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1 Uvod

1.1 Parazitoidni hmyz

Parazitismus je zivotni strategie nékterych organismu, pfi které parazit vyuziva zZivin
zpravidla vétSiho hostitele, jenz souzitim stradd. Preziti parazita ale zdvisi na preziti
hostitele, proto neni umyslem jeho zabiti. Jednim z druhti parazitismu je parazitoidismus.
Parazitoidi jsou povazovani za vysoce specializované predatory, kteti svého hostitele vyuziji
jako Zivou kofist k vyvoji svych larev. Parazitoidi proto na rozdil od paraziti svého hostitele
nevyhnutelné zabiji.

Parazitoidicky zivotni styl se nejrozmanitéji vyvinul u blanoktidlého hmyzu (fad
Hymenoptera). Jeho zastupci se déli do dvou podiada zahrnujicich hmyz s riznym zivotnim
stylem: Siropasi (Symphyta) a Stihlopasi (Apocrita), mezi které patii napt. vCely, vosy
a mravenci. Z predktu Siropasého hmyzu ziviciho se dievem (napi. pilatka) se vyvinul
Stihlopasy ektoparazitoidni hmyz a zného vzeSel endoparazitoidni hmyz, zdstupce
nejsofistikovang€jsiho zpasobu parazitoidismu. Hlavni rozdil mezi t€mito skupinami spociva
v tom, ze zatimco ektoparazitoidni druhy kladou sva vajicka na povrch téla hostitele,
endoparazitoidi pronikaji svym kladélkem do vnitinich tkani, kde se nasledné vyviji jejich
larvy. Po dostatecném vykrmeni se larvy prokousaji na povrch hostitele, kde se zakukli
a dokon¢i preménu v dospélé parazitoidni vosy. Jako hostitele vyuzivaji Hymenoptera
prakticky kazdy hmyzi fad vCetné€ pavoukovci, coz je jejich vyznamna vyhoda a divod, pro¢
jsou parazitoidni vosy tak uspéSné (Dowton a Austin 1998). Mezi parazitoidnimi zdstupci
existuje obrovskd druhovd a morfologickd diverzita, proto je i velkd rozmanitost
ve strategiich k uspéSnému parazitismu.

Pro zajisténi optimalnich podminek vyvoje svého potomstva si blanoktidli parazitoidi
vyvinuli schopnost intoxikovat hostitele pomoci velmi ucinného jedu. K tomuto
parazitickému zpusobu zivota maji kladélko uzpusobené tak, ze slouzi nejen pro kladeni
vajicek, ale i pro vstiiknuti jedu do hostitele. Jed endo- i ektoparazitoidi je komplexni
koktejl chemikalii obsahujici peptidy s vlastnostmi toxint, coz své€déi o jejich spoleCném
predchiadci (Dowton a Austin 1994). Prestoze jsou nékteré slozky jedu spolecné obéma
skupindm, slouzi k riznym ucelim. Ektoparazitoidi si podrobuji svého hostitele kratkodobou
¢i dlouhodobou paralyzou a pomoci vyvojovych blokatorti obsazenych v jedu preprogramuji

vyvoj hostitele, aby napf. béhem jeho svlékani nedoslo k pfed¢asnému odstranéni



parazitoidnich larev z povrchu. Zdsahem do metabolismu také zajisti dostatecné mnozstvi
zivin v hemolymf€, kterou larvy saji pfes kutikulu (Beckage a Gelman 2004).

Naopak endoparazitoidi ziidka zpasobuji paralyzu a pokud ano, tak se hostitel
vzpamatuje do 1 h a jeho vyvoj muze pokraCovat. Misto toho si vyvinuli mechanismy
na ochranu svych vaji¢ek a larev uvnitf té€la hostitele pfed jeho humoralni a bunécnou
imunitni reakci. Endoparazitoid manipuluje hostitelem prostfednictvim symbiotickych
polydnavira (PDV) integrovanych v jeho genomu, materndlnimi faktory a teratocyty. PDV
se replikuji ve specializované oblasti vajeCnikil zvané , calyx™ a jsou vstfiknuty do hostitele
béhem kladeni vajicek. Pozménéna fyziologie a utlumend imunitni odpovéd umoziuje
prosperitu vosim larvdm. Tento sofistikovany systém endoparazitoida je jedinym zndmym
ptipadem, kdy se virus replikuje v jednom hmyzim druhu, ale u¢inek ma v druhu jiném
(Dowton a Austin 1994). Jed endoparazitoidi rodu Microgaster obsahuje slozky jako
maternalni faktory produkované vajecniky nebo ve vajeCnicich replikované polydnaviry.
Zatimco maternalni faktory napodobuji hostitelské molekuly a chrani tak vlastni vajicka
nebo larvy pfed imunitni odpovédi hostitele, polydnaviry imunitni systém tlumi. Dalsi
slozkou jedu endoparazitoidnich vosicek jsou teratocyty pochazejici ze serézni membrany,
ktera obklopuje vyvijejici se embryo parazitoida. Funkce teratocyti neni kompletné
objasnéna, ale primarné nejspise slouzi jako pomocné burky zajistujici larvam piisun zivin,
tim padem jim usnadfiuji rast (Beckage a Gelman 2004). Teratocyty endoparazitoidnich
larev Perilitus coccinellae nékolikanasobné zvétSuji sviij objem tim, ze absorbuji Ziviny
z hemolymfy pro vyvijejici se larvy, které teratocyty pozifou (Sluss 1968). Studie na
Telenomus heliothidis ukazala, ze teratocyty pfispivaji ke krmeni larev rozkladem tkani
hostitele na stravitelné ziviny, které rozptyluji v blizkosti larev a tim zajiS§tuji jejich
prosperitu (Strand et al. 1988).

Napadeni parazitoidem spousti u hostitele obranné imunitni reakce. Buné&cnou
imunitni odpoveédi proti parazitoidim je enkapsulace, to je zapouzdieni vajicka nebo larvy
vetfelce do vrstev diferencovanych piilnavych hemocyti — lamelocytt s jejich naslednou
melanizaci. Pro melanizaci jsou dulezité profenoloxidazy produkované dal§imi hemocyty —
krystalickymi butikami. Melanizace je vysledkem fenoloxidazové kaskady, jejiz fenolové
meziprodukty neenzymaticky polymerizuji na melanin, ktery se ukldda v lamelocytech
obalyjicich cizi utvar v téle (Lemaitre a Hoffmann 2007; Kryukova et al. 2011). Déle se
hostitel brani produkci volnych kyslikovych radikalt, které mohou byt pro larvy toxické
a koagulaci hemolymfy. Agregace hemocytd s naslednou trombdzou ztézuje krmeni

parazitoidnim larvdm (Beckage a Gelman 2004).



Také u ektoparazitoidi vede paralyza ke snizeni imunitni odpovédi hostitele,
prevazné kdtlumu fagocytézy a schopnosti enkapsulace. CasteGné zachovani imunity
umoziuje hostiteli chranit se pfed oportunnimi infekcemi, které by mohly ovliviiovat jeho
zivotaschopnost, ktera je zasadni pro vyvoj ektoparazitoida (Kryukova et al. 2011).
Navzdory tomu, ze je znamo tisice ektoparazitoidnich druhd, je identifikovan pouze
omezeny pocet slozek jedu, a to jen u malého pocétu ektoparazitoidi. Mechanismus paralyzy
je dosud prostudovan pouze Castecné (Moreau a Asgari 2015). Pokusy na vosicce Philanthus
triangulum ukazuji, ze filantotoxiny obsazené v jedu plsobi pfes centralni a periferni
nervovy systém, kde blokuji presynaptické a postsynaptické spoje na nervosvalové ploténce.
Konkrétné brani uvolnéni glutamatu a zarover blokuji postsynaptické glutamatové receptory
(Eldefrawi et al. 1988). Jed Eupelmus orientalis zpuisobuje trvalou paralyzu a zastavuje
vyvoj hostitele. V jedu jsou pfitomné hyaluroniddzy a fosfolipdzy, které zvysuji jeho ucinek
(Periquet et al. 1997). Ampulex compressa paralyzuje svou kofist (rizné druhy §vabt) dvéma
po sobé jdoucimi bodnutimi. Prvni bodnuti do hrudniku zptsobuje paralyzu prednich nohou
hostitele v disledku postsynaptické blokace cholinergni signdlni drahy. Druhé bodnuti ptimo
do podjicnového ganglia vyvold letargii indukovanou dopaminem. Vzhledem k tomu, Ze jed
obsahuje inhibicni neurotransmiter GABA, jeho agonistu (B-alanin) a taurin, ktery narusuje
reabsorpci GABA ze synaptické Sté€rbiny, ptsobi presynapticky i postsynapticky na GABA-
fizené chloridové kandly (Moore et al. 2006). Liris niger injikuje jed do nervového systému
krtonozek, kde blokuje pfiliv sodikovych ionti a synapticky prenos signalu (Ferber et al.
2001). Jed u Nasonia vitripennis zpusobuje zménu v genoveé expresi v hemocytech hostitele,
jednd se o geny ovliviiujici metabolismus, bunénou smrt, imunitu, regulaci transkripce a
translace a odpovéd na stres (Qian et al. 2013). Pfredmétem mnoha studii byl 1 ucinek jedu

Habrobracon hebetor, o kterém bude detailn€ pojednano v dalsi kapitole.

