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1 UVOD

1.1 Endokrinni soustava hmyzu

Vlastnosti a funkce endokrinni soustavy hmyzu jsou srovnatelné
s endokrinni soustavou obratlovci. Centrum endokrinni soustavy u hmyzu
je tvofeno neurosekretorickymi bunkami mozku, endokrinnimi zlazami
corpora cardiaca (CC) a corpora allata (CA). Mozek je nervové spojen
s CC, ktera se nachazi v blizkosti aorty a funguje jako neurohemalni organ
slouzici k uvolnovani neurohormonti do hemolymfy, ale i jejich vlastni
produkci. Corpora cardiaca produkuji naptiklad adipokinetické homony
(AKH). CC jsou spojeny dalsim parem nervu s corpora allata (CA). Tato
téliska produkuji juvenilni hormony terpenoidni povahy, fidici
metamorféozu a romnozovani. Dalsi dilezitou zlazou jsou prothorakélni
zlazy, které mohou mit nepravidelny tvar a nachézi se v prvnim hrudnim
¢lanku (prothorax) a produkuji svlékaci steroidni homony ekdysteroidy.
Ekdysteroidy #idi svlékaci procesy, metamorfézu a rozmnoZzovani.
U vysSich Dipter jako je naptiklad D. melanogaster zlazy CC a CA spolu
S prothorakalnimi Zlazami splyvaji v jediny organ - kruhovou Zlazu

nasedajici na pfedni ¢ast aorty v blizkosti mozku.



Obr. 1. Model struktury kruhové Zlazy u larvy D. melanogaster (A a B).
(A) — postranni pohled, (B) — pti¢ny fez kruhovou zlazou). Zkratky: aca —
axony ke corpus allatum, ao — aorta, br — brain (mozek), ca — corpus
allatum, cc — corpus cardiacum, es — oesophagus (jicen), ncc — nervi
corpori cardiaci, ptg — prothoracic gland (prothorakalni zlaza), tr — trachea
lemujici kruhovou zlazu, vc — ventral nerve cord (bfiSni nervova paska).

Podle Velasco a kol. (2004) a King a kol. (1996).

1.2 Adipokinetické hormony u hmyzu

Adipokinetické hormony (AKH) jsou stresové hormony hmyzu, které
patii mezi neuropeptidy kontrolujici metabolické procesy (Géde
akol. 1997) - predevsim vsak stimuluji reakce vedouci k uvoliovani
energie. Adipokinetické hormony patii do tzv. adipokinetic hormone/red
pigment concentrating hormone (AKH/RPCH) rodiny (Gédde 2009, Nissel
a Winter 2010, Kodrik a kol. 2010). Strukturné tyto peptidy obsahuji 8-10
aminokyselin s pyroglutamatovym  zbytkem blokujicim  N-konec,
amidovou skupinou blokujici C-konec molekuly, zbytkem aromatické
aminokyselinu na pozici 4 (fenylalanin nebo tyrozin) a tryptofanem
na pozici 8 (Gide a Goldsworthy 2003,Géde 2009, Gade a Marco 2013).

Dosud bylo objeveno a popsano vice jak 60 zastupci AKH u mnoha
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riznych druhtt hmyzu (Géde a kol. 2015). U octomilky obecné Drosophila
melanogaster byl tento hormon identifikovan skupinou Schaffer
a kol. (1990). Jeho molekula ma sekvenci: pGlu-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-
Asp-Trp-NH, a pouziva se pro n¢j kodové oznaceni Drome-AKH.

Adipokinetické hormony jsou syntetizovany neuroendokrinni Zlazou
corpora cardiaca, kterd se nachazi v blizkosti mozku. Z ni jsou uvoliiovany
do hemolymfy a ji dopravovany k cilovym tkanim. AKH jako typické
peptidické hormony nejsou schopné volné projit pies bunéénou membranu,
proto je jejich signal pfeveden dovnitt buiiky prostfednictvim specifického
membranového  receptoru  zvaného  AKH  receptor = (AKHR)
(Park akol. 2002). Tento receptor patti do rodiny receptort
pro gonadotropin releasing hormony (Lindemans a kol. 2011), které byly
nalezeny u obratlovcl. Tyto receptory jsou funkéné spojeny G-proteiny.
Signalni draha AKH tedy zahrnuje vazbu na AKHR, aktivaci G-proteinu
a nasledné pak alternativné bud’ adenylét cyklazovou nebo fosfolipdzovou
drdhu. V prvnim piipad¢ jako druhy posel funguje cAMP, ve druhém
pak inositol fosfat a diacylglycerol. V obou piipadech pak druzi poslové
spolu s vapenatymi ionty aktivuji proteinkinazovou kaskadu vedouci
k aktivaci ptislusnych enzymu (Gédde a Auerswald 2003).

Obecné¢ mizeme funkce AKH rozdélit do téi hlavnich skupin. 1)
Metabolick¢  funkce, kde AKH stimuluji  katabolick¢  déje,
jako je mobilizace lipida, glycida a prolinu (Van der Horst a kol. 2001,
Vroemen a kol. 1998), a inhibuji syntetické procesy (Carlisle a Loughton
1979; Gokulda a kol. 1988; Kodrik a Goldsworthy 1995). 2) Biochemické
funkce, kde AKH aktivuji adenylat cyklazu (Spencer a Candy 1976),
fosfolipdizu C (Vroenen a kol. 1997), glykogen fosforyldzu
(Van Marrewijk a kol. 1980), a dale také antioxida¢ni obranné
mechanizmy (Kodrik a kol. 2007, Bednatova a kol. 2013). 3) Fyziologické
funkce, kde AKH stimuluji srde¢ni ¢innost (Scarborough a kol. 1984,
Noyes a kol. 1995), zvySuji svalovy tonus (O ' Shea a kol. 1984), stimuluji
imunitni odpovéd’ (Goldsworthy a kol. 2002, 2003), aktivni pohybovou
aktivitu (Socha a kol. 1999), reguluji chovani vyvolané hladovénim
(Lee a Park 2004), stimuluji travici procesy (Lindemans a kol. 2011)
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a inhibuji zrani a vyvoj vajicka (Lorenz 2003). Z funkéniho hlediska
jsou AKH podobné glukagonu, ktery u obratlovcti zvySuje koncentrace
glukozy vkrvi za fyziologickych 1 stresovych podminek (Jones
a kol. 2012). Hmyz v8ak muze tolerovat vétsi vykyvy koncentraci glycidi
I dalsich metaboliti, proto kontrola jejich hladiny v hmyzi hemolymf€ neni
tak presna (Chapman 1998).

Hlavnim organem, kde probihd mobilizace energetickych Zzivin
Uhmyzu je tukové téleso, které miize byt povazovano jako funkcni
ekvivalent jater nebo bilé tukové tkan¢ u savci (Azeez a kol 2014).
Tukové téleso kontroluje nejen syntézu a vyuziti energetickych zasob jako
je tuk a glykogen, ale také metabolismus proteinti napi. (lipophorint)
obsazenych v hemolymf¢ a fady dal§ich metabolitl (Arrese a Soulages
2010). Hmyz ziskava energii z lipidi prevazné ve form¢ diacyglyceroli
az glykogenu ve form¢ trehaldézy (Auerswald a Géde 1999, Scaraffia
a Wells 2003). U lipidi se v procesu lipolyzy spousténé prostiednictvim
AKH aktivuje adenylat cyklazova dréha, kterou se aktivuji lipazy, které
Stépi triacylglyceroly na diacylglyceroly. Diacylglyceroly jsou hlavni
transportni formou hmyzich lipidd a jsou pienaSeny lipoforinovymi nosici
(HDLp). V misté spotieby - napiiklad v pracujicim svalu - jsou mastné
kyseliny $tépeny v procesu beta oxidace (Van der Horst a kol. 2001)
zauvolnovani energetickych substrati. K mobilizaci glycidi dochazi
v procesu glykogenolyzy, ktera je u hmyzu také spousténa AKH,
prostiednictvim fosfolipazy C, ktera aktivuje pies kindzovou kaskadu
enzym glykogen fosforyldzu, jez §tépi glykogen na glukézu. Z glukozy
je nasledné syntetizovana trehaldza (transportni cukr), ktera je uvolnéna
do hemolymfy a pfepravovana k cilovym organtim, kde se opét pieménuje
na glukozu slouzici jako pfimy zdroj energie (Giade a Auerswald 2003,
Arrese a kol. 1999).

Uvolnéni AKH z (CC) je pravdépodobné spousténo zpétnovazebné
poklesem trehalozy v hemolymf€ na pocatku aktivniho pohybu
(Beenakkers akol. 1984). Tento proces byl pozorovan také
u D. melanogaster (Kim a Rulifson 2004), kde se také ukazalo, ze naopak
trehal6za a gluko6za inhibuji uvoliiovani AKH z neurosekretorickych bun¢k

4



(Passier akol.1997). To tedy naznacCuje, ze hladina trehalézy nebo
glukozy hraje u D. melanogaste piimou roli v sekreci AKH.

1.3 Adipokineticky hormon jako ,,antiobézni“ faktor

Klicovym procesem zajisStujicim udrzeni homeostdzy a zdravi
orgniznizmu je soulad pifijmu potravy, ukladani energetickych zasob
ajejich vydej. Selhanim tohoto syst¢ému muze dojit k metabolickym
onemocnénim  jako jenapf. obezita (Bouret a kol. 2015).
U D. melanogaster bylo prokazano, ze AKH snizuje zasoby tuku
Vv tukovém télese, ale nikoliv zasoby glykogenu. Tento uc¢inek AKH jako
antiobézniho hormonu piimo souvisi s pozadavky AKH signalizace
V tukovém télese. Navzdory tomuto G¢inku AKH stimuluje travici procesy
a pravdépodobné také chut’ k jidlu (Galikova a kol. 2017). To ¢ini AKH

jako velmi perspektivni faktor v boji proti obezit¢.

1.4 Adenosin (Ado)

Adenosin patii mezi purinové nukleosidy, které jsou zakladni
slozkou nukleovych kyselin. Skldda se z molekuly adeninu, ktery
je ptipojen glykosidickou vazbou k molekule ribosy. Ado je ptitomen
ve vSech Zivych organizmech (Jacobson a Gao 2009, Fredholm 2010).
Ado se vytvati defosforylaci AMP (Masino a Boison 2013). Mize
byt transportovan do hemolymfy a pfipojen na jednu, dvé nebo
tii fosfatové skupiny (AMP, ADP, ATP; adenosin — mono-, di-, tri- fosfat).
Ado také hraje dualezitou roli jako extracelularni posel (cAMP),
produkovany adenylat cyklazou a je také jednou ze strukturalnich jednotek
nukleovych kyselin (RNA nebo DNA), pokud se pfipoji na deoxyribosu
(Jacobson a Gao 2009).

