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1. Uvod

Rizeni vyvojovych a fyziologickych procesti v Zivych organismech vyZaduje zapojeni
pfislusnych gent. Aktivitu genu lze hodnotit podle pfitomnosti a mnozstvi jeho transkripti tj.
messengerové RNA (mRNA) a proteintl. Rada technik b&zné vyuZivanych v molekularni
biologii a genetice umoziuje stanovit aktivitu genu na urovni jednotlivych organt a tkani.
Radime sem zejména polymerazovou fetdzovou reakci (PCR), ktera odhali piitomnost
transkriptu hledaného genu pomoci specifickych usekti DNA tzv. primerti a dale jeji variantu,
kterd ndm umoziluje stanovit mnozstvi pfislusné mRNA syntetizované v urCitém casovém
useku tzv. real time PCR (RT-PCR). Pfitomnost proteinu ve tkani lze stanovit pomoci Western
blottové analyzy, kterd za pomoci specifickych protilatek detekuje hledany protein na
nitrocelul6zové membrané, kam byly pfeneseny vSechny izolované tkanové proteiny
separované elektroforeticky na zakladé rozdilnych molekuldrnich hmotnosti a trojrozmérné
struktury. Pro lepSi pochopeni fyziologickych pochodii v buiice je vSak nutni lokalizace
genovych produktii na bunééné a subbunééné Grovni.

Metody zaméiené na detailni detekci transkriptii a proteinti pfimo ve fixované tkani
oznacujeme jako in situ. Patii sem techniky in situ hybridizace a imunohistochemie, kdy prvni
detekuje pfitomnost mRNA pomoci specificky znacené RNA ¢i DNA sondy a druha odhali
ptitomnost proteini pomoci znacenych protilatek. Dalsi moznosti je pfipojit ke genu, jehoz
aktivitu sledujeme, genetickou znacku tzv. reportérovy gen, jehoz genetickd informace se

piepisuje a pieklada spolu se studovanym genem a vznikly produkt I1ze posléze zviditelnit.

2. Detekce genové exprese pomoci reportérovych gent

2.1. Fluorescentni proteiny a jejich detekce

Bézné uzivanymi reportérovymi geny jsou geny fluorescentnich proteinti. Témi lze na
genetické Grovni oznackovat biologické makromolekuly, jako jsou bilkoviny a nukleové
kyseliny, a jejich lokalizaci pak sledovat pomoci fluorescenénich mikroskopt. Fluorescentni
proteiny patii do skupiny latek, tzv. fluoroford, jejichz molekuly se absorbci svétla urcité
vinové délky dostavaji do excitovaného stavu a vzapéti vyzari emisni svétlo o vySsi vinové
délce a nizsi energii (Obr. 1). Patii sem zejména zeleny fluorescentni protein (GFP, Green

Fluorescent Protein) a jeho muta¢ni varianty s odlisSnymi spektralnimi vlastnostmi.



Obr. 1: Princip vzniku emisniho zafeni. Jablonského diagram

S znazorituje prechod mezi elektronové vibraénimi stavy

S, molekuly. Po absorpci excitaéniho svétla (modra Sipka)

— ptechazi elektrony ze zakladniho stavu So do excitovanych

g S1— o singletnich stavil (Si, Sz, Ss) a také do tripletnich stavil. Cast

g Z'\‘/‘é‘:g“enén" ziskané energie se ztrati ve form& vibraéni relaxace a vnitini

absorbované konverze (cerna sipka). K uplné deexcitaci dochazi uvolnénim

=iy emisniho zafeni (zelend Sipka), které ustava 10 s po vypnuti
So V zdroje excitacniho svétla.

Zakladni stav

Princip fluorescenc¢nich mikroskopi je zalozen na pfitomnosti specifického excita¢niho
a emisniho filtru. Excita¢ni filtr oddé€li ¢ast svételného spektra nutnou k vyvolani fluorescence
daného fluoroforu a emisni filtr selektivné propousti pouze vzorkem emitované svétlo dale
k detektoru (Obr. 2). Detek¢ni zatizeni klasického fluorescenéniho mikroskopu snima kromé
signalu z roviny zaostfeni téz signal z rovin nad a pod ni, pak hovoiime o tzv. ,widefield
fluorescenénich mikroskopech®. Zdrojem jejich osvétleni jsou rtut'ové ¢i xenonové vybojky,
které krom¢ viditelného svétla emituji 1 UV zafeni. Kvalitnim zdrojem osvétleni je 1 LED
dioda. N¢které moderni verze fluorescen¢nich mikroskopt zavadi misto excitacnich filtra tzv.
polychromat, ktery umoziuje navolit naprosto pfesnou vinovou délku excitacniho svétla.
Verzi fluorescenénich mikroskopi jsou mikroskopy konfokalni. Ty wuzivaji systém
konfokalnich clonek na cesté excitatniho i emisniho zafeni k zajisténi bodového osvétleni
vzorku a k detekci svétla pouze zroviny zaostfeni. Tak je docileno vyssi rozliSovaci
schopnosti mikroskopu. Pii plynulém proostfovani objektu v 0se Z ziskame sérii optickych
fezi, jejichz skladanim lze vytvofit zvétSenou 3D projekci. Dostate¢nou intenzitu bodového

osvétleni zajist'uji silné zdroje svétla jako jsou lasery ¢i laserové diody.

Obr. 2: Schéma epifluorescenéniho mikroskopu, -Detektor
jehoz kliovou soucasti je fluorescencni kostka. Ta Fiuorescoftal kostka Ti,_
obsahuje excita¢ni filtr, emisni filtr a dichroické SRSl 1
zrcatko, které oddé€luje excitaéni a emisni zafeni Sl /. D— er
prochazejici stejnou optickou drahou. Dichroické _ o | . m
zrcatko odrazi svétlo kratich vinovych délek, tj. emisi Ritoud
propousti na emisni filtr.
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2.2. Katalyzatory bioluminiscen¢nich reakci a detekce jejich aktivity
Reportérovymi geny mohou byt i geny katalyzatorti chemickych reakci, které po dodani
prislusného substratu zviditelni svoji pozici. Mnozstvi vzniklého produktu pak odpovida miie
syntetické aktivity studovaného genu. Jedna se napiiklad o enzymy katalyzujici
bioluminiscen¢ni reakce. Bioluminiscence je emise svétla zivymi organismy, kterd je
vysledkem specifickych biochemickych reakci. Vlivem téchto reakci jsou atomy substratu
uvedeny do excitovaného stavu a béhem navratu na jejich pivodni hladinu je vyzaiena
luminiscence. Mnoho organismil vyuziva luminiscenci pii béznych fyziologickych projevech.
Naptiklad samecci svétlusek Photinus pyralis ¢eledi Lampyridae svétélkuji béhem namluv,
kdy zatenim o urcité vinové délce k sob¢ lakaji samicky svého druhu. Dalsimi svétélkujicimi
organismy jsou nékteré druhy bakterii, hub a hlubokomotskych organismut. Patii sem
napiiklad kolonie polypt Renilla reniformis, medtza Aequorea victoria, bakterie
Photorhabdus luminescens nebo houby Omphalotus nidiformis, Mycena chlorophos.

A

Luciferaza + luciferin + ATP + Mg?* - luciferdza - luciferyl — AMP + PPi

Luciferaza - luciferyl = AMP + O, = luciferdza + oxyluciferin + AMP + CO, + svétlo

B

Renilla luciferaza + coelenteracin + O, - coelenteramid + CO, + svétlo

C

Aequorin + coelenteracin + O, + Ca?* - coelenteramid + CO; + svétlo

Obr. 3: Piiklady bioluminiscenénich reakci u nékterych modelovych organismi. Biochemicka reakce
u (A) svétlusky P. pyralis., (B) polypa R. reniformis., (C) meduzy A.victoria.

Enzymy i jimi katalyzované biochemické reakce se u jednotlivych organismu lisi.
Nejlépe je mechanismus bioluminiscence prostudovan u svétlusky P. pyralis, kde se uplatiuje
enzym luciferaza. Jedna se o monomer, jehoz molekulova hmotnost je 61 kDa. Za pfitomnosti
kysliku katalyzuje pfeménu luciferinu na vysoce excitovany oxyluciferin za vzniku CO, a
soucasné spotieby ATP (Obr. 3). Pfi deexcitaci oxyluciferinu dochazi k emisi svételného
zateni o vlnové délce 560 nm, coz odpovida zelené spektralni barvé (De Wet a kol. 1987).
Luciferaza polypa R. reniformis je rovnéz monomericka a jeji molekulova hmotnost je 36 kDa.
Katalyzuje oxidativni dekarboxylaci substratu coelenteracinu za pfitomnosti rozpusténého

kysliku, pfi které vznika oxyluciferin a oxid uhli¢ity a soucasné je vyzarovano modré svétlo,
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https://en.wikipedia.org/wiki/Mycena_chlorophos

jehoz spektralni maximum je 480 nm (Obr. 3, Lorenz a kol. 1991). Dalsim modelovym
organismem je meduza A. victoria, jejimz katalyzatorem bioluminiscenéni reakce je aequorin.
Aequorin se navaze na coelenteracin a vytvofi tak za pfitomnosti kysliku komplex enzym -
substrat. K vlastni oxidaci coelenteracinu dochdzi az po navazani vapnikovych ionti na
acquorin. Tim je uvolnéna energie ve form¢€ modrého zafeni. Svou afinitou k vapnikovym
iontim je aequorin dobrym senzorem pro méfeni koncentraci intracelularnich vapnikovych
iontd (Brini a kol. 1995).

Schopnosti bioluminiscentnich enzymu regulovat mnozstvi emitovaného svétla vyuziva
molekularni biologie ke studiu aktivity genti. Gen pro luciferazu ¢i aequorin je pfipojen ke
studovanému genu a spolu s jeho proteinem je syntetizovan i dany enzym. Za pfitomnosti
vhodného substratu (luciferinu ¢i coelenteracinu) se mnozstvi nasyntetizovaného produktu
odrazi v intenzité emitované luminiscence. Zatimco kvantum pozorované emise lze méfit tzv.
luminometry (Evans a kol. 2014), k uréeni piesné polohy bunék emitujicich svétlo musime
vzorek podrobit mikroskopické analyze.

Silngjsi signaly lze detekovat pomoci specialné upraveného svételného mikroskopu, ktery je
opatfen temnou komorou a vysoce senzitivni CCD (Charge-Coupled Device) kamerou
(Hattori a kol. 2016). Emitované fotony zde musi urazit dlouhou cestu pies nékolik zrcadel,
nez se dostanou na Cip kamery, coZ vede ke znacnému sniZeni intenzity signalu. Tuto
nevyhodu vyiesila firma Olympus konstrukci mikroskopu vhodného pro snimani i méné
intenzivni bioluminiscence. Mikroskop LuminoView 200 (LV 200) byl zkonstruovan s cilem
pozorovat bioluminiscenci i na Girovni jediné bunky. Na jeho vyvoji se podilel tym japonskych
vyvojaiu v Cele se Sashiko

Karaki, Ph.D., Ktera

prototyp mikroskopického

systému nazvala pracovné

Pluto. Obtiznost obrazového
zaznamu velmi slabého
bioluminiscen¢niho signélu

tim pfirovnava k pozorovani

tak vzdalené planetky, jakou www.olympuslife-science.com

je pravé Pluto. Obr. 4: Luminiscen¢ni mikroskop LV 200.



2.3. LuminoView 200 (LV 200)

Vysokou citlivost mikroskopu zajiStuje maximalni zkraceni cesty emisniho svétla
Z objektu ke kamete (Obr. 5). Svétlo prochazi jen cockou objektivu a specialni ¢ockou okularu,
ktera ma vysokou numerickou aperturu a zajistuje tak vyssi citlivost systému oproti optice
standartniho mikroskopu. Mikroskop neobsahuje zadné filtry, zrcatka nebo dalsi ¢ocky, které
by zvySovaly absorbci, a tak co nejvice vzorkem vyzateného svétla dopada do detekéniho
zafizeni. LuminoView 200 produkuje mnohondsobn¢ vyssi signalni vystupy nez tradicni
systémy, proto je zde mozné vyuzivat jako detektor béznou CCD nebo EM-CCD (Electron
Multiplying - CDD) kameru misto fotonasobic¢t. Tyto kamery se vyznacuji vysokou citlivosti
a rozliSenim az 1024 x 1024 pixeli s nizkym ¢tecim Sumem. Kamery jsou termoelektricky

chlazené, takze jsou ideélni i pro dlouhodobé sniméni signalti.

NA/ NA'’

v

A\
"‘" "’ " f2 '

vzorek cocka objektivu c¢ocka okularu CCD kamera

Obr. 5: Opticka draha snimané bioluminiscence ze vzorku do detekéniho zatizeni (CCD kamera). f1
ohniskova vzdalenost objektivu, f2 ohniskova vzdalenost okularu, NA numericka apertura objektivu,

NA’ numericka apertura okularu (www.olympus-lifescience.com).

