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Anotace

Hlavnim cilem této bakalaiské prace je ovétit, zda je ImpL2, produkovany aktivovanymi
imunitnimi butikami, zodpovédny za zmény v systemickém metabolismu b&hem imunitni
odpovédi pii akutni fazi bakterialni infekce u Drosophila melanogaster. Teoreticka cast
zahrnuje dosud znamé informace o imunitnim systému savct a D. melanogaster, zvlasté o
polarizaci a bunééném metabolismu makrofagt, dale pfinasi poznatky o rolich genu ImpL2 a
jeho savéiho homologu Igfbp7. Prakticka cast bakalatské prace se zabyva ulohou genu ImpL2
v indukci zmén systemického metabolismu béhem imunitni odpovédi. Pomoci makrofagove-
specifické RNA-interference byl testovan vliv cytokinu IMPL2 na zvolené metabolické geny
v tukovém télese po infekci Streptococcus pneumoniae. Prace také objastuje, zda ma tento
signalni faktor vliv na koncentraci vybranych metabolitd (cholesterolu a cholesterol-esteru)

v cirkulaci a v makrofazich b&hem akutni faze bakterialni infekce.

Annotation

The main goal of this bachelor thesis is to verify whether ImpL2, produced by activated
immune cells, is responsible for changes in systemic metabolism during the immune response
during the acute phase of bacterial infection in Drosophila melanogaster. The theoretical part
includes previously known information about the immune system of mammals and D.
melanogaster, especially about polarization and cellular metabolism of macrophages, as well
as knowledge about the roles of the ImpL2 gene and its mammalian homologue Igfbp7. The
practical part of the bachelor thesis deals with the role of the ImpL2 gene in the induction of
changes in systemic metabolism during the immune response. The effect of the cytokine
IMPL2 on selected metabolic genes in adipose tissue after Streptococcus pneumoniae
infection was tested by means of macrophage-specific RNA interference. The work also
clarifies whether this signaling factor has an effect on the concentration of selected

metabolites in circulation and in macrophages during the acute phase of bacterial infection.
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Seznam pouzitych zkratek
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ERK1/2 kinazy = Extracellular signal-regulated kinases
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FACS = Fluorescence-activated cell sorting

Fe?* = Zeleznaté ionty

FOXO = Forkhead box-O

Gal4 = Kddujici sekvence pro galakt6zou-indukované geny
Gal80™ = Teplotné senzitivni Gal80 inhibi¢ni protein

GFP = Green fluorescent protein (zeleny fluorescenéni protein)



GM-CSF = Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
H20 = voda

HDL = Lipoproteiny s vysokou hustotou

HIF1a = Hypoxia inducibilni faktor 1 a

HmI = Hemolectin (protein produkovany hemocyty)

HRE = Hormone response element

IGF = Insulin-like growth factor

IGFBP7 = Insulin-like growth factor-binding protein 7

IL-1p, IL-4, IL-6, IL-12, IL-13, IL-23 = Interleukiny

Impl2 = Imaginal morphogenesis protein-late 2

LDL = Lipoproteiny s nizkou hustotou

LM = Jaterni makrofagy

LPS = Lipopolisacharidy

MRNA = Messenger RNA

MTP = Microsomal triglycerol transfer protein

NAD+ = Oxidovana forma nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NADH = Redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotid
NADPH = Redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NF-kB = Nuclear factor aktivovany B bunkami

OXPHOS = Oxida¢ni fosforylace

PBS = Fosfatovy pufr

PCR = Polymerazova tfetézova reakce

PHD = Prolyl hydroxylaza dehydrogenaza



PPP = Pento-fosfatovy cyklus

gPCR = Kvantitativni fet€zova polymerazova reakce
RNA = Ribonukleové kyselina

RNAI = RNA interference

ROS = Reaktivni formy kysliku

Rp49 = Ribozomalni protein 49

TCA cyklus = Cyklus trikarboxylovych kyselin
TLRs = Toll-like receptors

TNFeo = Tumor necrosis factor o

TSB = Tryptic soy broth

UAS = Upstream aktivacni sekvence

VLDL = Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
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1. Uvod

1.1. Uvodni piehled
Tato prace si klade za cil zjistit, zda produkce cytokinu Imaginal
Morphogenesis Protein-Late 2 (IMPL2) makrofagy zodpovida za vyvolani
zmén v systemickém metabolismu v prabéhu imunitni odpovédi.
Ptredpokladame, Ze makrofagy produkovany cytokin IMPL2 indukuje
mobilizaci lipoproteini z tukového télesa a tim zvySuje dostupnost téchto
latek pro aktivovany imunitni systém (Obr. 1). Abychom tuto hypotézu mohli
v ramci této prace objasnit, rozhodli jsme se otestovat vliv cytokinu IMPL2 na
expresi genill, ovlivilujicich metabolismus lipoproteinii v tukovém télese,
nasledné po infekci Streptococcus pneumoniae a také charakterizovat jeho
vliv na koncentraci cholesterolu a cholesterol-esteru v cirkulaci i makrofazich.

K objasnéni téchto tvrzeni nam poslouzil vhodny modelovy
organismus Drosophila melanogaster. Imunitni systém D. melanogaster
vykazuje tadu spoleénych znakl se savéim imunitnim systémem, jako je
aktivace hlavnich imunitnich kaskad a s tim spojenych metabolickych zmén.
Jednou z motivaci pro tento projekt je, ze IMPL2 ma sav¢i homolog Insulin-
like Growth Factor Binding Protein 7 (IGFBP7), ktery se podili na indukci
inzulinové rezistence. D. melanogaster se navic osvédc¢ila jako vhodny
modelovy organismus pro studium metabolismu imunitnich bunék.

Béhem bakterialni infekce je imunitni odpovéd velice energeticky
naro¢na. To je zplisobeno metabolickou aktivaci imunitnich bunck, které
v boji s patogenem poticbuji aerobni glykolyzu. Metabolickd aktivace
makrofagl je tak spojena se zvySenymi energetickymi a nutricnimi pozadavky
na pfisun lipidi. Zatimco je energie v béZznych podminkach rozdélena mezi
reprodukci, rist a vyvoj, pti infekei je nutné jeji piesmérovani k imunitnimu
systemu. Aby se zajistilo uvoliiovani téchto energeticky bohatych latek do
cirkulace, produkuji makrofagy celou fadu molekul.

Je znamo, Ze né&které signalni faktory produkované imunitnimi
bunikami zptisobuji systemické zmény v organismu a tim zajistuji dostatecné
dodavky Zivin. Domnivame se, ze signalni faktor IMPL2 by mohl byt dalSim,

doposud neidentifikovanym faktorem stouto funkci. Tento cytokin byl



pospsdn u D. melanogaster jako kachekticky faktor produkovany
rakovinnymi buiikami. Jeho kachektického ucinku je dosazeno indukci
inzulinové rezistence v tukovém télese a ve svalech. U D. melanogaster je
znamo, ze se gen ImpL2 vaze na Drosophila insulin-like peptides (DILPs).
V dusledku jejich vyvazani, ImpL2 zapticini inzulinovou rezistenci, jelikoz se
DILPs nemizou dale vazat na inzulinovy receptor. Adipocyty, tukové buriky,
reaguji na nedostateCnou aktivaci inzulinové signalizaéni kaskady
uvoliovanim zasobnich latek do cirkulace. Pokud zména distribuce zivin
pretrvava, prechazi do chronické faze, coz v dusledku vede k plytvani energii
v organismu a rozvoji zavaznych onemocnéni, od Zzivotné nebezpetnych
rakovin, sepsi aZ po chronické zanétlivé stavy, jako jsou obezita, cukrovka,
kachexie a autoimunitni poruchy.

Smyslem této prace je 1épe porozumét signalni molekule IMPL2, ktera
potencialné zplisobuje nejen rtizné patologické stavy, ale miize mit 1 zasadni
Ulohu v energetice akutni faze imunitni odpovédi. Diky jejimu vyznamu
v regulaci systemického metabolismu a indukci inzulinove rezistence, by jeji
homolog mohl v budoucnu hrat kli¢ovou roli v indukci metabolicky

podminénych onemocnéni u savci a Clovéka.
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Obréazek 1. Schématické znazornéni piedpokladaného modelu, ktery je v této
praci testovany. Bakterialni infekce, kterd vede k metabolické aktivaci
makrofagl, je ¢ini energeticky a nutriéné narocnymi. Dostateéné zasobeni
energeticky bohatymi zdroji je kliCové pro fungovani imunitniho systému.
Makrofagy, v disledku metabolické aktivace, produkuji kachekticky faktor
Imaginal morphogenesis protein-Late 2 (ImpL2). Jeho role v mobilizaci
nutricné hodnotnych latek béhem bakteridlni infekce vSak doposud nebyla

experimentalné testovana.

1.2. Makrofagy jako funkéné variabilni bunky
Makrofagy jsou bunky hematopoetického pivodu s vysokou schopnosti
samoobnovy (Wynn, Chawla, and Pollard 2013). Ptedstavuji buné¢nou slozku
vrozen¢ imunity. Patii do myeloidni fady leukocytd. Tuto fadu,
krom¢ makrofagii, tvoifi monocyty, granulocyty, zirné a dendritické bunky
(Hoftejsi et al., 2017). Tyto fagocytujici imunitni buiiky reprezentuji vysoce
specializovanou a vSestrannou populaci bunék, vyskytuji se ve vSech tkanich
a organech a zastavaji v organismu Siroké spektrum funkci. Jejich hlavni
ulohou je rozpoznavani a likvidace napadajicich patogent (Davies and
Taylor, 2015). Toho dosahuji odstranovanim apoptickych bunék pomoci
fagocytozy (Hotejsi et al., 2017), remodelaci extracelularni matrix a regulaci

lokalni metabolické rovnovahy skrze parakrinni signaly. Téz se ucastni




vyvoje, regulace a udrzovani homeostdzy, imunitni reakce a zanétlivé
odpovédi (Wynn, Chawla, and Pollard, 2013). Diky kombinaci vSech téchto
funkci se makrofagy stavaji nepostradatelnymi v celé fadé¢ biologicky
vyznamnych procest, jako je metamorféza, regulace riistu, embryogeneze Ci
metabolicka odpovéd’ na stres (Stein and Keshav, 1992).

Velmi pozoruhodnym fenoménem makrofdgové biologie jsou
populace tkanoveé specifickych rezidentnich makrofaghh (Tissue resident
macrophage). Béhem embryondlniho vyvoje jsou jednotlivé vyvijejici se
organy a tkané infiltrovany makrofagy (Hofejsi et al., 2017). Tyto imunitni
buniky setrvavaji v organismu az do dospélosti jedince a plni zde tkanove
specifické funkce (Ginhoux and Jung, 2014). Patii sem naptiklad Kupfferovy
buriky Vv jatrech, alveolarni makrofagy v plicich, mikroglie v centralni nervové
soustavé a lymfoidni makrofagy ve sleziné (Epelman et al., 2014; Hofejsi et
al., 2017). Prestoze jsou jejich tkanoveé specifické ulohy urceny
epigenetickym nastavenim, ponechavaji si stale funk¢ni pluripotenci. Je velmi
zajimavé, ze po jejich transplantaci do jinych orgédni mohou zaujmout
jakoukoli ulohu makrofagu v téle (Chen et al., 2020).

Makrofagy také =zastavaji dllezitou roli v odstrafiovani zbytka
cizorodych patogeni a pomahaji pii hojeni ran (Ginhoux, Guilliams, and
Naik, 2016).  Deponuji velké mnozstvi kolagenu a jinych slozek
extracelularniho materialu, diky kterému dochazi k hojeni a opravé
poskozenych tkani (Viola et al., 2019; Xue et al., 2014). Tkanové rezidentni
makrofagy udrzuji homeostazu neboli stalé vnitini prostiedi tkani a hraji
vyznamnou Ulohu pii tlumeni zanétu (Haldar and Murphy, 2014). Vyse
popsané procesy si mohou vzijemné konkurovat. Napiiklad u obéznich
pacientll se musi jednotlivé makrofagy vypotddat s nadmérnym piisunem
lipidi, coz vede K jejich zhorSené schopnosti pribéhu fagocytdzy patogennich
bakterii a zaroven K zhorSenému hojeni ran (Torres et al. 2018). Makrofagy
jsou schopny ptijimat velké mnozstvi lipidi z extracelularniho prostiedi a
metabolizovat je pomoci lysosomalniho lipidového katabolismu. Ackoli tato
jejich uloha v organismu nebyla doposud zcela vysvétlena, zdd se byt
klicovou v detoxifikaci tkani v pocatecnich stadiich obezity (Serbulea et al.,
2018; Dahik, Frisdal and Goff, 2020).



