukt nesla. Pozadovany marker, ktery ur¢oval spravnost kiizeni, se projevoval
velmi slabé. Pfesto jsem kiizeni absolvovala az do konce. Ve vysledku jsem ziskala mouchy,
které po vykukleni normaln¢ piezivaly, ale byly sterilni a nemnozily se. Navic byl problém
V tom, Ze u nich nebyl detekovan pozadovany marker, znacici spravnost kiizeni. Kiizeni jsem
opakovala 3x po sob¢ a vzdy se stejnym vysledkem. Z toho usuzuji, Ze zachranny konstrukt
FlyFos nefunguje pravé kvuli genu dachshund, ktery ziejmé ovlivnil jeho expresi.

4.2. Méieni srazeni hemolymfy

Pfi porovnavani urCitych vlastnosti imunitniho systému D. melanogaster jsem se
nejdiive soustiedila na rychlost srazeni hemolymfy (Graf 1.). Na kazdy vzorek bylo pouZito 5
larev a pokus byl opakovan 25 krat. Jako kontrola zde byly pouzity genotypy Canton S, w8
a w'® s mifepristonem, ktery slouzil jako kontrola pro heterozygotniho mutanta s
mifepristonem. K této kontrole pak byly vztahovany veskeré statistické analyzy.

Pomoci toho testu jsem detekovala poruchy se sraZenim hemolymfy u dvou nezavislych
mutaci zahrnujici gen Idgf 3, tedy konkrétné u mutace ldgf 38, které chybi ¢ast promotoru a
delece 10/3, ktera pokryva cely klastr Idgf 1, 2 a 3 a vétsi ¢ast genu dac. Poruchy se srazenim
byly zaznamenény 1 v heterozygotnim stavu téchto mutaci, coz naznacuje, Ze by se mohlo
jednat o dominantni fenotyp.

Dale jsem chtéla dokazat vliv genu ldgf 3 na srazeni hemolymfy a proto byl heterozygotni
mutant zachranén pomoci konstruktu UAS- Idgf 3 fizeného inducibilnim Gal4
S progesteronovou doménou, ktery je aktivovan pouze v pfitomnosti mifepristonu. To mi
umoznilo porovnavat zcela identicky genotyp, ktery se lisi jen expresi ldgf 3 pod UAS
promotorem. U kontrolni mouchy bez zadchranného konstruktu se hemolymfa sraZzela pomérné
pomalu. Pokud se ale do heterozygota ptidal gen Idgf 3, vratila se rychlost srazeni na uroven
kontrolnich genotypt, z ¢ehoz vyplyva, Ze ldgf 3 ma opravdu na rychlost sraZzeni hemolymfy
vyrazny vliv.

Na srazeni se ziejmé podili i dal$i ¢lenové genové rodiny Idgf, i kdyz jejich projevy nejsou
tak silné jako u genu Idgf 3. Poruchy se srazenim byly totiz zaznamenany i u dvojitého
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mutanta ldgf4/ chit. Rozdil je ale na hladiné vyznamnosti. Zatimco u samotné mutace Chit

zadné odchylky zjistény nebyly.
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Graf 1: Méfeni rychlosti sraZzeni hemolymfy podle Scherfer et at. 2004. Kontrola zahrnuje

méfeni pro genotypy Canton S a w8

(chovaného na zivné ptdé a na pade¢ s ptidanym

mifepristonem). Na ose x jsou dale vyneseny genotypy ruiznych mutantd v 1dgf genech.
Rozdily byly testovany pomoci jednocestné ANOVA. Chybové usecky predstavuji stiedni

chybu priméru.

