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1 UVOD

1.1 Obecna charakteristika adipokinetickych hormoni

Adipokinetické hormony (AKH) p&t mezi hmyzi neuropeptidy, které kontroluji
metabolické procesy, iedevSim uvalovani energie. Tyto kratké neuropeptidy jsou
syntetizovany, ukladany a uvalvany neurosekretorickymi bBkami z corpora cardiaca
(viz kap. 1.1.3) (Gade a kol. 1997). Adipokinetickiormony pati do adipokinetic
hormone/red pigment concentrating hormone (AKH/RPQGbdiny, doposud jich bylo
popsano téwt 50 ze zastugc mnoha drubh hmyzu (Gade 2009, Nassel a Winther 2010,
Kodrik a kol. 2010) AKH obsahuji 8-10 aminokyselgpyroglutamatovym zbytkem
blokujicim N-konec a amidovou skupinou blokujick@ec molekuly (Gade a Goldsworthy
2003, Gade a kol. 2008). P#n byl tento hormon objeven u satan
stthovaveé [ocusta migratoria migratorides) a oznéen jako Locmi-AKH-1 (Stone a kol.
1976). U druhuD. melanogaster je tento hormon nazvan Drome-AKH o sekvenci:
pGlu-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-Asp-Trp-NKiSchaffer a kol. 1990, Noyes a kol. 1995).

1.1.1 Endokrinni soustava hmyzu

Vlastnostmi a funkci je endokrinni soustava hmyrovisatelnd s endokrinni soustavou
obratlova@i. Sklada se zd&kolika Zlaz svnini sekreci. Jejich centrum, jez tvo
neurosekretorické kiky mozku, je spojeno s endokrinnimi Zlazami corpcaediaca (CC)
a corpora allata (CA). eZitou sodasti endokrinni soustavy hmyzu jsou také prothdnaka
Zl4zy, které se nachazi v prvnim hrudnéfdnku - prothorax. Ostatni Zlazyequstavuiji
neurosekretorické hiky ostatnich ganglii, endokrinni tky steva, epitrachealni kky

streva a endokrinni kitky gonad.

1.1.2 Misto syntézy AKH

Adipokinetické hormony jsou syntetizovany v syrtkém laloku a ukladany v zasobnim
laloku corpora cardiaca (CC) (Isabel a kol. 200&e¢ la Park 2004), v malém mnoZstvi jsou
syntetizovany i v mozku (Kodrik a kol. 2015). CC remchéazi v blizkosti aorty, slouzi také
jako neurohemalni organ pro hormony, které jsouetpovany v mozku a poté jsou z CC
uvolovany do hemolymfy. Hmyzi hormonalni komplex moz€lkC a CA se &kdy

piirovnava k hypothalamo-hypofizarni soustawbratlovdé (Gade a Goldsworthy 2003,
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Kodrik 2008). U zastupic Diptera a tedy i mouchyp. melanogaster zlazy CC, CA,
prothorakalni Zlazy splyvaji v kruhovou Zlazu, Ktese nachazi naiguni ¢asti aorty
v blizkosti mozku (King a kol. 1966).

1.1.3 Mechanismus pisobeni hormoni

Mechanismus {sobeni hmyzich hormdnje stejny jako u obratlovic Hormon slouZi jako
informaini molekula pendsSejici informaci z endokrinni Zlazy, v cilovéartk hormon
aktivuje nebo syntetizuje enzym. Enzymy poté kataly prislusné biochemické reakce.
AKH jako peptidické hormony nejsou schopné wagtmojit p‘es bugénou membranu, proto
je jejich informace do hiky pienesena prasdnictvim specifickych membranovych
receptoi. Mechanismus peptidickych hormionzahrnuje d¥ drahy (aktivéni draha

pies adenylatcyklazu (A-cesta) a aktimadraha pes fosfolipazu C).

1.1.3.1 Aktivaéni draha pires adenylatcyklazu (A-cesta)

Peptidicky hormon se navaze na receptor G-protépulypeptidovyrettzec, jenz sedmkrat
prostupuje lipidovou dvojvrstvu), ktery se aktivigenasledé rozpadne na dvpodjednotky.

Alfa podjednotka aktivuje adenylatcyklazu zvySukoncentraci CAMP (druhy posel), ktery
bud® aktivuje proteinkinazovou kaskadu, jez vede kwadi pislusného enzymu.
Alternativré se CAMP dostane do jadraiby, kde gisobenim na DNA aktivuje transkripci

pro @islusny enzym.

1.1.3.2 Aktivaéni draha pres fosfolipazu C

Tato cesta je také zprostlkovdna pomoci G-proteinu podébrjako u A cesty
(viz kap. 1.1.3.1). Aktivuje se vSakimi fosfolipdza C (C-calcium), kter&épi inositolovy
fosfolipid na inositol-1, 4, 5-trifosfat (IP3) aatylglycerol (DAG). IP3 uvdluje vapenaté
ionty z endoplazmatického retikula do cytosolu,imab DAG pomaha aktivovat protein

kindzu C prostdnictvim vapenatych ioit Protein kinaza C pak aktivuje dany enzym.

1.1.3.3 Mobilizace lipida a glycida
Cilovym orgdnem adipokinetickych hormbne tukové &leso, ve kterém jsou uloZeny

energetické zasoby. Hmyz ziskdva energii v prvai& z lipida (ve forme DAG)
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a z glykogenu ve fortntrehalézy. Pouzeékteri brouci a zastupctadu Diptera ziskavaji
energii spalovanim prolinu na alanin (Auerswald @& 1999, Scaraffia a Wells 2003).
Mobilizace lipidi je zajiStna klasickou A cestou (viz kap. 1.1.3.1), kterdvale enzym
lipdzu. Ta &tpi triacylglyceroly (TAG) na DAG, které jsougnaseny lipoforinovymi nodgi
(komplex se nazyva HDLp — high density lipophoriBAG jsou transportovany do mista
potreby, nefastji do pracujiciho svalu, kde jsou pak jeho mastggekny S€peny beta-
oxidaci zauvoldni energie (Van der Horst a kol. 2001). Mobilizagtycidu je
zprostedkovana klasicky fes fosfolipazu C (viz kap. 1.1.3.2). Fosfolipazas@ousti
proteinkinazovou kaskadu, kter4 aktivuje glykogeosfdrylazu, jez $pi glykogen
na glukézu. Z glukézy je nasletinsyntetizovana trehal6za, kter4d je uwmlana
do hemolymfy a fepravovana k cilovym Mikam nap. svalu, kde je off preménéna

na glukozu, ktera slouzi jako zdroj energie (Gadeerswald 2003, Arrese a kol. 1999).

