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1 Uvod

Dtkladna synchronizace dennich a sezonnich biologickych procest s periodickymi
zménami vnéjSiho prostiedi je dllezitd pro dobrou kondici a pfeZiti organismii. Ptizpisobit se
dennim a sezonnim zménam vnéjSich podminek, jako je foto — a termoperioda umoznuji
organismim jejich biologické hodiny. Zatimco cirkadidnni hodiny, které reaguji na denni
zmeény v prostiedi jsou jiz detailné prostudovany, mechanismus hodin reagujicich na sezonni
zmény neni jesté diikladné prostudovan. Piestoze nékteré studie prokéazaly zahrnuti komponent
cirkadidnnich hodin v hodindch fotoperiodickych, neni stdle jasné, jestlize denni a sezdnni

hodiny pracuji nezavisle nebo ve vzajemné interakci.

1.1 Cirkadianni hodiny hmyzu

Biologické hodiny ovliviiujici fyziologické funkce a chovani organismu, které maji
periodu pfiblizn€é 24 hodin se oznacuji cirkadianni hodiny (Sandrelli et al., 2008). Umoziuji
organismu pfizplsobit sviij vyvoj, pohyb a rozmnozovéani dennim zménam svétla, teploty a
faktori vné&jSiho prostiedi. Cirkadianni hodiny maji n€kolik zakladnich vlastnosti (Saunders,
2002):

e maji endogenni charakter — bézi nezavisle na vnéj$im prostiedi, tj. za konstantnich
podminek
e jsou teplotné kompenzované — bézi se stejnou periodou v riznych teplotnich
podminkach neptekracujicich fyziologické hodnoty
e jsou synchronizovatelné s vnéjSim prostiedim — perioda je nastavena pisobenim
vn¢jsich faktort (Zeitgebert), z nichZ nejvyznamnéjsi je teplo a svétlo
Mechanismus cirkadiannich hodin (Obr. 1) je tvofen vstupni drdhou, kterou jsou vnimany
vnéj$i podnéty synchronizujici oscilace v expresi genl centralnich hodin, které vyvolaji
specifickou odezvu organismu v tzv. vystupni draze (Sandrelli et al., 2008; Tomioka et al.,

2010; Helfrich-Forster, 2003).
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Obr. 1: Schématické znazornéni cirkadiannich hodin.

Cirkadianni hodiny byly studovany u rtiznych druht hmyzu, napiiklad u motyla
monarchy stéhovavého, Danaus plexippus (Zhu et al., 2005), dale zastupce zitadu
blanoktidlych vcela medonosna, Apis mellifera (Moritz et al., 1991; Rubin et al., 2006) nebo
brouk potemnik hnédy, Tribolium castaneum (Cheng at al., 2018). Nicmén¢ nejvice informaci
o mechanismu cirkadidnnich hodin pfinesl az vyzkum na modelovém organismu octomilky,

Drosophila melanogaster (Saunders, 2002; Rosato et al. 2006;).

1.1.1 Cirkadianni hodiny octomilky Drosophila melanogaster

Cirkadianni hodiny octomilky se zacaly studovat jiz v roce 1967 (Konopka a Benzer,
1971) kdy bylo navrzeno, ze periodické zmény ve fyziologickych procesech organismu jsou
fizené kooperaci specifickych gent. Tento pfedpoklad byl prokdzan studiem mutantd D.
melanogaster, které vykazovaly absenci urCitych vzorct chovani, jako je ekloze nebo pohyb.
Postupné byla objasnéna molekularni podstata téchto zmén (Stanewsky, 2002; Allada, 2003),
zjiSténa poloha centralniho oscilatoru v mozku (Kaneko et al., 2000) a identifikovany

jednotlivé vstupni (Hall, 2000; Helfrich-Forster, 2002) a vystupni drahy hodin (Jackson, 2001).



1.1.1.1 Vstupni drdha

Diky vstupni draze organismus reaguje na zmény okolniho prostfedi. Svétlo je vnimano
prostiednictvim fotoreceptord, které se nachdzi jednak ve slozeném oku, v H-B receptorech
(Hofbauer-Buchner receptory) a v neuronech centrdlniho mozku, které obsahuji protein
Cryptochrom, receptorem citlivym na modré svétlo (Picot et al., 2007; Helfrich-Forster, 2019).

Periodické zmény v teploté jsou vniméany pomoci perifernich chordotonalnich organt,
coz jsou receptory reagujici na mechanické a zvukové vibrace (Tomioka et al., 2010). Razné
podnéty z vnéjsiho prostiedi jsou specifickymi nervovymi drdhami vedeny od receptoru do

mozku, tj. k nervovym buiikam centralniho oscilatoru (Helfrich-Forster, 2019).

1.1.1.2 Centralni oscilator

Centralni oscilator D. melanogaster je tvoten ptiblizné 150 nervovymi buitkami v kazdé
mozkové hemisfére. Tyto nervové buiiky jsou rozdéleny do 7 klastrli a jsou rozdéleny podle
jejich anatomické pozice v mozku na dorsalni a lateralni (Obr. 2 A, B), (Helfrich-Forster, 2006;
Tomioka et al., 2006; Sheeba, 2008; Boothroyd et al., 2008).

Lateralni nervové bunky (LNs), které se nachazi v anteriorni ¢asti centralniho mozku
tvofi nékolik klastrt: dorzaln€ umistény LNd klastr tvofeny 5-8 nervovymi bunkami, ventralné
umistény LNv klastr obsahujici dva typy nervovych bunék, 4-6 velkych neuront (I-LNv) a 5
malych neuront (s-LNv), (Tomioka et al, 2010). Na zéklad¢ analyzy lateralnich neurond bylo
zjisténo, Ze s-LNv se uplatiiuji pfi fizeni aktivity na poc¢atku dne a ¢aste¢né reguluji i veCerni
aktivitu octomilek, zatimco I-LNv jsou dulezité pro piijem svételného signalu. Jeden neuron
zs-LNv tzv. 5" s-LNv spole¢né s LNd jsou klicové pro fizeni vederni aktivity octomilek
(Grimma et al., 2004; Stoleru, et al., 2004; Rieger et al., 2006).

Dorzalni nervové buniky (DNs) obsahuji 3 klastry nervovych bunc¢k: DNI1 klastr
obsahujici cca 15 nervovych bun€k, DN2 klastr obsahujici 2 nervové buniky a DN3 klastr
obsahujici cca 40 nervovych bun¢k. DN1 a DN2 piedstavuji sttedné velké neurony, které jsou
lokalizovany v posteriorni ¢asti centralniho mozku (Helfrich-Forster, 2003). Bylo zjisténo, ze
DNI1 fidi rytmické chovani octomilky v podminkach konstantniho svétla (Murad et al., 2007;
Stoleru et al., 2007) a také, Ze zaznamendvaji zmény teploty okolniho prostfedi (Yadlapalli et
al., 2018). Funkce DN2 zatim dosud nebyla objasnéna (Kaneko et al., 1997; Stoleru D, 2005).
DN3 jsou malé neurony, které jsou zodpoveédné za vecerni aktivitu octomilky v podminkéach

stiidani svétla a tmy (Veleri et al., 2003).
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striktné mezi dorzalni nebo lateralni — jsou to 3 posteriorni lateralni nervové buniky LPN. Tento
druh nervovych bunék je pravdépodobné zapojen do synchronizace cirkadiannich hodin

s teplotou (Yoshii et al., 2005; Shafer et al., 2006; Miyasako et al., 2007).

Obr. 2: Anatomické usporadani neuronti centralniho oscilatoru u dospélce D. melanogaster. A:
Schématické znazormnéni poctu a polohy bunck v jednotlivych nervovych klastrech, lateralni
neurony (LNd, I-LNv, s-LNv) jsou zobrazeny Cervenou/oranzovou barvou, dorzalni neurony
(DN1, DN2, DN3) modrou barvou. B: Znazornéni nervovych drah vychazejicich z jednotlivych

skupin neuronti. Prevzato z Helfrich-Forster, 2003.



Cirkadianni hodiny jsou funkéni i v larvalnim stadiu (Obr. 3), s tim rozdilem, Ze jsou tvofeny
mensim po&tem nervovych bunék, nachézi se zde 5% s-LNv a déle 2 neurony ze skupiny DN1

a DN2 (Helfrich-Forster, 2003).

Bo

Obr. 3: Anatomické usporadani neuront centralniho oscilatoru u larev C. costata. Prevzato

z Helfrich-Forster, 2003.