Adenosin fidi homeostdzu a slouzi také jako neuromodulétor.
Ado je klicovy bunécny metabolit, ktery fyziologicky fidi fadu procest.
Tyto procesy zahrnuji homeostazu kysliku, energie, metabolismus tuku

i glycidi, imunitni reakce (Jacobson a Gao 2009). Ado hraje také dulezitou
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roli v mozku, kde moduluje uvoliovani nervovych pienaSeci (Sebastiao
a Ribeiro 2000), chrani mozek pied ischémii a hypoxii a pfed oxidativnim
stresem (Cunha 2001, Ferreira a Paes-de-Carvalho 2001, Fredholm
akol. 2011). Ado muze byt také zapojen do patologickych stavii mozku
(napt. regulace spanku, epilepsie). Pfifizeni fyziologickych procesi
napf. Vmozku a srdci snizuje aktivitu téchto tkani (napf. snizenim
srde¢niho rytmu, vazodilataci) (Fredholm a kol. 1999). Uloha Ado jako
signalni molekuly je v mnoha piipadech k nerozeznani od hormont. Proto
je nékdy nazyvan jako stresovy hormon (Hasko a kol. 2002). Doba
pusobeni Ado je velmi kratka 1-10 sekund (Jacobson a Gao 2009).

Ado je soucasti mnoha metabolickych drah (Fredholm 2010).
Zanormalnich podminek je adenosin tvofen nepfetrzité¢ intracelularné
stejn¢  jako  extracelularné.  Produkce  intracelularntho  Ado
je zprostiedkovana rozpadem extracelularnich adeninovych nukleotidd
(ATP—Ado). Tato reakce  je zprostfedkovana intracelularni
5" nukleotidasou, ktera defosforyluyje AMP nebo SAH (S-adenosyl-
homocysteine)  hydrolyzou. = Ado  syntetizovany  intracelularné
je transportovan do extracelularniho prostoru prostfednictvim specifickych
obousmérnych transportérit usnadnénou difuzi, kterd uc¢inné vyrovnava
hladinu intracelularniho a extraceluldrniho Ado. V nékterych tkéanich
je nukleosidovy transport proteinii schopny udrzet vysokou koncentraci
Ado proti koncentratnimu gradientu. Kdyz je koncentrace Ado
Vv extraceluldrnim prostoru vysokd, Ado je transportovan do bunck
prostfednictvim transportéri. Poté dojde k fosforylaci na AMP pomoci
adenosinkindzy nebo k degradaci na inosin  prostfednictvim
adenosindeamindzy. Jinym zdrojem extracelularniho Ado je cAMP, ktery
muiZze byt uvolnén z neuront a preménén extracelularni fosfodiesterazou
na AMP a poté vné&jsi 5 -nukleotidasou (ecto-5"-nukleotidase) na adenosin,
k transportu  Ado vyuziva bud specialni membranové proteiny -
nukleosidové transportéry (Rose a Coe 2008, Molina — Arcas a kol. 2009)
nebo extracelularni adenosin vyuzije membranové adenosinové receptory
(AdoR). Tento receptor patii mezi G-protein coupled receptory (GPCR).
Po navazdni Ado na AdoR, tento d& spusti kaskadu reakci, vedouci
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ptes drahy aktivujici adenylat cyklazu, fosfolypazu C, spolu s CAMP,
diacylglycerolem, inositol fosfatem a Ca?* jako prenase¢i (viz kap. 1.2)
U savci byly nalezeny 4 druhy AdoR receptora, Al, A2A, A2B, A3. Tyto
receptory moduluji intracelularni hladinu Ado a cAMP rozdilnymi
zpusoby. Receptory Al a A3, které se vazi s Gi (inhibitory) proteinovou
rodinou, po aktivaci inhibuji tvorbu cAMP. Naopak aktivace receptort
A2A a A2B, které se vazi s Gs (stimulanty) proteinovou skupinou,
zapii¢ini zvySeni tvorby cAMP (Dolezalova akol. 2007, Kucerova
akol. 2012). Tyto AdoR skupiny se u savci nachdzi na riznych mistech
téla. Napt. A2A receptor je nejvice exprimovan v uréitych castech mozku,
sleziné, vthymu (builky imunity), srdci, plicich a cévach;
A2B je exprimovan ve vSech tkanich, ale pouze v malych mnoZstvich
(Nyce 1999). UD. melanogaster je pouze jeden typ AdoR, ktery
je podobny sav¢imu receptoru A2A a A2B. Po jeho aktivace dojde
v bunikach ke zvySené expresi cAMP (Dolezalova a kol. 2007, Kucerova
a kol. 2012). Pochopeni Ado signalizace by mohlo pomoci vyvinout nové
strategie k 1é¢eni riznych lidskych chorob jako je naptiklad tachykardie,
poruchy spanku, onemocnéni imunitniho systému a zanétlivd onemocnéni

(Jacobson a Gao 2006).

1.5 Adipokineticky hormon vs. adenosin

Je zteymé, Ze jak AKH, tak Ado signalizace vyuzivd podobné
mechanizmy: receptory obou latek jsou spojené s G-proteiny a jejich
signalni reakce zvySuji hladiny cAMP a vedou k uvolfiovani vapniku.
Tento fakt by mohl naznacovat, ze AdoR by mohl slouzit jako dalsi
receptor spolu s AKH receptorem k aktivaci glykogenolytickych procest
v buinkach tukového télesa (Dolezalova a kol. 2007). Zuberova
akol. (2010) dale zjistili, Ze AdoR je u D. melanogaster exprimovan
Vv kruhové Zlaze, kde se nachézeji také bunky produkujici AKH, nicméné
0 piimém zastoupeni obou faktori neni dosud nic znamo. Adenosin i AKH
jsou zapojeny do energetického metabolismu, fyziologie tukové tkang,

imunitni odpovédi, metabolismu kysliku a nervovych funkci (Kodrik 2008,
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Jacobson a Gao 2009). Bylo také zjisténo, ze oba faktory
se pravdépodobné¢ zapojuji do obranné odpovédi na oxidativni stres
u savcu i u hmyzu (Maggirwar a kol. 1994, Husain a Somani 2005, Sousa
a kol. 2008, Krishnan a Kodrik 2012, Kodrik a kol. 2015). Vyvstava
otazka, zda Ado a AKH signdlni drdha funguji nezavisle nebo
dohromady. Prace Zemanova akol. (2016) naznacuje, ze Ado a AKH
signalni drahy nejspiSe kontroluji antioxidativni odpovédi na stres
nezavisle, avSak nevylucuji se moznosti koordinace a zpétnovazebnych

uc¢inku téchto drah.



2 Cile prace

- Stanovit metabolické charakteristiky much D. melanogaster
s poruchou produkce AKH a poruchou receptoru pro adenosin.

- Stanovit hladiny zékladnich zivin, hladiny Drome-AKH hormonu
a mortalitu béhem hladovéni.

- Posoudit vliv adipokinetického hormonu a adenosinu na vyvoj
larev D. melanogaster.

- Posoudit vzijemny vztah AKH a adenosinu Vfizeni vyse

uvedenych charakteristik.

Téma prace je soucdsti projektu, ktery studuje Ulohy a vlastnosti
adipokinetickych hormonli v hmyzim téle a jejich ptfipadné interakce
s adenosinem. Protoze tyto faktory kontroluji zivotné dulezité procesy,
je hlavnim cilem projektu tyto procesy dobie poznat a pochopit, a ptipadné
je ovliviiovat. Takové poznatky mohou byt nékdy v budoucnosti prakticky
pouzitelné tfeba v zemédélstvi a poslouzit tak k vyvoji novych metod

kontroly populaci skodlivych druhd hmyzu.



3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Studované linie much octomilky obecné (Drosophila

melanogaster)

Octomilky byly od wvajicka po dospélce chovany ve sklenénych
epruvetich na specialni potravé (kukuficnd mouka/kvasnice/cukr).
Epruvety s mouchami byly uchovavany v termostatech pii teploté¢ 25 °C
a fotoperiod¢ 12 h svétlo - 12 h tma. Pokusy byly provadény na larvach
od prvniho az do tfetiho instaru, dospélych samcich a samicich 3 dny

po svléknuti.

Na pokusy byly pouzity tyto linie much: White (w™'®), AKH-
deficientni (AKH-def), Rescue-AKH (R-AKH), AdoR-deficientni (AdoR-
def), AKH-def/AdoR-def (double-def), AdoR-Exelixis-deficientni
(ExAdoR-def):

1) Linie white (w"'®), (Bloomington Centre # 1118) slouZila jako kontrola

k ostatnim liniim much, které byly pouzivany v pokusech.

2) Linie AKH-deficientni (AKH-def), smutaci genu pro syntézu
adipokinetického hormonu na III. Chromozomu. Tato mutace s deleci
tii bazi, kterd zpulsobila ztratu druhé aminokyseliny (Leu) z AKH
oktapeptidu byla pfipravena cilenou mutaci tohoto genu prostfednictvim
TALEN (Transcription Aktivator-Like Effector Nuclease) metody.
Vysledny genotyp mouchy AKH-def je w; +; AKH-def / w; +; AKH-def
(Sajwan a kol. 2015).

3) Linie Rescue-AKH (R-AKH), u které doslo k obnoveni AKH produkce
je vyktizena z AKH-def mouchy, u které byla navic na II. chromozomu

navozena ektotopickd exprese genu AKH. Vysledny genotyp mouchy
byl w; UAS - AKH+ = w+; AKH-def / w; act — G4 = w+; AKH-def.

4) Linie Adenosin Receptor-deficientni (AdoR-def) s mutaci v genu

pro adenosinovy receptor na III. chromozomu. Tato mutace byla vytvofena
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vloZzeim genu mini-white, W™ v AdoR genu. Moucha byla pfipravena
homologni rekombinaci. Vysledny genotyp mouchy byl w; +; AdoR-def /
w; +; AdoR-def (Dolezalova a kol. 2007).

5) Linie AKH-def/AdoR-def (double-def), nesla dvojitou mutaci
atomutaci sdeleci genu pro syntézu adipokinetického hormonu jako
u (AKH-def) mutanta a s mutaci v genu pro adenosinovy receptor jako
u (Ador-def) mutanta, kterému byl vloZzen gen w'"°. Tato moucha byla

piipravena rekombinantnim kfiZenim homozygotnich genotypi téchto

much w; + ; AdoR-def AKH-def / w; +; AdoR-def AKH-def .

