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1 Uvod

1.1 Adipokinetické hormony

Centrem endokrinni soustavy hmyzu jsou neurosekretorické buniky mozku, které jsou
nervovymi drahami propojeny s endokrinnimi zlazami corpora cardiaca (CC) a corpora
allata (CA). Tento komplex je pfirovnavan k hypotalamo-hypofyzarni soustavé obratlovc.
Endokrinni soustavu hmyzu dale tvoii prothorakalni zlazy, které se nachazeji v prvnim
hrudnim ¢lanku — prothoraxu. Nedilnou soucasti jsou také neurosekretorické bunky ostatnich
ganglii, endokrinni buiiky stieva, epitrachedlni buiiky a pohlavni organy — gonady. Piestoze
se hormonalni soustava hmyzu v fadé rysu shoduje s endokrinni soustavou obratlovct, na
rozdil od nich produkuje pfevazné neurohormony a malo pravych hormont. Hormonalni
soustava hmyzu zahrnuje desitky az stovky hormont, které je mozné rozdélit na tii skupiny
— ekdysteroidy, juvenilni hormony a peptidické neurohormony, které fidi prakticky vSechny
aspekty hmyziho zivota (Kodrik 2014).

Mezi peptidické neurohormony se tfadi i adipokinetické hormony (AKH). Jsou
syntetizovany, ukladany a uvoliiovany neurosekretorickymi butikami zlazy CC (Géde et al.
1997). Studie na octomilce, Drosophila melanogaster, ukazuji ze CC je jedinou tkani
produkujici tento hormon (Lee a Park 2004). Zatimco u plostice, Pyrrhocoris apterus, se
AKH nachazi kromé CC i v fad¢ neuront centralniho mozku (Kodrik et al. 2015). AKH se
vyskytuji uvSech vyznamnych hmyzich fada, je zndmo 47 riznych forem. Napiiklad
u druhu sarance st€éhovavé, Locusta migratoria, jsou popsané 3 razné hormony Locmi-AKH-
I-111, pficemz Locmi-AKH-1 byl prvni sekvenovany hmyzi peptid (Stone et al. 1976, Géde
2009). U D. melanogaster existuje jeden typ hormonu nazvany Drome-AKH (Schaffer et al.
1990).

1.1.1 Struktura adipokinetickych hormoni

Adipokinetické hormony jsou soucasti rodiny hormont anglicky oznacenych jako
adipokinetic hormone/red pigment concentrating hormones (AKH/RPCH). Skladaji se
z 8-10 aminokyselin (okta-, nona-, dekapeptidy), N konec je blokovan pyroglutamovou
kyselinou a C konec je blokovan amidem (NH2). Na ¢tvrté pozici v sekvenci je stabilné
aromaticky fenylalanin, na osmé pozici je tryptofan (Gdde a Goldsworthy 2003).
Aminokyseliny na dalsich mistech v sekvenci se odliSuji podle jednotlivych druht
adipokinetickych hormont. Sekvence AKH u octomilky je zapsana takto: pGlu-Leu-Thr-
Phe-Ser-Pro-Asp-Trp-NH: neboli pQLTFSPDWa (Schaffer et al. 1990).



1.1.2 Funkce adipokinetickych hormonti

Adipokinetické hormony ovliviiuji pifedev§im hmyzi metabolismus, proto je jejich
hlavnim cilovym orgianem tukové téleso, jez funkéné odpovida jatrim a tukové tkani
obratlovcli a jehoz buiiky obsahuji energetické zasoby. AKH se obvykle oznacuji jako
stresové hormony, jelikoz v tukovém télese podporuji katabolické reakce, jako je mobilizace
zasob lipida, sacharidii nebo aminokyselin, a tim zajiSt'uji piisun energie pro antistresovou
reakci (Lee a Park 2004). Zaroven jsou inhibovany anabolickeé reakce zahrnujici syntézu
proteint, mastnych kyselin a RNA v tukovém télese (Nassel et al. 2010).

Po uvolnéni z CC putuji AKH hemolymfou k tukovému télesu. Kvuli své chemické
povaze vSak nemohou pronikat dovniti jeho bun€k, proto se vazi na receptory spojené
s G-proteiny. V tukovém télese tyto receptory nasledné aktivuji piislusné enzymy,
fosfolipazu C, nebo adenylat cyklazu, které spousti piislusné metabolické drahy (Obr. 1).

Z funkéniho hlediska se AKH podobaji lidskému glukagonu, hormonu
produkovaného alfa buikami pankreatu u obratlovct. Hlavni tlohou glukagonu je, stejné
jako u AKH, mobilizace energetickych zasob a podil na kontrole hladiny glukézy v krvi
(Kodrik 2008). V hemolymfé¢ hmyzu AKH zvySuje hladinu trehalézy, neredukujiciho
disacharidu tvofeného dvéma molekulami glukozy, hlavniho krevniho cukru hmyzu. Na
zaklad¢ této funkce je AKH povazovan za peptid piibuzny hypertrehalosemickému hormonu
(HTH — hypertrehalosemic hormone) (Lee a Park 2004).

AKH zajistuji celou fadu dalSich reakci, které zakladni metabolickou roli dopliuji
a podili se tak na eliminaci nebo snizeni dopadu stresu na organismus. Jedna se o tzv.
pleiotropni funkci, jejiz G¢inky zahrnuji zvySeni ¢innosti srdce, aktivaci pohybové soustavy,
zvySeni svaloveho tonu, imunitni odpovédi, aktivaci antioxidaénich mechanismu (ochrana
proti oxida¢nimu stresu) (Gade et al. 1997, Kodrik 2008) a zvySeni piijmu potravy
a travicich procestu ve stfevé (Kodrik et al. 2012). Posledné zminovany G¢inek vSak uz
nepatii k akutni antistresové reakci. Projevuje se za delsi dobu od aplikace hormonu (po vice
nez 24 hodinach) a zajist'uje tak doplnéni spotiebovanych zasob energie.

Zajimava role AKH byla popsana u hladovéjicich octomilek (Lee a Park 2004).
Funkce AKH zde spociva v navozeni hyperaktivniho chovani jako odpovéd’ na hladovéni.
Slidéni po potravé pii vyCerpani energetickych zasob zvysuje pohybovou aktivitu jedince:
jedna se o zoufalou snahu ziskat potravu (coz je kli¢ k pteziti). Pokusy ukazaly, Ze potlaceni

hyperaktivniho chovani béhem hladovéni (tudiz pomale;jsi katabolismus omezenych zasob)
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Obr. 1: Metabolické drahy vyvolané vazbou AKH na receptor podle Géde a Auerswald (2003).
(A) Draha vedouci ke zvyseni hladiny trehaldzy v hemolymf&. Fosfolipaza C (PLC) vyvola uvolnéni
Ca* ionth z endoplazmatického retikula (ER) pomoci aktivace inositol trifosfatu (IPs). Zaroveti vznika
diacylglycerol (DAG), ktery spousti kindzovou kaskadu aktivujici glykogen fosforylazu za casti Ca%*
iontll. Vznika glukoza-1-fosfat (G-1-P), ktery se méni na trehaldzu. U sarancat je glykogen fosforylaza
(GPh) aktivovana ptes drahu zahrnujici adenylat cyklazu (AC) a syntézu cyklického AMP (cAMP).
(B) Draha vedouci ke zvyseni hladiny prolinu v hemolymf&. V piipadé aktivace lipidii u sarancat
a lisaji nebo prolinu u broukd pisobi cAMP na protein kindzu A (PKA), ktera za Gcasti Ca®" iontl
aktivuje triacylglycerol (TAG) lipazu, coz vede k produkci DAG nebo volnych mastnych kyselin (FFA)
za vzniku prolinu. CoA, koenzym A; G-6-P, gluk6za-6-fosfat; PIP,, fosfatidylinositol bisfosfat; PKC,
protein kindza C; R, receptor; T-6-P, trehal6za-6-fosfat. Bila pismena v ¢erném poli ukazuji drahu

zjiSténou u sarancat, Sedy ramecek znaci drdhu zjisténou u Svabu.



u AKH-deficientnich octomilek prodluzuje jejich pieziti. Bez AKH jsou mouchy
hypoaktivni a dokazi ptezit bez potravy o 50 % déle.

Soucasné vysledky ukazuji, Ze AKH dokaze zmirnit pisobeni vosickového jedu na
nervové svalovou paralyzu tkané u plostice ruménice pospolné, P. apterus (Shaik et al.
2017). Studie ultrastruktury svalové tkané odhalily zésadni rozdily v uspotfddani myofibril
a prilehlych mitochondrii v tkdnich osetfenych vosickovym jedem (Kodrik nepublikovano).
Pii aplikaci jedu spole¢né s AKH vsak byly tyto zmény vyznamné potlaeny. Z téchto
poznatku vychazi tato prace, ktera se zaméfuje na studium ucinka vosi¢kového jedu a AKH
na svalovou tkan octomilky, D. melanogaster. Rozsahly geneticky zaklad a znalost
mechanismt kontrolujicich rozmanité fyziologické procesy tohoto modelového organismu
mohou prispét kK poodhaleni mechanismu zodpovédného za vyvolani nervosvalové paralyzy

a role AKH pii tomto procesu.