4.3. Méieni poétu hemocytii

V souvislosti se srdzenim hemolymfy mé zajimala otazka, jaké je v ni zastoupeni

hemocytti (Obr. 7). Pro tento pokus jsem pouzila vzdy 2 larvy a opakovan byl 20 krat.
Hodnoty pak byly pfepocitany na mnozstvi hemocytu Vv jedné larvé (Graf. 2). Jako kontrola

zde byly opét pouzity genotypy Canton S, w8 g w

se vztahovaly k nim.
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s mifepristonem a statistické analyzy

Statisticky vyznamné hodnoty vysly u mutanti 10/3, Chit a u zachrany heterozygota 1dgf3® se
zachrannym konstruktem a mifepristonem.
U mutanta Chit a 1dgf4/ chit je patrné, Ze samotny mutant v genu chit- like ma snizeny pocet
hemocyti v hemolymf€. V kombinaci s ldgf 4 se pak jejich zastoupeni zvysi a jejich mnozstvi
se dostava na hodnoty normalniho stavu, jaky je pozorovan u kontrol.




Déle je zajimavé, ze aCkoli maji mutanti Dac’ téméf srovnatelny rozsah delece jako mutanti
10/3, jejich pocty hemocytti v hemolymf€ jsou oproti 10/3 téméf o tretinu nizsi.

Statisticky signifikantni vysledek narustu po¢tu hemocytii u mutanta 10/3 tedy zfejmé nelze
pfisuzovat genim ldgf, nebot by mutanti Dac’ méli piinejmensim srovnatelny po&et
hemocytii. Mutanti Dac’ se rozsahem delece Idgf genii nelisi od mutanti 10/3. Rozdil je zde
pouze v rozsahu delece v genu dac, ktery bude ziejmé zodpovidat za regulaci hladiny
hemocytti v hemolymf€.

U heterozyga 1dgf3® se zachrannym konstruktem a mifepristonem byly také naméfeny vysoké
hodnoty hladin hemocyti v hemolymf&. Statisticky se 1i§i 1 zachrana heterozygota od jeji
kontroly. V tomto piipadé lze tedy fici, ze ne ztrata funkce genu Idgf, ale naopak jeji nartst
stimuluje proliferaci hemocytu.

Vzhledem k tomu, ze mnozstvi hemocytl nijak nekoreluje s rychlosti srazeni hemolymfy,
mohou byt hemocyty u mutanti 10/3 a u zachrany 1dgf3® nedostate¢né diferencované nebo
dokonce nefunkéni. Proto jsem se rozhodla v dalsich pokusech zjistit zastoupeni jednotlivych
typt hemocytl v hemolym{€ a jejich funkénosti.
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Graf 2: Méfeni po¢tu hemocyti dle Vilmos unpublished. Kontrola zahrnuje méfeni pro
genotypy Canton S a wie (chovaného na zZivné pudé a na pudé¢ s pridanym mifepristonem).
Na ose x jsou dale vyneseny genotypy riznych mutantd v 1dgf genech. Rozdily byly testovany
pomoci jednocestné ANOVA. Chybové usecky predstavuji sttedni chybu praméru.
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Obr. 7: Ukazka hemocyti u mutanta 10/3 (a) a Chit (b)
4.4. Vizualizace a méieni poctu krystalovych bunék

Krystalové buiiky jsou dulezity nastroj pii tvorbé melaninové zatky, potfebné pii poranéni a
béhem procesu srazeni hemolymfy. Tyto buiiky lze snadno detekovat i1 bez protilatky, nebot’
melanin, jehoZ prekurzory se nachdzi uvnitf krystalovych bunék, je moZzno zviditelnit
povarenim larev (Obr. 8). Ackoli jsou srazeni hemolymfy a melanizace dva odlisné procesy
fizené jinymi drahami a na sobé nezavislé, zajimalo mé, jaké je zastoupeni krystalovych
bun¢k v hemolymf€. Jejich mnozstvi bylo pocitano vzdy ze dvou poslednich ¢lankt jedné
larvy a opakovano 20 krat. Kontrolou byly opét genotypy Canton S, w''® a w''®
s mifepristonem a statistika byla vztahovana k nim.

Statisticky vyznamné hodnoty (Graf. 3) byly pozorovany u heterozygotni kontroly 1dgf3®/
w8 U heterozygota 1dgf3®/ CyGFP a dale pak u zéachrany heterozygota Idgf3®
s mifepristonem a kontrolou bez mifepristonu. A&koli se zachrana heterozygota Idgf3®
s mifepristonem a kontrola bez mifepristonu lisi v poétu krystalovych bunék od kontrolnich
genotypll, mezi sebou nevykazuji Zadny statisticky rozdil. Z tohoto vysledku se da usuzovat,
ze mnozstvi 1dgf zde nebude mit na hodnoty krystalovych bunék Zadny Géinek.