1.1.4 Funkce AKH

Hlavni funkci AKH je nepochylih kontrola energetického metabolizmu hmyzu. Tyto
hormony v8ak maji pleiotropnicimky a jsou zapojeny do mnoha dalSiatjiad Obecr se
chovaji jako typické stresové hormony, kdy stimukgtabolické dje (mobilizace lipid,
glycida a prolinu) (Van der Horst a kol. 2001, Vroemen @. KL998) a tim¢ini energii
dostuprjSi. Na biochemické hladin AKH aktivuji adenylat cyklazu a lipazu
(Spencer a Candy 1976), fosfolipazu C (Vroenen & #&897), glykogen fosforylazu
(Van Marrewijk a kol. 1980), dale aktivuji antiosighi mechanizmy (Kodrik a kol. 2007,
Bedn&ova a kol. 2013), zvysuji kapacitu lipoproteinovymienaseén (Kanost a kol. 1990),
inhibuji syntézu RNA (Kodrik a Goldsworthy 1995Yoteini (Carlisle a Loughton 1979)
a lipidi (Gokuldas a kol. 1988). Na fyziologické urovni AKstimuluji srdéni ¢innost
(Scarborough a kol. 1984, Noyes a kol. 1995), zjiy&talovy tonus (O' Shea a kol. 1984),
stimuluji imunitni odpowd’ (Goldsworthy a kol. 2002, 2003), pohyb (Pener & k897,
Socha a kol. 1999) a inhibuji vyvoj v&§a (Lorenz 2003). Dokazi tak#édit chovani
octomilky vyvolané hladasnim (Lee a Park 2004). Z futkiho hlediska jsou AKH
podobné glukagonu, ktery je produkovan Langerhaisowostifivky pankreatu obratlovc
Funkci glukagonu je zvySovani koncentrace glukézyw za kEznych fyziologickych

i stresovych podminek (Jones a kol. 2012). Konthtdaliny cukfi v hmyzi hemolym§ neni
tak pesna a hmyz ffe tolerovat ¥Si vykyvy koncentraci échto metabolii
(Chapman 1998).



1.2 Adenosin

1.2.1 Obecna charakteristika a zakladni funkce adenosinu

Adenosin (Ado) pa&t mezi purinové nukleosidy, které jsou zakladnizktu nukleovych
kyselin. Adenosin je ifitomen ve vSech Zivych organizmech. Je slozen miadea ribozy
aje hlavni slozkou AMP. Ado je Kbvy buréény metabolit, ktery fyziologickytidi
homeostazu kysliku, energie, nervové funkce, mditabas tuku i glycid a imunitni reakce
(Jacobson a Gao 2009). Ado signalizace je takéjeapalo dznych patologickych stdv
jako jsou neurologicka, kardiovaskularni a &fwa onemocsni (Trincavelli a kol. 2010).
Uvolnéni Ado vyZzaduje nukleosidovy membranovy transpdéacobson a Gao 2009). Ado je
souwdsti mnoha metabolickych drah, které jsatitopnny uvnit (intracelularg) i vné
(extracelulars) buiky (Fredholm 2010). i fizeni fyziologickych procésnag. v mozku

a srdci Ado snizuje aktivituéthto tkani (nap snizenim srdmiho rytmu, vazodilataci).
Hraje také dlezitou roli jako extracelularni posel, obzvist mozku, ktery exprimuje
vysokou koncentraci adenosinovych recept@doR), kde je Ado zapojeny do normalnich,
ale i patologickych stav mozku (nap regulace spanku, probuzeni, neuroprotekce,
epilepsie). Antagonistou AdoR, ktery aktivitoufigpmina adenosin, je kofein
(Ferdholm a kol. 1999). Doba ugobeni Ado je velmi kratkd (1-10 sekund)
(Jacobson a Gao 2009). Uloha Ado jako signaini kubje je v mnoha fipadech

k nerozeznani od hormdn Proto je #kdy nazyvan jako stresovym hormonem
(Hasko a kol. 2002). Za normalnich podminek je lkmtice Ado v bitkach a tkanich
vrozmezi od 20 do 200 nM afipstresujici udalosti se iwe zvysSit az na mikromoly
(Ferdholm 2010, Kéerova a kol. 2012).

1.2.2 Tvorba a¥izeni hladiny adenosinu

Za normalnich podminek je adenosin B nepetrzii intracelularg stejre jako
extracelulara. Produkce intracelularniho Ado je zpiestkovana rozpadem extracelularnich
adeninovych nukleotid (ATP—Ado). Tato reakce je zprdstkovana intracelularni
5"-nukleotidasou, ktera defosforyluie AMP nebo SAEB-adenosyl-homocysteine)
hydrolyzou. Ado syntetizovany intracelulérje transportovan do extracelularniho prostoru
usnadgnou difazi, ktera &inn¢ vyrovnava hladinu intracelularnino a extraceluildonAdo

prostednictvim specifickych obousimych transportér V nékterych tkanich je



nukleosidovy transport protain schopny udrzet vysokou koncentraci Ado proti
koncentrgnimu gradientu. KdyZ je koncentrace Ado v extraéehim prostoru vysoka, Ado
je transportovan do bgk prostednictvim transportér Poté dojde k fosforylaci na AMP
pomoci adenosinkindzy nebo k degradaci na inosgstednictvim adenosindeaminazy.
Jinym zdrojem extracelularniho Ado je cAMP, kteryize byt uvolgn z neurod

a preménén extracelularni fosfodiesterazou na AMP a poiSin 5 -nukleotidasou
(ecto-5"-nukleotidase) na adenosin. Hladina Ado ozka je vySSi &hem bdni
nez ve spanku. Hladina Ado se zvysSi stonasoldivem oxidativniho stresu a ischemii.
Jakmile hladina intracelularnich adeninovych nutitio klesne, nésledkem nadmé
spoteby energie intracelularni hladina Ado prudce v&oRi ischémii nebo hypoxii dojde

k poklesu intracelularniho ATP, ktery je doprovazdmomad@d’ovanim 5 -AMP a nasledn
Ado. Nukleosid je nasledriransportovan do extracelularniho prostoru peastictvim vyse
uvedenych transportiér KdyZz je hladina intracelularnino Ado vysoka, Agednoduse
difunduje ven z burk. Pri tomto mechanismu dochazi kimému uvolgni intracelularniho
ATP, ktery je extracelulagnpremenén ATPazou (ecto-ATPase) a ATP difosfohydrolazou
(ecto-ATP-diphospho hydrolase= ecto apyrase) na AMRIP je defosporylovan

5 -nukleotidadzou (ecto-5"-nucleatidase) na AdedRolm a kol. 2001).



1.2.3 Adenosinové receptory

Ado receptory jsou rozteny do ctyi skupin (Tab. 1). P#t mezi receptory spzené
s G proteinem a jsou zapojeny do dzmych transduknich  mechaniziin
(Fredholm a kol. 2001). Receptory A2A a A2B aktivujadenylatcyklazu. Al
a A3 adenylatcyklazu inhybuji (Fredholm 1994).

Tab. 1. Prehled a funkce Ado recepftor

Receptor| G protein Mechanismus pisobeni

Inhibuje adenylatcyklazu
Aktivuje GIRKs

Inhibuje C&* kanaly
Aktivuje PLC

Al GaGg

Aktivuje adenylatcyklazu,
A2A Gsa Gy |Inhibuje C&" kanaly
Aktivuje C&* kanaly (?)