1.1.1.3 Vystupni draha

Nervové bunky centralniho oscilatoru vzdjemné komunikuji a rytmicky ovliviluji
uvoliovani mediatord vystupni drahy, které se podili na fizeni fyziologickych procest a
chovani organismu. Jedna se o neuropeptidy, hormony a biogenni aminy (Bloch et al., 2013).

Mezi nejznaméjsi mediatory informace z cirkadidnnich hodin patii pigment disperzni
faktor (PDF), (Helfrich-Forster, 2009). Tento peptid je permanentné exprimovan v s-LNv a I-
LNv a rytmicky je fizeno jeho uvoliiovani do nervovych drah a podili se na regulaci spanku a
pohybové aktivity (Parisky et al., 2008; Sheeba et al., 2008; Chung et al., 2009). Krom¢ toho
PDF muize piisobit na neurony centralniho oscilatoru, kdy vSechny klastry kromé 1-LNv a LPN
obsahuji PDF receptor spfazeny s G-proteinem (Lin et al., 2004).

Iontovy transportni peptid (ITP) je dalSim dilezitym peptidem vystupni drahy
cirkadiannich hodin. Je exprimovan v jednom dorzolaterdlnich neuronu a v 5% sSLNv (Johard et
al., 2009). Tento neuropeptid je zodpoveédny za regulaci vecerni aktivity a zaroven ma ¢asteny
vliv na zkraceni vnitini periody cirkadiannich hodin. Tudiz ITP mtze dopliiovat aktivitu PDF,
ktery je naopak zodpovédny za regulaci ranni aktivity a prodluZzovani vnitini periody

cirkadiannich hodin (Hermann-Luibl et al., 2014).



Dal$im medidtorem ucastnicim se v nastoleni fyziologické odpovédi organismu je
neuropeptid F (NPF). Exprese tohoto neuropeptidu probihd ve ttech LNd (Johard et al., 2009)
a v 5th s-LNv (Hermann at al., 2012) a zaroven je zavisla na pohlavi, kdy k jeho produkci
dochazi pouze u samct (Lee at al., 2006). Tento neurochemicky dimorfismus pfispiva ke

vzniku rozdilné potteby odpocinku a aktivity v zavislosti na pohlavi (Garczynski at al., 2002).

1.1.1.4 Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin

Molekularni mechanismus cirkadidnnich hodin je zaloZen na presné nacasované expresi
cel¢ fady genll. Ta je regulovana pomoci tfech transkripcné-translacnich zpétnovazebnych
smycek a dalSich regula¢nich mechanism@ zahrnujici napt. zmény v uspofadani chromatinu
nebo posttranskripéni Upravu mRNA (Sharma, 2003; Helfrich-Forster, 2004). U D.
melanogaster se nachazi 3 zpétnovazebné smycky, ve kterych byly postupné identifikovany
jednotlivé geny — period (per) (Bargiello et al., 1984; Reddy et al., 1984; Zehring et al., 1984),
timeless (tim) (Seghal et al., 1994; Myers et al., 1995), clock (Clk) (Vitaterna et al., 1994) a
cycle (Cyc) (Allada et al., 1998).

Jadro prvni zpétnovazebné smycky je tvoteno geny per, tim a proteiny Clk a Cyc (Obr.
4). Proteiny Clk a Cyc vytvafi heterodimery, které se vaZzou na sekvence promotort (E-boxy)
gend per a tim a tak pozitivné reguluji jejich transkripci na pocatku svételné faze periody (Hall,
2003). Proteiny Per a Tim se postupné hromadi v cytoplazmé v temnostni fazi periody, kdy
Tim neni rozkladan svétlem (Hunter-Erson et al., 1996; Myers et al., 1996). Vznika Per/Tim
heterodimer, ktery vstupuje do jadra (Curtin at al., 1995; Gekakis et al., 1995; Zeng at al., 1996),
kde za ptitomnosti riznych kindz a fosfatdz reprimuji funkci heterodimeru Clk/Cyc a blokuji
svou vlastni trasnkripci (Kloss et al., 1998; Price et al., 1998). Pfi opétovném vstupu svétla do
cyklu dojde k rozkladu Tim proteinu a rozpadu Per/Tim heterodimeru (Ashmore at al., 2003).
Clk/Cyc se tak uvolni z reprimovaného stavu (Kim et al., 2006; Yu et al., 2006), kter¢ mohou
opét aktivovat funkci Per/Tim, které jsou tak opét piipravené zac¢it novou transkripci a nové
kolo zpétnovazebné smycky (Hardin, 2005). Zatimco hladina Per a Tim se v prubéhu
24hodinové oscilace rytmicky méni, hladina Clk zlistava konstantni (Houl et al., 2006; Kim et
al., 2006; Yu et al., 2006). Mezi zminéné kinazy a fosfatdzy uplatiiujici se v této zpétnovazebné
smycce patii Doubletime (Dbt), Shaggy (Sgg) a kasein kinaza II (CKII) jako pfedstavitelé kinaz
a protein fosfatdza 1 (PP1) a protein fosfataza 2A (PP2A), které fosforyluji/defosforyluji Per,
Tim i Clk (Kloss et al., 1998; Price et al., 1998).



negative
regulators

A

4
TIM < >
/ \ ;VQ

Et?\i postve
M Bl 8 / EJE’_:MM /‘/‘ Q‘

AANAA Ccal E

Obr. 4: Prvni zpétnovazebna smycka tvotena geny per, tim, clk a cyc v centralnim

oscilatoru D. melanogaster. Prevzato z Tomioka et al., 2012.

V druhé zpétnovazebné smycce (Obr. 5) je heterodimer Clk/Cyc zodpovédny za
transkripci gent vrille (vri) a PAR domain protein le (Pdple) (Cyran et. al., 2003; Glossop et
al., 2003). Zatimco vri mRNA se hromadi v pribéhu ¢asného vecera, hromadéni Pdple mRNA
je o n¢kolik hodin zpozdéno (Hardin, 2004). Jak mnozstvi vvi mRNA roste, dochazi
k hromadéni 1 jeho proteinu, ktery vstupuje do jadra, kde inhibuje transkripci genu Clk
navazanim na V/P-box (vazebné misto Vri/Pdp1) lokalizovaném v jeho promotoru. Tim padem
dochazi ke snizeni Clk mRNA (Cyran et. al., 2003; Glossop et al., 2003). Pozd&ji béhem noci
dochazi k transkripci Pdple mRNA a k hromadéni jeho proteinu az do ¢asnych rannich hodin
(Blau et al., 1999; Cyran et. al., 2003; Glossop et al., 2003). Pdple vstoupi do jadra, kde se
pfednostné vaze na V/P boxy a tim se aktivuje transkripce Clk. Mnozstvi Clk mRNA se tudiz
op€t zvySuje a umeérné se zvysuje i mnozstvi jeho proteinu. Clk v podob¢ heterodimeru se Cyc
op¢t aktivuje transkripci vri a jakmile mnozstvi jeho proteinu pievysi mnozstvi Pdple, tak se
opét vaze na V/P-boxy, inhibuje tranckripci genu Clk a nové kolo zpétnovazebné smycky
zacina (Cyran et. al., 2003; Glossop et al., 2003).

Treti zpétnovazebnd smycka (Obr. 5) zahrnuje gen clockwork orange (cwo). Jeho
rytmicka exprese je také pod kontrolou transkripénich faktort Clk/Cyc a po transportu do jadra
zde pisobi jako represor, ktery interaguje s proteinem Per a inhibuje tak transkripce dalSich
hodinovych navézanim na E-boxy. Tim pfispiva k celkové oscilaci jednotlivych komponent
zapojenych do cirkadidnnich hodin (Kadener et al., 2007; Lim et al., 2007; Matsumoto et al.,
2007; Richier et al., 2008).
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Obr. 5: Druhd a tfeti zpétnovazebna smycka v centralnim oscilatoru D. melanogaster.

Pievzato z Tomioka et al., 2010.