Makrofadgy jsou tedy zasadni buiiky imunitniho systému, které v
organismu plni celou fadu dulezitych funkci. V této praci bude zkoumana
jejich uloha v regulaci metabolismu béhem akutni bakteridlni infekce skrze
produkci parakrinnich signalnich faktord ovliviiujicich — systemicky

metabolismus.

1.3. Makrofagy v prvni linii obrany organismu pied patogeny
Makrofagy pfedstavuji v imunitni odpovédi prvni linii obrany organismu pred
patogeny (Franken et al.,2016). Maji velké mnozstvi obrannych mechanismi
pro boj s infekci. Jednim z nich je fagocytdza. Jedna se o dé&j, kdy si fagocyty
vrozeného imunitniho systému vytvofi na svém povrchu receptory, jejichZ
pomoci rozpoznaji patogenni bakterie a nasledné je eliminuji (Weiss and
Schaible, 2015). Po internalizaci castice do membranovych vacku
fagolyzozomt, dochazi k pteskupeni aktinového cytoskeletu a prodlouzeni
plazmatické membrany (Aderem, 2003). Fagocytované bakterie jsou
degradovany okyselenim fagolyzozomu pomoci enzymu NADPH-oxidazy.
Tento enzym vyuziva NADPH ke generaci reaktivnich forem kysliku (ROS),
které vedou k usmrcovani fagocytovanych organismu (Jackson, Gallin, and
Holland, 1995); Yi et al.,, 2012). Mrtvé mikroby jsou nakonec Sté€peny
zejména kyselymi hydrolazami (jako jsou proteazy, nukledzy, lipazy).
Soucasti imunitni reakce je vznik lokalni hypoxie, nebot’ je vSechen kyslik
vyCerpan na produkci reaktivnich oxidativnich forem (Semenza et al., 2000;
Goswami et al., 2005)

Dals$im zpiisobem, kterym makrofagy snizuji patogenicitu cizorodych
bakterii, je sekvestrace Zeleza. Fe®* Zeleznaté ionty jsou vychytavany z
extracelularniho prostiedi. Fe?" ionty se tak stavaji limitujicim prvkem pro
déleni a rist patogennich bakterii v extracelularnim prostoru (Tonelli, Chio,
and Tuveson, 2018)

Spole¢né s baktericidni funkci, makrofagy produkuji celou fadu
signalnich latek, cytokind, pomoci kterych informuji okolni tkané a orgény o
mozném nebezpeci a piesunuti do mista poskozeni (Soehnlein and Lindbom,
2010). V postizené tkani makrofagy fagocytuji rizné mikroorganismy a

soucasn¢ indukuji a koordinuji zanétlivou odpovéd pomoci produkce pro-



zanétlivych 1 proti-zanétlivych cytokind (Hofejsi et al., 2017). Cytokiny
mohou mit ¢asto vyznamnéj$i dopad na pribéh onemocnéni, nez samotna
ptitomnost patogenu (Soehnlein and Lindbom, 2010).

Pro odolnost vici bakteridlni infekci je pro organismus vyhodné si
zachovat co nejveétsi mnozstvi imunitnich bunék (Kacsoh and Schlenke,
2012). V aktivovaném stavu by vsak pro organismus tvofily ptili§ naro¢nou
energetickou zatéz. Soustavnd aktivita imunitnich bunék by navic vedla
k rozvoji mnohych patologii a poruch metabolismu (Wolowczuk et al., 2008).
Z tohoto ditvodu si organismus udrzuje makrofdgy v dostatecném poctu ve
stavu metabolické quiescence. V tomto stavu nevyzaduji tolik energie a
zaroven minimalizuji riziko jejich posSkozeni produkty oxidativniho
metabolismu (Mosser and Edwards, 2008). Po rozpoznani ohroZeni dojde
k jejich okamzité aktivaci, coz je spojeno s nahle vzniklou potiebou dodani
energie (Pearce and Pearce 2013).

V nésledujici kapitole se budeme zabyvat metabolickymi zménami

makrofagii v reakci na ¢etné riznorodé mikrobialni podnéty.

1.4. Metabolické zmény makrofagi v odpovédi na riznorodé podnéty
Makrofagy reaguji na cCetné podnéty, jako na pfitomnost mikrobialnich
produktl, stimulaci lymfocyta ¢i poskozenych bunék. Tyto podnéty vnimaji
pomoci svych povrchovych receptort. Aktivovatelnost makrofagt je
dilezitou podminkou pro jejich funkce a rychlé reakce (Lee, 2019; Mills et
al., 2000). S jejich aktivitou rychle narustaji nejen naroky na energii, ale i na
ziviny, které nedokdzou ziskat z lokalnich zdroji ani z vnitrobunéénych
zasob. Makrofag je tak funkéné zavisly na dodani téchto latek z vnéjsiho
prostiedi (Ganeshan and Chawla 2014).

Existuje celé spektrum makrofagt. Jedny z vyznamnych skupin jsou:
naivni M¢ (nazyvané také jako klidové, nediferenciované MO), které se dale
diferencuji na baktericidni M1 s klasickou aktivaci a hojivé M2 alternativné
aktivované makrofagy, v zavislosti na charakteru aktivujiciho stimulu.
Makrofagy mohou ptechazet i z jednoho fenotypu do druhého (Wang et al.,
2019).



Makrofagy jsou charakteristické svymi odlisSnymi metabolickymi
drahami, které reguluji jejich rtizné fenotypy a funkce. Rikame tomu
metabolické pieprogramovani makrofag. M1 makrofagy ziskévaji energii
(ATP) v procesu glykolyzy. Oproti M2 makrofagiim, které spoléhaji na
cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA) a mitochondrialni dychani neboli
oxidaéni fosforylaci (OXPHOS), ma M1 fenotyp oba dva tyto mechanismy
zablokovan. Pokud se jim nedostava dostate¢ného mnoZstvi zdroji, tak se
metabolismus zastavi a makrofagy nejsou schopny reagovat na cizorodé
mikroorganismy (Liu et al. 2021; Saha, Shalova, and Biswas, 2017). Dalsi
z forem makrofagl se aktivuje pomoci oxidovanych lipida. Tato skupina ma
piekvapivé velmi podobny fenotyp jako M1.

Hlavni ulohou M1 makrofagi je plisobeni v potlacovani nadorového
bujeni a v boji s patogennimi bakteriemi. Produkuji pro-zanétlivé mediatory,
jako interleukiny (IL-1p, IL-6, 1L-12, 1L-23) a Tumor necrosisfactor (TNFa,).
K M1 polarizaci dochazi po aktivaci povrchovych receptoru, jako jsou toll-
like receptors (TLRs). K jejich aktivaci dochazi napt. lipopolysacharidy (LPS)
a kolonie-stimulujicim faktorem. (GM-CSF) (Martinez and Gordon, 2014).
Oproti tomu fenotyp M2 podporuje hojeni a obnovu tkani. Je indukovan Th2
cytokiny (IL-4, IL-13) a dalsimi faktory (Gordon, 2016).

Z ptedchozich odstavci je tedy zjevné, ze M1 makrofagy jsou dulezité
k obrané organismu proti patogentm, které jej ohrozuji. Jak zméni nastaveni

svého buné¢ného metabolismu je popsano v nasledujici kapitole.

1.5. Zmény v metabolickych drahach u M1 baktericidnich makrofagi
Aby se M1 baktericidni makrofagy dokazaly vypoiadat s napadenim jedince
cizorodymi organismy, musi vyrazné zménit svilj bunécny metabolismus na
metabolismus aerobni glykolyzy. Uprava metabolickych drah v glykolyze,
v pentozofosfatovém cyklu a v mitochondriadlnim metabolismu je regulovana
transkripénim faktorem Hypoxia-inducibilni faktor 1-a (Hif/a) (Galvan-Pefia
and O’Neill, 2014). Hif/a je zodpovédny nejen za indukci fenotypu MI
(Mills, Lenz, and Ley, 2015), ale také za uvolinovani prozanétlivych cytokinti
(Albina et al., 2001). Hif/a je ve vSech bunkach neustale produkovan a

degradovén, k aktivaci jeho transkripéni funkce musi byt stabilizovan a
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traslokovan do jadra. Aby se uskutecnila stabilizace Hif/a, musi byt faktor
zvany Nuclearfactor—kappa B (NF-kB) aktivovany pomoci (TLR). To vede ke
zvySeni exprese Hif/a a jeho stabilizaci skrze sekvestraci Zeleznatymi ionty
proteinem feritinem. NF-kB neni zavisly na pfisunu kysliku a muze tak
indukovat expresi transkrip¢niho faktoru Hif/a i v normoxickych podminkéach
(Siegert et al., 2015; (Jung et al., 2003). V dusledku aktivity NF-KB jsou
cytosolové ionty Fe?* vychytavany proteinem feritinem (Siegert et al., 2015).
Zeleznaty iont slouzi jako substrat pro prolyl hydroxylazu dehydrogenazu
(PHD). PHD hydroxyluje Hif/a, ktery je nasledné¢ degradovan v proteazomu.
Nasledkem nedostatku kysliku dochazi ke snizeni aktivity PHD (lvan et al.,
2001). To vyvola stabilizaci Hif/a, jeho akumulaci v jadfe a pietvofeni
bunééného metabolismu (Siegert et al., 2015). V jadie se vaze na hormone
response element (HRE). HRE se nachazi v promotoru riznych gent, kde
stimuluje jejich expresi (Wenger, Stiehl, and Camenisch, 2005). Tyto geny
jsou spojovany predevsim s regulaci bunééného metabolismu, proliferaci a
cytokinovou signalizaci (Dengler, Galbraith, and Espinosa, 2014).

Hiflo spousti aerobni glykolyzu a tim vyvolava polarizaci makrofagi na
fenotyp M1 (Wang et al., 2017). Hlavnim zdrojem produkce ATP je glukdza,
ktera se v cytosolu bunék pfeménuje na pyruvat v piitomnosti glykolytickych
enzymd. Ve srovnani s mitochondrialnim metabolismem (oxidativni
fosforylaci) je glykolyza malo efektivni zptsob generovani ATP, jelikoz
vznikaji pouze 2 molekuly ATP na jednu molekulu glukézy. AvSak umoziiuje
velké zvyseni rychlosti metabolismu, protoze se bufiky nezdrzuji ¢asové
naro¢nym transportem pyruvatu do mitochondrii (Thomas and Halestrap,
1981). Diky tomu se miize glykolyza zrychlit az stokrat, coz kompenzuje niz§i
efektivitu tvorby ATP (Obach et al., 2004; Riddle et al., 2000). Piestoze tento
metabolismus syntetizuje dostatené mnozstvi ATP, makrofagy stéle
potiebuji TCA cyklus pro syntézu fady nezbytnych latek (Sancho,
Enamorado, and Garaude, 2017).

Vedlejsi drahu aerobni glykolyzy piedstavuje pento-fosfatovy cyklus
(PPP). Cyklus probihd v cytosolu buiky a je zodpovédny za tvorbu
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH) pro anabolické reakce a
rib6zu-5-fosfat.  Z ribdzy-5-fosfat se syntetizuji  nukleotidy, puriny,

pyrimidiny, aminokyseliny nebo mastné kyseliny. V PPP se tvoii velké
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mnozstvi NADPH, ktery je dulezity pro generaci reaktivni formy kysliku
(ROS). Tyto reaktivni formy kysliku jsou spojovany s usmrcovanim patogenti
a tvorbou antioxida¢niho glutathionu, ochrance pfed oxida¢nim stresem
(Nagy and Haschemi, 2015). Na konci glykolyzy, pii nedostatecném mnozstvi
kysliku, se pyruvat nekonvertuje na Acetyl-CoA , ale misto toho na laktat,
ktery je vylou¢en z bunky ven (EL Kasmi and Stenmark, 2015).

