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Abstract:

This thesis deals with exploration of the effectgehistein on proteosynthetic
activity of nucleoli by observing changes in th@orphology.

The effect of genistein on the function of nucleeéis observed in hemocytes of
the experimental animabpodoptera littoralis(Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae). 4
types of hemocytes were found in the hemolymph Sof littoralis (Boisd.):
granulocytes, prohemocytes, plasmatocytes and @plgtes. The effect of genistein
on individual types and concentration of hemocydetot clear.

Genistein was applied in doses of 0,135 mg and Ongyd per larva, and
subsequently changes in morphology, number ando$iaacleoli were examined upon
8 and 24 hours. Furthermore, changes in morphadbglye hemocytes were examined,
as well as their concentration using toluidine 8taening, silver staining, Pappenheim
panoptic staining and using the Turk’s solution @ purpose of changes assessment,
the material was processed using an optical miopesand the computer software Nis
Element AR 2.30.

In the course of observation, changes in the numbeucleoli were found upon
application of genistein. The number of compactienlcand micronucleoli increased.
On the contrary, the number of ring-shaped nucldedreased.

The area of nucleoli increased upon applicationowfer dosage of genistein
(0,135 mg); however, upon action of the higher d@B64 mg), it decreased, on the
contrary. Nucleolar index values remained withatiher significant changes.

In the biomodel used, genistein evoked changeshndaa be viewed as immune

responses from the viewpoint of hematotoxicology.
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Uvod

Xenobiotika jsou chemické latky, které maji na oigeny fizné vlivy, proto je
dulezité znat mechanismy jejictgiaka.

Tyto latky je mozné testovat na bezobratlych &Sich. Jsou dva dvody pro
testovani bezpgmosti slodenin na bezobratlych: za prvé ohodnoceni xenobi&tiéra
by mohla v pirod¢ tato zvfata zabijet (pesticidy, aj.) a za druhé pouZzitiobeatlych
jako biomodel pred tim, nez budou tyto fjpodni nebo syntetické chemikélie
preklinicky testovany na savcich, nebo lidskychrdeblnicich. PestoZze se zdaji byt
savci, zejména krysy, mysi, psi, kralici a opicegnymi pro preklinické testy,
ekonomické, etické, pravni a politické aspekigdstavuji utith omezeni pro jejich
pouZiti (Berger, 2000).

Hmyz miZze pomoci se ziskavanim informaci, které mohouployttji vyuzity

pii testovani na obratlovcich (Berger et al., 2003).



1. Sowasny stav problematiky

1.1. Morfologie a aktivita jadérka

V roce 1774 bylo jadérko (nucleolus) poprvé objevé&ontanou ve st¥elném
mikroskopu (Bush a Smetana, 1970) vititlo buikach (Smetana, 2000). Nazev
nucleolus byl zaveden Valentinem (1836). DalSi iy byly ziskany diky pokroku
védy behem 19. stoleti. Nejprve byla objevena struktudgjka pozdji jeho funkce.
Nekteri cytologové z&ali se souhrnem funkci jadérek jako znaku prosboou aktivitu
s nasledujicim za@em: buiky s basofiinim jadrem jsou charakteristické dbu
proliferaci nebo produkci protginBasofilni material byl v jadércich identifikov@ako
RNA. Mnozi aut#i dlouho \fili, Ze jadérka neobsahuji DNAifRomnost DNA byla
potvrzena po pouZiti citlgSich deteknich metod. Morfologie jadérka jako velikost,
tvar a barevné vlastnosti byly pagidvyuZzity pro cytologickou diagnostiku rakoviny
(Smetana, 2000).

V jadérku probiha proteosyntéza preribosomalni Rpr&-RNA) za dasti RNA
polymerasy |, Gpravy pre-tRNA a pre-RNA. Jadérkadpikuji 80 - 90% buftné RNA
(Bush a Smetana, 1970).

Jadérko je rozsahlou népadnou strukturou nachézejie v bukach
eukaryotickych jader (Hernandez-Verdun, 2004).

Struktura, velikost a organizace zavisi na proteEze ribosorin Produkce
ribosomi pfimo souvisi se syntézou protéia morfologii jadérka. Zavisi také na typu
buiky, burgéném dleni a stupni buttného cyklu. Sati buiky obsahuji maly péet
jadérek. (Hernandez-Verdun, 2004)uamérna velikost jadérek je okolo 1 — jam,
plocha 1,4 — 8, im* a nukleolarni objem je mezi 10 — g6 .

Jadérko je jemna struktur@etelna v elektronovém mikroskopu. V transmisnim
elektronovém mikroskopu se jadérka zobrazuji jagg@nularni a fibrilarnicast
(Hernandez-Verdun, 2004; Gerbi, 1997). Granula jekalo 150 nm silnd a twd
granularnicast jadérek. Bkteré fibrily jsou velmi kontrastni a jsou nazyvaghusta

fibrilarni ¢ast”. Tato fibrilarnicast obklopujeasto fibrilarni centrum a je v uzsném



kontaktu s granularnéasti (Hernandez-Verdun, 2004). Fibrilarkést tvdi basicka
DNA a RNA. DNA je ve formd smyek rozpleteného chromatinu, ktery nese geny pro
ribosomalni RNA (rRNA) a RNA slozky ribosam Fibrilarni sloZzky jsou obzvlast
husté v oblasti jadérek, kde po&uge transkripce a jeifiomna RNA. Granula rRNA
jsou obklopena proteiny importovanymi z cytoplasduoy ribosomalnich podjednotek.
Ribosomalni podjednotky jsou exportovariépjaderné pory do cytoplasmy (Bush a
Smetana, 1970).

Sada ribosoméalnich génv buice je ozn&ovana jako oblast nukleolarniho
organizéru (the nucleolar organizer region = NORRQR obsahuje i specialni NOR
proteiny (Medina, 2001; Gerbi, 1997). Tyto obladbyly poprvé popsany
McClintockem u kukiice seté(Zea mays)v roce 1934 (Hernandez-Verdun, 2004).
Jméno NOR ma cytologickyapod a bylo vytvéeno na zékla#l nasledujiciho
poznatku. Jadérko, které neni viditelnghém mitdézy, se znovu objevi po Einém
déleni v konstantnim spojeni s jednotlivymi oblastngitych chromosoma. Jadérko je
aktivni v interfazi a rozloZzeno¢hem profaze. Bhem telofaze se objevi v mist
sekundarni konstrikce, neboli v oblasti nukleolaonbrganizatoru jako pronukleolus
(Medina, 2001). Transkripce jadérka a mechanismasskripce se ali z matéske
buinky na dcénou. Behem mitdzy je potlk&en transkripni mechanismus polymerasy |,
piestoZe je sestavena z ribosomalnichaggternandez-Verdun, 2004). & jadérek
je omezen p&em oblasti nukleolarnich organizétor Celkovy pdet oblasti
nukleolarnich organizatdrdosahuje od 0 po 12. (Bush a Smetana, 1970).

Geny rRNA jsou reprezentovanyetnych kopiich v celém genomu, a tak jsou
dulezitym vzorem opakujici se DNA, ktera nese geketicinformaci. Geny rRNA
jsou velmi rozmanité. Jejich mnozstvi zavisi nahdribuiky. Zivocisna buika mize
obsahovat stovky kopii rRNA génrostlinna aZ tisiceCetné kopie jsou seskupeny
v jednom z mnoha shlik ve kterych jsou usgadany za sebou a shluky rRNA gen
mohou byt zaloZzeny na vice nez jednom chromosoramoBé jadérko nemusi byt
vzdy spojené s jednim nukleolarnim organizatoreayxiklad lidsky genom obsahuje
bud’ pét nukleolarnich organizatbrna haploidni chromosomové sadebo deset na

diploidnich jadrech. Kazdy nukleolarni organizgmumisény blizko Sptky raznych



chromosoni. Ale namisto deseti odiénych jadérek, obsahujeitka jednotliva velka
jadérka. Ta pedstavuji nashroma&dé smyky chromatinu pro deset samostatnych
chromoson.

