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Anotation

The main goal of this bachelor thesis was to characterize changes of adipokinetic hormone
(AKH) production in the brain and corpora cardiaca of the firebug Pyrrhocoris apterus during
the infection caused by entomopathogenic nematode Steinernema carpocapsae. The effects of
the pathogen were investigated by determination of AKH level in the CNS using competitive
ELISA test and immunohistochemical localization with a specific antibody against the P.
apterus AKH (Pyrap-AKH). The results confirmed presence of majority of AKH in corpora
cardiaca and smaller amount also in brain. The infection increased AKH production in both
monitored organs, however, in brain the elevation was more intensive than that in corpora

cardiaca.
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1. Uvod

1.1. Endokrinni soustava hmyzu

Endokrinni soustava hmyzu reprezentuje mezi bezobratlymi nejlépe probadany a

nejsofistikovanéjsi systém. RozliSujeme zde dvé hlavni hormonalni soustavy fungujici

vzajemné v té€sné zavislosti a dale pak 2-3 skupiny bunék/tkani s endokrinni funkci:

1. Mozek a piilehlé Zlazy zahrnuiji:

Neurosekretorické monopolarni buriky mozkovych hemisfér

Corpora cardiaca (CC): Nachazi se v blizkosti mozku a nasedaji na aortu.
Slouzi jako neurohemalni organ pro mozkové neurohormony vzhledem k Usti
axonu neurosekretorickych bunék. Kromé toho jsou CC schopna i syntézy
n¢kterych neuropeptidit (AKH).

Corpora allata (CA): Jednd se o zpravidla parovou zlazu nachdzejici se
v posteriorni oblasti hlavy; nékdy vsak obé& casti splyvaji v jeden orgéan

(Diptera, Hemiptera). Jejich hlavni funkci je produkce juvenilnich hormonti.

2. Prothorakdlni Zlazy

Zlazy nepravidelného tvaru vyskytujici se v oblasti prvniho hrudniho &lanku (prothoraxu),

produkuji svlékaci hormony — ekdysteroidy. Prothorakalni zlazy se primarné vyskytuji u

nedospélych stadii a u imag zpravidla chybi.

3. Dalsi endokrinni centra zahrnuji:

Neurosekretorické buiky ostatnich ganglii: Nachazeji se v gangliich bfisni
nervové pasky a do hemolymfy uvoliuji neuropeptidy.

Endokrinni bunky stfeva: Jejich existence byla prokazéna pouze
imunohistochemicky. Ptredpoklada se, ze produkuji hormony ugastnici se
travicich procest

Epitrachealni zlazy: Celky bunék nachazejici se v oblasti spirakula, kde
nasedaji na tracheu. Jsou zodpovédné za produkci ecdysis triggering hormont

(ETH; nemaji Cesky nazev)



Vsechny endokrinni organy produkuji zakladni tfi skupiny hormont:

1. Ekdysteroidy

Tzv. svlékaci hormony zodpovidaji za svlékani larev, nymf a slouzi také k reprodukci
dospélcu. Zakladni je hormon ekdyson (steranové jadro — odvozeny od cholesterolu). Jsou
vyluCované predevsim prothorakalnimi zlazami, ale také epidermis a gonadami. U hmyzu

maji mnoho dalsich dulezitych funkci.

2. Peptidické hormony

Latky peptidické povahy vylu¢ované do hemolymfy neurosekretorickymi buitkami mozku
a jinych ¢asti CNS. U vétSiny téchto neuropeptidii byl popsan pleiotropni ucinek, coz
znamena, ze maji obvykle celou fadu rtznych funkci. Kromé typicky hmyzich
neuropeptidi miizeme v té€le hmyzu najit i analogy sav¢ich hormont, které mizou mit
podobné nebo i odlisné funkce jako/nez je tomu u savct. Podle typu jejich plsobeni na
organismus je mizeme rozd¢lit do skupin (v téchto skupinich uvadim vzdy pouze jednoho
nebo jen nékolik vyznamnych zastupct, protoze pocet hmyzich neuropeptidi se dnes

odhaduje na n¢kolik stovek):

a. Hormony 7idici metabolismus a homeostdazu
Adipokinetické hormony (AKH) z rodiny RPCH/AKH (red pigment concentrating
hormone/adipokinetic family). K jejich syntéze a uvolnéni dochazi hlavné v CC (Géade
a kol., 1997; Nassel a Winther, 2010), nicméné malé mnozstvi se syntetizuje i V
neurosekretorickych bunék mozku (Schooneveld a kol., 1985; Moshitzky a kol.,
1987a; Bray a kol., 1993; Clottens a kol., 1989; Kaufmann a kol., 2009; Kodrik a kol.,
2003). Primarnim signalem pro uvolnéni hormont do hemolymfy je zvySena potieba
energie nebo jiné pusobeni stresu (podrobné viz nize).

b. Hormony ridici metamorfozu, riist a vyvoj
Prothoracikotropni hormon (PTTH; diive znamy jako aktiva¢ni hormon). K jeho
syntéze dochazi v neurosekretorickych buiikach protocerebra. Zakladni funkci PTTH
je stimulace syntézy a uvoliiovani ekdysteroidi. K samotnému uvoliovani dochazi
pouze v ur¢itou denni dobu, aby doslo k synchronizaci s dennimi rytmy.
Do této skupiny hormont dale patii allatostatiny a allatotropiny. Jedna se o
neuropeptidy tidici sekreci juvenilniho hormonu.
Eklozni hormony (ETH) a ecdysis triggering hormony jsou hormony ovliviiujici

svlékani a eklozni chovani.



C. Hormony ridici pohlavni funkce
Tzv. gonadotropni hormony pitedstavuji skupinu neurohormont stimulujici pohlavni
funkce jako jsou: vyvoj ovarii, transport zasobnich latek, syntézu ecdysteroidu apod.
d. Hormony ovliviiujici svalovou kontrakci
Jedna se o pocetnou skupinu neurohormonti stimulujicich svalovou ¢innost u hmyzu.
Modifikuji aktivitu svaloviny stiev, srdce i skeletalni svaloviny. Typickym zastupcem
je proctolin, ktery stimuluje rytmické kontrakce vnitinich organi a pusobi také jako
neuromodulator viscelarni a kosterni svaloviny.
e. Hormony ridici barvomeénu (chromatotropiny)
Ridi barevné zmény, které souvisi s distribuci pigment v kutikule i epidermélnich

bunikach. Nejznaméjsim zastupcem je PDF (pigment dispersing factor).

3. Juvenilni hormony

Z chemického hlediska se jedna o sesquiterpeny odvozené od farnezolu. Jejich primarni
funkei je udrzovat jedince v nedospélém stadiu (odtud pochazi jejich jméno), zasahuji vSak
do fady aspekti hmyziho Zzivota (kastovni systém, metamorféza, vyvoj ovarii,

embryogeneze, larvalni a imaginalni diapauza atd.) K jejich syntéze dochazi v CA.

1.2. Reakce hmyzu na stres (stress response)

Vzhledem ke své pozici v potravnim fetézci byl na hmyz v prubéhu evoluce vyvijen extrémni
tlak, proto je hmyz skupinou Zivoc¢icha s velmi dobie vyvinutou odpovédi na riizné stresory.
Diky tomu byl hmyz schopny nejenom pfezit, ale diverzifikovat se do podoby jakou dnes

znédme a modulovat fyziologické pochody k maximalizaci G¢innosti (Adamo, 2017).

Reakce na stres je definovana jako fyziologicka odpovéd organismu na neoptimalni
podminky. Muzeme ji rozdélit dle jejich déjovych potadi v organismu na — molekularni,

buné¢nou, fyziologickou a behavioralni.