Optika je ulozena v izolovaném boxu, ktery slouzi jako ochrana ptfed vnéjSim
osvétlenim. Tento box vsak neslouzi pouze jako svételna clona, ale umoziuje vytvoreni
idedlnich zivotnich podminek pozorovanych organismi, popt. jejich tkani. Uvnitt boxu je
inkubaéni komtrka (Obr. 6), kde je mozné regulovat teplotu, vlhkost vzduchu a cirkulaci
plyni (02, CO2). Lze samostatné nastavit teplotu inkubaéni komory, jejiho krytu,
mikroskopického stolku i objektivu. Moznost udrzeni stalé teploty v oblasti objektivu

zajiStuje konstantni citlivost objektivu i v jinak tepelné proménlivém prostfedi. Moznost



inkubace vzorkli pfimo v mikroskopu ndm umoziiuje pribézné monitorovani vyzatrované

emise v pribéhu dnti az tydn.

Mikroskop je rovnéz vybaven zdrojem svétla
(LED dioda) a fazovym kontrastem, coz umoznuje
zaostfeni na studovany objekt a ptipadné pofizeni
jeho snimku v prochazejicim svétle. Dale obsahuje
integrované excitacni a emisni filtrové kotouce ke
snimani  dvoubarevné  luminiscence  nebo
fluorescence. Lze tedy vytvofit snimek soubézné
zachycujici luminiscenéni signal, fluorescencni
signdl a obraz objektu v prochazejicim svétle.
Takové kombinovani je velice ucinné pro

lokalizaci a kolokalizaci proteint.

Obr. 6: LV 200. Zabér na vnitini vybaveni a inkuba¢ni
komirku.

2.4. Vyhody vyuziti bioluminiscen¢niho znaceni

Hlavni vyhodou vizualizace bioluminiscen¢niho signélu je produkce emitovaného svétla
bez pusobeni externiho svételného zdroje. Biochemicka reakce produkujici svétlo, ale
vyzaduje funkéni metabolismus, proto lze signal monitorovat pouze v Zivych systémech.
Mikroskop LV 200 lze vyuzit jak k vizualizaci bioluminiscencéniho signalu, tak Kk jeho
kvantitativni analyze na Urovni jednotlivych bunck. Méfeni lze provadét jednorazové ¢i
dlouhodobg. Je tedy vyhodné zejména k monitorovani svételné senzitivniho Zivého materialu,
na ktery ma dlouhodobé¢ pusobici svétlo toxicky efekt a tam, kde silna autofluorescence tkani
znemoznuje pouziti excitacniho svétla pii fluorescenénim znaceni. Luminiscencni signal je
sice slaby, ale vzhledem k velkému poméru signélu k pozadi bez vybé&lovani a fototoxickych
ucinki, je tato metoda citlivéjsi neZ fluorescencni znaceni.

Bioluminiscen¢ni znaCeni naslo Siroké uplatnéni v mnoha oblastech molekularné
genetického vyzkumu: (1) Rychld tvorba a kratky polocas rozpadu bioluminiscentnich
enzymt z nich dél4 idedlni reportérové geny a umoziuje ziskat informaci o presné poloze
znaceného proteinu a kvantifikovat jeho mnozstvi a oscilace v jeho syntéze na zakladé ménici
se intenzity signalu. (2) Jelikoz enzym luciferaza se aktivuje pouze za pritomnosti ATP,

intenzita emitovaného svétla odrazi koncentraci ATP ve vzorku (Marciano a kol. 2017). Lze



vytvofit kalibra¢ni kiivku zndmych koncentraci ATP vynesené oproti naméfené intenzité
luminiscence, podle které se mohou odecitat vzorky 0neznamé koncentraci ATP. (3)
Komponenty bioluminiscen¢ni reakce A. victoria, kde je frakéni pomér spotieby aequorinu a
S nim spojend intenzita emitovaného svétla pfimo umérnd mnozstvi ptitomnych vapenatych
iontl, jsou vyuzivany pro indikaci koncentrace vapenatych iontt ve vzorku (Brinini a kol.
1995).

Luminiscencni signdl je sice slaby, ale vzhledem k velkému poméru signélu k pozadi
bez vybélovani a fototoxickych ucinki je tato metoda citlivEjsi nez fluorescencni znaceni.

V soucasné dobé¢ se bioluminiscencni zobrazovaci technika rozviji a nachazi uplatnéni i
v medicinském vyzkumu. Jelikoz se jedna o Setrnou nefototoxickou metodu, dochazi k jejimu
neustalému vyvijeni a zdokonalovani. Moznost Zaznamenani bioluminiscen¢niho signalu
vyzafovaného Zivymi organismy v realném ¢ase umoziiuje napf. neinvazivni sledovani
anatomického umisténi a rustu infek¢énich mikroorganismi, jako je naptiklad méteni hustoty
osidleni patogennich bakterii na zubnich krécich (Avci a kol. 2018). Dalsim vyuzitim je
sledovani béznych fyziologickych procesti modelovych organismi. Muzeme se setkat se
studii, ktera monitoruje cyklus vlasového folikulu zviditelnéného fazi luciferazy
s proteoglykanem nachazejicim se v jeho plazmatické membrané (Tamura a kol. 2018). Ke
studiu Sifeni houbové infekce u mysi byl pouzit kmen patogenni houby Aspergillus fumigatus,
ve kterém je gen pro glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy fizovan s genem Fluc (Firefly
luciferase - svétluséi luciferaza). Mysi byly timto kmenem intranasalné infikovany a po
intraperitonealni aplikaci D-luciferinu byl bioluminiscenéni vizualizaci sledovan rozvoj a
pribéh infekce (Brock a kol. 2008). Posledni dobou se s bioluminiscen¢ni detekci setkavame
I v oblastech védy pro Zivotni prostiedi a bezpecnost potravin. Napiiklad Karsi a kolektiv
vyvinuli kmeny bakterii rodu Salmonella, které obsahovaly plazmid pAKlux1 a lux operon.
Takto oznacenymi bakteriemi riznych kmenl zkoumali jejich pfilnavost ke kufeci kizi a
nasledné¢ hodnotili u¢innost rdznych promyvacich technik pro jejich nejdokonalejsi
odstranovani (Karsi a kol. 2008). Dale pak Maoz a kolektiv vygenerovali bioluminiscen¢ni
bakterii Yersinia enterocolitica s kompletnim lux operonem (luxCDABE), ktery umoznil
ptimou bioluminiscen¢ni detekci riistu Y. enterocolitica u syrt skladovanych pii 10 ° C (Maoz
a kol. 2002). Luciferaza jako reportérovy gen nasla Siroké uplatnéni zejména pii studiu
mechanismu cirkadidnnich hodin. Diky jejimu pfipojeni ke gentim zahrnutym v fizeni téchto
hodin, Ize snadno dlouhodobé monitorovat denni oscilace v jejich expresi. Transgen
obsahujici gen pro luciferazu se bézn¢ vyuziva pro monitorovani cirkadianni aktivity gent v

centralnim oscilatoru savci, ktery se nachazi v suprachiasmatickém jadie (SCN) hypothalamu



a zahrnuje desitky neuron. Pomoci LV 200 je snimédna bioluminiscence v fezech SCN 0
tloustce 20-30 um. Vzhledem K velikosti sav€ich bunék je mozné sledovat i lokalizaci
genovych produktli na urovni jedné buniky zejména pak translokaci jejich proteind z
cytoplazmy do jadra, poptipad¢ jejich pfitomnost v nervovych drahach (Obr. 7A). Jina je
situace v mozku hmyziho modelového organismu octomilky obecné (Drosophila
melanogaster), kde je centralni oscilator biologickych hodin tvofen skupinami cca 150
neuront, které se nachazi v rozdilné dorsolateralni a anterioposteriorni pozici. Toto rozmisténi
vyzaduje pouziti objektivli s dlouhou pracovni vzdalenosti a mensim rozliSenim, které snizuje
moznost identifikace jednotlivych neuront v ramei kazdé skupiny. Ve studiich zachycujicich
luminiscenc¢ni signal v mozku octomilky byla monitorovana oscilace proteinu Period, jednoho
z kliCovych proteinti centralniho oscilatoru, na urovni jednotlivych skupin neuronti bez
moznosti identifikace jednotlivych bun€k (Obr. 7B, Roberts a kol. 2015, Sehadova a kol.
2009).

Cilem piedkladané prace bylo vyvinout techniku vhodnou k monitorovani
bioluminiscence v mozku hmyzu jako je D. melanogaster, kterou Ize dosahnout vysokého
rozliSeni, tj. mozZnosti snimat bioluminiscenéni signal na Grovni jedné buiiky. To vyzaduje
pouziti objektivu s vEét§im zvEétSenim, vysokou numerickou aperturou a piesné zaostfeni na
jednotlivé skupiny neurond, aby nedochazelo k rozptyleni bioluminiscencniho signdlu pfi

prachodu tkani.

Obr. 7: (A) Mysi SCN, ve kterém jsou bunky, v nichz je detekovan hodinovy gen per2, ktery je
fuzovany s luciferazou. Obrazek je potizeny mikroskopem LV 200 (www.olympuslife-science.com).
(B) Cely mozek octomilky s per genem zna¢enym luciferazou. Snimek je zachycen invertovanym

svételnym mikroskopem se CCD kamerou (Roberts a kol. 2015).



2.5. Funkce genu period v mechanismu fidicim cirkadianni hodiny D.

melanogaster

Vétsina organismi je fizena vnitfnimi biologickymi hodinami, které jsou ovliviiovany
rytmickymi zménami vnéjSiho prostfedi. Tyto pravidelné zmény vyvolavaji biorytmy v
chovani, metabolismu i genové expresi. Nejprostudovanéj$imi biorytmy jsou rytmy
cirkadianni, jejichZ vnitini perioda ma délku 24 hodin a je ovlivnéna zejména pravidelnym
stiiddnim dne a noci. Cirkadianni rytmy jsou endogenni a to znamena, ze pietrvavaji i
Vv neperiodickych podminkéch, napiiklad v podminkach konstantni tmy. Synchronizaci rytmi
Kk prostiedi zajist'uji faktory vnéjsiho prostiedi tzv. Zeitgebery, kam patii pravidelné st¥idani
svétla, tepla, atmosférickych podminek a stravovani. Spravny chod cirkadiannich rytmi
zajist'uji tfi navzajem propojené useky: (1) vstupni draha, slouzici jako detektor vnéjsich vliva,
(2) centralni oscilator, ktery vyhodnocuje signal ptivedeny vstupni drahou a rytmicky upravuje
expresi hodinovych gent, které pak nasledné reguluji expresi gent na (3) vystupni signalni
draze oscilatoru. Kromé centralniho oscilatoru se v téle nachazi celd tada perifernich
oscilatorti. Nedavné studie u D. melanogaster prokazuji zavislost pouze nékterych perifernich
oscilatort na oscilatoru centralnim (Pilorz a kol. 2018).

Molekularnim mechanismem fidicim chod cirkadiannich hodin jsou tii navzajem
propojené zpétnovazebné genové smycky. Geny zapojeny do téchto smycéek oznacujeme jako
hodinové geny. Patii k nim geny: per (period), tim (timeless), clk (clock), cyc (cycle), sgg
(shaggy), doubletime (dbt) a cry (cryptochrome; Konopka, Benzer 1971). Soucasti
zpétnovazebné smycky per/tim je gen per ovlivijici pravidelné denni zmény v pohybové
aktivite octomilky. Jeho exprese je regulovana transkripénimi faktory CLK a CYC, které
nasedaji na regulac¢ni oblasti promotorti gend per a tim, tzv. E-boxy a tim stimuluji jejich
transkripci. K této aktivaci dochazi v prub&hu svételné faze dne. Zatimco per a tim mRNA se
postupné hromadi v cytoplazmé, PER a TIM proteiny se akumuluji az béhem temné faze dne,
kdy vznikajici protein TIM jiz neni degradovan svétlem, vaze se na PER a spole¢né s kinazou
DBT vytvofi stabilni komplex. Akumulace vrcholi v druhé poloviné noci, kdy PER-TIM-DBT
komplex po fosforylaci proteinu TIM vstupuje zpét do jadra a navaze se na CLK. Fosforylace
CLK zpiisobuje odpadnuti heterodiméru CLK-CYC z regulacni oblasti promotoru genti per a
tim, ¢imz je zastavena transkripce (Zeng a kol. 1996). TIM je na dennim svétle degradovan
navazanim flavoproteinu CRY, ktery je rovnéz vazbou destabilizovan. Také dochazi
k fosforylaci a nasledné degradaci proteintt PER a CLK. Zatimco hladina PER klesa, CLK je

opétovné syntetizovan a jeho hladina ziistava konstantni i béhem dne.



Centralni oscilator cirkadiannich hodin se nachazi v mozku octomilky a sestava se
ptiblizn¢ ze 150 neurond (Mendoza-Viveros a kol. 2017). Neurony mizeme podle umisténi
rozdé€lit na dorzalni, dorsolateralni a ventrolateralni. V jedné mozkové hemisféie se nachazi
tyfi malé ventrolateralni neurony (s-LNV) a paty ventrolateralni neuron (5" s-LNv), pét
velkych ventrolateralnich neuronti (I-LNv) a Sest dorzolateralnich neuronti (LNd), dva
dorzélni neurony (DN2) a dvé pocetnéjsi skupiny dorzalnich neuronti (DN1, DN3), kterych je
v kazdé hemisféte asi 50 a tfi lateralné posteriorni neurony (LPN; Obr. 8, Nitabach, Taghert
2008).

