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Anotace

Tato disertani prace shrnuje vliv adipokinetickych hornion(AKH) na spektrum
mobilizovanych lipidi u modelovych druln Locusta migratoriaa Pyrrhocoris apterus Jeji
vysledky gispivaji kieSeni problematiky, ptomaji réekteré druhy hmyzu vice nez jeden
AKH. Mobilizace jednotlivych diacylglycerél a mastnych kyselin z tukovéhélgsa neni
uniformni a je zde pozorovanacita specificita jednotlivych AKH. Prace studuje éakztah
AKH Kk lipidovému metabolismu ve stresové situaciveiané msobenim insekticidu.

Koaplikace AKH a insekticidu zesilujg&imek daného insekticidu.

This PhD. thesis summarizes the effect of adipdlangsrmones (AKHs) on a spectrum of
mobilized lipids in model insect species the locustusta migratoriaand the firebug
Pyrrhocoris apterusThe results revealed that mobilization of diatydgrols and fatty acids
from the fat body into the haemolymph is not umfoand suggested there is partial
specificity of individual AKHs. This could contrileito the answer of the question why some
insect species have more than one AKH. The restiltse thesis are supplemented by studies
of AKH effect on lipid metabolism in stress condiis elicited by insecticide treatments. Co-

application of AKH and insecticide enhanced the@fbf insecticide.
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1. Lipidy

Hmyz je schopen vyuZzit pro své Zivotni proce&¥ne zdroje energie jako jsou lipidy,
sacharidy nebo proteiny. Nejefektiéygim zdrojem energie jsou vSak lipidy, jejich vytilina
nekolik vyhod. Maji &tSi kaloricky obsah na jednotku hmotnostifegxidaci uvohuji 2x
vice metabolické vody nez naglykogen. Ve tkanich jsou ukladany v bezvodé tgrmaji
tedy menSi objem a timeét&i zasobni kapacitu. Zahto divodi byvaji lipidy hlavnim
zdrojem energieievazig pro hmyz, ktery prochazi relatigmllouhym obdobim bezjmu
potravy (nap. diapauza, migki lety). Hmyz travi a absorbuje lipidy poda@gako
obratlovci, existuje vSakeholik dulezitych rozdil (viz dale).

Lipidy zahrnuji velkou skupinu struktufmozdilnych slogenin. Tyto slodeniny jsou
nerozpustné ve v@gdzato jsou rozpustné v nepolarnich latkach inetdoroform a aceton).
Zahrnuji mastné kyseliny (MK), acylglyceroly, sfolgidy, fosfoglyceroly, vosky,
terpenoidy, steroly, prostaglandiny a hybridni rkalg jako lipoproteiny a glykolipidy.

Z fyziologického hlediska se lipidyetl podle své funkce na zasobni a strukturgridu
zasobni formou tuku zvitat a rostlin jsou triacylglyceroly (TG). Sklada§i 3 kostry
glycerolu, ke které je esterovou vazbdippjena jedna nebo vice MK. U hmyzu slouzi TG
jako dominantni rezerva metabolické energie, ktakae byt mobilizovana a vyuZzita podle
potreby. Hlavnim zdrojem TG je tukovéléso.

Hlavnim transportnim lipidem v hemoly&iimyzu jsou diacylglyceroly (DG). Pro
své hydrofobni vlastnosti musi byt v hemolgmgvazany na nasilipoprotein (Chino a
Downer 1982). ¥tSina DG je v hemolyméfpiitomna jako sn-1,2-izomery (Van der Horst
1982 b). DalSi 2 izomery sn-1,3 a sn-2,3 jstitojmné pouze v malém mnozstvi (Tietz a kol
1975, Arrese a Wells 1997). Z energetického hledjsku nejdlezitéjSi sokasti DG MK,
protoZe ¥tSina potencialavyuzitelné energie je obsazena grajejich molekule. U hmyzu
bylo identifikovano gkolik desitek MK, avSak majoritni zastoupeni maz®8 z nich. Jsou
to nasycené MK — myristova (C 14:0), palmitova Q)& stearova (18:0), mononenasycené
MK — palmitolejova (16:1), olejova (18:1) a polyraeycené MK — linolova (18:2) a linoleova
(18:3). Nasycené a mononenasycené MK jsou u hmyietizovany z acetyl-CoA jako u
ostatnich organistn Hmyz vSak neni schopen syntetizovat polynenasybéi, a proto je
musi jimat v potra¥. Nedostatekéchto MK maze pisobit zhorSenyiist, vyvoj a snizenou
kapacitu reprodukce. Arachidonova kyselina, kteréyizadovana pro normalnist a vyvoj,
je také prekurzorem pro tvorbu prostaglaiidibowner 1978).

