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1. Uvod

1.1. Endokrinni soustava hmyzu

Evoluce endokrinni soustavy je Uzce spojenavz@ekem nervové soustavy. NejstarSi
hormony vznikaly v nervovych kikach. Zlazy nezévislé na nervové soustgsou z
vyvojového hlediska podstatrmladSi. Endokrinni soustava funguje relatiypomalu a ji
fizené procesy maji dlouhodf&i charakter zatimco nervova soustava se vyuzivghlé a
pruzné regulaci. Nervova soustava reguluje orgamssrpomoci asniho potencialu a
chemickych latek, endokrinni soustava vyuziva jeantické latky. Ob soustavy nefunguji
izolovarg, ale naopak tMd integrovany funkni systém. Soustava Zlaz s wnit sekreci
(endokrinni zlazy) produkuje hormony. Jsou to clokilatky, které fenaseji informace
mezi bukami. Roli hormonu realizuje uviitbuiky enzym, ktery v biice ovliviiuje
existujici enzymy nebo vyvolaji syntézu novych eniy V neurosekretorickych kach
jsou syntetizovany neurohormony, které se dostasaji hemolymfy pes neurohemalni
organy. V endokrinnich Zlazach jsou pravé hormomejem syntetizovany, ale jsou z nich
uvolovany do krve nebo hemolymfy. U bezobratlych je hmpeptidickych neurohormén
(u obratlové jen dva), ale nachazime zde zase malo pravy harmdnbezobratlych a
obratlova jsou stejné z&kladni staveni jednotky horthaminokyseliny, peptidy, bilkoviny,
steroidy. NejdokonalejSi endokrinni soustava mezobratlymi se vyvinula u korygSa u

hmyzu.

1.1.1. Rehled hmyzich endokrinnich Zl4z

Centrem hormonalni soustavy u hmyzu jsou neurosmické buiky mozku (medialni
nebo lateralni), které jsou spojeny nervovymi viake corpora alata {pehla €liska) a
corpora cardiacéardialni gliska). Tento komplex produkuje hormony, které nail’ primo
vykonnou funkci nebaidi dalSi endokrinni Zlazy. Corpora alata produfmjenilni hormon a
corpora cardiacaipvazre adipokineticky hormon. DalSimakkzitym endokrinnim centrem
jsou prothorakalni zlazy. Krognéchto Zlaz je hmyzi endokrinni soustava déphrekolika
skupinami buk (tkani), které také produkuji hormony. Patem neurosekretorické itky

ostatnich ganglii, endokrinni fiky sttreva, epitrachealni Zlazy a gonady.



1.2. Prothorakalni zlazy

Tyto Zlazy byly poprvé popsany v roce 1762 Lyeng ktery si ale nebyl jist, zda se jejich
produkty opravdu &astni svlékani a metamorfézy. Tomaya je znovu dbjekoce 1902 u
larev bource morusSového, ale pojmenovani ,pratké@ni zlazy* navrhl az v roce 1930.

Buiky prothorakalnich Zlaz majiupod v ektodermalni tkani embrya. Jsou to parové
organy jejichz biiky jsou u Hemimetabol malé. U maiyivoii nepevny shluk butk Siroce
rozprosteny v prothoraxu, ktery fize dosahovat az k hlavové oblasti. U housendékym
Hyalophora cecropia Zlazy tvai volny shluk bugk (47x22 pum u ¢étvrtého instaru)
rozprosteny kolem trachedlniétve blizko prothorakalniho stigma (Nation, 2002)v&&ch
druhi saraki se nachazeji v zaddasti hlavy. U Holometabol jsou prothorakalni zlaejké
a polyploidni. U Svéba Zlazy tiiotvar pismene ,X“. U Diptera prothorakalni Zlazyotu
s corpora alata a corpora cardiacafitvlkruhovou Zlazu. Biky Zl4z jsou inervovany
z prothorakéalniho ganglia, mozku a také ze subdesggalniho ganglia.

Regulace&innosti prothorakalnich zlaz je slozita a byla megvstudovana Bombyx mori
a Manduca sexta (Dedos a kol., 1999). Primarnjsou tyto Zzlazy regulované PTTH
(prothoracicotropni hormon), ale fyziologicky vyznannohonasobnych molekulovych forem
PTTH neni doposud znam.