V M1 makroféazich je oxidativni fosforylace (OXPHOS) omezena. Proto
se musi konvertovat pyruvat na laktat, aby se obnovilo NAD+ a zachoval se
glykolyticky tok (Viola et. al., 2019). T kdyz je metabolismus pyruvatu
omezeny béhem aerobni glykolyzy v Krebsové cyklu (TCA), ukazalo se, ze
meziprodukty tohoto cyklu jsou nepostradatelné pro dal§i bunééné procesy
(Langston, Shibata, and Horng, 2017). Hlavnim vstupnim metabolitem do
TCA je po aktivaci makrofagu glutamat. Aby mohly byt vytvofeny potiebné
metabolity, musi se vyuzit v obou smérech cyklu a tim dochdzi k poruseni
cyklu. Vysledkem je zména celé fady intermediatii (meziproduktii) TCA
cyklu. Proto musi byt TCA cyklus mimo jiné zasobovan i glutamatem, coz je
pocatecni prekurzor pro tvorbu meziproduktt dilezitych pro baktericidni
Glohu v extracelularnim prostoru. Kdyz je tento cyklus dopliiovan jinym
zpusobem nez obvykle, doddvkou glutaminu, zptsobi to ,,zlomeni“ TCA
cyklu. To vede ke zméné koncentraci nékterych meziproduktt TCA (napf.
sukcinatu, fumaratu, L-2-hydroxyglutaratu), G¢astnicich se také stabilizace
Hif/a v cytosolu (Bailey and Nathan, 2018).

Diilezitou soucasti M1 metabolismu je také piijem dostatecného mnozstvi
lipida. Lipidy ve formé fosfolipida jsou vyuzity pii masivni remodelaci
bunééné membrany pii fagocytdze, pinocytéze a endocytoze (Nishiyama-
Naruke and Curi, 2000; (Moore, Sheedy, and Fisher, 2013; Tabas and
Bornfeldt, 2016). Pro funkci makrofagi je dulezity cholesterol, avsak jako
volny je pro buriky toxicky (Tall and Yvan-Charvet, 2015). Tudiz musi byt
spole¢né s mastnymi kyselinami esetrifikovan (Spann and Glass, 2013).
Soucasn¢ je také dilezity pro udrzeni lipidovych rafti v bunéénych
membranach. Cholesterol a cholesterol-ester se vyuziva k syntéze
katecholaminti, jakoZto signalnich a efektorovych latek pro imunitni odpovéd

(Pirillo, Catapano, and Norata, 2015; Tall and Yvan-Charvet,



2015).Triglyceridy jsou vyuzité jako energeticky zdroj a jako alternativni
zdroj pro TCA cyklus (Huang et al., 2014).

Se zménou bunééného metabolismu makrofagu se méni i energetické a
nutricni naroky. Zvysi se tim pozadavky na vstupni metabolity. M1
makrofagy jsou vzhledem k aktivaci vySe zminénych drah funkéné zavislé na
dostate¢ném mnozstvi stavebnich latek, zejména glukézy, glutaminu a lipida
(Newsholme et al., 1986). Na zaklad¢ téchto poznatkii jsme se v nasi praci
rozhodli ovéfit, zda makrofagy D. melanogaster piijimaji lipidy ve formé
lipoproteint béhem bakterialni infekce S. pneumoniae.

1.6. Drosophila melanogaster jako model pro studium metabolismu
béhem infekce

Drosophila melanogaster je vhodny modelovy organismus pro vyzkum
molekularnich mechanismi, jenz fidi metabolismus imunitnich bunék. U
savcu se nekteré slozky pfirozené imunity vysoce podobaji pfirozené¢ imunité
D. melanogaster. Béhem bakterialni infekce dochazi k naruSeni rovnovahy
mezi buiikami, tkanémi a organy. Vrozena imunitni odpovéd slouzi D.
melanogaster k obrané proti nejriznéjSim parazitim ¢i mikrobum (Govind,
2008).
Pfi naSem vyzkumu byla injikovana do téla D. melanogaster tenkou sklenénou
kapilarou presna davka bakterie Streptococcus pneumoniae. Nasledovalo
namnozeni bakterie uvniti téla mouchy (Troha and Buchon, 2019) spojené s
imunitni reakci, ktera probiha ve dvou fazich. (Lemaitre and Hoffmann,
2007). Akutni faze probiha prvnich 24 hodin, kdy populace bakterii rychle
roste. Vlivem fagocytOzy se snazi organismus eliminovat mnozeni patogenu
(Pham et al., 2007; Bajgar and Dolezal 2018). Druha faze (resolution phase)
vede K odstranéni zbytkt bakterii makrofagy a k obnoveni homeostizy
(Chambers, Lightfield, and Schneider, 2012; Bajgar and Dolezal, 2018).

Béhem akutni faze bakteridlni infekce podstupuji baktericidni M1
makrofagy D. melanogaster metabolicky posun smérem k aerobni glykolyze.
Jsou zavislé na Hifla, stejné jako makrofagy savcu. Zjistilo se, Ze
v aktivovanych makrofazich je zvysena exprese tohoto transkripéniho faktoru.

To souvisi se zvySenym piijmem glukdzy, expresi a aktivitou glykolytickych

10



gent, zrychlenim glykolyzy, vyssi tvorbou NADH a laktatdehydrogenazy,
ktera zprostiedkovava redukci pyruvatu na laktat. Tyto vSechny procesy jsou
dilezité pro baktericidni funkci a vyporadani se s patogeny. V reakci na
infekci  Streptococcus pneumoniae vykazuji makrofagy intenzivnéjsi
schopnost fagocytdzy a vyssi spotiebu glukdzy (Mills et al., 2000; Langston,
Shibata, and Horng, 2017; Krejcova et al.,2019).

Rezistence k bakterialni infekci se stanovuje analyzou ptezivani
infikovanych jedinctd. Prostfednictvim metody Colony forming units (CFU) je
mozné stanovit rychlost rastu Streptococcus pneumoniae v jedincich D.
melanogaster. Spoc¢itani CFU na jednoho experimentalniho jedince infekci,
slouzi jako kvantitativni metoda pro méfeni Zivych bakterii v organismu.
(Troha and Buchon, 2019; Lemaitre and Hoffmann, 2007; Govind, 2008).
Muzeme si tak vytvofit pfedstavu, jak jedinci infekci piezivaji a jak v nich
roste patogen.

Kromé charakteristiky imunologické mizeme métit také charakteristiky
metabolické. Lze stanovovat mnozstvi metaboliti v cirkulaci, v tukovém
télese, piipadné v celém téle zivocicha D. melanogaster. V této praci jsou
méfeny tfi metabolity: cholesterol, cholesterol-ester a proteiny.

Ke zjistovani u¢inku genu a jeho roli v konkrétni tkani organismu se daji
pouzit rizné specifické nastroje. Prvnim charakterizovanym systémem je
Gal4-UAS. Tento néastroj umoznuje tkanové specifickou kontrolu genové
exprese. Diky tomuto systému muizeme zkoumat jednotlivé role geni
v konkrétnim misté (Halpern et al., 2008). Pokud chceme exprimovat gen
nejen v urcité tkani, ale i v dany Cas, pouzijeme teplotné senzitivni inhibi¢ni
protein Gal 80 (Zeidler et al., 2004). Dalsi technikou, ktera je vyuzivana
spole¢né s GAL4-UAS systémem, je RNA interference (RNAI). Tato metoda
slouzi k umléovani genti. Je to buné¢ny mechanismus zaloZeny na degradaci
messenger RNA (mRNA). Diky tomu tedy miZeme posoudit tkanoveé
specifické role daného genu (Heigwer, Port, and Boutros, 2018). Kromé
RNAI je v této praci pouzito také nastroje k overexpresi, kdy je v danych
bunikach produkovano nadmérné mnozstvi MRNA kodujici zkoumany protein
(Prelich, 2012).
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Podobn¢ jako u savct, dochazi u D. melanogaster ke zméné bunééného
metabolismu a nasledné i ke zméné nutri¢nich narokd. Muzeme tak sledovat,

jaky dopad ma tato adaptace na celkovy metabolismus jedince béhem infekce.

1.7. Systemické metabolické zmény jako podminka efektivni imunitni
odpovédi

Béhem bakterialni infekce dochazi k celé fadé¢ metabolickych adaptaci na
urovni systemického metabolismu a tukového télesa. Imunitni odpoveéd je
velice energeticky naro¢ny proces, pi1 némzZ se musi zneskodnit napadené
patogeny. Pro ucinnou rezistenci na Streptococcus pneumoniae je potieba
pietvoieni systemického metabolismu souvisejiciho s uvolinovanim glukozy
z glykogenu (Bajgar and Dolezal, 2018).Pti vyssich energetickych narocich je
mobilizovan do hemolymfy a rozlozen diky enzymu glykogen-fosforylaze
zpét na glukézu. Z toho vyplyva, Ze glykogen funguje jako zdroj energie
(Reyes-DelaTorre, Teresa, and Rafael, 2012; Steele, 1982). Béhem imunitni
odpovédi musi byt systemicky metabolismus ptisn¢ regulovéan, jinak si
patogen uzurpuje veSkerou energii pro vlastni potiebu (Bajgar and Dolezal,
2018). Vyzkum prokazal, Ze metabolické zmény, které jsou vyvolany
transkripénim faktorem Hif/a vedou K pfeprogramovani systemického
metabolismu karbohydratti. Ukazalo se, Ze Hif /o vykazuje zménu bunééného
metabolismu makrofagih smérem k aerobni glykolyze, spojenou se
systemickymi  metabolickymi zménami v aktivovanych  makrofazich
(Krejcova et al., 2019).

Klidové a baktericidni makrofagy jsou charakteristické rozdilnym
pouzitim lipidd. Klidové makrofagy potiebuji mensi mnozstvi lipidi, které
jsou zdrojem energie z oxidace mastnych kyselin. Baktericidni makrofagy tak
aktivuji transkripéni faktor Hif/a, coz smétuje k akumulaci mastnych kyselin
a cholesterolu (Mylonis, Simos, and Paraskeva, 2019; Shen & Li, 2017). To je
spojeno se zvySenym piijmem lipidd ve formé lipoproteind (Mylonis et al.
2012; Shen and Li, 2017).

Lze tedy ptredpokladat funkéni vztah mezi buneénym metabolismem
makrofagl a systemickym metabolismem, ackoli tento vztah nebyl doposud

dostate¢né prozkouman.
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1.8. Teorie sobeckého imunitniho systému

V okamziku napadeni organismu patogenem, je naprosto zasadni aktivovat
imunitni buniky a dorucit metabolity do imunitniho systému. Zatimco
vV béznych podminkach je energie rozdélovana mezi reprodukci, vyvoj a rust
organismu, v momenté napadeni infekci je veskera energie pfesmérovana
K imunitni odpovédi. Za timto ucelem produkuji aktivované imunitni bunky
celou fadu signalnich faktort. Tyto signalni molekuly ovliviiuji systemicky
metabolismus a tim si imunitni bunky zajistuji dostatek energie. Tento
koncept byl pojmenovan jako sobecky imunitni systém (Bajgar et al., 2015;
Straub, 2014).
Imunitni systém vykazuje ,,sobecké* chovani, protoze si bere vétSinu
dostupné energie pro sebe. K tomu vyuziva inzulinovou rezistenci, coZ je
stav, kdy zbytek organti vykazuje snizenou reakci na endokrinni peptidovy
hormon inzulin (Almajwal et al., 2019). Inzulin se vaze na receptory cilovych
bunék a zajiStuje transport zivin do tkani (Chan and Steiner, 2000).
Inzulinova rezistence je povazovana sice za patologicky stav, ale evolu¢né ma
jisty fyziologicky vyznam (Soeters and Soeters, 2012; Odegaard and Chawla,
2013).

ZhorSenou inzulinovou signalizaci vyvolavaji ruzné signalni latky
zejména cytokiny. Ty zpisobuji zvySeni koncentrace cirkulujicich latek, jako
je glukoza, lipoproteiny nebo aminokyseliny. Inzulinova signalizace je
dualezita pro rast, vyvoj a zrani ovarii. Podili se nejen na omezovani spotieby
cirkulujicich energetickych latek, ale navic v centralnich metabolickych
organech indukuje jejich uvoliovani (Alejandra Figueroa-Clarevega and
David Bilder, 2016). V tukové tkani vede inzulinova rezistence k lipolyze a
mobilizaci mastnych kyselin, zatimco v hepatocytech stimuluje syntézu
lipoproteind (Puigserver et al., 2003).