Z grafu je dale patrné, Ze stejné jako heterozygotni kontrola, tak také vSichni heterozygotni
mutanti s genotypem 1dgf3®, maji vy$$i mnoZstvi krystalovych bun&k. Nejvyssi hodnoty
krystalovych bunék byly napocitany u heterozygotni kontroly. Mezi kontrolnimi genotypy a
v§emi homozygotnimi mutanty zadné statistické rozdily pozorovany nebyly a jejich hodnoty
krystalovych bunék jsou navzajem téméf srovnatelné.

Piedlozené naméfené hodnoty poétu krystalovych bun¢k tedy vypovidaji spiSe o genotypové
variabilité, kterd nema Zadny fyziologicky vyznam.
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Graf 3: Méfeni po¢tu krystalovych bunék dle Ritzki et al. 1980. Kontrola zahrnuje méfeni
pro genotypy Canton S a w***® (chovaného na Zivné pidé a na padé s pfidanym
mifepristonem). Na ose x jsou dale vyneseny genotypy riznych mutant v 1dgf genech.
Rozdily byly testovany pomoci jednocestné ANOVA. Chybové tsecky predstavuji stiedni
chybu priméru.

Obr. 8: Krystalové buiiky u 1dgf3%/ w''® (a) a w***® mif- (b)
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4.5. Barveni hemocytit protilatkami

Chtéla jsem detekovat i dalsi typy hemocytt a sledovat jejich diferenciaci pii infekci. Také
jsem chtéla zjistit, zda hemocyty mutanti v ldgf genech nesou markery charakteristické pro
hmyzi hemocyty a zda jsou schopné diferenciace béhem infekce entomopatogennimi
hlisticemi a parazitickymi vosickami. Pro vizualizaci markeri byly pouzity protilatky
Hemese, Nimrod a Atilla (Ptiloha II.). Pro vizualizaci jader hemocytt pak bylo pouzito DAPI,
coz je fluorescentni barvivo, které se vaze na veskerou DNA.

Protilatka Hemese se vaze na vSechny typy hemocytt, kde se lokalizuje na membrany. Tento
jev byl pozorovan u vSech genotypd. Vyjimkou byl dvojity mutant 1dgf4/ chit, u n€hoz bylo
zjisténo, ze se Hemese na membranu nelokalizuje, ale nachazi se uvniti buiiky ve vaccich.

Plasmatocyty obarvené protildtkou Nimrod (Nim C1) mély po infekci entomopatogennimi
hlisticemi protildtku lokalizovanou uvnitt ve fagocytickych vaccich. Po infekci hlisticemi
bylo u nekterych genotypt pozorovano okolo a uvniti né€kterych plasmatocytl velké mnozstvi
DAPI pozitivniho signalu (Obr. 9). Vzhledem k tomu, ze se DAPI vaze na jakoukoli DNA ve
vzorku, domnivam se, Ze uvedeny signal mohl piedstavovat patogenni bakterie Photorhabdus
luminiscens, které si hlistice jako symbionty uchovavaji v piedni Casti stfeva. Lokalizace
modrych partikuli- bakterii uvnitt plasmatocytii by pak naznacovala, ze zde skutecné probé¢hla
pozitivni infekce. Imunitni systém tak byl v aktivovaném stavu a plasmatocyty tyto bakterie
fagocytovaly.

Bakterie Photorhabdus
luminiscens

Jadra ostatnich
hemocytu

Fagocytujici plasmatocyt
s bakteriemi uvnitf
fagocytickych vacki

Obr. 9: Fagocyticky aktivni plasmatocyty s bakteriemi u 1dgf3%/ CyGFP (barveno
protilatkou Nim C1, DAPI jsou zviditelnéna jadra)

Obarvené plasmatocyty u mutanta ldgf4/ chit po infekci hlisticemi, nemély klasické
fagocytické vacky (Obr. 10a), jaké byly pozorovany u vSech ostatnich genotypt (Obr. 9).
V kontrolnim barveni bez infekce (Obr. 10b) byla lokalizace protilatky Nim C1 spiSe na
membrané, nez uvnitt bunky. Z téchto poznatkti by se dalo fici, Zze se u mutanti ldgf4/ chit
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fagocytické vacky nevytvareji a obranna funkce plasmatocytl je tak naruSena a nemutze tudiz
plnit svoji funkci.