Aktivuje adenylatcyklazu
Aktivuje PLC
Aktivuje PLC
A3 Gisa G Inhibuje Adenylatcyklazu
Zvysuje intracelularni Ca

A2B Gs

Wsvétlivky: PLC - fosfolipaza C, GIRKs — draselné kanaly oal@él G-proteinem



1.3 Zapojeni AKH a adenosinu do metabolismu glycid

Metabolismus glycid ma u hmyzu, tak jako i u jinych Zziwighi, zasadni postaveni
v celkovém energetickém metabolismu. Na jélzeni se podilfada faktot — dilezitou roli
hraji také adipokinetické hormony a adenosin. UlétiéH v tomto procesu je popsana
v kap. 1.1.3.3, adenosin prayddobré ovliviiuje metabolismus glyciddvéma moznymi
mechanismy (Obr. 1):¥ps adenosinovy receptor (AdoR) & adenosinové transportéry.
Je zejmé, Ze jak AKH, tak i adenosinova signalizace Aiyaji podobné mechanismy
— jejich receptory jsou spojené s Gs a Gq protaingjich signalni reakce zvysuji hladiny
cAMP a vedou k uvalovani vapniku. Je moznée, Ze AdoR by mohl sloukih @alSi receptor
pro AKH vjeho aktivaci glykonenolytickych prodesv buikach tukového &esa
(Zuberova a kol. 2010). Déale bylo zjigb, 7e AdoR je uD. melanogaster exprimovan
v kruhové Zlaze, kde se nachazi takékyuprodukujici AKH, nicméa piima zastupitelnost

obou faktot je dosud neznama (Zuberova a kol. 2010).

STRESS ?

extracellular
l adenosine

AKH
’ l AdoR t
AE?—R ADGF-A . o reiiyljr
- ENT r =
\\H/ / sl T:\lrx—) L‘ Gs/Gq ] N\
/AMP —  PETE e l ST
) AMPK GLYCOGEN AMP PhK
2| 1L }
GLYCOGEN GLYCOGEN
SYNTHASE PHOSPHORYLASE
\ GLUCOSE ‘
! FAT BODY /
\\ - ? m "/j//
1 \//
glucose = HEMOLYMPH
/j\
FOOD

Obr. 1. Model pisobeni extracelularniho adenosinu na metabolisukrs.c
(Zuberova a kol. 2010)

Wsvétlivky: ADGF-A — adenosi deaminazovyistovy faktor A, Ador — adenosinovy
receptor, AKH- adipokineticky hormon, AMP — adempsionofosfat, AMPK — aktivovana
AMP proteinkinaza, @G, — G proteinové receptoryrigruzené k AdoR a AKH receptoru
zaprodukci cAMP (@ nebo aktivovana fosfolipAza C uialici C& (G,
NT — nukleosidovy transport, PhK - fosforylaza-kina



2 CILE PRACE

- Ur¢it hladinu zékladnich Zivin u imag musky. melanogaster s poruchami produkce

AKH a poruchami receptoru pro adenosin.
- Posoudit dinek aplikace Drome-AKH na dané mouchy.

- Pokusit se zjistit, zda meziiakem adenosinu a AKH na hladinu Zivin existugjaké

vztahy.

Téma prace je sdasti projektu, ktery studuje Ulohy a vlastnostipa#tinetickych hormoin
v hmyzim ¢€le a jejich gipadné interakce s adenosinem. ProtoZze tyto faktontroluji
Zivotne dulezité procesy, je hlavnim cilem projektu tyto meg dobe poznat a pochopit
a @imo nebo neffmo je ovliviovat. Takové poznatky mohou bytkdy v budoucnosti
prakticky pouZzitelné nagklad v zengdélstvi, kde mohou fispét ke kontrole populaci
Skodlivych druli hmyzu.



3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Studovany modelovy organizmus

Octomilka obecnéDrosophila melanogaster)

Octomilky chované v naSi laboréitgochazeji z komeéné dostupnych linii z Drosophila
centra (Bloomington, Indiana, USA), nebo bylyippaveny Dr. Romanem Sidorovem
a Dr. Michalem Zurovcem z Entomologického Ustavuol@jického centra AV CR
v Ceskych Budjovicich. Octomilky byly od vajika po dosplce chovany ve sklemych
zkumavkach na specialni potéariprava potravy viz Rloha. Zkumavky s mouchami byly
uchovavany v termostatecti peplot 25 °C a fotoperio#l 12:12. Zivotni cyklus octomilky
(vajicko — prvni instar — druhy instar +eti instar — kukla — imago) trvafiplizne
10 aZ 14 dni a v jedné zkumavce se jich mohou dretwaky. Pokusy byly provédy pouze
na samcich, zidvodi eliminace pipadnych komplikaci souvisejicich s ovarialnim eykl

samic (3 dny po vylihnuti).

Na pokusy byly pouzity tyto linie much: White, AKékficientni (AKH-def), Rescue-AKH
(R-AKH) sobnovou AKH produkci, AdoR-deficientni ¢aR-def), AdoR-Exelixis-
deficientni (ExAdoR-def):

1) MouchaWhite, (Bloomington # 1118) slouZila jako kontrola katstim liniim much,
které byly pouzivany v pokusech.

2) Moucha AKH-deficientni AKH-def) s mutaci genu pro syntézu adipokinetického
hormonu na lll. chromozomu. Zéaraohé linie AKH-def mouchy byla fipravena
cilenou mutaci tohoto genu prisminictvim TALEN (Transcription Aktivator-Like
Effector Nuclease) metody. Vysledny genotyp mousKkyi-def je w; +; AKH-def /

w; +; AKH-def (Sajwan a kol. 2015).

3) Moucha Rescue-AKH, zachrémy AKH-def, (R-AKH) byla vykizend z AKH-def
mouchy, u které byla navic na Il. chromozomu namazektotopicka exprese genu
AKH (AKH-overexprese). Vysledny genotyp mouchy byl UAS - AKH'= w";
AKH-def / w; act — G4= W, AKH-def.

4) Moucha Adenosin Receptor-deficientAidpR-def) s mutaci v genu pro adenosinovy

receptor na Ill. chromozomu. Vysledny genotyp maguicil w; + ; AdoR-def / w; +;



AdoR-def. Moucha byla ffpravena homologni rekombinaci (DoleZzalova a kol.
2007).

5) Moucha  Exelixis-AdoR-deficientni ExAdoR-def)  nesla mutaci v genu
pro adenosinovy receptor na lll. chromozomu, kbsfa gripravena jinym zfisobem
nez AdoR-def. Vysledny genotyp mouchy byl;w; ExAdoR-def (mala delece
v sekvenci adenosinového receptofuy”; +; Dj (3R) ExAdoR-def (velka delece

v sekvenci adenosinového receptoru).

3.2 P¥iprava vzorki pro méreni Zivin

Pokusné octomilky byly usmrceny mrazem v -20 °@&npseny do mikrozkumavek poté
po jedné zvazeny na analytickych vahach (Explotdraus, max — 62 g, d — 0,01 mg)
a v mikrozkumavkach uloZzeny v -20 °C na dalSi zpvaai. Pokud to bylo mozné, byly

vzorky po celou dobu manipulace uchovavany na ledu.