U kazdého z deseti chromosbretinéd syntéza rRNA, tid se desitky drobnych
viditelnych jadérek, ktera se &$uji a rychle sléuji do jednoho velkého jadérka. Tento
jev je charakteristicky pro interfazi.

Velikost a tvar jadérka souvisi s Urovni jeho akgiva mohou byt dlezitymi
ukazateli buscné malignity (Bush a Smetana, 1970; Smetana, 200%unkach
probiha syntéza protainvysokou rychlosti tak, aby bylo jadérko schopnéveit
dostaténé mnozstvi ribosotm Aktivni prirastek bugéné produkce rive byt az 10 000
ribosomi za minutu. Jadérka mohou zaujimat 20 - 25% cetdjemu jadra. Méh
aktivni buiky maji jadérka mensi. Hlavni rozdil je v mnozZgkifomnych granularnich
komponent.

V jadérku lze barvit ribonukleoproteiny, které jsauelmi zn&itelné i po
vystaveni biiky radioaktivnim prekurzém RNA (Bush a Smetana, 1970).

Dle typi lime jadérka na kompaktni, prsté#d a mikrojadérka. Tato
klasifikace odrazi jejich biosyntetickou aktiviuprolifer&ni stupé buiky . Prvni typ
je charakterizovan aktivni transkripci RNA, ktegagniZzena u prstéitych jadérek a
inhibovana u mikrojadérek (Smetana, 2000; Sme20@z5).

Kompaktni jadérka maiji celistvy vzhled. Fibrilamigranularni struktury maji
stalé rozlozeni. Kompaktni jadérka obsahuji RNAtSiha kompaktnich jadérek
obsahuje nukleonemata. Nukleonemata jsou sloZenstraktur obsahujicich RNA,
které jsou z&élenéné v amorfni matrix se snizenou elektronovou haostoV rékterych
buikach jsou granula umista v periferni¢asti jadérka, zatimco vlaknité struktury
mohou byt pozorovany v nukleonematech uémigth v centralni oblasti.V &kterych
bunkach mohou byt viaknité struktury umisé v periferni nukleonetn Kompaktni
jadérka mohou byt i bez nukleonemy, ale #us timto druhem kompaktnich jadérek je
malo.

Prstérita jadérka jsou charakterizovanatpmnosti struktur obsahujicich RNA

pouze v perifernicasti jadérka tviiciho skdapku nebo prstenec, kteracuje jeho
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vzhled. V perifernim prstenci obsahujicim ribonaideteinové struktury a zbytky
nukleonemat se mohou vyskytovat také. Centréhst prstéditych jadérek obsahuje
fibrilarni centrum. Ultrastruktura prstéitych jadérek neni u saircjeS& dokonale

popsana, nelvobyla vySetovana pouze u mensihogwe buréénych druli. Jednalo se
napiklad o rekteré krevni biiky, spermatocyty nebo oocyty.

Mezi mikrojadérky a ostatnimi typy jadérek je &mga rozdil. Poprvé popsal
piitomnost mikrojadérka Bauer roku 1935 u pakom@taronomus tetangako
.Nebennukleolen“. Tato mikrojadérka popsal ve velkéaitu, ale obvykle byla
piipojena ke déma ,makrojadérkm“ (Bush a Smetana, 1970). Transformaci jadérek
na mikrojadérka, kterd mohou vymizetegchazi fyziologické podminky terminalniho
stupré burek krevnich linii. Tuto transformackidi programovana bétind smrt.
Ultrastruktura mikrojadérek v terminalnim vyvojovétupni krevnich bufk je rizna,
ale je vyjadena ukotenim transkripce rRNA a prodes shroma#d’ovani
preribosomalnichtéstic. Mikrojadérka déale snizuji podil hustych gra@nnich casti
RNP a perinukleolarniho chromatinuékterd snizuji podil fibrilarnicasti a poet
fibrilarnich center (Medina, 2001).

Bunky byly klasifikovany do wtkolika tfid dle shody fitomnych funknich
dominantnich nukleolarnich tgpPrvni tida burk obsahuje velka jadérka &tsim i
menSim mnozZstvim nukleonemat jako dominantnimirjadé mohou také obsahovat
dalSi typy jadérek. Druh&itla burk obsahuje prstéita jadérka a rize obsahovat
mikrojadérka jako fidatny typ. Feti typ bugk obsahuje pouze mikrojadérka. Mnoho
burék obsahuje pouze jeden typ jadérek. Pokud jsouajsiétérka pitomna s jinymi
typy jadérek v jednom j&d, jsou zarouve piitomna satelitni jadérka (Smetana, 2000).

Kvantitativni charakteristika jadérek odrazi intkmzsyntézy RNA a protein
v buikéch a hlavni metabolické stupburek (Kavtesevich a Yurko, 2006).

1.2. Genistein (GsH100s)

Chemicky nazev genisteinu je 4°, 5, 7 trihydroxflssoon a jeho

molekulova hmotnost je 270,2 g/mol. Ratezi fytoestrogeny (Ulanowska et al.,
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2006) a pedstavuje dlezitou latku nachazejici ségulevSim v semenech sd@lcine
maxX a dalSich bobovitych rostlinach (Fabaceae). &ghtb rostlinach je &nym
perkurzorem v biosyntéze rostlinnych komplendeatdilezitou nutréni molekulou. 1g
s6jového proteinu obsahuje asi 250 mikrograyanisteinu.

Genistein je fytoestrogen se Sirokou Skalou farr@kokych (Einki
v ZivegiSnych buikdch etrg inhibice tyrosinkinazy. Dietni uZivani genisteimé
podle epidemiologickych studii a studii na Zidmych modelech potencionéln
zdravot prosgsSné efekty. Mezi & je zahrnuta chemoprevence rakoviny prsu a
prostaty (tzv. tumor-dependentni tumory), kardikué&rnich onemocmi a
postmenopausalnich obtizi. Z dalSickinki jsou zmiovany i imunomodukni Ci
antioxidani (Dixon a Ferreira, 2002). U asijskych Zen bylozgrovano sniZeni
vyskytu rakoviny prsu oproti Zenam Zijicim na z&pakento efekt je fipisovan vyssi
konzumaci sojovych produkiPolivkova et al., 2006).

Genistein je schopny modulovat ané cykly a zabranit rakovinnému bujeni i
v dalSich organovych systémech (Salvi et al., 200&; a Rahn, 1996). Inhibuje nap
kozni nadorové bujeni u mysi (Wang et al., 1998htd®jsou flavonoidy pro jiz
zminéné antioxidani a fotoprotektivni &inky (Svobodova et al., 2003) v poslednich
letech pouZzivany proti UV #éni zejména jako prevence proti rak@vikaze.

U mikroorganisni byl zjiStn bakteriostaticky &inek spiSe neZz baktericidni
(Ulanowska et al., 2006). U lidskych T-lymfoaye prokazan inhikéni vliv na aktivitu
sodikovych kanal (Tesseyre a Michalak, 2005).