Hmyz ma na rizné stresory ruzné typy odpovédi. Hlavnimi stresory u hmyzu jsou

metabolicky stres (hladovéni) a ucinek patogena (infekce, parazitace).:

- Metabolicky stress a hladovéni: Jedna se 0 nejcastéjsi stresor ovliviujici organismus

po cely jeho zivot. Do hormonalni odpovédi na hladovéni se zapojuje cela fada



hormonti od biogennich amint (oktopamin, dopamin, serotonin) az po neurohormony
(Downer, 1979).

- Pusobeni patogent: Hormonalni reakce organismu na infekci a parazitaci napomahaji

k optimalizaci dané imunitni odpovédi (Adamo, 2017). Béhem infekce dochazi u
vétsiny hmyzu k aktivaci buné¢nych a humoralni obrannych reakci (Chapman, 1998).
Predpoklada se, ze minimaln¢ nékteré z téchto reakei jsou pod hormondalni kontrolou.
Je prokazano tieba zapojeni AKH do obrannych reakci proti entomopatogennim
bakteriim, houbam, hlisticim, parazitoidim ¢i jejich toxinim (Goldsworthy a kol.,
2002, 2003, 2005; Kodrik, 2008; Ibrahim a kol, 2017, 2018; Shaik a kol., 2017).

1.3. Adipokineticky hormon (AKH)

Adipokinetické hormony jsou v dnesni dobé nejlépe studovanou skupinou peptidickych
neurohormont hmyzu. Jak jiz nazev vypovida, prvné objevena funkce AKH byla
charakterizovana u sarancete stéhovavé Locusta migratoria (Stone a kol., 1976), kde Locmi-
AKH-I pfimo stimuloval aktivaci lipidickych zasob. Cela rodina adipokinetickych hormont
dnes ¢ita pres 60 zastupct a jejich funkce jsou velmi komplexni. Obdobou AKH u obratlovci

je hormon glukagon (Alquicer a kol., 2009).

1.3.1. AKH jako chemické individuum

Z chemického hlediska jsou AKH obvykle malé okta az dekapeptidy. Nize je uvedena
primarni struktura dvou AKH, které se nachazi v téle modelového organismu Pyrrhocoris
apterus (Kodrik a kol., 2000; 2002).

1. Pyrap-AKH (Pyrrhocoris apterus — adipokineticky hormon): pGlu-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-
Asn-Trp-NH2

2. Peram-CAH-I1 (Periplaneta americana - cardioaccelerating hormone-Il: pGlu-Leu-Thr-
Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-NH2

AKH molekula ma N-konec blokovany p-Glu (kys. pyroglutamova) a C-konec je amidovany.

Pricemz obsahuje alespon jednu aromatickou aminokyselinu, a to obvykle Phe v 4. pozici



(Géde a kol., 1997). Vyjimku tvoii Vanca-AKH u motyla Vanesa cardui. V tomto piipadé se
jedné o peptid slozeny z jedenécti aminokyselin (Kéllisch a kol., 2000).

Kazdé AKH ma specifickou m-RNA, ktera je translatovana do pre-pro-hormonu, které maji
konzervovanou strukturu s charakteristickym hydrofobnim peptidem nasledovany jednim
aktivnim AKH s navazanym asociovanym peptidem (Noyes a kol., 1995). Funkce téchto
asociovanych peptidii neni dnes jesté¢ znama. Pravdépodobné hraji roli pti kumulaci
v sekre¢nich granulich (Van der Horst a kol., 2001) nebo se jedna o signalni molekulu pro

degradaci nespravné sbalenych sekre¢nich produkti (Bassetti a kol., 1995).

1.3.2. Lokalizace AKH v centralni nervové soustavé

Adipokinetické hormony jsou syntetizovany, ukladany a vyluCovany pievazné
neurosekretorickymi bunkami zlaz CC (Géde a kol., 1997; Néassel a Winther, 2010). Avsak
bylo zdokumentovano, ze u druht, Locusta migratoria (Schooneveld a kol., 1985; Bray a kol.,
1993), Carausius morosus (Clottens a kol., 1987), Aedes aegypti (Kaufmann a kol., 2009)
nebo P. apterus (Kodrik a kol., 2003) byla pfitomnost AKH prokazéana i v mozku. Naptiklad
ve studii Kodrik a kol. (2003) byl vyskyt AKH u P. apterus detekovan v axonech 140
neurosekretorickych bunék neuropilarnich ¢asti mozku. Nicméné v mozku se vyskytuje pouze
relativné malé mnozstvi AKH: u samic P. apterus jsou to jen 3% celkového mnozstvi AKH
v CNS (Kodrik a kol., 2015a). Funkce AKH v samotném mozku neni tplné objasnéna,
piedpoklada se ale, Ze by mohl hrat roli pti nervové signalizaci jako neurotransmiter (Milde a
kol., 1995). To se potvrdilo v praci Kodrika a kol. (2015b), kde stres vyvolany injekci
hyperosmotického roztoku (3 pmol KCI; LDeo) zvysil hladinu AKH v mozku 7x, zatimco
v CC bylo zvyseni jen asi 1,2 nasobné. Lze ptedpokladat, Ze takovy osmoticky Sok vyvolal

zvyseni nervové aktivity v CNS.

Naopak u Drosophila melanogaster nebyla piitomnost Drome-AKH v mozku prokazana, jeho
vyskyt byl imunohistochemicky potvrzen pouze v kruhové zlaze, ktera obsahuje bunky
corpora cardiaca (Noyes a kol., 1995; Nassel, 2002).

Samotna syntéza pro-hormonti probiha na endoplasmatickém retikulu neurosekretorickych
bunék, odkud jsou pak transportovany do sekretorickych granuli (2 typy) — u L. migratoria o
velikosti az 300 nm, kde dochazi k jejich zrani v aktivni AKH. Druhym typem granul u L.

migratoria jsou tzv. intracisternalni granule (5 um) slouzici jako zasobarny pro-hormonalniho
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AKH cekajiciho na svou aktivaci podle fyziologickych potieb organismu (Van der Horst a
kol., 2001; Diederen a kol., 2002). Sekretorické granule pozorované u P. apterus jsou mnohem

mens$i nez granule popsané u L. migratoria (Kodrik a kol., 2015a).

PIn¢ aktivované hormony jsou nasledné exocytozou vylou¢eny do hemolymfy.

1.3.3. Signaliza¢ni kaskada AKH a jeho funkce

Primarnim signdlem pro sekreci hormonu do hemolymfy je nutnost zvysit hladinu
metabolismu (pohyb, infekce, zranéni, kontakt s toxiny, insekticidy atd.), pticemz vydej AKH
je pesné hlidan zpétnovazebné hladinou metaboliti. Hemolymfou se AKH dostava k cilovym
bunikam (primarné tukové téleso), kde se vaze na specificky membranovy receptor. AKH
receptory se podafilo charakterizovat u D. melanogaster, bource morusového Bombyx mori
(Park a kol., 2002; Staubli a kol., 2002), §vaba amerického Periplaneta americana (Wicher a
kol., 2006), komara Anopheles gambie (Kaufman a Brown, 2006) a u nékterych dalSich druh.
Receptory adipokinetickych hormonii jsou strukturalné podobné receptorim z gonadotropin-
releasing hormon rodiny zndmé u obratlovct. Na receptoru se hormonalni signal pfevadi na
intracelularni a dochazi bud’ k aktivaci drahy adenylat cyklazy nebo fosfolipazy C (coz byva
druhové specifické). Za pfitomnosti volnych Ca®" iontl se pak aktivuje proteinkinazova
kaskada, ktera spousti bud’ mobilizaci lipidu (aktivace lipdz) nebo glycidi (aktivace glykogen
fosforylazy). Je zajimavé, Ze U n€kterych hmyzich zastupct slouZzi jako energeticky substrat

aminokyselina prolin (Gade a Auerswald, 2003).

