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Anotation

The aim of this bachelor thesis was to characterize the effect of one insect pathogen
(entomopathogenic nematode Steinernema carpocapsae) and one venom (from the honey
bee Apis mellifera) on digestive enzymes (amylases, proteases, lipases), and on adipokinetic
hormone production in the brain of the cockroach Periplaneta americana . The experiments
were done with the adult male and female cockroaches from a colony kept in the Insectary in
the Institute of Entomology BC CAS. The pathogen/venom were applied into the cockroach
body by injection 24 hours before the processing. After that the activity of digestive enzymes
in the midgut, and AKH level in the brain were monitored. The results showed that the
nematode has no effect on enzymes, and on AKH level as well. On the other hand, the bee
venom partially increased the activity of digestive enzymes, but the role of AKH in this

process in not completely clear.
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1. Teoreticky uvod

1.1.  Hmyzi hormony

1.1.1. Hormonalni soustava bezobratlych
Nase znalosti o hormonalni soustavé bezobratlych nejsou zdaleka tak rozsahlé jako znalosti o
hormonalni soustavé obratlovcl. Piesto existuje nékolik skupin bezobratlych, kde se podatilo
shromazdit pomérné hodn¢ informaci. Diky nim miizeme hormonalni soustavy obou skupin
srovnat. Je ziejmé, ze mezi nimi mizeme nalézt fadu rozdill, ale nalézame i shodné znaky.
V obou piipadech se vyskytuje velké mnozstvi peptidickych hormont, u bezobratlych
hovotfime o neurohormonech, u obratlovcii o hormonech pravych. Ob¢ skupiny pak maji také
nékteré hormony shodné (napf. katecholaminy, inzulin), takZe 1ze ke studiu sav€ich hormonti
nekdy vyuzit zastupce bezobratlych. V neposledni fadé maji hormony bezobratlych 1

obratlovct stejné zakladni stavebni jednotky (aminokyseliny, peptidy, bilkoviny, steroidy).

Oproti tomu existuje jeden podstatny rozdil mezi obéma skupinami, konkrétné jde o rozdil
V poctu pravych hormonii a neurohormonti — bezobratli maji velky pocet neurohormont a
malo pravych hormont, u obratlovct jsou znamy pouze dva neurohormony (vasopresin a

oxytocin) a vétsinu tvoii hormony pravé.

Obecné jsou u vétsiny bezobratlych hormony prozkoumany docela malo, vyjimku tvoti korysi

a hmyz, kde je znamo velké mnozstvi informaci.

1.1.2. Hormonalni soustava hmyzu

Mezi bezobratlymi je nejlépe prozkoumana hormonalni soustava u hmyzu. Tvofi ji dvé

zékladni soustavy a fada bunck, které¢ vykazuji endokrinni funkei.

Prvni soustavu tvofi neurosekretické bunky mozku, a (zpravidla) parové endokrinni zlazy
corpora cardiaca (CC) a corpora allata (CA). Casto je tato soustava srovnavana s hypotalamo-
hypofyzarni soustavou obratlovcll. Jedna se o hlavni fidici systém hmyzu, ktery sekretuje
vlastni neurohormony (skupina adipokinetickych hormont), fidici neurohormony (napf.
prothoracikotropni hormon — PTTH) i hormony pravé (juvenilni hormony). V mozku se
zpravidla nachazi dvé skupiny neurosekretorickych bunék, jedna z nich je lokalizovéana v pars
intercerebralis (medialni buniky), druha je variabilni, ale vyskyt je spise v pars lateralis.
Neurohormony produkované touto soustavou fidi ptimo efektorovy organ nebo reguluji
¢innost dalSich endokrinnich Zl4z. V blizkosti mozku se nachazi corpora cardiaca, kterd

nasedaji na aortu a produkuji vlastni neuropeptidy nebo funguji jako neurohemalni organ,



jelikoz sem usti zakonceni axonti neurosekretorickych bunék mozku. Posledni ¢asti této
soustavy jsou parova corpora allata (n¢kdy splyvaji v jeden orgén), ktera jsou situovana
Vv oblasti hltanu a produkuji juvenilni hormony. Jejich velikost je zavisla na véku, velikosti

aorty, pohlavi a aktivité organu.

Druhou endokrinni soustavu tvofi prothorakalni zlazy, které maji nepravidelny tvar a jsou
umistény v prothoraxu (prvni hrudni ¢lanek). Jejich funkei je produkce steroidnich hormonti
(ekdysteroidi). Ve vétsing piipadi jsou nervové spojeny s ganglii, ale i s mozkem ($vab).

Ptitomnost prothorakalnich zlaz je pfimo spojena s juvenilnimi hormony (redukce u imag).

Do hormonalni soustavy hmyzu fadime 1 neurosekretorické bunky dalSich ganglii, které
sekretuji dal$i neurohormony. Spadaji sem i endokrinni buniky stfeva, které vylucuji peptidy
¢asto neznamé funkce (procesy traveni). Dale pak epitrachealni buiiky, které jsou lokalizovany
na tracheédch v oblasti spirakula a produkuji hormony ovliviiujici ekdyzi. Posledni skupinou

bunék jsou gonady, které produkuji hormony regulujici pohlavni funkce.

1.1.3. Zakladni skupiny hmyzich hormond

1.1.3.1. Ekdysteroidy
Prvni skupinu hmyzich hormont tvoii ekdysteroidy, které jsou nékdy nazyvany svlékaci
hormony. Zakladnim hormonem skupiny je ekdyson odvozeny od cholesterolu. Jde o
prohromon pro 20-hydroxyekdyson vznikajici z ekdysonu az v cilové tkani. Syntetizuje se
primarné v prothorakalnich zlazach, ale 1 v jinych tkanich a organech jako je epidermis nebo
gonady. Jedna se o steroidni hormon fidici déje na urovni DNA — exprese genil a syntézu

novych enzymi.
Ekdysteroidy zajistuji ekdyzi, metamorfézu a u dospélci fidi déje pii rozmnozovani.

1.1.3.2. Juvenilni hormony
Juvenilni hormony jsou terpenoidni povahy a jsou odvozené od kyseliny farnesilové. Je jich
nékolik typt — typ je dan vazbou dvou molekulovych radikald, které se pfipojuji na tii pozice
v zékladni molekulové kostfe. Produkce je vdzana na Zlazu corpora allata, z které jsou
uvoliovany pod kontrolou nadfazenych neurohormonti allostatint a allotropini nebo pomoci
nervovych vzruchli. Podobné jako ekdysteroidy i juvenilni hormony ovliviiuji v cilové tkéani
genovou expresi v DNA. Jejich pfenos hemolymfou je realizovan pomoci bilkovinného

pfenasece, ktery zamezuje enzymatické degradaci.



Juvenilni hormony se nejvice uplatiiuji pii metamorféoze. U juvenilnich jedinci zajist'uji, aby
metamorfdza nenastala dfive, nez je jedinec pln€ vyvinuty a zprostfedkovavaji dostatecnou
vyzivu larev. Vyvazenost juvenilnich hormonti je dilezitd pro spravnou regulaci vyvoje,
odchylky zptisobuji vyvojové chyby. U dospélct juvenilni hormony fidi rozmnozovani,

hlavné vitellogenezi U samic.

1.1.3.3. Peptidické neurohormony
Peptidické neurohormony tvoii nejobsahlejsi skupinu hmyzich hormont, jez jsou nezbytné
nutné pro spravnou funkc¢nost a provazani vSech procest v téle hmyzu v pribéhu Zzivota.
Syntetizovany jsou pomoci neurosekretorickych bun€k nervové soustavy — délime je na
neurohormony fidici a vykonné. Podle svych funkci se dé€li na fadu skupin. Znamou skupinou
téchto hormonli jsou napf. prothoracicotropni hormony, které jsou produkovany
v neurosekretorickych buiikdch mozku a fidi €innost prothorakalni Zlazy, takZe reguluji

syntézu ekdysteroidi.

Velmi dobfe probadanou skupinou neurohormont jsou adipokinetické hormony, které

detailnéji popisuje nasledujici kapitola.

1.1.4. Adipokinetické hormony
Adipokinetické hormony (AKH) jsou hormony ze skupiny peptidickych neurohormoni,
spadajici do podskupiny hormont regulujicich metabolismus a homeostazu. Jedna se o
nejpocetnéjsi a nejlépe prozkoumanou skupinu peptidickych neurohormont. Dnes je u hmyzu
znamo jiz asi 60 zastupci. AKH byly popsany napti¢ vSemi vyznamnymi fady hmyzu vetné

Svaba.

U Svaba amerického Periplaneta americana (viz nize) se nachazi dva zastupci, konkrétné jde
o peptidy skladajici se z osmi aminokyselin (oktapeptidy) oznacované jako Peram-CAH-I
(Periplaneta americana cardioaccelerating hormone I) o sloZeni: pGlu-Val-Asn-Phe-Ser-Pro-
Asn-Trp-NH2 a Peram-CAH-II o slozeni: pGlu-Leu-Thr-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-NH2
(Scarborough a kol., 1984).