Mezi strukturni lipidy séadi fosfolipidy, steroly a komplex lipidickych l&tekteré

jsou souasti kutikuly. Fosfolipidy jsou zakladaéasti biologickych membran a nachazi se
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tedy ve vSech hikach. Res 70% vSechethto latek zahrnuji fosfatidylcholiny a
fosfatidyletanolaminy. Steroly plni u hmyzgkolik funkci. Jsou esencialni slozkou
subcelularni membrany; jsou prekurzorem pro svighammony ekdysteroidy; jsou
podstatnowasti povrchu kutikuly; a jsou séaésti lipoproteinové molekuly. Hmyz neni
schopen tyto latky syntetizovat, a proto musi $ygutijimat v potra¥ (Downer 1978).
Kutikularni lipidy jsou sekretovany hmyzem jako kénvrstva na vSi strar kutikuly a

slouzi jako ochranu proti vyschnuti,fedi a pronikani mikroorganigm

2. Metabolismus hmyzich lipidi

2.1. Stirevo a traveni lipidit u hmyzu
Hmyzi travici trubice je roztlena do i ¢asti: stomodeum {pdni stevo), mesenteron

(stredni stevo) a proctodeum (zadnievto) (viz Obr. 1). Hlavni Ulohouigtva je travit Ziviny
prijaté z potravy, absorbovat je &pravit jejich produkty na transport hemolymfou.tdy
procesy probihajifevazr ve stednim stewé. Stejre je tomu i u traveni lipidl - buiky streva
produkuji enzymy (lipazy), které hydrolyzuji estesa vazbu glyceritél (Jensen 1971) a jsou
specifické pro dlouh&ttzce MK (Gilbert1967). Vysledkem této hydrolyzy jsou
monoacylglyceroly (MG) a volné MK. Lipazy uvalji MK z 1- a 3- pozice a preferuji
nenasycené MK (Bollade a kol. 1970, Weintraub &zT1®73, Hoffman a Downer 1979). U
nekterych druli hmyzu, zvlast u Lepidopter, které maji vysoké pH v lumeniegs, vede
hydrolyza TG az k produkci volného glycerolu a M&pplebaum 1985, Beenakkers a kol.
1985, Downer 1985, Turuner 1985, Turunen a Craili€86, Arrese a kol 2001). Tato
kompletni hydrolyza zahrnuje migraci MK z pozic®% na 1-MG a byla pozorovana u
Manduca sext@Tsuchida a Wells 1988, Law a kol. 1992, Soulag®gells 1994).

stomodeum mesenteron proctodeum

Obr. 1: Schématicka stavba hmyzihiega



Hmyz netvdi zlue, ale vyvinuly se u & jiné strategie k emulgaci lipid Nag. u
cvréka Gryllus bimaculatuse tvdi komplexy acylh MK a aminokyselin k usnadni
rozpuséni lipida (Collatz a Mommsen 1974) ¢BsekPieris brassicaease vyuziva
k usnadgni emulgace polarni lipidy z potravy (Turunen at&easl979). MK niizou
prochazet skrz plasmatickou membranu diflzi, ustramlndifiizi nebo pinocytdzou.
Absorbované acyly MK a neuplné acylglyceroly jsoenterocytechigmenény na DG, TG a
fosfolipidy. Syntéza TG nebo DGirke zahrnovat acylaci 2-MG (monoacylglycerolova @est
anebo de novo acylaci glycerol-3-fosfaiglycerolfosfatova cesta) (McFarlane 1976,
Downer 1985, Turuner a Cranlheim 1996, Canavosals\VZ000). Volné MK pouzivaji
k premené na DGa-glycerolfosfatovou cestu (Canavoso a Wells 20D@.mohou byt rychle
pieménény na TG, které slouZi jako zasobarna MK, aneboaudiyt gimo uvolreny do
hemolymfy. Tento mechanismus dovoluje maximalnbdghs MK z lumen deva a zarove
udrzuje nizkou intracelularni koncentraci jak MK @G, které mohou byt ve vysokych

koncentracich pro organismus toxické (Canavoso ks\2e00).

2.2. Hemolymfa a transport hmyzich lipidii
Lipidy absorbované zeisiva se na misto ¢gni transportuji hemolymfou. Lipidicky

pirenasenou hemolymfou jsou produkty lipolyzy Zzewh nebo tukovéheglesa. Do
hemolymfy tyto produkty vstupuji jako DG. DG jsady hlavni transportni formou lipid
v hmyzim tle (Rimoldy a kol. 1985, Tsuchida a Wells 1988, &#gind a Komnick 1992,
Weer a kol. 1993, Canavoso a Wells 2000). Glycétely Zistane po hydrolyze TG, je
rychle vychytavan z lumenuisvva a prochazi nezmen do hemolymfy (Weintraua a Tietz
1973).

Jako hlavni penasée hydrofobnichktastic v hemolymf slouzi lipoproteiny lipoforiny
(Chino 1985, Tsuchida a Wells 1988). Lipoforinyygmjmenovany podle své hustoty:
lipoforin o nizké husta@t(LDLp), lipoforin o vysoké hustét(HDLp), a lipoforin o velmi
vysoké hustat (VHDLp) (Beenakkers 1985). Jsou to kulowtstice, jejichZ povrch je tven
fosfolipidy a proteiny (viz Obr. 2). Kazda HDLlgastice obsahuje 2 apolipoproteiny:
apolipoforin-1 (apoLp-1) a apolipoforin-ll (apoL@)l Tieti vymenny apolipoprotein,
apolipoforin-1ll (apoLp-Ill), se nachazi vairv hemolymé nebo je spojen s LDLgimz
zvySuje jeho fepravni kapacitu. Jadro lipoforinu je u hmyzuierm neutralnimi lipidy,
pievazrg DG a jinymi acylglyceroly a menSim mnoZstvim skérglycidi nebo karotenoiil
(Soulages a Wells 1994).