Hlavnimi transportnimi energetickymi substraty u hmyzu mobilizovanymi vlivem AKH jsou
diacylglycerol a trehal6za. Diacylglycerol, ktery vznika $tépenim triacylglyceroltl, se nasledné
exponuje na povrch tukové bunky. Zde se diacylglycerolova molekula vaze na HDIp (high
density lipophoriny), komplex se méni na LDLp (low density lipophorin) a je transportovan
do mista spotieby, coz je napt. pracujici svalstvo nebo misto infekce apod. (Gade a Auerswald,
2002; 2003). V cilové tkani naseda LDLp na specificky lipophorinovy membranovy receptor,
jehoz citlivost je rovnéz zvySena AKH a dochdzi k piedani diacylglycerolu do bunky. LDLp
se tim méni na HDLp, ktery se tak stdva novym nosi¢em pro transport dalsi molekuly
diacylglycerolu. V cilové bunce dochazi k enzymatickému rozkladu diacylglycerolu lipazou
na glycerol a mastné kyseliny. Ty jsou nasledné¢ odbouravany a slouZzi jako zdroj energie.

Trehaldza je ve vodé rozpustny neredukujici disacharid D-glukézy (Maquenne, 1891;



C12H22011). Pfi enzymatickém rozkladu trehalazou vznikaji tak dvé glukozova jadra. Odolnost
vici kyselé hydrolyze a neschopnost vzniku intramolekularnich vodikovych mustka ji ¢ini
chemicky zcela jedine¢nou v porovnani s ostatnimi disacharidy (spole¢n¢ se sachar6zou). U
hmyzu byla poprvé objevena v 1858 (Berthelot) u zastupcti brouki nad¢eledi Curculionoidea,
kde byla i popsana jako tzv. hmyzi krevni cukr. V pozdé&jsich letech byla jeji pfitomnost
potvrzena nejen u dalSich skupin hmyzu, ale i u jinych Zivoc¢ichu; trehaldza byla nalezena i v
houbach, fasach a bakteriich. Zajem o trehalézu v oblasti hmyzi biochemie vyvolali studie
Wyatta a Kalfa (1956) u kukel bourcti Antherea polyphemus a zaroven i Howdenem a Kilbym
(1956) u Schistocerca gregaria. Hladiny trehal6zy v hemolymfé hmyzu se dramaticky méni
v prub&hu Zivota organismu podobné jako hladiny glukdzy v krvi savct a stejné jako u savel
jsou jeji aktivity modulovany hormonalné. Mellanbyho vyzkum (1939) popsal tlohu trehaldzy
v té€le hmyzu jako energetickou rezervu, dnes vSak vime, ze trehal6za je hlavnim hmyzim

energetickym substratem Trehaldza hraje roli takeé jako hmyzi kryoprotektant.

Hlavni funkci AKH v hmyzim organismu je pfedevS§im udrzeni homeostazy organismu a

eliminace nebo sniZeni dopadu stresu na organismus. T0 je zajisténo aktivitami AKH na dvou

urovnich (Géade a kol., 1997, Gade a Goldsworthy, 2003; Kodrik, 2008):

- Biochemické aktivity v bufice ovliviiujici metabolismus: aktivace cAMP a stimulace

lipdzy (Spencer a Candy, 1976), stimulace glykogen fosforylazy (Van Marrewijk a
kol., 1980), inhibice syntézy lipidi (Gokuldas a kol., 1988), inhibice syntézy RNA
(Kodrik a Goldsworthy, 1995), stimulace antioxidativnich mechanismu (Kodrik a kol.,
2007).

- Fyziologické procesy: stimulace myokardialni aktivity (Scarborought a kol., 1984),

zlepSeni imunitni odpovédi (Goldsworthy a kol., 2002), regulace chovani u
hladov¢jicich dospélct D. melanogaster (Lee a Park, 2004), pravdépodobna
neuromodulacni funkce v nervové soustavy hmyzu (Milde a kol., 1995; Kodrik a kol.,
2015a), stimulace lokomo¢ni aktivity (Socha a kol., 1999; Kodrik a kol., 2000),
stimulace travicich procest (Kodrik a kol., 2012, Bodlakova a kol., 2018).

1.3.4. Role AKH ve stresu vyvolaném toxiny a patogeny

AKH se svymi aktivitami podili na fizeni obrannych reakci na bunécné a molekularni trovni

(Adamo, 2012) proti toxinim, jedim a patogenim. Bylo prokazano, ze AKH se ucastni



imunitni odpovédi proti laminarinu (imunogen izolovany z hnédych tas), lipopolysacharidu (z
Escherichia coli), bakteriim Bacillus megaterium nebo konidiim z houby Metarhizium
anisopliae (Goldsworthy a kol., 2002, 2003, 2005; Mullen a kol., 2006). Obdobné zapojeni
AKH do anti-stresové reakce bylo prokazan u saran¢e Schistocerca gregaria oSetiené
insekticidem deltamethrinem (Candy, 2002) a u plostice P. apterus osetfené permethrinem
(Kodrik a Socha, 2005; Kodrik a kol., 2010) nebo endosulfanem a malathionem (Velki a kol.,
2011). Souhrnem by se dalo fici, Ze aplikaci toxini doslo ke zvySeni hladiny AKH v CC i
hemolymf¢ (Kodrik a kol., 2015b). U vétSiny téchto toxinu vSak doslo k zajimavému
fenoménu, kdy ko-aplikace insekticidu spolu s externim AKH vyvolavala zvySeni uéinnosti
samotného insekticidu a s tim souvisejici zvySeni mortality u oSetfeného hmyzu. To lze
vysvétlit tim, Ze aktivovany AKH vyvolal zvySeni metabolismu, prokazané zvySenim
produkce oxidu uhli¢itého, a pravdépodobné tak zvysil i obrat metabolitti véetné toxinl a
urychlil tak jejich pronikani do tkani jesté pted tim, nez se mohly aktivovat vlastni obranné

mechanismy.

Ve studii provedené Ibrahimem a kol. (2017) byl sledovan vliv entomopatogenni hlistice
Steinernema carpocapsae na fyziologické reakce u P. apterus. Také zde se prokazal
stimula¢ni u¢inek AKH na aktivitu hlistic, takZe hlistice aplikované spolu s AKH vyvolavaly
u pokusnych plostic vyssi mortalitu nez hlistice samotné. Podobna reakce byla zaznamenéana
i u D. melanogaster (Ibrahim a kol., 2018). Tento jev autofi objasiiuji stejnymi duvody, jako
tomu bylo po aplikaci insekticidi. Ke zvySené aktivité hlistic vSak ziejmé déle piispélo i

obohaceni hemolymfy oSetfeného hmyzu o ziviny mobilizované pasobenim AKH.