Syntéza AKH probihd v parové Zlaze corpora cardiaca, odkud jsou sekretovany do hemolymfy
a nasledn¢ transportovany k cilovym tkdnim. Tyto hormony maji v téle hmyzu
nezastupitelnou Ulohu, ¢asto jsou oznaCovany za stresové hormony (jsou vyluovany ve
stresovych situacich). Mezi primarni funkci patii mobilizace lipidi nebo glycidl z tukového

télesa a podle této ulohy dostaly svilj ndzev. Mobilizace lipidl je zahajena uvolnénim AKH



z corpora cardiaca, nasledné putuji do bunck tukového télesa (analogie jater savcu).
V tukovém télese je AKH signdl pfeveden na nitrobunécny signal pies specificky receptor
pomoci druhého posla (cyklicky adenosinmonofosfat cAMP). Druhy posel v pfitomnosti
vapenatého kationtu Ca2+ aktivuje proteinkinazovou kaskadu, ktera vede k aktivaci lipazy a
naslednému S$tépeni triacylglycerolu na diacylglycerol (transportni forma tuki u hmyzu).
Diacylglycerol je pomoci specifického pienaSece transportovan pies hemolymfu do mista
spotieby (pracujici sval), kde ve svalovych bunikach dochazi k rozkladu na glycerol a mastné
kyseliny. Mastné kyseliny jsou ndsledné enzymaticky odbouravany a organismu dodavaji

uvolnénou energii.

Ponékud jina signalni kaskada je vyuZivana pii AKH stimulovaném odbouravani zasob
glykogenu pomoci glykogen-fosforylazy. Po aktivaci G-proteinu nastava stimulace
fosfolipazy C, jejimz hlavnim ukolem je rozstépit inositolovy fosfolipid na IP3 a DAG.
Nasleduje spusténi proteinkinazové kaskady, ktera vede k aktivaci glykogen-fosforylazy. Ta
dale §tépi glykogen na glukozu, ktera se méni na trehalézu. Vznikajici disacharid trehal6za
slouzi jako zdroj energie a je hemolymfou transportovana az do mista spotfeby (Géde a kol.,
1997).

Kromé funkci v energetickém metabolismu maji AKH dalsi dilezité funkce. Mezi né se tadi
stimulace srde¢ni Cinnosti, zvySeni napéti ve svalech, stimulace pohybové aktivity, aktivace
imunitniho systému, stimulace pfijmu potravy a absorpce zivin, inhibice syntézy lipidd,
bilkovin a RNA, obrana proti oxidacnimu stresu a nékteré dalsi (Kodrik, 2008; Kodrik a kol.,
2015). V mych ptedchazejicich pracich bylo zjisténo také piimé zapojeni AKH do fizeni
enzymatické aktivity stfev a ovlivnéni travicich procesti (Bodlakova a kol. 2017, 2018).
Uvolnovani AKH z corpora cardiaca do hemolymfy je zpravidla kontrolovano zpétno-vazebné
hladinou metabolit. Po ukonceni plisobeni dojde k deaktivaci AKH v hemolymfé¢ pomoci

endopeptiddz (Géide a kol., 1997).

1.2.  Svab americky — Periplaneta americana

1.2.1. Obecne informace
Svab americky je Zivo¢ich z kmene ¢&lenovcl (Arthropoda), podkmene vzdusnicovci
(Tracheata), patiici do tfidy hmyzu (Insecta) a fadu $vabi — Blattodea. Jedna se o hmyz s

proménou nedokonalou, ktery je kosmopolitné rozsifen.



Svab americky je povazovan pievazné za noé¢niho Zivolicha, ktery se vyskytuje vice ve
méstech, ve vetejnych budovach, nejcastéji ale ve skladech potravin a zemédélskych produkti.
Byva oznacovan za vyznamného Skudce, jelikoz znehodnocuje a znecistuje ulozené
potraviny. Vyskyt je spojen hlavné s tmavymi, vlhkymi a teplymi misty. Jedna se o vSezravce,

zajimavosti je, ze vydrzi hladovét az pét tydni.

Primarni formou pohybu §véba je béh, ke kterému vyuziva kracivé a velmi dobie vyvinuté
koncetiny, oproti tomu letecké schopnosti jsou Spatné. Velmi dobtfe vnima malé otiesy a zvuky
o nizké frekvenci. Obecné jsou §vabi americti plasi zivoc¢ichové, kteti svlékaji kutikulu 7 - 13x
za zivot, neZ se dostanou do dospé€lého stadia. Dozivaji se az tfi let. JelikoZ jsou to velmi odolni

a velice ptizplisobivi zastupci hmyzu, vyuzivaji se hojné v laboratotich pro védecké vyzkumy.

1.2.2. Morfologie
Pro dospélce Svaba amerického je charakteristické Cervenohnédé zbarveni, télo dosahuje délky
35-50 milimetrt,, ma typicky hnédy stit se Zlutymi okraji a svétlymi skvrnami na kiidlech.
Najdeme zde veskeré typické hmyzi znaky. T¢lo je ¢lenéno na hlavu (caput), hrud’ (thorax) a
zadeGek (abdomen), ma dva pary kiidel a tfi pary nohou. Svéabi jsou oznafovani za
nejpuvodnéjsi skupinu kiidlatého hmyzu, ktera se nepodrobila vétsim evolu¢nim zménam od

karbonu v prvohorach, kdy byla na Zemi poprvé zaznamenana.

Na hlavé mizeme najit velké slozené oci, par dlouhych tykadel a jednoducha ocka (ocelli).
Velmi dobfe rozvinuté jsou ¢ichové receptory, které jsou lokalizovany na tykadlech, ale také
pohlavnich organech. Cich totiz slouzi také k vyhledavani opa¢ného pohlavi — samice
produkuji feromony a samci afrodiziaka, kterymi stimuluji samici k pafeni. Na hlavé se
nachazi také kousaci Ustni tUstroji, které je slozeno ze svrchniho pysku, paru mohutnych

kusadel, paru celisti s clankovanymi makadly a neparového spodniho pysku.

Hrud’ tvofi tfi clanky — pfedohrud’ (prothorax), stfedohrud’ (mesothorax) a zadohrud’
(metathorax). Kazdy hrudni ¢lanek na sobé ma jeden par kracivych koncetin. Kradiva
koncetina je sloZena z péti asti — kycel, ptiky¢li, stehno, holen a chodidlo z péti ¢lanku, kdy
na poslednim jsou umistény dva drapky, a na spodni stran¢ se naléza piisavny polStarek.
Mesothorax a metathorax jsou kryty dvéma pary kiidel, prvni par jsou koZovité krytky
(tegminae), druhy blanité kiidla. K#idla jsou protkana vzdusnicemi a nervy, okem viditelnymi

jako Zilnatina.

Zadecek je sloZen z 11 ¢lanki, kdy posledni jsou pfeménény a zastavaji pohlavni funkci. Podle

téchto ¢lanka 1ze determinovat, o jaké pohlavi Svéba se jedna — samec ma na zadecku dva pary
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koncetinovych piiveskil, v porovnani se samici, kterd mé jen jeden. Samice v prib&hu zivota
vyprodukuje asi 40 oothék (14-18 vajicek v chitinové schrance), které odklada jeden den po
vynofeni z pohlavniho ustroji. Délka vyvoje §vaba amerického je velmi variabilni — pohybuje

se ptiblizn€ v rozmezi 4-15 mésicu.
1.2.3. Anatomie a fyziologie

Anatomie vnitfnich organi a organovych soustav u §vaba amerického kopiruje stavebni plan
ostatnich skupin hmyzu. Povrch je kryty integumentem s chitin6zni kutikulou (komplex nese

oznaceni exoskelet), kde dochézi k uponu pticné pruhovanych svalii zajist'ujicich pohyb.

Cévni soustava je oteviena s trubicovitym srdcem, dychani zprostiedkovavaji vzdusnice,

odpadni latky z téla vylucuji Malpighické trubice.

Na celkovém fizeni organismu se podili nervova a endokrinni soustava. Sidlem nervové
soustavy je mozek, ktery je umistény v hlavové schrance, a systém ganglii propojenych bfisni
nervovou paskou. Smyslové podnéty jsou zprostiedkovavany pomoci mechanoreceptort,
termoreceptort, fotoreceptori a chemoreceptori. Endokrinni soustava zajistuje syntézu

hormont, které dale ¥idi nitrobunécné déje a reguluji tak vétsinu d&ji v organismu.

Travici soustava ma vice funkci — zachyceni potravy, mechanické a chemické zpracovani,
piedani zivin cévni soustavé, odstranéni nestravitelnych zbytk fitnim otvorem z téla. Stfevo
Svaba amerického je tvofeno tfemi Castmi. Piedni stfevo (stomodeum) zajist'uje mechanické
zpracovani potravy, ma proto velmi dobfe vyvinutou svalovinu. Stomodeum ma nékolik Casti
— dutina ustni, pharynx (hltan), oesophagus (jicen), ingluvies (vole) a proventriculus (zZvykaci
zaludek). Druhou casti je stiedni stfevo (mesenteron), kde probihd chemické traveni a
zpracovani zivin. Je tvofeno ventriculem a slepymi vybézky (caeca), které¢ zvetSuji vnitini
plochu stfeva. Na hranici pfedniho a stfedniho stfeva vznika peritrofickd membréna, jejiz
funkci je omezit pifimy kontakt stfeva se sliznici a plni ochrannou funkci epitelu pted
mechanickym i1 enzymatickym poskozenim. Peritrofickd membrana je jemna chitinova blanka
s bilkovinami a glykoproteiny. Posledni ¢4st tvofi zadni stfevo (proctodeum), které je ¢lenéno
na ileum, colon a rectum. Jeho funkci je resorpce soli a vody. Ritnim otvorem nésledné ustni
ven z téla. Svalovina stfeva je sloZena pouze z pfi¢né pruhovanych svalii (na rozdil od
obratlovctl), na povrchu je umisténa trachealni (vzdusnicova) soustava. . Traveni Zivin zacina
slinami, které vylucuji slinné Zlazy. Sliny potravu zvlhcuji a upravuji pH, ¢imz vytvari vhodné

prostiedi pro enzymy. Podstatna ¢ast chemického traveni vsak probiha ve stfednim stieve, kde



epitelialni buiiky vyluduji enzymy (Lehane a Billingsley, 1996). Cinnosti enzymiti dochézi k
rozkladu polymerii na monomery. pH stieva §véba je vét§inou neutralni. Svab je znamy také
tim, Ze se v riznych c¢astech jeho stfedniho stieva travi rlizné Ziviny, je zde tedy urcitd
prostorova specializace traveni (Tamaki a kol., 2014). Tento jev je zndmy u obratlovci, ale u

hmyzu neni pfili§ bézny.