1.08 g/ml 1.03 g/ml
52 % lipid 63 % lipid

Obr. 2: Srovnani dvou typhmyzich lipoprotein
Vysvétlivky k obrazku: HDLp - lipoforin o vysoké hustgtLDLp - lipoforin o nizké hustét apoLp-I -

apolipoforin-I, apoLp-II - apolipoforin-Il, apoLf - apolipoforin-Il|

ApoLp-l a apoLp-Il jsou syntetizovany v tukovéteise jako jediny proteinovy
prekurzor (Weer a kol. 1992, Van Heusden a kol81%&n der Horst a kol. 1999), ktery je
kédovan samostatnou 10-kb mRNA. cDNA sekvence migagforinu odhalila, Ze apolLp-I
se nachazi na N-konci molekuly a apoLp-II na jeffrlRonci. Na proapoliporoteinu se mezi
apoLp-l a apoLp-Il nachazi jedno spfié Sépici misto (Kutty a kol. 1996, Sundermeyer a
kol. 1996). Proteolyticke &beni proapolipoforinu v tomto méstedy zaji$uje pon&r obou
apolipoproteii ve vSech lipoforinech 1:1. Proces, kterym se gpglioteiny a transportované
lipidy bali dohromady a tud lipoproteinovowastici, se nazyva lipidace. Lipidace probiha
nasleds po translaci prekurzoru. Lipidy a apolipoprotejsgu u sebe drZzeny hydrofobnimi
interakcemi. Rychlost biosyntézy lipoforinu u laivly sextaje nezavisla na mnozstvi ligid
v potraw. Je tu ale Pmy vztah mezi obsahem ligid/ lipoproteinu a mnozstvim lipid
prijatych v potra¥ (Fernando-Warnakulasuriya a kol. 1988).

Hlavni funkci lipoforinu je penaSet lipidy z mista absorpcaésb) nebo uskladmi
(tukové tleso) do mista spieby (Chino 1985, Kanost a kol. 1990, Van der Hb&€0,
Soulages a Wells 1994, Arrese a kol. 2001)azhych druli hmyzu miZze stejna
lipoproteinov&astice penédSet rozmanité skupiny ligich dalSich hydrofobnich slozek.
Charakteristickym znakem lipoforinoveho transpartomyzu je tkéova specificita fi
dorweni. Stejny typ lipoforinové molekulyiie tedy selektivdorwiit DG do tukového
télesa, u larvyM. sextakarotenoidy a hydrokarbony do kutikuly, zatimcBambyx mori

karotenoidy dopravi do snovaci Zlazy (Arrese a R001).



Ve srovnani s obratlovci se hmyzi transportni sgdipida liSi v nékolika dalezitych
bodech (1) je €&inngjSi, protoZze lipidy jsou dokieny do cilové tkanbez vstupu lipoforinu do
bunky a bez jeho destrukce (Chino 1985, Ryan a k@61$oulages a Wells 1994, Tsuchida
a Wells 1988, Aresse a kol. 2001), (2) hlavni etga@nou formou lipid u hmyzu je DG.

Tim se hmyzi transportni systém liSi od obratibe, kde jsou lipidy transportovany ve fafrm
volnych MK vazanych na albumin. (3) Uvehi DG do hemolymfy nezahrnuje tvorbu nové
lipoproteinové&tastice, ale DG se rovnou navaze na existujici dipofv hemolymé (Chino
1985, Prasad a kol. 1986, Shapiro a kol. 1988, Rg&9, Soulages a Wells 1994).

Presun DG ze tkan(strevo, tukové dleso) na lipoforinovouastici je komplikovany
proces, kterého s&astni 2 faktory. Jednim je lipoforinovy receptairahym je lipid
piendsejictéstice (lipid transfer particle - LTP). Lipoforimpreceptor interaguje s tkéni
skrz specifické vazebné misto a tento proces péofidhpovrchu hiky (Tsuchida a Wells
1988, Arrese a kol. 2001). LTP je lipoprotein omeVvysoké hustat (VHDLp) izolovany
z hemolymfy gkolika druhi hmyzu (Ryan a kol. 1986, Ryan 1990, Blacklock gRE94,
Ryan a Van der Horst 2000).M. sextgje LTP syntetizovana v tukovérfiése a sekretovana
do hemolymfy (Van Heusden a kol. 1996). LTP katajgzymenu a gesun DG: (1)

z tukového dlesa na HDLp (Van Heusden a Law 1989), (2) gevstna HDLp (Arese a kol.
2001), a (3) z HDLp nebo LDLp na vitelogenin, s&inspecificky lipoprotein transportovany
hemolymfou do ovarii (Tsuchida a kol. 1997). LTR&aisnaduje prenos dalSich lipidl

(nap. fosfolipidy) z HDLp na LDLp (Tsuchida a kol. 1998akeuchi a Chino 1993).