V dalsi studii provedené Shaikem a kol. (2017) byl zjistovan vliv AKH na nervosvalovou
paralyze vyvolané aplikaci jedu vosi¢ky Habrobracon hebetor, kde vSechny testované dospélé
samice P. apterus pln¢ podlehly paralyze po 15 h. Po topikalni aplikaci Pyrap-AKH doslo
K vyraznému zpomaleni procesu paralyzy, kde vSechny testované samice byly plné
paralyzovany az po 20 h, avsak k nejznatelnéjSimu rozdilu mezi skupinami Venom-only a
Venom+Pyrap-AKH byly v 8 hodiné po aplikaci. Rozdil v paralyze skupiny byl u
Venom+Pyrap-AKH 3,2 krat nizs§i nez u skupin aplikovanych samotnym jedem. Co se tyce
zvySeni Pyrap-AKH a Peram-Cah-11 exprese v hemolymfg, po 24 h doslo k trojndsobnému

zvyseni oproti kontrolni skupiné.



1.4. Entomopatogenni hlistice (EPN)

Hlistice, hlistovky nebo nematody jsou mnohobunééni zivocichové tvofici samostatny kmen
Nematoda. Pfirozené se vyskytuji na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy, kde jejich
vyskyt jesté nebyl potvrzen. U nematod bylo popsan celé spektrum potravnich specializaci,
jejichz diverzita ptispiva pravé k velikosti kmenu Nematoda (bakteriofagie, parazitismus
apod.). Snad nejznaméjsim druhem nematod je modelovy organismus Caenorhabditis

elegans, vyuzivany hojné ve vyzkumech vyvojové a molekularni biologie.

Hlavni skupiny nematod zivici se hmyzem jsou zastupci druhu z ¢eledi Heterorhabditidae a
Steinermatidae (Obr. 1). Zastupci téchto roda jsou obligatnimi parazity. Oznaceni ,,parazit™ je
pro tyto skupiny v8ak nepiesné, jelikoz se krmi hlavné odumielymi a rozlozenymi tkanémi. U
nematod téchto skupin se vyvinul unikdtni mutualismus s bakteriemi z Geledi
Enterobacteriaceae, které nematodam pomahaji zabit hostitele a zaroven jim slouzi jako

sekundarni zdroj potravy.

Obréazek 1: (A) Steinernema carpocapsae — infekéni juvenil, téeti stidium. Vpravo nahofe je
vidét casteéné svleCena kutikula. (B) Heterorhabditis bacteriophora — zaéinajici svlékani
kutikuly (viz Sipka) z larvy druhého stadia (Hazir a kol., 2003)

V poslednich letech se zajem o EPN v hubeni hmyzich skidct zvysil hlavné pro jejich
hostitelskou specificitu, schopnost piezivat relativné dlouhou dobu a nizké néklady na jejich
produkci. Pro vyzkum jsou proto vybornymi stresory vyvolavajici infekci nejenom u hmyzu

(@ale i u korysu, mékkyst), diky které lze nahlédnout detailn€ji do imunitni odpoveédi



organismu. Do jaké miry je vSak smrt hostitele ovlivnéna hlistici a do jaké miry bakterii neni

u fady druhii pfesné zndmo (Dobes, 2012).

V dnesni dobé se pro studium mechanismi obchazejici imunitni odpovéd’ hostitele a jejich
dopaduti na organismus vyuziva predev§im dvou nematobakteridlnich komplexi; Steinernema-
Xenorhabdus a Heterorhabditis-Photorhabdus. Prvné jmenovany komplex byl pouzit

k experimentiim také v této bakalaiské praci.

1.4.1. Nematobakterialni komplex Steinernema-Xenorhabdus

Steinernema je Celed” EPN se 40 prokazanymi zastupci — tito zastupci maji mutualisticky
neobligatni (nematod muze své symbionty zabit) vztah s bakteriemi zastupct zrodu
Xenorhabdus (Adams a kol., 2006; Herbert a Goodrich-Blair, 2007). Nematody z ¢eledi
Steinernema uchovavaji své symbiotické bakterie ve specializovanych vaccich na zacatku

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

1.4.2. Pribéh intoxikace entomopatogennimi nematody

Zivotni cyklus nematod Steinernema zagina u tzv. infective juveniles (IJ), ktefi se pohybuji
volné v piidé, kde Cekaji na hostitele a aktivn€ ho vyhledavaji. Je to zaroven jediné stadium
jejich vyvoje vyskytujici se mimo hostitele. Strategie vyhledavani hostitele se obvykle
popisuje pojmy cruiser (vyhledavani je aktivni) a ambusher, kdy nematod vyckava a
Kk napadnuti hostitele dojde pti jeho pfiblizeni (Grewald a kol., 1994). Pro laboratorni
experimenty je velice dulezité dbat strategii, kterych dany nematod uZziva a podle toho
uzpusobit prostredi, kde k infekci dochazi (Dobes, 2012). K samotnému praniku IJ dochazi
nejCastéji v mistech fité, ust ¢i tracheji hostitele. Dojde k naruseni kutikuly, a i pfes Casto
vysoky vnitini tlak hemolymfy a tloustku kutikuly v trachejich pronikne 1J dovniti (Bedding
a Molyneux, 1982). Po priniku do hostitele EPN vylouéi do dutiny ze svého specializovaného
useku stiev symbiotické bakterie, u kterych dojde k masivnimu nartstu (Martens a Goodrich-
Blair, 2005). Mezitim se 1J svléka a pfechazi do dalsiho instaru. VSechna ostatni vyvojova
stadia probihaji v rozkladajicim se tele hostitele. Po dosahnuti pohlavni dospélosti samicky
kladou vajicka. Po vyCerpani vyzivnych latek se v téle hostitele zacinaji kumulovat nékteré

metabolity napt. prenol (3-methy-3-buten-1-ol), ktery mé specificky z&pach. Jeho ptitomnost
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informuje jedince v téle hostitele i mimo néj, Ze zasobni latky byly vyCerpany a je tieba najit
dalsiho hostitele.

1.4.3. Metabolity a virulence Steinernema-Xenorhabdus

Bakterie Xenorhabdus jsou pro hmyz obecné velmi patogenni — k usmrceni larev D.
mellonella sta¢i pouhych deset az dvacet bakterialnich bun¢k (Forst a Nealson, 1996; Daborn
a kol., 2001). Patogenni jsou i vlastni hlistice, které do téla hostitele vylucuji proteazy:
proteolyticka aktivita byva Casto povazovana za jeden z hlavnich faktorti virulence EPN
obecné. U druhu Steinernema carpocapsae byla zjisténa produkce serinovych protedz a
metalloproteaz nékolik hodin po vstupu do hemoceolu. Napt. serinova protedza Sc-SP-1
hydrolyzuje glykoproteiny fibronektin a laminin a v mensi mife i kolagen IV (Toubarro a kol.,
2010). Vylu€ované metalloproteazy maji cely soubor funkci. Jejich priméarni funkci je ucast
na piijmu potravy a travicich procesech u nematod, avsak Jing et al (2010) navrhuje takeé roli
v oslabovani imunitni odpovédi hostitele. U biologicky c¢isté S. carpocapsae byla
zdokumentovéana schopnost usmrceni hostitele bez symbiotickych bakterii a ptejit do dalSich

vyvojovych stadii, na rozdil od H. bacteriophora.

Inhibice nebo oslabeni imunitnich odpovédi hmyziho hostitele je nejenom duilezité pro preziti
EPN, ale zda se, Ze hraje i dulezitou roli v mutualistickém vztahu s bakteriemi. Podle G6tz a
kol (1981) jsou EPN schopny mirnit tvorbu antimikrobialnich obrannych peptidi hmyziho
hostitele nebo navazat hemocyty na sviij povrch a tim tak inhibovat imunitni odpovéd’ jako

celek a vytvofit tak optimalni podminky pro bakteridlni symbionty.