1.3.  Enzymy

1.3.1. Vyznam enzym{ v organismu
Enzymy Ucinkuji v téle jako biokatalyzatory. Jedna se o chemické latky, jejichz tkolem je
prevést chemické reakce na energeticky nizsi drahu tak, aby neovlivnily rovnovazny stav. Tyto
latky se v prib&hu reakce nespotiebovavaji, nemeéni sloZeni systému, ale zkracuji €as potiebny
k dosazeni chemické rovnovahy. Pliisobeni probiha ve velmi malém mnozstvi se specifickym

ucinkem.
Rozlisuji se dva typy katalyzatora:

1. Pozitivni katalyzatory — urychluji pribéh chemickych reakci bez ovlivnéni sloZeni a

rovnovahy.

2. Negativni katalyzatory — zpomaluji pribéh reakce a vyrazné zvySuji aktivacni energii,
nekdy byvaji spi§ oznaCovany za inhibitory. Jejich pouziti je vhodné ke zpomaleni

nezadoucich reakci.

Enzymy ve srovnani s chemickymi katalyzatory vykazuji vyssi u¢innost — 1 molekula enzymu
preméni az 5*10* molekul substratu, u chemickych katalyzatort je tato rychlost o nékolik fadu
nizsi. Kromé této vyhody, enzymy téz vykazuji znacnou substratovou/ucinkovou specifitu,
pracuji za velmi mirnych podminek (teplota 20-40 °C, tlak 0,1 MPa, pH vétSinou okolo 7),
jejich Gcinek lze snadno regulovat. Za velmi podstatnou vyhodu se povazuje netoxi¢nost

enzymil v porovnani s katalyzatory chemickymi, které jsou vysoce toxické.

1.3.2. Amylazy
Amylazy se fadi mezi glykosidazy a $tépi O-glykosidickou vazbu mezi monosacharidovymi
jednotkami v oligosacharidu nebo polysacharidu. V piitomnosti vody se na obou koncich
Stépené vazby tvori -OH skupiny. Amylazy se ¢leni do 3 skupin oznacovanych jako a, B ay.
Alfa-amylazy s§tépi a-1,4-glykosidické vazby fetézcl dlouhych polysacharidd, ze kterych
odstépuji tii- a vice glukézovych jednotek; jsou hlavnimi glykosidazami zivocicht. Beta-

amylazy hydrolyzuji také o-1,4-glykosidické vazby, ale s tim rozdilem, ze z
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polysacharidového fetézce odstépuji vzdy dvé posledni glukézové jednotky jako maltozu.
Beta-amylazy jsou typické pro rostliny, houby a bakterie. Gama-amylazy $tépi a-1,4- nebo a-
1,6-glykosidické vazby, a z polysacharidového fetézce odstépuji molekuly glukézy (Barman,

1969; Karlson, 1981; Vodrazka, 1999).

1.3.3. Protedzy
Protedzy patii do skupiny hydroldz, pfesnéji mezi proteolytické enzymy S$tépici proteiny
(bilkoviny). Podle mista $tépeni je mizeme roz¢lenit do dvou zakladnich skupin. Prvni z nich
jsou exoproteazy, které odstépuji aminokyseliny od terminalnich koncd proteinii. Naopak

endoprotedzy $tépi proteiny uvniti peptidického fetézce a narusuji jeho terciarni strukturu.

vvvvvv

1.3.4. Lipazy
Lipazy jsou enzymy, které fadime také mezi hydrolazy. Konkrétné §té€pi tuky na glycerol a
mastné Kyseliny — rozklad triacylglycerolu na diacyl- a monoacylglycerol. Je zajimavé, Ze u
hmyzu hraji dileZitou roli prave diacylglyceroly, protoze ptedstavuji hlavni transportni formu
tukil v hemolymf€ — u obratlovcii tuto ulohu hraji hlavné mastné kyseliny. Lipazy mimo jiné
fidi mnoZstvi syntetizovaného tuku, zajistuje redukci tukové zasoby a v optimalnim mnozstvi
jsou lipazy schopny pomoct pii jeho spalovani.

1.4. Reakce hmyzu na stres

Reakce hmyzu i jakéhokoliv jiného organismu na stres je v podstaté fyziologicka reakce na
neoptimalni a nekomfortni podminky. Reakci Ize zkoumat na molekularni, bunécné,

fyziologické i behavioralni Grovni.

Hmyz jako skupina zivocCichii je ve svém evoluc¢nim vyvoji vystaven fad¢é stresorli, a to
piedevsim v zavislosti na své pozici v potravnich vztazich a preda¢nim tlaku. Pravé diky tomu
se u hmyzu vyvinula fada odpovédi na stresové podnéty, s ¢imz se zvysila nejen Sance na
pteziti, ale také na diverzifikaci a modulaci fyziologickych pochodl ve snaze maximalizovat

ucinnost (Adamo, 2017).

Hmyz ma proto Siroké spektrum odpovédi v zavislosti na typu stresoru. Mezi hlavni stresory
patii stres metabolicky (hladovéni) a vliv patogenti (infekce, parazitace). Metabolicky stres
predstavuje jeden z nejcastéjSich stresori, se kterym se organismus potyka po cely zivot.
Odpovéd’ na stres je zprostiedkovana nervové (rychlé, bezprostfedni reakce) a hormonalné
(dlouhodobgjsi reakce), a to pomoci biogennich aminti (oktopamin, dopamin, serotonin) i

vlastnich neurohormonti (Downer, 1979).



Plisobeni patogentli a jejich vliv na stresovou reakci organismu je nyni velmi studovanou
problematikou. Dand obranna reakce je optimalizovana pomoci hormonalni reakce organismu
na danou infekci/parazitaci (Adamo, 2017). Béhem ciziho zasahu probihajiciho formou
infekce, dochazi u vétsiny druhii ke spusténi obrannych reakci na bunécné a humoralni trovni
(Chapman, 1998), z nichZ nékteré jsou tizeny pravé hormonalni kaskadou. Je znamo zapojeni
AKH do fizeni obrannych reakci proti entomopatogennim bakteriim, houbam, hlisticim,
parazitoidiim ¢i jejich toxinim (Goldsworthy a kol., 2002, 2003, 2005; Kodrik, 2008; Ibrahim
a kol, 2017, 2018; Shaik a kol., 2017).

1.5. Entomopatogenni hlistice (EPN)

1.5.1. Obecné informace
Hlistice jsou mnohobuné&éni zivoCichové patfici do kmene Nematoda. Jejich vyskyt je
kosmopolitni s vyjimkou Antarktidy, kde doposud nebyli popsani. Za nejznamé;jsiho zastupce
je povazovan Caenorhabditis elegans, ktery je modelovym organismem pro fadu vyzkumu

Vv oblasti vyvojové a molekularni biologie.

Mezi stézejni entomopatogenni Celedi patii Heterorhabditidae a Steinermatidae, jez jsou
povazovani za obligatni parazity — Zivi se primarné odumfielymi a rozlozenymi tkanémi.
Zajimavosti téchto dvou ¢eledi je mutualisticky vztah s bakteriemi ¢eledi Enterobacteriaceae,
které pomahaji pti usmrceni hostitele a zaroven slouzi jako sekundéarni zdroj potravy. Pravé
tento mutualisticky vztah je zajimavy pro praktické pouziti v hubeni populaci hmyzich sktdct,
kde se vyuziva specifita patogent a relativné nizké naklady. U fady druhti hmyzu ale neni stale
znamo, do jaké miry je smrt hostitele zptisobena hlistici a jakym podilem k tomu pfispiva

bakterie (Dobes, 2012).

V dnesni dob¢ se ke studiu imunitnich odpovédi na stresové reakce pouziva piedevsim
komplex Steinernema-Xenorhabdus (Adams a kol., 2006; Herbert a Goodrich-Blair, 2007),
ktery byl pouzity 1 v této bakaldfské praci. Entomopatogenni nematoda z Celedi
Steinernematidae maji symbiotické bakterie lokalizované ve specializovanych vaccich

Vv piedni ¢asti stieva (Martens et Goodrich-Blair, 2005; Snyder a kol., 2007).