3.3 Aplikace roztoku hormonu Drome-AKH

V nekterych pokusech byly pokusné mouchy é&ey syntetickym AKH D. melanogaster,
Drome-AKH (viz kap. 1.1). Pro aplikaci hormonu byijouchy znehybiny chladem

a jednotliv preneseny do mikrozkumavek, zvazeny (viz kap. 3.ppt kratce porieny
do roztoku Drome-AKH v 20% roztoku metanolu v Rirg€ roztoku o koncentraci
3 pmol/ul - giprava viz Riloha. Kontrolni mouchy byly naniény pouze v 20% roztoku
metanolu v Ringeravroztoku (= kontrolni roztok) —fprava viz Riloha. Poté byly mouchy
lehce osuSeny a #dvhodiny ponechany gsobeni hormonu. Po uplynuti této doby byly
usmrceny mrazem a uschovary{0 °C pro dalSi pouziti.

3.4 Extrakce zivin

3.4.1 Extrakce proteini

Kazda moucha byla individudlrechomogenizovana jehlovym sonikatorem (ULTRASONIC
HOMOGENIZER 4710 series) ve 250 ul 0,2 M Tris-HQufqo, pH 7,8 — piprava
viz Priloha. Homogenat byl sten (10 000 g, 4 °C, 3 minuty v centrifuze HettidBA&12 R)

a bylo odebrano 50 pl supernatantu na stanovendderozpustnych bilkovin. Zbyly pelet
byl dale extrahovan ve 100 pl 1 % tritonu v 0,2MsTHCI pufru (pH 7,8). Pro stanoveni
ve vo& nerozpustnych bilkovin bylo pouzito 50 pl taktoskeného supernatantu
(Stoscheck 1990).
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3.4.2 Extrakce celkovych glycidi a trehal6zy

Kazda moucha byla individualrehomogenizovana jehlovym sonikatorem ve 100 pl 70%
etanolu a poté byl vzorek s&n (10 000 g, 4 °C, 3 minuty). Supernatant bigngsen

do jiné mikrozkumavky a zbyly pelet znovu extrahovastejnym zpsobem.
Oba supernatanty byly spojeny a otipey ve vakuové centrifuze (Speed Vac Jouan RC
10.22). Zbyly pelet byl pouZzit pro extrakci na staeni glykogenu (Carol a kol. 1956).

3.4.3 Extrakce glykogenu

Sedimenty po extrakci glyaid byly znova homogenizovany jehlovym sonikatorem ve
100 pl, 0,1 M Tris-HCI, pH 7,8 -ffprava viz Riloha. Vzorky byly poté st@ny (10 000 g,
4 °C, 3 minuty) a extrakce byla zopakovanaggétinou; nakonec byly oba supernatanty
spojeny a odgany ve vakuové centrifuze (Speed Vac Jouan RC 1((#su a kol. 1992).

3.4.4 Extrakce celkovych lipidi

K extrakci pro stanoveni celkovych ligid byla ot kazda moucha jednothv
zhomogenizovana jehlovym sonikatorem, v 150 pdssrohloroform: metanol, 2 : 1 (Folch a
kol. 1957, Kogal a Simek 1998). Vzorek byl pak &em (10 000 g, 4 °C, 3 minuty) a
supernatant odebran. Extrakce byla zopakovan&jgditou a oba supernatanty byly spojeny

a odpa&eny ve vakuové centrifuze (Speed Vac Jouan RC 10.22
3.5 Stanoveni zakladnich Zivin

3.5.1 Stanoveni proteini BCA metodou

Princip metody spfiva v tom, Ze bicinchoninova kyselina (BCA) tivov alkalickém
prostedi komplex s Ctf za vzniku nachového zbarveni. ‘Cipnty, které jsou s proteinem
vazany peptidickou vazbou, se v alkalickém pemdit redukuji na gdné. Sytost barevného

produktu je pimo unerna koncentraci protein(Stoscheck 1990).

Ke stanoveni obsahu protéinve vzorcich byl pouzit kit firmy Sigma-Aldrich.
Do pripravenych vzork (viz kap. 3.4.1) na stanoveni rozpustnych (H0a nerozpustnych
proteini (50 ul) byl ptfidan 1 ml rea&nihoinidla, které bylo fipraveno smichanim roztoku
BCA a 4% CuSQ@v pontru 50: 1. Poté byly vzorky promichany (Vortdkixer — Labnet
international Inc.) a inkubovanyblokovém termostatu (60 °C, 30 minut, Block He&8H
130 D). Po zaidti byly vzorky ochlazeny a ekvivalent 200 pl byugit na stanoveni
proteini. Absorbance vzork byla métena na mikrotitréni destéce na ELISA étecce
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pii 562 nm (ELISAdtecka Spectra Max 340 PC, Molecular Devices, USA). stemoveni
faktického obsahu proteainbyla spolu se vzorky vZdyfipravena série BSA (Bovine serum
albumin, Sigma-Aldrich) standakdo #chto davkach: 0,5 ug; 2 pg; 8 pg; 18 ug; 50 ug.
Tyto standardy o objemu 50 pl byly pouzity na vi@stanoveni (Stoscheck 1990).

3.5.2 Stanoveni celkovych glycid

Metoda stanovuje celkové glycidy - redukujici iestukujici. Cukerné sl@eniny ve vzorku
se po zaiati s kyselinou sirovou hydrolyzuji a nasled® dehydratuji za vzniku furfuralu.
Furfural reaguje s anthronem za vzniku barevnéssiuiny (Laurentin a Edwards 2003).

Odpaeny vzorek (viz kap. 3.4.2) byl rozpastv 80 pl destilované vody a na stanoveni
celkovych glycidi byl pouzit 40 ul ekvivalent. Do vzorku byldgigano 230 pl anthronového
¢inidla - priprava viz Riloha. Spolu se vzorky bylfpraven standard glukézy @chto
davkach: 1,6 ug; 3,6 ug; 7,2 ug; 14,4 ug; 28,851¢6 ug a slepy vzorek destilovana voda.
Poté byl vzorek promichan (Vortdfixer — Labnet international Inc.) a pdea v blokovém
termostatu (100 °C, 8 minut). Pdeay vzorek byl ochlazen a ekvivalent 200 ul byl zibu
na vlastni meni. Absorbance vzoikspolu se standardem bylagimna na mikrotitréni
destéce na ELISAtecce @i 620 nm na ELISAtecce. (Carol a kol. 1956).

3.5.3 Stanoveni glykogenu

Metoda spoiva ve vylouhovani zivsSnych tkani v horkém roztoku KOH, nasledném
pusobeni etanolu, ip kterém dojde k vysradZzeni glykogenu. \Wsrazenykggen je
hydrolyzovan NgSQ,. Vysledny hydrolyzat je jako redukujici cukr stanoveomoci
anthronovéhginidla (Seifter a kol. 1950).