1.2 Fotoperiodické hodiny hmyzu

Fotoperiodické hodiny jsou dal§im regulacnim mechanismem, ktery umoziuje hmyzu
reagovat na sezonni zmény v délce dne a noci, které jsou zptsobené rotaci Zemé kolem Slunce
a ptizpusobit svlij Zivotni cyklus riznym nepfiznivym podminkam (Kost’al, 2011; Meuti et al.,
2013). Mezi obranné strategie, jejichz prostfednictvim hmyz reaguje na nepiiznivé podminky,
patii morfologické a fenotypové zmény, migrace nebo néstup diapauzy (Andrewartha, 1952;
Danilevsky, 1961; Wolda, 1988; Danks, 1994; Nijhout, 2003)

Zatimco strategie jako zména fenotypu, morfologie nebo migrace umoziuji hmyzu zit
stale aktivnim Zzivotem, diapauza pracuje na jiném mechanismu. Je to hormonaln¢ fizeny
proces, kdy na zdklad€ urcitého podnétu z vnéjsiho prostiedi hmyz zastavi svilj vyvoj ve
specifickém vyvojovém stadiu, v némz pieckava nepiiznivé podminky. V tomto stadiu zistava
az do doby, kdy vnéjsi podminky budou opét vhodné pro zivot (Lees, 1955). Vnéjsimi podnéty,
které vyvolaji nastup do diapauzy mtize byt naptiklad zména fotoperiody, teploty, mnozstvi
srazek, a hustota populace (Tauber et al., 1986). NejcastejSim podnétem je fotoperioda, ktera
hraje rozhodujici roli v nastoleni diapauzy zejména hmyzu Zijicim v temperatnich oblastech,
kdy poskytuje organismu informace o zmén¢ podminek vnéjsiho prostiedi, a tedy 1 jakési rizika
pro pokracovani v piimém vyvoji. Na zdkladé toho muze byt diapauza bud’ fakultativni
(nepovinnd) nebo obligatorni (povinnd). Méné Castd obligatorni diapauza je na rozdil od
fakultativni diapauzy fixni proces nezavisly na signalu z vnéj$iho prostfedi v zivotnim cyklu

ur¢itého druhu hmyzu (Denlinger, 1972; Kost’al, 2011).



Diapauza piedstavuje komplexni systém fyziologickych zmén a chovani organismu,
které podléhaji presné regulaci od nastupu az po jejich ukonceni. Tyto zmény zahrnuji
skladovani energetickych zasob, premisténi organismu do vhodného prostiedi, pozastaveni
vyvoje, metabolismu a dal$i zmény, které umoziuji organismu vyrovnat se se stresovymi
podminkami v Zivotnim prostiedi (Kostal, 2011). RozliSuji se dva typy diapauzy: (1) hibernaci,
ktera je vyvolana po ptsobeni kratkého dne (zimni obdobi), (2) estivaci, jez je vyvolana
pusobenim dlouhého dne (letni obdobi) (Masaki, 1980).

Pro nastup diapauzy u vétSiny druhli hmyzu je nezbytna schopnost vnimat délku noci,
ktera je rozhodujici pro nastup diapauzy (Saunders, 2002). Tzv. kriticka délka noci se v ramci
jednoho druhu méni se zemépisnou Sitkou a nadmotskou vyskou (Bradshaw et al., 1975;

Bradshaw et al., 1977) a vyvold nastup diapauzy u poloviny populace. To umoziiuje populacim,

---------

1.2.1 Struktura a mechanismus fotoperiodickych hodin

Aby se organismus mohl pfizplsobit vnéjSim podminkam a ptipadné vstoupit do
diapauzy musi mit vyvinuty specificky systém (Obr. 6), ktery je citlivy na zménu vnéjSich
podnéth. Takze podobné jako cirkadianni hodiny musi obsahovat ¢ast, ktera je zodpovédna za
detekci vnéjSich podnétii (zejména fotoperiody), dale centrum fotoperiodickych hodin a
vystupni drédhu specializovanou na vytvareni specifické odpovédi, jako je nastup diapauzy

(Kostal, 2011).
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Obr. 6: Schématické znazornéni fotoperiodickych hodin. Podnéty z vnéjsiho prostredi vstupuji
prostfednictvim receptorii do centra fotoperiodickych hodin, kde jsou tyto informace zpracovany a
vznika tak specifickd odpoveéd’ organismu napft. vstup do diapauzy. Princip a spravné fungovani

fotoperiodickych hodin je ale zatim stale neznamé. Dosavadni znamé informace byly ziskany za



vyuziti tzv. black-box pfistupu vedouci ke vzniku rtiznych modeld popisujici fungovani tohoto

mechanismu. Pievzato z Kost’al, 2011.

1.2.1.1 Vstupni drdha

Svétlo vstupuje do centra fotoperiodickych hodin prostfednictvim bun¢k citlivych na
svétlo (Nelson, Denlinger, Somers, 2009). Podobn¢ jako u cirkadiannich hodin se mohou
nachazet v mozku, coz bylo prokdzano studiem na larvach a kuklach u zéstupct fadu
Lepidoptera, Antheraea pernyi (Tanaka, 1950), Pieris brassicae (Seugé, Veith, 1976),
Manduca sexta (Bowen, 1984) nebo Bombyx mori (Shimizu, 1982). Nicméné kromée
fotorecepce zprostiedkované mozkem, hmyz miize vnimat fotoperiodu i pomoci slozeného oka,
jako to bylo prokézano studiem dospélci u zastupct fadu Hemiptera, Megoura viciae (Lees,
1964) a tadu Diptera, Calliphora vicina (Cymborowsky et al., 1996). U jednotlivych druhti
hmyzu pievlada rozdilny zplsob fotorecepce, at’ uz se jednd o mozek, slozené¢ oko nebo

kombinaci obou zpisobu.

1.2.1.2 Centrum fotoperiodickych hodin

Centrum fotoperiodickych hodin zahrnuje dva vzijemné propojené mechanismy —
z nichz jeden je zodpovédny za méteni délky noci, tj. rozliSeni kratkého a dlouhého dne a druhy,
jehoz tkolem je akumulace fotoperiodického signdlu, tj. m&ii kolikrat byl organismus vystaven
ptislusné fotoperiodé¢ (Saunders, 1982, Saunders, 1987). Pii dosazeni prahové hodnoty
(required day number) je vyvoldna fotoperiodickd odpovéd’ (vstup do diapauzy nebo vyvoj).
Aby nastala, musi byt organismus vystaven podminkam dlouhého nebo kratkého dne po dobu
nékolik za sebou jdoucich dni, a to béhem jeho fotoperiodicky citlivého vyvojového stadia
(sensitive period). Toto fotoperiodicky citlivé stddium se mize mezidruhové lisit a mlize se

nachazet jak v embryondalnim a larvalnim stadiu, tak i v kukle nebo u dospélce (Kost’al, 2006).

1.2.1.3 Vystupni draha

Zpusob, jakym je informace z centra fotoperiodickych hodin zpracovéana ve specifickou
odpovéd’ neni jesté zcela jasné, ale predpokladd se ucast neuropeptidi produkovanych
neurosekretorickymi buiikami v mozku (Kostal, 2011). Tyto bunky jsou pomoci nervovych
drah propojeny s neurohemalnimi organy corpora cardiaca a corpora allata a s protorakalni

zlazou (Orchard, Loughton, 1985; Shiga et al., 2007), kde dochdzi kuvolhovani c¢i
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k zablokovani specifickych hormonti regulujicich fyziologické projevy spojené s vyvojem nebo
se vstupem do diapauzy (Denlinger, 2000, 2002, Denlinger et al., 2005).

Jednim z hormonii spojenych s ptfenosem fotoperiodického signdlu mize byt i
melatonin, ktery je u savcli zndmy jako hormon ptenasejici informace o cirkadiannim case na
periferii (Dibner et al., 2010; Tan et al., 2010; Lucas, 2013). U hmyzu se pfedpokladé uplatnéni
melatoninu jak ve vystupni draze cirkadiannich hodin, na zéklad¢ evidence dennich zmén jeho
hladiny v centralni nervové soustavé (Finocchiaro et al., 1988), tak ve vystupni draze hodin
fotoperiodickych (Gorbet et al., 2003; Bembenek et al., 2005; Mohamed et al., 2014).
Fotoperiodické zmény v zévislosti na hladin€é melatoninu byly zaznamenidny u msSice
Acyrthosiphon pisum (Barbera et al., 2018), kdy se v podminkach dlouhého dne rozmnozuji
partenogeneticky a v podminkach kratkého dne zméni sviij zivotni cyklus, pfepnou do
pohlavniho rozmnozovani a produkuji odolna, diapauzni vajicka. Dulezitou komponentou v
biosyntetické draze (Obr. 7) melatoninu je arylalkamin (N-acetyl transferaza, aaNAT), enzym

katalyzujici syntézu melatoninu z jeho prekurzoru, serotoninu (Cazaméa-Catalan et al., 2014).
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Obr. 7: Biosyntetické draha melatoninu. Pfevzato ze Seithikurippu et al., 2013.