Rada toxinti produkovanych hlisticemi a jejich bakteriemi byla identifikovana. Napt. mezi
toxiny produkované bak. Xenorhabdus nematophilus s prokazatelné¢ insekticidnimi G¢inky

patfi:

- Txp40 napadajiciho bunky tukového t€lesa a stiev hostitele (Brown a kol., 2006).

- Cytotoxin a-xenohabdolysin, ktery ovliviiuje propustnost cytoplasmatické membrany
hemocyti (Ribeiro a kol., 2003).

- 39kDa toxin (Ryu a kol., 2000).

- Intracelularni proteinovy komplex Xin (Pan a kol., 2002).

- Lipopolysaccharidy (LPS) jedna se tfeba o bakterialni membranovy pilin s prokazanou

toxickou aktivitou. Jsou sekretovany z vngjsi strany membrany, a kromé rozkladu
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hemocytt inhibuji i fenoloxidazy hostitelského organismu (Dunphy, 1994; Brillard a
kol., 2001).

Kromé toxint produkuji bakterie Xenorhabdus i latky antibakterialniho charakteru

Kk zabranéni proliferace kompetujicich bakterii.

- Xenorhabdiny — a¢inné proti Gram-pozitivnim druhtim (Forst a Nealson, 1996).

- Xenocouciny — aktivni jako proti Gram-neg/poz druhtim bakterii i proti houbam (Park
a kol., 2009).

- Indoly — sniZeni syntézy RNA u Gram-neg/poz bakterii (Sundar a Chang, 1993).

1.4.4. Obrana hmyzu pfed nematobakterialni infekci

YV v

V predchozich kapitolach byl popsan zpiisob, kterym se EPN uspésné dostane do téla hmyzu
a dochazi ke vSem procesum postupné vedoucim k zaniku organismu a vzniku novych
infekénich juvenilii. Tento proces vsak pro EPN neni vzdy tak pfimym a popisné
jednoduchym. Hmyzi organismus ma celou fadu obrannych strategii, bariér a U¢innych
chemickych zbrani bojujici proti svému usmrceni. Jednou z pfirozenych bariér, kterou musi
EPN projit, je ptekondni stfevni stény hostitele. Stievo se vSak tomuto procesu brani — vnitini
strana lumenu stieva je tvotena proteoglukany (Eismann a Binnington, 1994), jejichz primarni
funkci je obrana stievniho epitelu pfed mechanickym poskozenim a piipadnym naslednym
vstupem EPN do bunék stievni stény. Pod nim se nachazi dalsi bariéra — relativné tuha bazalni

membréna s kolagenem a lamininem (Olson a kol., 1990).

Ptekonani této stfevni bariery, je snad jako jediny krok béhem pronikani EPN do téla hostitele,
ktery je zprostifedkovan pouze samotnou EPN bez piimé ucasti bakterii (Dobe$, 2012). Druh
Steinernema carpocapsae vyuziva k piekonani této piekazky jiz zminénou serinovou protedzu
Sc-SP-1, kterd hydrolyzuje komponenty bazalni membrany stfeva (Toubarro a kol., 2010). U
Galleria mellanella dochazi ptisobenim serinové proteazy ke vzniku fragmenti kolagenu IV,
ktery vyvola zvysenou tvorbu lysozymu, antimikrobialniho peptidu gallerimycin, inhibitoru
metalloproteaz nebo aktivaci fenoloxidazové imunitni kaskady (Altincicek a kol., 2007).

Entomopatogenni bakterie uvolnéné z EPN osidluji mezibunéény prostor mezi butikami stieva
(Silvaakol., 2002; Sicard a kol., 2004). Zde pak ¢eli pisobeni obrannych latek produkovanych
hemocyty. Jsou to tieba proteiny obsahujici thioester (TEP; Whitten a kol., 2006), které maji
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opsinové funkce v imunitnich odpovédich, stimuluji fagocytézu a melanizaci (Legueux a kol.,
2000).

Jednou ze zajimavych cytotoxickych molekul dokumentovanych u Manduca sexta po infikaci
P. luminescens byl oxid dusnaty (zndmy také jako signalni molekula; Nappi a kol., 2000;
Rivero, 2006). Exprese NO syntazy je stimulovana po oralnim vniknuti P. luminescens do téla
hostitele v epitelu jeho stieva, v tukovem télese a v hemocytech. Bohuzel vSak uloha NO
v celém procesu neni zdaleka jasna. K aktivaci imunitni odpovédi hmyziho organismu na
patogenni infekci dochazi také pres signalizaci proteinu vazajicich specifické molekuly, které
indikujici infekci coz jsou piedevsim peptidoglykany, lipopolysacharidy, a p-1,3-glukany atd.
(Yu a kol., 2002; Kim a kol., 2010). Tyto proteinové komplexy pak stimuluji intracelularni
dréhy jako Toll a Imd aktivujici u¢inné slozky imunitni obrany proti parazitickym EPN.
Nejcastéjsi zptisoby obrany jsou pak fagocytdza, nodulace, enkapsulace atd. (podrobnosti viz
Dobes 2012).

Ackoliv jsou procesy zpusobené EPN ve hmyzim organismu dobfe popsany, jejich vztah
s neurohormonalnim systémem hostitele je dodnes prakticky neprozkoumana oblast. Proto
bylo hlavnich zdmérem této bakalaiské prace studovat vzajemné interakce mezi
nematobakterialni nakazou a adipokinetickymi hormony u modelového druhu plostice P.

apterus.
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2. Cile prace
Mezi hlavni cile této bakalarské prace patii:

1. Objasnéni, zda hladina adipokinetického hormonu kolisa v CNS a corpora cardiaca po
aplikaci entomopatogennich nematod.
2. Objasnéni, ktera c¢ast CNS bude reagovat pruznéji na infekci zplsobenou

entomopatogennimi nematody.
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3. Materialy a metody

3.1. Modelovy druh hmyzu: ruménice pospolna, Pyrrhocoris apterus

Laboratorni chov plostice ruménice pospolné (P. apterus) pochazel ze sbéri populace z
Ceskych Budgjovic (Stromovka, 49°N). Chov byl udrzovan pii konstantni teploté 26 + 1 °C a
fotoperiodé kratkeho dne (18 hod svétla a 6 hod tmy) v 0,51 sklenicich (max. 40 jedincu /
sklenice). Plostice byly krmeny usu$enymi semeny lipy malolisté a vodou. Cerstvé svledeni
dospélci byli nasledné premisténi do mensich 0,251 sklenic, samci a samice zvlast, a byli
drzeni ve stejnych podminkach jako nedospé€ly jedinci. Pro vylouéeni ptipadnych
fyziologickych rozdilti mezi pohlavimi byly pro experimenty pouzity pouze 3-9denni dospélé

samice.

3.2. Modelovy druh had’atka: Steinernena carpocapsae, a vyvolani

infekce u plostic

Pro experimenty bylo pouzito infekéni juvenilni stadium (1J) hlistice Steinernema
carpocapsae pochazejici puvodné z Petrohradu (Rusko), udrzované v laboratornich
podminkach v poslednich larvalnim instaru zavijece voskového, Galleria mellonella jako
v hostiteli (Dr. Mraéek — Entomologicky ustav, BC AVCR, Ceské Budgjovice). IJ jedinci byly
z larev zavijeCe izolovani a uchovavani v lednici ve vodé pii 4 °C vod¢ nejdéle 30 dni. Jejich

Zivotaschopnost byla pfed experimentem vzdy provéfena pod mikroskopem.