1.2 Parazitoidni vosi¢ka Habrobracon hebetor

Lumcik skladistni, H. hebetor, je parazitoidni vosicka ztadu blanoktidlych
(Hymenoptera, Celed Braconidae). Tento ektoparazitoidni druh trvale paralyzuje
hostitelskou larvu za tcelem nakladeni 3 az 20 vajicek na povrch jejiho téla. Pfirozenym
hostitelem lumcika jsou nejCastéji larvy motyla rodu Ephestia, Plodia a Galleria (Beard
1952). Zivotni cyklus luméika trva 2 tydny. Z nakladenych vaji¢ek se za 2 dny vylihnou
larvy, které 5 dni saji ziviny z prokousané kutikuly hostitele, poté se zakukli a za dalSich

7 dni se preméni v dospélce. Strategicky zivotni styl lumcikovitych se vyuziva jako



biologicka ochrana v potravinovych skladech, kde se vyskytuji larvy sktudca ztadu
Lepidoptera (Borzoui et al. 2016).

Parazitismus lumcika byl detailné studovan jiz vroce 1952 na larvé
Galleria mellonela (Beard 1952), kdy Beard pozoroval, ze lumcik nebodal do specidlniho
mista, tudiz transport jedu na misto pusobeni musel zajistit az tok hemolymfy. Vzhledem
k tomu, ze paralyza ovliviiovala funkci svaloviny, oznail mistem puasobeni jedu
nervosvalovou ploténku. Efekt jedu byl podobny pusobeni jedu kurare u obratlovct, kdy
blokaci nervosvalového prenosu zpusobuje kurare paralyzu kosterni svaloviny (Beard 1952,
Maurya et al. 2013).

Ze studia morfologie jedové zlazy H. hebetor vyplyva, ze je tvofena 10 jedovymi
vacky trubicovitého tvaru usticimi do anteriorni ¢asti primarniho jedového kanalku. V centru
jedovych vacka se nachazi velky svalnaty organ, ktery rovnéz tsti do primarniho kanalku
a pravdépodobné slouzi k vytlatovani jedu dale do vejcovodu a az ke kladélku, které slouzi

také jako zihadlo (Obr. 1, Pauchova 2019).

Obr. 1: Morfologie jedové zlazy lumcika H. hebetor. (A) Celkovy pohled na jedovou Zzlazu
zachyceny konfokdlnim mikroskopem: fialové — bunééna jadra znaCena DAPI; zelené -
autofluorescence (Pauchova 2019). (B) 3D model jedové Zlazy zhotoven v programu Imaris
(Bitplane, Oxford Instruments) funkci Surpass — Surface, pomoci které byl stanoven i celkovy objem
vacku jedové Zlazy na 12 nl. §ipky — trubicovité¢ vacky jedové Zlazy; hlavy Sipek — svalnaty organ;

dvojitd hlava Sipky — primarni jedovy kandlek; V, vaje¢niky; méfitko 100 pm

S uvazenim morfologie jedového aparatu se nabizi myslenka, ze maximalni objem
injikovaného jedu v jednom okamziku je objem jedového reservoaru (cca 12 nl). Jelikoz se

vosicka v bodaci pozici nezdrzi dlouho, musi byt jed vypustén nardz (neni zde prostor



pro pumpovani jedu do obéti). Vzhledem k tomu, ze vosicka muze vpichovat jed opakované
v kratkych intervalech, je nepravdépodobné, ze by se vzdy vyprazdnil cely rezervodr, tedy
pokud neni sekrece do rezervoaru velmi rychla (Beard 1952).

Jed H. hebetor je velmi Uc¢inny, 0,065 nl staci na trvalou paralyzu G. mellonela
(Beard 1952). Dosud byly identifikovany 3 toxické proteiny jedu s molekulovou hmotnosti
kolem 73 kDa. Dva z nich Brh-I a Brh-II byly popsany jako insekticidni, pfi¢emz Brh-I byl
shleddn velice toxickym u larev Heliothis virescens (Quistad et al. 1994). Analyza bunécné
a humordlni imunitni reakce v hemolymfé larvy G. mellonella paralyzované jedem
H. hebetor odhalila silny pokles v bunééné a humoralni imunité zahrnujici snizeni produkce
volnych kyslikovych radikala a potlaceni aktivity fenoloxidazové kaskady (Kryukova et al.
2011). Paralyza nastdva do 1 min po aplikaci jedu, kdy larva pfestava reagovat na hmatové
a elektrické podrazdéni. Po nastoleni celkové paralyzy dochdzi k nepravidelnym svalovym
fibrilacim, které po Case ustavaji. Funk¢ni zistava pouze stievo a srdce, jehoz tep zpomaluje
v disledku znehybnéni téla (Beard 1952). Mechanismus paralytické aktivity neni zcela
objasnén. Identifikované proteiny pravdépodobné blokuji nervosvalovy pienos na
presynaptické membran€ a tim inhibuji exocytézu glutamatu z presynaptickych vacka. Jed je
nejspiSe specificky afinitni ke glutamatergni synapsi (Walther a Rathmayer 1974,
Pennacchio a Strand 2006).

1.3 Glutamatergni nervosvalova ploténka

L-glutamat je hlavni excitani neurotransmiter u hmyzu prendSejici vzruch
v centrdlnim nervovém systému a na nervosvalové ploténce (NMJ), kterd spojuje
motoneurony se svalovymi vldkny (Jan a Jan 1976, Johansen et al. 1989). Funkce NMJ
i glutamatovych receptorti byly studovany zejména u D. melanogaster vzhledem k Sirokym
moznostem zasahi do genomu tohoto modelového zivocicha (Schuster et al. 1991,
DiAntonio et al. 1999, Marrus et al. 2004, Featherstone et al. 2005).

NMJ u D. melanogaster (Obr. 2) je excitacni glutamatergni synapse nachdzejici se
v axonadlnim zakonCeni motoneuronu, vyznacujici se dynamickou funkcni plasticitou
arychlym pfenosem signalu prostfednictvim iontd. Odpovida tak centralnim synapsim
v centralni nervové soustavé savci (Collins a DiAntonio 2007). NMIJ obsahuje
postsynaptické  receptory  homologni s receptory  o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionové kyseliny (AMPA) a kainatovymi receptory obratlovci (Mays et al.
2009). Avsak farmakologicky profil téchto ionotropnich glutamatovych receptora (iGIluR) je
odlisny. Neodpovidaji na AMPA ani na kainét. Tyto iGluR patii do skupiny ne-N-methyl-D-



aspartatovych receptord (ne-NMDA) a formuji se do postsynaptickych heterotetramera
slozenych ze Ctyt podjednotek GIuRIIC, GluRIID, GIuRIIE a hlavni podjednotky GluRIIA
nebo GIuRIIB. Podle pfitomnosti hlavni podjednotky se déli na GIluR typu A nebo typu B
(Featherstone et al. 2005).
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Obr. 2: Glutamatergni nervosvalova ploténka. Aké&ni potencidl putuje axonem motoneuronu

do presynaptického zakonceni, kde se neurotransmiter glutamat shlukuje do synaptickych vacki, ve kterych je
dopraven na presynaptickou membranu. Exocytézou dojde k vypusténi glutamatu do synapse, glutamat se na
postsynaptické membran¢ navaze na glutamatové receptory (iGluR), které se oteviraji pro priichod kationtu,
coz vyvola svalovou kontrakci. Vytvofeno v BioRender.com.
iGIuR jsou kationtové kandly propustné pro monovalentni Na*, K* a bivalentni Mg>*
a Ca”* kationty, naopak nepropustné jsou pro chloridové anionty (Chang et al. 1994). Zmény
v hladindch vdpenatych kationtd v postsynaptické membran€¢ mohou byt zodpoveédné
za iniciaci zpétnovazebného signalu, ktery je regulovdn postsynaptickou aktivitou
calcium/calmodulin dependentni protein kindzy II (CaMKII). Snizenim aktivity CaMKII
ve svalech dojde k zesileni signdlu a naslednému uvolnéni glutamétu, zatimco stala aktivace
CaMKII inhibuje signdl a snizuje hladinu glutamatu (Haghighi et al. 2003). Tento poznatek
konkrétnéji dopliiuje studie ukazujici regulacni vliv CaMKII na umisténi podjednotek GluR
na synapsi. Inhibice CaMKII zvySuje mnozstvi GluRIIA, kterd umoziuje piiliv vapenatych

iontd. Nadruhou stranu neustdld postsynaptickd exprese CaMKII zpuasobuje redukci
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GIuRIIA a zaroven zvySeni GIuRIIB, coz snizuje mnozstvi vapniku. Nizka aktivita CaMKII
a snizend hladina véapniku je kompenzovana zvySenim GluRIIA (Morimoto et al. 2010).