Obr. 10. Plasmatocyty Idgf4/ chit barvené Nim C1 po infekci hlisticemi (a) a bez infekce
(b)

Po infekei parazitickymi vosickami se mi podafilo za pomoci protilatky Atilla zvizualizovat
lamelocyty, které se zacinaji diferencovat jako odpovéd’ na tento typ infekce. Atilla pozitivni
buiiky byly témér u vSech genotypti v hojném zastoupeni (Ptiloha II.). V preparatu byly bud’
solitérn€, nebo tvorily shluky, které by v zivém jedinci obalily vajicko vosi¢ky. Jediny rozdil
jsem shledala u linii 1dgf3® a 1dgf3%/ CyGFP. Natschto preparatech bylo velmi malé
mnozstvi bun¢k pozitivnich na barveni protilatkou proti Atilla, které se neliSilo od kontrolniho
barveni bez infekce. V prochéazejicim svétle (Obr. 11) bylo ovSem po infekci vosickami
pozorovano velké mnoZstvi bunck, které se morfologicky lamelocytim podobaly,
charakteristicky lamelocytovy marker Atilla se u nich ale nevyskytuje (Ptiloha II.).
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Obr. 11: Lamelocyty u Canton S (a) a Idgf 3°/ CyGFP (b) lamelocyty
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V neinfikovanych jedincich se lamelocyty bud’ nevyskytuji viibec, nebo jen ve velmi
nepatrném mnozstvi. Ve vzorcich z 20 neinfikovanych larev jsem vzdy napocitala maximalné
1- 2 buiky pozitivné barvené Atilla protilatkou, oproti velkému mnozstvi Atilla pozitivnich
bunék pii infekcei.
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5. DISKUZE

Hemolymfa D. melanogaster obsahuje tii zakladni typy hemocytd a to plasmatocyty,
lamelocyty a krystalové buiiky. VSechny se pak ucastni procest, jako je fagocytosa,
melanizace nebo enkapsulace, vedoucich k ochrané organismu pted patogennimi vlivy zvenci
(Irving et al. 2005). Imunitni odpoved’ je slozity mechanismus, ve kterém hraji diilezitou roli i
Idgf geny. Bylo zjisténo, ze se objevuji jako soucasti riznych imunitnich odpovédi na infekce
patogeny (Shi and Paskewitz 2006). Ve své praci jsem se snazila porovnat nékteré z vlastnosti
imunitniho systému D. melanogaster mezi jednotlivymi mutanty v ldgf genech a kontrolnimi
mouchami. Konkrétné jsem se zaméfila na mnozstvi hemocyti a krystalovych bunék a
zajimala mé i rychlost srdzeni hemolymfy.

Z vysledkl bylo mozno vycist zajimavy fakt a to, ze rychlost srazeni byla u mutanta
Chit rychlejsi nez u dvojité mutanta 1dgf4/ chit. Ackoli maji tyto 2 geny rozdilnou lokalizaci
v genomu (gen chit- like se nachdzi na pravém raménku 2. chromozomu, gen ldgf 4 na
pohlavnim chromozomu X), vykazuji 90% podobnost v kodujicich oblastech a maji nékteré
vlastnosti stejné (Kawamura et al. 1999). Ziejmé zde tedy bude fungovat jakysi kompenzaéni
mechanismus, ktery zajisti, Ze pokud je gen chit- like nefunkéni, 1dgf 4 bude nahrazovat jeho
funkci. O spravnosti této domnénky sveéd¢i i pokus, kdy byly infikovani mutanti 1dgf4 a Chit
entomopatogennimi hlisticemi. Pokud byla infekce provedena na jednotlivych mutantech v
Idgf4 a Chit, byl pribéh infekce stejny jako u kontrol. Pokud byl ale infikovan dvojity mutant
Idgf4/ chit, pribéh infekce byl daleko horsi a mutant vykazoval vyss§i umrtnost (Hyrsl et al.
unpublished)