V této praci byly pouzity dva zpusoby aplikace EPN k vyvolani infekce u plostic:
- Topikalni aplikace (TOP) EPN

Do 0,251 sklenice byl na dno vloZen vystfizeny kruh z filtraéniho papiru, také vnitini
obvod sklenice byl filtranim papirem oblozeny. Papir byl nasledné zvlh¢en destilovanou
vodou, pro co nejsnazsi pohyb EPN, a do sklenice byly v ptislusném mnozstvi ptidany
pokusné plostice (zpravidla 25) a suspenze EPN v mnozstvi 100 kusi EPN na plostici
(Ibrahim, 2017). Sklenice byly piekryty parafilmem, aby se zabranilo vysychani. Parafilm
byl ale jehlou na nékolika mistech prodéravén, aby mohlo dochazet k vyméné plynu a
plostice se neudusili. Kontrolni skupina byla vystavena pouze destilované vod¢. Sklenice
byly drzeny ve stejnych teplotnich 1 svételnych podminkach jako zakladni chovy, a
pokusné plostice mély ptistup k potravé 1 vode.
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Pitva pokusnych plostic (viz nize) byla po topikalni aplikaci provadéna po uplynuti 24, 30
a 48 hodin

- Injekeni aplikace (INJ) EPN

Pfi tomto zpuisobu infekce byly EPN vpraveny do téla pokusnych plostic pomoci injekce.
Jehla byla vpravena do téla pies abdominalné-metathorakdlni membranu a EPN
v mnozstvi 10 kusu na plostici (Kodrik a kol., v tisku) v objemu 1 pl injikovany do téla.
Plostice pak byly piemistény do 0,251 sklenic vystlanych filtraénim papirem a udrzovany

za podminek uvedenych vyse.

Pitva pokusnych plostic (viz nize) byly pfi injekéni aplikaci provadéna po uplynuti 24 hodin

3.3. Testy mortality

Mortalita u pokusnych jedinct P. apterus vyvolana ptisobenim EPN byla testovana po
topikalni i injek¢ni aplikaci. Pro obé varianty bylo pouzito 5 — 7 skupin plostic vzdy s 20
jedinci, kterym byla aplikovana ptislusna davka EPN. Vysledky byly odecitany 24 a 48 hodin

po infekci a vyjadieny v procentech uhynulych jedinct.

3.4. Pitva CNS a extrakce adipokinetickych hormonti

Pitva CNS plostice, ktera zahrnovala mozek spolu se Zlazou corpora cardiaca a corpora allata

probihala nasledujicim zpisobem:

1. Hlava spolu s prothoraxem byla odsttizena od zbytku téla a vlozena pod binolupu do
pitevni misky s Ringerovym fyziologickym roztokem.

2. Za pouziti entomologickych pinzet byl odstranén prothorax a proudem Ringerova
roztoku z pipety vymyty zbytky tukového télesa. Poté byl z hlavy vyjmut mozek spolu
s corpora cardiaca a corpora allata nebo alternativné zvlast mozek a zvlast’ corpora
cardiaca. Vypitvané organy byly nasledné vlozeny do 1,5ml mikrozkumavek s 200pl
80 % metanolu, které byly po dobu pitvy dalsich jedinci drzeny na ledu. Po skonceni

série pitev byl material ulozen do mrazaku a drzen pfi -20 °C do dalsiho pouziti.
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Pitva CNS plostice slouzici k imunohistochemii se od vySe zminéného postupu lisila pouze
v pouziti fyziologického roztoku, kdy byl namisto Ringerova roztoku pouzit fosfatovy pufr

(PBS); navic nebylo od komplexu CNS odstranéno corpus allatum.
Extrakce adipokinetickych hormonu z tkané:

1. Vzorky uloZené v roztoku metanolu byly podrobeny chlazené homogenizaci pomoci
sonikatoru.

2. Takto ziskany homogenat byl centrifugovan (4 °C, 2 min. pti 6000 rpm). Supernatant
byl opatrné prepipetovan do nov¢ piipravenych 1,5ml mikrozkumavek.

3. Proces byl opakovan jesté jednou pro co nejefektivngjsi extrakci AKH ze vzorku. Oba
supernatanty byly spojeny.

4. Kone¢ny supernatant s objemem 400ul byl odpafen ve vakuové centrifuze (Speed

Vac) a nasledn¢é uchovan v -20 °C pro dalsi pouziti.

3.5. Imunohistochemicka lokalizace AKH

Ke 7zjisténi regioni produkujicich a skladujicich AKH bylo vyuzito metody
Imunohistochemicke lokalizace (IHC). Pouzita specificka protilatka byla pfipravena firmou
Sigma Genosys (Cambridge, Velkd Britanie) proti Pyrap-AKH. Tato protilatka dobie
rozeznava nejen Pyrap-AKH, ale i druhy adipokineticky hormon P. apterus Peram-CAH-11
(Goldsworthy a kol., 2002b). Jedna se o stejnou protilatku pouzitou v testu kompetitivni
ELISA.

Pouzité roztoky:

- PBS pufr =137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCI, pH=7.4
- PBT pufr=0,1 ml TWEEN/100 ml PBS

- Blokovaci pufr = 5 % Normalni kozi sérum (NGS) v PBT pufru

- 4% PFA v PBS pufru

Postup préace:

- Po vyjmuti CNS z hlavy plostice byl vzorek fixovan v 4 % PFA po 20-30 minut
- Promyvani 3x 500 pl PBS

- Blokovéani polyklondlnich epitopt za pouZiti 5 % NGS na 2 hodiny pfi 20 °C

- Aplikace primarni Ab/ 5 % NGS 1:200, 3 dny pii 4 °C
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- Promyvani 6x v 500 pl PBT
- Aplikace sekundarni Ab Alexa Fluor® 488/5 % PBT 1:200, ptes noc pti 4 °C
- Promyvani 6x v 500 ul PBT

- Naneseni CNS na podlozni sklicko a fixace v pryskyfici

Vizualizace pomoci konfokalniho mikroskopu a fotografie byly podrobeny Upravé
v grafickych programech.

3.6. Kvantifikace adipokinetickych hormoni pomoci kompetitivniho
ELISA testu

Ke zjisténi celkového mnozstvi AKH v CNS P. apterus byla pouzita kompetitivni ELISA
podle prace Goldsworthy a kol. (2002b). StéZejni ulohu v tomto testu hréla specificka
protilatka ptipravena firmou Sigma Genosys (Cambridge, Velké Britanie) proti Pyrap-AKH.
Jejim pouzitim lIze stanovit celkovou hladinu AKH u plostice. AKH bylo stanovovano
v celkem tiech tkanich; CNS (= mozek +corpora cardiaca+ corpus allatum), mozek a samotna

corpora cardiaca.
Pouzité roztoky:

- Aplika¢ni pufr = Na,CO3 — 0,424 g + NaHCO3 — 0,504 g na 100 m, pH=9,6

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

- Promyvaci pufr bez Tweenu (WB-)

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

- 0.5M H2S04

Postup préace:

1. Aplikace 1gG protilatky pii 4 °C ptes noc v mnozstvi 100pl/jamka — fedéni 1:10 000
ve vyvijecim pufru

2. Promyvani 3x 200ul WB+

3. Blokovani v 5 % mléku v WB+ po 2 hodiny pti 37 °C — 200ul/jamka

4. Promyvani 3x 200ul WB+
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10.
11.
12.

13.

3.7.