Prvnim identifikovanym receptorem (podjednotkou) na NMJ byl GIuRIIA (Schuster
et al. 1991), dfive oznacovan jen jako GIuRIl az do identifikace druhého svalové
specifického receptoru (podjednotky) GIuRIIB (Petersen et al. 1997). Tyto dvé podjednotky
sdili podobnou strukturu exonut a intronu, lezi pfilehle v genomu a jsou svalové specifické.
Absence jedné z podjednotek neovliviiuje zivotaschopnost jedince, avSak delece obou je
letalni. Studium delec¢nich mutantt dale odhalilo, Ze pokles poctu postsynaptickych GIuRITA
podjednotek vyvola zvySené uvolnéni presynaptického neurotransmiteru a naopak, nezavisle
na pritomnosti GIuRIIB (DiAntonio et al. 1999).

Podjednotky GIuRIIA a GIuRIIB se navzdjem kompenzuji a soutézi o pfistup
k podjednotce GIuRIIC (n¢kdy oznaCovana jako GIuRIII), kterd je pro zivotaschopnost
jedince nezbytna. Jednotky vzajemné ovliviluji svoje umisténi v receptoru, kdy GIuRIIC
ovliviiuje umisténi GIuRITA a GIuRIIB a ty naopak ovliviiuji pozici GIuRIIC (Marrus et al.
2004). iGluR jsou béhem myogeneze syntetizovdny a exprimovdny velmi brzy. GIuRIIA
a GIuRIIB byly detekovdny zejména v larvdlnich svalech a GIuRIIA i v srdci dospélce
(FlyBase, https:/flybase.org/reports/FBgn0004620.html#expression_sub;  [cit.  2021-12-08]).
GIuRIID je esencidlni podjednotkou pro seskupeni glutamatovych receptort na periferni
NMJ a zarover je nezbytna pro spravnou funkci motorickych neuront v centralni nervové
soustavé (Featherstone et al. 2005). Podjednotka GIuRIIE také tvoii Zivotné dulezitou
soucast receptoru stejn€ jako GIuRIIC a GIuRIID (Qin et al. 2005).

Diplomova prace studuje vliv paralytického jedu H. hebetor na ultrastrukturu svalové
tkané prirozeného hostitele E. kuehniella a modelového organismu D. melanogaster pomoci
transmisni elektronové mikroskopie (TEM). Price navazuje na bakalaiskou praci Sarky
Podlahové, ve které byl zkouman efekt adipokinetického hormonu (AKH) na pusobeni jedu
H. hebetor v thorakalni svalové tkani D. melanogaster (Podlahova 2019). Zatimco v ptivodni
praci byly pro aplikaci jedu a AKH pouzity podminky in vitro, v této préci je jed aplikovan
in vivo at uz za pouziti pfirozeného hostitele nebo za pifimé injikace jedu do modelového
organismu. Zpracovani tkané bylo optimalizovano tak, aby se minimalizoval vznik moznych
artefaktd. Dale byly testovany linie D. melanogaster s potencidlni mutaci v podjednotkach
glutamatovych receptori GIuRIIA a GIuRIIB. A bylo prodiskutovano zapojeni téchto

receptort v mechanismu paralyzy vosickovym jedem.


https://flybase.Org/reports/FBgn0004620.html%23expression_sub

2  Cile prace

1) Studium ucinku jedulumdcika Habrobracon hebetor na thorakdlni tkan octomilky

Drosophila melanogaster.

2) Sledovani ucinku jedu H. hebetor na svalovou tkan pfirozeného hostitele, tj. larvy

zavijeCe Ephestia kuehniella.

3) Studium role glutamatovych receptort pii pusobeni jedu H. hebetor s vyuzitim linif

D. melanogaster, které mohou vykazovat zménu v expresi gentt GIuRIIA a GIuRIIB.



3  Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

Ephestia kuehniella

V laboratornim chovu byli zavije¢i drzeni ve sklenénych nadobach na potrave
slozené z pSenicného Srotu a pivovarskych kvasnic v termostatu s teplotou 21-22 °C
a pravidelnym stfidanim svétla a tmy 12:12 h (LD 12:12). V téchto podminkach trval jejich
vyvoj] 2 meésice. Pro experimenty zkoumajici uCinek pfirozené paralyzy byly pouzity

housenky 5. instaru.
Habrobracon hebetor

Vosicky byly chovany pii pokojové teploté (PT) na kukufi¢ném Srotu obsahujicim
larvy E. kuehniella 5. instaru. Nové vylihnuté vosicky byly pfikrmeny fedénym medem. Cast
populace tvofila novy chov, Cast byla pouzita na experimenty a nékteré vosicky byly
zmrazeny Vv celych kusech v -80 °C pro pozdé&jsi izolaci jedovych zlaz. Takto jejich zivotni

cyklus s fotoperiodou LD 12:12 trval 2 tydny.
Drosophila melanogaster

Vsechny experimentalni linie byly chované ve sklenénych zkumavkach se standardni
kukufi¢nou dietou pifi 25 °C v termostatu s fotoperiodou LD 12:12. Jejich zivotni cyklus
trval 8—10 dni. Podrobny popis tohoto modelového organismu byl popsdn v bakalafské praci
(Podlahova 2019).

Jak pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM), tak pro izolaci RNA byli
pouziti pé€tidenni dospé€li samci. Vybér samcu probéhl v anestezii oxidem uhli¢itym (COy)

pod stereomikroskopem. Jako kontrolni linie byly pouzity wl!3

, Yw ayv;+;luc-RNAI,
ziskané z chovil Entomologického dstavu Biologického centra Akademie véd CR v Ceskych
Budgjovicich. Linie w!"® byla pouzita i pro TEM. Pro studium role podjednotek
glutamatovych receptord GIuRIIA a GIuRIIB byly v Databazi Drosophila geni a genomu
FlyBase vytipovany linie, které byly nasledné obdrzeny z genomovych bank The
Bloomington Drosophila Stock Centre (BDSC; NIH P400D018537) a Kyoto Stock Centre
(Kyoto DGRC). Blizsi specifikace pouzitych linii nasleduje. Driverova linie pouzita pro
downregulaci GIuRIIA a GIluRIIB byla w;act-gal4/CyO,GFP;+ (Entomologicky tstav

Biologického centra Akademie véd CR v Ceskych Bud&jovicich).



Kandidatni linie s moznou zmeénou exprese genu GluRIIA:

yv;+;GluRITA-RNAIi (#27497 BDSC)
RNA interferencni (RNAi) linie, umoziujici tkanove specifické utiSeni genu,
generovana projektem , Transgenic RNAi Project™ (TRiP; Perkins et al. 2015).
w;GluRITA-;+ (#19218, CG14017, BDSC)
Transgenni linie s transposonem (P-elementem) pied promotorovou oblasti GIuRIIA,

ktery by mohl zablokovat transkripci genu (Thibault et al. 2004).

Kandidatni linie s moznou zmeénou exprese genu GluRIIB:

yv;+;GluRIIB-RNAIi (#28718 BDSC)
RNAI linie, umoziuyjici tkanove specifické utiSeni genu, generovana TRiP (Perkins
et al. 2015).
yw;GluRIIB~;+ (#140428, CG7234, Kyoto DGRC)
Linie s inzerci transposonu (pBac) ve tfetim intronu genu GIluRIIB blokujici vznik

funkéniho genu (ptivodni zdroj: Liqun Luo, Stanford University; Schuldiner et al. 2008).

3.2 Testovani moZznosti prirozené paralyzy larev D. melanogaster

Pfirozenad paralyza larev 3. instaru D. melanogaster lumcikem H. hebetor byla
testovana ve tfech opakovanich, kdy 10 jedinci bylo vystaveno cCtyfem parazitickym
vosickam. Chovani jedinct bylo priabézné€ pozorovano po dobu nékolika dni, avSak paralyza

do nepfirozeného hostitele se nezdatila.

3.3 Injikace vosickového jedu do D. melanogaster

Vzhledem k tomu, ze paralyza larev octomilek samotnou vosickou se nezdafila, bylo
pristoupeno na metodu injikace in vivo, kdy byl extrakt jedu injikovan do thoraxu dospélych
octomilek.

Extrakt jedu byl ziskan vypitvanim jedovych Zzlaz z dospé€lci H. hebetor a jejich
zhomogenizovanim v Ringerové roztoku ve vysledné koncentraci 1 zlaza (gl)/10 ul
Ringerova roztoku. Pevné Casti byly odseparovany centrifugaci za mirnych otac¢ek 3 000
RPM. Nasledné byl jedovy exktrakt sonikovén a zfiltrovan (0,22 uM filtr). Pred injikaci byl
extrakt jedu obarven nékolika krystalky , Erioglaucine disodium salt” (Thermo Fisher

Scientific), ktery slouzil jako indikator uspé$né aplikace jedu. Koncentrace vosi¢kového jedu
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byla zvolena na zakladé pfedchozich praci (Shaik et al. 2017 a Podlahovd 2019) tak, aby
paralyza jedinct probéhla do 1 h.