1.2 Charakterizace jedu parazitické vosicky

Vosic¢ka Habrobracon hebetor z fadu Hymenoptera patii mezi ektoparazitoidni druh,
ktery Klade v rozmezi 3 az 20 vajicek na povrch téla hostitelskeé larvy nejéastéji motyla rodu
Ephestia, Plodia nebo Galleria. Z vaji¢ek se vylihnou larvy, které parazituji na kutikule
hostitele (Kryukova et al. 2011). Pro zajisténi optimalnich podminek vyvoje svého
potomstva se u H. hebetor vyvinula schopnost paralyzovat hostitele pomoci svého jedu.

Mechanismus paralytické aktivity neni zcela objasnén, avsak jiz bylo zjisténo, Ze je
zprostiedkovan tiemi Casteéné charakterizovanymi proteiny, které blokuji receptory na
presynaptické membrané nervosvalového spojeni a tim inhibuji exocytdézu glutaméatu
z presynaptickych vacka (Pennacchio a Strand 2006). Jednim typem glutaméatovych
receptort na postsynaptické membrané je receptor spiazeny s G-proteinem (Obr. 2).
Navazani prisluSného ligandu vede k uvolnéni vapniku z endoplazmatického retikula ptes
aktivaci fosfolipazy C, tj. stejnou cestou jako u receptord AKH (Li et al. 2017).

Svym jedem zpusobuje vosicka nervosvalovou paralyzu a zastaveni vyvoje hostitele.
Pokusy na larvé zavijeCe voskového, Galleria mellonella, ukazaly, ze po injikaci jedu se
larva snazi hybat, ale po minuté ziistane paralyzovana. Larva piestava dale reagovat na
hmatové a elektrické podrazdéni. Jak postupné dochazi k celkove paralyze, jsou detekovany
nepravidelné a nekoordinované svalové fibrilace, které se vSak nasledné vytraceji. Z celého
téla zlstdvd nedotCeno pouze srdce a stfevo. Srdce zacind zpomalovat po nékolika dnech

v disledku oslabeni téla. Studie ukazuje, Ze jed vosic¢ky je velmi uéinny (Beard 1952).
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Obr. 2: Pi‘enos vzruchu na nervosvalové ploténce. (A) Pohled na synapticka zakonéeni nervovych
vléken na svalu s detailnim zabérem na pienos neurotransmiteru (v tomto piipadé acetylcholinu) na

receptory ve svalovém vlaknu. Pievzato z: http://www.karunayoga.in/neuromuscular-junction-

myoneural-junction/. (B) Signalni draha glutamatového receptoru aktivujici produkci vapniku

z endoplazmatického retikula (ER). PLC, fosfolipaza C; Gq, G-protein; PIP,, fosfatidylinositol
bisfosfat; IP3, inositol trifosfatu; PKC, protein kindza C; DAG, diacylglycerol; mGIuR5, glutamatovy
receptor. Upraveno podle: Li etal. (2017).

Ve studii zkoumajici u¢inek AKH na nervosvalovou paralyzu vosickovym jedem
u zivé plostice ruménice pospolné, P. apterus, bylo zjisténo, ze do 15 hodin od aplikace jedu
odpovidajici ekvivalentu 0,2 jedové zlazy zustali vSichni jedinci paralyzovani. Soucasné
s aplikaci 80 pmol hormonu Pyrap-AKH se paralyza zna¢né zpomalila. VSechny plostice
s aplikaci jedu a Pyrap-AKH byly paralyzovany za 20 hodin. To dokazuje, Ze adipokineticky
hormon zatim neznamym mechanismem dokaze zpozdit nebo dokonce zmirnit paralyzu
u plostic (Shaik et al. 2017).

1.3 P¥i¢né pruhované svalstvo u hmyzu

1.3.1 Struktura svalu

Na rozdil od obratlovci ma hmyz jen jeden typ svaloviny, a to pfi¢né pruhovanou.
Hmyzi svaly se strukturné skladaji ze svalovych jednotek (malé svaly jsou tvoieny pouze
jednou jednotkou), které jsou obaleny tracheolizovanou membranou a inervovany jednim
vétvenym axonem (Kodrik 2004). Svalové jednotky se sestavaji ze svalovych vldken (tj.
svalovych bunék), ktera jsou slozena z myofibril tvofenych aktinem a myozinem.

Svalové vlakno, zékladni strukturni jednotka, je mnohojaderna svalova bunka vznikla
splynutim myoblastl. U hmyzu se prezentuje nékolik typt svalovych vldken odlisujicich se

V poctu a umisténi jader. Na povrchu svalového vlakna je sarkolema (buné¢nd membrana),



uvniti se nachazi sarkoplazma s vysokym obsahem mitochondrii (sarkozém), které zajist'uji
pfisun energie pro ¢innost svalu ve form¢ ATP. Jedno svalové vlakno je slozeno z nékolik
set myofibril, zékladnich funk¢nich jednotek. Myofibrila obsahuje kontraktilni bilkoviny
aktin a myozin a dale bilkoviny troponin a tropomyozin (Kodrik 2004).

Aktin je tenké filamentum, které se sklada z globularnich aktinovych monomerta
polymerizujicich ve dvé vlakna, kterd se vzajemné obtaci a tvofi sroubovici. Myozin je tlusté
filamentum skladajici se ze dvou vzajemné se obtacejicich a-helixu, které na jednom konci
tvoii hlavy. Jedna se o tzv. dvouhlavé oblasti, které reaguji s aktinem za vzniku mustki.
Troponin a tropomyozin v klidovém stavu blokuji vazbu aktin-myozin. Vazba se odblokuje
v piftomnosti Ca?* jontti, které méni konformaci blokujicich bilkovin (Cooper 2000).

Zéakladni funkéni jednotkou myofibrily je sarkomera (Obr. 3), ve které vznika
svalovy stah. Ta je slozena z aktinovych a myozinovych Usekd, které se do sebe pii svalové
kontrakci zasouvaji a zkracuji tak sarkomeru. Okraje sarkomery tvoti Z-linie, kde se
aktinovd vldkna ukotvuji na o-aktinin. Aktinova filamenta protinajici Z-linie tvofi tzv.
I-pruhy (izotropni), které jsou jednolomné. Déle sarkomera obsahuje A-pruh (anizotropni),
dvojlomny pruh tvofeny myozinem. Uprostfed A-pruhu se nachazi H-oblast obsahujici
piiéné myozinové mastky tvoiené H-meromyozinem. Konce mustk obsahuji hlavice, které

se vazi na aktin a maji ATP-azovou aktivitu. Stied H-oblasti se oznacuje jako M-linie.
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Obr. 3: Schéma pri¢né pruhovaného svalového vlakna a struktura myofibrily. Z, Z-linie
oddelujici jednotlivé sarkomery; H, H-oblast s M-linii uprostied; A, A-pruh tvofeny myozinem;

I, I-pruh tvofeny aktinem. Pfevzato z: https://www.kme.zcu.cz/kmet/bio/svstavba.php.




1.3.2 Svalové kontrakce

U hmyzu je svalové vlakno inervovano polyneuronalné, jelikoz svalové membrany
vykazuji sniZzenou schopnost generovat akcni potencial. Proto vétveny axon na jednom
vlakn¢ drazdi vice mist. Svalova kontrakce probiha stejné jako u obratlovcu, avSak svaly
jsou zde upindny na exoskelet. Podnét pro stah se $ifi motorickym neuronem az na
nervosvalové ploténky lokalizované na svalovych vlaknech. To wvyvola uvolnéni
neurotransmiteru, kterym je u hmyzu pravdépodobné L-glutamat a vznika akéni potencial,
ktery stimuluje uvolnéni Ca?* ionti ze sarkoplazmatického retikula. Sled né&kolika reakci
vede kinterakci svalovych bilkovin a uskuteénéni svalové kontrakce. Relaxace je
realizovana sniZzenim hladiny Ca?" iontli v cytoplazmé svalovych bunék a doprovazi ji
spotieba ATP (Kodrik 2004).

1.3.3 Mitochondrie

Energie pro préaci svali ve formé ATP je dodavana mitochondriemi (Obr. 4). Tyto
semiautonomni organely maji dvé membrany a vlastni DNA. Mitochondrie jsou v buiikach
lokalizované ptevazné v mistech vysoké potifeby ATP. Jejich vnéjsi porovitd membrana
obsahuje transportni protein porin, ktery propousti latky dovnité do urcité velikosti. Vnitini
membrana, jejiZz plocha je zvétsena diky etnym zahybtim, tzv. kristam, je kli¢ova pro zisk
ATP. Obsahuje membranové transportni proteiny, kterymi prochazi napf. pyruvat a mastné
kyseliny do matrix. To je vnitiek mitochondrie, bohaty na enzymy tcastnici se citratového
cyklu, jehoz hlavnim produktem jsou elektronové pienasece (napt. NADH), které
transportuji elektrony na proteinové komplexy ve vnitini membrané. Vedle proteinovych
komplexi se ve vnitini membrané nachazi i ATP-syntaza, ktera diky prochazejicim
protonim z mezimembranoveho prostoru do matrix produkuje ATP. Tento proces, kde je

&asti ATP syntazy

mezimembranovy prostor

matrix

vnitini membrana
vnéjsi membrana

Obr. 4: Schématické znazornéni stavby mitochondrie. Prevzato z:

https://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie#/media/File:Animal mitochondrion diagram_cs.svg.



https://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie#/media/File:Animal_mitochondrion_diagram_cs.svg

energie elektrond vyuzita k tvorbé ATP, se nazyva oxidativni fosforylace. Diky vlastni
DNA, mize v mitochondriich probihat i transkripce a translace za pfitomnosti vlastnich
ribozomu, které umoziuji syntetizovat nékteré ze svych proteind (Cooper 2000).
Mitochondrie jsou organely, které neustéle fuzuji a opét se rozestupuji. Tyto procesy
jsou souhrnné oznacovany jako dynamika mitochondrii. NarusSeni této dynamiky ma vliv na

bioenergetické zasobovani a prispiva k neurodegenerativnim zménam (Westermann 2010).