Obr. 8: Schematické znazornéni pozice neuronti cirkadiannich
hodin v jedné poloviné mozku octomilky D. melanogaster. DN1,

DN2, DN3 dorzalni neurony (modre, cervene, Sedé), 1-LNv velké

ventrolateralni neurony (tmavé zelené), LNd dorzolateralni

5Ms L Nv ©
oL I-LNv g neurony (zluté), LPN lateralné posteriorni neurony (hnéde), s-
s-LNv § LNv malé ventrolateralni neurony (svétle zelené), 5™ s-LNv paty

maly ventrolateralni neuron (svétle zelené), OL opticky lalok,

(Dubruille, Emery 2008).

Jednotlivé skupiny neuronti, poptipadé jejich podskupiny se 1isi svou funkci: s-LNv jsou
svou aktivitou dulezité v konstantni tmé (Grima 2004), I-LNv jsou zodpovédné za dodani
informace o svétle do centralniho oscilatoru (Helfrich-Foster a kol. 2002). Dorzolateralni
neurony spole¢n¢ S patym malym ventrolaterdlnim neuronem se podileji na fizeni vecerni
aktivity v chovani octomilek (Grima 2004). Dorzalni neurony a LPN, zpracovavaji informaci
0 teplotnich cyklech v prostiedi (Yoshi a kol. 2005).

Hodinové neurony spolu komunikuji prostfednictvim neurotransmiterd. Jednim z nich
je PDF (Pigment disperzni faktor) syntetizovany vSemi ventrolateralnimi neurony, kromé 5-

s-LNv. Hraje zasadni roli v regulaci rytmické denni pohybové aktivity (Kaneko a kol. 1997).
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3. Imunohistochemicka detekce antigenu

3.1. Princip

Dalsi technika, kterou Ize mapovat vyskyt pfislusnych proteini ve tkanich, je
imunohistochemie. Jeji princip spociva ve fixaci tkanovych antigenti v misté jejich vyskytu a
v nasledné detekci téchto antigenti pomoci specifické protilatky. Na rozdil od lokalizace
genetickych markert, které l1ze sledovat in vivo tj. v zivych tkanich, imunohistochemické
Setfeni provadime ve tkdnich fixovanych. At jiz zkoumame jednotlivé organy, tkang,
popiipad¢ jednotlivé buiiky, fixaci zajistime, aby nepodléhaly autolyze neboli samonatraveni.
K tomu dochazi v dusledku ztraty zivotaschopnosti tkané po jejim vytrzeni z organismu, kdy
dochazi zejména k deprivaci zasobeni kyslikem a k pferuSeni inervace. Existuji riizné zptisoby
fixace. Fyzikalni fixace uzivajici extrémné vysokych a nizkych teplot se v imunohistochemii
uplatituje jen zifidka. Naproti tomu je Siroce uzivana fixace chemickymi Ccinidly.
schopnost ¢inidla zachovat nativni strukturu buné¢k a tkani.

Chemicka fixacni ¢inidla mizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin: (1) koagulujici
fixaZe, jejichZ primarnim mechanismem je denaturace bilkovin a (2) nekoagulujici fixaze,
které misto koagulace spojuji bilkoviny chemickou vazbou. Rozpustnost bilkoviny urcuje
uspofadani hydrofilnich oblasti vné a hydrofobnich casti fet€ézclh uvniti jejich tercidlni
struktury. Koagula¢ni ¢inidla ovliviiuji rozpustnost bilkovin tak, Ze méni jejich sekundérni a
tercialni strukturu. Odhalenim hydrofobnich oblasti bilkoviny zajiStuji jeji interakci s dalSimi
proteiny a stabilizuji tak jeji strukturu. Miru srdZeni bilkovin udavé sila koagulantu a
koncentrace bilkoviny (https://www.lf3.cuni.cz/3LF-401.html). Mezi koagulujici fixa¢ni
¢inidla patti: methanol, ethanol, aceton, kyselina pikrova a kyselina dusi¢na. Nekoagulujicimi
fixaZzemi je oxid osmicely a aldehydy (akrolein, glutaraldehyd, formaldehyd).

Fixované tkan¢ bud’ dale zpracovavame celé, pak hovotime o tzv. totalnich preparatech,
nebo z nich zhotovime Kryo ¢i paraplastové fezy jejich pokrajenim na kryostatu ¢i mikrotomu.
Zhotoveni paraplastovych fezti vyzaduje zaliti tkané do parafinu. Parafin je nemisitelny
s vodou, proto musi byt tkan nejprve odvodnéna vzestupnou alkoholovou fadou a prosycena
rozpoustédlem parafinu jako je napt. benzen, toluen, xylen, které tkan zaroven projasni. Poté
je tkan zalita parafinem rozehtatym na cca 60 °C. Pfi této teploté je parafin tekuty a zaroven
tkan netrpi tepelnym poskozenim. Po priniku parafinu do vzorku se parafin necha

polymerizovat pii pokojové teploté a vzorek jim zpevnény miize byt nakrajen na fezy tenké
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az 1 mm. Pted vlastni imunohistochemickou detekci tkanového antigenu je nutno zhotovené
fezy deparafinovat a opétovné zavodnit.

Hledany tkanovy antigen muzeme detekovat jak v totalnich preparatech, tak na
tkanovych fezech pomoci specifické protilatky, tzv. primarni protilatky, namifené proti jeho
povrchovym strukturam, tzv. epitopiam. Tésné pied aplikaci primarni protilatky tkan oSetiime
tzv. normélnim sérem, tj. sérem z jin¢ho druhu zvifete, nez ze které¢ho je ziskana primarni
protilatka. Normdlni sérum blokuje vazebna mista vSech tkailovych proteinii a brani tak
nespecifické vazb¢ primarni protilatky k t€émto proteintim. Tim je zvySena pravdépodobnost
vazby primarni protilatky pouze na hledany antigen tak, ze blokovaci sérum je vytésnéno
pouze ze specifickych epitopii tohoto antigenu, které pak maji zvySenou afinitu k primarni
protilatce (https://www.If3.cuni.cz/3LF-401.html).

Navazanou primarni protilatku je nutno zviditelnit pomoci fluorescenéni ¢i enzymatické
znacky, kterd se navdze bud’ pfimo na protilatku primarni, nebo nepfimo na tzv. protilatku
sekundarni, ktera je namifena vici imunoglobuliniim zviteciho druhu, ze kterého byla ziskana
primarni protilatka (Obr. 9). Vzhledem k tomu, ze jednim typem sekundarni protilatky
mizeme oznacit vSechny primarni protilatky produkované v jednom zvifecim druhu a k
finanéni naro¢nosti znaceni kazdé primarni protilatky, se v imunohistochemické praxi spise

vyuziva nepiima metoda znaceni.

kozi sérum sekundarni protilatka
O

antigen primarni protilatka

Obr. 9: Princip nepiimé, tj. dvoustupnové imunohistochemické metody. Primarni protilatka (modre),
ktera se specificky navaze na antigen (Cervené) je zviditelnéna pomoci sekundarni protilatky (Z/ute)

oznacené fluoroforem (oranzové). Normalni sérum, které blokuje nespecificka vazebna mista (zelene).
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Ke znaceni protilatek se bézn¢ vyuzivaji fluorofory. VétSinou se jednd o aromatické
slouceniny obsahujici velké mnozstvi elektrond, které se mohou snadno uvést do excitovaného
stavu a poté se sami rychle vraceji zpét do energeticky nizsich hladin. K tomuto navratu
dochazi v fadu maximalné n¢kolika nanosekund. Existuje velké mnozstvi fluorofori, jejichz
emisni spektra pokryvaji témét celé spektrum viditelného svétla s piesahy do ultrafialové a
infracervené oblasti. Jedna se napiiklad o derivaty rhodaminu, kumarinu a cyaninu, ale patti
sem i proteiny jako jiz dfive zmiflovany zeleny fluorescentni protein.

Principem enzymatického znaceni je reakce enzymu s vhodnym substratem za vzniku
barevného produktu. Nejcastéji uzivanymi enzymy ke znaCeni protilatek jsou kienova
peroxidaza (HRP) a alkalické fosfataza (AP). V ptipadé peroxidazy se pouziva jako vhodny
substrat 3,3"-diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB), ktery se za pfitomnosti peroxidu
vodiku méni z plivodné rozpustného na stabilni nerozpustny hnédy produkt. Jeho zabarveni a
intenzitu lze sledovat pomoci svételného mikroskopu a pokud se jedna o reakci v roztoku, pak
ji Ize métit pomoci kolorimetru. Substraty HRP jsou i chemiluminiscen¢ni substraty bézné
uzivané predevsim pii Westernblotové analyze, které se vlivem peroxidazy destabilizuji a pfi
jejich opctovné stabilizaci vyzaii svétlo. Mnozstvi svétla je pak pfimo imérné mnoZzstvi
peroxiddzy. Jako substrat alkalické fosfatazy se vyuZziva nitroblue tetrazolium (NBT) / 5-
bromo-4-chloro-3-indol fosfat (BCIP), jehoz katalyzou vznika modré barvivo. Ke znaceni
protilatek se téz vyuziva vitamin H-biotin, ktery je detekovan diky jeho vazbé na proteiny
avidin ¢i streptavidin, z nichZz kazdy muize vazat 3 molekuly HRP. MnoZstvi vzniklého

enzymatického produktu se tim ztrojnasobi a citlivost detekce rapidné vzrista.

3.2. Priprava protilatky

Protilatka se pfipravuje vpravenim antigenu donorového organismu do organismu
pfijemce, kde spusti imunitni odpovéd’. Protilatky jsou imunoglobuliny tvofené
plazmatickymi bunkami, které diferencuji z B-lymfocytt jako reakce na prunik antigenu do
organismu. Soubézné s plazmatickymi buiikami vznikaji také pamétové bunky, které umozni
organismu rychleji rozpoznat antigen v pifipadé opétovné imunizace. Komeréni pfiprava
protilatek zahrnuje 3 az 4 imunizace vzdy s odstupem nékolika, zpravidla dvou tydni. Protoze
antigen vytvaii velké mnoZstvi epitopi, je tvofeno Siroké spektrum protilatek riznymi kmeny
B-lymfocytii. Protilatku, kterd je namifena proti vice druhim epitopti dan¢ho antigenu,
oznacujeme jako polyklondlni. Naproti tomu monoklondlni protildatky jsou namifeny vaci

jednomu epitopu daného antigenu. Lze je pfipravit fuzi prislusné plazmatické bunky a
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myelomové bunky, kterd zajisti nepfetrzité déleni vzniklého hybridomu a dostatecnou

produkei protilatky.

Variabilni oblasti
lehkych a t&2kych fetézcl

Konstantni oblasti
lehkych a t&Zkych fetézcl

]

Lehké fetézce

1 Antigen

Tézkeé retézce
- >

Antigen

v

Pantova oblast

Tézké rfetézce

l

Obr. 10: Struktura protilatky.
Protilatka tvotena dvéma identickymi
lehkymi fetézci (Sedd) a tézkymi
fetézci (zelend) obsahujicimi
konstantni a variabilni domény.
Variabilni domény obou fetézcil
vytvafi vazebna mista pro specificky
epitop ptislusného antigenu.

(https://labguide.cz/protilatky/).

Protilatka obsahuje dva identické tézké fetézce a dva identické lehké fetézce navzajem

propojené disulfidickymi mustky. Tyto fetézce se od sebe 1isi molekulovou hmotnosti a

poctem aminokyselin a kazdy je slozen z konstantni a variabilni domény (Obr. 10). Vzhledem

k charakteru konstantni domény, rozdélujeme tézké tetézce do péti skupin oznaovanych

feckymi pismeny (o, 9, €, v, n). Na zakladé tohoto d€leni fadime molekuly protilatek do ttid

IgA, 1gD, IgE, 1gG a IgM. Variabilni oblast tézkych fetézci zavisi na typu klonu B-lymfocytu,

ze kterého protilatka vznika. Variabilni domény lehkého a téZkého fetézce spolecné vytvareji

tzv. vazebné misto, které je klicovym mistem pro navazani antigenu. Kazda protilatka tvofi

dv¢ vazebna mista, kam se muze antigen pfipojit (Obr. 10). K navazani antigenu do vazebného

mista dochazi prostfednictvim nekovalentnich vazeb, kam patii elektrostatické vazby,

hydrofobni sily, Van der Waalsovy sily a vodikové mustky (Ribatti 2015).
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3.3. Vyuziti imunodetekce specifickych antigeni

Detekce peptida a proteint imunohistochemickou metodou je bézny zpusob, kterym Ize
vizualizovat jejich pfitomnost pfimo ve studované tkani. Je oblibenou lokaliza¢ni technikou
Vv biologickém vyzkumu i v medicinské diagnostice. Touto metodou jsou napiiklad
lokalizovany rtizné typy neurohormonti nebo neuropeptidi v centralni nervové soustave a téle
ruznych modelovych organismt. Znalost jejich distribuce pomahé objasnit jejich funkci.
Zatimco u hmyziho modelového organismu D. melanogaster je znama lokalizace i role celé
fady neuropeptidl, u dalSich zastupcii hmyzu jsou zatim zndmé jen nékteré (Kodrik a kol.
2000).