2.3. Tukové téleso a intermedidlni metabolismus hmyzich lipidii
VétSina zasobnich lipidhmyzu se nachazi v tukovésieise. Tukovédeso je organ

anatomicky a funéné podobny obratlo¥im jatim a tukoveé tkani. Je relatigveliké a je
rozmis€no skrz celé hmyzglo. Ma rozvolrénou strukturu a tvid tenké laloky, jeZ jsou
omyvany hemolymfou (viz Obr. 3). Je to misto syptpmwteimi hemolymfy, zasobniho
glykogenu a tuk a centrum mnoha metabolickych reakci (Beenakk&ms.d985, Candy
1985, Arrese 2010). Vice nez 90% lipiskladovanych v tukovénglese jsou TG
(Beenakkers a kol. 1985, Downer 1985, Arrese a3\€B7, Canavoso a kol. 1998), které
pochazi z lipidovych slozek potravy. MenSi mnoi3$@ mize pochazet z glycidovych
zdroja (Beenakkers a kol. 1985, Downer 1985).



Obr. 3: Buky tukového &lesa

Béhem transportu lipiil se lipoforin vdZe na receptor tukovéblilesa (Ryan a van der
Horst 2000, Arrese a kol. 2001). V tukoveéttese uM. sextabyl charakterizovan HDLp-
vazajici protein. K vazbHDLp tento protein paebuje pitomnost C&" (Tsuchida a Wells
1988). Na druhé strarHDLP vazajici protein identifikovanyluocusta migratoriama Sirsi
specificitu a nepdebuje C&" (Tsuchida a Wells 1990). Role LTP ¥epunu lipid:

z lipoforinu do tkas je nejasna.

Jak uz bylo uvedeno, lipidy jsou mobilizovanyigac potreby z tukovéhoétesa ve
formé DG. Tato mobilizace je indukovana adipokinetickymormony (AKH, viz dale), které
spusti kask&du reakci vedouci k&péni TG na DG a jejich uvaini do hemolymfy (viz Obr.
4) (Beenakkers a kol 1985). Po uwindo hemolymfy jsou DG lipoforiny transportovany d
cilovych tkani. Tento proces je stejny jako tramspds ze steva. Export DG z tukového
télesa nezahrnuje syntézu noveé lipoforingastice, misto toho se DG &@mavaze na volny
HDLp v hemolymé (Soulages a Wells 1994, Chino 1997, Haunerlan@ 199 P ¢astice
katalyzuje pesun DG z tukovéhelesa na HDLp (Van Heusden a Law 1989). Po v&>6
na HDLp se vysledna velikost cealéstice podstatnz\eétSi. Kapacita HDLp fijimat DG je
limitovana. Povrclastice se stava nestabilni ve chvili, kdy se lipé@adro vystavi
hemolymg&. ApoLp-Ill ma vysokou afinitu pro toto fazové razani mezi lipidy a vodou.
Vaze se na 2¥Sujici setastici, stabilizuje jeji povrch a umozni vychytaivéalSiho DG
(Soulage a Wells 1994, Soulages a kol. 1995, Seslagol. 1996). Finalnim produktem je
LDLp céstice, ktera ma dvakrattgi hmotnost nez HDLp. Za tento gt je zodpowdny

nejen pepravovany DG, ale i apoLp-Ill, protoZze pé&mobou molekul je fiblizné stejny.



HDLp LDLp
apoLp-| _lmapom;pom-“
cardiacum apolp G?DOLD-HI apoLp-lll
‘, (i FFA
) apoLp-lll - § \
\‘ Energy
TAG —> DAG
+
transduction +
Gl Trehal Trehalose —
ycogen =—=> Trehalose Flight
Fat body muscle

Obr. 4: Schéma transdukce signalu AKH v tukoveélese (Van der Horst a kol. 2009)
Vysweétlivky k obrazku: HDLp - lipoforin o vysoké hustgtLDLp - lipoforin o nizké hustét apoLp-I -
apolipoforin-I, apoLp-II - apolipoforin-Il, apoLf4 - apolipoforin-Ill, TAG-triacylglycerol, DAG-
diacylglycerol, FFA - volné mastné kyseliny, AKHdipokineticky hormon, R- AKH receptor, G-G protein

2.4. Hmyzi svaly a spalovani tukii

Hmyzi létaci svaly jsou jedny z metabolicky nejak&|Sich tkani v ZiveisSnérisi.
Tyto svaly nejsou schopny skladov&tsi mnoZzstvi lipid, proto musi byt efektivh
zasobovany DG vySe popsanym transportnim systéi@eatow specificka lipoforin lipaza
hydrolyzuje DG a uvdiuje volné MK a glycerol, které jsou vyuZzity létacavalem. Tato
membranow vazana lipaza preferuje LDLp oproti HDLp (Van Hees a kol. 1986). Po
odsSepeni DG se oddi také apoLp-Ill a probiha regenerace HDLp z vbolmé&éDLp. HDLp a
apoLp-Ill mohou byt znovu vyuZity k tvo#d_DLp v tukovém &lese.

Energie obsaZzen& v molekule MK jerloe @istupnd p postupném odbouravani
dvouuhlikaté jednotky B-oxidaci, jejimz produktem je acetylkoenzym A (AdeCoA).
Acetyl-CoA podstupuje kondenzaci s oxalacetatenod titrat, ktery je naslednoxidovan
na CQ a HO v Krebso¥ cyklu i soul&Zzné produkci ATP &hem oxidativni fosforylace v
mitochondriich.