1.5.2. Intoxikace, metabolity a virulence
Zivotni cyklus Steinernema carpocapsae za¢ina juvenilnim infekénim stadiem, které se jako
jediné vyskytuje mimo hostitele a je schopné volného pohybu v pide, kde ceka na ptibliZzeni

hostitele nebo ho aktivné vyhledava (Grewal a kol., 1994). K samotnému vniknuti juvenilniho

ee e
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dochazi k naruseni struktury kutikuly a priniku nematod i pfes télni sténu (Bedding a
Molyneux, 1982). Poté, co se povede EPN vniknout do hostitele, vylouc¢i do jeho téla
symbiotické bakterie, u kterych dojde k masivnimu navySeni poctu. Néasledné¢ dochézi
k ptechodu EPN do dalSich instart az k dosazeni pohlavni dospélosti, kdy samic¢ky nakladou
vajicka. Jedinci setrvavaji v hostiteli az do vyCerpani vyzivnych latek. Toto vycerpani je
signalizovano naptiklad tvorbou prenolu, ktery svym charakteristickym zapachem informuje

jedince EPN 1 mimo hostitele o vy¢erpani zivin a nutnosti najit dal§iho hostitele.

Bakterie Xenorhabdus jsou obecné povazovany za velmi patogenni pro hmyzi zéstupce —
k zabiti larvy zavijeCe voskového Galleria mellonella je dostacujicich pouze 10 az 20
bakterialnich bunék (Forst a Nealson, 1996; Daborn a kol., 2001). Toxické jsou i samotné
hlistice, které do téla vylucuji proteazy. U druhu S. carpocapsae byla zjisténa produkce
serinovych protedz a metalloproteaz nékolik hodin po vstupu do hemoceolu. U tohoto druhu
byla zaroven pozorovéana schopnost usmrtit svého hostitele bez symbiotickych bakterii a

metamorfovat do dalSiho vyvojového stadia.

V soucasné dob¢ je jiz znama fada toxint, které produkuji hlistice a jejich bakterie — patii sem

naptiklad 1 Txp40, ktery napada bunky tukového télesa a sttev hostitele (Brown a kol., 2006).

Hmyz se napadeni hlisticemi brani aktivaci svého imunitniho systému (podrobné¢ viz nize).
Proto je jeho inhibice nebo oslabeni pro pieziti patogent velmi dtlezité, ale zda se, ze hraje i
vyznamnou roli v mutualistickém vztahu s bakteriemi. EPN jsou schopny mirnit tvorbu
antimikrobialnich obrannych peptidi hmyziho hostitele nebo navdzat hemocyty na svij

povrch a tim tak inhibovat imunitni odpovéd’ jako celek (Gotz a kol., 1981).

1.5.3. Obrana hmyzu proti infekci
Pfi priniku EPN do t¢la hmyziho hostitele musi jedinec ptfekonat fadu obrannych
mechanismi. Jednou z pfirozenych bariér je piekonani stfevni stény hostitele. Stfevo se
tomuto procesu brani, nebot’ jeho vnitini sténu tvoii proteoglukany (Eismann a Binnington,
1994), které maji stfevo chranit nejen pfed mechanickym poskozenim, ale také pted vstupem
patogeni do bungk stievni stény. Po prekonani bariéry stfevni stény se nachazi dalsi bariéra —
tuha bazdlni membrana obsahujici kolagen a laminin (Olson a kol., 1990). Druh S.
carpocapsae vyuziva k prekonédni této prekdzky jiz zmin€nou serinovou proteazu Sc-SP-1,
kterd hydrolyzuje komponenty bazalni membrany stieva (Toubarro a kol., 2010).
Entomopatogenni bakterie uvolnéné z EPN osidluji mezibunéény prostor mezi buiikami stieva

(Silva akol., 2002; Sicard a kol., 2004). Zde pak ¢eli ptisobeni obrannych latek produkovanych
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hemocyty. Jsou to tieba proteiny obsahujici thioester (TEP; Whitten a kol., 2006), které maji
opsinové funkce v imunitnich odpovédich, stimuluji fagocytozu a melanizaci (Lagueux a kol.,
2000).

Prestoze jsou procesy zpusobené EPN ve hmyzim téle dobie prozkoumané, vztah

S neurohormonalnim systémem neni dosud znam.

1.6. Vcelijed

1.6.1. Obecné informace
Vcela medonosna Apis mellifera je Zivocich pattici do tfidy hmyzu (Insecta), do fadu
blanoktidlych (Hymenoptera). Jedna se o jednoho z nejznaméjsich zastupct tohoto fadu, ktery

je hojné hospodaisky vyuzivan.

V¢eli kasty jsou tvofeny ve vétSin€ pfipadi jednou matkou, mnoha délnicemi a nékolika trubci

S jasn¢ definovanymi ukoly ve spolecenstvu.

Jednotlivé ¢asti veeliho téla (hlava, hrud’, zadecek) jsou spolecné propojeny pomoci zizeni
pro lepSi pohyblivost. V hrudi se primarné nachazi létaci svalovina a v zadecku najdeme
zazivaci organy, medovy vacek, jedovou zlazu, vzdu$né vaky a zihadlo. Zihadlo je zakon&eno
sérii zpétnych hackd, jeZ se po bodnuti zaseknou v ran¢, a tak nelze zihadlo z rany vytahnout.
Pti snaze vcely tak ucinit dojde k vytrZzeni celého zihadlového aparatu spolu s poslednim

¢lankem zadec¢ku, ktery obsahuje i ganglium. V¢ela pti tom zpravidla zahyne.

Jedovy vacek obsahuje piiblizné 0.1-0.3 miligramt vlastniho jedu, ktery byl vytvofen
Vv parové jedové zlaze. Jed pii bodnuti proudi jedovym kanalkem, ktery probihda celym
zihadlem a usti ven v jeho terminalni ¢asti zvané bodlo. V piipadé odtrzeni zihadlového
aparatu po bodnuti jed do téla proudi dalSich asi 15 minut — je pumpovan pfisluSnymi svaly,

které jsou ovladany odtrzenym gangliem (Snodgrass, 2018).

Nevyhodou celého procesu je ndsledné uhynuti vcely. Existuje n¢kolik teorii, které se snazi
tento fenomén vysvétlit. Prvni z nich vychazi z faktu, Ze odtrzeni aparatu nastdvad pouze
Vv ptipadé bodnuti ptaki ¢i savcl. V dobé, kdy tato strategie vznikla ptaci a savci na Zemi jesté
nezili, takZe byla primarné uréena pro obranu proti hmyzim predatoriim — z chitinové kutikuly
je zihadlo vytazitelné. Dalsi teorie podporuje myslenku zajisténi vysoké ucinnosti pienosu
jedu do rany — princip spociva v obétovani jedince ve prospéch vcelstva (Bogdanov, 2016;
Wehbe a kol., 2019).
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1.6.2. Intoxikace, metabolity a virulence
Hmyzi jed je ve své podstate slozeny z fady biologicky aktivnich latek (aminokyseliny, aminy,
peptidy, bilkoviny) rozpusténych ve vodném roztoku (Chen and Lariviere, 2010). Na cilovy
organismus pusobi zpravidla v kaskaddach — jednotlivé reakce na sebe navazuji, pripadné se

vzéajemné stimuluji.

U vcel ¢ini suchy podil toxind piiblizné 20-30 % jedu, kdy priblizné polovinu tvoii melittin
nasledovany enzymem fosfolipazou. Dalsimi latkami obsazenymi v jedu jsou apanin,
minimin, MCD peptid nebo enzym hyaluronid4dza. Ostatni biologicky aktivni latky jako je
dopamin, histamin, ... jsou zastoupeny v minimalni mife — do 1 % (Chen and Lariviere, 2010;
Lubawy a kol., 2019).

Nejvice zastoupeny je jiz vySe zminény melittin. Jedna se o nizkomolekularni bilkovinu, ktera
ma nejen biologické, ale také farmakologické a toxikologické vlastnosti. Z toxického hlediska
disponuje schopnosti aktivovat fosfolipazy a naruSovat tak fosfolipidovou vrstvu membran
tvorbou porti v nich. Tim dojde k unikani bunécného obsahu ven, coZ méa za nasledek celkovy
rozpad bun¢k. K tomu poméha také enzym hyaluronidédza, kterd $t€pi mezibunécné spoje

(Lubawy a kol., 2019).

vvvvvv

Je nejen soucasti vceliho jedu, ale také se uvoliluje z tkani obéti. Histamin v téle je hlavnim
stimulujici slozkou =zanétu, ale také dalSich imunitnich reakci. Obecné se tyto
nizkomolekularni latky podili na rychlej$im pienosu jedu naptic té€lem (rychlejsi cirkulace,

vyssi srdecni Cinnost, zvyseni bolestivosti pi1 bodnuti).
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2. Cile prace
Cilem prace bylo:
1. Charakterizovat zmény v téle Svaba P. americana po nakaze patogennimi hlisticemi

sledovanim hladin adipokinetickych hormont a vybranych biochemickych markeru (aktivita

travicich enzymd, hladina vitellogeninu).

2. Zmapovat zmény v aktivité travicich enzymu a hladiné adipokinetickych hormoni po

aplikaci v¢eliho jedu a zjistit vliv t€chto hormont na obranné reakce vici jedu.