Neuropeptidy patii k nejpocetnéjsi skupiné neuromediatorti a stale jsou objevovani dalsi
zastupci. DEli se podle chemické struktury, funkce v organismu nebo podle tkané, ve které
prevazné vznikaji. Jejich niz§i zastoupeni je kompenzovano vyssi afinitou k jejich receptortim.
V organismu jsou tvofeny z neaktivnich prekurzort, jejichz posttranskripéni upravy (St€pné
oblasti v preprohormonu, terminalni amidace, ...) jsou tkanové specifické. K syntéze
prekurzorti dochazi na ribozomech endoplazmatického retikula a jsou dale zpracovavany
Golgiho aparatem. Ve vaccich Golgiho aparatu jsou cytoplazmou transportovany az do axonu,
kde se exocytdzou vylévaji do synaptické stérbiny. Neuropeptidy nejsou opétovné vyuzivany
vychytavanim a inkorporaci do synaptickych vacka, jako tomu je u béznych neuromediator.

Jednim z nov¢ objevenych a zkoumanych neuropeptidi je peptid TEFLa identifikovany
in silico metodou u plostice ruménice pospolné, Pyrrhocoris apterus (Dolezel nepublikovana
data). O zafazeni tohoto peptidu do neuropeptidové rodiny svédci jeho aminokyselinova
sekvence (TVGTEFLGKR), ktera obsahuje §tépna mista, pfed nimiz se nachazi glycin, ktery
mize byt amidovan. Nazev TEFLa je odvozen od ¢asti aminokyselinové sekvence, ke které je
pfidano pismeno (a) jako amidovany glycin. Funkci TEFLa jako neuropeptidu potvrzuji i
vysledky RT-PCR analyzy jeho genové exprese, ktera odhalila pfitomnost vysoké hladiny
transkriptu v mozku. Cilem této prace bylo imunohistochemické potvrzeni pfitomnosti
peptidu TEFLa v nervové tkani a identifikace neuronii syntetizujicich tento neuropeptid

pomoci specifické protilatky namitené proti peptidu TEFLa vcetné amidované formy.
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4. Cile prace
Zamérem mé bakalarské prace bylo seznameni se S technikami bézné vyuzivanymi v

molekularni biologii K in situ lokalizaci genovych produkti.

Cil 1: Mym tkolem bylo studovat expresni aktivitu genti znac¢enych bioluminiscencnimi
genovymi markery pomoci mikroskopu LuminoView 200 (Olympus), ktery je specializovan
k vizualizaci ~ bioluminiscence. M¢éla jsem zdokonalit techniku  monitorovani
bioluminiscen¢niho signalu v mozcich hmyzu tak, aby byl detekovan na trovni jednotlivych
bunék. K tomuto tcelu jsem méla k dispozici transgenni linii D. melanogaster, ve které je gen
kodujici luciferazu (katalyzator bioluminiscenéni reakce) exprimovan spolu s genem period

zahrnutym v kontrole cirkadidnnich hodin.

Cil 2: Imunohistochemickou metodou, ktera slouzi k detekci specifickych proteini ve
tkani, jsem méla lokalizovat peptid TEFLa, nové identifikovany neuropeptid u plostice P.
apterus. Méla jsem zmapovat lokalizaci tohoto neuropeptidu jak u dospélce, tak béhem
embryonalniho a larvalniho vyvoje. A u dospélce dale stanovit mozné ovlivnéni jeho exprese

cirkadidnnimi rytmy.

Kromé téchto dvou hlavnich cilli, jsem se v ramci zdokonaleni klasickych histologickych
technik, podilela na projektu studie morfologie jedové zlazy lum¢ika Habrobracon hebetor,

kterou lze najit v ptiloze této prace.
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5. Projekt 1: Zdokonaleni techniky monitorovani
bioluminiscen¢niho signalu odrazejici expresni aktivitu genua

cirkadiannich hodin v mozku Drosophila melanogaster

5.1. Material a metodika

5.1.1. Pouzita zvirata

Pro v8echny experimenty byli pouziti samci z geneticky modifikované linie octomilky
Drosophila melanogaster, Pdf-RFP, BG-luc, ktery obsahuje period-luciferdzovy transgen
(BG-luc60; Stanewsky a kol. 1998, Obr.11) a Pdf-RFP transgen majici 0,6 kb Pdf regula¢ni
genomovou DNA fuzovanou s DNA kodujici MRFP1 (Cerveny fluorescentni protein, Shaner
a kol. 2008). Tato linie byla poskytnuta prof. Ralfem Stanewsky, Univerzita v Miinsteru,
Némecko. Octomilky byly chovany na standartnim kukufiéném médiu pfi konstantni teploté

25 °C ve svételném rezimu 12 h svétlo/12 h tma.
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Obr. 11: Schematické znazornéni struktury genu period a period-luciferdzového transgenu u BG-
luc60. Cisla 1-8 zndzornéni exont, +1 pocatek translace, CLK/CYC vazebna mista pro CLK a CYC

heterodimer, leZici v promotorové oblasti genu, ECOR1, Neill, BamH1 restrikéni mista.

5.1.2. Priprava tkané pro monitorovani bioluminiscence

Mozky octomilek uspanych pomoci oxidu uhli¢itého byly vypreparovany v M3 zivném
médiu (Shields and Sang M3 Insect Medium, Sigma) tak, aby nedoslo k jejich poranéni.
Opatrné byla odstranéna retina, mozna pfiina nechténého signélu, protoZe také exprimuje gen
period. Poté byly mozky premistény do €istého zivného média v zobrazovaci misti¢ce (zell-

kontakt, Némecko), ktera byla vlozena do luminiscen¢niho mikroskopu.
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Zivné médium bylo pFipraveno ve sterilnim prostfedi, aby nedoglo k jeho bakterialni
kontaminaci. Ke 4,3 ml hmyziho zivného média, které napodobuje vlastnosti hemolymfy
specifického hmyzu, v tomto ptipadé octomilky, bylo ptidano 0,6 ml fetalniho bovinniho séra
(Sigma), slouzici jako vyziva pro vyjmuté organy, 5 ul insulinu (Sigma) a také 5 ul luciferinu
(Biosynth). Pro dlouhodobé experimenty bylo do média piidano alespon 50 ul antibiotikové

smési (Penicilinu/streptomycinu, Sigma) pro zvyseni bariéry branici rustu bakterii.

5.1.3. Monitorovani bioluminiscen¢niho signalu

Bioluminiscen¢ni signal byl vizualizovan mikroskopem LuminoView 200 (Olympus),
ktery byl obohacen o spektralni filtry umoZznujici rovnéz detekci fluorescence. Samotny obraz
byl sniman Andor I Kon-M912 UM-CCD kamerou s vysokym rozlisenim 1024 x 1024 pixelt
pti velikosti jednoho pixelu 13 x 13 um. Jak mikroskop, tak kamera byly ovladany softwarem

Xcellence (Olympus), ve kterém byly nasledné provadény primarni analyzy ziskanych dat.

5.2. Vysledky

5.2.1. Vybér vhodné linie octomilek

Pro detailni zdznam bioluminiscenéniho signalu v mozku octomilky bylo nezbytné
umistit skupinu testovanych neuront cirkadidnnich hodin pfimo do roviny ostrosti
mikroskopu. Zviditelnéni bioluminiscence vyzafované takto malymi neurony vyzaduje delsi
expozi¢ni ¢as v fadu desitek minut, proto je pfesné zaostfeni na tyto neurony velice obtizné.
Bylo proto nutné opatfit neurony dal§im vhodnym markerem, ktery by umoznil jejich zacileni.
Na rozdil od ptedchozich verzi LuminoView 200 (Olympus) je na$ systém vybaven
spektralnimi filtry pro detekci fluorescence. K monitorovani expresni aktivity genu period
byla proto pfipravena stabilni linie octomilky Pdf-RFP, BG-luc, ktera nese dva transgeny.
Jednak period-luciferdzovy transgen BG-luc60 (Stanewsky a kol. 1998), jehoz pomoci se mira
exprese genu per odrazi v mnozstvi produkované bioluminiscence a jednak transgen Pdf-RFP,
ktery umoznuje zviditelnit neurony cirkadiannich hodin produkujici pigment disperzni faktor
(Pdf) tak, ze spolu s timto faktorem je produkovén i ¢erveny fluorescentni protein (RFP,
Shaner et al. 2004). Pdf je exprimovan ve skuping lateralnich cirkadiannich neuront (LNv)
s vyjimkou 5-t€ho malého lateralniho neuronu (5-s-LNv). RFP tedy znaci 5 velkych (I-LNv)
a 4 malé lateralni neurony (s-LNv). Fluorescence emitovana RFP tak umozZiuje piesné

zaostteni luminiscen¢niho mikroskopu na tyto skupiny neuronti.
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5.2.2. Optimalizace pFipravy vzorku

Pitva mozkl a piiprava zivného média byla provedena podle standartniho postupu
ptipravy mozkd octomilek pro méteni luminometrem (viz. Material a metody, Stanewsky a
kol. 1998). Mozky v zivném médiu byly dale umistény do vizualiza¢nich misticek, jejichz dno
je tvofeno krycim sklickem, tudiz jsou vhodné k pozorovani objektl invertovanym
mikroskopem (zell-kontakt, Némecko). Prestoze se mozky podafilo umistit na dno misticky,
sebemensi pohyb mikroskopického stolku zptisobil rozpohybovani tkang, coz znemoziiovalo
zaostteni a dokonalé snimani. Pro stabilizaci tkan¢ na dn€ vizualiza¢ni misticky, bylo jeji dno
ve sterilnich podminkach oSetieno kapkou 0,01% poly-L-lyzinu (Sigma) a ponechano
zaschnout. Prestoze mozky byly vlivem poly-L-lyzinu ukotveny na misté, béhem nasledné
vizualizace byl opét zaznamenan vyrazny pohyb tkané. Tentokrat se jednalo o pohyb tkan¢ ve
vertikdlni roving€, pracovné oznacen jako ,,seseddni* tkan¢, pravdépodobné zpiisoben vlivem
vlastni tihy mozku. Experimentalné bylo zjisténo, ze k vyraznému sesedani tkan¢ dochazi
zejména v prvnich 12 hodinach po pitve (Obr. 13 C, D). Ptipravené vzorky byly tedy umistény
do pfistroje, kde v konstantni tmé setrvaly nejméné 12 h a bez dal$i manipulace s nimi bylo
zapocato snimani bioluminiscence az po uplynuti této doby.

Mouchy byly chovany nejméné 5 dni pied poc¢atkem experimentu ve svételnych cyklech
12 h svétlo/12 h tma pfi konstantni teploté 25 °C. Mozky byly pitvany v ¢ase ZT 16-21, tj. 16-
21 hodin po rozsviceni svétla, méfeni pak bylo zapocato o 12 hodin pozdéji, kdy mozky leZely
Vv konstatni tmé¢, tj. devét hodin od pocatku subjektivni svételné faze cirkadianniho ¢asu (CT9).

CT je poéitan od pocatku doby, kdy misto rozsviceni vzorky setrvavaji v konstantni tmé.

5.2.3. Optimalizace snimaného obrazu

V piedchozich studiich zaznamenavajicich bioluminiscenci genu period v mozku
octomilky byly pouzity objektivy s malym zvétSenim 4x a 10x, které sice umoznily zachytit
expresi genu ve vSech hodinovych neuronech najednou, ale s velice nizkym rozliSenim, které
neumoznovalo identifikovat jednotlivé bunky (Sehadova a kol. 2009, Roberts a kol. 2015).
V nékterych ptipadech dosahovaly CCD kamery malého rozliSeni 512 x 512 pixelt. Na§ LV
200 systém byl vybaven Andor | Kon-M912 UM-CCD kamerou s vysokym rozlisenim 1024
x 1024 pixell, ovladany softwarem Xcellence (Olympus). Pro ziskani obrazu s vysokym
rozliSenim bylo nutno pouzit objektivy s vétsim zvétSenim. Po pokusech s objektivy 20x a
40x, které poskytovaly obdobny obraz jako v uvedenych publikacich, bylo pfistoupeno
k pouziti objektivu se zvétsenim 60x a 100x. JelikoZ neurony cirkadianniho oscilatoru lezi

Vv rtiznych horizontalnich vrstvach mozku, byl nejprve testovan poloapochromaticky objektiv
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s dlouhou pracovni vzdalenosti od 1,50 - 2,20 mm, se zvétSenim 60x a numerickou aperturou
0,70, LUCPLFLN 60x (Long Universal Culture Plan Fluorite New). Poloapochromatické
objektivy se vyznacuji dlouhymi pracovnimi vzdalenostmi a vynikajicim rozliSenim a
kontrastem pro snimani v prochazejicim svétle nebo pii fluorescencnim snimani. Pomoci
fluorescen¢ni vizualizace bylo umoznéno zacileni na Pdf-RFP pozitivni LNv a dosazeno
pomérné kvalitniho rozliseni (Obr. 12 A, B). Nicméné byl otestovan i olejovy apochromaticky
objektiv s mimotadné vysokym rozliSenim, ale kratkou pracovni vzdalenosti 0,10 mm, se
zvétsenim 60x a numerickou aperturou 1,45, PLAPON 60x O TIRFM (Plan Apochromatic,
Oil Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy). Pouzitim tohoto objektivu bylo sice
dosazeno ostfejsiho zobrazeni mozku v prochazejicim svétle, ale vzhledem k malé pracovni
vzdalenosti nebylo mozné dokonale proosttit na Pdf-RFP pozitivni LNv. Obraz bylo mozné
pofidit pouze tam, kde skupina LNv lezela v t€sné blizkosti kryciho skla (Obr. 12 C, D),
pficemz se vysledny fluorescencni signal vyrazné nelisil od signédlu ziskaného objektivem

LUCPLFLN 60x.