Navzdory ¢etnym publikacim o uzivani genisteinu v lidské wvgzjeSg€ neni
prokdzan jeho celk@vpozitivni Einek. Tato otazkaistava zatim otegena (Dixon a
Ferreira, 2002). Najklad u mysSi byl zji&n mutagenni efekt na erytropoézu a
lymfopoézu (Berger et al.,, 2002) u kuncinskych Keckt byly zaznamenany
chromosomové aberace jako je delece nebo invenziéir(i et al., 1999).

V rostlinach je genistein syntetizovan z flavoraringeninu neobvyklou
reakci katalyzovanou cytochromem P450 enzymem axofi-synthasou (IFS). IFS
geny byly nedavno klonovany pro mnoho rostlinnychihd a produkce genisteinu tim

mohla byt dosazena i u ,neld8tnovych” rostlin diky pistupim vyuzivajicich DNA
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rekombinace (transgenni rostliny).Tim je umé&fan i chemicka cesta pro vyrobu této
latky (Dixon a Ferreira, 2002).

HO ~ T O

L0
YT 1)
HO O e

Obr.1. Genistein (Dixon a Ferreia, 2002)

1.3. Hemocyty

Hmyzi hemocyty cirkulujici v hemolyrsfjsou rozdlovany do rkolika typi.
Jejich priméarni funkce jsou koagulace, fagocytdtedpxikace, pagt a distribuce Zivin
(Sajayan et al.,, 1966). Dale se podileji na trarigplbormori, pii opraw tkaré po
zrareéni a metabolismu dkterych chemickych latek (Gupta, 1978). Znalostiyhioh
hemocyti jsou omezeny studiemi asi 2@@ledi a 100 rod hmyzu. Hemocyty byly
studovany pedevSim uadi Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera a Diptera j&d
zakladni dznorodost hemociti mezi blizce gibuznymi druhy (Sajayan et al., 1966).

Na zaklad pozorovanych morfologickych znék byvaji hemocyty
diferencovany dodkolika ttid (Gupta, 1978).

V hemolymg tadu Lepidoptera bylo pozorovano 7 diuthemocyt. Jsou to
prohemocyty, plasmatocyty, granulocyty, sferulogcydgipohemocyty, koagulocyty a
oenocytoidy.

U S. littoralis (Boisd.) se vyskytuji vSechny druhy zréftych hemocyt, ale
autdi ve svych pozorovanich nejsou jednotni. V posleliétech se ménobjevuji
koagulocyty, oenocytoidy a adipohemocytyasto se lisi i po#r u pozorovanych
hemocyi.

Prohemocyty jsou obvykle malé kulaté, ovalné ndimieké buiky s rozdilnou

velikosti (6 - 10um Sirokd, 6 - 14um dlouhd). Jadro je ve srovnani s jinymi typy
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hemocyl vétSi a je umisino na stedu. Cytoplasma je basofilnifippanoptickém
barveni jsou podobné lymfodyh obratlovd

Granulocyty jsou kulovité nebo ovalnériiy, jejich velikost je rozdiln (4 - 32
um Siroké, 10 - 45um dlouhé). Jadro je relatignmalé kulaté nebo protéhlé a je
uloZzeno ve sedu buiky. Cytoplasma je jentnbasofilni, charakteristicky granularni.
Granula jsou kulovita, véita, protahla nebo neobvykle polygonalni.

Plasmatocyty jsoutetenovité biiky s tiznou velikosti (3,5 - m Siroké, 3,3 -
40 um dlouhé). Jadro je kulaté nebo protahlé ag8imou uloZeno uprostd buiky. Je
zde Zetelné jadérko. Cytoplasma je bohata a basofilni.

Sferulocyty jsou biikky ovalného tvaru aizné velikosti (5 - 1@um Siroké, 9 - 25
um dlouhé). Jadro je malé, uloZzené veéedti buiky, ale ntze byt ulozeno i
excentricky. Jadérko je¢t8inou excentricky uloZzeno. Cytoplasma je basqfitnista a
homogenni, jsou v ni patrné sferuleiarré velikosti (v ptméru od 1,5 do fjum). Jsou
piitomny okolo jadra. Uvnitplasmy jsou &kdy patrnécasteky, které se zdaji byt
fagocytovany.

Nazvy jednotlivych druth hemocyt maji mnoho synonymnich nazvNag:.
prohemocyty se lze najit i jako proleukocytiy prohemocytoidy, plasmatocyty jako
leukocyty nebo lymfocyty, granulocyty jako pyknokewayty nebo fagocyty. Mnohdy
se synonymni nazvy u jednotlivych typursk i shoduji. Nap. ndzev amébocyty Ize
najit jak u plasmatocyt tak i u granulocyt (Gupta, 1970).

Gupta se podilel na iitiéni druhi hemocyt u hmyzu. Dle & se mohou

granulocyty diferencovat na sferulocyty, koagulgcytoenocytoidy.
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2. Cile prace a hypotézy:

Cilem této prace je potvrdit nebo vyvratit hypotézie by podani genisteinu
mohlo ovlivnit proteosyntetickou aktivitu hemogyt u experimentalniho Zivecha
Spodoptera littoralis(Boisd.) K tomuto problému se vztahuje i¢eni diferencialniho
poctu hemocyt, dale uéeni druti hemocyt a jejich koncentraci v hemolyghf

Je zde moZnost wvyuziti tohoto experimentalniho d&ohla, jako
hematologického biomodelutippodani izoflavonoidu genisteinu nebo dopemi

genisteinu k dalSimu testovani na obratlovcich.
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3. Metody

3.1. Aplikace genisteinu

Genistein byl podavan topika@rnve forn® roztoku o koncentraci 20Amol/l
larvam Spodoptera littoralis(Boisd.) v Sestém (poslednim) larvalnim instararvy
byly rozcEleny doétyi skupin vzdy po Sesti. Prvni skupina byla vyuZitloj kontrolni
(intaktni), nebylo ji aplikovano nic. Druhé skupibyl podan jako placebo 10l
ethanolu. Tato skupina t¥iopozitivni kontrolu. TFeti skupig bylo podano 2,5l
ethanolu s genisteinem, coZ odpovidad davce 0,135gergsteinu lary. Posledni
skupirg bylo podano 10ul ethanolu s genisteinem, coz odpovida davce 0,4 m
genisteinu jedné latv

Poté byly larvy ponechany po 8 a 24 h vtermosgtuteplog 25° C i
fotoperiod 16:8 (s¥tlo:tma). Po celou dobu vyvoje ichem aplikace byly krmeny
standardni dietou PREMIX (vyrobce Stonefly IndwestyiBryan, TX, USA).

Tento Ziv@ich byl zvolen, protoZze hmyz narozdil od obratkbyi manipulaci
nepodléhd stresu a proto & nehrozi nahlé vykyvy v krevnim obrazu po manipula

Dale prace s hmyzem je ekon@tyjSi a zatim nevyZzaduje souhlas etické komise.

3.2. Odke¢r hemolymfy

Hemolymfa byla odebrana z larvg. littoralis (Boisd.) (6. larvalni instar)
vpichem pod panoZku a ihned po odebrani repet ntisté podlozni sktko. Roztry
byly ponechény naistém a suchém mistsi 24 hodin. Zaschnuté preparéaty pak byly
dale zpracovany - viz dalSi postupy.

Hemolymfa byla odebirana vzdy Sesti larvdm z kageigerimentalni skupiny

osm &tyriadvacet hodin po aplikaci testované latky.
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3.3. Barveni toluidinovou modi dle Smetany

Preparaty byly barveny 30 minut pracovnim roztokepomeéru 1:50 a poté
oplachnuty Mcllvainovym pufrem. Pracovni roztok byjtvoren smisenim 0,03 g
toluidinové modii Standart a 10 ml Mcllvainova pufru o pH 5,0.