Injikace byla provedena pod anestezii CO» za pouziti injikdtoru NANOJECT II
(Drummond Scientific) se sklenénou kapildrou. Do oblasti thoraxu mezi kiidlo a halteru bylo
injikovano 50 nl vosickového jedu na dospélce srychlosti 10 jedinci za minutu, tudiz
anestezie trvala jen po nezbytné dlouhou dobu. Doba nastupu paralyzy byla piesné
zaznamenana a v intervalech 1, 2 a 5 h bylo vzdy pét jedinct zpracovano pro ucely TEM.
Jako kontrola bylo injikovdno 50 nl Ringerova roztoku (128 mM NaCl, 1,3 mM KCI, 1,4
mM CaCl, - 2 H20, 2,4 mM NaHCOs v 1 1 H2O; pH 7,4). Doba putsobeni kontrolniho
roztoku se vzdy shodovala s dobou pusobeni jedu. Pro kontrolu vlivu pouzitych chemikalii
béhem zpracovani vzorku bylo injikovano také 50 nl draselného pufru (1,4 M KC1, 80 mM
K>HPO4, 20 mM KH2PO4) a rovnéz byli zpracovani 1 jedinci bez jakéhokoli oSetfeni. Thorax
byl odebrdn pod stereomikroskopem, kdy od n€j byla odd€lena hlava, abdomen, kiidla

a koncetiny.

3.3.1 Méreni nastupu paralyzy D. melanogaster

Cilem experimentu bylo presné urCeni nastupu paralyzy od doby aplikace jedu
a vyhodnoceni reverzibility paralyzy u linii D. melanogaster, kde byla prokdzana zmeéna
v expresi glutamatovych receptori. Jed byl aplikovan v anestezii CO2 spolu s barvou
Erioglaucine Disodium salt vzdy do 10-20 jedinct. Kontrolni skupin€ byl injikovan
Ringerav roztok. Osetfeni jedinci byli kontinualné sledovani a byl zaznamenan Cas probrani
jedinc po anestezii a Cas nastupu a trvani paralyzy. Data byla analyzovana v programu
Microsoft Excel. Statisticky vyznamné rozdily byly vyhodnoceny pouzitim dvouvybérového

t-testu v programu Prism verze 8.0 (GraphPad Software).

3.4 Prirozena paralyza E. kuehniella vosickou H. hebetor

Na Petriho misky byly umistény larvy E. kuehniella po 5-8 kusech spolu
s 2 vosickami. Bylo pozorovano, kdy a kterou larvu vosic¢ka nabodla. Bodnutd larva se chvili
branila trhavymi pohyby, ale do dvou minut ji jed ochromil. Paralyzovana larva byla
oznacena fixem na viko Petriho misky. Larvy byly ponechany pusobeni paralyze 1, 5 a 24
hodin a po téchto intervalech byly vypitvany a zpracovdny pro TEM. Pro znehybnéni
neparalyzovanych kontrol byly larvy zchlazeny na ledu. Pitva probihala na Petriho misce
v kapce fixaéniho média, které bylo nutno také injikovat do te€la vzhledem k jeho velikosti.

Po 1 minuté, kdy bylo télo fixazi zpevnéno, byly nafezany thorakdlni segmenty téla
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a premistény do Cerstvé fixaze, kde byly ponechany 7 dni pii 4 °C. Cim mensi vzorek se

podaftilo odebrat, tim se docililo lepsiho prosyceni pryskyfici.

3.5 Zpracovani vzorkii pro TEM

Podrobny postup zpracovani vzorki pro uCely TEM vcetné piiprav roztoka
a fotodokumentace je uveden v bakalaiské praci Sarky Podlahové (Podlahovd 2019).
Vzhledem k tomu, ze kromé vzorkd z D. melanogaster byly zpracovavany i vzorky
z E. kuehniella, ktera je vyrazné vétsi, bylo nutné provést optimalizaci fixace a zalévani
materidlu. Nize uvedeny optimalizovany postup byl pouZzit pro zpracovani obou organismu.

Standardni fixace 2,5% glutaraldehydem (GA) v 0,2M pufrovaném fosfitovém
roztoku (PBS) byla nahrazena Karnovského fixaci: 2,5% GA s 2% paraformaldehydem (PA)
v 0,IM pufrovaném fosfatovém roztoku (PBS), ve které byly vzorky rovnéz ponechédny
tyden pfi teploté 4 °C.

Pro vymyti primérni fixace byl pouzit vypiraci roztok slozeny z 0,1M pufru a 4%
glukézy. Vzorky ve zkumavkach byly promyvany 3x 20 min. Poté se vzorky na 3 h ponofily
do roztoku vypiractho pufru a 4% OsOs4 vpoméru 1:1 pro sekunddrni nafixovéni.
Nasledovalo dalsi promyti 3x 20 min. Ddle byly vzorky odvodnény vzestupnou acetonovou
fadou od 30% do 100% acetonu, kazdy po 20 min.

Dalsim krokem bylo prosycovani vzorkd smési pryskyfice EPON medium nebo
SPURR (Electron Microscopy Sciences) a 100% acetonu v poméru 1:2, 1:1 a 2:1 vzdy
na 2 h. Poté byly vzorky jiz v Cisté pryskyfici umistény na 24 h do exsikdtoru. Druhy den
byly vzorky jesté pfenddny na 2 h do Cisté pryskyfice, a poté byly pod binokuldrni lupou
naorientovany do zalévacich silikonovych forem (Obr. 3). Polymerizace pryskyfice probéhla
pii 62 °C v termostatu béhem 24 h. Spravna orientace byla kriticka pro ziskani fezd

z identickych svalovych skupin thoraxu. Rozmisténi hrudnich svala je ukazano v Priloza 1.
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Obr. 3: Schéma orientace a krajeni vzorkia pro TEM. (1) Orientace thoraxu D. melanogaster

nebo thorakalniho segmentu larvy E. kuehniella podle poZzadovaného thlu krajeni; (2) odvodiovani
a zalévani vzorkud do pryskyficovych blocki; (3) trimovani = ofez pryskyfice kolem vzorku do tvaru
lichobézniku pro ultramikrotomii; (4) sitky snabranymi fezy, které jsou po kontrastovani

a pouhlikovani pfipraveny k prohlizeni (5). Vytvofeno v BioRender.com.

Ultratenké fezy o tlouStce 77 nm byly zhotoveny s pouzitim diamantového noze
(Diatome MF1881) na ultramikrotomu Leica EM UC6. Po nakrdjeni byly ultratenké fezy ve
vanic¢ce natazeny parami chloroformu. Z vodni hladiny byly fezy nabirdny na médéné sitky
o pruméru 3,05 mm (Electron Microscopy Sciences, 300 mesh). Sitky s fezy byly suseny
v Petriho misce na filtranim papife. Ultratenké fezy byly kontrastovany uranyl acetitem
a citratem olova (Electron Microscopy Sciences). Po kontrastovani se provedlo pouhlikovani
siték v naparovaci aparatufe JEOL JEE 4C, jehoz vysledkem bylo napafeni 3—5 nm tenké
vrstvy uhliku na sitky.

Vzorky byly analyzovdny pomoci transmisniho elektronového mikroskopu JEOL
JEM-1010 pfi zvétSeni 5 000-30 000x. Kontrast a jas snimkt byl ddle upraven v programu
Adobe Photoshop (Adobe Systems).
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3.6 Kiizeni linii D. melanogaster pro mRNA analyzu

S vyuzitim UAS/GAL4 systému a driverové linie byli nakfizeni jedinci za ucelem
aktivace RNAi pfislusnych gena (Obr. 4). Z responderovych (testovanych) linii byly pod
anestezii CO2 vybrany neoplozené samice, které byly zkfizeny se samci driverové linie
a ponechany ve standardnich podminkach. Jako pfislusna kontrola byla s driverovou linii
nakfizena i kontrolni linie tvofici genetické pozadi linie responderové (Obr. 4). Driverova
linie nesla promotor ur€ujici syntézu transkripéniho faktoru GAL4 v buiikach obsahujicich
aktin. V uspé€sném kiizenci se GAL4 navazal na DNA v misté , Upstream activating
sequence” (UAS), coz spustilo transkripci RNAi konstruktu, jehoz pfitomnost v burice
zpusobila downregulaci cilového genu. Prvni filidlni generace (F1) byla pravidelné sbirana
do novych zkumavek pro zachovani stejného stafi jedinci. Samci F1 nesouci UAS/GAL4
alely byli rozpoznani podle fenotypovych znaka (Obr. 4). Jedinci s fenotypem ,,Curly of
Oster” (CyO) a ,,Green Fluorescence Protein“ (GFP) vyvolané balancerovym chromozomem

driverové linie byli odstranéni, jelikoz po rodiCovské generaci (P1) nezdédili pozadované

alely.
GIuRITA
P1 yv;+;GIuRIIA-RNAi X w;act-gal4/CyO,GFP;+
Q v (o3
v
F1 | yviact-gal4/+;GIuRIIA-RNA+ |
GIuRIIB
P1  yv;+GIRIIB-RNAi X w;act-gal4/CyO,GFP;+ D) 3
o g ) >
v
F1 | yviact-gald/+;GIuRIIB-RNAi/+ |
kontrola
P1 X w;act-gal4/CyO,GFP;+ poZadovany fenotyp F1
Q i (o)
v
F1 yv;act-gald/+;luc-RNAi/+
Created in BioRender.com bio

Obr. 4: K¥izeni RNAI linii D. melanogaster. P1; parentdlni generace, F1; prvni filidln{ generace.