Obr. 12: Porovnani kvality snimkd mozkd Pdf-RFP, BG-luc60 octomilek potizenych objektivy
LUCPLFLN 60x (A, B) aPLAPON 60x OTIRFM (C, D) v LV 200. (A, C) Fluorescen¢ni signal v Pdf-
RFP pozitivnich LNv. (B, D) Spojeni fluorescen¢niho signalu s obrazem pofizenym v prochazejicim

svétle. Sipka ukazuje na zaostiené skupiny LNv. M&fitko je 50 pm.
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Vzhledem k tomu, Ze neexistuje objektiv LUCPLFLN se stonasobnym zvétSenim, byl
k pokusu o dosazeni jesté vyssiho rozliSeni pouzit apochromaticky olejovy objektiv s pracovni
vzdalenosti 0,12 mm, zvétSenim 100x a numerickou aperturou 1,40, UPLSAPO 100x O
(Universal Plan Super Apochromate Oil). Timto objektivem bylo dosazeno nejlepsiho
rozliSeni, pficemz bylo stale mozno proosttit celou skupinu LNv. Proto byl pouzit ke snimani

bioluminiscen¢niho signalu.

C —,

Obr. 13: Zobrazeni mozki Pdf-RFP, BG-luc60 octomilek objektivem UPLSAPO 100x O v LV 200.

(A) Fluorescencni signal v Pdf-RFP pozitivnich LNv. (B) Spojeni fluorescen¢niho signalu s obrazem
pofizenym v prochazejicim svétle. (C, D) Porovnani fluorescen¢niho signalu v Pdf-RFP pozitivnich
LNv ihned po umisténi do mikroskopu (C) a po 12 hodinach v mikroskopu (D). Na snimcich je patrna

zména pozice bunék vlivem ,,sesednuti“ tkang. Sipka ukazuje na zaosttené skupiny. Méfitko je 50 pm.
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Experimentalné¢ byla stanovena optimdlni expozi¢ni doba pro snimani
bioluminiscen¢niho signalu timto objektivem na 30 minut (Obr. 14). S délkou expozice se
zvySoval pomér mezi signdlem a Sumem az k dosazeni bilého signdlu na tmavém pozadi.
V porovnani s jinymi objektivy lze fici, ze s kazdym zvySujicim se zvétSenim objektivu 20x,
40x, 60x, 100x je nutno zvysit dobu expozice o cca 5 minut k dosazeni obdobné kvality
signalu. Pfi mensim rozliseni (binning 2) stacily polovi¢ni expozi¢ni Casy, avSak na tkor
kvality snimku. Binning 2 byl pouzivan pouze pfi kontrole kvality signalu v testovanych
mozcich pted vlastnim méfenim. Pro dlouhodobé experimenty trvajici nékolik dni byla po
umisténi mozkti do mikroskopu nejprve zkontrolovdna pfitomnost bioluminiscencniho
signalu, poté byly mozky ponechany v piistroji dalSich 12 h. Po uplynuti této doby zapocalo

snimani bioluminiscence v hodinovych intervalech pouze v jedné roviné zaostfeni, protoze

software Xcellence (Olympus) neumoziioval pofizovat snimky s riznym proostfenim v 0se Z
(Obr. 15 a LUMI_LNv.avi a LUMI_mozek.avi na pfilozeném CD).

Obr. 14: Lokalizace bioluminiscenéniho signalu v mozku Pdf-RFP, BG-luc60 octomilek zobrazeném
pomoci UPLSAPO 100x O objektivu v LV 200. (A) Bioluminiscen¢ni obraz ziskany 30min expozici
srozlienim 1024 x 1024 pixelt. Sipka ukazuje na zaostfenou skupinu LNv. (B) Spojeni
bioluminiscen¢niho signalu s fluorescenénim signalem v LNv v mozku octomilky. DN1, DN3 dorzalni

neurony 1, 3, LNd dorzalni lateralni neurony. Méfitko je 50 pum.
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Obr. 15: Série snimki zachycujici dynamiku PER proteinu v LNv buiikach v mozku Pdf-RFP, BG-
luc60 octomilky monitorovaném v konstantni tmé po dobu 54 hodin. Bioluminiscence byla zobrazena
pomoci UPLSAPO 100x O objektivu v LV 200 a obraz byl ziskan 30min expozici s rozlisenim 1024
x 1024 pixelt. CT predstavuje cirkadianni ¢as méfeny od subjektivni svételné faze. Cisla 1-5

identifikuji jednotlivé buiiky v ramci skupiny 1-LNv. Sipka znagi patou s-LNv. M&titko je 10 pm.

Za ucelem snimani obrazu v ose Z, bylo testovano ovladani systému mikroskop-
kamera softwarem MicroManager 1.4. (https://micro-manager.org), ktery umozioval
proostrovani do riznych rovin. Za pouziti tohoto softwaru byly vSak ziskany snimky s velice
Spatnou kvalitou, tzn. slaby signal se ztracel ve vysokém Sumu pozadi. Kvalita snimku tedy
zalezi nejen na typu mikroskopu, ale odviji se i od konfigurace systému software-kamera, tzn.
zavisi na tom, jakym softwarem je kamera ovladana. Dalsi program, ktery byl testovan za
ucelem proostfovani tkan¢ v ose Z, byl software MetaMorph (Molecular Devices), ktery
umoznioval snimani bioluminiscence v 0se Z s obdobnou kvalitou jako software Xcellence

(Olympus). Program byl zaptij¢en pouze ke kratkodobému testovani.

5.2.4. Analyza obrazi
Série bioluminiscen¢nich snimk, ziskana dlouhodobym métenim, byla podrobena
nasledné analyze, ktera byla zamétena na stanoveni Casové zmény intenzity signalu v LNv a
to v I-LNv a v 5-s-LNv lezici v rovin¢ zaostieni. Pti detailnim studiu byl zaznamenan pohyb
jednotlivych neurond Vramci této skupiny, ktery znemoZznoval automatické propocteni
zmény intenzity bioluminiscen¢niho signalu softwarem Xcellence (Olympus) na urovni jedné
bunky. Program umoziuje oznacit oblast zajmu ROI (Region Of Interest) v jednom obrazu
ze série a pak propocité intenzitu bioluminiscenéniho signalu v této oblasti v celé sérii snimki
a hodnoty prevede do Excelu, kde je lze graficky zpracovat. Timto zplisobem je mozno

stanovit oscilaci bioluminiscen¢niho signalu pro celou skupinu bunék (Obr. 16). Vzhledem
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k ¢aste¢né migraci bun¢k ji navic nelze presné ohrani¢it, ROI musi zahrnovat i oblast
puvodné bez signalu, kam bunky postupné domigruji, proto je vysledna hodnota intenzity

signalu zkreslena ¢astecnym zahrnutim okolniho pozadi.

Oscilace PER proteinu v I-LNy
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Obr 16: Graf znazoriujici oscilaci PER proteinu v LNv v mozku Pdf-RFP, BG-luc60 octomilky
meéfenou programem Xcellence. Hodnoty osy X predstavuji cirkadianni ¢as (CT), kdy Seda znaci
subjektivni den a Cerna subjektivni noc. Osa y zndzorfiuje intenzitu signalu ve stupnich Sedi. Priklad
ohraniceni ROI (zelené) na snimku ukazujicim srovnani pozice I-LNv na poc¢atku (CT9) a v prub&hu
méfeni (CT45). Sipky zna¢i 5-s-LNv. Méfitko je 10 um.

Cilem studie vSak bylo stanovit oscilace bioluminiscenéniho signalu V rdmci
jednotlivych bunék, proto byla zvolena alternativni analyza v softwaru ImageJ
(https://imagej.nih.gov). V tomto programu byla v kazdém snimku méfena intenzita signalu
odrazejici primérnou hodnotu odstinu Sedi (mean gray value) v oblasti bunky, od které byla
vzdy odectena intenzita pozadi, tj. okoli bunky, a vysledné hodnoty byly zaznamenany
v Excelu a vyneseny do grafu (Obr. 17).

Zaveéry o oscilaci proteinu PER v jednotivych buikach byly odvozeny z dat ziskanych
az v prubéhu druhého dne méfeni, kdy doslo k poklesu velice intenzivniho
piitomnosti Cerstvého luciferinu v médiu. Ziskana data ukazuji, Ze oscilace v mnozstvi PER
proteinu vykazuji v jednotlivych I-LNv rozdilny prubéh (Obr. 17A). PER protein v nich
osciluje srozdilnou fazi i amplitudou, pficemz intenzita signalu ve dvou z péti |I-LNv

nevykazuje zadnou oscilaci, ve dvou dalSich I-LNv osciluje se stejnou fazi, ale rozdilnou
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amplitudou a u posledni buniky dochazi k fazovému piedstihu maximalni hodnoty intenzity
signalu o dv¢ hodiny vpred. Intenzita signdlu v paté s-LNv bc¢hem prvniho dne méfeni
postupné zeslabuje a nadale zGstava konstantni (Obr. 17B). U vSech neuront vykazujicich
dynamickou zménu v expresi PER proteinu bylo dosazeno maximalnich hodnot v pribéhu 2.
faze subjektivni noci, coz odpovida typickému chovani PER proteinu zjisténému
Vv ptedchozich studiich jak méfenim bioluminiscenéniho signdlu v ramci jedné skupiny
(Roberts a kol. 2015), tak postupnym méfenim intenzit fluorescencéniho signalu ze vzorki
sbiranych ve ¢tythodinovych intervalech v ramci celého dne (Hardin a kol. 1990). Vzhledem
k opakovanym potizim zpisobenych kontaminaci média a zejména pak tumrtim mozkové
tkané se datilo dlouhodob& monitorovat bioluminiscencni signal u 5 ze 30 mozku, pficemz u

dvou méteni probehlo déle nez 48 hodin.
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Obr. 17: Grafy znazornujici oscilace PER proteinu v jednotlivych LNv v mozku Pdf-RFP, BG-luc60
octomilky mé&fené programem Imagel. (A) Oscilace bioluminiscence v I-LNv. Cisla 1-5 v ilustraénim
obrazku znaci jednotlivé bunky a Sipka patou s-LNv. (B) Oscilace bioluminiscence v 5-s-LNv.
Hodnoty osy x predstavuji cirkadianni ¢as (CT), kdy Seda znaci subjektivni den a Cerna subjektivni

noc. Osa y znazornuje intenzitu signalu ve stupnich Sedi. Méfitko je 10 pm.
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5.3. Diskuze

Snimani bioluminiscen¢niho signalu se ukazuje jako Setrné neinvazivni technika, ¢im
dal castéji vyuzivana K detekcim genové exprese. Jeji piednosti je moznost snimani signalu
bez plisobeni excitacniho svétla a vyssi citlivost dand vysokym pomérem signalu vzhledem
k pozadi. Je vhodna k dlouhodobému monitorovani zmén expresni aktivity genu, ktera
podléha jak vyvojovym, tak Casovym zménam. A pravé vyuziti této techniky pii studiu
oscilace genovych produkti zahrnutych v kontrole cirkadiannich rytmu jak u hmyzu, tak u
savcl, vyzaduje jeji neustdlé zdokonalovani. V mnoha ptipadech nahrazuje ¢asové narocné
odbéry vzorki vramci fady dnd, na kterych je dale provadéna RT-PCR nebo
imunohistochemicka detekce studovanych antigeni nasledovéana analyzou vysledkd.

Tato prace byla zaméfena na optimalizaci piipravy preparati a zpiisobu snimani
bioluminiscence v mozcich hmyzu. Pro pfipravu preparati se ukéazalo jako kritické oSetfeni
dna zobrazovacich misti¢ek polylyzinem a vyvarovani se bakterialni kontaminaci média. Pro
Zivotaschopnost tkané a s tim spojena délka monitorovani bioluminiscence zavisela na stupni
poskozeni mozku béhem pitvy. Piesnost méfeni vyzadovala alespoii dvanéctihodinovou
rekonvalescenci tkané po pitve a jeji tzv. sesednuti na dno misky, aby setrvala ve fixované
pozici. Pro samotné snimani bioluminiscen¢niho signalu se nejlépe osvédCilo pouziti
apochromatického olejového objektivu UPLSAPO 100x O s pracovni vzdalenosti 0,12 mm,
kterym bylo docileno dobrého rozliSeni a zaroven bylo mozno doostfit do témét celé tloustky
mozku (cca 100 pum). Nicméné pro dosazeni stejné kvality zobrazovani jak dorzalnich, tak
lateralnich skupin neuroni v mozku by bylo vhodné provést méfeni v mozcich s rliznou
anterioposteriorni orientaci. Jelikoz neni na trhu dostupny objektiv se stonasobnym zvétSenim
a dlouhou pracovni vzdalenosti vyuZitelny pro biologicky material, pro docileni vys$si hloubky
ostrosti v ramci jednoho mozku bylo nutno pouzit objektiv S dlouhou pracovni vzdalenosti
1,50 - 2,20 mm, jako je LUCPLFLN 60x. Naprotitomu se vibec neosvédcil tirfovy objektiv
PLAPON 60x OTIRFM s pracovni vzdalenosti 0,10 mm, ktery znemoznoval dokonalé
zaostteni.