Odpaeny vzorek (viz kap. 3.4.3) byl rozpastv 20 pl destilované vody. Poté bylo
do vzorku pidano 130 ul 30% KOH a byl poken v blokovém termostatu (100 °C,
15 minut). Nasledh byl vzorek promichan na vortexu a ochlazen. Poestiov cenrifuze
(14 000 g, 4 °C, 15 minut) byl ze vzorku odebranBGkvivalent supernatantu do nové
mikrozkumavky a k #mu gidano 25 pl 10% N&O,. Poté byl vzorek znovu promichéan
na vortexu a smichan se 150 pl 95% etanolu. Péndg@ifomichani byl vzorek ponechan na
ledu 30 minut za dalSiho &dsného promichani. Nasledovala centrifugace (10g0@0°C,
20 minut) a odstrami supernatantu; sediment byl pak rozmichan ve [1l000% etanolu
a znovu stéen (10 000 g, 4 °C, 20 minut). Po odstm@insupernatantu byl zbyly pelet
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rozpusén v 80 pl destilované vody &ehoz bylo 40 ul odebrdno na stanoveni glykogenu
pomoci anthronovéhginidla (viz kap. 3.5.2) (Ohtsu a kol. 1992).

3.5.4 Stanoveni trehal6zy

Trehaléza je neredukujici disacharid, ktery je ¢gpu transportni formou glyaidu hmyzu.
Stanoveni trehalozy bylo prow&tb pomoci Trehalose assay kit (Megazyme) podle chavo
piilozeného k tomuto kitu a podle Isabel a kol. (20@dpaeny vzorek (viz kap. 3.4.2) byl
rozpusén v 10 pl destilované vody. Poté bylo do vzorkid@no 10 ul readniho ¢inidla 2

— piéiprava viz Riloha, smds promichana na vortexu a tafa v blokovém termostatu (40 °C,
30 minut). Po ochlazeni bylo do vzorkiidano 25 ul reakniho ¢inidla 3 — giprava
viz Ptiloha a po promichani nasledovala inkubace&ssmpo dobu 5 minut ip pokojove
teplo€. V dalSim kroku bylo do vzorkufgldno 10 pl 2M imidazolového pufru, pH 7,0,
po promichani odebrano 27,5 pl do nové zkumavkyidapo 12,5 pl destilované vody.
Trehal6za ve vzorku byla stanovena pomoci anthré@nmoinidla (viz kap. 3.5.2). Spolu se
vzorky byly @ipraveny kontroly (kontrola 1 — glukéza 1,44 mg/mbntrola 2 — trehal6za
7,2 mg/ml, kontrola 3 — glukéza, trehal6za, 1:1er& slouzily jako dkaz spravného
odstrarni redukujicich cukr pii zpracovani vzonk

3.5.5 Stanoveni lipidi sulfo — fosfovanilinovy test

Podminkou pro tuto reakci jgippmnost dvojnych vazeb, které jsou v lipidech hmipjre
zastoupeny. Reakce probih& v koncentrované kyssliove v gkolika krocich: nenasycené
mastné kyseliny reaguji s kyselinou sirovou za kiziarbonylovych iont. Vanilin reaguje
s kyselinou fosforgnou a produkt tvid ester kyseliny fosformé. Tento ester reaguje
s karbonylovymi ionty za vniku barevného komplexZolner a Kirch 1962,
Knight a kol. 1972).

Do odpdeného vzorku (viz kap. 3.4.4) byldiggno 100 pl koncentrované kyseliny sirové
a vzorek byl povien v blokovém termostatu (100 °C, 10 minut). Polamdni byl pidan

ke vzorku 1 ml fosfovanilinovéhénidla — giprava viz Riloha. Po dkladném promichani
na vortexu byla sis 30 minut inkubovanaippokojové teplat. Spolu se vzorkem byl
obdobré pripraven standard kyseliny olejové @&chto davkach: 0,282 pg, 0,565 ug,
1,412 pg, 2,825 pg, 5,650 pg, 14,125 pg, 28,250 365500 pg, a slepy vzorek
- koncentrovana kyselina sirova. Absorbance byl&ema na mikrotitréni destéce
na ELISActecce @i 546 nm.
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3.5.6 Vysledky a jejich zpracovani

Pro vypa@et obsahu danych Zivin ze standartni¢ivdk a grafické a statistické zpracovani
byl pouzit program Prism (GraphPad Software, vergipCA, USA). Statisticky vyznamné

rozdily na 5% hladi& vyznamnosti byly vyhodnoceny préstinictvim Studentova t-testu

a pomoci testu jednocestna ANOVA s Dunnettovym -pestem. Vysledky jsou vyjdeny

jako hodnota pmeru + snérodatna odchylka. Ret meieni v jednotlivych pokusech n= 8.
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4 VYSLEDKY

4.1 Obsah zivin u pokusnych skupin intaktnich much

V prvni sérii pokusd jsem stanovila hladiny zakladnich Zivin u muchosugchami produkce
AKH a poruchami adenosinového receptoru beziesethormonem. Vysledky ukazaly,
Ze hladina rozpustnych protéiw jejich €le byla rekolinasobr vySSi nez hladina protain
nerozpustnych. V ramci rozpustnych prote{i©br. 2) dosahovala jejich hladina u mouchy
AKH-def. R-AKH a ExAdoR-def asi 1,5 nasobku hladkgntrolni skupiny White. Podobn
bylo tomu i u nerozpustnych protéin(Obr. 3), statisticky vyznamné navySeni
oproti kontrole White 1,5 a 1,8 ndsobné jsem zaamaia u R-AKH a ExXAdoR-def.
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Obr. 2. Mnozstvi rozpustnych protein(ug/mg hmotnostiéta) u tiznych skupin intaktnich
much (pimér £ SD, n= 8). Statisticky vyznamné rozdily mezugkiou White a ostatnimi

skupinami, byly vyhodnoceny pomoci jednocestné ARO3/Dunnnettovym post-testem
na 5% hladit vyznamnosti (ozngno #).
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Obr. 3. MnozZstvi nerozpustnych protéin(ug/mg hmotnosti éta) u miznych skupin
intaktnich much (pmér + SD, n= 8). Statisticky vyznamné rozdily meziugkou
White a ostatnimi  skupinami, byly vyhodnoceny pomogednocestné ANOVA
s Dunnnettovym post-testem na 5% hlgdigznamnosti (ozrgno #).

Hodnoty glycidi se u sledovanych much dramaticky neliSily (Obr. Mgzi jednotlivymi
skupinami byla pouze jedina, kterd se vyznarodliSovala od kontrolnich much White:
hladina glycidi u ExAdoR-def byla tato hladina navySena asi 1&&.kr

125+
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Glycidy - ( pg/mg)

Obr. 4. Mnozstvi celkovych glyci@l (Lg/mg hmotnostiéta) u riznych skupin intaktnich
much (pfimér + SD, n= 8). Statisticky vyznamné rozdily mezugikou White a ostatnimi

skupinami, byly vyhodnoceny pomoci jednocestné ARO3/Dunnnettovym post-testem
na 5% hladit vyznamnosti (ozngno #).
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Podstats se liSily hodnoty obsahglykogenu mezi jednotlivymi skupinami (Obr. 5). <2l
glykogenu u AKH-def a kontrolnich White much bylz&sad podobny, ale u ostatnich
much byla tato hladina statistickytazre snizena. U much R-AKH 1,9 krat, ExAdoR-def
2 krat, AdoR-def 2,8 krat ve srovnani s kontrokuignou White.