Vytvofeno v BioRender.com.
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3.6.1 Izolace celkové RNA

Pétidenni samci jak mutantnich linii, tak F1 kfizencd byli vybrdni do sterilnich
zkumavek po 10 kusech a zmrazeni tekutym dusikem. Zmrazené vzorky byly uskladnény
v -80 °C az do izolace RNA. Pro pokusy byly pfipraveny tii biologické replikaty kazdé linie
po 10 jedincich v kazdém replikatu.

Kwvili riziku degradace vzorkd vSudypfitomnymi RNazami, byl dban diraz na Cistotu
pracovni plochy, pouzivani rukavic a laboratorniho vybaveni ur¢eného vyhradné pro praci
s RNA. Pro izolaci RNA byl pouzit TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific). Vzorky byly
zhomogenizovdny v 1 ml TRIzol Reagent. Po 5 min inkubaci v PT bylo pfidano 200 ul
chloroformu (PENTA), vzorky byly promichany, inkubovany dalsi 2 min v PT a poté byla
RNA faze vyseparovéna centrifugaci (Mikro 220R, Hettich) pfi 11 300 RPM, 4 °C, 15 min.
Horni RNA faze byla prenesena do nové zkumavky a precipitovdna pfidanim 500 ul
isopropylalkoholu (PENTA) za 10 min inkubace pii PT a centrifugace pii 11 300 RPM,
4 °C, 10 min. RNA precipitat byl odstfedén na dno zkumavky jako bila gelovita peleta.
Mikropipetou byl odstranén supernatant a peleta byla promyta v 1 ml 75% etanolu
(PENTA). Kratce a jemné byl vzorek zvortexovan a nasledné centrifugovan pii 8 880 RPM,
4 °C, 10 min. Mikropipetou byl odstranén supernatant a RNA peleta byla vysuSena na
vzduchu pfiblizné za 5-10 min. Nakonec byla RNA rozpusténa ve 30 ul nuclease-free H.O
pti teploté 60 °C v termobloku (SBH200D, Stuart).

Koncentrace a Cistota vyizolované RNA byla zméfena na pfistroji NanoDrop 2000

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) pfi fedéni 20x v nuclease-free H>O.

3.6.2 Reverzni transkripce

Vyizolovand RNA byla pouzita pro syntézu 1. vlikna komplementarni DNA (cDNA)
pomoci kitu RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific). Reakce byla provedena podle protokolu od vyrobce, pfiprava probihala na ledu.

Na zékladé naméfenych koncentraci RNA bylo sjednoceno mnozstvi templatu
ve vSech reakcich na 2 ug RNA. Vzorky byly predem 2x nafedény, aby se piedeslo
pipetovaci chybé, jelikoz v ptivodni koncentraci by byl objem templatu pod 1 ul. Vypocitany
objem RNA byl doplnén nuclease-free H2O do 10 ul. Déle byly pfidany 2 ul Oligo dT
primeru nafedéného v poméru 1:1 nuclease-free H>O. Celkové mnozstvi smési RNA
a primeru bylo 12 pl.

Smés byla zahiivana 5 min na 65 °C v termobloku a poté zchlazena na ledu. Mezitim

byla podle poctu vzorku pfipravena reakCni smes, jejiz slozeni je rozepsano v tabulce
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(Tab. I). Reakcni smés byla rozpipetovana po 8 ul k pripravené smési RNA a Oligo dT
primeru. Celkovy objem jedné reakce byl 20 pl.

Tab. 1. Slozeni reak¢ni smési pro syntézu cDNA, objem odpovida 1 reakci.

reagencie objem
smes RNA s Oligo dT primerem 12 ul
5x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20U/ul) 1 ul
10mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200U/ul) 1 ul

Reverzni transkripce probihala 60 min pfi 42 °C a 5 min pii 70 °C a poté byly vzorky

preneseny na led.

3.6.3 Reverzné transkripéni polymerazova retézova reakce (RT-PCR)

Pro amplifikaci vzorkd cDNA byl pouzit PPP Master Mix (Top-Bio). Jedna reakce
obsahovala 30 pul PPP mixu, 1 pl forward a 1 pl reverse primeru (20 uM), 26 ul PCR H>O
a2 ul templatu cDNA. Celkovy objem jedné reakce byl 60 ul. Pouzité primery viz nize.
RT-PCR byla provedena na pfistroji Biometra TRIO (Analytik Jena) za podminek shrnutych
v nésledujici tabulce (Tab. II).

Tab. II. Rozpis RT-PCR amplifikace.

krok teplota cas pocet cykla

pocatecni denaturace | 95 °C 2min |1

denaturace 95 °C 30s

nasednuti primerd 55°C 30s 35
extenze 72 °C 45s

findlni extenze 72 °C 3 min 1

Produkty byly separovany na 1% agar6zovém gelu v Tris-acetat-EDTA (TAE) pufru.
Vzorky byly pfipraveny smichanim 2 pl 6x loading buffer (0,25% bromfenolova modf
a 15% Ficoll), 8 ul diethylpyrokarbondt (DEPC) H>O a 2 ul vzorku. Na gel bylo naneseno
5 ul velikostniho markeru (100 bp Plus DNA Ladder, MBI-Fermentas) do prvni jamky

a do ostatnich 12 pl vzorku. Elektroforéza bézela v TAE pufru za konstantniho napéti
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130 V po dobu 45 min (Power Pac 200, Bio-Rad Laboratories). Pro vizualizaci produktt
RT-PCR byl do gelu i TAE pufru pfidan ethidium bromid (Thermo Fisher Scientific). Gel

byl nasnimén zatizenim White/UV Transilluminator (UVP) ovlddanym softwarem Grab-it.

3.6.4 Kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR)

Pro stanoveni miry exprese mRNA GluRIIA a GIuRIIB byla pouzita cDNA, jejiz
koncentrace byla pro reakci 10x nafedéna. Reakce byla provedena kitem HOT FIREPol®
EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) (Solis Biodyne). Postupovalo se podle protokolu
od vyrobce, ptiprava probihala na ledu.

Pro pfislusnou dvojici primera byl pfipraven qRT-PCR reak¢ni mix na pocet vzorka
s jednou reakci navic jako kontrolou bez templatu (NTC). Pro kazdy vzorek (biologicky
replikat) byla provedena tfi opakovani. Obecné slozeni reak¢éniho mixu je znazornéno
v tabulce (Tab. III). Do reakcnich stripti bylo napipetovano 15 pl prislusného reakéniho

mixu a 5 pl templdtu cDNA, takze celkovy objem reakce byl 20 ul.

Tab. III. Slozeni reakéniho mixu pro qRT-PCR, objem odpovida 1 reakci.

reagencie objem

HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (5x) * 4l

forward primer (10 uM) 0,5 ul
reverse primer (10 uM) 0,5 ul
PCR H20 10 pl
templat cDNA fedény 10x Sul

Reakce byla provedena v 72jamkovém kruhovém disku v pfistroji Rotor-Gene Q

(QIAGEN). Rozpis qRT-PCR krokd je shrnut v tabulce (Tab. IV).

Tab. IV. Rozpis kroku qRT-PCR amplifikace.

krok teplota cas pocet cykla

pocatecni denaturace | 95°C | 12min | 1

denaturace 95 °C 15s

nasednuti primerd 60°C |20s 40
extenze 72°C | 20s
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Data byla analyzovadna v programech Rotor-Gene Q Series Software a v Microsoft
Excel. Hladina exprese byla vypo¢itana podle vzorce 2**C. Hodnoty cyklu piekrodeni
tresholdu (ct) cilenych genii byly normalizované k referencnimu genu rp49. Statisticky

vyznamné rozdily byly vyhodnoceny pouzitim dvouvybérového t-testu.

3.6.5 Primery pro RT-PCR a qRT-PCR
Primery pro analyzy exprese genl GIuRIIA a GIuRIIB byly navrzeny v programu

Primer3 (dostupny zde: https://primer3.ut.ee/). Reverse primery zasahovaly do intronu, aby
se eliminovala amplifikace genomové DNA (misto spojeni exond je v sekvenci reverse
primeru oznaceno Cervenou pomlckou). Syntéza byla provedena firmou Generi Biotech,
stejné jako i primerd pouzitého referencniho genu rp49 koédujiciho ribozomdlni protein

RP49.