1.3.4 Thorakalni svaly

Hrud hmyzu se sklada ze tii c¢lanka: piedohrudi (prothorax), stfedohrudi
(mesothorax) a zadohrudi (metathorax). Kazdy z nich nese jeden par koncetin, stfedohrud’
a zadohrud’ navic jesté jeden par kiidel. Do thoraxu Usti svaly z koncetin slouzici prevazné

k chiizi a skakani, ale pfevaznou ¢ast thoraxu tvoii svaly letové (Obr. 5).

lidvm4/

lidvms lidim2

lldvm2/

Obr. 5: Svalovina thoraxu u D. melanogaster. (A) VSechny svaly, (B-D) postupné odstrafiovani
hornich svalovych wvrstev. Dorzolongitudinalni svaly (dIm), dorzoventralni svaly (dvm),
pleurocoxalni svaly (pcm), ventrolongitudinalni svaly (vim), sternocoxalni svaly (scm),
tergopleuralni svaly (tpm), sternopleuralni svaly (spm). Rimské ¢islice pied zkratkami svalii ozna¢uji
umisténi svalu v piednim (I), sttednim (II) a zadnim (III) thoraxu. M¢titko: 200 um. Prevzato z:

Fabian et al. (2016).



Létaci svaly hmyzu jsou dvojiho typu: piimé a nepiimé. Piimé Iétaci svaly se
pfipojuji pfimo na kiidla, jsou synchronniho typu a urcuji thel k¥idel pti letu. Vyskytuji se
vétSinou U primitivnich fadu hmyzu. Je to bézny druh svaloviny, kde jeden impuls vyvola
svalovy stah (Baker 2005).

Pokrocilejsi fady hmyzu, veetné fadu Diptera, maji nepiimé 1étaci svaly, které jsou
asynchronniho typu, kdy jeden impuls vyvola nékolik svalovych stah. Asynchronni
uspofadani umoziuje az stovky stahti diky klikovému mechanismu (Kodrik 2004). Neptima
svalovina neni upevnéna piimo ke kiidlim, ale upina se na sténu thoraxu, ktery deformuje
a tim vyvolava pohyb kiidel. Nepiimé 1étaci svaly (Obr. 6) se Kklasifikuji na dorzoventralni
(pti¢né) a dorzolongitudinalni (podélné). Svaly pisobi antagonisticky, dorzoventralni pii
stahu zdvihaji ktidla, dorzolongitudindlni naopak pii stahu ptsobi pohyb kiidel dold
(Vigoreaux 2001). Rota¢ni pohyby kiidel v podéIné ose umoziuji svaly pleurédlni (Kodrik
2004).

Dorso-longitudinal muscles

Anterior

+> Lateral

Dorso-ventral muscles

Haltere muscles

DVMs contract

§ Wing elevation

Wing depression

Obr. 6: Nepiimé asynchronni létaci svaly v thoraxu. (A) Bo¢ni pohled na thorax, (B) hibetni
¢ast thoraxu, (C) pulsobeni svalovych antagonistd pfi kontrakci a relaxaci: zelené -
dorzolongitudinalni svaly (DLMs), oranzové — dorzoventralni svaly (DVMs). Pievzato z: Deora et
al. (2017).

1.4 Elektronova mikroskopie

Ptredkladana prace studuje ucinek vosickového jedu na svalovou tkan a zmirnéni jeho
pusobeni po aplikaci AKH na urovni ultrastruktury, kterou Ize studovat pomoci elektronoveé
mikroskopie. Ta dovoluje zkoumat specialn¢ upravené preparaty S maximalnim uzitecnym

zvétsenim 10°. Jak jiz nazev napovida, tento typ mikroskopie pracuje s proudem zaporng



nabitych elektroni ve vakuu. Z&porny naboj umoziiuje urychlovat elektrony elektrickym
napétim a tim ziskat kinetickou energii potifebnou k vizualizaci zkoumaného objektu
(Nebesatova 2001).

Elektronova mikroskopie se rozdéluje na dva zakladni typy transmisni a skenovaci.
V obou piipadech je vzorek vlozen do vakuové komory, kde je vystaven svazku elektronu.
Skenovaci (rastrovaci) elektronovou mikroskopii (SEM), pii které vznika obraz pomoci
odrazenych a sekundérnich elektronti, mohou byt pozorovany pouze dokonale vysusSené
vzorky s pokovenym, obvykle pozlacenym, povrchem. To umoziuje velmi detailné
analyzovat povrchovou strukturu objekti, které dosahuji velikosti i n¢kolika cm. Velikost
prepardtu je vymezena objemem vakuové komory. BéZné urychlovaci napéti je 10 kV
(Kubinek 2011).

U transmisni (prozafovaci) elektronové mikroskopie (TEM) prochazi proud elektront
vzorkem za vzniku fady interakci, které zahrnuji pruzny a nepruzny rozptyl elektronti. Obraz
se tvoii diky amplitudovému a fazovému kontrastu (Nebesarova 2001, Karlik 2011).
Do vakuové komory mikroskopu se preparaty vkladaji na nosnych sitkach napi. z médi ve
specialnim drzéku. Mé&d’ je vhodna pro vyrobu sitek, jelikoz je diamagnetickym materidlem,
ktery neovliviiuje prochazejici elektrony (Kubinek 2011). Obraz je promitan na stinitko,
umisténé ve spodni ¢asti tubusu mikroskopu, pokryté Kkrystalky ZnS, které pievedou
informaci z elektrontt do viditelného svétla. Zaznam obrazu byl dfive pofizovan na
fotografické negativy, v soucasné dobé jsou vyuzivané CCD kamery nebo digitalni desky
prenasejici obraz do elektronické podoby. Urychlovaci
napéti u TEM zalezi na typu mikroskopu, dosahuje
hodnot v rozmezi 40-400 kV (Karlik 2011). Jeden
konkrétni typ transmisniho mikroskopu je zobrazen na
Obr. 7.

Vzorky biologickych materiald zkoumanych touto
zobrazovaci metodou se rozd€luji do tfech hlavnich
skupin — totalni preparaty, repliky a ultratenké ftezy.
Totalni preparaty se v mikroskopu prohlizeji celé, jedna
se napf. o suspenze vird, bakterii nebo o izolované

bunécné organely. Repliky jsou otisky reli¢fu objektu do

tenkého filmu transparentniho pro elektrony napft. uhlik,
formvar (Karlik 2011).

Obr. 7: Transmisni elektronovy
mikroskop JEOL JEM-1010
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Maximalni tloustka biologického prepardtu u zékladni TEM je 100 nm, aby byl
vzorek dobfe prichodny pro elektronovy paprsek. U siln€jSiho objektu je obraz zatizen
zna¢nou chromatickou vadou a neni mozné ho zaostiit (Karlik 2011). Vétsi objekty se proto
zpracovavaji ultramikrotomii na ultratenké fezy. Tato metoda vyzaduje specifickou piipravu
objektu zahrnujici odbér tkang, fixaci preparatu, odvodnéni, zaliti do pryskyfice, krdjeni na

ultramikrotomu, kontrastovani a pouhlikovani fezu.

1.4.1 Piiprava vzorkua pro ultramikrotomii

Aby pozorovana struktura vzorku co nejlépe odpovidala zivému stavu, je potieba
vzorek nafixovat. Fixace slouzi k rychlému usmrceni bunék a zablokovani degradacnich
procesu. Konkrétné se jedna o schopnost zastavit prabéh zivotnich a poté postmortélnich
procesu ve tkani. Fixace musi byt zaroven Setrnd, aby se nenarusila struktura bunék. Fixaéni
tekutina se sklada z fixa¢niho ¢inidla v pufrovacim roztoku, ktery je pfizptisobeny osmolalité
a pH tkan¢ (Karlik 2011).

Jako priméarni fixacni ¢inidlo se obvykle uziva glutaraldehyd (GA), aldehyd kyseliny
glutarove, ktery rychle pronikd do tkéni. GA dobie a ireversibilné reaguje S proteiny,
glykogenem aDNA, huie reaguje s lipidy, nékterymi polysacharidy, glykoproteiny
a s glykosaminoglykany. Jako sekundarni fixace slouzi oxid osmicely (OsOa), ktery zvysuje
kontrast tkani. Nepouziva se jako primdrni fixacni ¢inidlo, jelikoZ poruSuje bilkoviny
a s nékterymi ¢astmi bunék (cytoplazma, chromatin, mikrotubuly) ani nereaguje.

Odvodnéni vzorkt je dal§im krokem v pfipravé pro TEM. Voda musi byt nahrazena
dehydrata¢nim ¢inidlem, nejcastéji etanolem nebo acetonem, ktery je pfimo misitelny se
vSemi dostupnymi pryskyficemi a zpusobuje mensi zmény ve velikosti tkan¢ neZ etanol
(Kubinek et al. 2011).