Aplikace antigenu rozpusténého ve WB- — 50pl roztoku antigenu + 50ul (100 fmol)
BLAM/ jamku a inkubace 1 hodinu pii 37 °C

Promyvani 3x 200ul WB+

Aplikace HRPS (Horse Radish Peroxidase) - 100ul/jamka 1 hodinu pfi 37 °C — fedéni
1:500 v WB+

Promyvani 6x 200ul WB+

Aplikace 3, 37, 5, 5" — tetrametylbenzediene a inkubace 40 minut ve tm¢ pii 37 °C
Zastaveni reakce piidanim 50ul 0,5 M H2SOa/jamku

Mg¢teni absorbance pii 450 nm Vv pfistroji ELISA reader

Vypocet procenta kompetice z namétenych hodnot podle vzorce:

test. Abs — pozadi

% kompetice = ( ) * 100

max.Abs — min. Abs

Sestrojeni kalibra¢ni kiivky ze zndmych déavek syntetického standardu Pyrap-AKH a

urceni mnozstvi AKH v métenych vzorcich

Zpracovani vysledkti

Vysledky byly zpracovany pomoci programu Microsoft Excel 2016 a grafy byly vypracovany

za pouziti grafického programu Prism (GraphPad Software, verze 6.0, San Diego, CA, USA).

Sloupcové grady reprezentuji pramér + standardni odchylku. Statisticky prokazatelné rozdily

(5 % hladina vyznamnosti) byly vypocitany pomoci Studentova t-testu v programu Prism.

Pro experimenty byly pouzity dvé skupiny vzorki:

1.
2.

Kontrolni skupina — skupina bez aplikace EPN

Skupiny s EPN — skupina o$etfena ptislusnym mnozstvim EPN na jedince.

Pocet opakovani pro kazdou skupinu n=4-8.

Pro analyzu imunohistochemickych snimkii z konfokdlniho mikroskopu bylo pouzito

programu Photoshop (Adobe software, verze 6.0, San Jose, California, US) a Imaris Bitplane
(Andor Technology plc., 2009, Concord, MA, USA).
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4. Vysledky
4.1. Vliv infekce entomopatogennimi nematody na mortalitu

Vysledky prvni série pokust ukazaly, ze aplikace EPN na dospélé samice P. apterus vyvola
dramaticky nartst mortality. U topikalni aplikace EPN (Obr. 2) bylo zaznamenano 18 nasobné
zvySeni mortality viéi kontrole po 24 hodinach a 50 nasobné po 48 hodinach. Podobné u
injek¢ni aplikace EPN (Obr. 3) bylo navyseni mortality 67 nasobné po 24 hodinach a 125

nasobné po 48 hodinach. U vSech kombinaci byl nariist mortality statisticky vyznamny.

Mortalita pfi topikalni aplikaci EPN
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Obrazek 2: Mortalita 4-9 dennich samic P. apterus 24 a 48 hodin po topikalni aplikaci 100
EPN na jedince. Statisticky pritkazny rozdil mezi infikovanou a kontrolni skupinou testovany
Studentovym t-testem je oznacen ** (1% hladina vyznamnosti) a **** (0,01 % hladina

vyznamnosti (n=7).
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Mortalita pri injekéni aplikaci EPN
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Obréazek 3: Porovnani mortality u skupin 4-9dennich samic P. apterus s injekéni aplikaci 10
EPN na jedince. Statisticky pritkazny rozdil mezi infikovanou a kontrolni skupinou testovany
Studentovym t-testem je oznacen *** (0,1% hladina vyznamnosti) a **** (0,01 % hladina

vyznamnosti (N=7).
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4.2. Imunohistochemicka lokalizace AKH v centralni nervové

soustave

Vysledky imunohistochemické analyzy jednoznaéné prokézaly ptitomnost imunoreaktivniho
materialu AKH v parovych endokrinnich zlazach corpora cardiaca i v samotném mozku (Obr.
4). V mozku byl signdl senzorickou analyzou prokazan v piiblizné 20 neuronech
lokalizovanych predevsim pfi stfedni ose protocerebra. Aplikace EPN na pokusné plostice
nicméné nevyvolala viditelné zmény imunoreaktivity v CNS, proto bylo pfistoupeno ke

kvantifikaci hladin AKH pomoci ELISA testf.

Obréazek 4: Centralni nervova soustava 4-denni samice P. apterus. Zelena barva oznacuje
pozitivni reakci s Ab proti Pyrap-AKH (podrobnosti viz Material a metodika). CA — corpora
allata, CC — corpora cardiaca, OL — opticky lalok, PCR — protocerebrum, Pl — pars

intercerebralis, SOG — suboesofagealni ganglion, TCR — tritocerebrum.
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Obrazek 5: Centralni nervova soustava 4-9 dennich samic P. apterus. Zelena barva oznacuje
pozitivni reakci s Ab proti Pyrap-AKH (podrobnosti viz Material a metodika). A — injekéni
aplikace EPN pitva za 24 hod; B — kontrola k A; C — topikalni aplikace EPN pitva za 24 hod;
D — kontrola k C; E — topikalni aplikace EPN pitva za 48 hod, F — kontrola k E.
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4.3. Kvantitativni stanoveni AKH v centrdlni nervové soustave

Injekéni aplikace EPN do samic P. apterus vyvolala narist hladiny AKH u vSech sledovanych
organu (Obr. 6), piestoze vétSina materialu — 98,4 % - byla soustfedéna v CC. Nartast AKH
v mozku + CC byl 1,2 ndsobny a v samotnych CC 1,5 nasobny, nicmén¢ toto zvySeni nebylo
statisticky prukazné. K nejvétSimu, dvojnasobnému, a také statisticky prikaznému zvyseni

hladiny AKH doslo v samotném mozku.

Injekéni aplikace 10 EPN po 24h
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Obrazek 6: Hladina AKH u 4-9 dennich samic P. apterus 24 hod po injek¢ni aplikaci 10 EPN.
Cisla nad EPN sloupci ozna¢uji navyseni hladiny AKH vi¢i ptislusné kontrole. Statisticky
prikazny rozdil mezi infikovanymi a kontrolnimi skupinou testovany Studentovym t-testem

je oznacen ** (1% hladina vyznamnosti) (n=6).

Také topikalni aplikace EPN na samice P. apterus vyvolala narust mnozstvi AKH u vSech
sledovanych ¢asti CNS (Obr. 7). Narast AKH v mozku+CC byl 2,7 nasobny a v samotnych
CC 1,3 nasobny, nicméné zvySeni V CC nebylo statisticky prikazné. K nejvétsimu, 3,9

nasobnému, a také statisticky prikaznému zvySeni hladiny AKH doslo v samotném mozku.
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Topikalni aplikace 100 EPN po 30h
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Obrazek 7: Hladina AKH u 4-9 dennich samic P. apterus 30 hod po topikalni aplikaci 100
EPN. Cisla nad EPN sloupci oznaduji navyseni hladiny AKH vidi pfislusné kontrole.
Statisticky prikazny rozdil mezi infikovanymi a kontrolnimi skupinou testovany Studentovym

t-testem je oznacen ** (1% hladina vyznamnosti) (n=5).