Primery pro mRNA GIluRIIA (produkt 220 bp):

Forward: 5" — CGTGCGTGGAACCAGATGAA - 37, pozice 2324-2343

Reverse: 5" — GGTAATCAGAGC-CCAGTGGC - 37, pozice 2543-2524
Primery pro mRNA GIluRIIB (produkt 200 bp):

Forward: 5" — TTCAAGCCGGATGCCTTCAC — 37, pozice 2222-2241

Reverse: 5" — GACCGAAAGTCGGCGT-TCAA - 37, pozice 2421-2402
Primery pro referencni gen rp49:

Forward: 5" — CTTCATCCGCCACCAGTC -3~

Reverse: 5" — GGCGACGCACTCTGTTGT -3~
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4  Vysledky

4.1 Utinek jedu lum¢&ika H. hebetor na thorakalni tkaii
octomilky D. melanogaster

V piedchozi studii (Podlahova 2019) byly po 1 h in vitro pasobeni jedu lumcika

118 zaznamendny zmény v jeji

H. hebetor na svalovou tkan thoraxu D. melanogaster w
ultrastruktufe. Pro vylou€eni moznosti, ze tyto zmény byly vyvolany slozkami inkuba¢nich
roztokd nebo degradaci tkan€ v pribéhu osetfeni, byla snaha o provedeni pifirozené paralyzy
larev octomilky jedem lumcika. Nejedna se vSak o pfirozeného hostitele, a tak i pies nékolik
pokust se octomilky lumcikem paralyzovat nepodafilo. Proto bylo pfistoupeno na in vivo
aplikaci jedového extraktu injikaci do hemolymfy dospélct. Aby se vyloucil nezadouci efekt

roztokll nutnych pro nafedéni extrahovaného jedu a pro fixaci tkani na ultrastrukturu svalg,

byly testovany ucinky téchto Cinidel.

4.1.1 Testovani médii pro Fedéni jedu a fixacnich Cinidel

Nejprve byl testovan ucinek samotnych médii slouzicich k nafedéni jedu. Do thoraxu
dospélct D. melanogaster w'''8 bylo in vivo injikovdno 50 nl Ringerova roztoku nebo
draselného pufru. Po 1 h pasobeni téchto latek byla tkan zpracovana pro potieby TEM. Jako
kontrola byl pouzit thorax bez jakéhokoli oSetfeni. Srovnanim ultrastruktury kontrolni
a oSetfené tkan€ (Obr. 5) se ukdzalo, ze tkan¢€ osSetfené jak Ringerovym roztokem, tak
draselnym pufrem nesou vuci kontrole znamky poskozeni. Konkrétné€ ovliviiuji strukturu
mitochondrif tak, ze dochazi k rozvolnéni matrix a mitochondrie se jevi jako vakuolizované.
Ringertiv roztok ve srovnani s draselnym pufrem ma mirnéjs$i degradacni efekt, proto byl
vyuzivan pro dalsi experimenty.

Vzhledem k tomu, ze 1 v kontrolni neosetiené tkani (Obr. SA) se ndhodné objevovaly
poskozené mitochondrie, byl dosud uzivany fixacni roztok glutaraldehyd (GA) nahrazen
ucinnéj§i fixaéni smeési GA s paraformaldehydem (GA+PA). Kontrolni tkan po fixaci
GA+PA nevykazovala zadny vyskyt vakuolizovanych mitochondrii. Stejné tak i v tkdni
oSetfené Ringerovym roztokem a fixované GA+PA nebyly pozorovany zadné zmeény
v mitochondriich.

Z vysledka vyplyva, ze oSetfeni tkané nékterymi médii vede k tvorbé artefakta
na urovni ultrastruktury svalové tkan€. NejSetrn€jSi zpusob oSetfeni tkané fedéni jedu

v Ringerove roztoku a nislednd fixace GA+PA.
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Obr. 5: Ultrastruktura thorakilnich svalu D. melanogaster w'''8 po ofetfeni ruznymi médii a p¥i

ruzné fixaci. (A—C) Vzorky fixované GA: bez oSetfeni (A), po oSetfeni Ringerovym roztokem (B) a po
oSetieni draselnym pufrem (C). (D, E) Vzorky fixované smési GA+PA: bez oSetieni (D), po oSetfeni
Ringerovym roztokem (E). bila Sipka — myofibrily; cernd Sipka — mitochondrie; bila hlava Sipky —

M-linie myofibril; cerna hlava sipky — Z-linie; Zlutd Sipka — vakuolizované mitochondrie; méfitko 2 um

4.1.2 Injikace vosickového jedu do thoraxu D. melanogaster

Do thoraxu dospélct D. melanogaster bylo aplikovano 50 nl extraktu vosickového
jedu in vivo v koncentraci 1 jedova zlaza (gl)/10 ul Ringerova roztoku. U vSech jedem
injikovanych jedinca byla pozorovana paralyza do 1 h po injikaci a vzorky byly sbirany 1 h,
2 h a5 h po aplikaci jedu a fixovany smési GA+PA. U kontrolnich jedincti injikovanych
Ringerovym roztokem k paralyze nedoSlo. Analyza ultrastruktury svalové tkané
z odpovidajicich oblasti thoraxu u vSech testovanych skupin neodhalila vyrazné strukturdlni
zmény ve srovndni s kontrolnimi vzorky. Myofibrily mély ve vSech vzorcich identickou
strukturu, 1ze u nich zfetelné rozlisit Z-linie oddélujici sarkomery a M-linie lezici ve stfedu
myozinovych vldken (Obr. 6). Stavba nékterych mitochondrii ve vzorcich sebranych po 5 h
od injikace jedu vykazovala zmény vici kontrole. Mitochondrie byly bud’ vakuolizované,
nebo u nich doslo ke zna¢né degradaci vnitini struktury (bilé diry na Obr. 6G, Obr. 7). AvSak
tyto zmény v mitochondriich nebyly zaznamendny ani po 1, ani po 2 h od oSetfeni jedem
(Obr. 6C, 6E) a naopak byly ojedinéle pozorovany v kontrolnim vzorku po 2 h od oSetteni

Ringerovym roztokem (Obr. 6F).
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Obr. 6: Pilisobeni jedu H. hebetor na ultrastrukturu thorakalnich svalii D. melanogaster w'''3,

Snimky zachycuji myofibrily a mitochondrie v thorakalni tkani u skupin: (A) neoSetfena kontrola; (B) kontrola
po 10 min pisobeni Ringerova roztoku; (C) po 1 h piisobeni jedu, (D) po 1 h plisobeni Ringer. roztoku;
(E) po 2 h ptisobeni jedu, (F) po 2 h pusobeni Ringer. roztoku; (G) po 5 h pusobeni jedu, (H) po 5 h plisobeni
Ringer. roztoku. bila Sipka — myofibrily; cernd Sipka — mitochondrie; bila hlava Sipky — M-linie myofibril;

Cernd hlava Sipky — Z-linie; Zluta Sipka — rizné stupn€ poskozeni mitochondrif; méfitko 2 um
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Obr. 7: Zmény v ultrastruktuie mitochondrii v thorakilni svaloviné D. melanogaster w'''®

poSh pusobeni jedu H. hebetor. (A-I) Snimky zachycuji mitochondrie v ruznych svalovych
skupinach thoraxu. Krom¢ mitochondrii s typickou strukturou (cernd Sipka) bylo pozorovano velké
mnozstvi mitochondrii s riznym stupném poskozeni vnitini struktury (Zlutd Sipka), a to od mirné
vakuolizace az po mitochondrie s vyraznou degradaci vnitini matrix. (E) Pfi¢ny fez myofibrilou; (F, G)

rozhrani dvou svalovych skupin. bila Sipka — myofibrily; méfitko 2 um (A, B, C, D, F, G, H), 1 um (E, I)
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4.2 Utinek jedu luméika H. hebetor na svalovou tkan

thorakalnich segmentu larvy E. kuehniella

Dale bylo studovano, zda je prubéh prirozené paralyzy hostitele lumcika, kterymi
jsou larvy zavijeCe moucného E. kuehniella, obdobny jako po umeélé aplikaci jedu
u D. melanogaster. Podobné jako u octomilky bylo nejprve nutno zvolit vhodny zpusob
fixace. Jako ucinnéj§i pro zachovani ultrastruktury svalové tkan€ se ukazala fixace smeési
GA+PA.

Rozdil mezi pouzitim obou fixadzi je u E. kuehniella vice patrny nez
u D. melanogaster vzhledem k vétsi velikosti zkoumanych vzorkti. GA pronikal do tkani
obtiznéji, proto byly vzorky ze zavijeCe nedofixovany. Jiz béhem krajeni na ultramiktrotomu
byly na fezech patrné trhliny a prazdna mista po vypadané tkani. Ultrastruktura tkané je téz
vyrazné porusSena, dochdzi zvlasté k silnému poskozeni mitochondrii (Obr. 8A—C). Oproti
tomu pii pouziti smeési GA+PA je typickd stavba myofibril i mitochondrii zachovana (Obr.
8D-F). Stavba myofibril u larev zavijeCe je obecné méné diferencovana v porovnani

s letovymi svaly octomilky.