Zalévani materialu do polymerni pryskytice (infiltrace) se provadi z divodu zpevnéni
pro nasledné krajeni. Bézné se pouzivaji epoxidové pryskyfice, latky s viskozitou
odpovidajici hustsimu sirupu, které jsou schopny pii vyssi teploté (60 °C) polymerizace
(tvorba makromolekularnich slouc¢enin spojenim monomert do fetézce). Infiltrace se provadi
tak, ze vzorek projde vice roztoky pryskytice s acetonem, ve kterych postupné roste pomeér
pryskyfice. K zalévani vzorki a nasledneé polymerizaci blockt se pouzivaji formy ze

silikonu, ve kterych pryskyftice vytvoti skelné tvrdy blocek, ktery je pfipraven pro krajeni.
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Krajeni se provadi na pfistroji zvaném ultramikrotom (Obr. 8) pomoci sklenéného
nebo diamantového noze. Zafizeni obsahuje vahadlo, které vykonava kyvavy a posuvny
pohyb pii krajeni smérem k nozi. Na vahadlo se upeviiuje drzak s blockem otrimovanym
do komolé pyramidy. Na kvalitu fezt ma vliv kvalita ostéi noze, sefizeni ultramikrotomu
(uhel noze k bloc¢ku, rychlost fezani), charakter zalitého materialu, tvar a feznd plocha
pyramidy a tekutina ve vanicce. Vzorky se kraji na polotenké (obvykla tloustka 0,5-1 pm)
a ultratenké fezy (optimalni tloustka 70 nm). Polotenké fezy se barvi toluidinovou modii,
kterd se fadi mezi bazicka barviva. Obarvené polotenké fezy se prohlizi na optickém
mikroskopu a 1ze na nich rozlisit pouze zakladni bunécné komponenty (cytoplasmu a jadro).
Slouzi k odkrajeni tkan¢ az k mistu, jehoz ultrastruktura ma byt zobrazena. Nasledné se
nakraji ultratenké fezy, které je potieba pied prohlizenim na transmisnim elektronovém

mikroskopu nakontrastovat a pouhlikovat.

Obr. 8: Ultramikrotom Leica EM UC6 pro krajeni pryskyfFicovych blo¢ki

Kontrastovani znamena impregnaci objektt tézkymi kovy (U, Pb, Mn), které se
adsorbuji na bunééné organely. Tim, ze tyto kovy vice rozptyluji primarni elektrony, se
zvySuje kontrast vzorkli (Nebesafova 2001). Proces je dulezitym krokem pro jasnou
a zfetelnou identifikaci jednotlivych struktur pfi prohlizeni fezt v elektronovem mikroskopu
a vyzaduje peclivy pfistup, aby se pfedeslo vzniku artefakti na fezech. Pro kontrastovani
ultratenkych fezi se nejcastéji pouziva uranyl acetat a citrat olova.

Uranyl acetat reaguje hlavné s nukleovymi kyselinami, ale i s proteiny. Roztok se
nanasi injek¢ni stiikackou s filtrem, aby neobsahoval precipitaty. Kontrastovani musi
probihat ve tmé, jelikoz na svétle vznika v uranyl acetatu hnéda sraZenina. Citrat olova (lead
citrat) zvySuje kontrast membran, proteint, nukleovych kyselin a glykogenu. Reaguje se

vzdu$nym oxidem uhli¢itym za vzniku nerozpustného uhli¢itanu olovnatého, proto se
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aplikuje v prostfedi se snizenym oxidem uhli¢itym. Pfi kombinaci uranyl acetatu a citratu
olova ziska preparat vyvazeny kontrast v§ech bunéénych struktur (Nebesaiova 2001).
Pouhlikovani fezi se provadi kvuli zvySeni odolnosti pfed elektronovym svazkem,
ale neni to nutny krok, fezy se daji prohliZet jiz po kontrastovani. Bez pouhlikovani se fezy
mohou trhat. K uhlikovani slouzi napatfovaci piistroj (Obr. 9). Jeho soucasti jsou uhlikové
elektrody, z nichz jedna je vytvarovana do $pic¢ky a druhd je zarovnana. Konce elektrod se
témet dotykaji, coz pii prichodu elektrickym proudem vede ke zvySeni odporu mezi
elektrodami a tim ke zvySeni teploty na hodnotu, pii které se vypatuje uhlik. Ten se naprasi
na vlozené sitky s fezy a vytvoii na nich vrstvu silnou 3—5 nm. Proces probiha ve vakuu po

vycerpani vzduchu difazni vyvévou (Nebesarova 2001).

Obr. 9: Naparovaci pristroj JEOL JEE 4C pro uhlikovani ultratenkych Fezu
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2  Cile prace

Sezndmeni se s ucinky AKH, vosi¢kového jedu, prostudovani struktury hrudnich
svalli octomilky, teoreticka piiprava pro zhotoveni polotenkych a ultratenkych ftezii
a pochopeni principu elektronové mikroskopie bylo pifedpokladem pro dosazeni

nasledujicich cilu.

1) Stanoveni vlivu AKH na uCinky vosi¢kového jedu ve svalové tkani octomilky,
Drosophila melanogaster, pomoci porovnani ultrastruktury thorakalnich svalovych

vlaken u kontrolnich jedinct a jedinct oSetfenych jedem a smési jedu a AKH.

2) Odborné zvladnuti ptipravy polotenkych a ultratenkych fezli pro potieby transmisni

elektronoveé mikroskopie.
3) Osvojeni zakladl prace s transmisnim elektronovym mikroskopem.

4) Obrazové zpracovani a vyhodnoceni ziskané fotodokumentace.

14



3  Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

V experimentech byly pouzity 3 dny staré dospélé samice octomilek, Drosophila
melanogaster, typu white (w!!®) z chovii Entomologického Ustavu Biologického centra
Akademie véd CR v Ceskych Budgjovicich. Mouchy byly chované ve sklenénych
zkumavkéach se standardni dietou pii 25 °C v termostatu pii pravidelném stiidani svétla a
tmy (12:12 h). Specifikace experimentalniho organismu a popis ptipravy diety jsou uvedeny

v Pfiloze 1.

3.2 Pitva a oSetfeni tkané

Z experimentalnich jedinct byl odebran thorax tak, ze mouchy byly uspany oxidem
uhlic¢itym a pod binokularni lupou byla pinzetami od hrudi oddélena piedni a zadni ¢ast t¢la,
kiidla a koncetiny.

Nésledovala hodinova inkubace vypitvanych tkani jednak s D. melanogaster AKH
(Drome-AKH) fedéného v poméru 1:12,5 v Grace médiu (Sigma) nebo s vosi¢kovym jedem
v poméru 1:1,5 v Grace médiu a jednak s jejich kombinaci. U kontrolni skupiny byla davka
AKH nahrazena 20% metanolem v Ringerové roztoku (kontrolni roztok, KR). Z&sobni
roztok Drome-AKH obsahuje 2,5 pmol Drome-AKH (Vidia)/ul KR. Extrakt jedu byl
ptipraven rozdrcenim zlaz ze 100 dospélcti H. hebetor v 5 ml Ringerové roztoku, ktery byl
sonikovan a zfiltrovan (0,22 uM filtr). Pro kazdou skupinu byly pfipraveny tii exemplaie
hrudi, které byly dale zpracovany pro potieby elektronové mikroskopie. Pfiprava Ringerova
roztoku je rozepséana v Priloze 2.

Prehled zpiisobti oSetfeni tkang:

1) 23 pl Grace média + 2 pl KR

2) 23 ul Grace média + 2 pl Drome-AKH v KR (2,5 pmol AKH/ul KR)

3) 21 pl Grace média + 2 pl jedu (ekvivalent 0,04 jedové zlazy) + 2 pl KR

4) 21 pl Grace média + 2 pl jedu + 2 pl Drome-AKH v KR (2,5 pmol AKH/ul KR)

3.3 Fixace a zalévani materialu pro potieby TEM

Po inkubaci u¢innymi latkami byly tkan¢ pifevedeny do fixaéniho média, jehoz objem
byl zhruba 10x vétsi nez objem fixované tkané. Fixatnim médiem byl 2,5% glutaraldehyd
v 0,2M pufrovaném fosfatovém roztoku (PBS), v némz byly ponechdny tyden pfi teploté

4 °C. Pfiprava média je uvedena v Ptiloze 2.
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Nésledovalo odvodiovani tkané vzestupnou acetonovou fadou. Od tohoto kroku se
pracovalo v laboratofi elektronové mikroskopie, kde se jednotlivym skupinam pfifadila ¢isla
podle protokolu laboratote, aby nedosSlo k zaméné. Nejdiive se ze vzorkd muselo vymyt
fixa¢ni médium. K tomu slouzil vypiraci roztok slozeny z 0,1M pufru a 4% glukdzy. Vzorky
ve zkumavkach byly promyvany 3x 15 min za stalého kyvani na tiepacéce (MR-1 Biosan,
Obr. 10A). Pote se vzorky na 2 h ponotily do roztoku vypiraciho pufru a 4% OsO4 vV poméru
1:1. Déle byly vzorky odvodnény postupné vzristajici acetonovou fadou (30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 95% a 100% aceton, kazdy po 15 min).

Obr. 10: Zabéry z pripravy vzorki. (A) Tiepacka MR-1 Biosan se vzorky, (B) detail zkumavky

se vzorkem ve smési pryskyfice a acetonu.