1.3 Vztah cirkadiannich a fotoperiodickych hodin

Prestoze nékteré studie prokazaly zahrnuti komponent cirkadiannich hodin v hodinach
fotoperiodickych, neni stdle jasné, jestli denni a sezonni hodiny pracuji nezavisle nebo ve
vzéjemné interakci (Bradshaw et al., 2001; Saunders, 2010). Hypotézu, ze endogenni
cirkadidnni rytmy jsou dilezité pro vnimani fotoperiody navrhl jiz v roce 1936 Erwin Biinning
(Blinningova teorie), (Biinning, 1936; 1969). Na zakladé této teorie byl navrhnut model ,,vnéjsi
nahody* (external coincidence model), (Pittendrigh a Minis, 1964), kdy svétlo jednak vstupuje

do cirkadiannich hodin a jednak osvétluje fazi citlivou na svétlo, kterd odpovida konci kritické

11



délce noci. Pokud v této fazi nedojde k osvétleni, noc je vnimana jako dlouhd, pokud dojde
k osvétleni, noc je vniména jako kratka (Pittendrigh, 1966). Model ,,vnitini ndhody* (internal
coincidence model) rovnéz pocitd se zahrnutim cirkadidnniho oscilatoru, ale ptfedpoklada
ptitomnost dvou (nebo vice) oscilatort, které jsou pod kontrolou svételnych cykla a jejich
fazovy vztah urcuje délku noci (Pittendrigh, 1972). Identifikace jednotlivych hodinovych genti
(Konopka a Benzer, 1971; Bargiello et al., 1984; Reddy et al., 1984) ovlivnila vyzkum
fotoperiodickych hodin smérem k identifikaci, zda a jakym zplsobem jsou hodinové geny
zahrnuty v kontrole fotoperiodickych hodin. Bylo ukazéano, Ze exprese hodinovych genii mtize
byt ovlivnéna délkou fotoperiody napt. u Bombyx mori (Iway et al., 2006) nebo Pyrrhocoris
apterus (Hodkova et al., 2003; Syrova et al., 2003; Dolezel et al., 2005). Déle genetické
manipulace hodinovych genti ovlivituji fotoperiodické projevy u Antheraea pernyi (Williams,
1969), Manduca sexta (Bell, 1975) nebo u Gryllus bimaculatus (Kennerdell a Carthew, 1998).
Na druhou stranu, vyzkumy na per® mutantech u D. melanogaster ukazuji, ze nékteré geny
nejsou zahrnuty ve fotoperiodismu, protoze i za nepiitomnosti per jsou tyto mutanti stile
schopni rozpoznat dlouhy a kratky den (Saunders et al., 1989).

VSechny tyto vyzkumy zatim nepfinesly Zadny jednoznacny zavér. Soucasny nazor na
vztah mezi cirkadidnnimi a fotoperiodickymi hodinami mutze byt rozdélen do 3 hlavnich
kategorii: (1) Giplna nezavislost dvou fyzicky oddélenych systémil, (2) spoluprace dvou fyzicky
oddélenych systémi a (3) sjednoceni obou systémi do jednoho systému s dudlni funkci

(Kostal, 2011).

1.4 Chymomyza costata, vhodny model pro studium vztahu
cirkadianniho a fotoperiodického systému

D. melanogaster, modelovy organismus cirkadiannich hodin se neukazal jako vhodny
pro studium hodin fotoperiodickych, nebot’ jeji fotoperiodické projevy spocivaji ve slabé
ovaridlni diapauze pozorovatelné pouze pii teploté nizsi nez 14 °C (Saunders et al, 1989). Jako
vyhodnéjsi se jevi studium fotoperiodicky velmi senzitivni octomilky, Chymomyza costata,
zijici ve vyS$sich nadmoiskych vyskach (Kostal et al., 2000). Indukce diapauzy u larev C.
costata vyzaduje podminky kratkého dne a ptitomnost genu ¢im. V podminkach dlouhého dne
se larvy C. costata vyviji az do dospé€lce (Rithima a Kimura, 1988; Kost’al et al., 2000). Na

zaklad¢ experimentalnich pokusti byla vyizolovéna linie C. costata, oznafend jako Non-

Photoperiodic-Diapause (NPD), kterda md mutaci v npd lokusu genu timeless na jednom
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autosomu a tato linie neni citliva vii¢i sezonnim zménam prostfedi (Rithima a Kimura, 1988).
Denni zmény v hladiné Tim proteinu jsou pod kontrolou fotoperiodickych hodin.

Soucasné studie cirkadiannich hodin u C. costata odhalily, ze jsou lokalizované ve
stejnych nervovych buikach jako octomilky, Zijici v niz§i nadmotiské vysce, jako je D.
melanogaster. Ale narozdil od D. melanogaster, dospélci C. costata vykazuji arytmicitu
v konstantnich podminkach, pfestoze denni oscilace hodinového proteinu Pdpl je zachovana.
V podminkach konstantni tmy nedochazi k rytmickému uvoliovani PDF, coz svédéi o
chybéjicim propojeni centralnich hodin s vystupni drahou (Bertolini et al. 2019). Naproti tomu
u fotoperiodicky citlivych larev nebyly zjistény znaky funk¢nich cirkadiannich hodin, tj. nebyly
detekovany vyrazné denni oscilace v expresi genil centralnich hodin, jak na trovni mRNA, tak
proteint, s vyjimkou tim mRNA (Shéttner, unpublished data, Stehlik et al., 2008). Proteiny Per
a Clock se permanentné nachdzi v jadfe. RovnéZz nebyla zaznamendna endogenni rytmicita
v lokomoc¢ni a respiracni aktivit¢ (Shottner, unpublished data).

Ptesto jsou tyto nefunkéni cirkadianni hodiny citlivé ke vnimani fotoperiody, vzhledem
ke zjisténym zméndm v expresi proteinu Cry u diapauznich a nediapauznich jedinct. Vysoka
hladina Cry sméfuje k vyvoji, zatimco nizka k diapauze. Mnozstvi Cry v LNvs bunikach zavisi
na délce fotofaze a narozdil od D. melanogaster se nerozpada na svétle, a to ani v pripadé
nékolikadennimu vystaveni podminkdm konstantniho svétla. Nejen délka svételné faze, ale 1
pfitomnost Tim je nezbytnd pro udrzeni vysoké hladiny Cry. Naproti tomu Cry v DN1 buiikdch
vykazuje podobné vlastnosti jako Cry u D. melanogaster, tj. kdy je mozna jeho detekce pouze
v podminkach konstantni tmy (Stehlik et al., 2008).

Ackoliv je pfitomnost Tim dilezita pro regulaci hladiny Cry v s-LNv u C. costata, Tim
nebyl imunologicky detekovan v buiikdch centralniho cirkadidnniho oscildtoru. Dostupné
protilatky proti C. costata Tim znacily pouze neurony mimo centralni oscilator (Stehlik et al.).
V této studii byly pouzity protilatky namifené proti dvéma riznym usekiim C. costata Tim
k lokalizaci ptislusného proteinu v larvalnim mozku. Imunodetekce Tim byla déna do
souvislosti s distribuci neuropeptidu serotoninu, jako zastupce vystupni drahy fotoperiodickych
hodin. Srovnéni lokalizace obou komponent umoZznilo nastinit vztah cirkadidnnich a

fotoperiodickych hodin u tohoto organismu.
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2 Cile prace

Hlavnim cilem magisterské prace byla imunohistochemicka lokalizace proteinu
Timeless v centralni nervové soustavé diapauznich a nediapauznich larev Chymomyza costata
a stanoveni vzajemné distribuce tohoto proteinu a neurotransmiteru serotoninu, u kterého se
predpoklada uplatinéni pii regulaci fotoperiodickych hodin.