5. Diskuze

Neni piekvapivé, ze aplikace EPN na ploStice P. apterus vyvolala dramatické zvySeni jejich
mortality. Pro provadéni vlastnich pokust v§ak bylo nutné stanovit vhodnou davku EPN, ktera
by vyvolala v plosticich vyznamny stres, ale nezpusobila piili§ velkou mortalitu: na veskeré
analyzy provadéné v této praci byli pouziti pouze Zivy jedinci. K vytipovani vhodnych davek
EPN jsem vychézel z praci lbrahima a kol. (2017) a Kodrika a kol. (v tisku). Mortalita
pozorovana pti topikalni aplikaci 100 jedincd EPN dosahovala v praci Ibrahima a kol. (2017)
za 24 h v priméru 20 % a za 48 h v praiméru 70 %. To se ¢aste¢né lisilo od mych tdajt (viz
Obr. 2), kde jsem ve stejné usporadaném pokusu zjistil mortalitu 35 % resp. 90 %. Davod,
kterym by bylo mozné vysvétlit rozdil mezi t€émito tdaji a vysledky této prace se skryva v EPN
samotnych, protoZe jejich toxicita se méni podle stafi. To je také jeden z diivodu, pro¢ je nutno
provadéet stanoveni mortality pted kazdou sérii experimentt. Jak je uvedeno vyse, pro tuto
praci bylo pouzito tyden starych infekénich juvenili (1J) z hostitele Galleria mellonella.
Podobné kolisani u¢innosti hlistic je uvedeno ve studii Lua a kol. (2017), kde autofti infikovali
cvréky Acheta domesticus entomopatogenni hlistici Steinernema scapterisci a zdokumentovali

pokles toxicity s prodluzujici se dobou od jejich extrakce z hostitelského organismu. Injekéni
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aplikace 10 EPN na plostici, kterou jsem pouzil v této préci, vyvolala v priméru 60 %
mortalitu po 24 h a dokonce 100 % mortalitu po 48 h. Pribézné pozorovani béhem 24-48 h

navic prokazalo, ze k Uhynu vsech jedinct dochazi jiz po uplynuti 32 hodin.

Mistem, kde doch&zi k nejvyraznéjsi produkci, uchovavani a vylu¢ovani AKH v hmyzim
organismu je jednozna¢né endokrinni zlaza corpora cardiaca (Géde a kol., 1997; Né&ssel a
Winther, 2010). Snimky potizené na konfokalnim mikroskopu v rdmci mé bakalairské prace
tento fakt potvrzuji (viz Obr. 5). Nicméné z mych vysledku je také patrné, ze AKH se u P.
apterus vyskytuje také v samotném mozku. Tyto vysledky navazuji na piedchozi studie nasi
laboratofe uvedené v pracich Kodrika a kol. (2003, 2015a), kde byla pfitomnost AKH v mozku
plostic poprvé prokdzéna - nejvice AKH pozitivnich bunék bylo zdokumentovano
v protocerebru a bylo rovnéz prokazano, ze v mozku dochazi i k expresi AKH. Podobné
vysledky ohledné lokalizace AKH produkujicich neuront jsou patrné i v mé préaci (viz Obr.
5). Fenomén, piitomnosti AKH nejenom v CC ale i v mozku, byl zdokumentovan jiz v
piedeslych studiich u druht Locusta migratoria (Schooneveld a kol., 1985; Moshitzky a kol.,
1987a; Bray a kol., 1993), Carausius morosus (Clottens a kol., 1987) nebo Aedes aegypti
(Kaufmann a kol., 2009). Prvni prace potvrzujici piitomnost AKH v jinych ¢astech CNS neZli
jen v CC, byla vypracovana na Locusta migratoria, kde s pouZzitim znac¢eného Locmi-AKH
[5-3H] tryptofanem bylo in vitro prokazano, ze AKH syntetizujici se v CC nemigruje do
mozkovych bunék (Schooneveld a kol, 1983, 1985; Bray a kol, 1993). Naproti tomu u
nékterych hmyzich druhti zfejmé k produkci AKH v neurosekretorickych bunikach mozku
nedochdzi. Ptikladem takového druhu je Drosophila, kde k syntéze AKH dochézi pouze
v burikach CC, které jsou jak znamo u vySSich Dipter soucasti kruhové Zlazy (Kim and
Rulifson, 2004; Lee and Park, 2004; Isabel a kol, 2005; Nassel and Winther, 2010).

Mnozstvi AKH, které obsahuji CC spole¢né s mozkem, kolisa, je-li organismus vystaven
stresu (Candy, 2002; Kodrik a kol, 2015ab). Mira kolisani je zptisobena typem a intenzitou
stresu a je také druhové rozdilna. Naptiklad aplikace 50 ng insekticidu permethrinu (Kodrik a
Socha, 2005; Kodrik a kol., 2010) vyvolala u P. apterus asi 3.3 ndsobné zvyseni hladiny AKH
v CNS. Dalsim ptikladem je i aplikace fady ruznych toxint, ktera vyvolala u pokusnych
jedinct n€kolika nasobné navysSeni hladin AKH v CNS 1 hemolymf€ (viz souhrnna prace

Kodrik a kol., 2015b).

Z mych pokusii vyplynulo, Ze injek¢éni aplikace EPN vyvolala pouze malé navySeni hladiny

AKH v CC a vyznamné navySeni hladiny v mozku, piestoze v CC je sousttedéna prevazna
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¢ast zasob AKH. Podobné tomu bylo i v piipad¢ topikalni aplikace, i kdyz zde bylo
zaznamenano vyznamné navyseni hladiny AKH i v komplexu CC+mozek, jeho intenzita vsak
byla nizsi nez v samotném mozku. Podobné vysledky byly zaznamenany v praci Kodrika a
kol. (2015b), kde byl stres vyvolan osmotickym Sokem po aplikaci KCI. Autofi zde zjistili,
mnohem vyrazné&jsi narast hladiny AKH v mozku (asi 7 nasobny), nez v CC (asi 1,2 nasobny).
Ze vsech téchto vysledku je ziejmé, ze tlloha AKH v mozku bude ziejmée odlisna od pievazné
metabolickych funkci AKH, které jsou fizeny uvolfiovanim relativné velkych zasob AKH v
CC. Pfesny charakter této funkce neni znam, ale predpoklada se, ze se AKH uplatiuje
vV nervové signalizaci jako neuromediator. Aplikace had’atek do téla plostic jisté vyvola
intenzivni anti-stresovou odpovéd’, které se tcastni i nervova soustava; nutnost navysit hladinu

mediatort pfi tomto procesu se jevi jako logicky dusledek. Tyto zavéry jsou v souladu

mesothotakalniho ganglia vyvolala zvySenou elektrickou aktivitu u pfislusnych svala. | dalsi
studie (Wicher a kol., 2006) zdokumentovala navySeni neuronalni aktivity u Svaba P.
americana po aplikaci AKH. Z tohoto hlediska vysledky mé bakalaiské prace zapadaji do

celkovych poznatki o mozné roli AKH v mozku.

Studium adipokinetickych hormont se v poslednich letech zaméfovalo také na jejich mozné
praktické vyuZiti tfeba v kontrole populaci hmyzich Skiidct (Géde a Goldsworthy, 2003;
Kodrik a kol., 2015¢) nebo mozna i veterinarni ¢i dokonce humanni praxi, kdy se uvazuje o
potencionalnim vyuziti jejich anti-obéznich (Gélikova a kol., 2017) nebo neuroprotektivnich
(Mutlu a kol., 2018; Shaik a kol., 2017) ucinku. Proto jsou jakékoliv udaje o tomto hormonu,

které pomahaji pochopit jeho funkce, véetné téch v mozku, velmi cenne.
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6. Zaver

Vysledky této prace zabyvajici se zménami hladin AKH v CNS P. apterus po vyvolani stresu

aplikaci hlistice Steinernema carpocapsae prokéazaly:

- Pfitomnost adipokinetického hormonu v corpora cardiaca i mozkovych neuronech
Vv centralni nervové soustavé P. apterus.
- Mnohonasobn¢ vyssi hladinu AKH v corpora cardiaca nez v mozku

- Zmény hladin AKH v CNS po infekci, pficemz zmény v mozku jsou vétsi nez v CC.
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