Obecné bylo cilem prace ovéfit hypotézu, Ze testovany patogen a toxin ovlivni aktivitu
sttevnich enzymil, a Ze pfipadna aplikace adipokinetického hormonu miiZze tuto aktivitu

modulovat.
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3. Materidl a metodika

3.1. Chov modelovych druh

3.1.1. Svéab americky Periplaneta americana

Svabi P. americana (Obr. 1) pouziti pro pokusy v této praci pochézeli z chovi
Entomologického tstavu Biologického centra AVCR v Ceskych Budgjovicich. Zvitata byla
chovana ve sklenénych terariich, kde probihal vyvoj od vaji¢ek po dospélce. Jako zdroj
potravy slouzil chléb, mrkev, ovoce a ovesné vlocky. Voda byla poskytovana z plastové
lahvicky, ktera byla na konci ucpané vatou. Chovy byly udrZzovéany pti konstantni teploté 30
°C +/- 1 °C a fotoperiod¢ 12 hodin svétlo a 12 hodin tma.

Obr. 1. Svab americky P. americana

3.1.2. Hadatko Steinernema carpocapsae

Pro pokusy byla pouzita entomopatogenni hadatka S. carpocapsae, ktera byla chovéna
V laboratornich podminkach v poslednim larvalnim instaru zavijece voskového G. mellonella
jako v hostiteli (Dr. Mragek — Entomologicky tstav AVCR). Jedinci infekéniho juvenilniho
stddia hadatek, kteti byli pouzivani k infikovani pokusnych §vabi, byli zlarev zavijece
voskového izolovani a udrzovani v lednici pfi teploté 4 °C ve vodé po dobu maximalné 30

dni.

Pted samotnou aplikaci nematod (EPN) byla vzdy ovéfena jejich vitalita pod mikroskopem.

Zaroven byl ur¢ovan pocet jedinci EPN v 1 ul (kvtli odpovidajici davce).

3.1.3. Vcela medonosna Apis mellifera L.
Véely byly ziskavany zpokusné véelnice Biologického centra AVCR v Ceskych

Budgjovicich.
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3.2. Pitva vceliho jedového vacku

Z pokusnych vcel bylo potteba pod pitevnim binokuldrnim mikroskopem vypitvat jedovy
vacek (Obr. 2), ktery je umistén v zadecku a je napojeny na zihadlo. Pitva probihala odtrzenim
zihadla a naslednym oddélenim jedového vacku pomoci pinzety. Z vypitvanych vacka byl
vytvofen smésny vzorek (50 vackua), ktery byl rozsonikovan v Ringerové fyziologickém
roztoku (5ul/vacek). Po sonikaci nasledovalo odstfedéni pomoci centrifugy (5 minut, 10 000

otacek, 4 °C) a v ptipad¢ potieby se proces sonikace a centrifugace zopakoval. Vzorek byl

nasledn€ uchovan v mraznicce pii teploté -24 °C pro dalsi pouziti.

Obr. 2. Vypitvany v¢eli jedovy vacek (vlastni foto).

3.3.  Aplikace EPN, v¢eliho jedu a adipokinetickych hormon

Oba stresory — entomopatogenni had’atka i v¢eli jed, a také adipokinetické hormony — byly
vpraveny do t¢la Svaba amerického v misté za tfeti koncetinou pomoci Hamiltonovy injekéni
sttikacky. Po aplikaci byli §vabi umisténi do 5 1 sklenice a po dobu 24 hodin udrzovani za

standardnich podminek (viz vyse).
V ptipad¢ hlistice S. carpocapsae byla injikovana davka 30-40 jedinct (optimalni davka) v
objemu 5Sul.

Veeli jed vpravovany do téla $vaba P. americana byl kvantifikovan tak, aby odpovidal

ekvivalentu Y4 vacku — 1.25 pl véeliho jedu.

Pouzity hormon Peram-CAH-1I (Periplaneta americana cardioaccelerating hormone II:
pGlu-Leu-Thr-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-NH2) byl syntetizovan firmou Vidia Praha. Uvedeny

hormon byl rozpustén v 20 % metanolu v Ringerové roztoku o koncentraci 20 pmol/ul. Do
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pokusného $vaba byly injikovany 2 pl tedy davka odpovidajici 40 pmol hormonu (Bodldkova
a kol. 2017, 2018).

V dalsi fazi testovani byl injikovan stresor (vceli jed) spolu s adipokinetickym hormonem. Do
téla Svaba za tteti koncetinou byla injek¢éné nejprve vpravena optimalni davka véeliho jedu a
nasledné s odstupem 15 minut bylo aplikovano 40 pmol Peram-CAH-II na opa¢nou stranu

téla.

Ke vSem infikovanym skupindm byla vzdy provedena i kontrola — jedinci byli injikovani

pouze stejnym mnozstvim Ringerova roztoku.

3.4. Stanoveni mortality

Mortalita u testovanych jedincti P. americana vyvolana ptisobenim EPN byla stanovovana 24
h po injekéni aplikaci. V prvnim kroku bylo tfeba zjistit optimalni mnoZstvi EPN/Svaba. Toto
mnozstvi bylo stanoveno na hodnotu mortality asi 20 az 30 %; takova hodnota naznacuje
ovlivnéni fyziologickych funkci, ale zachovava dostate€né mnoZstvi ptezivSich jedincli na
pokusy. Mortalita byla zjistovana pro davky 1000, 200-300, 100, 50, 30 a 0 jedinct EPN/
Svaba, vzdy ve skupiné 20 $vabd. Vytipovana optimalni davka (30-40 EPN) byla nasledné
ovétena pro dalsi 3 skupiny §vaba s 20 jedinci. Vysledky byly odeéitany vzdy 24 hodin po

aplikaci.

Mortalita zptsobena v¢elim jedem byla zjistovana obdobné. Nejprve bylo testovano vhodné
mnozstvi véeliho jedu. Celkem byla testovana vzdy skupina 30 jedinct pro kazdou davku (2
vacky (10 ul), 1 vacek (5 pl), % vacku (3.75 ul), ¥4 vacku (2.5 ul), ¥4 vacku (1.25 ul). Davka

1.25 ul se jevila jako nejvhodnéjsi, a proto byl test na mortalitu ovéfen pro tuto davku.

3.5. Pitva Svaba amerického P. americana

Pied zahajenim pitvy byli $vabi, drzeni ve velké 5 I sklenici, umisténi na 5-10 minut na led,
aby se plusobenim chladu snizila jejich pohybova aktivita. Vlastni pitva probihala s pomoci
voskové misky, malych nizek, 2 pitevnich pinzet a Spendlikii pod binokuldrnim pitevnim
mikroskopem. Pied zahajenim vlastni pitvy byly ustfizeny vSechny pary nohou pro usnadnéni

préace.

3.5.1. Strevo
T¢lo Svaba bylo ptichyceno pomoci dvou Spendlikli u horni ¢4sti hrudi a u zadecku dorzalni
stranou k voskové misce. Pomoci niizek byla t€lni sténa spolu s kutikulou (nebunécna vrstva

kryjici povrch téla pfevazné s ochrannou funkci) rozstfizena a nasledné ptiSpendlena na
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voskovou misku, ¢imz se odkryla télni dutina Svaba. VSechny orgény byly obaleny tukovym
télesem, které bylo tieba odstranit. Béhem pitvy byl prubézné pridavan Ringertiv fyziologicky
roztok, aby télo nevyschlo a nedoslo k poSkozeni vnitinich organti. Pomoci pinzet bylo z téla
vyjmuto celé stievo (Obr. 3) a nasledné oddélen mesenteron (stfedni stfevo). Stiedni stievo
bylo dodatecné ocisténo od zbytkd tukového telesa a tracheji dychaci soustavy. Takto
ptipravené vzorky byly vlozeny do pfedem zvazenych mikrozkumavek (Eppendorf). VVzorky

byly zvazeny a umistény do mraznicky k dal$imu pouziti.

’ X
Zadni stfevo Predni stievo

Stiedni stfevo 1 Lo

Obr. 3. Anatomie stfeva §vaba amerického P. americana. A — celkovy pohled na travici soustavu. B
— detailni anatomie travici soustavy. C — fez stfednim stfevem s traveninou a s buitkami
produkujicimi travici enzymy. D — detail travicich bun€k s peritrofickou membranou. B,C,D —
skenovaci elektronovy mikroskop; a — stfevni obsah, b — peritroficka membrana, c- burky sttevniho
epitelu, d — vzdusnice; métitko — délka tise¢ek: B —1 mm, C — 200 um, D - 100 um. Vlastni foto na
skenovacim elektronovém mikroskopu HR SEM Jeol JSM-7401F v Laboratofi elektronové
mikroskopie Parazitologického ustavu BC AVCR v Ceskych Budgjovicich (spolupréace s Doc.
Frantiskem Weydou).

3.5.2. Mozek

Od téla byla pomoci niizek oddélena hlava a vloZena do Ringerova roztoku na voskovou

misticku. Pomoci pinzet byla naruSena celistvost hlavy a nésledné odtrZzena svrchni ¢ést.
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Pomoci Ringerova roztoku byly vymyty zbytky tukového télesa. Poté byl z hlavy vyjmut
mozek spolu scorpora cardiaca a corpora allata. Vypitvané mozky byly uloZeny do

mikrozkumavek s 200ul 80 % metanolu.

Po skonceni pitev byly mozky sonikovany a centrifugovany (4 °C, 5 minut, 10 000 otacek).
Nasledovalo odebrani supernatantu a k sedimentu bylo znovu dopipetovano 200ul metanolu.
Cely proces extrakce byl zopakovan. Vysledny vzorek bylo tfeba odpatit (alespon 3 hodiny)
pomoci vakuové odpafovacky s centrifugou (SpeedVack). Po odpaieni byly vzorky uloZeny

do mraznicky.