6) Linie Exelixis-AdoR-deficientni (ExAdoR-def) nese mutaci v genu
pro adenosinovy receptor na III. chromozomu, ktera byla pfipravena jinym
zptusobem nez AdoR-def. Vysledny genotyp mouchy byl w+; +; ExAdoR-
def (mald delece v sekvenci adenosinového receptoru) / w+; +; Dj (3R)

ExAdoR-def (velka delece v sekvenci adenosinového receptoru).

3.2 Zakladni charakteristiky danych skupin much

3.2.1 Hmotnost dospélcu

Pokusné mouchy - samci i samice - byli nechany klast do ptipravenych
epruvet spotravou po dobu 24 hodin v poc¢tu 10 samct a 20 samic.
U skupiny (R-AKH) muselo dojit k nakfiZzeni dvou linii much. Vysledny
genotyp (R-AKH) byl w; UAS - AKH+ = w+; AKH-def / w; act — G4 =
w+; AKH-def., u prvni linie genotypu w; UAS-AKH+ = w+; AKH-def/w;
UAS-AKH+=w+; AKH-def se vybiraly pouze neoplodnéné samicky
a ty se zktizily se samci druhé linie w; CyOGFP; AKH-def / w; act — G4 =
w+; AKH-def a byli nechany klast na novou potravu. VSechny skupiny
much byly nechany v téchto epruvetach tii dny, aby si zvykly a zkiizily
se. Poté byly kazdych 24 hodin pfemistény do epruvet s novou potravou
a po trech dnech byly dospélé mouchy odstranény. Poté se zacala lihnout
nova generace much. U skupiny R-AKH byly vybirany pouze jedinci
s rovnymi kiidly. Vsichni vylihli jedinci byli roztfidéni na samce a samice

11



a umisténi do epruvet s novou potravou, kde byli drzeny po dobu tii dnd,
aby dospéli. Poté byli usmrceni v -20 °C a vazeni na vahach (Explorer,
Ohaus, max — 62 g, d — 0,01 mg).

3.2.2 Hmotnost larev

Samice se samci jednotlivych skupin byly vlozeny do plastovych
kleci, pouzivanych ke kladeni vajic¢ek kromé skupiny R-AKH; u skupiny
R-AKH muselo dojit k nak¥izeni dvou linii (viz kap. 3.2.1) Pak byly
mouchy vSech skupin nechany tfi dny na specialni potravé zagaru -
piiprava viz Pfiloha s trochou drozdi rozmichaného V destilované vode¢.
Poté, co si zvykly na dané prostiedi, tak jim byla kazdych 8 hodin ménéna
potrava s nakladenymi vajicky za novou potravu a vajicka premisténa
do inkubatoru. Druhy den se z vajicek vylihly larvy, které byly jako
jednodenni vybirany za pomoci binolupy; skupiny R-AKH je potieba
pouzit binolupu s UV svétlem (ZEISS GFP STEREO, DiskoveryV.8).
Pomoci driveru act — Gal4 byla u larev zapnuta ektopicka exprese genu
AKH.Vybiraly se larvy, které nesvitily, protoZe tyto larvy obsahovaly
danou mutaci. Larvy, které svitily, by v dospélosti byly se zahnutymi
kiidly a bez dané mutace. Vybrané larvy byly pieneseny do novych
epruvet, po 3 dnech vymyty z potravy a po 8 kusech vazeny na vahach
(Explorer, Ohaus, max — 62 g, d — 0,01 mg).

3.2.3 Doba vyvoje od vajicka v kuklu

Samice se samci jednotlivych skupin byli vloZeni do plastovych
kleci (viz kap. 3.2.2), pficemz skupina much (R-AKH) musela byt znovu
nakiizena (viz kap. 3.2.1). Poté byly mouchy nechany tfi dny na specialni
potravé z agaru - ptiprava viz Pfiloha spolu s drozdim (viz kap. 3.2.2).
Poté, co si mouchy zvykly na dané prostiedi, jim byla kazdé 4 hodiny
potrava s nakladenymi vajicky ménéna a vajicka se nechala inkubovat
do druhého dne. Druhy den byly vybirany z potravy jiZz jednodenni larvy,
za pomoci binolupy (ZEISS Stemi 2000 — C), kromé& skupiny R-AKH,
u které je potieba pouzit binolupu s UV svétlem (ZEISS GFP STEREO,
Diskovery V.8). Larvy po pieneseni do nové potravy byly pozorovany
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v urcitych intervalech (5,4; 5,5; 5,6; 6,0; 6,1 dne) a bylo poc¢itano mnozstvi
kukel pfibyvajicich v Case.

3.2.4 Hladovéni danych skupin much

Genetick¢ manipulace u danych skupin much mohou mit vliv
nadélku preziti. Pokusné mouchy byly pfipravovany obdobnym
zpusobem, jako je uvedeno v kapitole 3.2.1. V obdobi, kdy byly mouchy 3-
6 dni staré, byly po 10 jedincich vlozeny do epruvet na 0,5% agarézu -
pfiprava viz Pfiloha a nechany hladovét. Mouchy byly kontrolovany
kazdych 12 hodin (v 8:00 a v 20:00 hodin) a byl vzdy spocitan pocet
uhynulych jedinci. Tento pozorovaci pokus byl provadén tak dlouho,
dokud vSechny mouchy nezahynuly. K pokustim ke stanoveni zakladnich
zivin a hladin Drome-AKH b&éhem hladovéni byly pouzity samci i samice
3 dny po svléknuti a byly v intervalech 10, 20, 30, 40, 50, 60 hodin
hladovéni na 0,5% agardéze usmrceny mrazem v -20 ° C. Poté byly
preneseny do epruvet po dvou jedincich a poté byly zvazeny
na analytickych vahach (Explorer, Ohaus, max — 62¢g, d — 0,01 mg)
a v epruvetach ulozeny v -20 °C na dalsi zpracovani. Pokud to bylo mozné,

byly vzorky po celou dobu manipulace uchovavany na ledu.

3.3 Priprava vzorkit k biochemickému stanoveni hladin Zivin
a Drome-AKH u danych skupin much

3.3.1 Piiprava extraktii

3.3.1.1 Extrakce Drome-AKH

K ziskani AKH byly mouchy stfthany na polovinu v prothoraxu
za prvnim parem nohou; na jeden vzorek byly pouzity 2 mouchy. Poté byly
vzorky zhomogenizovany jehlovym sonikatorem (ULTRASONIC
HOMOGENIZER 4710 series; v 120 ul v 80 % methanolu). Homogenat
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byl stocen (10 000 g, 4 °C, 3 minuty v centrifuze Hettich EBA 12 R),
supernatant pienesen do nové zkumavky a zbyly sediment byl znovu
extrahovan stejnym zpusobem, oba supernatanty byly spojeny a odpaieny

ve vakuové centrifuze (Speed Vac Jouan RC 10.22).

3.3.1.2 Extrakce proteini

Kazdd moucha byla individudlné zhomogenizovana jehlovym
sonikatorem (ULTRASONIC HOMOGENIZER 4710 series) ve 250 ul
0,2 M Tris-HCI pufru, pH 7,8 - ptiprava viz Ptiloha. Homogenat byl sto¢en
(10000 g, 4 °C, 3 minuty v centrifuze Hettich EBA 12 R) a bylo odebrano
50 pl supernatantu na stanoveni ve vodé rozpustnych bilkovin. Zbyly
s diment byl dale extrahovan ve 100 pl 1 % tritonu v 0,2 M Tris-HCI pufru
(pH 7,8). Pro stanoveni ve vod¢ nerozpustnych bilkovin bylo pouzito

50 pl takto ziskaného supernatantu (Stoscheck 1990).

3.3.1.3 Extrakce celkovych glycidii, glykogenu

Kazdy vzorek byl zhomogenizovan jehlovym  sonikatorem
v 100 pul 70% etanolu a poté byl vzorek stocen (10 000 g, 4 °C, 3 minuty).
Supernatant byl pfenesen do jiné mikrozkumavky a zbyly sediment znovu
extrahovan stejnym zptisobem. Oba supernatanty byly spojeny a odpaieny
ve vakuové centrifuze (Speed Vac Jouan RC 10.22). Zbyly sediment byl
pouzit pro extrakci na stanoveni glykogenu (Carol a kol. 1956). Sedimenty
po extrakci glycidii byly znova homogenizovany jehlovym sonikitorem
v 100 pl, 0,1 M Tris-HCI, pH 7,8 - pfiprava viz Pfiloha. Vzorky byly poté
stoceny (10000 g, 4 °C, 3 minuty) a extrakce byla zopakovana jeste
jednou; nakonec byly oba supernatanty spojeny a odpafeny ve vakuové
centrifuze (Speed Vac Jouan RC 10.22; Ohtsu a kol. 1992).

3.3.1.4 Extrakce celkovych lipidii

K extrakci pro stanoveni celkovych lipidi byly pouzity sedimenty
z ptedchozi extrakce celkovych glycidi a glykogenu. Vzorky byly
zhomogenizovany jehlovym sonikatorem, ve 150 pl smési chloroform :

metanol, 2 : 1 (Folch a kol. 1957, Kost4l a Simek 1998). Vzorek byl pak
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stocen (10000 g, 4 °C, 3 minuty) a supernatant odebran. Extrakce byla
zopakovana jeSté jednou a oba supernatanty byly spojeny a odpateny

ve vakuové centrifuze (Speed Vac Jouan RC 10.22).

3.4 Stanoveni zakladnich Zivin

3.4.1 Stanoveni proteini BCA metodou
Princip metody spociva v tom, Ze bicinchoninova kyselina (BCA) tvofti
v alkalickém prostfedi komplex s Cu'* za vzniku nachového zbarveni.
Cu®*ionty, které jsou sproteinem vazany peptidickou vazbou
se v alkalickém prostiedi redukuji na médné. Sytost barevného produktu

je pfimo timérna koncentraci proteint (Stoschck 1999).

Ke stanoveni obsahu proteinti ve vzorcich byl pouzit kit firmy Sigma-
Aldrich. Do pftipravenych vzorkt (viz kap. 3.3.3) na stanoveni rozpustnych
(50 pl) a nerozpustnych proteinti (50 pul) byl ptidan 1 ml reakéniho €inidla,
které bylo pfipraveno smichanim roztoku BCA a 4% CuSO4 V poméru
50 : 1. Poté byly vzorky promichany (Vortex Mixer — Labnet international
Inc.) a inkubovany v blokovém termostatu (60 °C, 30 minut, Block Heater
SBH 130D). Po zahtati byly vzorky ochlazeny a ekvivalent
200 pl byl pouzit na stanoveni proteinii. Absorbance vzorkiu byla méfena
na mikrotitracni desti¢ce na ELISA c¢tecce pii 562 nm (ELISA ctecka
Spectra Max 340 PC, Molecular Devices, USA). Pro stanoveni faktického
obsahu proteinti byla spolu se vzorky vzdy pfipravena série BSA (Bovine
serum albumin, Sigma-Aldrich) standardt o téchto davkach: 0,5 pg; 2 pg;
8 ng; 18 pug; 50 pg. Tyto standardy v objemu 50 pl byly pouZity na vlastni
stanoveni (Stoscheck 1990).