Prothorakalni Zzlazy byly identifikovany jakolatini zdroj hmyzich ekdysteraid
(Hoffmann a Koolman., 1974). Bylo zj&to, Ze prothorakalni zlazy vyuji do hemolymfy
také rekteré proteiny (Safranek a Williams, 1980), u nice redpoklada, Zze by se mohly
podilet na ekdysteroidogenezi.

1.3. Ekdysteroidy

Tyto svlékaci hormony se vyskytuji u monofytk& skupiny Ziveichi Ekdysozoa,
zahrnujici Cephalorhyncha, Nematomorpha, Nematoda, Onychophora, Tardigrada,
Chaetognatha a Arthropoda. Ekdysteroidy jsou lipofilni steroidni hormony, které diky své
rozpustnosti v tucich snadno pronikajép membranu do bky a nepatebuji tedy specificky
membranovy receptor. Steroidni hormony v cytopkareaguji se specifickymi bilkovinami -
hormonalnimi receptory. Ekdysteroidové receptooyjproteiny o molekulové hmotnosti asi
100 kDa a vyskytuji se v Huae v extréma nizké koncentraci. iiblizné 1000 molekul
receptoru na hiku. Vznikly komplex pechazi do jadra hiky, kde reaguje s nehistonovou
¢asti chromatinu. Pak dojde k disociaci komplexwdwapodjednotky: jednaistane vazana
na bilkovinu a druha reaguje s DNA, kde fiviniciacni misto pro RNA-polymerazu.



Dochazi k transkripci fiislusSného genu a vznikla mRNAgpde do cytoplazmy, kde se na
ribozomech syntetizuje enzym.

Svlékaci hormony se wyuji hlavreé v prothorakélnich Zlazach, ale také v gonadéach,
epidermis, tukovém ¢lese, Malpigickych trubicich a snad i vjinych tk&m
Z prothorakalnach Zlaz jsou exocytézou utesidny do hemolymfy. Cely proces syntézy je
spusén na zaklad stimuli z mozku prosednictvim PTTH. Koncentrace ekdysteripid
v hemolymt je kontrolovdna kombinaci biosyntézy, odbourdvargxkrece. Po#mn téchto
proces je koordinovan a kolis&hem vyvoje (v dob snizené biosyntézy jsou metabolismus
a exkrese zvySeny a naopak).

U rekterych druli hmyzu se vyvinula zavislost parazitdidna hostitelskych
ekdysteroidech. #kladem toho je parasitoiBiosteres longicaudatus a karibska octomilka
Anastrepha suspensa (Lawrence, 1986). Parasitoid neprodukuje viastiéksaci hormon, ale
vyuZiva svlékaci hormon hostitele. Parasitoid ss/ié&a dokud hostitel nes@e sekretovat
ekdyson k iniciaci své vlastni transformaci lanaykuklu (Gelman a kol., 2000).

Mimochodem, ekdysteroidy byly také nalezenyrastlin (Lafont a Horn, 1989).
Fytoekdysteroidy slouzi rostlinam jako ochrana ignetbivornimu hmyzu - jako toxiny nebo

antifeedanty.

1.3.1. Ekdyson

NejznamgyjSi zastupce ekdysterdid je ekdyson. Steroidni hormon s obvyklym
ctyikruhovym jadrem (steranem), ketoskupinou na B kratpiti hydroxylovymi skupinami.
Prothorakalni Zlazy neuchovavaji ekdysteroidy, ajehle je vyl&uji do hemolymfy.
Ekdyson ma pravgbodobré svou vlastni hormonalni aktivitu, ale v&sine pripadi je ihned
premenén pod kontrolou enzymu 20-hydroxymonooxygenaza Qvhygiroxyekdyson. Enzym
20-hydroxymonooxygenaza jeifpmen ve ¥tSiné hmyzich tkanich mimo prothorakalnich

Zl4z. Speciala Malpigické trubice, $evo a tukovédeso jsou na tento enzym bohaté.

1.3.2.Rizeni syntézy ekdysteroid

Tento @&j je vykonavan pomoci PTTH, ktery je produkovan nesekretorickymi bitkami
v mozku. PTTH je penaSen ve forth granuli do neurohemalniho organu, z kterého je
uvolovan do cirkulujici hemolymfy. Timto orgdnem je &tSimy druli hmyzu parova Zlaza
corpora cardiaca, jingsou to corpora allata (CA) (Agui a kol., 1980).