Mezi riznymi genotypy, které jsem mezi sebou porovnavala, byl i heterozygot pro mutaci
ldgf 3%, se zachrannym konstruktem UAS- 1dgf pod inducibilnim driverem aktivovanym
S vazbou na progesteron. Tento genotyp zde byl jednak jako kontrola (bez zachranného
konstruktu) a jednak jako ,,zachrana®, u které byla navozena overexprese Idgf mifepristonem.
U kontrolni mouchy se hemolymfa srazela pomérné¢ pomalu. Pokud se vSak do ni vlozil
zachranny konstrukt a byl indukovan mifepristonem, rychlost srazeni se zvysila a dostala se
na hodnoty kontrolnich much divokého typu. Je tedy patrné, Ze gen ldgf 3 ma na rychlost
srazeni hemolymfy vyrazny vliv. Stejné jako divoky mutant Igfd4/ chit, vykazuje mutant
v genu 1dgf3 zvysenou umrtnost pii infekci hlisticemi. Obrana proti nematodtim tedy souvisi i
se srazenim hemolymfy (Theopold et al. 2002), coz jsem svymi vysledky potvrdila a Idgf
geny hraji v téchto procesech dulezitou roli.

Vlastnost 1dgf 3 ovliviiovat imunitni systém D. melanogaster byla prokazana také u pokusu
S poctem hemocytd. Jiz diive bylo zjisténo, ze produkty genu ldgf 3 stimuluji mnoZeni bunék
larvalnich tkani. Pokusy byly délany u tukového télesa a imaginarnich diskli a vzdy
s pozitivnim vysledkem (Kucerovd unpublished). Tyto pokusy podporuji prvni funkéni
pozorovani pii objevu ldgf, kdy stimuloval rtst bun¢k v tkanové kultufe (Kawamura et al.
1999). Podobny efekt ma naptiklad lidsky homolog HCgp39, ktery stejnym zplsobem
ovlivilyje proliferaci a diferenciaci makrofagi (Kirkpatrick et al. 1997, Recklies et al. 2002).
Mnozstvi hemocytii v hemolymf¢ ziejmé casteCné ovliviuji i geny chit- like a ldgf 4.
Z vysledkli pokusu méteni poctu hemocyti mi statistické analyzy ukdzaly, Ze mutant v genu

27



chit- like ma hemocyti malo, dvojity mutant Idgf4/ chit ma pro zménu malo funkénich
hemocytt. Velké mnozstvi hemocytd tedy nemusi nutné znamenat, ze jsou také funkcni, coz
muze byt zptisobeno jejich nediferenciaci.

Dal$im zajimavym zji§ténim byla rozdilna hodnota po&tu hemocytii u mutanti 10/3 a Dac’.
Oba dva maji shodnou mutaci v ldgf genech, 1isi se pouze rozsahem delece genu dachshund,
pii¢emz mutantovi 10/3 chybi vétsi ¢ast a dosahoval vyssich hodnot po¢tu hemocytt. Pokud
by bylo mnozstvi hemocyti ovlivnéno deleci Idgf gend, méli by tito mutanti pfinejmensim
shodny pocet hemocyti. Stejné tak by mél byt zvySeny pocet hemocytli u samostatného
mutanta 1dgd3®.V tomto pripadé tomu ale tak nebylo, proto se domnivam, Ze bude podet
hemocyti ovlivnén spise genem dachshund. Navic bylo zjisténo, ze mysi homolog tohoto
genu ziejmé blokuje proliferaci a bunéény cyklus (Wu et al. 2006, Wu et al. 2007). Vyvstava
zde tedy otazka, zda bunéény cyklus bézi dal i bez pfitomnosti toho genu a zda pokracuje
proliferace. Pokusy s genem dachshund u D. melanogaster byly prozatim provadény pouze na
vyvoji a diferenciaci nervové soustavy a na imaginarnich terécich, kde gen vykazoval
vysokou expresi (Hoang et al. 2010, Giorgianni and Mann 2011). Jeho vliv na lymfatickou
zlazu ale bohuzel zatim zkouman nebyl.