Glykogen - ( pg/mg)
= N W b~ O O
T 2P

Obr. 5. MnozZstvi glykogenu (ng/mg hmotnostld) u tiznych skupin intaktnich much
(pramér £ SD, n= 8). Statisticky vyznamné rozdily meziugikhou White a ostatnimi
skupinami, byly vyhodnoceny pomoci jednocestné AROY/Dunnnettovym post-testem
na 5% hladiy vyznamnosti (ozngeno #).

Zajimavy vysledek fineslo srovnani obsaéHipida mezi jednotlivymi pokusnymi skupinami
much (Obr. 6). Hladina lipitlu AKH def much byla aZz 2 krat niZSi nez u kontfrakupiny

White a u vSech ostatnich skupin much.
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Obr. 6. Mnozstvi lipidi (ug/mg hmotnosti éta) u mznych skupin intaktnich much
(pramér £ SD, n= 8). Statisticky vyznamné rozdily meziugkou White a ostatnimi
skupinami, byly vyhodnoceny pomoci jednocestné ARO3/Dunnnettovym post-testem
na 5% hladit vyznamnosti (ozrigno #).

4.2 Obsah zivin u pokusnych much os&enych Drome-AKH

V dalSi sérii pokus jsem se pokusila zhodnotit vliv aplikace Drome-AKid stav Zivin

u much jednotlivych pokusnych skupin. Té&hu vSech studovanych skupin se prokéazal
jasny vliv AKH na zvySeni obsahu celkovych glyci{Obr. 7). Vyjimku tvdily R-AKH
mouchy, u kterych jsem nezaznamenala Zadnainam obsahu glycitl respektive hladina
zustala velmi nizka i po aplikaci Drome-AKH. U ostitm skupin much byl obsah glyéid
statisticky vyznam& navysSen. Tento jev se tykad kontrolnich much Whii& krat,

u AKH-def 2,4 krat, u ExAdoR-def 1,8 krat a AdoRfFd&e1 krat. Srovnani hladiny glyaid
mezi jednotlivymi skupinami much po hormonalnim té&Sei dale ukazalo (jednocestna
ANOVA), Ze tato hladina je vyznamrvyssi u AKH-def (1,8 krat) a vyznammizsi u R-
AKH (4,1 krat) much ve srovnani s Drome-AKH dgetymi kontrolami White. OSgni
kontrolnim roztokem ve stejném testu ukazalo vyamammozdily u R-AKH (2,9krat)
a AdoR-def (1,7 krat), kdy doslo ke sniZzeni hladihycida (opst ve srovnani s kontrolnim
roztokem oséenymi kontrolami White).
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Obr. 7. Mnozstvi glycidi (ug/mg hmotnosti¢éta) u riznych skupin much o&enych

Drome-AKH a 20% roztokem metanolu v Ringefovoztoku (= kontrolni roztok)
(pramér £ SD; n= 8). Statisticky vyznamné rozdily na 5%dw¢ vyznamnosti mezi
hormonald oSetenymi jedinci a fsluSnymi kontrolami oSgtnymi 20% roztokem
metanolu v Ringerayroztoku (= kontrolni roztok) byly vyhodnoceny pochd&studentova
t-testu ajsou ozwkany hwzdickou; statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin
vyznamnosti mezi geneticky manipulovanymi skupinaii kontrolou White byly
vyhodnoceny pomoci testu jednocestna ANOVA s Duomgin post testem a jsou
pro hormonaly oSetené skupiny kokkem a pro skupiny o3&né kontrolnim roztokem
ozna&enyétvereekem.

Oproti vysledkim s celkovymi glycidy nebyly vysledky hladiny trébay tak jednoznéné.
Hladiny trehalozy byly podstatmizSi a pouze uit sledovanych skupin jsem zaznamenala
zietelnou zminu po aplikaci hormonu, u AKH-def (1,2 krat) a uARH (1,4 krat) much
snizeni, a AdoR-def (1,2 krat) much naopak mirné®eni (Obr. 8). ANOVA testy, které
srovnavaly kontrolni mouchy White s ostatnimi ska#pni po oSéeni hormonem resp.
kontrolnim roztokem, prokazaly pouze nasledn&mym Drome-AKH oSeeni — zvySeni

u AKH-def (1,5 krat) a snizeni u R-AKH (1,6 krat)a oSeteni kontrolnim roztokem

—zvySeni (1,6 krat) u AKH-def skupiny.
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Obr. 8. Mnozstvi trehalozy (ug /mg hmotnoséla) u tiznych skupin much o&enych

Drome-AKH a 20% roztokem metanolu v Ringefovoztoku (= kontrolni roztok)
(pramér = SD; n= 8). Statisticky vyznamné rozdily na 5%adi¢ vyznamnosti

mezi hormondlé oSetenymi jedinci a fislusnymi kontrolami oS&tnymi 20% roztokem
metanolu v Ringerayroztoku (= kontrolni roztok) byly vyhodnoceny pochdstudentova
t-testu a jsou ozreny hwzdickou; statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin
vyznamnosti mezi geneticky manipulovanymi skupinaii kontrolou White byly
vyhodnoceny pomoci testu jednocestna ANOVA s Duomgin post testem a jsou
pro hormonald oSetené skupiny kokkem a pro skupiny oSené kontrolnim roztokem
ozna&enyctvergtkem.

Sledovani zrén v obsahu lipid v téle sledovanych skupin much (Obr. 9) také imegslo
dramatické vysledky. Drome-AKH ogehi vyznama snizovalo (1,4 krat) hladinu lipid
u kontrolnich much White a vyznamrevySovalo (2 krat) hladinu u ExAdor-def much.
ANOVA test prokazal vyznamné zvysSeni hladiny lipid R-AKH (1,7 krat), ExAdoR-def
(2 krat) a AdoR-def (1,4 krat) much po jejich @éaf Drome-AKH ve srovnani s White;
u much o8é¢enych kontrolnim roztokem jsem zaznamenala vyznasni&eni hladiny lipitl

(1,3 krat) pouze u ExAdor-def much.
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Obr. 9. MnoZstvi lipici (ug/mg hmotnosti éta) u riznych skupin much o&enych

Drome-AKH a 20% roztokem metanolu v Ringefovoztoku (= kontrolni roztok)
(pramér += SD; n= 8). Statisticky vyznamné rozdily na 5%adin¢ vyznamnosti

mezi hormonalé oSetenymi jedinci a gislusnymi kontrolami oS&gnymi 20% roztokem
metanolu v Ringera¥/roztoku (= kontrolni roztok) byly vyhodnoceny pochd&tudentova
t-testu a jsou ozwreany hwzdickou; statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin
vyznamnosti mezi geneticky manipulovanymi skupinami kontrolou White byly
vyhodnoceny pomoci testu jednocestna ANOVA s Duomgin post testem a jsou
pro hormonalt oSetené skupiny kokkem a pro skupiny o3&né kontrolnim roztokem
ozna&enyctvergtkem.
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5 DISKUZE
Analyza Zivin u studovanych intaktnich skupin muobginesla jednoznmé vysledky.