3.4.2 Stanoveni celkovych glycidi

Metoda stanovuje celkové glycidy - redukujici 1 neredukujici. Cukerné
slouceniny ve vzorku se po zahfati s kyselinou sirovou hydrolyzuji
a nasledn¢ se dehydratuji za vzniku furfuralu. Furfural reaguje s anthronem

za vzniku barevné slouceniny (Laurentin a Edwards 2003).
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Odpateny vzorek (viz kap. 3.3.4) byl rozpustén ve vhodném mnozstvi
destilované vody v zavislosti na mnozstvi much ve vzorku a na stanoveni
celkovych glycida byl pouzit 40 ul ekvivalent. Do vzorku bylo pfidano
230 pul anthronového c¢inidla - pfiprava viz Pfiloha. Spolu se vzorky
byl ptipraven standard glukozy o téchto davkach: 1,6 ug; 3,6 pug; 7,2 ug;
14,4 nug; 28,8 ug; 57,6 ug ablank (destilovana voda). Poté byl vzorek
promichan (Vortex Mixer — Labnet international Inc.) a povaien
V blokovém termostatu (100 °C, 8 minut). Povafeny vzorek byl ochlazen
a ekvivalent 200 pl byl pouzit na vlastni méteni. Absorbance vzorki spolu
se standardem byla méfena na mikrotitracni desticce na ELISA cteCce
pti 620 nm (ELISA ¢tecka Spectra Max 340 PC, Molecular Devices, USA;
(Carol a kol. 1956).

3.4.2 Stanoveni glykogenu

Metoda spociva ve vylouhovani zivocisnych tkani v horkém roztoku KOH,
nasledném pulisobeni etanolu, pti kterém dojde k vysrdzeni glykogenu.
Vysrazeny glykogen je hydrolyzovan Na,SO4. Vysledny hydrolyzat je jako
redukujici cukr stanoven pomoci anthronového ¢inidla (Seifter

a kol. 1950).

Odpateny vzorek (viz kap. 3.3.4) byl rozpustén v 20 ul destilované vody.
Poté bylo do vzorku ptidano 130 pl 30% KOH a byl povaten v blokovém
termostatu (100 °C, 15 minut). Nasledné byl vzorek promichan na vortexu
a ochlazen. Po stoceni v cenrifuze (14 000 g, 4 °C, 15 minut) byl ze vzorku
odebran 50 pl ekvivalent supernatantu do nové mikrozkumavky a k nému
pridano 25 ul 10% Na;SO,. Poté byl vzorek znovu promichan na vortexu
a smichan se 150 ul 95% etanolu. Po dalSim promichdni byl vzorek
ponechan na ledu 30 minut za dal$iho obfasného promichani. Nasledovala
centrifugace (10000 g, 4 °C, 20 minut) a odstranéni supernatantu;
sediment byl pak rozmichan ve 100 pl 70% etanolu a znovu sto¢en (10 000
g, 4 °C, 20 minut). Po odstranéni supernatantu byl zbyly sediment
rozpus$tén ve vhodném mnozstvi destilované vody v zavislosti na mnozstvi
much ve vzorku z ¢ehoz bylo 40 pul odebrano na stanoveni glykogenu
pomoci anthronového ¢inidla (viz kap 3.4.2) (Ohtsu a kol. 1992).
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3.4.3 Stanoveni lipidi sulfo — fosfovanilinovy test

Podminkou pro tuto reakci je pfitomnost dvojnych vazeb, které jsou
V lipidech hmyzu hojn¢ zastoupeny. Reakce probiha v koncentrované
kyselin¢ sirové v n¢kolika krocich: nenasycené mastné kyseliny reaguji
s kyselinou sirovou za vzniku karbonylovych iontli. Vanilin reaguje
s kyselinou fosforecnou a produkt tvoii ester kyseliny fosforecné. Tento
ester reaguje s karbonylovymi ionty za vniku barevného komplexu
(Zollner a Kirch 1962, Knight a kol. 1972).

Do odpateného vzorku (viz kap 3.3.5) bylo piidano
100 ul koncentrované kyseliny sirové a vzorek byl povafen v blokovém
termostatu (100 °C, 10 minut). Po ochlazeni byl pfidan ke vzorku 1 ml
fosfovanilinového ¢inidla — pfiprava viz Pfiloha, a po dukladném
promichani na vortexu byla smés 30 minut inkubovana pfi pokojové
teploté. Spolu se vzorkem byl obdobné piipraven standard kyseliny olejové
o téchto davkach: 0,282 pg, 0,565 ug, 1,412 ug, 2,825 pug, 5,650 pg,
14,125 pg, 28,250 pg, 56,500 pg, a blank - koncentrovana kyselina sirova.
Absorbance byla méfena na mikrotitracni desticce pii 546 nm (ELISA
¢teCka Spectra Max 340 PC, Molecular Devices, USA).

3.4.4 Analyza lipidii pomoci HPLC-MS
Téla D. melanogaster byla extrahovana dle Folcha (1957)

(viz kap.3.3.5) (chloroform: metanol), extrakty byly odpafeny a znovu
rozpustény v metanolu  sinternim standardem (PG  17:0/17:0).
P&t ul vzorku bylo automatickym dévkovacem Accela (Thermo)
nastfiknuto na chromatografickou kolonu Gemini 250 x 2 mm i.d. 3 um
(Phenomenex), kde probéhlo rozdé€leni vzorku. Dale byl vzorek zpracovan
hmotnostnim spektrometrem LTQ (Thermo) dle postupu popsaném

Schneedorferovou a kol. (2015).

3.4.5 Kompetitivni ELISA test
Enzyme-linkedimmunosorbent assay (ELISA) je biochemicka metoda

vyuzivajici protilatky a enzymu, ktery dokdze vyvolat barevnou zménu
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ve vzorku tak, aby bylo moZzné reakci zméfit. Tato metoda dokéaze
ve vzorku zméfit velmi malé mnozstvi antigenii (naptiklad hormont) nebo
i protilatek (Gan a Patel 2013). V kompetitivnim ELISA testu probiha
proces, vekterém dochazi k,soutézeni“ antigeni o navazani
na mikrotitraéni ELISA desticku, na které je navazana primarni protilatka.
Konkurence je mezi antigenem ve vzorku a antigenem BLAM (Biotin
Long Arm Maleimide), ktery obsahuje vazebné misto pro sekundarni
protilatku. Po piidani sekundarni protilatky HRPS (Horse Radish
Peroxidase Streptavidin), ktery je znaCeny Avidinem, se pfida substrat
(Elisa Substrate buffer). Je-li ve vzorku velké mnozstvi antigenu, tak
se navaze na mikrotitra¢ni ELISA desticku a nedojde k barevné reakci. Je-
li ve vzorku malo antigenu, tak se na mikrotitraéni ELISA desticku navaze
Blam, ktery obsahuje vazebné misto pro sekundarni protilatku HRPS
atim dojde k enzymatické barevné reakci po piidani substratu mezi

Avidinem a BLAM (Biotinem).

Kompetitivni ELISA test byl provadén podle Zemanové a kol. (2016)
nasledujicim zplsobem: nejprve byla na mikrotitracni ELISA desticku
(Corning, New York) napipetovana IgG protilatka (anti-Drome AKH
polyclonal antibody dar od J. Veenstery, Bordeaux University, Francie),
fedéna 1: 10 000 v Coating buffer - ptiprava viz Pfiloha 100 pl / jamku.
Na desti¢ku byla nalepena folie a poté byla vlozena do lednice a ponechdna
do druhého dne. Druhy den byl pufr z mikrotitratni ELISA desticky
odstranén a vSechny jamky byly promyty multikanalovou pipetou 3 krat
$ 200 pl Washing buffer (WB”) - piiprava-viz Piiloha. Po kazdém promyti
byl zbyly roztok z jamek vzdy odstranén sklepnutim na filtraéni papir. Poté
byly zablokovany nespecifické vazby (mista, kde se antigen nenavazal)
blokovacim pufrem (3% roztok bovine serum albuminu ve WBY)
200 pl/jamku — ptiprava viz Piiloha a desticka byla inkubovana
v inkubatoru (Heidolph TITRAMAX 1000) (37 °C, 1 hodina); nasledovalo
promyti 3 krat ve WB". V dalsim kroku byl do jamek mikrotitra¢ni ELISA
desti¢ky aplikovan antigen obsazeny v 50 ul vzorku v (WB’) — piiprava
viz Piiloha (ekvivalent 2 hlav a roztok BLAMu (GIn-Leu-Thr-Phe-Ser-
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Pro-Ap-Trp-Lys(bio)-Gly-NH,,  Vidia, Praha, Czech  Republic)
50 pl o davee 195 fmol v (WB’). Kompetice mezi obéma agens probihala
(1 hodinai, 37 °C). Paraleln¢ se vzorky byl na desticku aplikovan také
Drome-AKH standard fedény dvojkovou fadou v (WB’) s pocate¢ni
davkou 10 pmol / jamku a slepy vzorek. Po inkubaci byla mikrotitra¢ni
ELISA desticka 3 krat promyta tak jako Vv pfedchozich ptipadech.
Nasledn¢ byla pfidéna sekundarni protilitka HRPS (Horse Radish
Peroxidase Streptavidin, Vector Laboratories, CA, USA; fedéni 1:5000,
100 pl), ktera ma enzymatickou aktivitu a pfipojuje se pouze na BLAM.
Poté byla desticka opét inkubovana (1 hodina, 37 °C), nasledovalo dalsi
promyti a ptidani substratu (3,3°, 5,5'-tetramethylbenzidine, Sigma
Aldrich, 100 ul do kazdé jamky). Béhem dalsi inkubace (40 minut, 37 °C)
byla desticka zabalena do alobalu kvili zamezeni piistupu svétla.
Probihajici barevna reakce byla zastavena ptidanim 50 ul 0,5 M H,SO4
do kazdé jamky a intenzita reakce zmétena na ELISA ¢tecee (Spectra Max
340 PC, Molecular Devices, USA) pti vinové délce 450 nm.
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3.5 Vysledky a jejich zpracovani