Mcllvainav pufr byl gipraven rozpugnim 10,5 g kyseliny citrénové a 35,8 g
hydrogenfosrofénanu sodného v 500 ml destilované vody. Tyto rogztdkyly
uchovany samostatnpii 4° C. Red pouzitim byly vytemperovany na pokojovou
teplotu.

Struktury obsahujici RNA detrg jadérek se barvi moel nebo modrofialou
Mohou byt obarveny také kyselé mukoproteiny. Baéeraakce latek nebo anatomické
umiseni téchto latek obvykle rozlisi RNA jadra a jadérka (BesSmetana, 1970)

Preparéaty byly vyhodnoceny do jednoho tydne pornss&telného mikroskopu
pii zvétSeni objektivu 100x.

Pomoci této metody byla hodnocena kompaktni jadéekdivni hemocyt),
prstérgita jadérka (reverzibikh klidové stadium) a mikrojadérka v padesétiikach
kazdého laboratognsledovaného Ziviicha. Na zékla#l tohoto morfologického &eni
Ize ukit aktivitu buiky. Byl stanoven nukleolarni index, ktery vyfage paet nukleot
na paet burgk, ve kterych byly nukleoly stanovovany.

3.4.Barveni stibrem (AgNOR) podle Howela a Blacka

Pro barveni stbrem bylo nutné ifpravit dva roztoky. Prvni roztok byl
pripraven rozpugnhim 2 g Zelatiny ve 100 ml 1% kyseliny mrawenTento roztok byl
uchovavan v temnuippokojové teplad.

Druhy roztok byl pipraven rozpu&him 2,5 g dusinanu stibrného v5 ml
destilované vody. Roztok AgNGe nutné uchovavat v temnu a chladu.

Pred aplikaci byly oba roztoky smichany v psm 1:1, navrstveny na suché
krevni rozéry a na 25 minut umigty do tmy. Barvivo bylo poté slito a preparaty
oplachnuty proudem vody a usuSeny ve svislé patazestém a suchém mist
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Dobre obarveny preparat ma meddwedozlutou barvu. V preparatu jsou jasn
viditeln& tma¥ zbarvena jadérka. MnozZstvirirnych granul v jadérku ip tomto
barveni je odrazem prolifefai aktivity buiky (Smetana et al., 1999)alSsttibra
zachycuje specifické kyselé proteiny, hapRNA polymerasu |, nukleolin,
nukleofosmin nebo fibrilin. Tyto specifické protginjsou spojeny s oblastmi
nukleolarnich organizator(NORS), jejich biosyntézou a zranim pre-RNA (Smata
2000; Kavtesevich and Yurko, 2006 ).ceb a velikost nukleolarnich organizétor
obarvenych stbrem (AgNORS) v krvi je charakteristicky specificlpro jednotlivé
druhy (Kavtesevich a Yurko, 2006).

Pomoci této metody byladifena plocha jadérek a zaznamenan jejickeppro
vypocet nukleolarniho indexu. Pro stanoveni plochy jekébyl pouZit mikroskop
Nicon eclipse 50i, zstSeni objektivu 100x a obraz zpracovavajici sofewhiis
Elements AR 2.30 (LUCIA). V kazdém preparatu bytalhoceno 50 buk.

3.5. Pappenheimovo panoptické barveni

Preparéaty byly barveny v May-Grimwaldoroztoku po dobu 6 minut, poté byl
tento roztok slit a nahrazen na 2 minuty destilovamodou. Po uplynuti této doby byla
ihned na preparéty nalita $smGiemsy-Romanovského a vody v gom1:3 na dobu
30 minut. Poté byly preparaty oplachnuty proudekotei vody a usuSeny obvyklym
zpisobem. Dofe obarveny preparat ma fialovou barvu ankyu pozorované
v mikroskopu dosahuji téAiznych odstifi fialové barvy. Toto barveni se vyuziva
béZné v humanni hematologii k &eni diferencialniho rozgtu krvinek. V této praci jej
bylo vyuzito ke stejnym delim, tedy pro dogiujici informace o fisobeni genisteinu
na hemocyty. V kazdém preparatu bylo hodnoceno Wik pomoci s¥telného

mikroskopu pi zvétSeni objektivu 100x.

3.6. Blurkerova komirka

Kapky hemolymfy byly odebrany na parafilm. Odtudébynikropipetou naséata
kapka o objemu 2l a smichana s fl Tirkova roztoku (porér 1:3). Tirkiv roztok
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brani koagulaci a umdénje kontrastySi viditelnost busk pod mikroskopem ip
vyhodnocovani tim, Ze je tm&wobarvi.

Poté byla sis lymfy a Tiurkova roztoku kapnuta na kaku, prikryta krycim
sklem a proveden odet pomoci sételného mikroskopuipzvétSeni objektivu 40x.

Zjisténé hodnoty byly fepaiteny na koncentraci hemoéyt litru hemolymfy.

3.7. Statistické hodnoceni vysledk

V kazdé skupiéd bylo pouzito 6 larev. Hodnoty ziskan&i gednotlivych
vySetenich byly vyjadeny jako piimér + SEM (snérodatna odchylka gmeru).
Pro dalSi hodnoceni byl pouZit oboustranny Marimtkéyav U-test na hladi&

vyznamnosti @ = 0,05.
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4. Vysledky:

4.1.Barveni toluidinovou modi

4.1.1. Kompaktni jadérka

U intaktni skupiny se pet jadérek po 24 h snizil z 24,1 + 2,6% na 15,6622
ale u pozitivni kontroly (po podani ethanolu) nddd& znené stavu. U testovanych
skupin se 24h po aplikaci get kompaktnich jadérek mifrevysil ze 44,6 £ 3,9% na
52,5 + 4,1% u z¥at, jimZ bylo podano 26 roztoku. U zvfat s vySSim aplikovanym
vzorkem se jejich peet pouze zanedbatélsnizil

Rozdily se vSak objevily mezi kontrolnimi a larvapai aplikaci latky a to tést
ve 20%. Kontrolni skupibylo nangieno po 8h 24,1 + 2,6% kompaktnich jadérek, a
pozitivni kontrole 26 + 3,2%. U larev, kterym bydplikovana nizsi davka (0,135 mg
genisteinu) jich v8ak bylo 44,6 + 3,9% a u larelivménych vyssi davkou (0,54 mg
genisteinu) 41,7 + 5,7%. Po 24h to byla u intalkipiny hodnota 15,6 + 2,6%, a u
pozitivni kontroly byla zji&na hodnota vyssi a to 25,3 = 2,0%. Po aplikacigeimu
se pa&et zvysil na hodnotu 52,5% u niZsi davky, ale Bvyvky dosahl pouze 38,4 +
1,8%.

Obr. 2.Kompaktni jadérka
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Obr. 3.Zmény v poftech kompaktnich jadérek; * vyznamné proti pozitivni kontrole po 8

hodinach, # vyznamné proti pozitivni kontrole pot@tiinach

4.1.2. Prsténdita jadérka

U intaktni skupiny larev se pet prstégitych jadérek po 24 h vyrazrevysil
z45,4% + 4,4% na 69,5 £ 3,3%. U pozitivni kongrddyl tento rozdil pouze nepatrny.
U skupiny larev, kterym byla podana nizsi davkapaet jadérek lehce snizil z 20,3 +
5,5% na 16,5 + 5,5%, zato u vySSi davky bylgigadérek po 24h dvojnasobny.