Jak se dalo @ekavat, zji&né kolisani hladin bilkovin igjm¢ odrdZzi momentalni stav
u danych skupin a nezda se, Ze by pouZzité genatigk@pulace jejich hladinu jednozime
ovliviiovaly. To plati i pro hladinu lipi ktera byla s vyjimkou skupiny s obnovenou
produkci AKH (R-AKH) na stejné urovni; hladiny Ziviu €chto much neodpovidaly
ocekavani, dvody jsou diskutovany nize. Jistou zakonitost laeqvovat u much AdoR-def,
s mutaci v genu pro adenosinovy receptor, u kteda$lo k poklesu obsahu glykogenu,
coz casténe odpovida zjidini Zuberové a kol. (2010), které ukazuje, Ze adenpssahuje
do metabolismu cukr JaskjSi vysledky vyplynuly z pokus ve kterych jsem pokusné
mouchy oSdtla davkou Drome-AKH. Ty pedevSim potvrdily fakt, Zze glycidy jsou
uD. melanogaster hlavnim zdrojem energie (Nassel a Winther, 2010)}yci@y jsou
ukladdany v tukovém étese ve formy glykogenu, ktery mize byt odbouravan ipact
potteby az na trehalézu, ktera je transportovana hemfoly do mista péeby
(Reyes-Dela Torre a kol. 2012). Tato mobilizace regulovana celou kaskadou
enzymatickych reakci spoégfch navazanim AKH na receptor (Gade a Auerswala320
Arrese a kol. 1999). V souladu s timto mé vysledkgizaly, Ze u octomilky aplikace AKH
vedla ke zvySeni hladiny celkovych glygid t¢le mouchy (Obr. 7). K takovémuto ri&tu
hladiny cukfi doslo u vSech skupin much krénR-AKH. Hladina cuké u R-AKH
je v porovnani s ostatnimi skupinamikolikanasobg nizSi a nedoSlo k Zadnému astu
jen €Zko pimo vyswitlit. Je vSak mozné, Ze jeho podstata cdpp v komplikovaném
genetickém pozadi: mouchy R-AKH byly ziskany dal&ifienim AKH-def mutanta a byla
u nich navozena ektopickd overexprese AKH (detaitySajwan a kol., 2015). Tento fakt
nabizi moznost, Ze hly téla reaguji na nadprodukci AKH kontraprodukivrPodobny
fenomén byl pozorovan u rumice pospolngP. apterus) (Kodrik a kol. 2000) a ploStice
bavinikové Dysdercus cingulatus) (Socha a kol. 2004), u kterycRinek aplikace AKH
na mobilizaci lipidi kles& po pekradeni optimalni davky hormonu. CGriging ne&innosti
AKH pfi vysSich davkach Ize jen spekulovat: v Uvahipgda nap omezeni funkce
recepto, inaktivace hormonu nebo jiné negativniém@ vazby. Zajimavy je fakt,
Ze u AKH-def much byl glykemicky nast po aplikaci AKH nejvyrazijsi. To bylo Zejme
zpisobeno nefitomnosti viastniho furkiho AKH a tedy zvySenou citlivosti k jeho
exogenni aplikaci. U much s poruchou adenosinovéhbeptoru ExAdoR-def i AdoR-def,
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jsem zaznamenala podobnyginek. Jak jiz bylo uvedeno, jisty vliv Ado na mebiibmus
cukri byl popsan v praci Zuberové a kol. (2010), kdy ctomilky s mutaci v genu
pro adenosin deaminazovistovy faktor A (ADGF-A), ktery vede ke zvySeni hiayl Ado,
dochéazelo k hyperglykémii v hemoly#fTento efekt byl uskut#ovan Ado signalizaciips
Ado receptor. Podobnostiaka Ado a AKH hormod, jako antagonist insulinu, byla
nalezena i u sa&ho glukagonu. Sav¥ glukagon mobilizuje energetické zasoby &sini
se i regulaci hladiny glukézy v krviAmerican Diabetes Association 2010avzdory
ocekavani, hladiny trehal6zy, hlavniho transportnéukru u hmyzu, neodrazeji vztahy
ziskané ze stanoveni celkovych dukProt tomu tak je, Ize jen spekulovat. Faktem je,
Ze trehal6za jako transportni cukr se nachd&edgvsim v hemolyndf Stanovenim hladin
jak trehalozy, tak celkovych cukiv celych €lech much (a tedy i v Wikach) mohlo dojit

k urcitému zkresleni vysledk které tak jiz pesré nepostihovaly podil naipdpokladané
mobilizaci cukfi po hormonalnim oSigni. Vliv pasobeni AKH na hladinu trehalézy tedy
nebyl jednoznény, ale hladina trehalézy u AKH-def much bylakazre vySSi nez u kontrol
(Obr. 7) a to i bez hormonalniho zasahu. To jecopavysledek nez uvadi ve své praci
Sajwan a kol. (2015) - auiozde prokazali, Zze obsah trehalézy u AKH-def myeh
statisticky vyznama& nizSi oproti kontrolam. Musime vSak vzit v Uvabea,v této praci byla
hladina trehaldézy stanovovana v hemolynidirev tetiho instaru. Dale neni vyl®deno,
Ze reakce uvdbvani a spdeby glycidi za gitomnosti nebo absence AKH se mohou liSit
ularev a imag. Navic je znamo, Ze hladina glycidetns trehaldzy se ®ni i mezi

larvalnimi instary (Zuberové a kol. 2010).

Méreni hladiny lipidi po aplikaci AKH neukazalo zadné dramatické ¢agp
coz potvrzuje, Ze hlavnim energetickym zdrojem uomdilky jsou glycidy. Nicmés,
spalovani lipid jako hlavni energeticky substrat a jeho stimulpigs AKH jsou u hmyzu
bézné. Hyperlipemicky efekt exogehipodavaného AKH byl prokazan u satarsthovavé
(L. migratoria) (Goldsworthy 1983), rugmice pospolnéR apterus) (Kodrik a kol. 2000,
2002), plostice bavinikovéD( cingulatus) (Socha a kol. 2004) a dalSich diuhmyzu,
u kterych je aktivace lipidl preferovana metabolickd drdha. K mobilizaci lipjd zapotebi
stimulace hormonem AKHips AKH receptor, ktery spusti kaskadu enzymatickygakci
vedoucich k gemené triacylglyceroti (TAG) na diacylglyceroly (DAG) — hlavni transpairtn
formu tuki, které jsou pak fiemis’ovany do mista spimby v zavislosti na pozZzadavcich
organismu (Van der Horst a kol. 2001).
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Je zejmé, Ze pro hmyzi energeticky metabolismus jsolezité pgedevSim cukry
a tuky. Pouze &kteti brouci a zastupdadu Diptera ziskavaji energii spalovanim prolinu
na alanin (Auerswald a Gade 1999, Gade a Auers@@, Scaraffia a Wells 2003). Prolin
je vyrakEn z alaninu a z acetyl-CoA. Acetyl-CoA j€4my energeticky substrat pochazejici
z raiznych zdroji. Vhojné mie je zisk&n beta-oxidaci mastnych kyselin z lipisbvzéasob
tukového tlesa. JelikoZ se zd4, Ze u octomilky jsou hlavnimargetickym zdrojem cukry,
proto jsem negekavala vyznam#Si zmeny v obsahu proteinv téle sledovanych much.