Dalsim krokem bylo prosycovani vzorkt smési pryskyiice (EPON medium — slozeni
v Pfiloze 2) a 100% acetonu v poméru 1:2, 1:1 a 2:1 vzdy na 1 h (Obr. 10B). Poté se vzorky
jiz v Cisté pryskytici EPON umistily do exsikatoru na 24 h. Druhy den se vzorky orientovaly
v zalévacich silikonovych forméach (Obr. 11), opatfenych papirovymi ¢isly, pod kterymi byly
vzorky vedeny. Tkané byly pod binokularni lupou orientovany pro krajeni. Takto
zpracované vzorky se ulozily na 24 h do termostatu vyhtatého na 60 °C, kde probéhla
polymerizace pryskyfice. Tkan zalitd v pryskyfici byla krajena ultramikrotomem na

polotenké a ultratenké fezy.

Obr. 11: Silikonova forma se zalitymi vzorky
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3.4 Zhotoveni polotenkych Fezi

3.4.1 Priprava sklenéného noZe

Pryskyticové blocky se zalitou tkani vyzadovaly dalsi peclivou ipravu, nez se mohlo
pristoupit k samotnému kréjeni na polotenké fezy. Nezbytnym krokem pied krajenim byla
ptiprava sklenéného noze. Ten byl ptipraven ldmanim speciélni sklenéné tyce na piistroji
zvaném , knife maker®. Ostii noze bylo kontrolovano pod binokularni lupou, protoze na jeho
dokonalém lomu zavisela kvalita fezi. Nedokonale
zhotoveny ntz by mohl zpusobit poskrabani nebo
dokonce roztrzeni fezt. Vysledny trojuhelnikovy nuz
s Ghlem Klinu 45° (Obr. 12), se oblepil specialni
paskou, ktera se upevnila lakem (nebo voskem) tak,

aby se vytvofila vanicka pro destilovanou vodu.

Na jeji hladinu se pozdgji splavovaly nakrajené fezy.
Obr. 12: Sklenény niiZ s vani¢kou
3.4.2 Trimovani

Zalité vzorky v blo¢ku pryskytice (Obr. 13A) bylo potieba upravit trimovanim, tj.
ruéni sefezani pryskyiice okolo tkané do tzv. pyramidy za ucelem zmenSeni plochy fezu.
Z kazdé ze 4 skupin se vybral jeden nejlépe naorientovany bloéek ze t¥i zpracovanych
exemplaid. Trimovani probihalo pod mikroskopem ultramikrotomu Leica EM UC6, kde byl
kazdy blocek zvlast upevnén v drzaku (zaaretovan) (Obr. 13B) a piebyte¢na pryskytice byla
odstranéna ziletkou. Cilem bylo vytvofit na blo¢ku pfi pohledu shora pravidelny lichobé&znik
s delsi zakladnou smétujici pti krajeni k nozi, aby se zamezilo nestabilité pfi krajeni. Muselo

se ovSem piihlizet na velikost a proporce zalité tkané a ptizpusobit tomu ofez.

Obr. 13: Uprava blo¢kii. (A) Pryskyficové blotky se vzorky s piislusnym oznagenim, (B) blo¢ek
ptipraveny k trimovani je upevnén v drzdku na pozici obvyklé pro stolek snozem

na ultramikrotomu Leica EM UCS6.

17



3.4.3 Krajeni materialu a barveni polotenkych Fez

Dulezitym krokem urcujicim kvalitu fezi bylo spravné sefizeni celého mikrotomu,
zejména orientace blo¢ku se vzorkem vzhledem k nozi. Ntz fixovany ve stolku mikrotomu
byl opatrn¢ mechanicky pfiblizen k upevnénému blocku na vahadle mikrotomu. Do vanicky
byla nalita voda az po okraj tak, aby hrana noze nebyla sucha a zaroven aby voda
nepietékala za feznou hranu noze. Tato optimalni hladina byla pro krajeni dilezita, jinak by
fezy byly stahovany za hranu noze, nebo by byly shrnovany. Okometricky se hladina jevila
jako stiibrna. Stolek snozem byl pozvolna pfiblizovan k vahadlu s blockem, dokud se
neukézal stin na jeho piedni strané. Bylo potieba dostat rovny stin doupravenim pozice noze
a blo¢ku. Jelikoz piedni strana blocku nebyla dokonale rovna, prvni zhotovené fezy byly
neuplné a bloc¢ek se musel odkrajet, dokud se netvotily kompletni fezy z celé plochy blo¢ku.

Vzorky byly nakrajeny na ultramikrotomu Leica EM UC6 rychlosti 2 mm/s na
polotenké fezy o tloustce 500 nm (Obr. 14). Nakrajené fezy, které na vodni hlading
vypadaly duhové, byly nabrany jehlou a pieneseny do pripravené kapky 10% acetonu na
podloznim skle v primérném poctu 15 kusu. Sklicko stezy bylo umisténo na plotynku
(Slides Warmer XH-2002) nastavenou na 45 °C, aby se fezy natahly a uschly.

Na zaschlé fezy se nanesl prefiltrovany roztok 1% toluidinové modie (Sigma) v 1%
tetraboritanu sodném (Sigma). Podlozni sklo s nanesenym barvicim roztokem se ponechalo
1 min na plotynce vyhtaté na 45 °C. Preparat byl oplachnut destilovanou vodou a umistén

zpét na plotynku k vysuseni.

Obr. 14: Ultramikrotom v procesu krajeni. (A) Zabér na stolek s nozem a vahadlo s blo¢kem,
(B) displej ultramikrotomu, kde lze nastavit rychlost krajeni (mm/s) a tloustku fezd (nm).

Tlacitky pod displejem se ovlada ultramikrotom.
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3.4.4 Zhotoveni trvalych preparati a dokumentace polotenkych Fezi

Trvalé preparaty byly zhotoveny nanesenim kapky pryskyfice na fezy a piiloZzenim
kryciho sklicka (Obr. 15). Zhotoveny preparat byl umistén na plotynku vyhiatou na 45 °C,
kde doslo k natazeni pryskyfice az ke krajim kryciho sklicka. Prepardty byly ponechany
pii pokojové teploté do druhého dne, nez pryskyfice zatvrdla.

Obr. 15: Trvaly preparat s polotenkymi Fezy

Hotové polotenké fezy byly zdokumentovany pomoci svételného mikroskopu
Olympus BX51 a kamery Olympus DP80 za pouziti diferencialné interferenéniho kontrastu
a objektivu 0 zvétSeni 20x a 100x. Pofizené snimky byly upraveny v programu Adobe
Photoshop (Adobe Systems). Snimky byly umistény na plato 18 x 24 cm s rozliSenim 300
pixell na palec. Byl upraven kontrast, jas a v pfipad€ potieby ostrost. Snimky byly opatieny

odpovidajicim métitkem a popisky.

3.5 Zhotoveni ultratenkych rezii

Ultratenké fezy o tloust’ce 70 nm byly zhotoveny s pouzitim komeréné vyrabéného
diamantového noze (Diatome MF1881, Obr. 16A) na stejném ultramikrotomu jako
polotenké fezy. Postup pfi ptipravé blocku, trimovani a vlastni krajeni byl obdobny jako
u polotenkych fezd stim rozdilem, Ze byla zmensena plocha objektu (byla co nejvice
odstranéna prebytecnd pryskyfice). Na vodni hladiné mély ultratenké fezy zlatou barvu.
Rozdil oproti polotenkym fezim je dan
interferencnimi barvami, které se odlisuji podle
tloustky fezi.

Po nakrajeni byly ultratenké fezy ve

B
byly vyrovnany nerovnosti vzniklé pfi krajeni. opr 16 Nastroje pro  zhotoveni
Zvodni hladiny byly fezy nabirany na médéné yltratenkych Fezii. (A) Diamantovy nii
sitky o pruméru 3,05 mm (Electron Microscopy (Diatome), (B) médéna sitka (Electron

vani¢ce natazeny parami chloroformu tak, aby

Sciences, 300 mesh, Obr. 16B) proplachnuté ve  Microscopy Sciences) slouzici jako nosi¢

100% acetonu tak, ze se fezy podebraly a opatrng  ultratenkych fezi.
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vyzvedly nad hladinu. Manipulace s takto tenkymi fezy musela byt opatrnéjsi a jemnéjsi nez
u polotenkych fezi. K jejich orientaci na sitce byla pouzita lidska tasa nebo chlup
z dalmatina ptipevnény do Spejle. Na jednu sitku se nabralo od 1 do 5 fezl, zalezelo na
velikosti objektu. Sitky s fezy byly suseny v Petriho misce na filtranim papife.

Pokud byly pouzity zcela nové sitky, bylo potieba je dokonale ocistit postupnym
promytim v n€kolika roztocich: 50% kyselina octov4, jarova voda, destilovana voda, aceton,
vzdy po 5 min. Nasledné byly ¢istény ultrazvukem a suseny na filtranim papite. Pted

pouzitim byly proplachnuty ve 100% acetonu.

3.6 Kontrastovani ultratenkych rezi

Kapky uranyl acetatu (0,3M v 50% metanolu), jejichz pocet odpovidal poctu sitek,
byly naneseny stiikackou s filtrem na parafilm v krabicce (Nivea), kde byla vytvofena
etanolova atmosféra pomoci ¢tvereGku buniciny navlhéené v etanolu (Obr. 17A). Sitky se
polozily na kapky fezy dolu, kde byly ponechany ve tmé 30 minut (Obr. 17B). Poté byly
sitky uchopeny do pinzety a razantnim pohybem ruky proplachnuty ve 30% etanolu ve téech
Petriho miskach, aby se pfedeslo tvorbé artefaktd na vzorcich. Nasledné byly sitky suSeny
na filtracnim papife.