3.6. Extrakce enzym( ze stfedniho stfeva

1. extrakéni pufr pro amylazy — fosfatovy pufr pH 5.7 s ptidavkem 20 mM NaCl (93.5 ml
KH2PO4 a 6.5 ml NaH2POs), ke 100 ml pufru bylo ptidano 2.05 ml NaCl.

2. extrakéni pufr pro proteazy a lipazy — 0.2M Tris pH 7.8

Ze sttedniho stfeva (mesenteron) Svaba bylo tfeba po pitvé extrahovat testované enzymy.
Vlastni extrakce enzymil byla provadéna v prislusném pufru (viz vyse), pficemz vzorky byly
neustdle uchovavany na led¢, aby nedoslo k degradaci testovanych enzymu. Ke kazdému
vzorku bylo ptidano 200ul (pro amylazy) a 500ul (pro proteazy a lipazy) pufru a v ném byla
nasledné tkan rozdrcena pomoci jehlového sonikatoru (15-20 sekund). Po sonikaci byly
vzorky odstfedény v centrifuze (2 minuty, 10 000 otacek). Nasledné byly supernatanty

odpipetovany do nové sady eppendorfek a umistény do mraznic¢ky k dalsSimu pouZziti.

3.7. Stanoveni enzymatické aktivity

3.7.1. Stanoveni amylazoveé aktivity pomoci rozpustného skrobu

Aktivita amylaz byla stanovovana metodou podle Bernfelda (1955) modifikovanou v praci
Kodrika a kol. (2012) a pro situaci ve stfevé u $vaba P. americana upravenou V praci
Bodlakova a kol. (2017).

Reagencie:

- DNS (kyselina 3,5-dinitrosalicylova) - 0,0125g, K-Na tartare x 4H,0 - 7,59, NaOH - 0,49
- 2% Skrob (rozpustny ve vod¢)

- fosfatovy pufr pH 5,7 + 20 mM NaCl (viz vyse)

Nejprve byly ptipraveny potiebné reagencie. DNS, K-Na tartare.4H>0 a NaOH bylo

rozpusténo v 10 ml destilované H20 a poté doplnéno pomoci pipety na 25 ml. Substratovy

18



roztok byl ptipraven dalsim ziedénim 2% roztoku Skrobu v poméru 1:1 pomoci fosfatového
pufru s 20mM NaCl. Vlastni amylazova reakce byla provedena v eppendorfce, kde bylo
smichdno 25ul substratového roztoku Skrobu a 25ul vzorku, ktery ve vétSing piipada
odpovidal 0.005 ekvivalentu celého stfeva. Pokusna sada vzdy obsahovala také slepy vzorek
(blank), ktery obsahoval pouze 25ul Skrobového roztoku a 25ul fosfatového pufru. Vsechny
takto pifipravené vzorky se inkubovaly 40 minut pii 30 °C. Reakce byla zastavena ptidanim
200 pl DNS reagentu. V dalsim kroku se eppendorfky povarily 5 minut pii 100 °C v blokovém
termostatu a po jejich ochlazeni se centrifugovaly 10 minut pii 10 000 otackach. Ekvivalent
200 pl supernatantu kazdého vzorku byl piepipetovan do 96jamkové mikrodesticky a méfila
se absorbance roztokt pfi 550nm na ELISA c¢tecce. Vysledky byly dale ptepocéteny na
miligram maltézy/miligram hmotnosti stieva (Bodlakova a kol., 2017, 2018).

3.7.2. Stanoveni proteazové aktivity pomoci resorufin — kaseinu

Aktivita proteaz byla stanovena pomoci resorufin kaseinového kitu firmy Roche a k nému
piilozeného navodu. Pro stfevo §vaba P. americana byl postup upraven v praci Bodlakova a
kol. (2018).

Reagencie:

-0,2M Tris, pH 7,8

- 0,02M CaCl;

- 0,4% resorufin kasein (rozpustény ve vod¢)

- 5% kyselina trichloroctova (TCA)

Nejprve byly piipraveny poticbné reagencie. Vlastni proteazova reakce byla provadéna
v eppendorfce, kde se smichalo 20ul 0,02M CaClz, 20ul resorufin kaseinu a 60ul vzorku
extrahovaného v 0,2M Trisu. Pokusna sada vzdy obsahovala také slepy vzorek (blank), ktery
obsahoval 20ul 0,02M CaCly, 20ul resorufin kaseinu a 60ul 0,2M Trisu. VSechny takto
ptipravené vzorky byly inkubovany 1 hodinu pii 37°C. Reakce byla zastavena ptidanim 240ul
kyseliny trichloroctové a nasledovala inkubace dalsich 10 minut. V dalsim kroku byly
eppendorfky centrifugovany 3 minuty pfi 10 000 ota¢kach. Ekvivalent 300ul supernatantu
kazdého vzorku byl piepipetovan do 96jamkové mikrodesticky a byla zmétena absorbance
roztokll pfi 490 nm na ELISA &tecce. Vysledky byly vyjadieny v relativni absorbanci na mg

hmotnosti stfeva.

3.7.3. Stanoveni lipazové aktivity pomoci kinetické fluorescence
Aktivitu lipaz byla méfena metodou podle Robertse (1985). Pro stfevo Svaba P. americana

byl postup upraven v praci Bodlakova a kol. (2018)
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Reagencie:

-0,2M Tris, pH 7,8

- 50mM 4MU-butyrate (MW=246,26) — 0,0123 gramu substratu bylo rozpusténo v 1 ml
DMSO, roztok byl rozpipetovan po 40ul a skladovan v tmavych eppendorfkach pfi teploté -
20 °C, na test se vzorek fedi 25x.

Nejprve byly pfipraveny potfebné reagencie. Vlastni lipazova reakce byla provadéna

v tmavych destickach, kde byl smichan vzorek s 0,2M Trisem tak, aby soucet objemu byl
195ul (pro testy byla brana 1/1000 organu). Pokusna sada vzdy obsahovala také slepy vzorek
(blank), ktery obsahoval 195ul 0,2M Trisu. Ke vSem vzorkiim bylo pfidano 5ul substratu
50mM 4MU-butyrate v DMSO. Lipazova aktivita byla métena kinetickou fluorescenci
327nm/449nm exc/em. Vysledky byly nasledné pievedeny na nmol 4MU/miligram
hmotnosti stfeva podle prace Bodlakova a kol. (2018).

3.8. Stanoveni hladiny AKH

Hladina adipokinetickych hormonti v extraktu z mozkd §vaba byla méfena pomoci
kompetitivniho ELISA testu (Goldsworthy a kol., 2002). Pouzita primarni protilatka byla
puvodné piipravena proti Pyrap-AKH (hormonu z plostice ruménice pospolné, Pyrrhocoris
apterus), reaguje vSak dobie s obéma adipokinetickymi hormony $vaba (viz Goldsworthy a
kol., 2002).

Pouzité reagencie:
- Aplikacni pufr = Na2CO3 - 0,424 g + NaHCO3 - 0,504 g na 100 m, pH=9,6

- Promyvaci pufr (WB+) = 10 mM PBS (zasobni roztok o slozeni NaH2PO4 x 12 H20,
KH2PO4 tedény 1:9 na pracovni roztok) + 0,1 ml Tween/100 ml WB, pH=7,5

- mléko — Skimmed milk (Blocking buffer)
- Promyvaci pufr bez Tweenu (WB-)

- BLAM = roztok Cysl — Pyrap-AKH — BLAM znaceného biotinem (Biotin Long Arm
Maleimide; Vector Laboratories, Petebrough, UK)

- HRPS — Horseradish Peroxidase Streptavidin
- substrat - 3, 3", 5, 5" — tetrametylbenzidine

- 0.5 M H2S04
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Postup:

Prvni krok byl proveden den pfed samotnym métfenim — navazani primarni protilatky IgG III
proti adipokinetickym hormontim pies noc pii teploté 4 °C v 96 jamkové desticce v mnozstvi
100ul/jamku (fedéni 1:5000 v aplika¢nim pufru). Nasledujici den byla desticka 3x promyta
pomoci WB+. V tfetim kroku byla vyblokovéana volnd mista pomoci 5% roztoku mléka ve
WB+ v mnozstvi 200ul/ jamku — inkubace probihala 2 hodiny pii 37 °C. Po inkubaci byla
desticka znovu 3x promyta pomoci 200ul WB+.

V dalsim kroku byly na desticku naneseny vzorky, standardy hormonu Peram-CAH-II na
konstrukci kalibra¢ni kiivky v rozmezi 640 — 0.019 pmol, pozitivni kontrola a negativni
kontrola. Do kazdé jamky byl pfidan znaceny antigen — tedy Cys1-AKH-BLAM, coz je AKH
s navazanym biotinem (Biotin Long Arm Maleimide). Testovany antigen ve vzorku zde
soutézi s oznaCenym antigenem — meél by se vazat slabéji nez testovany, coz znamena ze
testovany vytésni vazbou antigen znaceny. V pozitivni kontrole se prvni protilatka vaze pouze
se zna¢enym antigenem, oproti tomu v negativni kontrole nedochazi k vazbé antigenu viibec.
Vzorky byly po pfipravé opét inkubovany po dobu 1 hodiny pii 37 °C. Po inkubaci byla

desticka promyta pomoci WB+.