Pro vizualizaci naméfenych dat a jejich statistické zpracovani
byl pouzit program GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., CA,
USA). Na vyhodnoceni dat o pfezivani byla pouzita analyza ptezivani
(survival analysis). Ke zjisténi rozdilu mezi jednotlivymi skupinami
byl pouzit Gehan-Wilcoxoniv test s Bonferroniho korekei hladiny
vyznamnosti (P = 0,013, Dunn 1961). V ostatnich pfipadech byly
pro statisticky vyznamné rozdily vyuzity 0,1 %, 1% a5 % hladiny
vyznamnosti. Prostiednictvim analyzy rozptylu s opakovanymi méfenimi
(Repeated measures analysis of variance, RM ANOVA) a nasledného
mnohonasobného porovnani Dunnetovym testem (post hoc test, porovnani
skupin s kontrolni skupinou) byla zpracovana data ziskand b&hem
hladovéni, tj. obsahy zivin v téle, mnozstvi Drome-AKH a vyvoj jedinct
od prvniho instaru v kuklu. Mnozstvi Drome-AKH u skupin
bez jakéhokoliv zasahu bylo hodnoceno pomoci jednocestné analyzy
rozptylu (one-way ANOVA) a nasledného mnohonasobného porovani
Tukeyho testem (porovnani vSech skupin mezi sebou). Prostfednictvim
jednocestné analyzy rozptylu a nasledného Dunnetova testu (porovnani
skupin s kontrolni skupinou) byl u skupin bez jakéhokoliv
zasahu vyhodnocen obsah zivin. Data z HPLC-MS byla zpracovana
mnohorozmérnou linedrni omezenou redundanéni analyzou (redundancy
analysis, RDA, program CANOCO 4.5, Plant Research International,
Holandsko). Statisticka priikaznost proménnych byla prokédzadna Monte-
Carlo permutaénim testem (Lep$ a Smilauer 2000). Na zakladé této
analyzy byla vytvoiena grafickd vizualizace dat. Naméfené hodnoty jsou
vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka (standard deviation, SD).
Pocet méfeni v jednotlivyh pokusech je uveden v popisech piisluSnych

grafil.
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4 Vysledky

4.1 Obsah Zivin v téle

4.1.1 Obsah hlavnich skupin lipidia

Me¢fteni obsahu lipidi u dospélcti vV prvni sérii pokust ukézalo znacné
rozdily mezi jednotlivymi skupinami much u stanoveni hladin triglyceridi
(TG) nachazejicich se predevSim v tukovém télese, diglyceridi (DG)
nachazejicich se hlavné¢ v hemolymf¢ a fosfolipidi (PL) obsazenych
V bunéénych membranach. Vysledky ukdzaly, ze hladiny TG (zasobnich
lipidit), (Obr. 2) vicemén¢ odpovidaji hladindm DG (lipidim cirkulujicim),
(Obr. 3), kde vyssi hladina byla namé&fena u skupiny w™'® (kontrola),
AKH-def, AdoR-def a Ex-AdoR-def, a nejnizsi u R-AKH skupiny. Hladina
i7§1 u w'*® a AKH-def., a vy3si u skupin R -

AKH a AdoR-def .
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Obr. 2. Stanoveni triglyceridi. A — RDA analyza obsahu triglycerida
v téle much (vysledky ziskdny HPLC/ESI-MS analyzou). B - relativni
mnozstvi triglyceridi (TG) u rtznych skupin intaktnich much (samci;
pramér = SD, n=4). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci statistického
testu jednocestnd ANOVA s Tukeyho post testem. Statisticky vyznamné
rozdily mezi jednotlivymi skupinami na 5 % hladiné vyznamnosti

jsou oznaceny riznymi pismeny.
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Obr. 3. Stanoveni diglyceridi. A — RDA analyza obsahu diglyceridi v téle
much (vysledky ziskdny HPLC/ESI-MS analyzou). B - relativni mnoZstvi
diglyceridii (DG) u riznych skupin intaktnich much (samci; pramér + SD,
n=4). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci statistického testu jednocestna
ANOVA s Tukeyho post testem. Statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi skupinami na 5 % hladiné vyznamnosti jsou oznaCeny

riznymi pismeny.
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Obr. 4. Stanoveni fosfolipidi. A — RDA analyza obsahu fosfolipidd v téle
much (vysledky ziskdny HPLC/ESI-MS analyzou). B - relativni mnoZstvi
fosfolipidi (PL) u riznych skupin intaktnich much (samci; pramér + SD,
n=4). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci statistického testu jednocestna
ANOVA s Tukeyho post testem. Statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi skupinami na 5 % hladiné vyznamnosti jsou oznaceny

riznymi pismeny.

4.1.2 Obsah celkovych lipidu

Stanovenim hladin celkovych lipidd u dospélci (Obr. 5)
pred hladovénim bylo podle ocekavani zjisténo, Ze hladina u R-AKH
samcu byla (2,34 krat) u samic (3,4 krat) mensi v porovnani s kontrolou.
Podobné tomu bylo u skupiny AdoR-def, kdy u samci byla hladina
neocekavané (2,25 krat) nizsi a u samic byla (2,15 krat) niz§i v porovnani
s kontrolou. Tyto hladiny byly porovnany s triglyceridy a diglyceridy.
Hladina R-AKH byla u TG i DG podobna, ale AdoR-def se zna¢né lisila

a jeho hladina je u celkovych lipidl znatelné niZsi.

4.1.3 Obsah celkovych lipidii béhem hladovéni
Stanoveni hladin celkovych lipidi u dospé€lct (Obr. 5) béhem

hladovéni mélo za cil prokézat vliv ptfitomnosti/neptitomnosti AKH/AdoR
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na metabolismus lipidi u rizné geneticky upravenych skupin much.
Nasledujici méfeni jak u samcti, tak u samic poskytlo zajimavé informace
o spalovani celkovych lipidi u danych skupin much. Lze si vSimnout,

ze hladina lipidi se na zacatku testu u jednotlivych pokusnych skupin

R-AKH. S prodluzujici dobou hladovéni se hladina lipidi snizovala
(Tab 1). Statisticky vyznamné rozdily pii porovnani kontroly s ostatnimi
skupinami much byly naméfeny u obou pohlavi u R-AKH a AdoR-def,
a navic u AKH-def u samic.

Samec Celkové lipidy Samice Celkové lipidy

w1118 2,67 | wil118 1,78 !
AKH-def 4,45 | AKH-def 1,62 !
R-AKH 15,51 | R-AKH 12,81 l
Double-def 1,79 | Double-def 1,33 !
AdoR-def 6,07 | AdoR-def 6,07 !

Tab. 1. Kolikrat se hladina celkovych lipidi u samcl a samic snizila

(1) v porovnani se zacatkem pokusu.
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Obr. 5. Mnozstvi celkovych lipida (ug/mouchu) u riznych skupin much:
(ug/mouchu) u riznych skupin much A — samci v ¢ase 0, B-samice v Case
0 (primér = SD, n= 8). Statisticky vyznamné rozdily byly vyhodnoceny
prostiednictvim ANOVA

jednocestné s Dunnetovym  post-testem.

Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou w'!*®

a ostatnimi skupinami
na 5 % hladiné vyznamnosti jsou oznaceny hvézdi¢kou. C — samci béhem
hladovéi, D — samice béhem hladovéni (pramér = SD, n= 6). Statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinami byly vyhodnoceny prostfednictvim
Repeated measures analysis variance (RM ANOVA) testu s Dunnetovym

post-testem  (***0,1% hladina, ** 1% hladina, * 5% hladina,

ns —

statisticky nevyznamné).

4.1.4 Obsah glykogenu

Obsahy glykogenu u dospélct (Obr. 6) pred hladovénim
se viceméné podobaly hladiné lipidi s tim rozdilem, Ze jejich celkova
hladina je mnohem nizsi nez lipid. Hladina glykogenu u samic skupiny R-

AKH byla (1,52 krat) a u skupiny AdoR-def byla (1,78 krat) nizsi oproti
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kontrole a naopak u samcu skupiny AKH-def byla hladina (1,31 krat) a u
skupiny Double-def (1,46 krat) vyssi nez u kontrolni skupiny.

4.1.5 Obsah glykogenu béhem hladovéni

Méteni glykogenu u dospélci (Obr. 6) samcti a samic b&hem
hladovéni ukazalo rozdily jeho hladiny na zacatku testu u jednotlivych
skupin, podobné jako tomu bylo u lipidi. Nejvyssi hladiny byly zjistény
u obou pohlavi u AKH-def a Double-def, nejnizsi pak u R-AKH (samec)
a AdoR-def (samice), pficemz celkova hladina glykogenu byla u samic
vys$$i nez U samcu. Jak bylo mozné ocekavat, hladiny glykogenu béhem
hladovéni u vSech skupin klesaly az téméf na hranici méfitelnosti (Tab. 2).

Statistické testy neprokéazaly rozdily mezi kontrolou a ostatnimi skupinami.

Samec Glykogen Samice Glykogen

w1118 8,61 | w1118 13,97 l
AKH-def 21,52 ! AKH-def 42,11 !
R-AKH 4,88 ! R-AKH 7,28 !
Double-def 9,72 ! Double-def 22,81 !
AdoR-def 6,83 ! AdoR-def 10,48 !

Tab. 2. Kolikrat se hladina glykogenu u samct a samic snizila (]) na konci

pokusu v porovnani se zac¢atkem.
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Obr. 6. Mnozstvi glykogenu (pg/mouchu) u riznych skupin much A —
samci v ¢ase 0, B-samice v case 0 (primér +SD, n= 8). Statisticky
vyznamné rozdily byly vyhodnoceny prostfednictvim jednocestné
ANOVA s Dunnetovym post-testem. Statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinou w**®

a ostatnimi skupinami na 5 % hladin€¢ vyznamnosti jsou
oznaeny ruznymi pismeny. C — samci béhem hladovéni, D — samice
béhem hladovéni (pramér + SD, n= 6). Statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami byly vyhodnoceny prostfednictvim Repeated measures analysis
variance. (RM  ANOVA) testu s Dunnetovym  post-testem
(*** 0,1% hladina, ** 1% hladina, * 5% hladina, ns — statisticky

nevyznamné).
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4.1.6 Obsah volnych glycidu
Stanovenim hladiny celkovych glycidi u dospélca (Obr. 7)

na zacatku pokusu bylo zjisténo, ze hladina u R-AKH samcii (1,41krat)
i Usamic (1,21 krat) je podstatné niz$i oproti kontrole a u samic AdoR-def
(1,2 krat) je také nizsi oproti kontrole. Pfedpoklada se, pfimého zapojeni
AKH nejen do metabolismu lipidd, ale i do metabolismu glycida a tento
vysledek,

tomuto faktu vyhovuje.