Pti pokusech s barvenim hemocytil protilatkami jsem zjistila n¢kolik zajimavych poznatki.
B&hem barveni protilatkami Hemese a Nimrod (Nim C1) u dvojitého mutanta ldgf4/ chit jsem
pozorovala, Ze se ob¢ protilatky nelokalizovaly do typickych mist, tedy na membranu a do
fagocytickych vacka. Molekula Hemese se za normalnich okolnosti exprimuje na membrané
cirkulujicich i v pfisedlych hemocytt. Zjistilo se, Ze pokud dochazi k ibytku Hemese RNA
interferenci, zadné patrné zmény na hemocytech nejsou pozorovany, naopak je zvyraznéna
bunécnd odpoveéd proti infekei parazitickymi vosickami. Hemese tedy hraje dulezitou roli
v aktivaci hemocytd (Kurucz et al. 2003). Nimrod je naproti tomu omezen pouze na buriky
morfologicky odpovidajici plasmatocytiim a jeho lokalizace je uvnitf buiiky ve fagocytickych
vaccich (Markus et al 2005). Jeho vliv na fagocytosu byl zkouman u bakterii Staphylococcus
aureus a Escherichia coli. Pii potlaceni exprese Nim C1 dochazelo k inhibici fagocytosy S.
aureus, overexprese naopak Nim C1 v kultufe bun¢k S2 stimulovala fagocytosu jak u S.
aureus, tak u E. coli (Kurucz et al. 2007). Kdiferenciaci plasmatocytti dochazi jak
v embryonalnim, tak v larvalnim stadiu, za pfitomnosti transkrip¢nich faktord Gem a Gem2
(Williams 2007).

Béhem mého barveni nebyl antigen Hemese typicky lokalizovan na membranu a Nimrod se
také ve fagocytickych vaccich nevyskytoval (Ptiloha II.). Je zde tedy patrné, Zze hemocyty u
tohoto mutanta maji netypické rozmisténi antigeni pro danou protilatku. Proto se domnivam,
ze by tato odchylka mohla byt zptisobena poskozenim diferenciace plasmatocyti. U Hemese
by se mohlo jednat o nefunk¢nost nekteré z drah, ktera se podili na diferenciaci ostatnich
hemocytu.

Pfi barveni hemocyti protilatkou Atilla, ktera se specificky vaze na lamelocyty, jsem u
genotypt 1dgf3® a 1dgf3®/Cy GFP nalezla jen malé mnoZstvi téchto bungk, oproti zbyvajicicm
mutantiim a kontrolam. Atilla je trasmembranovy protein, ktery se exprimuje v larvach pred
zakuklenim a Kk mohutné diferenciaci Atilla pozitivnich bun¢k dochazi po infekci
parazitickymi vosickami a podili se na enkapsulaci. Bylo zjisténo, ze pokud antigen Atilla

28



chybi, diferenciace nebo funkce lamelocyti se neméni a nezménén ziistava 1 proces
enkapsulace, ktery je lamelocyty zajistovan (Laurinyecz 2006).