Bakterialni infekce ma vliv na systemicky metabolismus. To je
zprostiedkovano ptedevs§im inzulinovou resistenci. Pokud tento stav trva
dlouhou dobu, wvznikd chronicka inzulinova rezistence vedouci Kk
hyperglykémii a hyperlipidemii a nasledné kachexii. Zménéna distribuce
energeticky bohatych sloucenin se tak stane Skodlivou a vede k rozvoji
patologickych stavu. Stejné tak adaptivni metabolismus nutny pro efektivni

boj s patogeny souvisi s pritomnosti signalnich faktorti vyvolavajicich
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inzulinovou rezistenci a pre-kachekticky stav (Shi et al., 2019; Khovidhunkit
et al., 2004).

Jelikoz nejsou lipidy rozpustné ve vodé, musi byt transportovany
v cirkulaci ve form¢ lipoproteini. Podle podilu triglyceridi na celkové slozeni
lipoproteinu se déli na lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL) (Gaudet,
Drouin-Chartier, and Couture, 2017; Bhatt and Rohatgi, 2016)s nizkou
hustotou (LDL) a velmi nizkou hustotou (VLDL). Pifedev§im LDL jsou
dilezité pro transport vétSiny cholesterolu do tkani, ovSem jejich nadbytek
zpusobuje vznik aterosklerotickych plakt (Nordestgaard et al., 2010).
Lipoproteiny obsahuji kromé povrchovych lipoproteinovych komplext
apolipoproteinti, také triglyceridy, cholesterol, cholesterol-ester a fosfolipidy.
Jsou transportovany na velkou vzdalenost, avS8ak mohou byt pfijimany jen
ur¢itymi tkanémi (Nishiyama-Naruke & Curi, 2000).

Pfedtim, nez lipoproteiny vstoupi do bunky, jsou pozastaveny
lipoproteinovymi receptory. Po jejich proniknuti jsou degradovany
Vv lysozomu ptisobenim lipazy na volny cholesterol a mastné kyseliny. Tento
proces byl pojmenovan jako kysela lipolyza (Nordestgaard et al., 2010;
Huang et al. 2014). Makrofagy pfijimaji tyto nutricné bohaté latky pomoci
svych povrchovych scavenger receptori procesem zvanym endocyt0za
(Huang et al., 2014). Bylo dokazano, Zze se lipoproteiny akumuluji
v makrofazich, které jsou tak privilegované v dostupnosti této formy Zzivin
(Moore et al., 2013).

Pro zajisténi spravné funkce makrofagii béhem akutni faze infekce je
potfeba dostatecné mnozstvi lipidi. AvSak na zdkladé nerovnovahy
metabolismu lipidi se mohou makrofdgy pfeménit na fenotyp pénovych
bunék se zvySenym obsahem LDL cholesterolu, které se akumuluji ve sténach
tepny. Pokud odpovéd’ zanétlivych makrofagh piretrvava delsi dobu, z akutni
infekce mtze vzejit zanét chronicky, ateroskleroza. Vyslednd dysregulace
metabolismu lipid méni fenotyp makrofaghi na M1. Pro-zanétlivy fenotyp
M1 vylu€uje aterosklerotické cytokiny ( IL-6 a IL-12) (Chistiakov et al.,
2017; Moore et al., 2013). Z tohoto divodu musi byt tyto imunitni buiky
kontrolovany a regulovany, aby nedoslo k destrukci tkan¢ (Wynn, Chawla,
and Pollard, 2013).
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Jak jiz bylo zminéno, pokud jsou zvySenym mnozstvim energetickych
latek zdsobovany imunitni buniky pouze docasn€, mohou tyto bunky uspésné
eliminovat patogeny. Dlouhodobé nadmérné dodavani téchto latek vSak mize
vést k chronickému stavu a zplsobovat rizné patologické jevy, jako jsou
ateroskler6za, cukrovka a dal$i nemoci. Faktory, které ovliviiuji vztahy mezi
imunitnimi buiikami a centrdlnimi metabolickymi organy se nazyvaji selfish

imune factors (sobecké imunitni faktory).

1.9. Teoretické podminky pro selfish imune factors
Selfish imune factors musi spliiovat nékolik teoretickych predpokladt. Jejich
produkce je vazana na aktivaci makrofagli, jsou produkovany imunitnimi
bunkami, maji potencial se $ifit a ovliviiovat metabolismus v cilovych tkanich
a podili se na indukci inzulinové resistence (Bajgar, Krejcova, and Dolezal,
2021).

Jednim z prvnich kandidatd na signalni molekulu sobeckého
imunitniho systému je extracelularni adenosin (Natali et al., 1994). Adenosin
je nukleosid odvozeny z purinu (Yegutkin, 2008) a funguje jako piepinaé
energie, kterou pfesmérovava od vyvojovych procest k imunitnim buitkam. Je
spojovan se systémovou mobilizaci sacharidi pro nutnou imunitni obranu.
Pokud se zvedne ucinek této molekuly béhem akutni faze infekce, zvysi se
imunitni odpovéd’ hostitele a to mtize byt prospésné pro jeho odolnost. Tato
molekula musi byt reguloviana imunitnimi bunkami, aby se zabranilo
negativnim nasledkim pii nadmérném uvolfiovani energie (Bajgar and
Dolezal, 2018).

Krom¢ adenosinu lze vSak ptedpokladat dalsi signalni molekuly
s podobnymi funkcemi, z nichZ nékteré mohou zptisobovat tfeba rakovinnou
kachexii. Rakovinné bunky sdili s baktericidnimi M1 makrofagy
metabolismus a tvorbu nékolika pro-zanétlivych cytokinii s dopadem na
systemicky metabolismus. Rust nadorti zavisi na indukci systemickych
metabolickych zmén, zahrnujicich inzulinovou rezistenci a kachexii. Tyto
mechanismy slouzi kuzurpovani si dostatecného mnozstvi Zivin

Z anabolickych procest hostitele. Pro-kachekticky ucinek nadorii je taktéz

15



spojen s prijetim aerobni glykolyzy zavislé na transkripénim faktoru Hiflo
(Koltai, 2020; Schwartsburd, 2017).

1.10. ImpL2 jako kachekticky faktor v rakoviné
Moznym kandidatem na ,,sobecky“ signalni faktor je IMPL2, produkovany
mimo jiné rakovinnymi buiikami. Vyzkumy s druhem Drosophila
melanogaster ptispély k odhaleni genetickych faktorti podilejicich se na
vzniku rakoviny. V ramci podobnosti ve fyziologickych regulacich u D.
melanogaster a lidi (Leopold and Perrimon, 2007), je vyuzivana D.
melanogaster jako jednoduchy organismus ke studiu mechanismt, kterymi
muze rakovina naruSit homeostdzu. Tento modelovy organismus poslouzil
k identifikaci systemického faktoru IMPL2, ktery je produkovan nadorovymi
buiikami a zpiisobuje systemickou inzulinovou resistenci a kachexii.

IMPL2 byl identifikovan jako kachekticky faktor. Tkané¢ vzdalené od
nadoru jsou Casto postizeny rakovinovou kachexii. Ta je typicka tim, Ze tkan¢
vykazuji pfiznaky nutri¢niho deficitu, i kdyz je hladina Zivin v cirkulaci
dostacujici. Tento proces se vyznacuje nedobrovolnou ztratou télesné
hmotnosti, projevujici se pfedev§im Ubytkem kosternich svali a tukovych
tkani (Alejandra Figueroa-Clarevega and David Bilder, 2016).

Signalni faktor IMPL2 se vaze na systemické ligandy podobné inzulinu a
tim brani jeho signalizaci v periférnich tkanich D. melanogaster. IMPL2, jako
hlavni mediator, je sekretovany inzulinovym antagonistou, produkovanym
malignimi nadory, coz vede ke tkanové kachexii. Tumor je zodpoveédny za
indukci inzulinové rezistence. V perifernich tkanich se snizi inzulinova
signalizace inzulinu a zvysi se hladiny cirkulujiciho cukru. Prostfednictvim
inzulinové rezistence ImpL2 ovliviiuje metabolismus tukové tkané a indukuje
mobilizaci zivin, které posléze pouziva nador pro svij rist (Kwon et al. 2015;
Alejandra Figueroa-Clarevega and David Bilder, 2016). Rozhodli jsme se
ovefit, zda je Impl2 odpovédny za regulaci exprese lipoproteind v tukovém

télese a jejich naslednou mobilizaci do hemolymfy.
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1.11. Role genu ImpL2 u Drosophila melanogaster
Gen ImpL2 je clenem superrodiny imunoglobulinii a reprezentuji ho geny
kddujici  20-hydroxyekdyson-indukované proteiny, které se vazou na
membrénu (Garbe, Yang and Fristrom, 1993). Je charakteristicky svou
vazbou na peptid Drosophila Insulin-Like Peptid 2 (Dilp2) a inhibuje rast.
Predpokladame, Ze tento protein spolecné s homologem IGFBP7 dokéaze
inhibovat inzulinovou signalizaci (Honegger et al., 2008). Dusledkem tohoto
nartsta koncentrace cirkulujici glukézy, zatimco jsou vyCerpany zasoby
glykogenu (Alejandra Figueroa-Clarevega and David Bilder, 2016).

Velkou pozornost si zaslouzi jaterni makrofagy (LM), které produkuji
Insulin-like Growth Factor Binding Protein 7 (IGFBP7), sav¢i homolog
IMPL2. Tento protein se vaze na rustovy faktor podobny inzulinu Insulin-like
Growth Factor (IGF) regulujici metabolismus jater, mimo to ma velmi
vysokou afinitu k samotnému inzulinu. Bylo dokazano, ze béhem obezity a
inzulinové rezistence, jaterni makrofagy z pocatku nepodstupuji zménu na
pro-zanétlivy fenotyp M1. Reguluji vSak funkci hepatocytl (jaternich bunék).
Jednim z nich je jiz zminény protein IGFBP7, kodovany genem regulujicim
inzulinovou signalizaci v bunkach savci (véetné ¢lovéka). Tento faktor je
zakladem remodelace metabolismu podléhajicimu LM. U zdravych
hepatocyti, citlivych na inzulin, byl pozorovan protein IGFBP7, ktery se vaze
na inzulinovy receptor a tim zvysSuje aktivaci proteinkinazy (AKT). To vede
ke snizeni glukoneogeneze neboli syntézy glukozy. Zatimco u jaternich bunék
rezistentnich na inzulin, je vazba IGFBP7 na inzulinovy receptor omezena,
ptesto je dostate¢né schopna aktivace ERK1/2 kinazy (Extracellular Signal-
Regulated Kinases) a indukce genti zodpovédnych za syntézu glukozy a lipida
(Morgantini et al., 2019).

1.12. ImpL2 produkovany makrofagy pfi infekci
Nase laboratof zjistila, Ze u dospélych jedincii octomilek (D. melanogaster),
infikovanych  bakterialni infekci S. pneumoniae, jsou makrofagy
prevladajicimi producenty proteinu IMPL2. Experimentalné byl ukédzan nartst
tvorby genu ImpL2 v aktivovanych makrofazich metodou gPCRa také pomoci

genetického konstruktu ImpL2GAL4>UASmMCherry (mCherry- fluorescenéni
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marker). Bylo dokazano, ze zvySeni exprese genu ImpL2 souvisi
s metabolickou zménou, kterd je indukovana transkripénim faktorem Hifla
po infekci. Hifla reguluje nejen zménu bunécného metabolismu smérem
k aerobni glykolyze, ale také expresi genu ImpL2 (Krej¢ova et al., 2020).
Ackoli se tedy zda, ze by Hifla mohl spustit expresi signalni molekuly

ImpL2, nebyla zatim jeho role v tomto procesu experimentalné ovéiena.

Cilem této bakalarské prace je zjistit, zda gen ImpL2 indukuje zmény
v systemickém metabolismu béhem akutni fize bakteridlni infekce u
Drosophila melanogaster. Konkrétné jsme se rozhodli charakterizovat
vliv. genu ImpL2 na expresi gent ovliviiujicich lipoproteinovy
metabolismus v tukovém télese, v reakci na bakterialni infekci a nasledné
ovérit jeho pusobeni na koncentraci lipoproteini v hemolymfé a jejich

akumulaci v makrofazich.
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2. Cile prace

Dosavadni vyzkum prokézal signifikantni narist exprese genu ImpL2 v
aktivovanych makrofazich béhem infekce. Nicméné€ vliv tohoto cytokinu na
mobilizaci energeticky bohatych latek nebyl doposud prokéazan v kontextu

imunitni odpovédi.