Pti porovnani skupin po aplikaci latky a kontrolnictorka byl prokazan opay
efekt nez u kompaktnich jadérek. Zatimco u nichpseaplikaci pdet zvySoval, u
prstéritych jadérek se snizil o polovinu a vice. Po 8Haby kontrolni skupiny
zaznamenana hodnota 45,4 + 4,4% a u pozitivni &yns9, 1 + 5,5%. Po aplikaci
nizSi davky testované latky se tent@giosnizil na 20,3 £ 5,5% a u vysSi davky na 13,4
* 6,2%. Po 24h doslo u kontrolnich jedink dalSimu navySeni ptu prstewitych
jadérek. U kontrolni skupiny byla zaznamenana kotraee 69,5 + 3,3% a u pozitivni
kontroly 62,9 + 3,2%. Po aplikaci testované latkypstet jadérek ot snizil, a to u
nizsi davky na 16,5% a u vysSi davky doslo ditému navySeni na 26,0 + 6,4%. U
larev s aplikovanou vysSi davkou genisteinu po 8ifech fisobeni vSak byla tato

hodnota 13,4 + 6,2%, tedy vyrazniZsi.
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Obr. 4.Prstérité jadérko
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intaktni pozitivni genistein genistein

kontrala 0,135 my 0.54mgy

Obr. 5 Zmény v poétech prstértitych jadérek; symboly jako u obr. 3.

4.1.3. Mikrojadérka

U intaktni skupiny larev po 24h klesl & mikrojadérek na polovinu, ale u
pozitivni kontroly byl rozdil nepatrny. Po niZSilikaci byl rozdil také nepatrny, ale u
vySSi se po 24h get snizil z 45,0 + 9,2% na 35,5 + 7,8%.
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Po 8h nebyly mezi aiona skupinami nebyly shledany vyrazné rozdily. Pauze
pozitivni kontroly byla hodnota o polovinu nizSioRlily bylo mozné pozorovat aZz po
24h, kde intaktni skupinadia 15,0 + 3,4% mikrojadérek a pozitivni kontrola, 4%
2,5%. Naproti tomu u larev ovli¢nych testovanou latkou doSlo k navySenttpo

mikrojadérek. Po aplikaci nizsi davky na 31,0 94,8 u vysSi davky na 35,5 + 7,8%.

Obr. 6.Kompaktni jadérko a mikrojadérko

B0 *
% . }V #
% = T T i ; ajaderka 8 h
= a :f:f:/ @jadérka 24 h
o b 5;5;%
2 112 |7 7

md 5 ks . 7/

intaktni pozitivni genistein genistein
kontrola 0,135 my 0 54mg

Obr. 7.Zmény v poétech mikrojadérek; symboly jako u obr. 3.
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4.1.4. Nukleolarni index

Paity jadérek u intaktnich skupin larev v porovnatarsami po aplikaci latky
se lisil jen velmi malo. U hemoaytS. littoralis byl nukleolarni index stanoven
v rozmezi od 1,66 + 0,12 do 1,84 + 0,05.

My Y Y
‘N9 55\

kontrola 0,135 mg 0,54mg

Obr. 8.Nukleolarni index hemocyti — barveni toluidinovou mod

4.2.Barveni stibrem

4.2.1. Plocha jadérek
Plocha jadérek se pohybovala od 0,p8% + 0,02 do 1,17m?+ 0,06. Pokud
jsme porovnali kontrolni skupiny se skupinami larpe aplikovani latky, bylo

pozorovatelné ztSeni plochy u pozitivni kontroly a poté u skupiriteré byla

aplikovana nizSi davka. Naopak po aplikaci vys§kg&e plocha of sniZila.
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Obr. 9.Jadérka - barveni s¥ibrem

*

Ojadérkad h
B jadérka 24 h
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intaktni pazitivni genistein genistein
kantrola 0,135 my 0 54mg

Obr. 10 Plocha jadérek im?); * vyznamné proti pozitivni kontrole po 8 hodinach

4.2.2. Nukleolarni index

Pri barveni stibrem se nukleolarni index oproti barveni toluidioo modi
mirné zvySil. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 2,0,31 do 2,3 + 0,12, alegsto
Ize tici, Ze tyto buky mely v praméru 2 jadérka. VysSi @ty byly spiSe vyjimeéné.

Dale bylo zjis¢no, Ze po fisobeni genisteinu se hodnoty nukleolarniho indexu

vyznamr neznenily.

.25 -



%2 9 Y :fri; adéiash
N
B 2
‘93 '3 |7
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Obr. 11.Nukleolarni index hemocyti — AQNOR

4.3. Pappenheimovo panoptické barveni

4.3.1. Malé granulocyty

Patty malych granulocyt se ngnily jak v ¢ase, tak po jsobeni genisteinu. Po
24h se hodnoty snizily. U intaktni skupiny z 33,6,5% na 24,4 + 6,2%, u pozitivni
kontroly z 52,3 + 3,5% nha 26,4 *+ 8,2%. U skupinyi&Si aplikovanou davkou klesla
hodnota z 54,4 + 5,0% na 39,6 + 10,6% a u vyS3kaqe je to obdobné, za 52,2 +
5,6% na 42,6 = 11,0%. Bohuzel po 24h aplikaci nastalké odchylky od zji&nych
hodnot. Z tabulky je patrné, Ze i pdgpbeni genisteinu se hodnoty zvysily. &to
zménadm doslo asi 0 20 % vice u intaktni skupiny. Jedinyjimkou byla hodnota u

pozitivni kontroly po 8h, ktera se oproti ostatrauysila.
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0 hemocyty 8 h

7 hemocyty 24 h

Relativni hodnoty (%)

intaktni pozitivni genistein  genistein
kontrola 0,135 mg 0,54mg

Obr. 12.Zmény v relativhim poétu malych granulocytia

4.3.2. Velké granulocyty

V poétech velkych granulocyt byl rozdil pouze po 24h hodinach u intaktni
skupiny, ostatni rozdily ¥asoveé ose i mezi aplikacemi byly malé.
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%* 40 -
-§ 0 hemocyty 8 h
- T @ hemocyty 24 h
S0 [0
ks
(&)
x

0 T 1
intaktni pozitivni genistein  genistein

kontrola 0,135 mg 0,54mg

Obr. 13.Zmény v relativnim poétu velkych granulocytia
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4.3.3. Granulocyty

Celkovy pa@et granulocyi se vyjma intaktni skupiny po 24 hodinach snizil. U
pozitivni kontroly to bylo ze 77,5 + 5,9% na 44,82,4%, u nizSi davky z 83 *+ 2,6%
na 66 + 8,4% a u vysSi davky z 72,8 £ 2,5% na 62,65,8%, ale odchylka od
primérné hodnoty byla &tSi.

Mezi kontrolnimi a aplikovanymi skupinami v jednafasovém horizontu byly

zmeény malé nebo nepravidelné.