Mikropipetou 0 objemu 20 pl byly naneseny malé kapky 1mM lead citratu podle
poctu sitek na parafilm v Petriho misce (Obr. 17C). Byla vytvotfena atmosféra se snizenym
obsahem oxidu uhli¢itého pifidanim nékolika peci¢ek hydroxidu sodného zalitych vodou.
Sitky byly polozeny na kapky fezy dola a ptikrytim neprihlednou krabi¢kou byly drzeny ve
tmé po dobu 20 min. Po této dobé byly sitky opét razantnéji proplachnuty v redestilované
vodé ve tfech Petriho miskach. Nakonec byly sitky usuSeny na filtranim papife. Ptiprava

roztokll pro kontrastovani je uvedena v Ptiloze 2.

Obr. 17: Zabéry z kontrastovani ultratenkych Fezii. (A) Kapky uranyl acetatu se sitkami na
parafilmu v etanolové atmosféie, (B) probihajici kontrastovani v krabic¢kach, (C) kapky citratu

olova se sitkami na parafilmu v atmosféfe se snizenym obsahem COa.
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3.7 Pouhlikovani ultratenkych rezu

Cisté podlozni sklo (Obr. 18A) bylo opatieno oboustrannou transparentni paskou, po
jejim obvodu byly nalepeny sitky za ¢ast svého okraje, aby mohly byt po skonéeni procesu
snadno odlepeny. Na podlozni sklo byla k sitkam napsana lihovym fixem ¢isla vzorku, aby
nedoslo k zaméné. Takto ptipravené sklo bylo vlozeno do napatovaci aparatury JEOL JEE
4C (Obr. 18B) spolu s keramickym stiepem, na ktery byla nanesena kapka oleje. Zaroven
byly pomoci ofezavaciho ptistroje upraveny uhlikové elektrody, jedna vytvarovanim do
S$pic¢ky a druha zarovnanim. Po zavieni aparatury byla na 30 min spusténa difdzni vyvéva pro
vyCerpani vzduchu. Poté jiz probéhlo napafeni 3-5nm vrstvy uhliku na sitky. Kvalita
pouhlikovani byla piekontrolovana diky kontrastu mezi napraSenym uhlikem na povrchu
stfepu a oblasti s kapkou bez uhliku, ktera zustala svétla. Pouhlikované sitky byly vraceny

do Petriho misek, dle jejich ¢islovani.

Obr. 18: Zabéry z pouhlikovani ultratenkych Fezi. (A) Podlozni sklo s pfilepenymi sitkami,
(B) napatovaci aparatura JEOL JEE 4C bez poklopu (recipientu) se vzorky a keramickym stfepem

obsahujicim kapku oleje.

3.8 ProhliZzeni a dokumentace ultratenkych rezii

Nakontrastované a pouhlikované ultratenké fezy o velikosti 70 nm byly prohlizeny
a dokumentovany pomoci transmisniho elektronového mikroskopu JEOL JEM-1010
(Obr. 7). Tento elektronovy mikroskop umoziuje zvétSeni az 500 000x, rozliSovaci

schopnost ¢ini 0,45 nm a jeho urychlovaci napéti ma rozsah 40-100 kV.
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Do drzdku se umistily maximalné dvé sitky, které byly postupné prohlizeny se
zvétsenim 12 000-15 000x. Byla pofizovdna fotodokumentace sit¢k obsahujicich ftezy
thorakalnich svali oSetfenych Ctyfmi vySe zminénymi zpusoby. Zhotovené snimky byly
upraveny v programu Adobe Photoshop (Adobe Systems) obdobné jako obrazky

polotenkych fezt.

3.9 Méreni délky sarkomer

Délka svalovych sarkomer byla analyzovéna v programu Imaris verze 6.3.1
(Bitplane). Z kazdé pokusné skupiny byla stanovena délka 15 sarkomer. Namétené hodnoty
byly ptevedeny do programu Excel, kde byly stanoveny primérné hodnoty, které byly
vyneseny do sloupcového grafu ukazujici smérodatné odchylky. Data byla statisticky
analyzovana v programu Prism verze 6.0 (Graph Pad Software). Statisticky vyznamné

rozdily byly vyhodnoceny pouzitim testu jednocestna ANOVA s Tukeyho post-hoc testem.

Poznamka: Fotografie materialového a piistrojového vybaveni pouzité v ¢asti Uvod
a Material a metody jsou vlastni fotografie pofizené digitalnim fotoaparatem Nikon D5100
nebo mobilnim telefonem Huawei P9 Lite.
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4 Vysledky

4.1 Analyza polotenkych Fezi thoraxu octomilky

Snimky polotenkych tfez celym thoraxem (Obr. 19) byly zhotoveny ve svételném
mikroskopu s pouzitim objektivu se zvétSenim 20x. Na fezech jsou dobfe rozlisitelné
jednotlivé skupiny pficné pruhované svaloviny. Je viditelny také cely pribéh
dorzoventralnich svali, které prochazi skrz thorax ve vertikdlnim sméru a upinaji se na
sternum a tergum exoskeletu. Déle jsou zde patrny pfi¢né fezy dorzolongitudindlnimi svaly.
Kromé svalt 1ze dobte pozorovat i tukové téleso. Pti tomto rozliSeni nebyly po aplikaci jedu
pozorovany zadné viditelné zmény ve struktufe svalu. Polotenké fezy tak pouze umoznily

udélat si celkovou predstavu o zakladnim uspofadani svalové tkané v thoraxu.

Obr. 19: Ukazka prifezu thoraxem D. melanogaster w8, (A) Thorax o3etieny vosi¢kovym
jedem a AKH, (B) thorax oSetieny vosi¢kovym jedem. Polotenké fezy o tloustce 500 nm barvené
toluidinovou modii ukazuji podélné Fiznuté dorzoventralni svaly (Cerné Sipky), pfi¢né Fiznuté

dorzolongitudinalni svaly (¢erné hlavy Sipek) a tukové téleso (bilé hlavy Sipek). MéFitko: 50 pum.

Pomoci objektivu se zvétsenim 100x byly pofizeny detailni zabéry podélnych fezi
dorzoventralnich svalt. Pii tomto zvétSeni (Obr. 20) lze jiz sledovat detailngjsi strukturu
svalovych vlaken, kde lze rozliSit jednotlivé myofibrily a zejména jejich Z-linie, mista
ukotveni aktinovych filament. Ty jsou na snimcich viditelné jako syté, tmaveé modré prouzky
(v Obr. 20 oznaceno Sipkami). Dokonce je mozné rozlisit i mitochondrie v okoli myofibril
(v Obr. 20 oznaceno hlavami Sipek). Pii detailnim prozkoumani snimku jsou pozorovany
rozdily mezi svalovymi vldkny jedinci oSetienych vosickovym jedem a ostatnimi

skupinami. Zatimco u jedinci oSetienych AKH a AKH spolu s vosi¢kovym jedem nebyl
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zaznamenan zadny vyrazny rozdil vici kontrole (Obr. 20A, B, D), v myofibrilach jedinct

oSetfenych pouze samotnym vosi¢kovym jedem (Obr. 20C) byly Z-linie malo zfetelné.

Obr. 20: Polotenké Fezy pri¢né pruhovanou thorakalni svalovinou D. melanogaster w1,
(A-D) Detailni zabéry na ¢ast podélného fezu dorzoventralnim svalem o tloust'ce 500 nm barvené
toluidinovou modii z kontrolnich jedinct (A), z jedinct oSetfenych AKH (B), z jedinct
osetienych vosi¢kovym jedem (C) a z jedinct osetfenych vosi¢kovym jedem a AKH (D). Sipky
ukazuji na viditelné Z-linie v pii¢né pruhované svaloving, hlavy Sipek zna¢i mitochondrie.
Mgéfitko: 10 pm.

4.2 Analyza ultratenkych Fezi thoraxu octomilky

Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu ukazuji ultrastrukturu thorakalnich
svalt pii zvétseni 12 000-15 000x (Obr. 21). U myofibril v kontrolni skupiné jsou zfetelné
rozlisitelné Z-linie oddélujici sarkomery a M-linie lezici ve stfedu myozinovych vldken
(Obr. 21A). Osetfeni vosi¢kovym jedem vyvolalo zietelné zmény v ultrastruktuie téchto

svall a viditelné zménilo strukturu myofibril (Obr. 21C). Lze zde sledovat relaxaci myofibril
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spojenou s vyraznym prodlouzenim sarkomer a zviditelnénim svétlych I-pruhti tvofenych
vyhradné¢ aktinovymi vlakny. Z-linie tvofené ukotvenim aktinovych vlaken jsou vyrazné, ale
nelezi v jedné roviné, navic M-linie nejsou detekovatelné viibec. Naopak struktura myofibril
ze svali oSetfenych vosickovym jedem spolu s AKH (Obr. 21D) se podoba situaci u kontrol:
ptitomnost hormonu evidentné zabranila vzniku ultrastrukturnich zmén. Kontrolni aplikace
samotného AKH (Obr. 21B) zadné vyrazné zmény struktury myofibril nevyvolala a jejich

celkovy vzhled se podobal kontrole.