V dalsim kroku byl do desticky aplikovan HRPS (Horse Radish Peroxidase Streptavidin)
v mnozstvi 100ul/ jamku (zfedéno 1:500 ve WB+). Jednd se o reagencii, ve které se
streptavidinova ¢ast molekuly vaze na biotin ve znaCeném antigenu. Desticka byla znovu
inkubovana 1 hodinu. Po inkubaci byla celkem 6x promyta a nasledné byl pfidan substrat
3,3,5,5" - tetrametylbenzediene. Desticka byla nasledné obalena alobalem, aby 40minutova
inkubace probihala ve tm¢, aby nedochazelo k reakci na svétlo. Po inkubaci byla reakce
zastavena ptridanim 50ul 0.5M H2SO4/jamku a byla zméfena absorbance na ELISA readeru

(Obr. 4) pti 450 nm. Cim slabsi byl signél, tim vice testovaného antigenu se navazalo.

Z namétenych hodnot bylo vypocteno procento kompetice podle nésledujiciho vzorce a

s pomoci kalibra¢ni kiivky stanovena hladina AKH ve vzorcich:

% kompetice = ((test.Abs — pozadi)/(max.Abs — min.Abs)) 100
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Obr. 4. ELISA ¢tecka Spectra Max 340 PC, Molecular Devices, USA.

3.9. Zpracovani vysledkd

Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel a grafy byly sestrojeny pomoci
GraphPad Software verze Prism 6 (San Diego, California). Pro porovnani vysledkt uvedenych
nize byl pouzit Studentdv t-test (Obr. 5-8) a jednocestna ANOVA s Tukeyho post-testem (Obr.
9-11) na 5 % hlading prikaznosti. Pocet opakovani pro kazdou skupinu byl n=8-10.
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4. Vysledky

4.1. Vliv EPN na mortalitu

V prvni sérii experimentd byl zkouman vliv entomopatogenni nematody S. carpocapsae
(EPN) na vybrané procesy v téle S§vaba amerického. Nejprve byla stanovena mortalita za 24
hodin po injekci, ¢imz byla zjisténa optimalni davka EPN pro nasledujici pokusy (Tab. 1).
Mortalita u vysokych davek EPN (injekce 1000 jedinci EPN/$vaba) dosahovala 100% jiz
béhem 12 hodin od aplikace. Jako nejvhodnéjsi se jevila davka 30-50 EPN/Svaba, kdy se
mortalita pohybovala kolem 30 %.

Tab. 1: Vliv po¢tu EPN na mortalitu u §vaba P. americana.

POCET EPN/SVABA MORTALITA BEHEM 24 HODIN
1000 100 %
200-300 100 %

0 (kontrola) 5%

4.2.  Vlivinfekce EPN na aktivitu travicich enzym
Po zjisténi optimalni davky jsem se zabyvala otazkou, do jaké miry mize byt aktivita stievnich
enzymu ovlivnéna aplikaci EPN. V prvni sérii bylo do téla §vaba injikovano 30-40 EPN. Obr.
5 shrnuje vysledky aktivity amylaz po této aplikaci: aktivita stfevnich amylaz u takto
oSetfenych Svabl byla srovnatelnd s kontrolnimi jedinci (bez stresoru) a nejevila zadny

statisticky vyznamny stimula¢ni ani inhibi¢ni G¢inek.
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Obr. 5. Vliv injekce EPN na aktivitu amylaz ve stfevé $vaba P. americana. Nebyl zjistén statisticky

rozdil mezi hodnotami pomoci Studentova t-testu na 5% hladin¢ vyznamnosti; n=8.

Podobny vysledek jsem zaznamenala pii sledovani vlivu EPN na aktivitu proteaz (Obr. 6) a
lipaz (Obr. 7). Oproti amylazam lze zde pozorovat mirny inhibi¢ni trend — EPN snizuji aktivitu
téchto stfevnich enzymi. Vysledky ale nebyly statisticky prikazné. Obecné lze tedy fict, Ze

aplikace EPN nema zadny zédsadni ti¢inek na aktivitu stievnich enzymi.
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Obr. 6. Vliv injekce EPN na aktivitu proteaz ve stievé §vaba P. americana. Nebyl zjistén statisticky

rozdil mezi hodnotami pomoci Studentova t-testu na 5% hladin¢ vyznamnosti; n=8.
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Obr. 7. Vliv injekce EPN na aktivitu lipaz ve stfevé Svaba P. americana. Nebyl zjistén statisticky rozdil

mezi hodnotami pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné vyznamnosti; n=8.

4.3.  Vlivinfekce EPN na CNS

Pro nasledné ovéfeni efektu EPN na Svaba P. americana jsem méfila vliv EPN na CNS.
Konkrétné se jednalo o stanoveni hladiny adipokinetickych hormont v extraktu z mozku
Svaba pomoci kompetitivniho ELISA testu. Ani zde ale nebyly ziskany statisticky vyznamné
rozdily mezi injikovanymi jedinci a kontrolami. Hladina byla srovnatelnd pro obé& skupiny

(Obr. 8), coz potvrzuje i trend zjistény u stievnich enzymai.
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Obr. 8. Hladina AKH u §vaba P. americana 24 hodin po injekéni aplikaci 40 EPN. Nebyl zjistén

statisticky rozdil mezi hodnotami pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné vyznamnosti; n=8.

4.4.  Vlivinfekce véeliho jedu na mortalitu

V druhé fazi experimentt jsem zkoumala vliv véeliho jedu na mortalitu. K vytipovani vhodné
davky jedu byla zase pouzita mortalita, ta logicky klesala se snizujici se davkou v¢eliho jedu
(Tab. 2). Po injekeni aplikaci 10 pl jedu byla mortalita 100% jiz béhem 12 hodin. Oproti tomu
pro ekvivalent 1.25 ul se mortalita za 24 hod pohybovala kolem 20%.

Tab. 2: Vliv v&eliho jedu na mortalitu §vaba P. americana.

5 pl (1 vacek) 7%

1.25 pl (1/4 vacku) 22 %

0 pl (kontrola) 3.3%

4.5.  Vliv v¢eliho jedu na aktivitu travicich enzym
Z vysledku v Tab. 2 byla vybrana optimalni davka véeliho jedu 1.25 pl, ktera odpovida
ekvivalentu %4 vacku. Tato davka byla nasledné pouZita pro stanoveni vlivu vceliho jedu na

aktivitu travicich enzymu ve stfevé. Byla injikovana bud’ samostatné nebo spolu se 40 pmol



Peram-CAH-II, aby byl sledovan piipadny vliv AKH na interakci jedu s travicimi procesy.
V prvni sérii pokusi byl zjistovan vliv na aktivitu stfevnich amylaz. Z Obr. 9 je patrné, ze
nejvyssi nartst aktivity byl zaznamenan po aplikaci vceliho jedu spolu s adipokinetickym
hormonem — 1.5x oproti kontrolam. Samotny jed sice aktivitu amylaz mirn¢ stimuloval, ale

tato stimulace nebyla prikazna
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Obr. 9. Vliv injekce 1.25 pl véeliho jedu a véeliho jedu spolu s 40 pmol adipokinetického hormonu
Peram-CAH-II na aktivitu amylaz ve stfevé $vaba P. americana. Statisticky vyznamné rozdily na 5%
hladiné vyznamnosti testované jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Tukeyho post testem

jsou oznaceny odliSnymi pismeny nad sloupci; n=9.

Stejnym zplisobem byla zmétena také aktivity stfevnich protedz. U téchto enzymii doslo
ke statisticky prikaznému narastu po aplikaci nejen véeliho jedu (asi 1,2X), ale také véeliho
jedu spolu s adipokinetickym hormonem (asi 1,2x). Nebyl vSak zaznamenan rozdil mezi

obéma pokusnymi skupinami (Obr. 10).
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Obr. 10. Vliv injekce 1.25 ul v¢eliho jedu a véeliho jedu spolu s 40 pmol adipokinetického hormonu
Peram-CAH-II na aktivitu proteaz ve stfevé Svaba P. americana. Statisticky vyznamné rozdily na 5%
hlading vyznamnosti testované jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Tukeyho post testem jsou

oznaceny odlisnymi pismeny nad sloupci; n=9.

Posledni méfenou charakteristikou byl vliv jedu a hormonu na aktivitu lipaz (Obr. 11). U této
jako jediné skupiny nedoSlo k zadnym prikaznym zménam enzymové aktivity po aplikaci

testovanych latek.
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Obr. 11. Vliv injekce 1.25 ul v¢eliho jedu a v&eliho jedu spolu s 40 pmol adipokinetického hormonu
Peram-CAH-II na aktivitu lipaz ve stievé Svaba P. americana. Nebyl prokazan statisticky vyznamny
rozdil na 5% hladiné vyznamnosti, ktery byl testovan jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s

Tukeyho post testem (stejna pismena nad sloupci); n=9.
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5. Diskuze

Svab americky Periplaneta americana je obecné znamy jako Zivogich, ktery disponuje celou
fadou schopnosti — dokaze ptezit az mésic bez potravy, 14 dni bez vody, a dokonce tyden bez
hlavy. Po tydnu umira nikoliv na to, Ze by mu hlava chybéla, ale na vyschnuti. Mimo to je o
ném znamo, ze dokaze prezit i vyssi davky radioaktivity. Bylo proto velmi zajimavé zkoumat,
jakym zptisobem bude reagovat na prirodni stresory — V tomto piipadé na entomopatogenni

nematody a vceli jed.