Cely proces diferenciace probihd v larvalnim stadium, kdy se z prohemocyti zacnou
za spuSténi JAK/ STAT a Notch drahy a za pfitomnosti Kn transkripéniho faktoru,
diferencovat lamelocyty (Wiliams 2007). Interakce Idgf genti s Notch drahou nejsou znamé,
stejné jako interakce s transkripénim faktorem Kn. Transkripéni faktor Knot (Kn), zndmy také
jako Collier, se exprimuje Vv posteriornim signalnim centru pted expresi faktoru Ser a je pro
jeho expresi v téchto buiikach nezbytny. Exprese Kn je béhem prvniho larvalniho instaru
nizka a akumulovat se za¢ina az béhem tietiho instaru a kukly (Crozatier et al. 1999). Pokud
je expese Kn pfemisténa z lymfatické zlazy, mutantni larvé selze produkce lamelocytli béhem
infekce parazitickymi vosickami (Williams 2007). JAK/ STAT drdha je zapojena do
proliferace a diferenciace hemocytl pfi infekci parazitickymi vosickami (Agaisse and
Perrimon 2004). V souvisloti s touto drahou bylo prokazano, Ze mutanti 1dgf3 maji stejné
fenotypové projevy na kiidlech, jako mutanti v JAK/ STAT draze (Yan et al. 1996). Navic
bylo pii porovnavani expresniho profilu overexprese ldgf 3 skontrolou pomoci ¢ipové
analyzy zjiSténo, Ze dochéazi ke zvySené expresi ligandu JAK/ STAT dréhy ,,unpaired” a
receptoru ,,domeless” (Kuéerova unpublished). Proto se uvazuje nad tim, ze je IDGF 3
signalem pro zapinadni JAK/ STAT drahy a tim 1 diferenciaci lamelocytl. Pti podrobngj$im
analyze svych vzorkli focenych v prochazejicim svétle a po infekci vosickami, jsem ale
nalezla dostatené mnozstvi bun¢k, které se lamelocytim morfologicky podobaly. Toto
mnozstvi bylo srovnatelné s ostatnimi genotypy. Nedostatek lamelocyti ve skute¢nosti tedy
nemusel byt zpisoben jejich nepfitomnosti, ale jejich neschopnosti barvit se proti protilatce
Atilla. U mutanta 1dgf3® mohla byt naruiena dréha, ktera vede k expresi antigenu Atilla na
povrchu lamelocytl

Z piedlozené diplomové prace, vzeslo nékolik zajimavych vysledki v oblasti fungovani
hmyziho imunitniho systému. Neptehlédnutelné jsou zejména rozdilné hodnoty mnoZstvi
hemocytd u dvou geneticky podobnych mutanti v 1dgf genech, rychlost srazeni hemolymfy,
ktera je dulezita pro zaceleni poranéni nebo zpisob, jakym se imunitni systém projevuje po
infekcich vosi¢kami nebo hlisticemi. Tyto vysledky by mohly nasmérovat budouci studie
k dilezitym aspektim hmyzi imunity a naopak by mohly naznacit, které oblasti jiz neni
potieba zkoumat. Mohly by tedy byt vychodiskem pro nasledujici studie na mutantech v Idgf
genech.
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6. ZAVER

Zjistila jsem, Ze fenotypy mutantii 1dgf3, 1dgf4 a Dac’ souvisi s imunitnim systémem.
Pii méfeni srazeni hemolymfy jsem shledala, ze produkty genu ldgf 3 vyraznym zptsobem
ovliviiuji rychlost srazeni. Pokud bylo IDGF 3 malo, hemolymfa se srazela pomalu, v piipadé
dostatku se srazela rychle. Navic bylo z vysledku patrné, ze pokud se k heterozygotnimu
mutantovi 1dgf3® pridal zachranny konstrukt v podob& UAS- ldgf, srovnala se jeho rychlost
srazeni hemolymfy na hodnoty kontrol. Analyzy také ukazaly, Ze se na rychlosti srazeni
¢astecné podili i gen ldgf 4 a Chit, ktefi si mohou v tomto pfipadé navzajem kompenzovat
svoje funkce.

Z vysledkt pokusu méteni poctu hemocytlh mi statistické analyzy ukazaly, ze mutant
v genu chit- like ma malo hemocytt, dvojity mutant Idgf4/ chit ma pro zménu malo funkénich
hemocytt.

Z pokusti barveni hemocytd protilatkami jsem zjistila, Ze mutanti Idgf3® a 1dgf3%/
CyGFP maji ziejmé poruSenou drahu, zodpovidajici za diferenciaci lamelocytli. Dal$im
zjisténim bylo, ze se mutantim Idgf4/ chit nespravné lokalizuje protilaitka Hemese na
membrané hemocl a nespravné se jim vizualizuji markery na plasmatocytech barvenych
protilatkou Nim C1 a to jak po infekci entomopatogennimi hlisticemi, tak u kontrolnich
vzorkil bez infekce. Poslednim objasnénim bylo, Ze plasmatocyty vSech ostatnich genotypt
ucinné fagocytuji bakterie, obsazené v preparatu.