3. Regulace metabolismu lipidi u hmyzu: adipokinetické
hormony a jejich uloha
Metabolismus lipid je u hmyzu tak jako mnoho dalSich biochemickyatcps fizen

hormonal®. Zakladni roli zde hraji adipokinetické hormonydipokinetické hormony resp.
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AKH/RPCH (adipokinetic hormone/red pigment-concatitrg hormone) rodina jsou nejlépe
prostudovanou skupinou hmyzich neuropeaptigjich hlavni funkci je mobilizacéznych
energetickych zdrdj(lipidy, glycidy a prolin). Mezi nejtive identifikované zastupce pat
chromatoforotropin RPCH popsany u kary{§erlund a Josefsson 1972) a Locmi-AKH-I
izolovany ze sara® sthovavélL. migratoria (Stone a kol. 1976). Dosud bylo identifikovano
a charakterizovano vice nez S2mych druli AKH u zastupaé vSech hlavnich hmyziatadi
(Gade 2009) a 2 zastupci u kaiy®larco a Gade 2010). Bet AKH u jednoho druhu hmyzu
kolisa od jednoho u&sSiny druhi az po fi u L. migratoria(Oudejans a kol. 1991) &kolik
dalSich drub.

VSechny hormony z AKH/RPCH rodiny se skladaji z8.8 aminokyselin s jedinou
vyjimkou, AKH z motylaVanessa cardubbsahuje 11 aminokysel{iKollisch a kol. 2000).
Jsou to tedy okta- , nona- nebo dekapeptidy, ktex@ N-konec molekuly blokovany
kyselinou pyroglutamovou a C-konec amidovany (GE2@0). AKH jsou syntetizovany,
skladovany a uvdébvany z neurosekretorickych hitkncorpora cardiaca (CC). CC je
neuroendokrinni Zl4za spojena s mozkem a sloudinakirohemalni organ mozkovych
neurohormof a syntetizuje také hormony vlastni. Malé mnoza&H bylo také nalezeno
v bunkach mozku (Moshitzky a kol. 1987a, b, Bray a REI93, Kodrik a kol. 2003)

U Schistocerca gregarij&kde byly popsany 2 AKH (Schgr-AKH-I, -II), bylgi&téno, Ze

kazdy z hormoth ma specifickou m-RNA, ktera je translatovana dekprzoru pre-pro-AKH

o sloZeni: signalni peptid #iplusnd AKH sekvence + sekvence pro dalSi peptiezaamou
funkci (O"Shea a Rayne 1992ji #ansportu hemolymfou neni AKH vazan na zadnyihos
(Oudejans 1996). Po sgimi své funkce je AKH gpen peptidazami/proteazami (Isaac 1978).
AKH jsou pojmenovany podle své prvgjistené funkce - mobilizace lipidz tukovéhodlesa

u L. migratoria(Mayer a Candy 1969), kde zajigi vyuziti energetickych zdrajv |étacich
svalech bhem dlouhodobych migéaich leti (Goldsworthy 1990, Ayali a kol. 1996). AKH
jsou vSak pleiotropni hormony, protoze zasahugi ddlSich energeticky namwych proces

jako je svlékani, reprodukceist, hlado¥ni a diapauza (Gade 1990). Z biochemickych funkci
Ize jmenovat inhibici syntézy lipid(Gokuldas a kol. 1988), bilkovin (Carlisle a Lot

1979, Moshitzky a Applebaum 1990) a RNA (Kodrik aldadworthy 1995), aktivaci
adenylatcyklazy a lipazy (Spencer a Candy 197§kaglenfosforylazy (Van Marrewijk a kol.
1980), akumulaci cAMP (Goldsworthy 1983). AKH hrali i v procesu penosu lipidh
zvySenim kapacity jejichipnaseu — lipoproteiri (Gade 1997, Van der Horst a kol. 1999).
Tyto hormony také jsobi na fyziologické urovni. Stimuluji srttd frekvenci (Scarborough a

kol. 1984) a pohybovou aktivitu (Socha a kol. 19@@tlaiuji vitelogenezi inaktivaci



transkrigniho faktoru, ktery se podili na regulaci JH-dearidich gef (Glinka 1996, Zhou
2002). Jejich dalSidinek je spojen s aktivaci imunitni odpgal (Goldsworthy a kol. 2003).
Pisobeni AKH je tedy mnohem SirSi nez naaija jejich ndzev - jsou to typické stresovée
hormony — stimuluji reakce vedouci k produkci ereegginhibuji anabolické pochody, které
jsou v dané situaci mémulezité (Kodrik 2008). V fipadt potreby mobilizuji dalSi stresove
reakce, které doplji hlavni metabolickou odpéd’, a komplexs tak zaji§uji eliminaci

nebo alespozmirreni dopadu stresu na organismus.