Coz vysledky prokazaly.

Vysledky nefeni hladiny glycid u much s deficienci produkce AKH
i adenosinového receptoru po exteraplikované davce Drome-AKH ukazaly, Ze tato
hladina se rni podob® (Obr. 7). Rozsah pokisnedovoluje udlat podrobwjsi zawry
o moznostech djaké blizsi interakce obou fakiomebo pipadného propojeni signalnich

drah. Vysledky vSak davaji zaklad pro podrgbnstudium této problematiky.
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6 ZAVER
U octomilek s ovlivenymi geny pro AKH a adenosinovy receptor byly skettoy obsahy
raznych drulié Zivin v jejich €lech a reakce much na o%eti Drome-AKH. B tom bylo

zjisténo:

- Obsah z&kladnich Zivin — protéinglycida a lipidi — u intaktnich skupin muchritis
neodrézi dopady manipulaci v genech pro AKH a asienwy receptor. Pouze
u ExAdoR-def, AdoR-def a R-AKH doslo kvyznamnémuwkiesu hladiny
glykogenu.

- Aplikace externiho Drome-AKH u vSech skupin s v§on R-AKH vyznams
zvySovala hladinu celkovych glydidcoz naznéuje jejich zasadni Ulohu pro celkovy

metabolismus.

- Vysledky s mouchami R-AKH byly nejednozime, coz pravébodobré odrazi jejich
komplikované genetické pozadi.

- Sledovani metabolismu glydcid much po hormondlnim o$ehi nazné&uje,

Ze interakce mezi AKH a adenosinovou signalizatieneylowit.
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8 PRILOHA

8.1 Priprava roztoki

Ringefiv roztok (fyziologicky roztok)
- Kvantitativre pripravit 1 litr roztoku (rozpoustlo dH0).
- 7,5 g NaCl; 0,1 g KCI; 0,2 g CagLl2H0; 0,4 g MgC} . 6H,O

Kontrolni roztok
- Kvantitativre pripravit 100 ml roztoku metanol v Ringerbroztoku.

- 20 ml metanolu, 80 ml Ringerova roztoku

Roztok Drome-AKH

- Hormon Drome-AKH o koncentraci 184,646 pmol/pdredit na roztok
o koncentraci 3 pmol/ul. Nladit kontrolnim roztokem.

Tris-HCI pufr, pH 7,8,
- Kvantitativre pripravit 1 litr roztoku, upravit pH s HCI (rozpoggto dHO).
- 0,1 M Tris-HCI pH 7,8= 1, 211g; 0,2 M Tris-HCI pH8% 2,4229g

Reakni ¢inidlo 1

(50mM NaOH)

- Kvantitativre pripravit 1 litr roztoku (rozpoustlo dH0).
- 2 g NaOH

Realkeni ¢inidlo 2

- Kvantitativne pripravit roztok z reaknihocinidla 1 a borohydratu na gebné mnoZzstvi.
- 10 mg borohydratu, 1 ml 50mM NaOH

Reakni ¢inidlo 3

- Kvantitativre pripravit 1 litr roztoku ledové kyseliny octové (raqsedlo dH,0).

- 11,6 ml ledové kyseliny octové



Anthronovécinidlo

- Kvantitativre pripravit roztok anthronu v 100 ml 72%80,.
- 150 mg anthronu, 72%,80,

Fosfovanilinové&inidlo

- Kvantitativrg pripravit 1 | roztoku fosfovanilinovéhénidla.
- 1,98 g vanilinu, kPO,

Metoda gipravy fosfovanilinovéhdinidla

- Rozpustit 1,98 g vanilinu v 668 ml kyseliny fosfemé (HiPQy), zaltat roztok
na 60 °C a poté ochladit a doplnit destilovanouoroda 1 |. Wtvéi se Zluty roztok, ktery se
necha stat v temnu a chladnu alesfpdyden.



Priprava diety pro octomilky

1) Pouzity material
- Kukuti¢éna mouka — 120 g v 1,4 | vody
- Agar—-15g
- Cukr—-75g¢g
- Instantni kvasnice 60 g
- Konzervant (10% methylparaben v etanolu) — 50 ml

2) Metoda gipravy diety
- Wpeéct zkumavky (2 hodiny ip 180 °C); vypéeka se sodbn¢ s vdenim,
kukuficnou mouku vEt v 1,2 | vody 1 hodinu b teplo& 95 °C, agar rozmichat
v 300ml vody, po hodi do rozvdené mouky fidame rozpusghy agar, cukr
a kvasnice. \me dalSi hodinu i stejné teplat, pred koncem druhé hodiny snizit
teplotu na 50 °C aflat konzervant aikladreé promichat. V tomto kroku je dieta
pfipravena na rozliti (asi 20 minutgqu koncem vi@ni je dobré vyndat vypené

zkumavky a nechat trochu zchladit. Nenalévat dogiwiplreé studenych zkumavek,
voda kondenzuje na povrchu diety. Jedna davkadidgy je cca 160 zkumavek).



8.2
ADGF-A
Ado
Ador
AdoR-def

AKH
AKH-def

AMP
AMPK
Drome-AKH

ExAdoR-def
GIRKs

GGy
NT
PhK
cc
PLC

R-AKH
White

CA
AKH/RPCH
IP3

DAG

TAG

HDLp
BCA

Pouzité zkratky
adenosin deamindzovgstovy faktor A
adenosin
adenosinovy receptor
linie Adenosin Receptor-deficientnichah

Adipokineticky hormon
linie AKH-deficientni much

adenosin monofosfat
aktivovana AMP proteinkindza
Adipokineticky hormon Drosophila melanogaster

linie Exelixis-AdoR-deficientnich much
draselné kanaly ovladané G-proteinem

G proteinoveé receptory
nukleosidovy transport
fosforyldza-kinaza
corpora cardiaca
fosfolipaza C

linie much Rescue-AKH, zachrémy AKH-def

kontrolni linie much

corpora alata

adipokinetic hormone/red pigment concatitig hormone
inositol-1, 4,5-trifosfat

diacylglycerol

triacylglycerol

high density lipophorin

bicinchoninova kyselina