Pro zodpovézeni této komplexni otazky jsem si vytyc€ila ndsledujici dil¢i cile:

1. Analyzovat vliv makrofagy produkované signalni molekuly IMPL2 na
expresi gend ovlivilujicich lipoproteinovy metabolismus v tukovém
télese po infekci Streptococcus pneumoniae

2. ldentifikovat vliv makrofagy produkovaného signalniho cytosinu
IMPL2 na koncentraci cholesterolu a cholesterol-esteru v hemolymfé
po infekci S. pneumoniae

3. Charakterizovat vliv makrofagy produkovaného signalniho cytosinu
IMPL2 na koncentraci cholesterolu a cholesterol-esteru v makrofazich

po infekci S. pneumoniae
Zamérem této prace bylo objasnit, zda cytokin IMPL2 odpovida za indukci

zmén v systemickém metabolismu a zvysi tak dostupnost Zivin pro imunitni

systém v prub&hu akutni faze bakterialni infekce u Drosophila melanogaster.
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3. Materialy a metody

3.1. Chov Drosophila melanogaster

Mouchy byly chovany ve dvou typech vialek, a to ve sklenénych a
v plastovych s potravou umisténou na dné. Jejich konce se uzaviely vatovou
zatkou. Ve sklenénych vialkach byl druh Drosophila melanogaster Ziven
standartni kukufi¢nou dietou s 5% sachar6zou (Tab. 1) a udrzovan Vv prostredi
s fizenou vlhkosti, kde se ptirozené sttidalo svétlo (12 hodin) a tma (12 hodin)
pfi teploté 25°C. Dospéli samci D. melanogaster byli na dobu 7 dnd ptfesunuti
do plastovych vialek na experimentalni dietu s kukuficnou stravou bez
sachar6zy (Tab. 2), nasledné¢ byli infikovani bakterii Streptococcus
pneumoniae. Analyza exprese a stanoveni hladiny metabolitti byla provedena
24 hodin po infikovani jedinct. Kvili indukei teplotné citlivého genetického
konstruktu a optimalni teploté pro rast bakterie Streptococcus pneumoniae
musely byt tyto infikované mouchy uchovavany v inkubatorech pfi teploté
29°C. Kazdy druhy den byly octomilky bez pouziti CO. pienaSeny do
Cerstvych vialek pro zajisténi dobré kvality potravy. VIhkost v inkubatorech
se pohybovala v rozmezi 52-57%. S homozygotnim samcem nesoucim RNAI
konstrukt pod UAS sekvenci se kiizila vzdy panna D. melanogaster
homozygotni pro geneticky konstrukt Hml Gal4 Gal80™ nebo konstrukt Crq
Gal4 Gal80™, coz bylo velmi dilezité pro vznik 100% potomkii s kombinaci
Gal4 Gal80 a RNAI v nové generaci.

Tabulka 1: Standartni dieta s 5% sacharozy

Voda 1500 ml
Kukuii¢namouka 804¢g
Agar (Armesco, J637) 10¢g
Instantnikvasnice 40 g
Sachar6za 50 ¢g

Vateni 12 minut na 100°C, poté 50 minut na

90°C, chlazenipti 60°C

10% Methylparaben 16,7 mi
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Tabulka 2: Experimentalni dieta s 0% sacharozy

Voda 1500 ml
Kukuti¢namouka 53,39
Agar Drosophila Type Il. (Apex - 66 - 103) | 6,29
Instantnikvasnice 28,2 ¢
Sachar6za 0g

Vateni 12 minut na 100°C, poté 50 minut na

90°C, chlazenipti 60°C

10% Methylparaben 16,7 ml

3.2. K¥izeni
Nize popsané kiiZeni bylo provedeno za Gicelem ziskani musek s pozadovanou

kombinaci ur¢itych charakteristik.

Kfizeni ¢. 1: Experimentalni linie Hml Gal4 Gal80 x ImpL2 RNA.I

w Hml Gal4  P{TubGal80TS}
w’ Hml Gala’ P{TubGal80TS }

X w _+ UASImpL2 RNAi
/' +’ UAS ImpL2 RNAi

w Hml Gal4  P{TubGal80TS}

Fl:—; ; -
/ + UAS ImpL2 RNAi

Ktizeni €. 2: ExperimentalnilinieCrq Gal4; UAS2xGFP x ImpL2 RNA.

. w _CrqGal4  UAS 2xGFP w _+ UAS ImpL2 RNAi
" w’CrqGal4’ UAS 2xGFP /’ +’ UAS ImpL2 RNAi
F1: w  CrqGal4 UAS 2xGFP

"/’ + ’ UASImpL2 RNAi

Ktizeni €. 3: ExperimentalnilinieHml Gal4 Gal80 x UAS ImpL2 CDS

. w_HmlGal4  P{TubGal80TS}
" w’Hml Gal4’ P{TubGal80TS }

UAS ImpL2 CDS
UAS ImpL2 CDS

Wl+l
Ty

w HmlGal4  P{TubGal80TS}

F1: —; ;
/ + UAS ImpL2 CDS
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Ktizeni ¢. 4: ExperimentalnilinieCrq Gal4; UAS2xGFP x UAS Impl2 CDS

. w _CrqGal4 = UAS 2xGFP
" w’CrqGal4a’ UAS 2xGFP

UAS ImpL2 CDS
UAS ImpL2 CDS

w +
X 7):1

w  CrqGal4 UAS 2xGFP
/' + ’ UASImpL2CDS

F1:

Ktizeni €. 5: Experimentalni linie Hml Gal4 Gal80 x TRiPcontrol

. W _HmlGal4 P{TubGal80TS}
" w’Hml Gal4’ P{TubGal80TS }

X W+ .+
/T + T+

. W HmlGal4 P{TubGal80TS}
F1. —; ;

/T o+ +

Ktizeni ¢. 6: ExperimentalnilinieCrq Gal4; UAS 2xGFP x TRIP control

. w _CrqGal4 = UAS 2xGFP
" w’CrqGal4’ UAS 2xGFP

w +
X i

+ |+

. w CrqGal4 UAS 2xGFP
F1. —; ;
/ + +

KfiZeni ¢. 7: ExperimentalnilinieHml Gal4 Gal80 x w [1118]

. W _HmlGal4  P{TubGal80TS}
" w’Hml Gal4’ P{TubGal80TS }

)

w o+ +
/T + T+

w  Hml Gal4 P{TubGal80TS}
/7 + ! +

F1:

Kfizeni ¢. 8: Experimentalni linie Crq Gal4; UAS 2xGFP x w [1118]

.w _CrqGal4 ~ UAS 2xGFP
"w’CrqGal4’ UAS 2xGFP

w +
X 7PTP

+ |+

w CrqGal4 UAS 2xGFP
F1: ===,

/4 +
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3.3. Infekce

Pro infikaci much D. melanogaster byla péstovana kultura Streptococcus
pneumoniae (kmen EJ1). Tato kultura byla skladovana pti teploté -80°C v
médiu Tryptic Soy Broth (TSB) (Sigma) s obsahem 10% glycerolu. Horni
vrstva bakterii byla seSkrdbnuta pomoci jednordzové inokulacni smycky
(Biologix) a nanesena na agarové misky s TSB, které se pfipravily
nasledujicim zptisobem (Tab. 3). Agarova miska se pies noc inkubovala pii
teploté 37°C (5% CO3). Zaroven bylo namichano tekuté TSB medium podle
nasledujiciho receptu (Tab. 4): Ptipravily se tfi sklenéné zkumavky s tekutym
meédiem TSB. Prvni z nich se pouzila pro inokulaci S. pneumoniae z agarové
misky. Dalsi den byl jeji obsah pielit do druhé zkumavky s erstvym médiem.
Posledni zkumavka byla pouzita jako kontrola s blankem (kultiva¢ni
medium). Nasledné se do kazdé sklenéné zkumavky ptidalo 3 ml kapalného
media TSB, které bylo smichano se 100 mg/ml streptomycinu a 100 000
jednotkami katalazy. Nasledujici den byla do prvni zkumavky piendana jedna
kolonie z agarové misky a umisténa pies noc do inkubatoru s teplotou 37°C s
5% CO,. Poté bylo z této zkumavky odebrano 100pl materialu a
napipetovano do zkumavky druhé. Tento krok umoznil dosazeni
exponencialni faze rastové kiivky S. pneumoniae v dobé& infekce.
Vypéstované kultury byly 2x promyty pomoci TSB s Cerstvou katalazou.
Dalsi 4 hodiny se nechaly rtst. Absorbance hustoty bakterii po ukonceni
daného casového useku cinila 0,4 OD600. Hustota bakterii byla meétfena
pomoci jednordzové kyvety (BRAND®) pii OD600 spektrofotometrem
Optizen 1412V. Finalni bakteridlni kultury byly centrifugovany a rozpustény
ve fosfatovém pufru PBS tak, aby vysledna absorbance dosahovala hodnoty
2,4 OD600. Kultura S. pneumoniae byla do procesu infikace i béhem ni
udrzovana na ledu.

Sedmidenni samci D. melanogaster byli uspani pomoci CO:
Flowbuddy Flow Regulator (Genesee Scientific, 7l/min) a nasledné
infikovany 20 000 bakteriemi S. pneumoniae. Pomoci ptistroje Eppendorf
Femtojet byly mouchy injikovany cCistym pufrem o objemu 50 nl nebo
bakterialni kulturou. Injikace byla provedena do ventrolateralni strany
abdomenu jedince. Tato procedura probihala pod binokularnim mikroskopem
(Olympus SZ51).
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Tabulka 3: Recept TSB agaru

dH20 400 ml
TrypticSoyBroth 3% 12 g
Agar (Ambresco, J637) 1,5% 69

Vareni 1 minutu v mikrovinné troubg.
Autoklavovani 20 minut pti 121°C a poté

nechat zchladit na 50°C

Streptomycin sulfatova stl 0,0075% 0,03

mg/ml

Tabulka 4: Recept tekutého media TSB

dH20 100 ml

TrypticSoyBroth 3% 3mi

Vateni 1 minutu v mikrovinné troubg.
Autoklavovani 20 minut pfi 121°C a poté

nechat zchladit na 50°C

Nakonec pouzit bakterialni filtr (¢ 0,2 um)

3.4. Fluorescence — activated cell sorting (FACS)

Ze samcu D. melanogaster s genotypem Crg-Gal4; UAS2XGFP byly
izolovany makrofagy metodou FACS za pomoci pfistroje S3™Cell sorter. Pro
jejich rozpoznani byly tyto makrofagy oznaéeny zelenou fluorescenéni barvou
(GFP). Na vzorek bylo pozito kolem 200-300 much, které byly postupné
rozdrceny v mikrozkumavkach spole¢né s 200ul PBS. Mouchy byly pfedem
uspany CO. Vsechny vzorky byly drzeny na ledu. Poté byly octomilky
mechanicky homogenizovany. Ziskany homogenat (bunécnd suspense) se
Cistil filtraci pfes sitko z nylonovych vldken. Nasledné bylo sitko promyto 200
pl PBS roztokem a ten byl opét pfilit k homogenatu. VSechny vzorky se
centrifugovaly 3 minuty pfi teploté 4°C a 3500 otackach za minutu. Po kazdé
centrifugaci byl supernatant promyt v 1 ml PBS o teploté¢ 4°C. Tento krok byl
opakovan dohromady ttikrat.
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Vzorky byly pieneseny do polystyrenovych FACS zkumavek za pouziti
jednordzového bakterialniho filtru (-50 pum, Sysmex). Makrofagy s endogenné
produkovanym GFP pod HemolectinGal4 driverem byly odklonény do 100 pl
PBS pomoci TM 573 Cell Sorter (Bio Rad). Zkumavky s buikami se
uchovavaly v mrazaku pii -80°C. Vyizolované buiky byly zkontrolovany pod
fluorescenénim mikroskopem a faizovym kontrastem, pro ovéfeni, zda byly
skute¢né ziskany GFP pozitivni makrofidgy. Takto vyizolované makrofagy

byly pouzity pro qPCR a stanoveni metabolitt.

3.5. Stanoveni metaboliti
Koncentrace cholesterolu, cholesterol-esterua proteinti byla zjistovana Vv
hemolymfé a v izolovanych makrofazich. Proteiny se vyuzily pro
standardizaci ptipadnych odchylek, které mohly byt zplsobeny rozdilnymi
velikostmi D. melanogaster. Sbér samct se uskuteénil 24 hodin po infekci.