Predpokladem k dosazeni stanoveného cile bylo osvojeni si techniky imunodetekce na
totalnich preparatech a prace na konfokalnim mikroskopu FluoView' 1000 (Olympus). Dale
bylo nutno si osvojit analyzu ziskané fotodokumentace v programech Imaris verze 6.3.1
(Bitplane) a Adobe Photoshop (Adobe Systems) a kvantifikaci fluorescen¢niho signalu
v programu ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health).
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3 Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

K experimentim byly pouzity larvy 3. instaru ptirodniho typu C. costata a NPD mutantni
linie C. costata (1aboratoi Diapauzy hmyzu, Entomologického ustavu Biologického centra AV
CR), v dobé fotoperiodicky senzitivni faze, tj. 15-18 den po ovipozici. Larvy byly udrzovany
na umélé dieté pii konstantni teploté 18 °C za podminek dlouhého (svételna faze 18 hod,
temnostni faze 8 hod) a kratkého dne (L:12 hod, D: 12 hod). Dlouhy den vyvola ptimy vyvoj
(tzn. larvy se pres kuklu vyvinou do dospélce), zatimco kratky den navozuje fakultativni
diapauzu.

Pro experimenty srovnavajici hladinu serotoninu a proteinu Tim v prab¢hu a po uplynuti
fotoperiodicky senzitivni faze byly larvy synchronizovany nasledujicim zptsobem. Po
ovipozici byly vajicka ve sklenénych zkumavkach umistény do podminek LD a SD. Jedenacty
den larvéalniho vyvoje byly na zdkladé morfologickych znakil odstranény larvy 3. instaru.
Dvanécty den byly nové vyvinuté larvy 3. instaru vybrany pro experimenty a ponechany ve

vyvoji do stadia 15 az 20 dnii od vylihnuti, kdy byly zpracovany pro potieby imunodetekce.

3.2 Pitva a fixace tkané

Z larev byla ve fosfatovém pufru (PB) pomoci preparacnich nizek odstfizeny prvni
tretiny téla a okamzité fixovany ve 4 % paraformaldehydu po dobu 30 minut pii pokojové
teplote. Poté byly tkané promyty tfikrat po 15 minutach promyty v PB. Pomoci preparacnich

pinzet byly z hlavové ¢asti vypreparovany mozky a podrobeny imunohistochemické analyze.

3.3 Imunohistochemie

Principem je fixace proteint ve tkani a jejich nésledné zviditelnéni pomoci specifické
protilatky. V experimentech byla pouzita nepiiméa imunohistochemicka detekce, ktera vyuziva

sekundarni protilatku k detekci neznacené protilatky primarni.
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3.3.1 Primarni protilatky

K detekci proteinu Tim byly pouzity komeréné ptipravené kralici polyklonalni
protilatky (Moravian Biotechnology Ltd) namifenych proti dvéma riznym usekiim proteinu
Tim C. costata (Obr. 8). Protilatka pracovné oznacend Tim 19 namifend proti peptidu
DAPQGKPQHQKPP, ktery odpovida oblasti 489 — 501 v aminokyselinové sekvenci Tim
proteinu a protilatka Tim 24 namifend proti peptidu TPRKTAEAISRK, které se nachazi
voblasti 1265 — 1277 aminokyslinové sekvence Tim proteinu. K ovéfeni specificity
detekovaného signalu byla vyuzita preiumunni séra, tj. séra, kterd byla odebrana donorovému

organismu pfed imunizaci antigenem. Primarni protilatky byly fedény v blokovacim médiu,

tvorenym 5% kozim sérem v PB s Triton X-100 (PB-T) v poméru 1:100.

Obr. 8: Aminokyselinova sekvence proteinu Tim. Protein se sklada ze 1356 aminokyselin.
Modfe je zobrazena sekvence peptidu, proti kterému byla namifena primarni protilatka Tim 19,
cervené je zobrazena sekvence peptidu, proti kterému byla namifena primarni protilatka Tim-

24.

MDWLLATPQLHSAFSSLGALVGDTYVVSPDALAILEEINYKLIY
EDQTLRTFRRAIAFGONVRSDLIPVLENTKDDAVLESVIRLLVNLTVPVECLESVDVM
YRTEMGRHTIFELNKLLYNSKEAFTDPKSTKSVVEYMKHILDSETKLSPQKCDQINNC
LLLLRNILHIPETNANFIKPMLQSSSRHGTSMONTILWNLFIQSIDKMLLYLMTCPQR
ALWGVTMVQLIALIYKDQHISTLOKLLNLWFEASLSESSEDNESNTTPPKQGSGDYSP
MLTSDPTSDCSEKDGDERRQTLREGTDATLQEVSRKGQEYQDAMFGVPAKKLECAETA
SEVTSEAPSSPQQHWKVTEPPEPEKEMAMAAITEQQASMIMQLTQPADNAKTTTNTTC
TANQERFKQPPPLPVRPLTCTQAEKLGEMADETYPKHVSAVKRGQOKSPHSGQLHLTKG
KCFPQKRECASSQSELSDCGYGTQVENQESISTSSNDDDAPQGKPOQHOKPPCNTKPRS
KORNIVTPLDKKEQRRKKLVKRSKSNLINMKGLCQHTPTDDDISNLLKEFTVDFLLKG
YNYLVKVLHLHITSNAKISIDTSHFFWLVTYFLKFAAQLELDMEHIDTILNFDVLTYL
TSEGVSLCEQLELNARQEGSDLKPYLRRMHLVVTAIREFLOAIETYSKVTHLSEDDRT
QLLKLQIQISAATDLRSLFVLLLRRFNPSIHSKQYLQODLVVTNHKLMLVLDRAAKLEG
GQSVNLTEHLLQFATPEVMHYYGILLEDFNYNGEFLNDCIFTMMHHIGGDLKQIGVLF
QPIILKTFSRLWETDNGLCDDWTDLIAYVIRKFMSTPPKSPLILPTSSLTEMTKEHNL
ONNLEFTWTQEDMDTLYWYYVQSKKSNDVVGKIVKLESNNGNKLKSRISITIQQLLAQDM
INLLEYDDLMKFEEAEYQRSLLNTPTSGTNASGIESGKPSNDTQOMLLDLIIKDNKQQH
LIWLOQLLLECCYIKLKLRSGNSCSTDAIMEPVAYHCILMQOKSIPIVQWNNDQSAIML
YOPFVLLLHKLGIQLPADAGTIFARIPDYWTPETMYGVAKKLGTLDKLTLKFDPIELE
VASSTTSRHCMRSRNSLSSVSSLDVDMPESEELPLIPEVDAAIEKAHEIFVAPKAKNC
NSIIRYTPDVTPAVPNWLQLVMRSKCNQQSAPSRPATDISDCTGADDESMHSSSQQAP
TQQLLATSNSSNVNHATTLGCQPSIIGAHNDNSSSSGCGGTDSSQSMAAVVSNTRTTG
TTHMYEDAAMKSFQORLOQATNSHFSRANNLEQQYSALVASIYENE
MANCDNISMASDLEHMYVSDEEDTHENHEQRVPYYH
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Per protein byl lokalizovan pomoci krali¢i polyklondlni protilatky namifené proti
proteinu Per z D. melanogaster, fedéné v blokovacim médiu 1:1000. Vérohodnost protilatky
byla jiz mnohokrat ovéfena pfi identifikaci proteinu Per u D. melanogaster (Veleri et al., 2003).

K detekcei serotoninu v larvach C. costata byla vyuzita komeréné piipravend kralici,
polyklonalni protilatka anti-Serotonin Aldrich (c.nu. S5545), fedéna v blokovacim médiu

v poméru 1:200.

3.3.2 Sekundarni protilatky

K vizualizaci navazanych primarnich protilatek byly vyuzity fluorescencné znacené
kozi sekundarni protilatky firmy Life Technologies, a to Goat anti-rabbit IgG znacena
fluoroforem Alexa Fluor 488 a Goat anti-rabbit IgG znacena fluoroforem Alexa Fluor 647.

Protilatky byly opét fedény v blokovacim médiu v poméru 1:200.

3.3.3 Imunohistochemicka lokalizace na totalnich preparatech

Ve fixované tkani byly nejdfive blokovany nespecifickd vazebnd mista aplikaci
normalniho séra po dobu 60 minut. Nésledovala inkubace primarni protilatky po dobu 2 dnii ve
4 °C. Dale byla tkan promyta 6x po 10 minutach v PB-T a inkubovana se sekundarni protilatkou
ptes noc 4° C. Poté byla tkai opét promyta 6x po 10 minutdich v PBTa mozky byly pfemistény
na podlozni sklicko opatiené podpturnymi krouzky a zality do zalévaciho média (Vectashield,
Vector laboratories). Uéelem téchto podpiirnych krouzkii byla ochrana tkang, jelikoz by mohlo
dojit k jejich poniceni zpiisobené tlakem kryciho sklicka viici podloznimu. Preparaty byly
skladovany ve tmé ve 4 °C a nasledné fotodokumentovany a analyzovany.