Je znamo, Ze PTTH existuje ve dvdznych molekularnich formach: relativimalé

peptidy okolo 4,4 kDa a velké formy s molekularmdinosti okolo 22 kDa (Bollenbacher a



kol., 1983). Pozgi bylo prokazano, Ze velké formy maji az okoloKila. Malé formy PTTH
jsou znamy jako bombyxin, protoZze byly izolovanyBz mori. Velky PTTH indukuje
prothorakalni Zlazy k produkci ekdysterdi(Kawakami, 1990).

1.3.3. Funkce ekdysteroid

Ekdysteroidy hraji hlavni roli v regulaci hmyzihdstu, i sviékdni embryi a larev, v
fizeni metamorfozy (Gilbert a kol., 1989)ii Wyvojova stadia v Zivotnim cyklu hmyzu se
ukazala byt pod kontrolou ekdysterdicembryonalni vyvoj, post-embryonalni vyvojhem
nekolika larvalnich stadiich (zahrnujici fazi kukly Holometabol) a obdobi rozmnozovani
(Hoffmann a Lagueux, 1985). Ekdysteroidy oiiliyi také metabolické procesy, diapauzu a
stimuluji proteosyntézu.

V obdobi svlékani a larvalamaginalni pemény dochazi k velkému kolisani titru
ekdysteroid v hemolymg, coz jecasow korelovano se svlékacim procesem. U Holometabol
i Hemimetabol dochézi k prudkému astu titru ekdysteroidl na z&atku kazdého larvalniho
svlékani (titr ekdysteroidroste ped apolyzou staré kutikuly) dosahuje maxima védoébo
kratce po apolyze a klesa na nizkou ufiope ekdysi. Hladina titru ekdysterdgigpodléha
také circadiannim zsmam, které souvisi s circadiannim uw@lanim PTTH z mozku.

U metamorfézy Hemimetabol se ukoje jedna velkd davka ekdysterbidU wetSiny
Lepidoptera se ekdysteroidy vylévaji ve dvou dabhkd&rvni davka obsahuje ekdyson i 20-
hydroxyekdyson (1:1) a slouzi k nastartovani vyMajey v kuklu. Bhem druhé davky se
vyluéuje ekdyson a 20-OH-E v panmu 1:5. Larva se zae svilékat. Po jejim zakukleni dojde
k velkému vyliti ekdysteroiel pro imaginarni vyvo.

U dosplcta S gregaria se titr ekdysteroil v hemolymé [iSi u soliternich a gregarijnich
jedinai. VysSi hodnoty titru ekdysteraidoyly zaznamenany u soliternich jedinrawfik a
kol., 1996). Ekdysteroidy mohou takégobit na produkci agregaich feromoid, které byly
identifikovany u gregarijnich nyms§. gregaria (Torto a kol., 1996).

Jestlize kukla prathva diapauzu, nést titru ekdysteroitl v hemolymé je pozdrzen az do
doby, kdy diapauze skon(Sakutai a kol., 1991).

Ekdysteroidy se podileji také htezeni rozmnozZovani u said samic. U samic jsou
produkovany ovariemi a odtud ve fo¥rkonjugati ukladany do zrajicich vagk. Kolisani
mnozstvi konjugdit a znény ve slozeni ekdystefidbéhem embryogeneze naznf, Ze
ekdysteroidy kontroluji embryonalni procesy. Obganjugafi se sniZuje v prvni polovén
embryonalniho vyvojeS gregaria. V druhé polovig je obsah konjugat redukovan
z pavodnich 80% na 45-55%, zatimco obsah volnych ekdysh roste z ivodnich 5% na



30-40%. Ke konci embryonéalniho vyvoje pokles mneZ#onjugati koreluje s lihnutim
vajicek (Tawfik a kol., 1999). Vlastni embryonalni ekigdysidy se US. gregari, kde zahrnuji
26-hydroxyekdyson, 22,26-dihydroxyekdyson, vyskytiidka nebo Gplé chybi (Lagueux a
kol., 1979). Prothorakalni zZlazy u sataysou formovany jiz v dobblastokineze (Roonwal,
1936) a mohou tak byt zdrojem ekdystetoilezenych v druhé poloirembryogeneze.