V ramci dlouhodobého monitorovani bioluminiscenéniho signélu byla zaznamenéana
migrace neuronti v ramci studované skupiny, ktera mohla byt zpusobena pokracujicim
,,sesedanim* tkané, avSak s niZ§i intenzitou neZ béhem prvnich dvanacti hodin po pitve. Tento
vyrazny posun neurond znemoznil piesnou analyzu ¢asovych zmén intenzity bioluminiscence
v ramci jedné bunky v programu Xcellence. Tento nedostatek byl prozatim vyfesen pracnou
analyzou Vv programu Imagel, ve kterém byly intenzity signalu uréeny pro kazdy snimek a
buiiku zvIast'.
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Béhem testovani softwaru vhodného k ovladani systému mikroskop-kamera pro
monitorovani bioluminiscence v 0se Z jsme zaznamenali, ze kvalita snimaného signalu zalezi
na tom, kterym softwarem je kamera ovladana. Software MicroManager 1.4 v kombinaci
s kamerou Andor I Kon-M912 UM-CCD se ukazal byt zcela nevhodny. 1 pii vylepSeni
binningu a prodlouzeni expozi¢niho Casu se nepodafilo nasnimat kvalitni bioluminiscen¢ni
obraz. Dalsi testovany program MetaMorph se vyznacoval nejen dobrou kvalitou snimkd, ale
umoznoval proostfeni vV 0se Z. Méfeni v osach Z nebyla zatim provedena, protoze v prubéhu
tohoto projektu nebyl zminovany software dostupny (zapijcen jen na kratkodobé testovani).
Nicméné v této dobé jiz Stredisko histologie a mikroskopie Entomologického ustavu
Biologického centra Akademie véd v Ceskych Bud&jovicich disponuje timto softwarem.

Prestoze je dlouhodobé snimani bioluminiscenéniho signalu na Grovni jedné bunky
v mozcich hmyzu technicky naro¢né, je proveditelné a umoziuje ziskat velice detailni

informace o expresi zkoumanych geni, kterych nelze docilit uplatnénim jinych technik.
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6. Projekt 2: Imunodetekce proteinu TEFLa v Pyrrhocoris

apterus

6.1. Material a metodika

6.1.1. Pouzita zvirata
Pro imunohistochemické experimenty byly pouzity tkané nymf a dospélcti divokého
typu plostice ruménice pospolné, P. apterus. Jedinci byli chovani v inkubatorech pfi teploté

25 °C a fotoperiod¢ 12 h svétla /12 h tmy a byli krmeni plody lipy srd¢ité a vodou.
6.1.2. Zpracovani tkané pro imunodetekci

Fixace tkani nymf a dospélci

Z CO; anestetizovanych nymf a dospélcti plostic byly v 0,01 M fosfatovém pufru
(PB), pH 7,4 vypitvany jednotlivé tkané a fixovany 4% roztokem paraformaldehydu 1-2 h
pii pokojové teploté. Posléze byly promyty 3x 15 min v PB.

Sheér a fixace embryi
Vzhledem k obtiznosti zpracovani a ptipravy embryi k imunodetekci je zde uveden
detailni postup. Pfed sbérem embryi z riznych vyvojovych stadii se oplozené samice nejprve
nechaly vyklast, pak byly pfeneseny do novych misek s trochou potravy, jejichz dno bylo
pokryto filtracnim papirem, a po jednodennim kladeni byla odebrana ¢erstva embrya. Po 1, 3
a 5 dnech embryonalniho vyvoje se byly embrya sebrany do ependorfek a dechorionizovana
30% hydroxidem draselny (KOH) po dobu cca 7 min, za neustalého pozorovani pod
stereomikroskopem. Jakmile zacal chorionovy obal prithlednét, bylo KOH nahrazeno 2%
chlornananem sodnym (NaClO), ktery dale ptisobil na chorionovy obal. Odstranéni chorionu
bylo pozorovatelné po cca 3 minutach, kdy se embrya zacala lepit na sténu ependorfky. Pak
se embrya n¢kolikrat promyla v 0,01 M PB. Odstranéni vitelinni membrany a soub&zna fixace
byla provedena za pouziti roztoku obsahujici 1,7% formaldehydu a 33% n-Heptanu v PB. Po
aplikaci tohoto roztoku byly ependorfky s embryi ponechany 30 min na tfepacéce. Po uplynuti
této doby byla odstranéna horni faze roztoku, tvofena n-Heptanem a pifidano 500 pl
vychlazeného 100% methanolu a embrya byla silné zvortexovana. V dalsim kroku byla
odstranéna spodni faze roztoku, byl ptidan 1 ml vychlazeného 100% methanolu a embrya
byla opét 3x-5x vortexovana. Poté byly vzorky 3x 10 min promyty vychlazenym 100%

methanolem. Ptfed imunodetekci musela byt embrya znovu zavodnéna sestupnou
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methanolovou fadou (90%, 70%, 50%, 30% methanol, kazdy po 2 min), a nakonec promyta
v PB.

6.1.3. Imunodetekce

Pro vysyceni nespecifickych vazebnych mist bylo na fixované tkan¢ pomyté v PB
aplikovano 5% kozi sérum v PB obohaceném 0 0,5% Triton X-100 (blokovani médium), a to
nejméné po dobu 2 h pii pokojové teploté. Nasledné byly vzorky inkubovany s krysi
primarni protilatkou anti-TEFLa (Moravian Biotech) fedénou v poméru 1:200 v blokovacim
médiu po dobu 3-4 dnti ve 4 °C. Nenavéazana primarni protilatka byla vymyta 3x 15 min PB
5 0,5% Tritonem X-100 (PB-T). V kontrolnim experimentu byla primarni protilatka
nahrazena kozim sérem. Déle byla aplikovana kozi sekundérni protilatka namitend proti
krysim imunoglobulinim znacena fluoroforem Alexa 594 a Alexa 488 (Alexa fluor 594 Goat
anti-rat 1gG a Alexa fluor 488 Goat anti-rat 1gG, Life Technologies, Invitrogen) fedéna
1:200 v blokovacim médiu po dobu 1-2 dni ve 4 °C. Po promyti vzorkt 3x 15 min v PB-T a
1x 5 min v PB byly zhotoveny trvalé preparaty zalitim tkani do montovaciho média
(Vectashield, Vector laboratories). Pro malé tkan¢ byla sklicka opatiena nékolika
vyztuznymi krouzky, které branily rozmackani tkané po pfiloZeni kryciho skla.

Pro zviditelnéni tkanovych struktur embryi byla obarvena jadra pomoci DAPI za
pouziti zalévaciho média Fluoroshield s DAPI (Sigma) nebo pomoci roztoku (40 pg/ml PB)
propidium jodidu (TermoFisher).

6.1.4. Fotodokumentace a analyza obrazu

Fotodokumentace TEFLa pozitivniho signalu byla provedena pomoci konfokalniho
mikroskopu FluoView 1000 (Olympus). Pro pofizeni snimki zachycujici cely organ byl pouzit
objektiv UPLSAPO 10x (Universal Plan Super Apochromatic) a vysledna 3D fotografie byla
vytvorena slozenim série snimkii riizné€ proostienych v 0se Z v programu Imaris verze 6.3.1.
(Bitplane). Pro ziskani detailnich zabérd byl pouzit objektiv UPLSAPO 20xO
(Universal Plan Super Apochromatic) a jednotlivé dil¢i snimky byly do vysledného obrazu
poskladany za pouziti programu XuvStitch (http://www.xuvtools.org/doku.php). Kone¢na
graficka uprava snimki byla zhotovena v programu Adobe Photoshope (Adobe Systems).
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6.2. Vysledky

Imunoreaktivita s anti-TEFLa protildtkou v hlavovém gangliu dospélce

Protilatkou proti neuropeptidu TEFLa byly v centralnim mozku a suboesophagealnim
gangliu (SOG) u dospélce detekovany desitky neurond, jejichz nervové procesy vytvaii hustou
sit’ zejména v ramci protocerebra a deutocerebra. Nejintenzivnéj$i reakce byla zaznamenana
ve 2 skupinach neuront, lezicich bilateralné v dorzalnim a lateralnim protocerebru. Skupina
dorzélnich neuront je umisténa posteriodorzalné blize ke stredové ose mozku, je tvofena 4
velkymi neurony, z nichz 3 se nachazi ve vzéjemné blizkosti a ¢tvrty lezi dorzalné od nich.
Nervové axony vychazejici z téchto neuronil béZi ventralné do deutocerebra, kde posteriorné
vybihaji ven z mozku a bohaté se vétvi na povrchu jicnu (Obr. 19 A, B, D). Skupina vyrazné
znacenych laterdlnich neuront je tvofena 3 buiikami, které vysilaji své axony medialné ke
sttedové ose, kde se intenzivné vétvi. Z této sit¢ vlaken vychézi jednak nervové svazky
anteriorné a posteriorné propojujici obé hemisféry, a jednak axony bézici anterioventralné do
tritocerebra. Zde formuji 2 paralelné bézici nervova vlakna inervujici ventralni stfedovou
oblast podjicnového ganglia (Obr. 19 A, B, D). V posteriorni oblasti ventralniho protocerebra
kazdé mozkové hemisféry se nachézi asi 5 slabé znacenych neuronti. Pfi anteriornim povrchu
protocerebra se v kazdé hemisféie nachazi asi 6-8 slabé znacenych malych neuront a jeden
veétsi s vyraznéj$im signalem (Obr. 19 A, D). Nervové drahy vychazejici z téchto neuronti
inervuji anteriorni protocerebrum, tvotice 2 dorzaln¢ propojené drahy bézici dorzomedialnim
smérem a splyvaji se siti vlaken vychazejicich z velkych dorzélnich neurond. Do této sité
rovnéz usti nervové drahy vedouci z asi 4 malych a jednoho velkého neuronu, leZicich
Vv lateralni oblasti deutocerebra. Drahy téchto neurond rovnéZz vytvaii dorzolateralni
anastomozu se siti vlaken v anteriornim protocerebru. Na frontalni strané tritocerebra
Vv blizkosti jicnu je protilatkou znacena bilateralni skupina 3 neuronti (Obr. 19 A, D). Pocetna
skupina velmi malych neuronti lezi frontaln¢ na bazi kazdého optického laloku v oblasti
akcesorické meduly. Dorzéln€ od této skupiny byly ob¢asné¢ nalezeny 2-3 vétsi slabé znacené
neurony. Pozitivni signal byl také detekovan v oblasti podjicnového ganglia. Intenzivné
znaena byla bilateralni skupina 3 malych a jednoho velkého neuronu, které se nachazi
Vv lateralni oblasti maxilarni neuromery. Pfi dorzalnim povrchu stfedové osy ganglia se
nachazi 2 pary vyrazné znacenych neurond, jeden leZi v posteriorni ¢asti labialni neuromery a
druhy ve stfedni ¢asti maxilarni neuromery. Stfedni ¢ast mandibulérni neuromery obsahuje
skupinu 4 velkych neurond, a v jejich okoli je slabé znaceno nékolik malych bunék (Obr. 19

A, B, D). Vyrazny signal byl nalezen i v prvnim a druhém thorakalnim gangliu (Obr. 19 C, E,
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F). Zbytek centralni nervové pasky nebyl testovan. V medialni ¢asti anteriorni oblasti prvniho
thorakalniho (TG1) ganglia se nachazi 2 dorzaln¢ umisténé neurony. Tyto vyrazné znafené
neurony davaji vznik dvéma paraleln¢ bézicim nervovym vlakniim, ktera vybihaji lateralnim
smérem a zanikaji pii vystupu lateralniho nervu. V laterdlnich oblastech ganglia se nachazi 2
velké velmi slabé znacené bunky. Druhé thorakalni ganglium (TG2) obsahuje v oblasti dvou
dvojic vybihajicich lateralnich nervovych vldken, dvojice dorzalné umisténych neuront.
Posteriorni oblast druhého thorakalniho ganglia obsahuje skupinu asi 6 velkych a 5-6 velmi
drobnych dorzaln¢ lezicich bunék a 6-8 velkych ventrdlné umisténych neuront.
V neurohemalnich organech nebyl nalezen zadny pozitivni signal.

V ramci mapovani imunoreaktivity nové objeveného neuropeptidu byla testovana
moznost kontroly jeho exprese cirkadiannimi hodinami. Z tohoto divodu byli jedinci chovani
ve standardnich svételnych podminkach s fotoperiodou 12 h svétla/12 h tmy a vzorky pro
imunohistochemickou detekci byly sbirany v ¢asech ZT 8-10 a ZT 23-1, pfiemz ZTO
predstavuje pocatek svételné faze. V imunoreaktivité téchto vzorkd nebyly zaznamenany

zadné rozdily.