Pii kolokalizaci serotoninu a proteinu Tim byly primarni protilatky aplikovany
postupné, protoze se jednd o protilatky ze stejného donorového zvitete. Nejdiive byla a
aplikovana primarni protilatka anti-serotonin a vizualizovana pomoci Goat anti — Rabbit
znacena Alexou 488. Poté byl pouzit druhy set protilatek, a to anti-Tim a Goat anti — Rabbit

znacena Alexou 647.
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3.3.4 Analyza ziskané fotodokumentace

Ziskané vzorky byly analyzovany v konfokalnim mikroskopu FluoView™ FV 1000
(Olympus), pomoci kterého byly ziskany série snimki s rozliSenim 1024 x 1024. V programu
Imaris verze 6.3.1 (Bitplane) byly jednotlivé vrstvy byly poskladany do 3D obrazu. Takto
slozeny obraz ve formatu TIF byl néasledné graficky upraven (korekce jasu a kontrastu)
v programu Adobe Photoshop (Adobe Systems). Takto upraveny obraz byl pfenesen na plato o
rozmérech 18 x 27 cm a rozliSeni 300 pixelt/palec, v barevném rezimu RGB s bilym pozadim
a 8bitovém formatu. Grafické zpracovani kolokaliza¢nich experimenti zahrnovalo proloZeni

snimki s rozdilnymi spektralnimi barvami. Vysledné fotografie byly opatieny meétitkem a

popisky.

3.3.5 Kovantifikace pozitivniho signalu

Intenzita pozitivniho signalu byla stanovena pomoci programu ImageJ (Wayne Rasband,
National Institutes of Health). Primérné hodnoty stupiiti Sedi (mean grey value), pficemz byl
program kalibrovan na minimalni hodnotu 0 azZ maximalni hodnotu 255 stupni. V kazdém
mozku byly proméfeny neurony v abdominalni ¢asti ventralniho ganglia. Do kazdé buiiky byla
v misté nejvyrazngjSiho pozitivniho signdlu vlozena usecka v ramci, které byla prométena
intenzita ve stupnich Sedi, stejn¢ velkd tisecka byla vlozena i do okolniho pozadi buiky.
Odectenim hodnoty stupiiii Sedi naméfenych v butice a v jejim okoli byla ziskana intenzita
pozitivniho signalu. Po proméfeni vSech pozitivnich buncék byly hodnoty zpracovany
v programu Excel, kdy byly hodnoty primérné hodnoty pro jednotlivé skupiny vzorkl a
vypoctend smérodatna odchylka. Dale byla provedena statisticka analyza v programu Statistica
za vyuziti parového t-testu a zjist€éna hodnota p-value. Ze ziskanych dat byl v programu Excel

sestaven sloupcovy graf.
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4 Vysledky

4.1 Testovani specificity protilatek proti Tim z C. costata

K lokalizaci proteinu Tim v larvach C. costata byly vyuzity komeréné pfipravené
primarni protilatky (Moravian biotech) namifené proti dvéma riznym usektim proteinu Tim C.
costata o délce 1356 aminokyselin (blizsi specifikace viz Materidl a metody).

Nejprve byla testovana jejich specifita na totalnich preparatech mozki larev C. costata
(9A). Ziskany pozitivni signal byl porovnan se signdlem v kontrolnich vzorcich, kam bylo
misto primarni protilatky aplikovano pfislusné preimunni sérum (9B), a to ve stejném fedéni
jako priméarni protilatka.

Protilatka anti-Tim 24 nevykazovala zadny pozitivni signal, zatimco s protilatkou anti-
Tim 19 byl zaznamenéan pozitivni signél jak v neuronech centralniho mozku, tak v bunkach

ventralniho ganglia. Aplikace preiumunniho séra neodhalila Zadny pozitivni signal.

Obr. 9: Srovnani imunoreaktivity protilatky Tim-19 (A) a ptislusného preimunniho séra (B) v mozku
larvy C. costata. A Imunodetekce Tim: bilé Sipky, buiiky dorzalniho protocerebra; hvézdicky, bunky
v suboesophagealni a thorakalni ¢asti ventralniho ganglia; Cerné hlavy Sipek, buniky v abdominalni casti
ventralniho ganglia. B Imunodetekce pii zdméné primarni protilatky preimunnim sérem odhalila
nespecificky signal v n¢kolika bunikach v medialni oblasti suboesophagealni Casti ventralniho ganglia

(dvojita bila hlava Sipky). M¢ritka 50 um.

19



4.2 Imunohistochemicka lokalizace proteinu Tim v mozku larvy C.
costata

V centralnim mozku byl s protilatkou anti-Tim 19 zaznamenan pozitivni signal ve 3
neuronech lezicich v dorzolaterdlni oblasti obou mozkovych hemisfér a 1 neuronu
v medioventralni ¢asti mozku (Obr. 10, 11A). V ptedpokladané pozici cirkadianniho oscilétoru,
tj. v sLNv bunikdch nebyl zaznamenéan pozitivni signdl. sLNv byly vizualizovany pomoci
protilatky proti Per proteinu (Obr 11B). Ve ventralnim gangliu protilatka znacila n¢kolik typt
neurontl. Par velkych, siln€ znacenych neuronti se nachdzi medidlné v suboesophagealni ¢asti
ventralniho ganglia (Obr. 11 C, D), somata 2 bilateralné uspotrddanych bunék lezi ve ventralni
oblasti thorakalni ¢asti ventralniho ganglia (Obr. 11 C, D). Osovou rovinou ventralniho ganglia
prochdzi 2 tenké svazky nervovych vldken, ke kterym v abdominélni oblasti pfiléha 5—6
malych, slabé znacenych neuroni, které jsou segmentalné usporadany (Obr. 11 E, F). Intenzita
signalu téchto neuroni byla nizkd oproti ostatnim pozitivnim skupindm neurond. Pro
imunodetekci byly pouzity larvy 3. instaru ve fotoperiodicky senzitivni fazi. Vzhledem k tomu,
ze v bunikach cirkadianniho oscilatoru nebyl zaznamenan pozitivni signél, nebyly dal testovany

denni fluktuace v hladin¢ Per proteinu.

Brain

Ventral
ganglion

Obr. 10: Schématické znazornéni Tim pozitivnich bun¢k v CNS larev C. costata. Zelené, Tim

imunoreaktivni buiiky a jejich procesy, Cervené Per pozitivni sLNv bunky.
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Obr. 11: Tim pozitivni buiiky v CNS u larev C. costata. A, B Tim pozitivni buiiky v centralnim mozku a ukazka
vzajemné polohy s Per pozitivnimi sLNv buitkami (Cervené v obrazku B). Bilé Sipky znaci 3 dorzolateralni
neurony a bila hlava Sipky 1 neuron v medioventralni ¢asti mozku. C-F Lokalizace Tim pozitivnich bun¢k ve
ventralnim gangliu a jejich axonalni procesy. Bilé hvézdicky zobrazuji neurony lezici v suboesophagedlni a
thorakalni ¢asti ventralniho ganglia; Cerna hlava Sipky ukazuje 5-6 bilaterdlnich slabé znacenych neuront
v thorakalni ¢asti ventralniho ganglia; bilé hlavy Sipek zobrazuji buitky v medialni ¢asti centralniho mozku, dvojita

bila hlava Sipky znaci nespecificky signal v buiikach v suboesophagealni ¢asti ventralniho ganglia Métitka 50 pm.
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4.3 Imunohistochemicka lokalizace serotoninu v mozku larvy C.
costata

Zjisténa distribuce Tim proteinu byla porovnana s lokalizaci neurotransmiteru
serotoninu, u které¢ho se predpoklada jeho uplatnéni v indukei diapauzy. K detekci serotoninu
byla vyuzita komeréné pfipravena krali¢i polyklonélni protilatka (Sigma Aldrich, Cat. nu.
S5545).