Na izolaci jednoho vzorku hemolymfy bylo pouzito 25 dospélych samci.
Do eppendorf zkumavky s 50 pl PBS byly octomilky umistény na
silikagelovy filtra nasledné centrifugovany. Po 10 minutach staceni pii 4°C a
14000 otackach za minutu byly vzorky na proteiny denaturovany pii teploté
75°C po dobu 10 minut. Posléze byly vzorky zmrazeny pii teploté -80°C jako
zpusob uchovani pfed samotnym meéfenim. K izolaci makrofagii byl pouzit
piistroj Cell sorter, buné¢ny tfidi¢ (kapitola 3.4.). Bylo izolovano 50 000
makrofagii z 250 dospélych samct much, jak je popsano V piedchozi kapitole.
Pomoci soupravy Bicinchonic Acid Assay BCA kit (Sigma) byl smichan
jeden dil vzorku s20 dily roztoku, obsahujiciho 50 dild kyseliny
bicinchoninové a 1 dilem B reagentu. Mnozstvi proteini bylo odvozeno
Z absorbance roztoku pti vinové délce 595 nm.

Cholesterol 1 ester cholesterolu byly méfeny v izolované lipidové frakci
pomoci soupravy Cholesterol/Cholesterol-Ester QuantitationKit (Sigma)
podle protokolu dodavatele. VVzorek s 45 ul se smichal s 50 ul reagentu
(Cholesterol Reaction Buffer, Cholesterol Probe, Enzyme Mix, Cholesterol
Esterase) a nechal se inkubovat 1 hodinu pii 37°C. Absorbance se méfila
spektrofometricky pfi 570 nm. Protoze z cholesterol-esteru po deesetrifikaci

(hydrolyze) vznika cholesterol, ma absorbanci spole¢nou s cholesterolem.
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Timto testem se nejdiive zmétil samotny cholesterol a po pfidani
cholesterolesterdzy se detekoval jak cholesterol, tak cholesterol-ester.
K ziskani cholesterol-esteru se odecetla hodnota cholesterolu od celkové

hodnoty cholesterolu spole¢né s cholesterol-esterem.

3.6. lzolace RNA
RNA se izolovala ze sortovanych makrofagi. Bylo izolovano 50 000
makrofagi z250 dospélych samcii much. Vzorky byly umistény do
mikrozkumavek a smichdny s TRIzol Reagentem. Nasledné byly
homogenizovany pomoci drtitka oSetfeného DEPC H20. Bylo pfidano 900 pl
TRIzol Reagentu a 200 pl chloroformu. Poté se vSechny vzorky za pomoci
vortexu promichaly (nejméné 20-30 sekund) a udrzovaly se 10 minut pfi
pokojové teploté. Centrifugaci (15 minut, 4°C, 14 000 otacek za minutu) byly
vzorky odstiedény. Vzniklda vodni faze byla prepipetovana do Cisté
mikrozkumavky a s ptidanim 2 pl glykogenu umisténa na led. Diky tomuto
kroku se zlepsila viditelnost peletu. Posléze bylo pfidino 500 pl 100%
isopropanolu a vzorky inkubovany na ledu ptiblizné 10 minut. Po této dobé
byly umistény do centrifugy (10 minut, 4°C, 14 000 otacek za minutu).
Nasledn¢ doslo k odstranéni supernatantu a k peletu bylo pfidano 500 pl 75%
EtOH (96% EtOH v DEPC H20). Vzorek se nechal opét centrifugovat (5
minut, 4°C, 14 000 otacek za minutu), supernatant byl odstranén, pelet stocen
v centrifuze (1 minuta, 4°C, 14 000 otacek za minutu). Zbyvajici etanol
(EtOH) byl odebran. Pro jeho uplné odstranéni musely byt oteviené
mikrozkumavky ponechany zhruba 3 minuty pii pokojové teploté. Ziskana
vyizolovana RNA se rozpustila v 15 pl DEPC H20. Jeji koncentrace a Cistota

byla vyhodnocena na spektrofotometru NanoDrop ( UVS-99 ACTGene).

3.7. Reverzni transkripce
Ke kazdému vzorku s vyizolovanou RNA bylo piidano 1 pl 50 uM oligo(dT)
20 primeru (5" - dA(TTTTTTTTTTTTTTTTTITT)-3,KRD), 4 ul 20 uM

dNTPs a 2 pl DEPC H20. Pro spravné promichani vSech komponent smési

bylo potieba vzorky kratce centrifugovat. Poté byly vSechny mikrozkumavky
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dany na 5 minut do termobloku pfi teploté¢ 65°C a hned na to umistény na 1
minutu na led. Po néasledné kratké centrifugaci bylo do kazdého vzorku
napipetovano 1 pl 0,AM DDT, 4 pl 5x FS Il pufru a 1 pl SS 111 reverzni
transkriptazy (od Invitrogenu). Po dobu 50 minut pti teploté 50°C byly vzorky
inkubovany a finalni inkubace byla provedena pii teploté 75°C po dobu 15

minut.

3.8. gPCR

Reverzni transkripci byly ziskany vzorky s ¢cDNA, do nichZ bylo ptidano
230l dH20. Nasledné se do kazdého vzorku piimichalo 3 pl smési, ktera
obsahovala 6 pl TP 2x SYBR Master Mix (Top-Bio), 25 pl 20 uM forward
primeru (KRD), 25 pul 20 uM reverzniho primeru (KRD) a 250 pl PCR ultra
H20O (Top Bio). Vsechny vzorky byly méfeny v tripletech na 96 jamkové
destiéce (Bio-Rad) pokryté folii Microseal® ,,C“ (Bio-Rad) a
polytetrafluoroethylenovou kryci podlozkou (Bio-Rad) na piistroji CFX 1000
Touch Real-Time Cycler (Bio-Rad). Nasledné byl pouzit gPCR protokol:

95°C 3 minuty

94°C 15 sekund denaturace

56°C 20 sekund annealing 40X

72°C 25 sekund elongace

fluorescencni detekce

analyza kiivky tani byla provedena pti 65-85°C a kazdym krokem se teplota

zvySovala o0 0,5°C

Vysledna data z gPCR byla analyzovana pomoci double delta Ct analysis.
Genova exprese byla normalizovana dle kontrolni genové exprese
housekeeping genu (Ribozomalniho proteinu 49) Rp L32 (Rp49). Pro gPCR

se pouzily tyto sekvence primert:

Impl2 Forward: TTCGCGGTTTCTGGGCACCC
Impl2 Reverse: GCGCGTCCGATCGTCGCATA
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MTP Forward: GAATCGAAATGCCCAGACG
MTP Reverse: AACGTTGGTTTGTTTGAGAAGC

apoLPP Forward: TTGGAATCCTAGCTTCTGTGCT
apoLPP Reverse: AGTCATAGTAGTTGCCGGGTAT

apoL TP Forward: TGGGTGGATTGAAGCCACAG
apoL TP Reverse: TGAGTGGATTTTCTCTCACTGC

Bmm Forward: CACCGCGCCGCAATGAATGTATA
Bmm Reverse: TTCAATCACTGTTTGTCGGTCGGC

Rp49 Forward: AAGCTGTCGCACAAATGGCG
Rp49 Reverse: GCACGTTGTGCACCAGGAAC

3.9. Konfokalni mikroskopie a barveni Oil Red O
Pro ovéfeni a zdokumentovani akumulace lipidi v makrofazich s genotypem
CrqGFP, byly tkan¢€ obarveny za pouziti barviva Oil Red O.

Nejprve byly vzorky D. melanogaster vypitvany v Grace’s Insect Mediu
(Sigma). Abdomeny much byly pinzetami otevieny na hladin¢ kapky PBS na
sklicku, ¢imz se z nich vyplavily makrofagy. Vzorek se nechal 30 minut
ustalit. Vzorek se naslednéoté fixoval 4% paraformaldehydem (Polysciences).
Po 20 minutach byly tkané promyty v 60% isopropanolu a v PBS. Buiky
z abdomenu byly poté barveny pomoci OilRedO rozpusténého v 60%
isopropanolu po dobu 10 minut. Buriky byly promyty 60% isopropanolem a
zality médiem Aqua Polymount (Polysciences). Zavérem byly v konfokalnim
mikroskopu (OlympusFluoView 3000) pozorovany makrofagy a vysledné

fotky byly zrekonstruovany za pouziti softwaru Fiji.
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3.10. Graphpad Prism

Pomoci pocitatového programu Graphpad Prism 7.03 byla zpracovana
statistickd data této bakalarské prace. Signifikance pro kvantifikaci genové
exprese a metabolitd, jak v hemolymf&, tak v hemocytech byla zjisténa
prostiednictvim Two-way ANOVY a Tukey’s multiple comparison testu.
Kvuli vicendsobnému porovnavani datové sady byl proveden Sidak’s multiple
comparison correction test. Hladina vyznamnosti je uvedena v grafech timto
zpusobem: p-hodnota < 0,05 znamena jedna hvézdicka (*), p-hodnota < 0,01
dvé hvézdicky (**), p-hodnota < 0,001 tti hvézdicky (***).

4. Vysledky

Cilem této préace je objasnit vliv makrofagy produkovaného cytokinu IMPL2
na mobilizaci energeticky bohatych latek b&hem imunitni odpovédi.
Aktivované imunitni bunky vykazuji zvySenou miru produkce signaliza¢niho
faktoru IMPL2. K charakteristice jeho role béhem imunitni odpovédi jsme
vyuzili kombinaci streptokokové, infekce spole¢né s genetickymi nastroji,
k makrofagoveé specifické regulaci exprese tohoto genu. Diky tomu jsme
mohli porovnat vliv genu ImpL2 v nasledujicich situacich: A) pfirozeny
narist exprese genu ImpL2 po infekci, B) zabranéni tohoto nartistu pomoci
makrofagoveé specifické RNAi, C) experimentdlni zvySeni exprese genu
ImpL2 i v neinfikovanych jedincich. Tyto experimentalni linie byly doplnény
adekvatnimi kontrolami. Diky volenému experimentalnimu pfistupu mizeme
posoudit dulezitost signalizacniho faktoru IMPL2 béhem infekce a zaroven
detekovat jeho autonomni, na infekci nezavisly, efekt na sledované
charakteristiky. U takto experimentalné manipulovanych jedincii byla méfena
exprese genll lipoproteinového metabolismu v tukovém télese (Obr. 4),
koncentrace cholesterolu a cholesterol-esteru, jakozto nedilné soudasti

lipoproteind, v cirkulaci a jejich naslednd akumulace v makrofazich (Obr. 5).
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Obrézek 2: Schématické znazornéni experimentalnich piistupti prace.

Manipulace exprese genu ImpL2 u infikovanych a kontrolnich jedincti nam
umoznila zjistit vliv tohoto faktoru na expresi genti lipoproteinového
metabolismu v tukovém télese, stejné¢ tak jako skuteCnou miru uvolnéni
lipoproteint do cirkulace a jejich akumulaci makrofagy (Bmm-Brummer;
MTP-Microsomal triglycerol transfer protein, apoLTP- apolipoproteinlipid

transfer particle; apoLPP- apolipophorin).

4.1. Zména exprese genu ImpL2 v makrofazich po infekci u
Drosophila melanogaster

Experimentalni manipulace exprese genu ImpL2 byla provedena pouze
v makrofazich za pomoci genetického nastroje UAS-Gal4 pod kontrolou
makrofagového promotoru genu Croquemort (Crq). Efektivita regulace
exprese pomoci transgennich nastroji byla posouzena mymi kolegy v rdmci
paralelné béZiciho projektu. Z porovnani jednotlivych skupin mizeme vidét,
ze zatimco infekce vede k vyraznému zvySeni exprese genu ImpL2
makrofagy, aktivace konstruktu k jeho umléeni tento efekt zcela potlacuje.
Naopak markantni zvySeni exprese genu ImpL2 mtze byt dosazeno u rodu D.
melanogasters indukovanou overexpresi tohoto genu i v kontrolni skupiné,

kterd nebyla infekci vystavena (Obr. 3;pfejato od Bajgar a Krejcova,
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nepublikovana data). Tento graf nam také mize poslouzit jako predloha
charakteristické odpovédi, kterou je mozné ocekavat od expresnich a
metabolickych charakteristik zavislych na mife produkce faktoru ImpL2
aktivovanymi ¢i experimentdlné manipulovanymi makrofagy.

Z toho vyplyva, Ze genetické nastroje, vyuzité v tomto projektu davaji
uspokojivou odpovéd’ z hlediska regulace genové exprese zkoumaného

signalniho faktoru.