Obr. 18: Schematicka rekonstrukce neuronti znacenych anti TEFLa protilatkou v hlavovém gangliu
dospélce plostice P. apterus. CA corpora allata, De deutocerebrum, OG jicen, OL opticky lalok, Pr

protocerebrum, SOG subesophagealni ganglium, Tr tritocerebrum.
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Obr. 19: TEFLa imureaktivni neurony v hlavovém gangliu dospélce plostice P. apterus sebranych

v ZT 8-10. (A, B) Dva rtizné pohledy na TEFLa imunoreaktivitu v celém hlavovém gangliu. (C)
Zabér na zacatek nervové pasky s prvnim thorakalnim gangliem (TG1) a druhym thorakalnim
gangliem (TG2). (D-F) Detailni zabéry na obé mozkové hemisféry a podjicnové ganglium (D), TG1
(E) a TG2 (F). Sipky znaéi skupinu posteriodorzalnich neurontl. Hlavy $ipek znazorfuji lateralni
neurony. Hvézdi¢ky ukazuji lateralni neurony deutocerebra. Cerné Sipky zna¢i frontalni neurony
tritocerebra. Cerné hlavy Sipek oznacuji neurony pfi anteriornim povrchu protocerebra. (E) Detailni
zobrazeni pozitivniho anti TEFLa signalu v TG1. (F) Detailngjsi pohled na TEFLa imunoreaktivitu v
TG 2. CA corpora allata, OG jicen, OL opticky lalok, SOG subesophagealni ganglium. Méfitko je 50

pum.
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Imunoreaktivita s anti-TE FLa protildtkou ve sti‘evé dospélce

Na zéklad¢ vysledkti obdrzenych z RT-PCR, které mapuji transkripcni aktivitu genu
tefla, byla krom¢ lokalizace TEFLa pozitivniho signalu v centralni nervové soustave,

provedena i imunodetekce TEFLa antigenu ve stfevé a gonadach dospélce. Protilatka proti

Malpigiho trubice

rozsirené stredni stre;
trubicové stredni strevo
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Obr. 20: Imunoreaktivita TEFLa v posteriorni ¢asti stiedniho stfeva dospélce P. apterus. (A, C, E)

Zabér na pocatek zdureliny stfev sebranych v ¢ase ZT 8-10 ze samice (A) a samce (C, E). (B, D) Stejna
oblast stieva ze vzorkl sebranych v ¢ase ZT 23-1 ze samice (B) a samce (D). (F) Schematické
znazornéni celého stieva, Cerveny rdmecek ukazuje oblast s imunoreaktivnimi buiikami. Métitko v

obrazku A-D je 50 um, v obrazku E je 10 pm.
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neuropeptidu TEFLa znacila velké mnozstvi bunék lezicich v povrchové vrstvé celého useku
posteriorni ¢asti sttedniho stieva zahrnujici i banatou zdufelinu, ktera je typicka pro tuto ¢ast
stieva (Obr. 20). Velké mnozstvi imunoreaktivnich bunék se soustfedilo pfedevsim v oblasti
rozSifeni a zuzeni této zdureliny. VSechny buiiky mély stejnou velikost a vietenovity tvar.
Imunoreaktivita byla zaznamenana ve stievech samctl i samic a u obou pohlavi vykazovala
cirkadianni zmény. Zatimco v ¢ase ZT 8-10 byla zaznamendna vyrazna reakce, v Case ZT 23-
1 nebyl zaznamenan zadny signal. Imunodetekce TEFLa antigenu neodhalila zaddny pozitivni

signal v samc¢ich ani v samicCich pohlavnich organech.

Imunoreaktivita s anti-TEFLa protildtkou v hlavovém gangliu nymf

Vyskyt peptidu TEFLa byl mapovan i z vyvojového hlediska, a to v hlavovych
gangliich nymf starych 2 a 4 dny. Pozitivni signal v mozku i ventralnim gangliu byl znamenan
jiz u nymf starych 2 dny (Obr. 21A). Vyrazné znaena je skupina 4 neuronu lezicich v
kazdé hemisféfe centrdlntho mozku odpovidajici pravdépodobné posteriodorzalnim
neuronim dospélce, 0 ¢emz svédCi i pfitomnost intenzivné znacenych nervovych vlaken
sméfujicich na povrch jicnu. V posteriorni ¢asti ventralniho ganglia lezi skupina asi deseti
slabé znacenych neuronli a tfi bilaterdlni svazky nervovych vldken smétuji vertikalné
k vyvodum lateralnich nervi (Obr. 21A).

Charakter imunoreaktivniho signalu v hlavovych gangliich ¢tyfdennich nymf vykazuje
podobnost s imunoreaktivitou popsanou u dospélci s tim rozdilem, Ze sit’ nervovych procesi
Vv centralnim mozku je vyrazné fidsi. Vyrazny signal byl zaznamendn ve skupiné dorzalnich
neurond, lateradlnich neurond, na laterdlni a dorzomedialni oblasti ventralniho ganglia.

Neurohemalni organ nymf obou vékovych skupin nevykazuje pozitivni reakci (Obr. 21 B-D).

Imunoreaktivita s anti-TEFLa protildtkou v gonaddach nymf

Zatimco v gonadach dospélce nebyl zaznamenan TEFLa pozitivni signal,
pravdépodobné vlivem Spatné prostupnosti protilatky ptes povrchové obaly vaje¢niki a varlat,
u ¢tytdennich nymf byl intenzivni signal zaznamenan v cytoplazmé vyvijejiciho se oocytu
vitelaria meroistickych telotrofnich vaje¢niktl (Obr. 22A). Folikularni bunky ani germarium
neobsahovaly Zadny pozitivni signal. U varlat byl pozitivni signal nalezen v povrchovém
epitelu baze folikull pii jejich usti do sbérného kanalku piechdzejiciho v chdmovod (Obr. 22
B, C). U dvoudennich nymf imunodetekce TEFLa peptidu nebyla provedena vzhledem
k obtiznosti jejich identifikace béhem pitvy. Tkané byly jiz pfili§ malé.
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Obr. 21: TEFLa imunoreaktivita v hlavovém gangliu u nymf P. apterus. (A) Hlavové ganglium
dvoudenni nymfy. (B) Hlavové ganglium ¢tyfdenni nymfy. (C) Prvni thorakalni ganglium étyfdenni
nymfy. (D) Druhé thorakalni ganglium &tyidenni nymfy. Sipky zna¢i posteriodorzalni skupinu
neuront, hlava Sipky lateralni skupinu neuront, Cerné Sipky znaci nervové procesy vedouci
k lateralnim nerviim vybihajicim z ventralniho ganglia. OL opticky lalok, SOG subesophagealni

ganglium, TG1 thorakalni ganglium 1, TG2 thorakalni ganglium 2. Méftitko je 50 um.
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Obr. 22: TEFLa imunoreaktivita v gonadach ¢tyfdennich nymf P. apterus. (A) Pozitivni signal
Vv cytoplazmé vyvijejicich se oocyti ve vitelariu. (B, C) Dvé rozdilna zvétSeni zachycujici pozitivni
signal v povrchovém epitelu baze folikult varlat. Sipka znaéi signal v bazi folikuli. G germarium,

V vitelarium. Métitko je 50 um, u obrazku C je 10 um.

Imunoreaktivita s anti-TEFLa protildtkou v embryich

Vzhledem k tomu, ze peptid TEFLa byl detekovan jiz ve dvoudennich nymfach, bylo
rovnéz prikroceno k testovani embryonalniho vyvoje. TEFLa imunoreaktivita byla testovana
u embryi starych 1, 3, a 5 dni. Jednodenni a tfidenni embrya nevykazovala Zadny pozitivni
signal. V pétidennich embryich, u kterych jiz byla pozorovana segmentace téla a zaklady
koncetin, byl TEFLa peptid lokalizovan na dorzalni stran¢ hlavové oblasti embrya (Obr. 23).
Vzhledem k umisténi a charakteru signalu lze usuzovat, Ze se jedna o okraj uzavirajiciho se
amnionového obalu embrya. Slabsi signdl nachéazejici se ve stfedni Casti embrya je

pravdépodobné lokalizovan v oblasti stieva.
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Obr. 23: TEFLa imunoreaktivita v 5. dni embryonalniho vyvoje P. apterus. (A, D) Imunodetekce
TEFLa neuropeptidu v celém embryu. (B, C) Kombinace TEFLa signalu s jadry zna¢enymi DAPI
ukazana v celém embryu (B) a detailnim zabéru (C). (E, F) Kombinace TEFLa signalu s jadry
znaenymi propidium jodidem ukazana v celém embryu (E) a detailnim zabéru (F). Sipka ukazuje
pozitivni signal v oblasti uzavirajiciho se amnionu. Hlava Sipky signal v oblasti stieva. Métitko je 50

pm.

6.3. Diskuze

Peptid TEFLa byl detekovan v desitkach imunoreaktivnich bunék v ramci celého
hlavového ganglia dospélce. Obzvlasté silné¢ jsou bilateralné znaCeny 4 neurony
posteriodorzalni, 3 neurony V lateralni oblasti protocerebra, 4 parové neurony v lateralni
oblasti a 2 dvojice neurond v dorzalni oblasti podjicnového ganglia. Ptitomnost peptidu
TEFLa v centralni nervové soustavé potvrzuje piedpoklad, ze se jedna o neuropeptid. Vyskyt
posteriodorzalnich a lateralnich neuronti ve 2. a 4. dni larvalniho vyvoje ukazuje, ze by mohl
tento neuropeptid hrat vyznamnou roli béhem celého larvalniho vyvoje. U nymf byl tento
peptid rovnéz detekovan v gonadach, a to ve vyvijejicich se oocytech vajecnikd a na
povrchovém epitelu baze folikulti varlat. Exprese TEFLa proteinu byla zaznamenéana také
V patém dnu embryonalniho vyvoje, a to v oblasti kde dochézi k uzavirani amnionového obalu

embrya.
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U dospélcii bylo nalezeno mnozstvi TEFLa imunoreaktivnich bun¢k v posteriorni ¢asti
stfedniho stfeva. VSechny bunky nalezené ve stfevé maji vietenovity tvar. S ohledem na
morfologii a pozice bun¢k v povrchové vrstvé stfedniho stfeva lze usuzovat, ze se jednd o
sekretorické buiky, které jsou typické pro tuto danou oblast stieva. V téchto buitkach byly
zaznamenany rozdily v distribuci TEFLa signalu mezi dnem a noci, coz svéd¢i o tom, Ze
exprese genu je regulovana cirkadiannimi rytmy. Pfitomnost signalu byla zjisténa pouze
béhem dne.

Pomérné rozsahla distribuce peptidu TEFLa v ramci rtznych vyvojovych stadii
poc¢inaje 5. dnem embryonalniho vyvoje a konce dospélym jedincem, svéd¢i o mozném
zapojeni tohoto neuropeptidu v fadé regulacnich mechanismii béhem procest vyvoje.

Specificita pouzité protilatky byla ovéfena imunohistochemicky zaménou primarni
protilatky za kozi sérum. Preimunni sérum bohuZzel nebylo k dispozici, nicméné v soucasné
dobé je generovana mutantni linie s nulovou expresi tohoto peptidu, kterd bude vyuzita pro

finalni kontrolu specificity obdrzenych pozitivnich signalti.
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(. Zavér

V ramci mé bakalaiské prace se mi podafilo zdokonalit techniku snimani
bioluminiscenéniho signalu v mozcich hmyzu. Vyvinula jsem metodiku, pomoci které Ize
sledovat zménu v expresi studovanych genti na trovni jediné buiiky. Naucila jsem se ovlad
pomérné unikatni mikroskop LuminoView 200, a to za pomoci hned n¢kolika softwart
(Xcellence, MicroManager a MetaMorph). Do budoucna bych chtéla zdokonalit pfipravu
vzorkd tak, abych snizila mortalitu méfenych tkani zptisobenou jednak vlivem
mechanického poskozeni tkané béhem pitvy, a jednak bakterialni kontaminaci média a tim
prodlouZila délku snimani signalu. Program MetaMorph bych chtéla pouzit k soucasnému
snimani bioluminiscence z n¢kolika vrstev ostrosti V ramci jedné tkané€, coz naptiklad pii
studiu cirkadiannich rytmt hmyzu umozni ziskat komplexni piedstavu o oscilaci genového
produktu ve vSech neuronech centralniho hodinového oscilatoru. V ramci studia kontroly
cirkadiannich rytmt pomoci periodickych zmén teploty, kdy je pro bezchybny chod
centrdlniho oscilatoru dilezity signél z perifernich chordotonalnich orgénd, bych se chtéla
pokusit o snimani bioluminiscence z mozku intaktniho organismu.

Dale se mi podatilo lokalizovat nové objeveny neuropeptid TEFLa v jednotlivych

vyvojovych stadiich plostice P. apterus. Tim jsem ziskala dil¢i informace, které poslouZzi

at

v dal$im vyzkumu ke stanoveni jeho mozné funkce v organismu. Mé vysledky ukazuji, Ze se

tento neuropeptid uplatiiuje od konce embryonalniho vyvoje ptes vyvoj larvalni az do

dospélosti, a ve stievech dospélce je jeho exprese pod kontrolou cirkadiannich rytmi.