Obr. 14.Granulocyty
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intaktni pozitimi  genistein  genistein
kontrola 0,135 mg 0,54mg

Obr. 15 Zmény v relativnim poétu vSech granulocyfi

4.3.4. Malé prohemocyty

U malych prohemocyt nenastaly zadné vyznagnprokazatelné zemy,
vysledky byly nesourodé. NeSlo z nich tedy prok@zainy vliv genisteinu.
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intaktni pozitivni genistein  genistein
kontrola 0,135 mg 0,54mg

Obr. 16.Zmény v relativnim poétu malych prohemocyti
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4.3.5. Velké prohemocyty

U velkych prohemocyt se hodnoty ¥asové ose vyznamimeznénily. Pokud
jsme srovnali kontrolni skupiny larev se skupinakterym byla latka aplikovana,
zaznamenali jsme sniZenigho prohemocyt po aplikaci latky. Intaktni skupina po 8h
méla 12,2 + 3,0% a u pozitivni kontroly se jednal8,8 + 3,3%. U skupin po aplikaci
latky byl paiet prohemocyt snizen u niz8i davky na 3,8 £ 0,7% a u vySSi Bath,
2,3%. Po 24h doséahla intaktni skupina hodnoty 8322a pozitivni kontrola 13,2 +
6,0%. Vyjimkou byla skupina s nizS§im mnozstvim lapliané latky, u které se et
hemocyli nesniZil, ale oproti kontrolnim skupinanistal na blizké hodneétl4,2 +
5,5%. Paty velkych prohemocyit se po aplikaci vySSi davky snizily obdékako po
8h.

40 -

o hemocyty 8 h
@ hemocyty 24 h

Relativni hodnoty (%)

intaktni pozitimi genistein  genistein
kontrola 0,135 mg 0,54mg

Obr.17.Zmény v relativnim poétu velkych prohemocyti

4.3.6. Prohemocyty

V celkovém peétu prohemocyt byly vysledky v porovnani gsobeni po 8h a

24h rozdilné a nebylo moznédigt Zadnou dynamiku.
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Pri porovnani kontrolnich skupin a skupin larev polikgei latky doslo
pravéEpodobr zvirat vystavenychisobeni latky spiSe ke snizenigioprohemocyi.
Tento fakt vSak nebylo mozné jednogmaprokazat..

Obr. 18. Prohemocyt

60 -
S
% 40 -
5 0 hemocyty 8 h
f% -|— @ hemocyty 24 h
s 20
<
T -
& i

0 T T 1
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kontrola 0,135 mg 0,54mg

Obr. 19.Zmény v relativnim poétu vSech prohemocyidi
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4.3.7. Sferulocyty

Z paitu sferulocyt bylo mozné wyist, Ze jak Wasové ose, takipporovnani
skupin larev po aplikaci a kontrolnich dochazi sgié zvyseni jejich poa. Hodnoty
byly velmi nizké, ba dokonce i nulové.Vyvstala teatpizka, do jaké miry vysledky

vypovidaji o vlivu genisteinu na tyto k.

.

. v
4

L 9

Obr. 20 Sferulocyt

Tab. 1.Zmény v poétech sferulocyti (relativni hodnoty, %)

pocet hemocyi + SEM  pa@et hemocyi + SEM
8h 24 h
intaktni 0,2 0,2 1 0,5
pozitivni kontrola 0 0 0,6 0,4
genistein 0,135 mg 1,2* 0,2 2,2 1,0
genistein 0,54 mg 0 0 1 0,8

* vyznamné proti pozitivni kontrole po 8 hodinach
4.3.8. Plasmatocyty

U plasmatocylt byly vysledky obdobné jako u sferulogytTéchto burk bylo
v hemolym& vice nez sferulocyt ale gesto byly jejich hodnoty velmi nizke.
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Z tabulky vyplynulo, Ze po 8hdgobeni genisteinu se ¢ burgk u skupin po
aplikaci latky zvysil. U intaktni skupiny tyto hodty byly 1 + 0,6% a u pozitivni
kontroly 1,3 + 0,8%. Po aplikaci nizSi davky pak 2,3% a u vySSi 4,2 £ 1,4%. AvSak
po 24 h se hodnoty u vSech skupin pohybovaly okéto

Obr. 21. Plasmatocyt
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O hemocyty 8 h
hemocyty 24 h

Relativni hodnoty (%)

intaktni pozitimi genistein  genistein
kontrola 0,135 mg 0,54mg

Obr. 22 Zmény v relativnim poétu plasmatocyti
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4.3.9. Celkovy pdet hemocy v litru hemolymfy

Pomoci Burkerovy kotirky bylo mozno stanovit koncentraci vSech &auw 1
litru hemolymfy S. littoralis (Boisd.). Vysledky byly velmi tznorodé, proto neni

mozné prokazat vliv genisteinu.
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intaktni pozitimi  genistein  genistein
kontrola  0,135mg  0,54mg

Obr. 23. Absolutni potet hemocyti v 1litru hemolymfy (10°)
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5. Diskuse:

V hemolymg& larev Spodoptera littoralis (Boisd.) byly nalezeny 4 typy
hemocyti: granulocyty, prohemocyty, plasmatocyty a sferylpc Granulocyty a
prohemocyty byly rozliSovany na malé a velké, alemame mezi nimi fyziologické
odliSnosti. V pracich jinych autbrbyly nalezeny dalSi 3 typy hemogytjenz se
vyskytuji u fAddu Lepidoptera. Jsou to oenocytoidy, koagulocytadgpohemocyty
(Gupta, 1979). U lare®. littoralis bylo pozorovano nejvice granulo@yt45 — 80%),
mére prohemocyi (13 — 40%) a nejménplasmatocyt (2 - 3%) a sferulocyt (0 —
2%). Zmeny v pongru jednotlivych hemocyit po pisobeni genisteinu bylyiznorodé a
nemizeme jednoznmé fici, Ze genistein tento pamovliviiuje. Resto je nutné zminit,
Ze po 8h od aplikace genisteinu doslo k mirnémweny pétu malych granulocyit
Zarover se zvySila hodnota ptu vSech granulocyt Po 24h od aplikace doSlo
k mirnému poklesu. U velkych prohemakye tento peet v zavislosti naase také
snizil. U ostatnich bwk bylo po 8h pozorovatelné spiSe zvySenitp@o pisobeni
genisteinu.

Studiem hemocyit u S. littoralis se zabyvala prace Gelbet al. (2006). B
uréovani diferencialniho pitu nalezl nejétSi pongr plasmatocyt 57,5 + 19,9%, dale
28,4 = 2,1% granulocyt 16,2 + 8,6% sferulocyta 1,5 + 1,3% oenocytaid Ve
srovnani s nasi praci autor uvadi menSi mnoZstahugpcyti a WtSi mnozstvi
sferulocyti a plasmatocyit Navic u &chto larev nalezl oenocytoidy, ale nepozoroval
plasmatocyty.

Rad Lepidoptera studovali Neuwirth (2005), Fallsiet al. (2003) a Lea et al.
(2005). Neuwirth (2005) ve své praci sledoval heyiyp u Galleria mallonella.Byly
zde pozorovany 4 typy hemodytplasmatocytoidy, granularni hemocyty, sferulocyty
oenocytoidy. V této préci je igimy rozdil v ndzvoslovi hemodyt U Diatraea
saccharalisbylo nalezeno 5 tyjp Jednalo se o plasmatocyty, granulocyty, sferdigcy
oenocytoidy a vermicyty (Falleiros et al., 2003)odRR ne zcela jednozé@ého

nazvoslovi tedy povazuji vermicyty za koagulocyty. Diatraea saccharalisbylo
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nalezeno nejvice granulo&y{28,2 — 35,4%) a nejmémprohemocyi (0,3 — 4%). P&et
plasmatocyi a sferulocyid se pohybuje mezi 20 — 30%.

Lea et al. (2005) uved|, Zestem vyvojeHyalophora cecropigbyly nalezeny
rozdilné typy hemocwt Jednalo se o prohemocyty, plasmatocyty, sfertyocy
adipohemocyty a oenocytoidy u prvniho instaru, tatogch instal jiz oenocytoidy ani
adipohemocyty nebyly zaznamenany. Toto by mohloramat, Ze jednotlivé typy
burék se promdiuji v jiné a u starSich zt4t je jiz nenalezneme, jak uvadi ve své praci
Gupta (1979).