Obr. 21: Ultratenké ¥ezy thorakalnich svali D. melanogaster w8, (A-D) Detailni snimky
ukazujici ultrastrukturu myofibril a mitochondrii lezici v jejich okoli z kontrolnich jedinci (A),
z jedinci osetfenych AKH (B), z jedinct oSetfenych vosickovym jedem (C) a z jedincd oSetfenych
vosickovym jedem a AKH (D). Tloustka fezit 70 nm. Z, Z-linie; M, M-linie; m, mitochondrie; A,
myozinovy A-pruh; |, aktinovy I-pruh. Méfitko: 2 pum.

Béhem studia svalovych ultrastruktur byly zaznamenany také vyrazné zmény ve
struktufe mitochondrii. U kontrolni skupiny (Obr. 22A) maji mitochondrie pravidelné kristy,
které¢ jsou misty vice nahlouceny, coz se projevuje jako tmavsi mista na pofizenych

snimcich. Naproti tomu jak u jedinct oSetfenych jedem (Obr. 22C), tak u jedinct oSetfenych
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AKH (Obr. 22B) lze jasn¢ pozorovat zmény mitochondrialni ultrastruktury. Zatimco
Ujedinct oSetfenych jedem jsou kristy mitochondrii v porovnéni s kontrolou velice
nahustény, u jedinct oSetienych AKH naopak dochazi k jejich vyraznému rozvolnéni a
vakuolizaci. Ani jeden tento pozménény typ mitochondrii nebyl zaznamenan u jedinct
osettenych AKH spolu s vosickovym jedem (Obr. 22D), které se strukturné¢ podobaji
mitochondriim v kontrolni skupiné (Obr. 22A).

Obr. 22: Ultrastruktura mitochondrii v podélném fezu svalovym vldknem D. melanogaster
wll8  (A-D) Detailni snimky skupiny mitochondrii (m) lezicich mezi dvéma myofibrilami
u kontrolnich jedinct (A), u jedinci oSetfenych AKH (B), U jedinct oSetfenych vosic¢kovym
jedem (C) a u jedincti osetienych vosi¢kovym jedem a AKH (D). Sipka ukazuje na vyraznou

w7

vakuolizaci, hlavy Sipek znac¢i mista s obéasnym nahlou¢enim krist. Méfitko: 2 pm.
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4.3 Srovnani délky sarkomer u testovanych skupin

Na snimcich thorakalnich svala D. melanogaster pofizenych transmisnim
elektronovym mikroskopem byla u kazdé testované skupiny proméfena délka 15 sarkomer,
tj. vzdalenost mezi dvéma sousednimi Z-liniemi. Jejich primérné hodnoty z kazdé skupiny
byly vzajemné porovnany (Obr. 23). Pramémé délky sarkomer u kontrolnich vzorku
(3,34 um), vzorka oSetienych AKH (3,28 pm) a jedem s AKH (3,35 um) dosahuji
obdobnych hodnot, zatimco sarkomery u vzorka osetienych pouze jedem jsou signifikantné
delsi (3,90 um). Vosi¢kovy jed zpusobuje prodlouzeni sarkomer o 16,77 % vzhledem

K pramérné délce sarkomer kontrolnich vzorku.

Porovnani délky sarkomer
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Obr. 23: Délka sarkomer po rizném oSeti‘eni thorakalnich svali D. melanogaster. Statisticky
vyznamné rozdily mezi hodnotami na 0,1% hladiné pritkaznosti testované jednocestnou ANOVA
a Tukeyho post-hoc testem jsou znazornény odlisSnymi pismeny nad jednotlivymi sloupci
(pramér = SD, n = 15).
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5 Diskuze

Jiz difive bylo prokézano, ze AKH dokaze zpozdit nebo zmirnit nervosvalovou
paralyzu vyvolanou jedem z vosicky H. hebetor u P. apterus (Shaik et al. 2017). Avsak
mechanismus, kterym AKH ovliviiuje prub&éh neuroparalyzy nebyl zcela objasnén. Studium
svalové ultrastruktury u D. melanogaster umoziuje detailné sledovat zmény vyvolané
aplikaci, jak vosic¢kového jedu, tak AKH a poodhalit tak mechanismy jejich puisobeni.

Po hodinové inkubaci thoraxu dospé€lé octomilky v médiu v ptitomnosti vosickového
jedu byly v ultrastruktuie myofibril pozorovany vyrazné zmény ve srovnani s kontrolnimi
jedinci. U kontrolni skupiny se usporadani aktinovych a myozinovych vlaken jevi jako ne
zcela relaxované, coz ziejmé odpovidd stavu mirného svalového tonu, ktery je
charakterizovan ¢aste¢nym zasunutim myozinovych vldken mezi vlakna aktinova a ztratou
svétlého I-pruhu aktinovych vlaken v okoli Z-linie. Naproti tomu na ultrastruktufe myofibril
po oSetieni vosickovym jedem je I-pruh zietelné viditelny, a navic u téchto vlaken dochazi
k prodlouzeni délky sarkomer 0 16,77 %. Pfitomnost I-pruhu i prodlouzeni sarkomery jsou
typické pro relaxovany sval. Je zajimavé, Ze pti aplikaci vosi¢kového jedu spolu s AKH tyto
vyrazné zmény nebyly pozorovany a ultrastruktura svalu odpovidd kontrolni situaci.
Podobné je tomu také pii aplikaci samotného AKH.

Kromé uspotfadani myofibril doslo po aplikaci vosickového jedu k vyraznym
zménam v ultrastruktufe mitochondrii. V porovnani s kontrolou zde bylo pozorovano
zna¢né nahusténi mitochondridlnich krist. Po oSetfeni vosickovym jedem spole¢né s AKH se
struktura mitochondrii pfili§ nelisi od mitochondrii v kontrolni skupiné, ¢ili doslo k podobné
situaci jako v piipadé myofibril. Je zajimavé, Ze po oSetfeni svali samotnym AKH byla
v mitochondriich pozorovana vyrazna vakuolizace a oddaleni krist od sebe, tj. opacna
tendence nez bylo pozorovano po aplikaci jedu.

Ze studii o pusobeni vosi¢koveého jedu vyplyva, Ze jed pravdépodobné vyvolava
paralyzu pfi¢né pruhované svaloviny pies blokaci exocytozy glutamatu z presynaptickych
vacku v nervosvalové plotence (Slavnova 1987, Pennacchio a Strand 2006). Pokud neni
glutamat uvoliiovan do synaptické Stérbiny, neaktivuje své postsynaptické glutamétové
receptory napovrchu svalu, a tak nedochdzi ke svalové stimulaci. Jednim z typu
glutamatovych receptorti jsou receptory sprazené s G-proteiny, které aktivuji metabolickou
drahu vedouci k uvolnéni vapniku z endoplazmatického retikula podobné jako je tomu

u receptord AKH (Géade a Auerswald 2003).
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Na zaklad€ dostupnych poznatkli o mechanismu pisobeni vosi¢kového jedu a AKH
a ziskanych vysledkti byla vytvofena nasledujici hypotéza. Piedpoklada se, Zze po podani
vosi¢kového jedu nemuze glutamat aktivovat své receptory na postsynaptické svaloveé
membrané, a tak s nejvétsi pravdépodobnosti nedojde ke zvyseni koncentrace Ca?* ionti
v sarkoplazmé. Nizkd koncentrace Ca®* iontG zabrani svalovému stahu a udrzuje sval
Vv relaxovaném stavu, jak bylo mozné pozorovat po podani vosi¢kového jedu. Jelikoz AKH
rovnéz pusobi pies receptory spirazené s G-proteiny, mohla by aktivace AKH receptort
sméfujici rovnéz ke zvyseni koncentrace Ca" iontli v sarkoplazmé prevzit funkci glutamatu.
Dalsim moznym vysvétlenim by bylo zapojeni AKH jiz v presynaptické dréze, kde by
aktivaci svych receptorti na presynaptické membrané vyvolal odstranéni blokace exocytozy
glutamatu. O moznosti zapojeni AKH receptorit do formovani presynaptickych vacku svédéi
pokusy na bunééné linii HEK-293. Tato linie exprimovala fluorescenéné zna¢eny AKH
receptor Bombyx mori, ktery byl po aktivaci AKH ligandem zaclenén do vacka potazenych
Klathrinem a po odstranéni ligandu byl opét za¢lenén do povrchové membrany (Huang
2011).

S hladinou vapniku v sarkoplazmé mohou také souviset zmény pozorované
V mitochondriich. Kromé toho, Ze jsou mitochondrie hlavnim zdrojem energie v podobé
ATP, mohou pravdépodobné slouzit také jako zasobarna vapniku (Miller 1998). Lze tedy
spekulovat, ze v pfipad€ nadbytku vapniku v sarkoplazmé, ktery je vyvolan oSetfenim svald
AKH, muze dojit k jeho zpétnému ukladani do mitochondrii, coz se projevi zvySenou
vakuolizaci. V ptipadé nedostatku vapniku, vyvolaném oSetfenim svali vosi¢kovym jedem,
je naopak zasoba vapniku z mitochondrii spotfebovana. Dal§im vysvétlenim je rozdilna
potiteba ATP v kontrahovanych a relaxovanych svalech, kdy v pribéhu relaxace nastavaji
nejveétsi naroky na produkci ATP. Vakuolizace a podobna disorganizace krist byla
pozorovana pii potlaceni exprese genu optic atrophy 1 (opal) v letovych svalech dospélce
D. melanogaster. Protein OPA1l je klicovym faktorem zodpovédnym za fazi vnitinich
membran a té€snost spojeni jednotlivych krist (Macchi 2013, Frezza et al. 2006, Meeusen
et al. 2006). Dalsi podobné zmény v mitochondriich v srde¢nim svalu mysi byly vyvolany
pasobenim diallyl trisulfidu, lipofilni organosulfurové slozky cCesneku, plsobici jako
antioxidant, na ucinky arzenu. Zatimco pusobeni samotného arzenu vedlo k rozpadnuti
mitochondrii, pfitomnost diallyl trisulfidu zptsobilo pouze zvySenou vakuolizaci (Sumedha
2015).