Obr. 8: Ultrastruktura svalové tkané larvy E. kuehniella pi¥i pouziti rozdilnych fixazi. (A-C)

Snimky tkané fixované GA. (D-F) Snimky tkan¢ fixované GA+PA. bila Sipka — myofibrily; cernd

Sipka — mitochondrie; Zlutd Sipka — poskozené mitochondrie; métitko 2 um
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Thorakdlni segmenty piirozené paralyzovanych larev E. kuehniella vosickou
H. hebetor byly zpracovany po 1 h, 5 h a 24 h od nabodnuti vosickou a fixovany ve smeési
GA+PA abyly podrobeny TEM analyze (Obr. 9). Z neparalyzovanych larev byla odebrana
kontrolni tkan. Struktura svalové tkdné paralyzovanych a kontrolnich larev ve vSech
skupinach nevykazovala vyrazné zmény. LiSila se pouze ptitomnosti atypickych forem
mitochondrii ve vzorcich odebranych 5 h od nabodnuti (Obr. 9E, 9F), coz odpovida 5 h od

nastupu paralyzy (u larev E. kuehniella nastala paralyza do 1 min od nabodnuti H. hebetor).

Obr. 9: Ultrastruktura svalové tkané larvy E. kuehniella po pr¥irozené paralyze H. hebetor. Snimky
zachycuji myofibrily a mitochondrie ve svalové tkani: (A, B) neparalyzovanych larev; (C, D) larev po 1 h
paralyzy; (E, e, F) larev po 5 h paralyzy; (G, H) larev po 24 h paralyzy. Levy sloupec zachycuje detailni
pohled na mitochondrie. bild Sipka — myofibrily; cerna Sipka — mitochondrie; Zluta Sipka — atypické

mitochondrie; méfitko 1 um (A, e, G), 2 um (B, C, D, E, F, H)
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4.3 Role glutamatovych receptoru pri pusobeni jedu H. hebetor

Vzhledem ktomu, ze pfirozend paralyza ani uméla injikace vosickového jedu
nevyvolava zadné okamzité zmény na arovni ultrastruktury, byl zameér studovat paralyzu
z hlediska prenosu nervového vzruchu na nervosvalové ploténce (NMJ) pomoci regulace
funkce glutamatovych receptori (GluR) genetickymi manipulacemi. Vzhledem k tomu, ze
nejvyznamnéjsi funkéni podjednotky GluR — GluRIIA a GIuRIIB se navzdjem kompenzuji
(Marrus et al. 2004) a linie s nulovou mutaci v obou podjednotkéach neni zivotaschopna, bylo
cilem ziskat linii s ¢aste¢nou downregulaci v obou téchto podjednotkach. Za timto ucelem
byly v databdzi FlyBase vyhleddny a otestovdny kandidédtni linie D. melanogaster, které
mohou vykazovat zménu v expresi gend GIuRIIA a GIuRIIB a poslouzit k pfipravé dvojitého
mutanta. U tohoto mutanta se predpoklada zpozdéni nastupu paralyzy oproti kontrolnim

jedincim.

4.3.1 Identifikace linii D. melanogaster s mutaci v GIuRIIA a GluRIIB

Ke kazdému typu glutamatového receptoru (GIuRIIA a GIuRIIB) byly k dispozici
linie s inzerci P-elementu a RNA interferenci (viz 3.1 Laboratorni zvirata). K aktivaci RNA
interference ve vSech buikéach exprimujicich aktin byla pouzita driverova linie w;act-
gal4/CyO,GFP;+. Utinek genetickych manipulaci na expresi GIuRIIA a GIuRIIB u F1 samct
s RNA interferenci (yv;act-gald/+;GluRIIA-RNAi/+ a yv;act-gal4/+;GluRIIB-RNAi/+)
ausamcu sinzerci P-elementu (w;GIuRIIA™;+ a yw;GIluRIIB™;+) byl testovdan pomoci
RT-PCR aqRT-PCR. V kazdé PCR reakci byla pouzita kontrolni cDNA ziskana z linif
D. melangaster, které odpovidaly genetickému pozadi pouzitych linii.

Gelova elektroforéza RT-PCR produkti ovéfila ucinnost navrzenych primera
a ukazala moznou downregulaci v pfipadé inzerce P-elementu a RNAi genu GIluRIIA.
Mnozstvi RT-PCR produktd u linii sinzerci P-elementu v GluRIIB a RNAi GluRIIB
nevykazovalo signifikantni rozdily od mnozstvi produktt ziskanych z kontrolnich linii (Obr.
10).

Pro oveéfeni vysledki ziskanych z RT-PCR bylo provedeno detailni stanoveni
relativni miry exprese mRNA GIluRIIA a GIuRIIB pomoci qRT-PCR (Obr. 11). Primémé
hladiny mRNA ze tfech biologickych replikati ve tfech opakovanich byly normalizovany
k referen¢nimu genu rp49. qRT-PCR potvrdila downregulaci GIuRIIA u linie s inzerci P-

elementu a u RNAI linie, a naopak vyvrétila downregulaci GluRIIB u RNAI linie.
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Obr. 10: Gelova elektroforéza produkti RT-PCR. PCR produkty testovanych linii GluRIIA
zleva: w''® w;GIuRIIA ;+, yv;act-gald/+;luc-RNAi/+, yv;act-gald/+;GluRIIA-RNAi/+. PCR
produkty testovanych linii GIuRIIB zleva: yw, yw;GIuRIIB™;+, yv;act-gal4/+;luc-RNAi/+, yv;act-

gald/+;GluRIIB-RNAi/+. barevnd Sipka — produkt testované linie, M; marker

inzerce P-elementu RNA interference
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Obr. 11: Grafické znazornéni relativni exprese mRNA GIluRIIA a GluRIIB u prislu$nych linii.
Hladiny mRNA byly normalizovany k referencnimu genu rp49 a jsou znazornény sloupcovymi

grafy s vyznacenou hodnotou SD. Statisticky vyznamné rozdily byly vyhodnoceny dvouvybérovym

t-testem, na obrazku oznaceny * p < 0,05, ** p < 0,01.
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4.3.2 Méreni nastupu paralyzy u linii s downregulaci exprese GluRIIA

Prestoze se nepodafilo piipravit dvojitého mutanta v obou hlavnich podjednotkich
GIuR, byl méfen nastup paralyzy alesponl u linii s downregulaci podjednotky GIuRIIA.
Vzhledem ke kompenzaci podjednotky GIuRIIA podjednotkou GIuRIIB se vSak
nepiedpokladalo vyrazné zpozdéni nastupu paralyzy.

Linie w;GIuRIIA™;+ a yv;act-gal4/+;GluRIIA-RNAi/+, u kterych qRT-PCR odhalila
zmény v expresi genll pro GluR, byly podrobeny méfeni nastupu paralyzy od injikace jedu
H. hebetor. Jed byl aplikovan vzdy do 10 samct v mnozstvi 50 nl a koncentraci 1 gl/10 ul
Ringerova roztoku spolu s barvou ,,Erioglaucine Disodim Salt* pro ovéreni uspésné injikace.
Pokusni jedinci byli nepfetrzit€¢ sledovani a ¢as nastupu celkové paralyzy byl zaznamenan
s presnosti na minuty. Mouchy se po anestezii a nabodnuti probraly do 2 min a prvni zndmky
paralyzy se zacaly objevovat po 35—40 minutich. Jedinci lezeli a po oto¢eni vodorovné
polozené vialky se nedrzeli na sténé, ale padali na dno, nebo jesté stdli, ale nebyli schopni
pohybu. Dalsi pozorovani ukézala, ze po 100 min od paralyzy jedinci jesté jevili zndmky
zivota (zaskuby nohou). Poté jiz nebyl zaznamenan dalsi pohyb. Mouchy byly sledované
48 h.

Zaznamenané Casy nastupu celkové paralyzy byly statisticky vyhodnoceny a data
jsou graficky znazornéna na obrazku (Obr. 12). U jedinci w;GIuRIIA;+
a yv;ac-gal4/+;GluRITA-RNAi/+ ndstup paralyzy vykazoval mirné, avSak statisticky
vyznamné zpozdéni (* p < 0,05, ** p < 0,01).