O odolnosti mého modelového druhu vici infekci entomopatogennimi nematody (EPN)
svédci vysledky mortalitnich kiivek, které slouzily také jako stanoveni optimalniho poc¢tu EPN
pro dalsi fyziologické pokusy. Jak vyplynulo z predchozich studii nasi skupiny s jinymi toxiny
a patogeny, takova optimalni davky by méla vyvolat mortalitu okolo 20 az 30% (lbrahim a
kol., 2017; Karbusova a kol., 2019). Takova davka se u $vaba P. americana pohybovala
v rozmezi 30-40 EPN/jedince. Zajimavé je v tomto pitipad¢ srovnani s aplikaci EPN do
plostice Pyrrhocoris apterus, u které se vhodna davka pohybovala kolem 10 EPN pfi injek¢éni
aplikaci a 100 EPN pfi topikalni aplikaci (Ibrahim a kol., 2017). Pfi této davce se mortalita u
plostice pohybovala v priméru okolo 20% po 24 hodinach pro topikalni aplikaci a dokonce
60% pro injekéni aplikaci; u §vaba amerického jsem zjistila mortalitu po aplikaci 30-40 EPN
maximaln¢ 25%. Jista variability mortality by mohla byt zptisobena pravé toxicitou EPN, ktera
koreluje s jejich stafim. Proto bylo potieba stanovovat mortalitu pfed kazdou sérii pokusi.
Jako nejvhodnéjsi se jevi asi tyden stafi infekéni juvenilni jedinci. Pravé kolisani toxicity
hlistic je popsano v praci Lua a kol. (2017), ktefi se zabyvali infikovanim cvrcka Acheta

domesticus pomoci entomopatogennich hlistic Steinernema scapterisci.

Z mych vysledkl spojenych s intoxikaci EPN dale vyplynulo, Ze nevyvolava téméi zadné
zvyseni hladiny adipokinetického hormonu (AKH) v mozku. To je zajimavé, jelikoZ mnozstvi
AKH, kter¢ je obsazeno v mozku a ptidatnych gangliich (corpora cardiaca), by se mélo ménit,
pokud je organismus vystaven n€jakému stresoru (Candy, 2002; Kodrik a kol., 2010). ZvySeni
hladiny AKH po aplikaci EPN bylo zaznamenano i u P. apterus (Ibrahim a kol., 2017). Mira
zmén V organismu po pusobeni stresoru je zpisobena nejen jeho intenzitou, ale také typem
stresu a je rozdilna v zavislosti na druhu — o tom pojednava i souhrnna prace, ve které se
aplikovalo spektrum toxini, jez zptisobilo mnohanasobné navyseni hladiny AKH v mozku i
hemolymf¢ (Kodrik a kol., 2015b). Pro¢ nedoslo u §vaba po aplikaci EPN ke zvySeni hladiny

AKH neni zcela jasné.
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Samotna aplikace EPN nezpusobila ani zadné vyrazné zvyseni aktivity stfevnich enzymu. Je
vieobecné znamo, e u hmyzu enzymaticka vybava odpovida typu piijimané potravy. Svab
americky je omnivorni zivocich, jeho potrava je velmi pestrd a dokaze stravit i celulozu.
Vlastni enzymatické traveni se déje ve stfednim stfevé (mesenteron). Predpoklada se, ze na
fizeni enzymatického traveni se podili i hormony —kromé typicky hmyzich hormonti se tohoto
procest ucastni i tkanové hormony produkované stfevnimi bunkami (Audsley a Weaver,
2009). Vyzkumy také prokazaly, ze se do tohoto procesu fizeni zapojuji prave i adipokinetické
hormony (AKH) — toto zapojeni bylo objasnéno u plostice P. apterus (Kodrik a kol., 2012;
Vinokurov a kol., 2014), mouchy Sarcophaga crassipapis (Bil a kol., 2014) a také u Svaba P.
americana (Bodlakova a kol., 2017, 2018). Pravé v mych piedchozich pracich byla popsana
pfima stimulace stfevnich enzymu prostfednictvim AKH. Ptipadny vliv EPN resp. AKH na

fyziologické procesy $vaba neni z pohledu mych vysledku zcela jasny.

Vysledky druhého stresoru, kterym byl véeli jed, ukazaly vyrazné zvySeni mortality po
injek¢ni aplikaci celého vacku — Sul veeliho jedu. Bylo proto tteba vytipovat davku, pii které
by se mortalita pohybovala kolem 25 %. Ukazalo se, ze této mortality bylo dosazeno po
aplikaci 1.25ul jedu. Oproti aplikaci EPN doSlo u tohoto jedu k Castenému navyseni
enzymatické aktivity ve stievé — alesponl u amylaz a protedz. To naznacuje jisty vliv AKH,
nicméné jeho interpretace neni jasna. Je tieba mit na paméti, ze K vyraznému narustu aktivity
stfevnich enzymu dochazi po aplikaci samotnych adipokinetickych hormont, jak jsem zjistila
v mych ptedchozich pracich (Bodlakova a kol., 2017, 2018). V nich jsme prokazali pfimy
efekt Peram-CAH-1 i -Il na traveni u $vaba P. americana, kdy napi. po aplikaci hormonu
Peram-CAH-II doslo az k osmindsobnému narastu amylazové aktivity. Zaroven ale nedoslo
ke stejnému narastu u vsech testovanych enzyml — coz by nasvédcovalo tomu, Ze nejen
adipokinetické hormony, ale také jednotlivé stresory pusobi selektivné — pro kazdy enzym
zvySuji aktivitu rozdiln€. Tento fakt byl popsan i u fady jinych aktivit, které byly fizeny
pomoci AKH. Naptiklad u plostice P. apterus bylo zjisténo, Ze davka 10 pmol AKH (Pyrap-
AKH) vyvold maximalni navySeni hladiny tukli v hemolymf¢ a vy$si davky hormont uz tak

ucinné nejsou (Kodrik a kol., 2000).

Zajimavé je také srovnani se studii Karbusova a kol. (2019), ve které se autofi zabyvali
studiem a vlivem riiznych toxinl pravé na travici enzymy u §vaba amerického — konkrétné se
jednalo o jed z vosi¢ky Habrobracon hebetor a toxin destruxin A z entomopatogenni houby
Metarhizium anisopliae. V této praci se ukazalo, Ze vosickovy jed nemél na aktivitu travicich

enzymil Zadny vliv stejné jako EPN v mé bakalatské praci. Oproti tomu destruxin A zpisobil
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pokles aktivity vSech vySe zminénych enzymut a kombinace s hormonem nezptsobila zadny
vyrazny narust. Lze tedy predpokladat, ze na rizné toxiny reaguje Svab americky P. americana
riznymi mechanismy — zvySeni ¢i snizeni enzymatické aktivity, a to i v Kombinaci

s adipokinetickymi hormony.

Adipokinetické hormony se jevi jako velmi zajimavy cil dal§tho vyzkumu — v poslednich
letech se zkouma jejich praktické vyuziti jako potencialnich insekticidt ke kontrole populaci
Skodlivych hmyzich zastupct (Gidde a Goldsworthy, 2003; Kodrik a kol., 2015¢), ale také
jejich pouziti souvisejici s jejich proti-obéznimi (Galikova a kol., 2017) ¢i dokonce
neuroprotektivnimi (Mutlu a kol., 2018; Shaik a kol., 2017) vlastnostmi. Pravé z téchto
divodu je jejich studium velice dilezité a pomahaji nam lépe pochopit nejen mechanismus

jejich ucinku, ale také najit vSechny zatim neznamé funkce.

Zajimavé by bylo porovnat u¢inek riznych typi stresorii (biologické, chemicke, radiologicke)
nejen na aktivitu stfevnich enzymt, ale také na mnozstvi produkovaného AKH pii této

stresové reakci.
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6. Zavér

Prace se zabyva zménami fyziologickych procesi (enzymaticka aktivita stieva, hladina

adipokinetickych hormonti) v téle S$vaba amerického P. americana po oSetieni

entomopatogennimi nematodami, a véelim jedem spolu s adipokinetickym hormonem Peram-

CAH-II. Ze ziskanych vysledki vyplyva:

1.

Aplikace EPN i vceliho jedu vyvolava mortalitu jedincti $vaba amerického P.
americana. Optimalni davka pro posouzeni vlivu téchto stresorti na fyziologické
procesy byla stanovena na 30-40 EPN, respektive 1.25 ul v¢eliho jedu.

Aktivita stfevnich enzymi (amylazy, protedzy, lipazy) se po aplikaci dané davky
entomopatogennich nematod vyznamné nezvysila.

Hladina AKH méfend pomoci testu ELISA nezaznamenala podstatné rozdily mezi
kontrolnimi a EPN oSetfenymi jedinci.

Aktivita sttevnich amylaz byla prikazné zvysSena (1.5x) po aplikaci v¢eliho jedu spolu
s adipokinetickym hormonem. Aplikace samotného jedu vyznamny nartst amylazové
aktivity nepfinesla.

Aktivita stfevnich proteaz byla mirné, ale signifikantné zvySena po aplikaci jedu
samotného 1 jedu s AKH; aktivita stfevnich lipaz se po aplikaci zminénych agens
neménila.

Zda se, ze AKH hraje v reakci travicich enzymi na oSetfeni vCelim jedem jistou roli,

jeji podstata vSak neni zcela jasna.
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