Prestoze AKH miiZze pfi souCasné aplikaci s jedem jeho u€inky zmirnit, nedokdze

vSak paralyzu zvratit, pokud je podan az dodatecné. Toto zjisténi by ukazovalo spiSe na to,
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Ze zmény zpisobené vyraznym ochabnutim svalstva jsou nevratné. O tom svéd¢i i fakt, ze ve
svalech oSetfenych jedem nelze identifikovat charakteristickou M-linii uprostied
meromyozinoveého H-pruhu na snimcich z TEM.

Kovéfeni u¢inki AKH na pusobeni vosickového jedu v thorakalnich svalech
D. melanogaster by bylo mozné pouzit linii octomilek s mutaci genu v AKH receptoru
(AKH-R). U této linie by se u¢inek AKH nem¢l projevit a kombinace jedu s AKH by m¢la
vyvolat stejné ucinky jako pilisobeni jedu samotného. Pouziti mutanta AKH-R by téz
vyloucilo pfipadnou moznost deaktivace jedu navdzanim AKH na jeho vazebna mista jesté
pted aplikaci na tkan. Prestoze tato prace poskytuje ¢aste¢ny vhled do ptisobeni vosi¢kového

jedu na tkan thorakalnich svald, jeho kompletni porozuméni vyzaduje jesté dalsi studie.
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6 Zavér

Tato prace provadi piehled o plsobeni vosickového jedu v soucinnosti s AKH na
thorakalni svaly u D. melanogaster. Podani jedu vyvolalo vyrazné zmény v ultrastruktuie
myofibril i mitochondrii, které byly potladeny v pifipadé podani jedu spoleéné s AKH. AKH
samotny neovliviioval uspotfadani svalového vlakna, ale v mitochondriich pusobil
vakuolizaci.

Pii studiu této problematiky jsem se zdokonalila v piipravé polotenkych
a ultratenkych ftezi pro TEM, seznamila jsem se se zaklady prace s transmisnim
elektronovym mikroskopem a naucila se zpracovat pofizenou dokumentaci v programech
Adobe Photoshop (Adobe Systems) a Imaris (Bitplane). Ziskané zkuSenosti vyuziji pii
samostatném provedeni ovétovacich experimentli, do kterych zahrnu 1 mutantni linii

D. melanogaster AKH-R.
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7 Seznam pouzitych zkratek

A A-pruh

AC adenylat cyklaza

AKH adipokineticky hormon
AKH-R receptor pro adipokineticky hormon
AKH/RPCH adipokinetic hormone/red pigment concentrating hormones
CA corpora allata

CcC corpora cardiaca

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
CoA koenzym A

CCD kamera charge-coupled device kamera
DAG diacylglycerol

Drome-AKH adipokineticky hormon u Drosophila melanogaster
dim dorzolongitudinalni svaly

dvm dorzoventralni svaly

ER endoplazmatickeé retikulum
FFA volné mastné kyseliny

G-1-P gluko6za-1-fosfat

G-6-P gluko6za-6-fosfat

GPh glykogen fosforylaza

H H-oblast

I I-pruh

IP3 inositol trifosfat

KR kontrolni roztok

M M-linie

m mitochondrie

OPAl Optic Atrophy 1

pcm pleurocoxalni svaly

PIP; fosfatidylinositol bisfosfat
PKA protein kindza A

PBS pufrovany fosfatovy roztok
PKC protein kinaza C
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PLC
Pyrap-AKH
R
scm
SD
SEM
spm
T-6-P
TAG
TEM
tpm

vim

fosfolipaza C

adipokineticky hormon u Pyrrhocoris apterus

receptor

sternocoxalni svaly

smérodatna odchylka

skenovaci elektronova mikroskopie
sternopleuralni svaly
trehal6za-6-fosfat

triacylglycerol

transmisni elektronova mikroskopie
tergopleuralni svaly
ventrolongitudinalni svaly

Z-linie
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9  Prilohy
Priloha 1 Octomilka obecna, Drosophila melanogaster

Popis modelového organismu

D. melanogaster je dvouktidly 2-3 mm drobny hmyz s proménou dokonalou.
U octomilky se vyvinul pohlavni dimorfismus, samice je viditeln¢ vétsi, jeji zadeCek je
Spicatgjsi s tmavym pruhovanim. Drosophila se stala modelovym organismem
Z nésledujicich divodu. Jeji chov a kfizeni jsou snadné, ma kratkou generacni dobu, pocetné
potomstvo a maly genom. Bylo popsano a analyzovano 13 600 gent, cely genom obsahuje
asi 116 miliont pard bazi a diky tomu bylo mozné vyslechtit n€kolik mutantnich linii, mezi
kterymi je i mutantni kmen white, pouZzity v této praci, ktery ma bilé oci.

Zivotni cyklus (Obr. P1) trva 8-10 dni, délka zaleZi na teploté, pii¢emz vysi teplota
cyklus urychluje. Stadia vyvoje jsou vajicko, larva, kukla a dospélec. Vajicko je bilé
o velikosti 0,5 mm a za den se z n¢ho vylihne 1. larvalni stadium, to se dal$i den zméni
v 2. larvalni stadium trvajici opét jeden den. Nasleduje 3. larvalni stadium, které se za 2-3
dny zakukli. Za dal$i 3—4 dny se z kukly stane dospélec. Imaga ziji 40-50 dni, pfiCemz
samicka je schopna pafeni za 12 hodin od vylihnuti a po 6—10 dnech klade az 300 vajicek

(https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-modelovy organismus&lang=cz).

Adult

Male «g & Female
4 V""N—l

\ 4
£ A W/
£ v \\ Embryo
3% -4 days 0

Pupa 1 day\
First

instar
2/ 3 days larva

1 day
Th|rd
instar larv Jday Second
instar larva

Obr. P1: Zivotni cyklus octomilky, Drosophila melanogaster.
Stadia vyvoje: vajicko, 1. instar, 2. instar, 3. instar, kukla, dospélec.

Pievzato z: https://www.researchgate.net/figure/The-whole-life-cycle-of-the-

fruit-fly-Drosophila-is-relatively-rapid-and-takes-only figl 264127592.
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Priprava potravy

polohruba kukufi¢na mouka ..............ceneee. 120 g v 1,4 | studené H20
CUKT et 759

potravinaiské kvasnice..........ccovvverveieininnnn 60 g

AQAN . tee it 15 g rozpustit ve 300 ml H20
10% NIPAGIN (methylparaben, Sigma)

V 96% etanolu .......cccovvriiiiiiieec 50 ml

Kukufiénou mouku s vodou misime 1 h v mixéru za teploty 90 °C. Poté ptidame
cukr, kvasnice a rozpustény agar a michame dalSich 45 min. Po uplynulé dobé sniZzime
teplotu na 70 °C. Po 10 min ptiddame NIPAGIN (konzervant). Dikladné¢ zamichame.
Rozlévdme do cistych vialek po cca 3 ml. Tato davka je na 256 vialek. Nechame

vychladnout do druhého dne. Utésnime bunicitou vatou.
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Priloha 2 Priprava pouzitych roztokii

Ringeruv roztok

NaCl.....occccooevveiiiinnn, 7549
(O I 0,1g
CaCl2-2 H20 ............... 0,29
MgCl2-6 H20 .............. 0,49
NaHCOs......ccccceevnvee. 0,29

Navazené chemikalie rozpustit v 1 | H20. 2 h sterilizovat v peci pfi teploté 100 °C.

Fixa¢ni médium glutaraldehyd (GA)
2,5% GA v PBS (pufrovany fosfatovy roztok — fyziologicky)

8% zasobni roztok GA............ 30 ml
0,2MPBS......cocieee 50 mi
H20 oo, 20 ml
Pryskyfice EPON

Slozeni pryskyfice o tvrdosti medium:
EPON ... 20 ml (24 g)
DDSA. ..., 16 ml (16 g)
NMA .. 8 ml (10 g)
BDMA (c 3%)............. 1,3ml (1,59)

Alkoholovy nasyceny roztok uranyl acetatu

— 2,6 g uranylu rozpustit ve 20 ml 50% etanolu

— vysledny 0,3M uranyl acetat 2 h michat

— 3x prefiltrovat pies stejny filtracni papir (v lednici)
— pouZiti aZ druhy den

— uchovani v tmavé lahvicce pii 4°C

Citrat olova

— 0,02-0,04 g citratu rozpustit ve 20 ml ptevaiené H.O

— pridat 0,2 ml 10N NaOH (40 g NaOH ve 100 ml H20)

— nechat rozpustit

— pouziti az druhy den

— uchovani v tmavé lahvicce pii 4°C

— pred pouzitim zcentrifugovat (10 000 otacek/min po dobu 10 minut)
— pokud se objevi bily zakal na dné, roztok je nepouZitelny

— pouzitelny nejvyse 3 tydny
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