Hemocyty u jinych druth hmyzu se zabyval Sanjayan (1996) $pilostethus
hospes Berger a Sla¢kova (2001) uPeriplaneta americana Berger et al. (2003).
Sanjayan (1996) pozoroval 8. hospesprohemocyty, plasmatocyty, granulocyty,
adipohemocyty a sferulocyty. Zdhto druti bylo zaznamenano nejvice granuldcyt
(44,65%), coz se shoduje s naSim pozorovanim. Deddnoty se odS. littoralis
vyrazre lisi.

Z prace Berger et al. (2003), ktera se zabyvaslpenim genisteinu na hmyzi
hemocyty, je patrné, Ze z2my v pongrech jednotlivych typ hemocyé u P.
americanabyly po podani genisteinu pouze minimalni. Ale @mi zajimavé, Ze
celkovy p@et hemocyi u P. americangro podani ethanolu nebyl ovligm, ale podani
genisteinu zfisobilo zvySeni jejich koncentrace. N&r hemocyi byl zaznamenan
jeS€ 24 hodin po aplikaci, po 24h koncentrace hembogjgsla na fivodni hodnoty.
Naopak uSchistocerca gregariayly tyto paty snizeny. Z morfologického hlediska se
u téchto zvfat nezmhuje o adipocytech a plasmatocytech (Berger et24lQ3) a
shoduje se s pozorovanymi typy hemaaysS. littoralis.

Celkovy pa@et hemocyi v hemolymé S. littoralis se pohyboval od 328,8 +
115,3 * 16 do 1908,0 + 80,6 * T litru. V praci Berger et al. (2003) byla stanoaen
u P. americanagrimérna hodnota hemoaymna 4,78 * 18v litru u samé a 4,88 * 18
vlitru u samic. Sanjayan uvadi 8. hospeskoncentraci 3262 hemodytv mnt.
Hodnoty uP. americana se pohybuji v rozmezi naSich vyslédEresto se hodnoty
hemocyti u S. littoralis pohybuji spiSe ve vySSich koncentracich nez jeuton®.

americana,ale jsou nizSi neZ. hospesV naSem fipad u S. littoralis nebyly po
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puasobeni genisteinu vyznamné &my v koncentraci hemoadytzaznamenany. V préaci
Gelbk et al. (2006) neni koncentrace heméays. littoraliszmirgna.

Morfologické rozliSeni jadérek bylo provedeno pombarveni toluidinovou
modi dle Smetany (Bush a Smetana, 1970). Touto metbglzunabarvena jadérka a
RNA. VSechny typy jadérek 6. littoralis se barvily mote az modrofialo¥. Byla
rozliSena jadérka kompaktni, v nichz probiha symtéRNA, prsténita, reverzibilr
inaktivni a mikrojadérka, kterd syntézu jiz ukda (Bush a Smetana, 1970; Smetana,
2001).

Po provedeni vSech téstbylo zjiS€no, Ze po podani genisteinu secgo
kompaktnich jadérek zvysil a &t prstégitych snizil, coz by znamenalo, Ze genistein
ma vliv na aktivitu jadérek, jelikoZz se po jehtispbeni zvysil péet proteosynteticky
aktivnich jadérek. BohuZel z vysledkale také vyplynulo, Ze se zvySil qmi
mikrojadérek. Nelze tedy jednozm& usoudit, zda proteosyntetickd aktivita po
pusobeni genisteinu stoupd. Dle prace Smetana (2@0%®)ozne, Ze se kompaktni
jadérka réni v mikrojadérka a ta jsou znakem preapoptitiékef Dle prace Kulling et
al. (1997) je indukce mikronukleol spojena s indukci chromosomovych aberaci
(zlomy chromatid, delece, inverze).

Plocha jadérek se 8. littoralis pohybovala od 0,52Lm2 + 0,02 u kontrolni
skupiny aZ po 1,1%m? + 0,06 u zufat po aplikaci. Zvyeni plochy nastalo pouze po
aplikaci nizSi davky, tj. 0,135 mg genisteinu. Pdilaci vy3sSi davky genisteinu
nenastaly ve srovnani s kontrolnimi skupinami zadi&i rozdily. Dle Kavteseviche a
Yurky (2006) kvantitativni charakteristika jadérettrazi intenzitu syntézy protéin

Pro porovnani gimmeérna velikost AQNOR u lidskych lymfocyt se pohybuje
podle jejich vyzkumu 0,2 az8n. Smetana (1970) ve své monografii hodnoti vetikos
jadérek v lidskych krevnich kikdch jako malé, velké stredre velké. Plochu jadérek
u lidskych bugk stanovil v rozmezi 1,4 — 8ifr?.

V praci Cerna a Berger (2000) se plocha AgNDRkrys pohybuje od 1,42 +
0,47 do 1,69 £0,49. V naSentipact se vyskytla i menSi jadérka nez v této publikaci,
ale velikosti lidskych jadérek nedosahuji. Dokonpéocha ANOR: u krys dosahuje
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vétSich hodnot nez je tomu$u littoralis. NejvySSi dosazené hodnota plochy jadérka u
S. littoralisbyla 2,53um?, ale tato hodnota byla vyjiniea.

Pti barveni stibrem byla hodnota nukleolarniho indexu &am vySSi nez i
barveni toluidinovou mad P barveni toluidinovou madd se nukleolarni index
pohyboval od 1,66 + 0,12 do 1,84 + 0,05fakarveni stibrem od 2,0 £ 0,11 do 2,3
0,12. Tyto hodnoty v8ak nejsou vyznafmozdilné. Ve ¥tSin¢ burgk S. littoralis byla
pfi pozorovani zastoupena nejvice 2 jadérka v jedméeb V buikach bylo vyjiméne
zaznamenano az 5 jadérek wbe, napiklad u sferulocyi bylo pozorovano ve&sing
piipadii 4 —5 jadérek.

Podle vyzkund Smetany (1970) maji lidské #ky 1 - 2 jadérka, vyjimene
dokonce i 6, jako je tomu n#klad u myeloblast monocyti, proerythroblast ¢i
makronormoblast (Bush a Smetana, 1970).

Prace Kavteseviche a Yurky (2006) uvadteiol - 4 u lidskych lymfocyit
Nejvice vSak pozorovali lymfocyty s jednim jadérkésb - 77%), méhse deéma (22-
41%) a nejménse temi jadérky (0,3 - 0,8%).

U krys byl po barveni fbrem stanoven nukleolarni index na 1,7 — ;8rga a
Berger, 2000). Rmt jadérek usS. littoralis se shodoval s gtem jadérek v
lymfocytech krys. MnoZstvi jadérek u lidskych Bkrrélezi na typu lymfocytu, ale je

také velmi blizkés. littoralis.

Spodoptera littoralige vhodnym hmyzim modelem, ktery Ize snadno chdzat
mu snadno aplikovat zkoumanou latku a odebirat kyzdremolymfy. MoZnosti
zkoumani na tomto druhu jsou stéle velmi Sirokéhugl je obtizné porovnavat
spravnost vysledk jelikoZ je méalo dostupné literatury tykajici séoto druhu, zviast
pusobeni genisteinu na nukleoly. V otdzkach aktivitykleoki Ize vyuZit srovnani
sc¢loveékem. V jednotlivych pracich se ztr& liSi nejen druhy pozorovanych hemagyt
ale i jejich nazvoslovi a jejich jednotlivé peém. Presto Ize tyto vysledky porovnat
s pibuznymi druhy nebo jinym hmyzem.