Mobilizace energetickych rezerv z tukovekilesa je patbna na zajighi prakticky
vSech fyziologickych &u v téle, dominatni roli vSak hraje lokomoce, proto ntéblasti
pochazi nejvice udajo funkci AKH. Primarnim stimulem pro uvalni AKH z CC je uL.
migratorialet. Cilem adipokinetického signalu pro mobiliza& z tukovéhodesa je enzym
TG lipaza (Ogoyi a kl. 1998, Arrese a kol. 1999pdes aktivace je zprdastlkovan
prostednictvim specifickych recepiinrAKH receptory byly charakterizovany ékolika
druhi hmyzu (Park a kol. 2002, Staubli a kol. 2002, Kaamn a Brown 2006, Hansen a kol.
2006). Tyto receptory jsou spojeny s G proteingsoa strukturg pribuzné obratlo¥imu
receptoru gonadotropin releasing hormonu. Mechamggiisobeni AKH byl studovan u
nékolika druhi hmyzu (Gade a Aueswald 2003) a je podegbopsan pro aktivaci zakladnich
metabolickych substrét- lipidd, glycida a prolinu. Po uvokni AKH z CC do hemolymfy se
AKH peptidy vazou na receptor tukovélitesa a tim zrmi konformaci G proteinu, ktery
aktivuje adenylat cyklazu (adenylatcyklazova cesejo fosfolipazu C (fosfolipdzova cesta)
(Gade a Auerswald 2003). Druhy hmyzu preferujicbitiwaci lipida vyuZivaji frevazre
adenylatcyklazovou cestu s naslednymistam intracelularniho cAMP (Arrese a kol. 1999).
CcAMP stimuluje lipdzovou aktivitu aktivaci proteiniézové kaskady (Arrese a kol. 1999).
Cely proces je podmén nafistem hladiny intracelularniho &€gviz Obr. 5).

Ulohou AKH v mobilizaci fiznych lipidovych zdraj se zabyvaji publikace uvedené

v kapitolach 5. a 6 této dizetts prace.
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Obr. 5: Mechanismusigobeni AKH vedouci k mobilizaci lipid- adenylatcyklazova cesta

(Gade a Auerswald 2003)

Vysweétlivky k obrazku: TAG-triacylglycerol, DAG-diacylgterol, FFA - volné mastné kyseliny, AKH -
adipokineticky hormon, R- AKH receptor, G-G proteiftR — endoplasmatické retikulum, AC- adenylatcyéla
cAMP-cyklicky adenosinmonofosfat, PKA-proteinkina&a

4. Uloha AKH ve specifické stresové situaci - u¢inek
insekticidu

AKH se (tastnitizeni fiznych stresovych reakci, nedavno bylo st (viz nize), ze
tomu je i v gipact oSeteni hmyzu insekticidem. Takové o&sti [fedstavuje stresovou
situaci v cilovém organismu, ktera vyZzaduje mobiizenergetickych zasob ke znini
dopadu na fyziologické a dalSi funkce. hrtitru AKH po aplikaci insekticidu byl
zaznamenan wkolika druhi hmyzu (Samaranayaka 1974, Candy 2002, Kodrik h&oc
2005), coz nazraje zapojeni AKH do obrannych mechanisrdvolnéni AKH
z izolovanych CC po aplikaci insekticidu bylo popsaiL. migratoria (Singh a Orchand
1982). US. gregariabyl nafist AKH v hemolymé zpisoben aplikaci deltamethrinu (Candy
2002). Hladina AKH (Peram-CAH-I a CAH-II) v CC arhelymfé vzroste u dosfici
Leptinotarsa decemlineatamenych geneticky modifikovanymi bramborami pridpicimi
toxin Bacillus thuringiensisiebo lektinGalanthus nivalisa podobny ndist byl zaznamenén i
po aplikaci paraquatu (herbicid, derivat 4,4-bidyhu), ktery se BZn¢ pouziva k navozeni
podminek oxidé&niho stresu v pokusném organismu (Kodrik a kol.720Po aplikaci
paraquatu, kterygsobil 4 hodiny, vzista hladina AKH WP. apteruspouze v hemolyngt
V CNS byly zaznamenany nespecifickéény (Vetera a kol 2007). Po aplikaci permethrinu
(synteticky pyretroid) vZrsta hladina AKH v hemolyngfi pii nizkych davkach (Kodrik a
Socha 2005),#pvysSich vzroste titr AKH i CNS (Kodrik a kol. 200 AKH ma schopnost
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pronikat kutikulou a ize tedy ovlivnit metabolické funkceifopikalni aplikaci (Kodrik a
kol 2002a, Kodrik a kol. 2002b, Lorenz a kol. 2Q0Rgto vlastnost héini potencionalnim
kandidatem vyuzitelnym na agens kontrole populaci hmyzich 8kca.

Ulohou AKH ve vztahu k insektician a k energetickému metabolismu se zabyva

publikace v kapitole 7 této dizetts prace.
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6. Locust adipokinetic hormones mobilize diacylglycerol
selectively

Toméala A., Barti |, Simek P., Kodrik D. (2010) Locust adipokinetic hormones mobilize

diacylglycerols selectivelyfComp. Biochem. Phys. 56: 26-37.
Abstract

The diacylglycerols (DG) molecular species andr ttadty acid (FA) composition were
investigated by electrospray mass spectrometry-fES| and by gas chromatography with
flame ionisation detection (GC-FID) in haemolymgh_ocusta migratoriaafter application
of adipokinetic hormones Locmi-AKH-I, -1l and -1IThe analyses showed (1) a
heterogeneous distribution of individual DGs ininaé/mph after the hormone application.
The results revealed that mobilization of the D&molecular species-specific with the
highest proportion of 34:1 DG (16:0/18:1 - mw 59b4) for all Locmi-AKHs bearing
palmitic acid (C16:0) and oleic acid (C18:1) regduand forming about 20% of the total
mobilized DG content. (2) Analysis of fat body tyéglycerols revealed that all Locmi-AKHs
mobilize the DGs selectively with the preferencehafse possessing the C18 and C16 FAs.
The fat body FAs with carbon chain longer than IBrabt participate in the mobilization. (3)
A distribution of FAs in the DG structures obtaingadLC/ESI-MS, and FA analysis by GC-
FID after transmethylation indicated a certain éegof Locmi-AKH selectivity toward the
mobilized DGs and hence the FAs. The Locmi-AKHgrsficantly prefers mobilization of
DGs containing unsaturated FAs, while Locmi-AKHaHd -11I prefer mobilization of