Z vysledktt mych pokusi a analyz tedy vyplyva, ze geny ldgf skute¢né hraji dulezitou roli
v imunitni odpovédi D. melanogaster.
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PRILOHA I.

e 10x PBS (Phosphate Buffered Saline)

Navazit:

80g NaCl (c=1,37 M)

2g KCI (c= 27 mM)

12,469 Na;HPQO, - 2H,0 (c= 70mM)
2,49 KH,PO4 (c= 15mM)

Rozpustit v cca 900 ml destilované vody, upravit pH na 7,2 a doplnit na celkovy objem 1000
ml. Po namichani je potieba vznikly roztok vyklavovat.

e 1x PBS (je potieba na samotny pokus)

9 dilt destilované vody + 1 dil 10x PBS
= 150 ml destilované vody + 20 ml 10x PBS, upravit pH na 7,2 a doplnit na celkovy objem
200 ml

e Priprava 4% paraformaldehydu (do 10 ml centrifuga¢ni zkumavky)

0,4 g p-formaldehydu pfidame do 5 ml dd H,O

Roztok zahtejeme ve vodni lazni na 65°C a ptidame 6ul 1M NaOH- smés Se projasni a zaéne
se rozpoustét, pak ptidame 1 ml 10x PBS a doplnime dd H,O do 10 ml

Paraformaldehyd piipravujeme vzdy Cerstvy a spotiebujeme do 24 hodin

e Priprava 10% BSA (bovine serum albumine)

Navazit:

0,1 g BSA do vétsi Eppendorfovi zkumavky a ptidat 900ul 1x PBS, porfadné zvortexujeme,
aby se BSA rozpustilo

e Priprava 1% BSA

1 dil 10% BSA a 9 dila 1x PBS
=20 ul 10% BSA a 180 ul 1x PBS
Na vzorek pouzivam 100ul, ale dalsich 99ul potiebuji na nafedéni protilatky, proto takové
mnozstvi
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PRILOHA 1.

Barveni hemocytl protilatkami (Hemese, Nimrod, Atilla), bez infekce, po infekci nematodami Heterorhabditis bacteriophora (Hb) a po infekci
vosickami Leptopilina boulardi (Lb)

Sekundérni protilatkou Cy3 (cyaninové barvivo, fluorescentni ve zlutozelené oblasti spektra- 550- 570 nm) byly obarveny riizné antigeny na
hemocytech a modie pomoci DAPI byla obarvena jaderna DNA

Mg¢titko ¢ini S0um

Canton S Canton S- kontrola Canton S- infekce Hb Canton S- infekce Lb

plasmatocyt lamelocyty
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1118
w- kontrola W' infekce Hb w'.infekce Lb

dgf3°/ Cy GFP Idgf®/ Cy GFP- kontrola Idaf3®/ Cy GFP- infekce Hb Idgf3®/ Cy GFP- infekce Lb
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fagocytujici plasmatocyty
s bakteriemi uvnitt



Idgf3°- kontrola Idgf3®- infekce Hb Idgf3°®- infekce Lb

Dac’/ Cy GFP Dac’/ Cy GFP- kontrola Dac’/ Cy GFP- infekce Hb Dac’/ Cv GFP- infekce Lb

Pro Hemese typické

obarveni membrany 41

hemocytu



Dac’- kontrola Dac’- infekce Hb Dac’- infekce Lb

lamelocyty
vytvarejici shluky

10/3/ Cy GFP 10/3 / Cy GFP- kontrola 10/3 / Cy GFP- infekce Hb 10/3/ Cy GFP- infekce Lb
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Jadra ostatnich
hemocytu



10/3- kontrola 10/3- infekce Hb 10/3- infekce Lb

Chit - kontrola Chit- infekce Hb Chit- infekce Lb
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Idgf4/ chit Idgf4/ chit- kontrola Idgf4/ chit- infekce Hb Idgf4/ chit- infekce Lb
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