Techniku imunohistochemické detekce proteinti a metodu snimani bioluminiscence, ve

kterych jsem se béhem obou vySe zminénych studii zdokonalila, vyuziji pfi mé dalsi praci

v ramci Stfediska histologie a mikroskopie, Entomologického ustavu, Biologického centra

Akademie véd, Ceské republiky a zejména pak v mém magisterském projektu, ktery se bu
tykat imunodetekce receptoru nukleosidovych transportérii a ristovych faktorti v adenosino

signalni draze u D. melanogaster.
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8. Seznam zkratek
5-s-LNv
AKH
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CCD kamera
clk
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cry
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CT

cyc

CYC

DAB

DAPI

dbt

DBT

De

DN 1,2,3
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EM-CCD kamera

Fluc

GFP
HRP

paty maly ventrolateralni neuron
adipokineticky hormon
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nazev restrikéniho enzymu
5-bromo-4-chloro-3-indol fosfat
corpora allata
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cirka, ptiblizné
charge-coupled-device kamera
clock gen

CLOCK protein
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CRYPTOCHROME protein
cirkadianni Cas

cycle gen

CYCLE protein
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nazev restrikéniho enzymu
electron multiplying-charge coupled device
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zeleny fluorescentni protein

kienova peroxidaza
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PDF
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long universal culture plan fluorite new
LuminoView 200
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modré tetrazolium
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opticky lalok

oil total internal reflection fluorescence
microscopy
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fluorescentni protein
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PERIOD protein
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cerveny fluorescentni protein
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Morfologie jedové Zlazy lum¢ika Habrobracon hebetor

Uvod

Endoparaziticka vosi¢ka, lum¢ik Habrobracon hebetor (fad Hymenoptera, celed
Braconidae, pod¢eled” Braconinae), zajistuje zdarny vyvoj svého potomstva nakladenim
vaji¢ek na povrch téla larev hostitele, kterymi jsou zejména larvy riznych druhti Lepidopter,
jako je Ephestia, Plodia nebo Galleria (Beard a kol. 1952). Ke znehybnéni hostitele vyuziva
jed, ktery zptisobuje nervosvalovou paralyzu a zastaveni vyvoje hostitele. V soucasné dob¢ je
studovana interakce vosi¢kového jedu a hmyzich adipokinetickych hormont (AKH). Tyto
hormony patii k nejlépe prostudované skupiné hmyzich neuropeptidi, k jejichz syntéze
dochazi v neurosekretorickych bunkach corpora cardiaca (CC). AKH se podili na regulaci
fady fyziologickych procest jako je mobilizace energetickych zdroju (lipidua, glycidi a
prolinu), rast, svlékani, reprodukce, diapauza (Gdde 1990). Tyto hormony se oznacuji jako
stresové hormony, které¢ inhibuji anabolické pochody a stimuluji procesy produkujici energii
(Kodrik 2008). V ptipad¢ dalsi potieby reguluji stresové reakce, které eliminuji nebo zmirfiuji
dopady stresu na organismus. Bylo prokdzéno, Ze AKH zmiriiuje ucinky plsobeni
vosi¢kového jedu v téle hostitele (Shaik 2017). Ve svalové tkani testovanych organismu
(octomilky Drosophila melanogaster, plostice Pyrrhocoris apterus) zptusobuje jed zna¢né
morfologické zmény. V piipadé aplikace AKH spolu s jedem nebyly tyto zmény ve svalové
tkani pozorovany (Kodrik nepublikovand data). Kromé studia G¢inku jedu védce zajima i
zpusob jakym je jed v jedové Zlaze tvoren. Morfologie struktury jedové Zlazy Hymenopter
vykazuji vysokou variabilitu, dokonce 1 mezi zastupci jedné Celedi, proto byla studovana jeji

struktura pfimo u druhu vosi¢ky Habrobracon hebetor.

Material a metody

Totalni preparaty

Z organismu anestetizovanych CO2 byly vypitvany organy ve sterilnim fosfatovém
pufru (PB) a nasledné byly fixovany ve 4% paraformaldehydu 1 h pii pokojové teploté. Pak
byly vypitvané tkané promyvany v PB (4x 15 min) a umistény do ¢ernych keramickych misek
vhodnych pro zobrazeni. Stereomikroskopem (Olympus SZX12) vybavenym CCD kamerou
(Olympus DP50) byly pofizeny snimky tkan¢ s riznym proostienim v ose Z a slozeny do
jednoho obrazu v softwaru Adobe Photoshop (Adobe systems). Poté byly tkané zality do
média Fluoroshield s DAPI (Sigma), piekryty krycim sklem a zobrazovany pomoci
konfokalniho mikroskopu (Olympus FV 1000).

49



Paraplastové rezy

Nejprve se cela vosicka anestetizovala a fixovala 10 min v Bouin-Hollande-sublimatu
(BHS). Pak se z vosicky vypreparovaly studované tkang, které se nechaly fixovat v Cistém
BHS ve 4 °C pfes noc. Pro vymyti fixaze slouzil 70% ethanol, ktery se vzdy po 30 min
vymneénil za Cisty. To bylo opakovéano nékolikrat. K odvodnéni tkdn€ byla pouzita vzestupna
ethanolova fada (96%, 100% ethanol vzdy 2x 20 min). Nakonec byly vzorky vlozeny do 100%
chloroformu (Penta) na 2x 20 min a po odsati roztoku byly pfemistény do plastovych misticek,
ve kterych byly zality roztavenym parafinem. Tyto misticky byly vlozeny do vakuové picky
rozpalené na 60 °C a ponechaly se zde ptes noc. V této fazi rozehiaty parafin pronikl do tkani
a prosytil vesker¢ struktury. Dalsi den byly tkan¢ naorientovany a nechany polymerizovat 2 h
Vv pokojové teploté. Takto zpolymerizované blocky byly nakrajeny na mikrotomu na tloustku
7 um a fezy byly kladeny na d&ista sklicka pokryta nékolika kapkami destilované vody.
Zaplnéné sklicko fezy bylo opatrné premisténo na picku rozehiatou na 45 °C. Po zahtati
destilované vody se zacal nahiivat parafin, a tim se pasky napinaly na celé sklicko. Nésledné
se voda odsala a skli¢ka se nechala vychladnout. Pro zbaveni piebyteéné vody, ktera v fezech
mohla zustat, se sklicko pfitisklo na kapesnik a siln€jsim tlakem byla voda vytlacena. Pro

dokonalé ptilnuti fezd ke sklicku se vysusené preparaty nechaly na picce jeste 48 h.

Malloryho barveni

Pro obarveni vzorki byly fezy odparafinovany xylenem (Penta), ve kterém byly 2x 10
min. K zavodnéni slouzila sestupna alkoholova fada (96% a 70% ethanol kazdy po 5 min).
Poté byly fezy promyvany 5 min v destilované vodé, ze které byly pfemistény do roztoku
Biebrich scarlet-acid fuchsin (Sigma), kde byly ponechany 3 min. Dale byly fezy znovu
promyty 5 min v destilované vodé, a pak byly ponofeny 5 min v 10% roztoku kyseliny
fosfomolybdenové (Sigma). Po této dobé byly vzorky znovu proplachnuty destilovanou vodou
a premistény do posledniho roztoku anilinové modfi (Sigma), kde byly 4 min. Po dikladném
oplachnuti destilovanou vodou byly vzorky dehydrovany ethanolovou tadou (70%, 96% a
100% etanolu v kazdém 3 min). Pfed zamontovanim byly obarvené preparaty ponoieny do
xylenu (Penta) na 2x 5 min. K zamontovani slouzilo DPX Mountant pro histologii (Fluka).
Zhotovené preparaty byly prohlizeny mikroskopem Axioplan 2 (Zeiss) vybavenym CCD
kamerou (Olympus DP73).
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Vysledky

Morfologie jedové zlazy

Struktura jedové zlazy byla studovana riznymi histologickymi technikami, jak na
totalnich preparatech, tak na paraplastovych fezech. Zlazy byly vypitvany spolend s
pfilehlymi organy a jejich morfologie byla zkoumana a dokumentovéna stereomikroskopem a
konfokalnim mikroskopem. Pro lepsi orientaci byla bunécné jadra obarvena DAPI. Ke studiu
vnitinich struktur byly vyuzity paraplastové fezy obarvené Malloryho technikou.

Kombinaci vSech pouzitych technik bylo zjisténo, ze jedova zlaza je tvorena asi 10
jedovymi vacky trubicovitého tvaru, které obklopuji velky svalnaty organ tstici do primarniho
jedového kanalku (Obr. P1). Jedové vacky rovnéz vstupuji do primarniho jedového kanalku,
a to do jeho anteriorni ¢asti. Kanalek se posteriorné otevira do vejcovodu a jed je tak posouvan
smérem ke kladélku, které ma také funkci zihadla. Na pficném fezu jedovym vackem lze
pozorovat velké sekretorické bunky lezici v jeho obvodové vrstvé (Obr. P1F). V jejich
cytoplazmé se nachazi vezikuly obsahujici jed, ktery je pomoci endocytdzy transportovan do
lumenu vacku (Cerna Sipka v Obr. P1F). Tento jed byl Malloryho trichromem zbarven do
modra, zatimco svalovina a vnitini obsah rezervoaru se barvil do ¢ervena. Na podélném fezu
primarnim jedovym kanalkem (bila hlava Sipky Obr. P1E), Ize pozorovat, ze je pokryt

sekretorickymi vezikuly, které obsahuji bezbarvy produkt.
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Obr. P1: Morfologie jedové zlazy lum¢ika Habrobracon hebetor. (A, B) Totalni preparat jedové zlazy
s okolnimi tkanémi. Asi 10 trubicovitych jedovych vacki (Sipka) obklopujicich svalnaty organ (hlava

Sipky) a vyust'ujici do primarniho jedového kanalku (cernd hlava Sipky). (C, D) Snimek z konfokalniho
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mikroskupu zachycujici obraz fluorescence a obraz prochazejiciho svétla: DAPI znaceni (fialovd),
autofluorescence (zelend): trubicovité vacky jedové Zlazy (Sipka), svalnaty organ (bila hlava sipky (C)
a cerna hlava sipky (D)), primarni jedovy kanalek (¢erna hlava Sipky bile olemovana) a V (vajecniky).
(E-G) Malloryho barveni na parafinovych fezech lumcikova zade¢ku zobrazuje podélny fez (E) nebo
piicny ez (G) trubicovitych jedovych vackn a svalnatého organu. Jednotlivé vacky jedové Zlazy jsou
oznacéeny hvézdickami. (F) VEtsi zvétseni obrazku piicného fezu jedového vacku, zobrazujici vezikuly
s jedem, které jsou transportovany do lumenu vacku (Cernd Sipka). Métitko jeu A-E 100 yumau F, G

je 10 pm.

Diskuze

V ramci nad¢eledi Ichneumonoidea byly zaznamenany velké odlisnosti ve struktufe
jedové Zlazy. Avsak obecné je tato Zlaza tvofena bud’ trubicovymi nebo kulovitymi vacky
Casto rozvétvenymi, které se oteviraji piimo do rezervodru jedu, ktery je propojen primarnim
jedovym kanalkem s bazi kladélka. Dokonce i v ramci ¢eledi Braconidae byly pozorovany
dalsi rozdily. Prvnim rozdilem byly dva typy rezervoaru jedu, ktery mél v prvnim ptipadé
masivni vrstvu podéIné i cirkularni svaloviny se silnou vrstvou chitindzni vystelky, navic byl
inervovany, coZ umoznilo regulovat davku jedu. Druhy typ rezervoaru nebyl inervovan,
svalovina byla rozptylena a vystelka méla slabsi vrstvu chitinu (Edson a kol. 1982). U vétSiny
ne-cyklostomickych Braconidae a vétSiny Ichnemonidae bylo pozorovano, Ze se jedové Zlazy
oteviraji do anteriorni ¢asti jedového rezervoaru, toto uspotradani se jevi byt vyvojove nejstarsi
(Quicke a kol. 2009). V podceledi Braconinae, u nékterych cyklostomickych druhti, jedové
vacky usti pfimo do jedového kanalku vychazejiciho z rezervoaru jedu, ktery obsahuje velké
mnoZstvi piiénych a podélnych svalovych vldken a ma silnou chitinézni vystelku. Casto
obsahuje i malé mnozstvi sekretorickych bunék (Wan a kol. 2006). Dalsim typickym znakem
jedovych zlaz podceledi Braconinae je pokryti povrchu primdrniho jedového kanalku
kulovitymi sekretorickymi vezikuly, které jsou vzajemné propojeny vrstvou chitinu. Sekret
téchto vezikulll obsahuje komponenty, které¢ intereaguji s jedem tvofenym jedovymi Zlazami.
Pravdépodobné slouzi k aktivaci jedu az tésné pred vstiiknutim paralyzujiciho jedu do
hostitele.

Morfologie zlazy H. hebetor odpovida kompozici pozorované u jinych druht
podceledi Braconinae vcetné ptitomnosti kulovitych sekretorickych vezikuli na povrchu
jedovych kanalkd (Obr. P1E), rozdily jsou pouze v tloustce trubicovych jedovych zlaz. Jed je
hromadén v rezervoaru, prestoze jedové vacky usti az do primarniho jedového kanalku. Byla

vyslovena domnénka, Ze se jed vraci zpét do rezervoaru proti svému toku. Na zadném
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histologickém preparatu jsme vsak v rezervoaru nezaznamenali ptitomnost jedu, typického
pro jedové vacky, ale byl zde detekovan sekret, ktery ma pravdépodobné jiné slozeni vzhledem
ke své barvitelnosti Malloryho trichromem. Z toho Ize usuzovat, ze se jed bud’ opravdu vraci
do rezervoaru, aby se smisil s jinym typem sekretu, nebo je sekret produkovany v rezervoaru
pouze piidavan do jedu proudiciho z jedovych vackl do primarniho jedového kanalku. Dalsi
moznosti je, Ze tento organ zde neslouzi jako zasobarna jedu, ale spise jako svalnatd pumpa,
jejiz kontrakci je jed pohanén dale ke kladélku a vnitini obsah rezervoaru je pouze pozistatek
odloucené intimy. Pro bliz$i posouzeni je nutno prostudovat ultrastrukturu stény rezervoaru,

se zam¢&fenim na identifikaci sekretorickych bunék.
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