saturated FAs.
Abstrakt

Pomoci HPLC- ESI-MS (liquid chromatography - elesprray ionization mass
spectrometry) a GC-FID (gas chromatography witm#gonisation detection) byl zkouman
vliv tti adipokinetickych horman(Locmi-AKH-I, -1l a -1ll) na distribuci fiznych tid
diacylglycerot (DG) a jejich mastnych kyselin (MK) v hemolyénifocusta migratoria.
Vysledky odhalily,Ze mobilizace DG je druhospecificka. Nejvice zastoupeny DG po
aplikaci vSech AKH byl 34:1 (m.w. 595.0 Da). Jeian palmitovou (16:0) a olejovou (18:1)
kyselinou a jeho &ast na celkové mobiliza¢ini 20%. Analyza tukovehalesa odhalila, Ze
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Locmi-AKH mobilizuji DG selektivié a ugednosiiuji DG, které obsahuji MK C16 a C18.
MK z tukového tlesa, které majiettzec delSi nez 18 uhlik se nediastni mobilizace.
Distribuce MK v DG struktie ziskané HPLC-ESI-MS a analyza MK pomoci GC-FID po
piedchozi trasmetylaci nazhge jisty stupé selectivity Locmi-AKH. Locmi-AKH-I
prednost® mobilizuje DG obsahujici nenasycené MK, zatimcorhbAKH-11 a —lll

pieferené mobilizuji nasycené MK.
Oba dva autio (Tom¢ala A. a Bari 1.) se na praci podileli rovnaime 40%.

Prace je publikovana.
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7. Analysis of lipids mobilized by adipokinetic hormones in
the firebug Pyrrhocoris apterus (L.)

Barta |., Toméala A., Socha R., Simek P., Kodrik D(2010) Analysis of lipids mobilized
by adipokinetic hormones in the firebBgrrhocoris apterugHeteroptera: Pyrrhocoridae)

Eur. J. Entomol107: (in press).
Abstract

An effect of two adipokinetic hormones (Pyrap-AlHd Peram-CAH-II) on distribution
of diacylglycerol (DG) molecular species and thatty acid (FA) constituents were
investigated by liquid chromatography (HPLC) - #despray ionization mass spectrometry
(ESI-MS) in haemolymph of the firebuRyrrhocoris apterusThe results show that DGs with
characteristic FAs are preferentially mobilizednfréat body (FB) by the action of both
AKHSs produced byP. apterusBoth the macropterous and brachypterous morphs skoy
close DG and FA profiles. A separate action ofRgeap-AKH and the Peram-CAH-II,
however, exerts distinct differences in FA disttibn at the macropterous morph. It seems
that partially C16 and mainly unsaturated C18 Flay p dominant role in the AKH action
with an exclusive position of linoleic acid (18&hich represents 50 - 60% of the total DG
mobilization. The metabolically active C16 and & are preferentially absorbed from the
linden seeds and accumulated in the FB. The ralships between the AKH action and FA
distribution in DGs irP. apterusand in other insect species are summarized acdsBed in
detail.

Abstrakt

Pomoci HPLC- ESI-MS (liquid chromatography - elespray ionization mass
spectrometry) byl zkouman vliv dvou adipokinetickytwormori (Pyrap-AKH a Peram-CAH-
II) na distribuci fiznych tid diacylglyceroh (DG) a jejich mastnych kyselin (MK)

v hemolym& Pyrrhocoris apterusVysledky odhalily, Ze po aplikaci obou AKH
produkovanychP. apterugsou Fednosti mobilizovany z tukovéhaitesa DG

s charakteristickymi MK. Ghdwe morfy (makropterni a brachyptrerni) maji velmi pbdée
DG a MK profily. Samostatny vliv Pyrap-AKH a Peradd#H-II se projevuje getelnymi
rozdily v distribuci MK pouze u makropterni forn&da se, Ze C16 a nenasycené C18 MK
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hraji dominatni roli v isobeni AKH, kdy hlavni postaveni ma kyselina lindl@§18:2), ktera
reprezentuje 50-60% z celkbwmobilizovanych DG. Metabolicky aktivni C16 a C18&Nkou
piednosti absorbovany z lipovych seminek a akumulovany vvekn tlese. Vliv AKH na
distribuci MK v DG uP. apterusa dalSich drulnhmyzu je shrnuto a detaimiskutovano.

Bérti |. se na praci podilela 60%.

U prace probihaji korekturyred vytiSEnim.
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8. Adipokinetic hormone (Pyrap-AKH) enhances the effect of
a pyrethroid insecticide against the firebug Pyrrhocoris
apterus.