Protilatka proti serotoninu znaci nekolik desitek neuroni v butikach centralniho mozku i
ventralniho ganglia (Obr. 12). Skupina bunck sloZena ze 4 menSich a 2 vétSich dorzalngji
umisténych neurond (Obr. 13A) se nachazi v dorzomedialnim protocerebru kazdé mozkové
hemisféry. Axony vybihajici z téchto bunék déavaji vznik nervovému vladknu sméfujicimu
k ventralnimu gangliu a dvéma kontralateralnim spojkdm. Rovnéz vytvaii hustou sit’ nervovych
vldken v medialni oblasti centralniho mozku, ktera bilateraln¢ vybih4 do ventralniho ganglia a
splyva s hustou siti nervovych vldken tvofenych buiikami ventrdlniho ganglia. V kazdé
hemisféte centralniho mozku se lateraln€ od této nervové sit€¢ nachdzi par slabé znacenych
neurontt (Obr. 13A). Ve ventrdlnim gangliu k této siti ventralné pftiléhaji segmentalné
uspofddané bilaterdlni klastry neuronii, které jsou navic propojeny komisurami.
V suboesophagealni ¢asti ventralniho ganglia se nachdzi 3 klastry tvofené 4-5 buitkami (Obr.
13B). V thorakalni ¢asti lezi 3 klastry tvofené dvéma buitkami a v abdomenalni ¢asti ganglia
se nachazi 7 klastrl tvotfenych 2 bunikami, z nichz vzdy 1 vykazuje slabsi signal oproti druhé

(Obr. 13 C, D). Nejvice posteriorné se nachazi pouze 1 bilateralni neuron (Obr. 13C)
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ganglion

Obr. 12: Schématické znazornéni serotonin pozitivnich buné¢k v CNS larev C. costata. Zkratky
oznacuji jednotlivé serotonin pozitivni neurony v mozku. SP1-SP2: dorzalni neurony; LP1:
lateralni neurony; SE1-SE3: neurony v suboesophagealni ¢asti ventralniho ganglia; T1-T3: neurony

v thorakalni ¢4sti ventralniho ganglia; A1-A8: neurony v abdominalni ¢asti ventralniho ganglia.
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Obr. 13: Serotonin pozitivni bunky v CNS larev C. costata. A Imunodetekce serotoninu v celé CNS. Bila Sipka
zobrauje 2 vétsi dorzalni neurony; ¢ernd Sipka klastr 4 mensich neuronti v dorzomedialnim protocerebru obou
mozkovych hemisfér, bila hlava Sipky slabé, lateralni neurony. B detailni snimek serotonin pozitivnich neuronti
v suboesophagealni (SG) oblasti mozku, bilé hlavy Sipek. C bunky v thorakalni (TG) a abdominalni ¢asti
ventralniho ganglia (AG). D detailni zobrazeni bunék v thorakalni ¢asti ventralniho ganglia (TG, ¢erné hlavy
Sipek) a bun¢k v abdominalni ¢asti ventralniho ganglia (AG, bilé hvézdicky). Métitka A a B 50 pm, méfitka C a
D jsou 30 pm.
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4.4 UrcCeni vzdjemné polohy Tim a serotonin pozitivnich neuronti ve
ventralnim gangliu v mozku larev C. costata

Béhem lokalizace Tim a serotoninu byla zaznamendna podobnd poloha pozitivnich
neuronti ve ventralnim gangliu, proto byl proveden experiment, kdy ob¢ protilatky byly
aplikovany na jeden preparat a jelikoZ se jednd o primarni protilatky ze stejného typu
donorového organismu, musely byt aplikovany postupn€. Analyza ziskanych dat ukézala, Ze
Tim pozitivni buiiky se pifimo dotykaji serotonin pozitivnich bunék, které se nachézi
v abdomendlni oblasti ventrdlniho ganglia tak, ze pfiléhaji k ventrdln¢ umisténé burice

z kazdého bilaterdlniho paru (Obr. 14).

Obr. 14: Vzijemna lokalizace Tim a serotonin pozitivnich neuronti v abdominalni ¢asti ventralniho
ganglia mozku larev C. costata. A serotonin pozitivni bunky. B Tim pozitivni buiiky. C prolozeni

snimkl A a B. Méritko 10 pm.
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4.5 Stanoveni intenzity signalu v serotonin pozitivnich burikach larev
C. costata v rizném staii a fotoperiodickych rezimech

Vzhledem k ptedpokladu, ze Tim protein by mohl ovliviiovat expresi serotoninu
v zavislosti na délce fotoperiody, byla studovana intenzita Tim proteinu a serotoninu u
fotoperiodicky senzitivnich larev C. costata, starych 15 dnl po vylinuti a u diapauznich a
nediapauznich larev starych 20 dnG od vylihnuti. V intenzité signdlu mezi jednotlivymi
skupinami Tim pozitivnich bunék nebyl pozorovan zadny vyrazny rozdil, ale intenzita signalu
byla ve vSech ptipadech velice nizké a nebylo mozno nasnimat obrazy v dostatecném mnozstvi
a kvalité vhodné pro kvantifikaci. Intenzita serotoninového signalu byla méfena v programu
Imagel (viz Material a metody) v serotonin pozitivnich buitkdch pouze v abdomenalni ¢asti
ventralniho ganglia, a to v blizkosti bun€k obsahujici protein Tim. Srovnani intenzity signalu
odrazejici stupné Sedi u fotoperiodicky senzitivnich larev ukazalo zvysenou hladinu serotoninu
u larev drzenych v podminkach dlouhého dne nez v podminkéch kratkého dne, zatimco u larev,
které vstoupily do diapauzy je hladina serotoninu signifikantné vyssi oproti intenzité signalu

naméiené u nediapauznich jedinct (Obr. 15).
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Obr. 15: Srovnani intenzity signalu v serotonin pozitivnich buiitkach v abdominalni ¢asti ventralniho
ganglia. Intenzita signalu byla stanovena ve stupnich Sedi v rozmezi od 0-255 a to 15. a 20. den vyvoje
u jedinct drzenych v dlouhém (LD) a kratkém (SD) dni. Statisticka vyznamnost byla stanovena pomoci
parového t-testu na 0,01 % hladiné prukaznosti (**) pro 15. den vyvoje a na 0,001 % (***) hladin¢
prikaznosti pro 20. den vyvoje (primér + SEM, n = 102).
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5 Diskuze

Funkéni vztah cirkadiannich a fotoperiodickych hodin byl studovan u fotoperiodicky
senzitivnich larev C. costata pomoci imunodetekce proteinu Tim, ktery je nezbytny pro indukci
diapauzy v podminkach kratkého dne (Stehlik et al. 2008) a zaroven se predpoklada jeho
zapojeni v kontrolnim mechanismu centralniho oscilatoru podobné jako je tomu u D.
melanogaster (Seghal et al., 1994; Myers et al., 1995).

Pomoci protilatky namifené proti tseku proteinu Tim v rozmezi 489-501 aminokyselin
byl detekovan pozitivni signal ve 3 dorzalnich a 1 medidlnim neuronu kazdé mozkové
hemisféry a v nékolika typech bunék ventralniho ganglia. Par intenzivn€ znacenych neuronti se
nachazi v medidlni oblasti anteriorni ¢asti ventralniho ganglia a 2 pary v jeho lateralni oblasti.
V medialni oblati abdominélni ¢asti ventralniho ganglia se nachazi nejméné 5 parti segmentalné
uspotfddanych slabé znacenych bunék (Obr. 10). V oblasti centradlniho oscilatoru (sLNv
neurony) nebyl detekovan zadny Tim pozitivni signal podobné jako pii pouZiti protilatky
namifené proti useku 557-663 Tim aminokyslinové sekvence (Stehlik et al. 2008).
Nepritomnost Tim proteinu v buiikach cirkadianniho oscilatoru naznacuje, Ze cirkadidnni
hodiny C. costata jsou tizeny molekularnim mechanismem odliSnym od D. melanogaster. Tim
protein se v tomto mechanismu bud’ viilbec neuplatiiuje nebo je velmi nestabilni. Na zakladé
souCasnych poznatkii o charakteru svétlo¢ivného pigmentu Cry u C. costata (Schotner,
unpublished data) lze usuzovat, ze nepfitomnost proteinu Tim v buitkéch centralniho oscilatoru
muze byt vysvétlena neptetrzitou degradaci Tim zpisobenou moznou interakci s Cry, ktery
neni degradovan svétlem na rozdil od Cry u D. melanogaster (Ashmore at al., 2003). Jaderna
lokalizace Per v NPD mutantech C. costata ukazuje, Ze Tim neni nezbytny pro translokaci Per
do jadra (Schotner, unpublished data). Narozdil od D. melanogaster, kde Per vstupuje do jadra
jako heterodimer s Tim (Curtin at al., 1995; Gekakis et al., 1995; Zeng at al., 1996). Navzdory
velice slabym oscilacim per mRNA u C. costata nedochéazi k akumulaci Per v cytoplazmé. Pti
absenci jeho dimerizacniho partnera, Per pravdépodobné vstupuje do jadra jako monomer
(Schotner, unpublished data).