Pro barveni hemolymfy nebyly pouzivany steptiouhé doby barveni jako u

lidské krve, ale bylo nutné dané receptury modifét pro pateby prace s hmyzem. Z

- 38 -



duvodi vySSiho obsahu tikv hemolymg S. littoralis (Boisd.) bylo nutné prodlouzit
expoztni ¢asy pro jednotlivd média. Komplikaci mohloigobit i to, Ze u hmyzu se
nejedna o krev. Vissledku otetvené cévni soustavy dochazi k miSeni vlastni krve
s mizou. Proto se také setkavdme s nazvem krvondghkali hemolymfa. U barveni
toluidinovou modi bylo dokonce nutno nechat &t 24h zaschnout Ki¥i lepSi fixaci,

pirestoze u lidské krve se barvi do 1h poddb
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. Zavér:

V hemolym& larev Spodoptera littoralis (Boisd.) byly nalezeny 4 typy
hemocyti: granulocyty, prohemocyty, plasmatocyty a sferytpc

Genistein na jednotlivé typy a koncentraci hembay@ma vliv.

Paity kompaktnich jadérek se pagobeni genisteinu zvysily.

Paty prstéritych jadérek se potgobeni genisteinu sniZily.

Paity mikrojadérek se po podani genisteinu zvysily.

Nukleolarni index uSpodoptera littoralis (Boisd.) je d¢. Po pisobeni
genisteinu se tato hodnota nemita.

Plocha jadérek nebyla genisteinem vyznawwiivnéna.

- 40 -



7. Seznam pouZzité literatury:

[1] Berger, J. (2000): Social and ethical issues incary research of biomodels
(In Czech). Kontakt 2: 144 - 150.

[2] Berger, J., Sla¢kova K. (2001): Morphology of haemoctes Birrhocoris
apterus.Cells 3. 1st editionCeské Budjovice: Koop, 2001. 242 p.

[3] Berger, J., Walczysko, S., Pavkova, J., Gutzeit, {. (2003): Effekts of
genistein on insect haemocyt@surnal of Applied Biomedicine 1: 161 - 168.

[4] Bush, H., Smetana, K. (1970): The NucleolLs.edition. New York: Academic
Press. 626 p.

[5] Cerna, M., Berger, J. (2000): The AgNOR size inbiabd lymphocytesCells
2. 1st edidionCeské Budjovice: Koop. 189 p.

[6] Dixon, R. A., Ferreira, D. (2002): GenistelPhytochemistry 60: 205 - 211

[7] Falleiros, A. M. F., Bombonato, M. T. S., Gregoiio,A. (2003): Ultrastructural
and quantitative studies of hemocytes in thegarcane borgerDiatraea
saccharalis (Lepidoptera: Pyralidge Brazilian Archives of Biology and
Technology 45: 287 - 294.

[8] Gelbk, 1., Strb&kova, J., Berger, J. (2006): Influence of metyrapam the
morphology of hemocytes of the egyptian cottondeafSpodoptera littoralis
(Boisd.). Zoological Studies 45: 371 - 377.

[9] Gerbi, S. A. (1997): The nucleolus: then and nGtwomosoma 105: 385-387.

[10] Gupta, A. P. (1978): Insect hemocytes: developmfmtns, functions and
techniqueslst editionLondon: Cambridge University Press. 614 p.

[11] Hernandez-Verdun, D. (2004): The nucleolus: fum@loorganization and
assembly. Journal of Applied Biomedicine 2: 57 - 69

[12] Kavtesevich, N. N., Yurko, A. S. (2006): Nucleolosganizer activity in
lymphocytes of harp seals of different ages. Calldgly 416: 409 - 411.

[13] Kulling, S. E., Rosenberg, B., Jacobs, E., Metzl&t, (1999). The

phytoestrogens coumoestrol and genistein inducectstial chromosomal

-41 -



aberrations in culltured human peripheal blood lgogytes. Archives of
Toxicology 73: 50 - 54.

[14] Lea, M. S., Gilbert, L. I. (2005): The hemocytet Hyalophora cecropia
(Lepidoptera). Journal of Morphology 118: 197 - 215

[15] Medina, F. J. (2001): The organization of the egjue of ribosomal genesis in
the plant cell nucleolus: fron ultrastructural aftemistry to run-on in situ.
Cells 3. 1st editionCeské Budjovice: Koop, 2001. 242 p.

[16] Neuwirth, M. (2005): The structure of the hemocybéGalleria mellonella
(Lepidoptera. Journal of Morphology 139: 105 - 123.

[17] Peknickova, J., Novakova, V., Buckiova, D., Boubelik, §2007): Effect of
endocrine disruptors on mammalian fertility. Eurapéndrology 1: 40.

[18] Polivkovd, Z., Langova, M., Smerék, P. et al. (20@htimutagenic effect of
genistein. Czech Journal of Food Science 24: 1126~

[19] Salvi, M., Brunati, A. M., Clari, G., Toninello, A(2002): Interaction of
genistein with the mitochondrial electron transpdrain results in opening of
the membrane trnsition poriochimica et Biophysica Acta 1556: 187 - 196.

[20] Sanjayan, K. P., Ravikumar, T., Alberts, S. (19€&)anges in the haemocyte
profil of Spilostethus hospe@dab.) (Heteroptera: Lygaeidae) in relation to
eclosion sex and matingournal of Bioscientes 6: 781 - 788.

[21] Smetana, K. (2000): Nucleoli in not-neoplastic amalignant cellsCells 2. 1st
edidion.Ceské Budjovice: Koop. 189 p.

[22] Smetana, K. (2005): Are nucleoli useful markersafrious cell states?
Advances in cell and molecular biology. 1st editiGeské Budjovice: Koop
Publishing. 212p.

[23] Smetana, K., Jirdskova, ., Perlaky, L., Bush, 2090): The silver reaction of
nucleolar proteins in the main structural comparttaef ring-shaped nucleoli
in smear preparationfcta Histochemica 101: 167 - 183.

[24] Smetana, Karel. (2001): Terminal maturation, prowd cell death and
nucleoli Cells 3. 1st editionCeské Budjovice: Koop. 242 p.

-42 -



[25] Svobodova, A., Psotova, J., Walterova, D. (2003tukbl phenolics in the
prevention of UV-induced skin damage. A review.orBedical Papers 147:
137 - 145.

[26] Tesseyre, A., Michalak, K. (2005): Genistein intsbthe activity of Kv1.3
potassium channels in human T lymphocytébe Journal of Mambrane
Biology 205: 71 - 79.

[27] Ulanowska, K., Tkaczyk, A., Konopa, G.,edfzyn, G. (2006): Differential
antibacterial activity of genistein arising fromoghl inhibition of DNA, RNA
and protein synthesis in some bacterial strainshies of Microbiology 184:
271 - 278

[28] Wang, Y., Yaping, E., Zhang, X. et al. (1998):imtion of ultraviolet (UVB-
induced) c-fos and c-jun expression in vivo by emotkinase inhibitor
genistein. Carcinogenesis 19: 649 - 654.

[29] Wei, H., Cai, Q., Rahn, R.O. (1996): Inhibition ol light and fenton
reaction-induced oxidative DNA damage by the soghisaflavone genistein
Carcinogenesis 17: 73 - 77.

- 43 -



8. Kliéova slova:

Jadérko

Genistein

Spodoptera littoralis
Hemocyty

AgNOR

Barveni toluidinovou maid

Pappenheimovo panoptické barveni

- 44 -