Mira exprese genu ImpL2 brani infekci
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Obrazek 3: Relativni hladina exprese genu ImpL2 po streptokokove infekci ve
srovnani s neinfikovanymi jedinci a s experimentalné regulovanou expresi
tohoto genu s jeho specifickou kontrolou. V grafech jsou zaznamenany udaje
ze tf1 nezadvislych experimentii. Sloupce znazornuji smérodatnou odchylku.
Sipky indikuji statisticky vyznamny rozdil. Mira exprese byla vztaZena
k expresi ribozomalniho proteinu Rp49, jako housekeeping genu. K urceni
hladiny vyznamnosti byl pouzit Two-way ANOVA test, Tukey's multiple
comparisons test a nasledné Sidak’s multiple comparison correction test.
Hladina statistické vyznamnosti je zobrazena dle nasledujiciho klice: *=
p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001.
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4.2. Role genu Impl2 vregulaci exprese genu lipoproteinového
metabolismu v tukovém télese po bakterialni infekci

Predpokladanou roli genu ImpL2 po infekci je mobilizace energeticky
bohatych slou¢enin z centrdlniho metabolického organu, tukového télesa.
Zatimco piisobenim ImpL2 na mobilizaci karbohydrati se zabyvaji moji
kolegové ve vyzkumném tymu, mym cilem je ovétit vliv ImpL2 na mobilizaci
lipoproteinti. Z tohoto divodu jsem kvantifikovala expresni uroven gent,
které se podileji na syntéze a produkci lipoproteinii u D. melanogaster. Mezi
tyto geny patii lipaza Bmm (Brummer) a lipoproteiny MTP (Microsomal
triglycerol transfer protein), apoLTP (apolipoprotein lipid transfer particle) a
apoLPP (apolipophorin).

Z vysledki qPCR, provedenych na vzorcich ziskanych pitvou
tukovych téles experimentalnich jedinch jsme zjistili, ze ptirozenou odpoveédi
téchto gent na bakterialni infekci je narist jejich exprese (Obr. 4). Z toho 1ze
soudit, Ze syntéza lipoproteinii v tukovém télese je jednim z mechanismu
mobilizace energeticky hodnotnych latek béhem imunitni odpovédi. Z
hlediska této prace je obvzlast zajimavé, ze exprese vSech méfenych genu
vykazuje charakteristickou odpovéd, ktera presné reflektuje predpokladanou
aktivitu signalniho faktoru IMPL2 (Obr. 4). Vzhledem k tomu, ze gen ImpL2
je znamy svou schopnosti systemicky inhibovat inzulinovou signalizaci, Ize
piredpokladat, ze k aktivaci genti lipoproteinové produkce dochdzi skrze
indukci inzulinové resistence adipocyti. Nicméné odhaleni tohoto
mechanismu nebylo v ramci této prace zkoumano.

Na zaklad¢ zjisténych vysledki miizeme tvrdit, Ze makrofigy reguluji
skrze faktor ImpL2 béhem bakterialni infekce expresi gent zodpovédnych za
syntézu lipoproteinil v tukovém télese (Obr. 4). Proto nas nadale zajimalo, do
jaké miry se méni skutecnd koncentrace lipoproteint v cirkulaci. To je mozné
nejjednoduseji stanovit pomoci méfeni cholesterolu a cholesterol-esteru, které

jsou jejich nedilnou soucasti a nevyskytuji se v cirkulaci v jiné formé.
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Obrazek 4: Relativni hladiny exprese geni Bmm(A), MTP (B), apoLPP (C),
apoLTP(D) v tukovém télese po bakterialni infekci (Sedy sloupec) ve srovnani
s neinfikovanymi jedinci (Cerny sloupec) a S experimentalné regulovanou
expresi tohoto genu a sjeho pfislusnou kontrolou. Bylo pouzito 50 000
izolovanych makrofagii z 250 dospélych samcti much. Sloupce znazornuji
smérodatnou odchylku. Sipky popisuji statisticky signifikantni rozdil. Mira
exprese byla vztazena kexpresi ribozomalniho proteinu Rp49, jako
housekeeping genu. Kur¢eni hladiny vyznamnosti byl pouzit Two-way
ANOVA test, Tukey’'s multiple comparisons test a nasledné Sidak’s multiple
comparison correction test. Hladina statistické vyznamnosti je zobrazena dle
nasledujiciho kli¢e: *= p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001.

4.3. Role genu Impl2 v mobilizaci lipoproteind béhem streptokokové
infekce a jejich akumulace v aktivovanych imunitnich buiikach

Ptedchozi vysledky ukazuji, Zze ImpL2 ovliviluje expresi geni zodpoveédnych

za syntézu lipoproteinti v tukovém télese. Nicmén€ pouhd zména exprese jeste
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nemusi znamenat skute¢né metabolické zmény. Z tohoto divodu jsme se
rozhodli méfit také hladinu cholesterolu a cholesterol-esteru v cirkulaci, nebot’
tyto metabolity pfimo odrazi i hladinu lipoproteind, jichz jsou nedilnou
soucasti.

Jako reakci na bakteridlni infekci muzeme pozorovat signifikantni
narust  cholesterol-esteru, doprovdzeny mirnym, avSak  statisticky
nesignifikantnim zvySenim hladiny cholesterolu v cirkulaci (Obr. 5A,B).
Nartstu hladiny cholesterol-esteru, indukovaného infekci, lze efektivné
zabranit makrofagove specifickym umléenim genu ImpL2. Z toho vyplyva, ze
signalni faktor IMPL2 se ptimo podili na infekci indukovaném nartstu tohoto
metabolitu. Pozoruhodna je odpovéd cholesterolu a cholesterol-esteru na
overexpresi signaliza¢niho faktoru IMPL2. V reakci na tento zdsah mizeme
sledovat signifikantni nartst cholesterolu a cholesterol-esteru v hemolymfe
(Obr. 5A,B). To ukazuje na schopnost této signalni molekuly indukovat
mobilizaci lipoproteinii nezavisle na probihajici infekci. Na zikladé tohoto
zkoumani se domnivame, ze IMPL2 je jeden z kli¢ovych faktort v mobilizaci
lipoproteini u D. melanogaster. Tato pozorovani jsou navic Vv souladu
s pfedchozimi expresnimi daty (Obr. 4). Jisté rozdily mezi cholesterolem a
cholesterol-esterem lze pfipsat riznému poméru téchto latek v rtiznych
transportnich tfidach lipoproteint a jejich vzajemnou pieménou.

Abychom Iépe porozuméli, do jaké miry miize mit pozorované
navySeni cirkulujicich lipoproteinti vliv na pfijem a akumulaci téchto
energeticky hodnotnych latek v makrofazich, rozhodli jsme se ke kvantifikaci
téchto metabolith ve frakci vysorterovanych imunitnich bun€k. Cholesterol 1
cholesterol-ester vykazuje zna¢nou miru akumulace v aktivovanych
imunitnich buiikdch v odpovédi na bakteridlni infekci (Obr. 5C,D). Samotna
bakterialni infekce vede k mobilizaci lipoproteint z tukového télesa a jejich
absorpci a hromadéni aktivovanymi buiikami. Tento efekt je navic potlacen
Vv ptipadé¢ makrofagovée specifického umlceni genu ImpL2. Lze tedy tvrdit, ze
produkce faktoru IMPL2 pii odpové€di na tuto infekci, vede k zajiSténi
dodavek lipoproteinti imunitnim systémem. Autonomni role faktoru IMPL2
Vtomto procesu je dale dokumentovana nartistem hromadéni cholesterolu
Vv téchto bunkach u jedincli nesoucich aktivovany konstrukt pro overexpresi

genu ImpL2 (Obr. 5C). Vyznamnym zjisténim je rozdil v akumulaci
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cholesterolu a cholesterol-esteru u téchto jedinct (Obr. 5C,D). Z nasich dat
Ize usoudit, Ze samotna overexprese bez bakterialni infekce vede k akumulaci
cholesterolu v makrofazich, zatimco overexprese béhem infekce vykazuje
akumulaci obou metaboliti doprovazejicich lipoproteiny (Obr. 5C,D). Ty
nejsou samoziejmé jedinym zdrojem cholesterolu a cholesterol-esteru pro
imunitni bunky. V tomto pifipadé¢ nase data slouzi pouze jako podptrna
pozorovani.

Z paralelné provadénych experimentii v naSi laboratofi, jez nejsou
soucasti této bakalatské prace, vyplyva, Ze makrofdgy ochotné pfijimaji
lipoproteiny v ur¢itém mnozstvi, které je jim nabidnuté. Dokazou tak piijmout
1 fadoveé veéts§i mnoZzstvi, nez naméiené fyziologické hladiny (ptejato od Bajgar
a Krejéova, nepublikovand data). Absorpce lipoproteind v imunitnich
burnikach navic signifikantné prevysuje jejich akumulaci v jakékoli jiné tkani
vtele dospélych infikovanych jedinct (nepublikovana data jsou zde
ilustrovana konfokalnim snimkem, ktery zobrazuje makrofaga obsahujiciho
velké mnozstvi lipidi: Crqg>GFP, Oil Red O pro barveni neutralnich lipida
(Obr. 6).

Tato data naznacuji, Ze ImpL2 je zodpoveédny za nartst lipoproteina
v cirkulaci béhem bakteridlni infekce, a tak 1 za jejich dostupnost pro

aktivovany imunitni systém.
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Obrazek 5: Koncentrace cholesterolu a cholesterol-esteru v hemolymfé (A, B)
a hemocytech (C, D). V grafech jsou uvedeny kontrolni linie injikované
pufrem (Cerny sloupec) ve srovnani s infikovanymi jedinci streptokokovou
infekci (Sedy sloupec). Pro kazdy metabolit byla stanovena jeho koncentrace v
jednotce pg v experimentalnich podminkach pro genotypy s uml¢enou expresi
signalniho faktoru ImpL2 (ImpL2"NAY) " jeho overxpresi (ImpL2©PS) a
odpovidajici kontrolni genotypy (TRIP kol 3 wll8), Bylo priimérné pouzito
25 jedinct pro hemolymfu a 50000 makrofagi. Sloupce znazornuji
smérodatnou odchylku. Sipky popisuji statisticky signifikantni rozdil. Mira
exprese byla vztazena kexpresi ribozomalniho proteinu Rp49, jako
housekeeping genu. Sloupce znazorfiuji pramér se smérodatnou odchylkou.
K posouzeni signifikance byl aplikovan pouzit Two-way ANOVA test,
Tukey’s multiple comparisons test a nasledné Sidak’s multiple comparison
correction test. Hladina statistické vyznamnosti je zobrazena dle nasledujiciho
kli¢e: *= p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001.
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4.4. Akumulace lipidi v makrofazich
Abychom zjistili, zda makrofagy pfijimaji lipidy z hemolymfy bchem
bakterialni infekce, byly tyto buiiky podrobeny analyze na konfokalnim
mikroskopu. K vizualizaci lipidi v makrofazich s genetickym konstruktem
CrgGal4>GFP bylo pouzito barvivo Oil Red O, zviditelfujici neutralni lipidy.
Tato analyza odhalila, ze aktivované makrofagy vykazuji velmi vyraznou

schopnost akumulace lipida (Obr. 6).

CrqGal4>GFP,

Obrazek 6: Konfokalni mikroskopicky snimek ukazujici akumulaci lipida
aktivovanym makrofagem. Neutralni lipidy jsou znac¢ené ¢ervené pomoci Oil
Red O v makrofagu s genetickym konstruktem CrgGal4d>GFP (zobrazen

zelenou barvou) u Drosophila melanogaster.

Na  zékladé¢  pfedlozenych  dat lze  tvrdit, Ze ImpL2
produkovany makrofagy, indukuje na dalku expresi genii zodpovédnych za
syntézu lipoproteinti v tukovém télese. To vede ke zvySené hladiné
cirkulujiciho cholesterolu a cholesterol-esteru v hemolymf€ a jejich nasledné
akumulaci v makrofazich béhem streptokokové infekce (Obr. 5). Nicméné
jsme si védomi, Ze tato data jsou pfedev§im indiciemi, které naznacuji roli
genu ImpL2 v této uloze. Presto predstavuji velmi dilezitou soucast vétsiho

projektu, ktery se zabyva Glohou tohoto signalniho faktoru.