Specificita Tim pozitivnich bun¢k byla zjiStovana pomoci aplikace preimunniho séra, pii
jehoz aplikaci nebyl detekovéan zadny pozitivni signal. Byla rovnéZz testovana imunoreaktivita
protilatky Tim-19 u NPD linii, kde byl zaznamenén slaby signal ve vSech detekovanych Tim
pozitivnich bunkach, ale vzhledem k tomu, Ze se nejedné o nulového mutanta, pouze u mutanta
s kratkou deleci, u kterého byla stanovena i urcitd hladina tim mRNA, tyto pokusy nepfinesly

jednoznacnou odpovéd’. Vzhledem k tomu, ze nulovy mutant neni dostupny, tak dalsi studie,
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jako je in-situ hybridizace se sondou lokalizujici tim mRNA je nezbytna k potvrzeni specificity
signalu.

Expresni analyzy odhalily pfitomnost sestithové varianty tim mRNA, ve které nedochazi
k setfihu intronu 10 a dochéazi ke zméné aminokyselinové sekvence na C-konci a ke zkraceni
Tim proteinu (Schotner unpublished data). Pouzit4 protilatka byla namifend proti iseku Tim
proteinu obsazeném jak v dlouhé, tak v kratké varianté proteinu Tim. Nelze tedy urcit, jaka
varianta Tim proteinu se v jednotlivych Tim pozitivnich bunikach nachézi. S ohledem na to, Ze
protilatka namifena proti delSi variant¢ Tim proteinu, konkrétné proti tseku 1265-1277
puvodni aminokyselinové sekvence nachdzejici se v blizkosti jejiho C-konce nedetekovala
zadny pozitivni signal, mohly by vSechny Tim pozitivni buiiky detekované protilatkou Tim 19
obsahovat pouze kratkou variantu proteinu Tim. Nelze vSak vyloucit nefunk¢nost protilatky
Tim 24. Studie srovnavajici expresi #fim mRNA u fotoperiodicky senzitivnich a u diapauznich
a nediapauznich larev C. costata (Stehlik et al. 2008) ukazaly, ze zatimco u fotoperiodicky
senzitivnich larev chovanych v obou fotoperiodickych rezimech je hladina ¢tim mRNA relativné
podobna, u vyvijejich se larev, tj. larev drzenych v podminkéch dlouhého dne je hladina mRNA
vysoka.

Vzhledem k tomu, Zze u mSice 4. pisum byla prokazana korelace zmén hladin exprese
aaNAT a melatoninu s indukci diapauzy (Barbera et al., 2018), byla exprese tim déna do
souvislosti s expresi serotoninu, melatoninového prekurzoru. Typ a poloha serotonin
pozitivnich bunék u C. costata odpovidd umisténi serotonin pozitivnich neuronti u D.
melanogaster (Néassel et al., 2010.) a z velké ¢asti se shoduje i s distribuci aaNAT a melatoninu
u msice 4. pisum (Barbera et al., 2018). Vzhledem k tomu, Ze u C. costata, neurony obsahujici
serotonin byly lokalizovany v pfimém kontaktu s Tim pozitivnimi buiikami lezicimi
v abdominalni ¢4sti ventralniho ganglia, mohl by Tim prostfednictvim téchto bun¢k regulovat
hladinu serotoninu a ovliviiovat indukci diapauzy. Porovnani intenzity signdlu v serotonin
pozitivnich bunikach v abodmindlni ¢asti ventralniho ganglia u fotoperiodicky senzitivnich
larev a larev vstupujicich do diapauzy nebo pokracujicich ve vyvoji v podminkach kratkého a
dlouhého dne ukazalo zvySeni hladiny serotoninu u diapauznich larev. U A. pisum je produkce
diapauznich stadii v podminkach kratkého dne spojena se zvySenym mnoZstvim melatoninu
(Barbera et al., 2018). Pro urceni, zda se jedna o podobnou zavislost by bylo zapotiebi zméfit
mnozstvi melatoninu u diapauznich a nediapauznich larev C. costata a stanovit tak vzajemny
vztah mezi hladinou prekurzoru a jeho finalniho produktu. Studie srovnavajici mnozstvi
serotoninu u diapauznich a nediapuznich larev C. costata pomoci kapalinové chromatografie

(HPLC) vsak odhalily zvySené mnozstvi serotoninu v CNS u nediapauznich larev (Kostal et
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al., 1999). Tato méfeni vSak odrazi mnozstvi serotoninu ve vSech cca 64 serotonin pozitivnich
bunkach, zatimco intenzita signdlu byla stanovena pouze v 34 buinikach abdominalni Casti
ventralniho ganglia. Podani serotoninu ve stravé nebo naopak jeho nedostatek nevyvolal zmény
ve schopnosti indukce, pritbéhu a terminace diapauzy (Kostal et al., 1999). Otazkou zlstava,
zda serotonin pozitivni buitkky abdominalniho ganglia jsou citlivé na serotonin podavany ve
stravé a hladina vznikajiciho melatoninu jako findlni produktu nemusi byt stravou ovlivnéna.

Centrum fotoperiodickych hodin by se mohlo nachdzet ve ventralnim gangliu v Tim
pozitivnich buiikdch. Pravé ventralni ganglium je u D. melanogaster mistem tvorby mnoha
biogennich aminti a neuropeptidd, které by mohly byt zahrnuty v regulaci indukce diapauzy. U
D. melanogaster serotonin pozitivni buniky obsahuji rovnéz biogenni amin dopamin (Niens et
al., 2017). Tyto neurony se nachéazeji v podobné pozici jako builky alatostatiny typu B a C
(Néssel, et al., 2010.), které se podili na tvorbé juvenilniho hormonu. Juvenilni hormony spolu
s biogennimi aminy hraji roli v sezénni iniciaci diapauzy (Denlinger, 2000, 2002, Denlinger et
al., 2005).

Vstupni draha fotoperiodickych hodin by mohla byt zajiSténa zatim nefunkénimi
cirkadidannimi hodinami v s-LNv builkdch, kde protein Cry v soucinnosti s Tim
zprostfedkovava informaci o délce fotoperiody. Tomu nasvédcuje rozdilnd hladina Cry
detekovana u diapauznich a nediapauznich larev zavisla na ptitomnosti proteinu Tim (Schotner,
unpublished data). Soucinnost cirkadiannich a fotoperiodickych hodin u C. costata by spadala
do kategorie modelu dvou nezavislych vzdjemné tizce kooperujicich systémda, které sdileji
jednotnou vstupni dréhu s tim, Ze fotoperiodicky systém pievlada v larvalnim stadiu, zatimco
systém cirkadiannich hodin se stava pln¢ funkéni az v pozdéjsich vyvojovych stadiich

(Bertolini et al).
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6 Zavér

Fotoperiodicky senzitivni larvy octomilky C. costata byly pouzity ke studiu vzajemné
zavislosti cirkadiannich a fotoperiodickych hodin. Za timto tcelem byla u téchto larev
stanovena exprese proteinu Tim v centralni nervové soustavé. Protein Tim byl vybran jako
znima komponenta zahrnuta v fizeni cirkadiannich hodin hmyzu a zaroven jako slozka
zodpovédna za indukci diapauzy. Zjisténa distribuce Tim proteinu byla porovnéna s distribuci
biogenniho aminu serotoninu, z kterého vznika melatonin, tj. hormon, o kterém se predpoklada,
ze by mohl ovliviiovat jak fotoperiodické hodiny, tak cirkadianni hodiny hmyzu. Na zakladé
zjisténé lokalizace obou komponent byla vyslovena hypotéza, Ze cirkadianni a fotoperiodické
hodiny funguji jako dva nezavislé systémy, které sdili vstupni drahu svételného signalu.
Zatimco u larev hraji vyznamnou roli fotoperiodické hodiny, cirkadidnni hodiny nejsou jesté

plné funkéni.

30



7 Seznam pouzitych zkratek
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maly paty ventro-lateralni neuron
N-acetyltransferaza

clock

clockwork
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iontovy transportni peptid

velké ventro-lateralni nervové buiky
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