Kodrik D., Bart ., Socha R (2010) Adipokinetic hormone (Pyrap-AKH) enhanties
effect of a pyrethroid insecticide against thelfugPyrrhocoris apterusPest Manag. Sci.
66. 425-431

Abstract

BACKGROUND: Adipokinetic hormones (AKHSs) are insewuropetides controlling stress
situations including those elicited by insecticideatment. The effect of Pyrap-AKH on the
mortality of the firebudPyrrhocoris apterudreated by the insecticide permethrin (Ambush 25
EC) was studied.

RESULTS: Co-injection of 50 ng permethrin with 8@ Pyrap-AKH induced a significant
2.3 fold increase in the bug mortality compareth®insecticide alone. The results were
confirmed also by topical co-application of botteaty (400 ng and 80 pmol, respectively).
Injections of 50 and 100 ng permethrin elicitechdigant increase of the AKH level in CNS
and the haemolymph. The results indicate an invoerg of AKH in stress response to
permethrin. The enhanced effect of insecticide ByH{Areatments probably results from the
stimulatory role on bug metabolism: the carbon @iexproduction was increased 3.5 and 2.5
times, 1 and 3 hours after the permethrin treatmrespectively, and 4.3 and 3.4 times after

the permethrin plus AKH co-treatment, comparedaatiol.

CONCLUSION: The elevation of metabolism could irggynthe permethrin action by its
faster penetration into tissues and by stimuladibbiochemically active cells, and could be a

reason for enhanced action of permethrin afterattreatment with Pyrap-AKH.
Abstrakt

Adipokinetické hormony jsou hmyzi neuropeptidy kohdjici stresové situace, které
mohou byt vyvolany i isobenim insekticidu. Byl studovan vliv Pyrap-AKH martalitu

Pyrrhocoris apterugpo oSeteni insekticidem permethrinem (Ambush 25 EC).
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Ko-injekce 50 ng permethrinu a 80pmol Pyrap-AKHigpbi 2,3x ¥tSi natst mortality
nez samotny insekticid yto vysledky byly potvrzeny i topikélni aplikacbou latek (400 ng
a 800pmol). Injekce 50 a 100 ng permethrinu vyvaést hladiny AKH v CNS a v
hemolymg. Vysledky naznéuji zahrnuti AKH ve stresové reakcitgmbené permethrinem.
Zvyseni @inku insekticidu po AKH nmze vyplyvat ze stimulace hmyziho metabolism:
produkce CQbyla 3,5x a 2,5x zvySena po 1 a 3 hodinaikopeni permethrinu; a 4,3x a
3,4x zvySena pousobeni permethrinu a AHK (vs. kontrola).

Zrychleny metabolismu fize zesilit dinek permethrinu rychlejSim pronikanim latky do
tkarg a stimulaci biochemicky aktivnich btk a miZze byt divodem pro zvySenydinek
permethrinu a jeho koaplikaci s Pyrap-AKH.

Bérti |. se na praci podilela 30%.

Prace je publikovana.

25



9, Shrnuti

Tato dizertani prace shrnuje vliv AKH na spektrum mobilizovahyipidta u modelovych
druhi L. migratoriaa uP.apterus Jeji vysledky fispivaji kieSeni problematiky, péamaji
nekteré druhy hmyzu vice nez jeden AKH. Prace stuthké vztah AKH k lipidovému
energetickému metabolismu ve stresové situaci andliisobenim insekticidu a nazhage,
Ze AKH by v budoucnu mohly zasahnout do problenyatintroly hmyzich populaci.

* U L. migratoriamobilizace DG a/nebo MK z tukovéhsidsa po aplikaci AKH neni
jednotna. Jednotlivé druhy DG jsou mobilizovanyek#ire. Jsou preferovany DG,
které obsahuji MK getzci dlouhymi 16 nebo 18 uhlik predevSim nenasycena
kyselina olejova. Byla také pozorovatasténa specificita jednotlivych AKH
k urcitym DG nebo MK s tim, Ze Locmi-AKH-I preferuje mitibaci nenasycenych
MK (hlavn¢ linoleovou kyselinu), zatim co Locmi-AKH-II a LogmAKH-III preferuji
nasycené MK (#tSinou stearovou a myristovou kyselinu).

* Po aplikaci AKH uP. apterugsou hlavnimi penasenymi lipidy v hemolyrafDG,
které obsahuji MK o délaetzce 16 nebo 18 uhlik Byla také pozorovan&asténa
preference MK mobilizovanych po aplikaci AKH, tatolba je téndt identicka u
obou morfP.apterus Pouze u makropterni formy byl zaznamenan rozgfiofilech
MK po aplikaci Pyrap-AKH-I a Peram-CAH-II. MK, ktérse dastni mobilizace
lipidu, jsou prioritré absorbovany z lipového seminka, zakladni potRwvgpterusa
ukladany v tukovémetese.

* U P. apterusvede misobeni insekticidu permethrinu ke zvySenému titkHA
v hemolymg, ale i v CNS, coz naztaje zapojenidchto hormoi do obrannych
mechanism vidi insekticidnimu fisobeni. Koaplikace AKH a permethrinu zesiluje
ucinek permethrinu, ktery se projeviigaznym natstem mortality. Bylo navrzeno
vyswtleni, Ze za tento fenomén je zodpdny celkovy néiist metabolismu po
aplikaci AKH.
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