4.1.7 Obsah volnych glycidi béhem hladovéni
Vysledky hladin volnych glycidi u dospélci (Obr. 7) b&hem
hladovéni nebyly tak jednozna¢né: hladiny v pribehu hladovéni znaéné
kolisaly (Tab. 3) Klesajici tendence hladiny glycidi byla pozorovana
u samct do 20 hodin, a u samic do 10 hodin od zac¢atku pokusu. Poté bylo
zaznamenano zvySeni hladin v dobé 30 hodin. Statistické porovnanim

kontroly w*®

S ostatnimi skupinami much prokdzalo vyznamny rozdil
u samct skupiny Double-def, u ostatnich skupin nebyly prokazany zadné

vyznamnéjsi rozdily.

Samec Celkové glycidy Samice  Celkové glycidy
w1118 1,75 ! w1118 1,97 !
AKH-def 4,01 ! AKH-def 3,00 !
R-AKH 1,24 1 R-AKH 1,92 !
Double-def 1,06 ! Double-def 1,83 l
AdoR-def 1,14 1 AdoR-def 1,99 l

Tab. 3. Kolikrat se hladina celkovych glycidii u samct a samic snizila ()

na konci pokusu nebo zvysila (1) V porovnani se zac¢atkem.
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Obr. 7. Mnozstvi celkovych glycidi (ug/mouchu) u riznych skupin much
A — samci Vv ¢ase 0, B — samice v ¢ase 0 (pramér + SD, n= 6). Statisticky
vyznamné rozdily byly vyhodnoceny prostiednictvim jednocestné
ANOVA s Dunnetovym post-testem. Statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinou w'®

a ostatnimi skupinami na5 % hladin¢ vyznamnosti
jsou oznaceny hvézdi¢kou. C — samci béhem hladovéni, D — samice béhem
hladovéni (primér + SD, n= 6). Statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami byly vyhodnoceny prostfednictvim Repeated measures analysis
variance.  (RM  ANOVA) testu s Dunnetovym  post-testem
(*** 0,1% hladina, ** 1% hladina, * 5% hladina, ns — statisticky
nevyznamné). Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami byly
vyhodnoceny prostiednictvim Repeated measures analysis variance (RM

ANOVA) testu s Dunnetovym  post-testem  (***0,1% hladina,

** 1% hladina, * 5% hladina, ns — statisticky nevyznamné).
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4.1.8 Obsah pozpustnych a nerozpustnych proteinu
Hladiny rozpustnych (Obr. 8) a nerozpustnych (Obr. 9) proteint

U dospé€lctit ukazaly tyto rozdily (Obr. 8). Rozpustné proteiny u samcii
skupiny AKH-def byly (1,57 krat) i u samic (1,23 krat) vyssi oproti
kontrole. A u samci skupiny R-AKH byla hladina (1,48 krat) vyssi.
samic (1,52 krat) skupiny R-AKH. A usamctu skupiny AKH-def byla
hladina (1,48 krat) vyssi oproti kontrole. Neptedpoklada se, ze by AKH
byly pfimo zapojené do metabolismu proteinti, lze si vSak vSimnout,
ze U skupiny AKH-def u smcti i samic je hladina proteinii zvySena,
ale u skupiny R-AKH hladiny kolisaji (tj. u samic jsou hladiny vyssi

a U samct je to naopak).

4.1.9 Obsah proteinti béhem hladovéni

Jako posledni ze série métfeni obsahi zivin béhem hladovéni
byl monitorovan obsah rozpustnych (Obr. 8) a nerozpustnych (Obr. 9)
bilkovin u imag D. melanogaster. Ziskané vysledky nebyly zcela
jednoznaéné — hladiny proteini béhem sledovaného obdobi kolisaly.
Je vSak ziejmé, Ze obsahy rozpustnych proteinti u samci a samic maji
klesajici tendenci, oproti tomu hladiny nerozpustnych proteint zistavaly
po celou dobu hladovéni na vice méné stejné urovni (Tab. 4). Statistickym

1118

porovnanim kontroly w S ostatnimi skupinami much se neprokézaly

vyznamnéj$i zmény.
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Samec Rozpustné proteiny Nerozpustné proteiny

w1118 1,18 ! 1,75 !
AKH-def 8,00 ! 1,51 !
R-AKH 4,95 ! 1,45 !
Double-def 2,47 ! 1,04 !
AdoR-def 1,12 ! 1,27 1
Samice Rozpustné proteiny Nerozpustné proteiny

w1118 1,99 ! 2,21 !
AKH-def 3,63 ! 1,26 !
R-AKH 1,89 ! 1,26 !
Double-def 2,20 ! 1,05 !
AdoR-def 1,93 ! 1,18 !

Tab. 4. Kolikrat se hladina rozpustnych a nerozpustnych proteini u samci
asamic snizila (}) na konci pokusu nebo zvysila (1) V porovnani

se zacatkem.
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Obr. 8. Mnozstvi rozpustnych proteind (pg/mouchu) u riznych skupin
much A — samci, B — samice, (priamér + SD, n= 5). Statisticky vyznamné

rozdily mezi skupinou w'®

a ostatnimi skupinami na 5 % hladin¢
vyznamnosti jsou oznaceny hvézdi¢kou. C — samci béhem hladovéni, D —
samice béhem hladovéni (pramér = SD, n= 6). Statisticky vyznamné
rozdily mezi skupinami byly vyhodnoceny prostfednictvim Repeated
measures analysis variance (RM ANOVA) testu s Dunnetovym post-
testem (*** 0,1% hladina, ** 1% hladina, * 5% hladina, ns — statisticky

nevyznamne).
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Obr. 9. Mnozstvi nerozpustnych proteinti (ug / mouchu) u riznych skupin
much, A — samci v ¢ase 0, B — samice v ¢ase 0, (pramér + SD, n= 5).
Statisticky vyznamné rozdily byly vyhodnoceny prostfednictvim
jednocestné ANOVA s Dunnetovym post-testem. Statisticky vyznamné

rozdily mezi skupinou wiis

a ostatnimi skupinami na 5 % hladiné
vyznamnosti jSou oznaceny hvézdi¢kou. C — samci béhem hladovéni, D —
samice béhem hladovéni (primér + SD, n= 6). Statisticky vyznamné
rozdily mezi skupinami byly vyhodnoceny prostfednictvim Repeated
measures analysis variance (RM ANOVA) testu s Dunnetovym post-
testem (*** 0,1% hladina, ** 1% hladina, * 5% hladina, ns — statisticky

nevyznamne).

4.2 Hladina AKH
Pro stanoveni hladin hormonu Drome-AKH (Obr. 10) v CNS much

byl pouzit kompetitivni ELISA test. Na prvni pohled byly viditelné rozdily

mezi danymi skupinami: u jedincii S deficienci produkce Drome-AKH
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(AKH-def a Double-AKH) byla hladina na hranice citlivosti daného testu
nebo ipod ni, takze hodnoty uvedené v grafech jsou pouze teoretické
vypocty. Nejvyssi hladiny byly naméfeny u R-AKH u samctl, samic
tii dny po svléknuti i u larev ve tfetim instaru. U samcu a larev nebyly
mezi skupinou w'® a AdoR-def zaznamenany vyznamn&jsi rozdily.

V tabulce 5 a 6 jsou zaznamenany rozdily hladin mezi larvami, samci

a samicemi.

Larvy vs

Samci Drome-AKH Larvy vs Samice Drome-AKH

w1118 1,78 ! w1118 - -
R-AKH 1,92 ! R-AKH 1,40 !
AdoR-def 1,71 1 AdoR-def 1,06 1

Tab. 5. Kolikrat se hladina snizila (}) nebo zvysila (1) porovnanim larev

se samci a samicemi.

Samci vs

samice Drome-AKH

w1118 - -
R-AKH 1,37 !
AdoR-def 1,82 1

Tab. 6. Kolikrat se hladina snizila (|) porovnanim samcti se samicemi.
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Obr. 10. Mnozstvi Drome-AKH (fmol / mozek) u riznych skupin much
A — samci, B — samice, C — larvy (primér + SD, n= 8). Vysledky byly
vyhodnoceny pomoci statistického testu jednocestna ANOVA s Tukeyho
post testem. Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami

na 5 % hladin¢é vyznamnosti jsou oznac¢eny riiznymi pismeny.

4.2.1 Hladina AKH béhem hladovéni

Pro Uplngjsi obraz metabolickych zmén béhem hladovéni u danych
skupin much byly v dalsi sérii pokusii monitorovany zmény hladiny
Drome-AKH (Obr. 11) u imag skupin, které produkovaly funkéni Drome-
AKH, tj. kontrola, AdoR-def a R-AKH . Hladina AKH byla na prvni
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pohled u skupiny R-AKH vyssi nez u ostatnich skupin (kontrola, AdoR-
def) a jak bylo mozno ocekavat, béhem hladovéni u samcti i samic méla
klesajici tendenci (Tab. 7). Statistické testy prokazaly vyznamny rozdil

mezi kontrolou a akupinou R-AKH.

Samec Drome-AKH Samice Drome-AKH

w1118 8,96 l w1118 - -
R-AKH 3,91 ! R-AKH 2,52 !
AdoR-def 7,65 |  AdoR-def 9,34 l

Tab. 7. Kolikrat se hladina u samct a samic snizila (}) na konci pokusu

V porovnani se zacatkem.
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Obr. 11. Mnozstvi Drome-AKH (fmol / mozek) u raznych skupin much
A — samci, B — samice (pramér + SD, n= 8). Statisticky vyznamné rozdily
mezi skupinami byly vyhodnoceny prostfednictvim Repeated measures
analysis variance (RM ANOVA) testu s Dunnetovym post-testem
(*** 0,1% hladina, ** 1% hladina, * 5% hladina, ns - statisticky

nevyznamne).

4.3 Ostatni charakteristiky

4.3.1 Mortalita béhem hladovéni

V dalSich testech byla stanovena mortalita u dospélci béhem
hladovéni, kdy bylo v 12 hodinovych intervalech monitorovano mnozstvi
uhynulych much (Obr. 12). Testy ukézaly zajimavé vysledky: u obou
pohlavi byly vuci hladovéni nejvice odolné mouchy AKH-def
(bez funkéniho AKH) a nejcitlivéjsi mouchy R-AKH (s nejvyssi hladinou
AKH). Dale se ukazalo, ze samice piezivaji hladovéni déle nez samci.

Statistické srovnani vysledku je shrnuto v tabulce 8 a 9.
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Obr. 12. Mnozstvi mrtvych jedinci (praimér = SD, n = 10) v prub¢hu
pokusu: A — samci, B — samice. Statistisicky vyznamné rozdily mezi
kontrolni skupinou a ostatnimi skupinami byly vyhodnoceny pomoci
analyzy pfezivani. Ke zjiSténi rozdilu mezi jednotlivymi skupinami
byl pouzit Gehan-Wilcoxonuv test s Bonferroniho korekci (P = 0,013).
Vysledky jednotlivych porovnani jsou zapsany v tabulce 8 a 9, kde
P <0,013 je statisticky prikazné.