Nastup paralyzy po injikaci jedu H. hebetor
42
4 i

40

€as [min]

39 4

38

37

kontrola GIuRIA™ kontrola GIuRIIA-RNAi

Obr. 12: Cas nastupu paralyzy u linii s downregulaci GIuRITA. Sloupcové grafy znazoriuji ¢asy nastupu
paralyzy u linii zleva: w!!''8, w;GluRIIA ;+, yv;act-gald/+;luc-RNAi/+ a yv;act-gal4/+;GluRIIA-RNAi/+.
Statisticky vyznamné rozdily vyhodnoceny dvouvybérovym t-testem jsou v grafu zndzornény podle hladiny
prukaznosti: * p < 0,05, ** p < 0,01, (prim&r +SD, n = 10).
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5 Diskuze

Predkladana prace prokazuje vliv inkubacnich roztoka a fixacnich ¢inidel na vznik
artefaktd v ultrastruktufe svalové tkané hmyzu. Pro pfipadnou inkubace je nejSetrnéjsim
médiem Ringeriv roztok, ktery je rovnéz vhodny pro fedéni latek urCenych k aplikaci
in vivo. Nejvhodnéj§im primarnim fixaénim médiem je smé€s GA+PA, neboli Karnovského
fixace (Nebesarova 2001). Zatimco zdkladni GA fixace pronikd do hloubky tkané pomalu,
PA diky tomu, ze obsahuje jen jednu aldehydickou skupinu, penetruje do tkané rychleji
(Nebesarova 2001). Rychly zpuasob fixace je nezbytny zejména pro zachovani ultrastruktury
mitochondrii, které jsou velice citlivé na osmotické zmény (Walker et al. 2006).
Pti odebirani vétsich kust tkané se osvédcila injikace fixaze pfimo do zivého organismu, kdy
hemolymfa zajistila rychly pranik fixacni latky do celého té€la. Kombinace fedéni
vosickového jedu v Ringerové roztoku s GA+PA fixaci a zaroven prechod na aplikaci jedu
in vivo vyrazné eliminovaly vznik artefaktd. Zvolené in vitro podminky v pfedchozi studii
(Podlahova 2019) tcinku jedu na svalovou tkan D. melanogaster vedly ke Spatné interpretaci
vysledka.

Ve svétle novych poznatki nebyly zaznamenany zadné degradacni ucinky jedu
na svalovou tkan ani u D. melanogaster, ani u pfirozené¢ paralyzovaného hostitele
E. kuehniella, ptestoze byli jedinci evidentné paralyzovani. Po ndstupu paralyzy nebyla
u obou organismu pozorovana zmeéna ani ve stavbé myofibril, ani ve struktufe mitochondrii.
Zmény ve struktufe nékterych mitochondrii byly pozorovany az po 5 h pusobeni jedu,
nahodné 1 v kontrolni tkdni, tudiz se nejednalo o pfimy ucinek vosickového jedu, ale zfejme
o projev hypoxie jako sekunddrniho efektu paralyzy. Podobné ucinky na stavbu
mitochondrie v podobé vakuolizace byly sledovany jako projev hyperoxie (Walker et al.
2006, Holmbeck et al. 2015). Oproti vakuolizovanym mitochondriim, pfirozend stavba
mitochondrii nevykazuje rozvolnéni, kristy jsou zde usporadany v tésné blizkosti (Macchi
2013, Trevisan et al. 2018)

Zatimco dospélci D. melanogaster nejevi znamky zivota po 5 h od ndstupu paralyzy,
tak pfirozené paralyzované larvy E. kuehniella ptezivaji po dobu nezbytnou pro vyvoj
parazitoidnich larev. Pravdépodobné je davka jedu optimalizovana natolik, ze vétSinou
neohrozi preziti hostitelské larvy po dobu parazitismu. Pisobeni jedu zde snizuje imunitni
odpoved a zachovava Cinnost srdce a stfeva (Beard 1952). Prizptsobeni se napadeni larvy na
novy zpusob zivota ziejmé vysvétluje absenci vakuolizovanych mitochondrii ve vzorcich

odebranych 24 h od aplikace jedu, kdy pravdépodobné k hypoxii nedochdzi.
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Pokus adaptace vosicky na novy druh hostitele, larvy D. melanogaster, se nezdafil
zieymé proto, ze larva octomilky je morfologicky (hlavné velikosti) velmi vzdélena
od prirozenych hostiteld. Larva D. melanogaster je pro vosicku neatraktivni, jelikoZ ta pro
vyvoj svych parazitickych potomki potiebuje zajistit dostateCnou zasobu potravy, na kterou
jsou uzpusobené travici enzymy parazitoida. Na tuto skuteCnost poukazala studie ukazujici
preferenci H. hebetor k larvam E. kuehniella a Helicoverpa armigera (Borzoui et al. 2016).
Metoda injikace do thoraxu dospélce D. melanogaster se jen CastecCné blizi pfirozenym
podminkam, jednak je pouzita anestezie a ddle se picha jedovy extrakt obsahujici i proteiny
jedové zlazy a pravdépodobné mnozstvi jedu neodpovida piirozené paralyze. Nicméné
zachovani ultrastruktury svalovych vlaken po pusobeni jedu bylo ovéfeno na piirozeném
hostiteli.

Studium ultrastruktury neodhalilo Zzadny ucinek jedu H. hebetor, proto je
pravdépodobné, ze jed puisobi pouze na nervosvalové arovni, podobné jak bylo prokazano u
jinych ektoparazitoidnich vosi¢ek (Eldefrawi et al. 1988, Ferber et al. 2001, Moore et al.
2006). Pusobeni jedu H. hebetor pies GluR se zatim nepodafilo prokazat, vzhledem k tomu,
ze nemohla byt pfipravena mutantni linie D. melanogaster v obou funkénich podjednotkach
GIuRITA a GIuRIIB. Downregulace jedné z podjednotek GluR (GIuRIIA) zpusobila cca
tfiminutové zpozdéni v nastupu paralyzy, coz je vzhledem k obvyklému ndstupu paralyzy
kolem cCtyficeti minut po aplikaci jedu velmi mirnd prodleva. Nicméné tento vysledek
odpovida skutecnosti, ze funkce GIuRIIA je kompenzovana funkéni podjednotkou GluRIIB
(Marrus et al. 2004). Do budoucna bude nutno ziskat mutanty s ¢astecnou downregulaci
v podjednotce GIURIIC poptipadé podjednotce GIURIID, jelikoz mutanti s dplnou deleci

v téchto podjednotkéach neptezivaji, a provést u nich méfeni nastupu paralyzy.
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6 Zavér

Prestoze jed lumcika H. hebetor pusobi velmi ucinnou paralyzu piirozeného
hostitele, popfipadé modelového organismu, neovliviiyje ultrastrukturu thorakdlni svalové
tkané. Jed ziejme pusobi jiz na Grovni prenosu signalu na nervosvalové ploténce. Tato
skuteCnost se zatim nepodafila prokazat vzhledem k absenci vhodné mutantni linie.
Zpozdéni nastupu paralyzy u mutanti s ¢asteCnou downregulaci v jedné z podjednotek GluR
je k prokazani pusobeni jedu pfes tyto receptory nedostatecné. Prace dale optimalizuje
podminky zpracovani hmyzi svalové tkan€ pro transmisni elektronovou mikroskopii tak, aby
ultratenké fezy kvalitné odrazely pfirozeny stav tkan€ a neobsahovaly zavadéjici artefakty.
Osvédcila se Karnovského fixace kombinujici GA s PA a u vétSich vzorka i prodlouzeni

Casu pusobeni chemikalii pii pfevadéni vzorkl do pryskyfice.
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7  Seznam pouzitych zkratek

AMPA
DEPC
GA

PA

gl

GluR
GIluRITA
GIluRIIB
GIuRIIC/D/E
iGIluR
NMDA
PBS

PT
qRT-PCR
RT
RT-PCR
SD

TEM

a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova kyselina
diethylpyrokarbonat

glutaraldehyd

paraformaldehyd

jedova zlaza (gland)

glutamdtovy receptor

glutamatovy receptor typu I A

glutamdtovy receptor typu I B

glutamatovy receptor typu II C/D/E

ionotropni glutamatovy receptor

N-methyl-D-aspartat

pufrovany fosfatovy roztok

pokojov4 teplota

kvantitativni reverzné transkripcni polymerazova fetézova reakce
reverzni transkripce

reverzné transkripéni polymerazova fetézova reakce
smérodatna odchylka

transmisni elektronovd mikroskopie
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9 Prilohal

Usporadani svalovych vlaken v thoraxu D. melanogaster

Obr. P1: Snimky D. melanogaster poiizené pomoci Micro-CT Skyscan 1272, Bruker. (A)

pricny fez thoraxem; (B) podélny prafez stfedem téla octomilky, idedlni misto pro pofizeni
ultratenkych fezli thoraxu ukazuje zluta preruSovana cara; (C-E) dorzédlni pohledy na organizaci
svalovych skupin oznacenych na snimku A pismeny c, d, e; (F) podélny prifez dorzalni casti téla
octomilky; (G) podélny prifez lateralni casti téla octomilky. DLM; dorzolongitudindlni svaly,
DVM; dorzoventridlni svaly. Bajgar a Krejcova, Prirodovédecka fakulta JihoCeské univerzity

v Ceskych Budgjovicich 2022.
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