37



5. Diskuze

V této praci bylo prokazdno, ze makrofagy produkovany signalni faktor
IMPL2 je zodpovédny za nartst transkripce geni zapojenych do produkce
lipoproteind (Obr. 4). S tim je spojeno i nasledné zvyseni hladiny cholesterolu
a cholesterol-esteru v hemolymfé a jejich akumulace v aktivovanych
imunitnich bunkach (Obr. 5). Prace je soucasti rozsahlejsi studie zabyvajici se
roli genu ImpL2, jakoZto potencialniho faktoru zajist'ujiciho dostatek zivin
pro aktivovany imunitni systém.

Kuc¢inné imunitni odpoveédi je potfeba velké mnozstvi energie
(Almajwal et al., 2019). Aktivace makrofagt je spojena se zménou jejich
bunééného metabolismu smérem k aerobni glykolyze. Disledkem této zmény
aktivovanych imunitnich bunék dochazi k jejich zvySenym energetickym a
nutriénim narokim (Kedia-Mehta and Finlay, 2019). Zejména dostate¢ny
ptisun lipidd, jako jsou triglyceridy, cholesterol a fosfolipidy, je kliCovy pro
adekvatni imunitni odpovéd” (Nordestgaard et al., 2010). Aby makrofagy
ziskaly dostatecné mnozstvi téchto zivin, produkuji signalni molekuly
schopné ovliviiovat systemicky metabolismus (Straub, 2014). Jedna z téchto
signalnich molekul odcCerpavajici energii ze zbytku organismu je
extracelularni adenosin (Bajgar et al., 2015; Bajgar and Dolezal, 2018).
Adenosin je uvoliovan zpoSkozenych tkani nebo ztkani které trpi
nedostatkem adenosintrifosfat (ATP) (Buck, 2004; Newby, 1984). Jeho
signalizacni roli v pribéhu imunitni odpovédi se zabyvali Bajgar & Dolezal
(2018), kteti ve své studii ukazuji, ze u dospélych infikovanych jedincii rodu
Drosophila melanogaster méni extracelularni adenosin  systemicky
metabolismus sacharidii. Nésledn¢ po infekci, adenosin vyvolava
hyperglykémii vedouci k vy€erpani zasob glykogenu v tukové tkani (Bajgar
& Dolezal, 2018). Lze ptedpokladat, Ze kromé adenosinu, existuje cela fada
obdobnych signalnich molekul. Mé&ly by mit potencial $ifit se cirkulaci a
ovliviiovat nejen systemicky metabolismus, ale i metabolismus centralnich
metabolickych organt. Tyto molekuly by také mély byt produkované
aktivovanymi imunitnimi bunikami (Bajgar, Krejéova, and Dolezal, 2021)

Dalsim potencidlnim signdlnim faktorem, objevenym plivodné

v rakovinnych burikach, je Imaginal morphogenesis protein-Late 2 (ImpL2).
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Je zndmo, ze rakovinné i aktivované imunitni builky sdili spole¢né znaky
bunécného metabolismu, jelikoz oba typy bunék vyuzivaji aerobni glykolyzu,
aktivovanou transkripénim faktorem Hypoxia inducible factor 1 o (Hifla )
(Biswas and Mantovani, 2012; Nagao et al., 2019). Podobnost miizeme nalézt
Vjejich vlivu na systemicky metabolismus, protoze neoplastické nadory
zpusobujici kachexii, mohou konzumovat vice energeticky bohatych latek.
Existence kachektickych faktort, jako molekul ptisobicich ¢isté patologické
efekty, je nicméné evoluéné tézko oduvodnitelna (Alejandra Figueroa-
Clarevega and David Bilder, 2016). Proto se domnivame, Ze aktivované
imunitni bunky mohou produkovat béhem bakteridlni infekce stejné faktory
jako rakovinné bunky, ale s adaptivnim G¢inkem v pribéhu akutni faze
bakterialni infekce. Z tohoto diivodu byly dal$i vyzkumy nasi experimentalni
skupiny zaméfeny na ulohu této molekuly v imunitnich bunkach b&éhem
infekce. IMPL2 je znamy svou vazbou na inzulinove peptidy u D.
melanogaster (Dilp2 a Dilp5). Touto vazbou zajisti inzulinovou rezistenci
Vv tkanich, do kterych se nasledné nemohou dostavat ziviny jako zdroj energie
(Honegger et al., 2008). Kromé rakoviny, je ImpL2 téZ produkovan tkanémi
vystavenymi hypoxickym podminkam a také bufikami s experimentalné
indukovanou mitochondrialni dysfunkci (Li et al., 2013; Kwon et al., 2015).
Lze piedpokladat, ze produkce tohoto faktoru je spojena s metabolismem
aerobni glykolyzy, jako s programem produkce NADPH a ATP nezavisle na
mitochondridlni oxidativni fosforylaci. Tento proces byl experimentalné
dokazdn u makrofag Drosophila melanogaster. Makrofagy podstupuji
zménu svého bunééného metabolismu, ¢imz ziskavaji baktericidni funkci.
Zvysena exprese genu ImpL2 v aktivovanych makrofazich byla potvrzena
kolegy z nasi laboratote (Krejcova et al., 2019). Piedpokladame, Ze se exprese
ImpL2 pii infekci zvySuje diky ucinku Hifla (Gabriela et al., 2020).

Béhem imunitni odpovédi dochazi k systemickym metabolickym
zméndm. Ty jsou potiebné k rezistenci vici bakteridlni infekci. Podstatou
vétSiny metabolickych zmén je pfechod od anabolickych procesti k procestim
katabolickym. Nasledn¢ dojde k uvolnéni energeticky bohatych latek a k
jejich spotieb¢é imunitnimi buikami a organy nutnymi pro pieziti (Straub
2014). IMPL2 by tedy mohl fungovat jako faktor propojujici zmény

buné¢ného metabolismu imunitnich bunék se zménami v systemickém
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metabolismu. Mohl by tak byt schopen indukce zmény nutricnich narokt na
centralni metabolicky organ, ktery uvolni potfebné ziviny do cirkulace (Obr. 5
A B).

Lipoproteiny jsou idealni makromolekularni slouc¢eniny pro transport
lipida. Jelikoz lipidy nelze transportovat ve vodném prostiedi, musi
byt pfemistovany nejen v hemolymf€, ale i k periferiim tkané¢ v podobé
lipoproteind, obsahujicich cholesterol, cholesterol-ester, triglyceridy a
fosfolipidy. Jedna se o energeticky bohaté latky potiebné pro kazdy
organismus. VSechny slozky lipoproteini jsou soucasti aktivni fagocytdzy a
destrukce patogennich bakterii (Nordestgaard et al., 2010). NasSe vysledna
data vykazuji produkci lipoproteind, které jsou skuteéné pod kontrolou
puvodné kachektického faktoru ImpL2 (Obr 4). Nasledujici vyzkumy by
mohly v budoucnu objasnit mechanismus, kterym by mohl IMPL2 ovliviiovat
expresi genil zapojenych v produkci lipoproteind.

IMPL2 se ukazal také jako faktor s potencialem vyvolavat inzulinovou
rezistenci organismu (Alejandra Figueroa-Clarevega and David Bilder, 2016).
To souvisi s pozorovanimi, ze geny produkujici lipoproteiny jsou u D.
melanogaster pod kontrolou transkripéniho faktoru FOXO (Puigserver et al.,
2003; Woodcock et al., 2015). Jadernd translokace FOXO, spojena
snaslednou produkci lipoproteinii, je podminéna snizenou aktivitou
inzulinové signalizace v tukovych bunkach a stim spojenou sniZenou
aktivitou efektorové kinazy (AKT). FOXO se tak podili na lipogenezi,
produkci lipoproteinti a jejich nasledného uvoliiovani do cirkulace (Puigserver
et al., 2003; S. Lee and Dong, 2017; Woodcock et al., 2015). Nicméné
zapojeni signalni molekuly ImpL2 v této metabolické adaptaci, ktera indukuje
mobilizaci lipoproteinii béhem infekce, nebylo dosud dostate¢né potvrzeno.

Inzulinové rezistence indukovana cytokiny je zdkladem ftady lidskych
onemocnéni spojenych s obezitou. Makrofdgy jsou v prib&hu obezity
vystaveny nadmérnému mnozstvi lipidi, coZz vede k jejich metabolické
polarizaci a pfijeti pro-zanétlivého fenotypu M1 (Makki, Froguel, and
Wolowczuk, 2013) Jednim ztéchto cytokini je savéi homolog IMPL2
(IGFBP7), ktery ma podobné vlastnosti jako signalni molekula IMPL2.
IGFBP7 je produkovan tkanovymi makrofagy zvanymi Kupfferovy bunky,

které se nachazeji v jatrech. Tento metabolicky organ koordinuje systemické
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metabolické zmény po infekci (Morgantiny et al. 2019). Nasledkem
akumulace lipida v jaternich makrofazich dochazi k jejich polarizaci a
produkci cytokinti, které vyvolavaji inzulinovou rezistenci. Insulinova
resistence Vv centralnich metabolickych organech (tukové téleso a jatra) vede
k indukci systemické hyperlipidemie, aterosklerdze, rozvoji metabolického
syndromu a diabetu druhého typu (Remmerie and Scott, 2018; Morgantini et
al. 2019). Budouci vyzkumy zabyvajici se adaptivni roli cytokint, které hraji
Ulohu v indukci inzulinové rezistence a regulaci lipidového metabolismu,
mohou pfispét k porozuméni témto velmi hojné se vyskytujicim

onemocnénim.

6. Zavér

Z ptedchozich  vysledkti vyplyva, Ze wuvoliovany cytokin IMPL2
z aktivovanych makrofagli béhem bakteridlni infekce, méa schopnost na dalku
regulovat expresi metabolickych genti v tukovém télese. V této praci jsme se
zamétili na geny, které jsou zodpovédné za mobilizaci lipoproteini do
hemolymfy. Ativované makrofagy tak nepiimo skrze tento signalni faktor
indikuji hyperlipidémii. Narust lipoproteint v cirkulaci nasledné vede k jejich
piijmu aktivovanymi imunitnimi bunikami, kde slouzi pravdépodobné
k efektivnimu boji s patogenem.

Protoze je IMPL2 znam svou schopnosti blokovat inzulinovou
signalizaci, inzulinova rezistence se zda byt moznym mechanismem pro
zvyseni mobilizace téchto latek. Nicméné tento funkCni vztah je potieba jeste
experimentdlné ovétit. Tato prace je soucdsti vétSitho  projektu
charakterizujiciho komplexnéji roli genu ImpL2 v bakterialni infekci.
Navazujici experimenty ukazuji, ze produkce genu ImpL2 je vazana na
aktivitu transkripéniho faktoru Hifla, ktery je zodpovédny za metabolickou
aktivaci a za vyuzivani aerobni glykolyzy makrofagy. Propojeni makrofagy
produkovaného genu ImpL2 a mobilizace lipida je obzvlast' zajimaveé, pokud
zvazime paralelu se savéimi modely. U mysi je savéi homolog genu ImpL2
(IGFBP7) produkovan metabolicky aktivovanymi jaternimi makrofagy.
IGFBP7 ma potencial indukovat inzulinovou rezistenci v hepatocytech a tim

zvySovat mobilizaci lipoproteini. Nicméné tento vztah byl doposud ukazan
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pouze v patologickém kontextu obezity. Na§ vyzkum muize pomoci k
pochopeni funkce signalniho faktoru IMPL2 pii mobilizaci lipoproteini z
centralniho metabolického organu, aby byly k dispozici pro aktivovany
imunitni systém (Obr. 7). Pro potvrzeni téchto hypotéz je ovSem nutné provést

jesté experimentalni ovétreni téchto vztaha.
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Obrézek 7: Schematicky model ptsobeni faktoru IMPL2 na mobilizaci
energeticky bohatych latek béhem bakteridlni infekce. Streptokokova infekce
vede ke stabilizaci transkripéniho faktoru Hifla . Tento transkrip¢ni faktor je
zodpovédny nejen za metabolickou aktivaci makrofagl, ktera je &ini
energeticky a nutri¢éné naro¢nymi, ale i za indukci exprese signalniho faktoru
IMPL2. IMPL2 pravdépodobné aktivuje skrze indukei systemické inzulinové
rezistence expresi gend, jenz jsou pod kontrolou transkripéniho faktoru
FOXO v tukovém télese. Nasledkem tohoto mechanismu dojde ke zvySeni
hladiny lipoproteini v hemolymf& a uspokojeni nutrinich pozadavkl

aktivovaného imunitniho systému.
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