Porovnani skupin v P

w8 x AKH-def 136,90 <0,0001
w8 x R-AKH 115,00 <0,0001
w8 x Double-def 0,15 ns

w8 x AdoR-def 11,69 0,0006

Tab. 8. Vysledky porovnani jednotlivych skupin samic s kontrolni
skupinou, kde hladina vyznamnosti P byla upravena dle Bonferroniho
korekce (P =0,013).
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Porovnani skupin Y P

w1 x AKH-def 48,29 <0,0001
w8 x R-AKH 235,00 <0,0001
w8 x Double-def 60,58 <0,0001
w8 x AdoR-def 57,33 <0,0001

Tab. 9. Vysledky porovnani jednotlivych skupin samci s kontrolni
skupinou, kde hladina vyznamnosti P byla upravena dle Bonferroniho
korekce (P =0,013).

4.3.2 Rychlost vyvoje jedinci

Nasledujici pokus ukazal rozdily v délce vyvoje danych skupin
od prvniho instaru do kukly (Obr. 13). Jeho vysledky naznacily,
7ze U AKH-def larev zacalo kukleni statisticky vyznamné dfive

nez u kontrolni skupiny w'**®,
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Obr. 13. Vyvoj jedinct od prvniho instaru v kuklu v ¢ase (pramér + SD,
n= 3). Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami byly vyhodnoceny
prostfednictvim Repeated measures analysis variance (RM ANOVA) testu
s Dunnetovym post-testem (*** 0,1% hladina, ** 1% hladina,

* 5% hladina, ns — statisticky nevyznamné)
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4.3.3 Zmény hmotnosti téla béhem hladovéni

Vazenim dospélych much béhem hladovéni (Obr. 14) v danych
intervalech bylo zjisténo, Ze rozdily v jejich hmotnosti nejsou statisticky
prukazng, ale pii porovnani danych vysledkii doslo, ke snizeni hmotnosti

na konci pokusu (Tab. 10).

Samec Hmotnost Samice Hmotnost

w1118 1,44 ! w1118 1,35 !
AKH-def 1,39 ! AKH-def 1,52 !
R-AKH 1,14 ! R-AKH 1,33 !
Double-def 1,80 ! Double-def 1,78 !
AdoR-def 1,04 ! AdoR-def 1,28 !

Tab. 10. Kolikrat se hmotnost u samct a samic snizila (]) na konci pokusu

V porovnani se zacatkem.
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Obr. 14. Hmotnost much hladovéjicich v ¢ase u riznych skupin much A —
samci, B — samice (primér + SD, n= 10). Statisticky vyznamné rozdily
mezi skupinami byly vyhodnoceny prostfednictvim Repeated measures
analysis variance (RM ANOVA) testu s Dunnetovym post-testem
(*** 0,1% hladina, ** 1% hladina, * 5% hladina, ns - statisticky

nevyznamne).
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5 Diskuze

Mnoho druhit hmyzu se musi béhem svého zZivota obCas vypotradavat
s nedostatkem potravy. V obdobi, kdy je pfisun zivin omezen, musi
zit ze zasob, které si nashromazdili béhem obdobi hojnosti. Béhem
hladovéni se hmyz zacne fyziologicky adaptovat na tyto podminky a jeho
metabolismus se piepne do programu pro preziti, ktery mu pomaha
ptekonat toto tézké obdobi (Rion a Kawecki 2007). Mistem ulozeni
energetickych zasob se u hmyzu stal specificky orgdn zvany tukové téleso.
Hlavnimi substraty bohatymi na energii se staly triglyceridy a glykogen
(zasobni forma glukézy), které jsou dale Stépeny, transportovany

a vyuzivany v dobg, kdy je to potiebné (Attardo a kol. 2005).

Mobilizace téchto  zasobnich  zivin je fizena predevsim
adipokinetickym hormonem (AKH). Jeho ptisobenim na buiky tukového
télesa dochazi ke Stépeni glykogenu a triglyceridi a uvoliovani
vyslednych metabolitt do hemolymfy — nejéastéji v podobé trehalozy
a diglyceridd. U nékterych druhd hmyzu dochazi také k produkci prolinu
(Gdde a Auerswald 2002, Giade a Auerswald 2003, Giade a kol. 1997),
ktery je pak vyuzivan tkanémi jako zdroj energie. Abych pfispéla
k poznatkim o této problematice, pouzila jsem k pokusum mouchy
s poruchou produkce AKH a adenosinového receptoru a pokusila se zjistit
jejich zapojeni do ftizeni metabolismu u D. melanogaster. Méfeni
triglyceridd (Obr. 2) a diglyceridid (Obr. 3) piineslo zajimavé vysledky.
Hladina triglyceridi ~ vicemén& odpovidd hladin¢  diglyceridd,
coz naznacuje jejich ptimou souvislost. Lze si v§imnout, Ze hladina obou
téchto latek je u R-AKH mutanta znacné sniZena, coZ bylo pravdépodobné
zpiisoben overexpresi genu pro AKH, coz ziejmé udrzovalo metabolismus
potvrzuje prace (Lee a Park 2004), ve které byla pouZzita podobna moucha
s navozenou overexpresi AKH (EE-AKH), u které¢ také dochézelo
k nadmérné degradaci triglyceridt stejné jako u R-AKH. Situace je vSak
zfejmé komplikovanéjsi, protoze u much s ablaci neuront (CD-AKH)

produkujicich AKH, byla hladina triglycerid srovnatelna s kontrolou,
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ackoliv se dala ocCekéavat jejich vysSi hladina. Podobné vysledky byly
zjistény v mé praci, protoze u AKH-def much, které jsou srovnatelné s CD-
AKH mouchou (Leea Park 2004) byla také zjist€éna hladina
TG a DG na arovni piislusnych kontrol. Je proto pravdépodobné, ze
hladinu TG a DG hlida jest¢ i jiny mechanizmus. Skupina AdoR-def,
neprokazala jasny vliv na hladinu TG ani DG. U téchto much bylo
zaznamenano statisticky vyznamné navysSeni hladiny PL (i kdyz fakticky
nepfili§ velké) — PL se nachazi ptedevSim v bunénych membranach
(Obr. 4). Hladina PL je u AKH-def srovnatelna s kontrolou, coz naznacuje,
ze nepiitomnost AKH nema na PL vliv. R-AKH naopak zvysuje hladinu
PL, coz je moznd dano kompenzaci hladiny TG. Nesmime zapomenout,

ze méteni DG, TG a PL bylo provadéno pouze na samcich.

Tukové téleso u D. melanogaster obsahuje velké mnozstvi lipidd,
které jsou rapidné spottebovavany béhem hladovéni — o detailech zapojeni
AKH vsak neni mnoho udaji (Zink a kol. 1999), je to ziejm& tim,
ze Drosophila je na pokusy pouzivajici piimou aplikaci externiho AKH
pon¢kud mala. Nicméné vliv AKH na metabolismus lipidit byl prokazan
u zna¢ného poétu hmyzu jako je sarance stéhovavé (Locusta moratoria,;
Goldsworthy 1983), ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) (Kodrik
a kol. 2000, 2002) a u dalsich druhit hmyzu. Hladiny lipidi u intaktnich
i hladovéjicich much (Obr. 5) vice méné odpovidaly ocekavanym
vysledkim. Hladina lipidi u R-AKH byla snizena, a u AKH-def naopak
zvySena, coz potvrzuje piimé zapojeni AKH do metabolizmu lipida
u Drosophila. Hladiny lipidd u ostatnich much vcetné AdoR-def
se pohybuji mezi témito dvéma skupinami, coZ potvrzuje fakt, Ze Gc€inek

adenosinu na metabolizmus lipidi neni zcela jasny.

Hladiny glykogenu (Obr. 6) vicemén¢ odpovidaly hladindm lipida.
Avsak tyto rozdily, zjiSténé na zacatku hladovéni se stiraly a béhem
sledovaného obdobi dochézelo k setrvalému poklesu hladiny glykogenu
uvsech pouzitych skupin much. To ukazuje na jejich vyznam
Vv energetickém kryti pozadavkl v organismu béhem hladovéni bez ohledu

na hormondlni pozadi. Je zajimavé, ze hladina glykogenu byla u samcu
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znateln¢ niz§i nez wusamic. Tojisté souvisi s piipravou samic

na vitellogenézu a produkci vajicek.

Hladina celkovych glycidi byla na za¢atku pokusu nizsi u skupiny R-
AKH a to u samcu i samic, coz pravdépodobné souvisi se zvySenym
metabolismem glycida vliven zvySené hladiny AKH (Obr. 7). Béhem
hladovéni kolisala hladina glycida v zavislosti na spotieb& zasobnich Zivin
a také Vv zavislosti na potfebé udrzet hladinu krevnim cukrd (cukrt
cirkulujicich v hemolymf€), i kdyz je vSeobecné zndmo, Ze hmyz dokéze
tolerovat ivelké vykyvy hladin cukri v hemolymf¢ anema
tak sofistikované ftizeni jejich hladiny, jako je tomu napf. u savcd.
U Bombyx mori a Manduca sexta bylo prokdzano prudké snizeni
koncentrace glukozy v hemolymf& jiz par hodin od zacatku hladovéni
(Dahlman 1973, Thompson, 2000). Tento podobny jev (Obr 7) lze vidét
u hladiny celkovych cukrii u samic, kdy doslo k prudkému snizeni hladiny
glycidi dol0 hodin. U samci doslo také k poklesu hladiny, ale ne
tak prudkému. Poté opét doslo ke zvySeni hladiny celkovych glycida.
Podobny jev byl zaznamenén u hladiny celkovych glycidi v poslednim

larvalnim stadiu M. sexta (Gies a kol. 1988).

V metabolismu bilkovin se nepfedpokladd, ze by AKH hrél
u D. melanogaster vyznamnéj$i roli. Béhem hladovéni nebyly zjistény
zadné piekvapivé vysledky (Obr. 8, 9). Doslo ke snizeni hladiny
rozpustnych proteini (nachazejicich se, pfedev§im. v hemolymf¢) b&hem
sledovaného obdobi, zatimco u nerozpustnych bilkovin se jejich hladiny
ménila jen malo. Celkovy obsah bilkovin byl u samic vys§i neZ u samcu.
Vliv AKH na metabolismus bilkovin byl prokazan jen u nékterych
zastupcd hmyzu jako je napt. moucha Glossina morsitans. U nékterych
broukt a zastupcti dvouktidlého hmyzu bylo prokazano, ze prolin je jejich

hlavnim energetickym substratem (Géade a Auerswald 2002).

Uvolnovani AKH je u organizmu zavislé na potfebé energie. Drome-
AKH je syntetizovan a skladovan v burnikach corpora cardiaca. Po uvolnéni
do hemolymfy je transportovan do cilové tkané, kde se vaze na G-protein

receptor (GPCR) oznacovany jako AKHR. To vyvold vnitrobuné¢nou
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signalni kaskadu, ktera aktivuje pfislusSné enzymy a zajisti uvolnéni cukrti
(trehalozy a glukézy) a lipidi ve formé DG ztukového télesa
do hemolymfy (Gédde a Auerswald 2003; Lorenz a Giade 2009). Mé&fenim
hladin Drome-AKH (Obr. 10) bylo zjisténo, Ze u skupiny AKH-def
a Double-def, nedoslo k detekci hormonu Drome-AKH a to ani u dospélct
a ani u larev. Jinak feceno tyto mouchy produkovaly pouze nefunkcni
AKH. Ten nereaguje s pouzitou polyklonalni protilatkou, kterd rozeznava
pouze kompletni molekulu Drome-AKH (Zemanova a kol. 2016). M¢éifeni
dale pfineslo oc¢ekavané vysledky — hladina Drome-AKH byla navysena
uR-AKH muchsnadmémou produkci hormonu AKH (Sajwan
a kol. 2015), hladina AKH u AdoR-def much byla srovnatelna s kontrolou.
Hladiny Drome-AKH bé&hem hladovéni (Obr. 11) byly sledovany pouze
uskupin snormalni produkci Drome-AKH. Tyto hladiny b&éhem
sledovaného obdobi klesaly, coz lze ziejmée vysvétlit poklesem celkovych
zivin v téle pokusnych much, snizovanim jejich metabolismu a jejich
celkovym vycCerpanim. Predpokladd se, ze exprese AKH je citliva
na koncentrace cukrt v hemolymfe. Dale je znamo, ze vysi-li
se vnitrobunééna hladina vapniku, dojde k naslednému uvolnéni hormonu
(Kim a Rulifson 2004, Braco a kol. 2012). Toto tvrzeni vSak nemiizeme

potvrdit ani vyvratit.

Dle vysledki vyvoje jedinct od prvniho larvalniho instaru (Obr. 13),
doslo u AKH-def mouchy Kk dfivéjsimu zakukleni oproti ostatnim
skupinam. Opaény jev ve vyvoji jedinct u R-AKH, kdy by dochazelo
ke zpomaleni vyvoje, nebyl pozorovan. Pii nedostatku dalich dat 1ze jen
téZzko této fenomém vysvétlit. Bude vSak asi souviset s celkovym
ovlivnénim metabolismu, schopnosti akumulovat a §tépit Ziviny a dalSimi
metabolickymi aspekty. Zajimavy vliv mize mit i1 fakt, Ze u AKH
deficientni mouchy dochazi k obezité, aniz by se moucha piecjidala

(Galikové a kol. 2017).

Jako dalsi aspekt vlivu AKH na metabolismus byl zkoumén rozdil
mezi dobou pieziti jednotlivych mutantt (Obr. 12). U D. melanogaster
se predpoklada, ze ztratou AKH, dochazi k prodlouzeni pteziti (Kim
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a Rulifson 2004, Isabel a kol. 2005). Vysledky daného pokusu nam jasné
ukdzaly, ze AKH-def mutant pfeziva déle. U samct je rozdil znateln&jsi
oproti samicim. Naopak u skupiny R-AKH doslo k relativné brzkému

uhynuti u samic i samct, coZ potvrzuje prace (Sajwan a kol. 2015). Toto

vvvvv

si mizeme v§imnout, ze mezi w®

a skupinou Double-def a Ador-def neni
rozdil (vysledky této prace; Zemanova akol. 2016). Tento fenomén
je z evolu¢niho hlediska zvlastni, nicméné z hlediska hormonalniho fizeni
metabolismu neni az tak prekvapivy. JedinCci bez AKH maji zfejmé
problémy rychle mobilizovat v pfipad¢ potfeby energetické zdroje, které
jsou tak ve vétsi mife uchovavany v zasobé a v dob¢é hladovéni pak déle

vydrzi. MlUzeme jen spekulovat, ze tato strategie nebyla dlouhodobé

vyhodna.

U Double-def. mutanta, ktery ma mutaci jak v genu pro adenosin,
tak v produkci deficientniho Drome-AKH, neni zcela jasné, pro¢ dana
skupina prezivala stejné dlouho jako kontrolni skupin. Mohlo
by to byt zapfi¢inéné slozitym genetickym pozadim této mouchy
a kompenza¢nimi mechanizmy. Zuberova a kol. (2010) piedpokladala,
ze U AdoR-def skupin by mohl adenosinovy receptor plnit stejnou funkci
jako receptor pro AKH, pifi mobilizaci glycidi z tukového télesa. Prace
Zemanové a kol. (2016) 1ysledky této studie vSak ukézaly, ze AKH
a adenosinova signalizace funguji s velkou pravdépodobnosti nezavisle
nasobé. U samic skupiny AdoR-def a Double-def miizeme pozorovat,
ze doba preziti se 1i8i, v porovnani s kontrolou. Také toto zjiSténi nelze
jednoznacné vysvétlit.  Porovndnim hmotnosti much béhem hladovéni
(Obr. 14) nebyly prokazany jasné rozdily mezi skupinami. To naznacuje
komplikované vztahy v intermedidrnim metabolismu a pravdépodobnost

vyuzivani alternativnich drah s riznymi kontrolnimi mechanizmy.

Vysledky méfeni této prace poukazuji na mozné uclinky AKH
a adenosinu u much D. melanogaster, které mély navozeny mutace v AKH
a adenosinovém receptoru. Byl zaznamenan vliv AKH na metabolismus
zasobnich Zzivin a cukrd vliv na vyvoj jedince, délku pieziti a produkci
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Drome-AKH, vliv adenosinu nebyl jednozna¢né stanoven. Interakce mezi

AKH a adenosinovym receptorem nebyla prokazana.
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6 Zavér:

- AKH je zapojeno do metabolismu zasobnich zivin b&hem
hladovéni.

- Hladina Drome-AKH u skupiny R-AKH je zvySena, u AKH-def
a Double-def klesa pod detekéni citlivost stanoveni.

- Absenci funkéniho AKH (AKH-def) dochazi k prodlouzeni Zivota,
nadprodukci AKH (R-AKH) dochézi k opaénému efektu.

- AKH muze mit vliv na vyvoj jedince.

- Zapojeni adenosinu do signalizace AKH nebylo prokazano.
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8 Priloha

8.1 Priprava roztokii

Tris-HCI pufr, pH 7,8,

- Kvantitativné pfipravit 1 litr roztoku, upravit pH s HCI (rozpoustédlo

destilovana voda).

- 0,1 M Tris-HCI pH 7,8 =1, 211g; 0,2 M Tris-HCI pH 7,8 = 2,422¢

Anthronové ¢inidlo
- Kvantitativné pfipravit roztok anthronu v 100 ml 72% H,SOs,.

- 150 mg anthronu, 72% H,SO,

Fosfovanilinové ¢inidlo
- Kvantitativné pfipravit 1 1 roztoku fosfovanilinového ¢inidla.

- 1,98 g vanilinu, H3POy, destilovana voda

Metoda ptipravy fosfovanilinového ¢inidla

Rozpustit 1,98 g vanilinu v 668 ml kyseliny fosfore¢né (H3PQO,), zahtat
roztok na 60 °C a poté ochladit a doplnit destilovanou vodou na 1 1.
Vytvoii se zluty roztok, ktery se necha stat v temnu a chladnu alespon 1

tyden.



Agaréza
- Kvantitativné ptipravit 100 ml 0,5% agardzy

- 0,5 g agardzy, destilovana voda, 10 % methylparaben

Metoda ptipravy 0,5% agardzy
Smichat 0,5 g akarézy v 100 ml destilované vody a nasledné uvaftit v mikrovinné
troubgé. Poté smés ochladit za stalého michani a piidat 2 ml konzerva¢niho

prostiedku 10% methylparaben.

Methylparaben

- Kvantitativné pfipravit 9 ml 10% methylparabenu v Cistém etanolu

- 1g methylparabenu rozpustit v 9 ml etanolu

Speciélni potrava s pomeran¢ovym dZusem

- Kvantitativné pfipravit 100 ml specidlni potravi s dzusem

- 5 g agaru, 100 ml destilované vody, 3,3 g cukru, 33 ml pomerancového
dzusu, 10%

Metoda pripravy specidlni potrava s pomerancovym dzusem.

Smichat 5 g agaru se 100 ml destilované vody, 3,3 g cukru, 33 ml pomerancového
dzusu a nasledné smés uvafit v mikrovinné troubé. Poté smés ochladit za stalého
michani a ptidat konzervaéni prostiedek 2 ml 10% methylparabenu. Ptipravena

rozlit do plastovych Petriho misek a nechat ztuhnout.



Coating buffer

- Kvantitativné pfipravit 300 ml Coating bufferu

1,272 g Na,CO3, 1,512 g NaHCOs, destilovana voda

Metoda ptipravy coating bufferu
Rozpustit Na,CO;, NaHCO; v 280ml destilované vody, upravit pH na 9,6 a
doplnit vodu do 300 ml

Washing buffer (koncentrovany zasobni roztok; 10x WB)

- Kvantitativné ptipravit 500 ml zasobniho roztoku 10x WB

- 43,829 NaCl, 2,08g NaH,PO, . H,0; 0,74g Na,HPQ,, destilovana voda

Metoda ptipravy 10x WB
Rozpustit 43,829 NaCl, 2,08g NaH,PO, . H,O; 0,74g Na,HPO, v 380 ml

destilované vody, upravit pH na 7,5 a poté doplnit destilovanou vodu do 500 ml

Washing buffer (WB")

- Kvantitativné ptipravit 500 ml WB+

- 10x zasobni roztok (WB), destilovana voda, (TWEEN = washing detergent)

Metoda pripravy (WB+)
Roziedit 10x zasobni roztok (WB). Pro ptipravu 500 ml se ptida 50 ml (WB) do
450 ml vody a poté se piida 500ul Tween (TWEEN = washing detergent)

Washing buffer (WB )
- Kvantitativné ptipravit 500 ml WB-

- 10x zéasobni roztok (WB), destilovana voda



Roziedit 10x zasobni roztok (WB). Pro ptipravu 500 ml se ptida 50 ml (WB) do
450 ml vody.

Blocking buffer — BSA (bovine serum albumin, fraction V.)

- Kvantitativné pfipravit 3% BSA

- BSA (bovine serum albumin, fraction V.), destilovana voda

Metoda piipravy 3% BSA
39 BSA rozpustit v 100 ml destilované vody