O vlivu na sami pohlavni Ustroji je mnohem mé&nlikazi. Je ale znamo, Zze samci maji
nizSi hladinu ekdysteroidnez samice, existuji vSak i vyjimky. \fg@poslednim instaruS.
gregaria je maximum koncentrace ekdysterigl.0-4.0ug/ml 20-hydroxyekdysonu u samic
a 2.5-3.0pg/ml 20-hydroxyekdysonu u safhcV poslednim instaru je nejvySSi koncentrace
1,5-2,0pug/ml u obou pohlavi (Tawfik a kol., 1996). S&m ekdysteroidy ovlixiuji tvorbu

spermatoforu a spermatogenezi. Po kopulaci dodeéziySeni hladiny ekdysteraid

1.4. Prothorakalni Zlazy u saraii Locusta migratoria

Synteticka aktivita prothorakalnich Zlaz sghém vyvojel. migratoria méni. Kolisani
produkce ekdysonu prothorakalnimi zlazamiiedposlednim (délka 5 dni) a poslednim
(délka 7 dni) instaru je paralelni se&rami titru ekdysonu v hemolymfdo které se ekdyson
vylucuje. Bazélni sekrece ekdysonu je nejnizSiradposlednim IV. (mnoZstvi ekdysonu
0,017-0,06 ng na Zlazu) a v poslednim V. instanedhpo svléeni. Nejvice ekdysonu bylo
zaznamenano v V/5-7 (maximalni hodnoty okolo 0.85ha Zlazu) (Neuwirth a kol., 2005).
(Zn&eni vyvojového stadiatiimskacislice odpovida larvalnimu instaru a arabska oajea
den od posledniho s\eni).

Jsou-li prothorakdlni Zlazy inkubovamyvitro spolu s mozky, produkce ekdysonu se zvysi
az 30krat. NejtSi mnozstvi ekdysonu se ziskalo ze Zlaz 1V/2.\8[%a-6 (Li a kol., 1997).

Experimentalé se prokazalo, Ze sekrece ekdystargidothorakalnimi zlazamin vitro u
L. migratoria je zvySena po fdani trisu [tris(hydroxymethyl)aminomethan] (Neuthi a
kol., 2005). Stimulani &inek trisu se pohybuje v rozmezi dvojnasobku aingetinasobku
kontrolni bazalni sekrece v zavislosti natisgadince. Nejvyssi rozdil mezi trisem vyvolanou
produkci ekdysonu a bazalni nestimulovanou sekeee¢ stadiu IV/2 (produkce maximéln
0,2 ng ekdysonu na Zlazu, ale kom& stimulace je vice nez Sestnactinasobnd). Nailrozd
tomu stimul&ni aktivita je nizk& na koncitedposledniho i posledniho instaru (Neuwirth a
kol., 2005).

Stimul&ni efekt trisu na prothorakalni ?lazy u saiaje spojen s Ca ionty. Poté co se

poddila prokazat nezbytnost vapenatych iorgro PTTH vyvolanou ekdysteroidogenezi



(Smith a kol., 1985), bylatpdmétem studia myslenka uvaini vapniku z vnitrobutnych
zdroja (Girgenrath, Smith., 1996). Stimdtd efekt trisu na sekreci ekdysterdid
prothorakalnimi Zlazami u sardnuriuje C&* ionty jako vyznané druhé posly v kask&d
jejich regulace (Neuwirth a kol., 2005). Uvesin vapniku z endoplazmatického retikula je
vyvolano a? po trisem stimulovaném vstupu mimatingho C&" do burk, ktery je
uskuténovan L typem naffove fizenych kandl piitomnych ve viSi membraa
prothorakalnich Zldz (Neuwirth a kol., 2005). L tgypgtové fizeného kandlu je aktivovan
silnou depolarizaci a je blokovan dihydropyridinouynebo phenylalkylaminovymi derivaty.
Pridavani trisu do kultiveniho média zvysilo obsah €aionti v prothorakalnich Zlazéch
piimo umerné s koncentraci trisu (Neuwirth a kol., 2005). Tmisetimulovani produkce
ekdysonu v prothorakalnich Zlazach nebyla pozoravarbezvdpenném mediu nebo za
piitomnosti inhibitoéi L typu C&* kanah: kadmia, verapamilu. Pozitivni role vapenatych
iontd uloZzenych v endoplasmatickém retikulu byla takévigaena pouZzitim antagonist
inositoltrifosfatovych receptér (ovliviuji uvoliovani C&" z vnitroburénych zdroj,
napiklad endoplazmatického retikula) thapsigargirheparinu.

2. Cil prace

Cilem mé prace bylo inkubovat prothorakalni Zlazyozgledniho (V.) instaru. migratoria
in vitro a analyzovat bilkoviny produkované do média. Dal§ilem bylo zjistit, zda lze tuto
in vitro produkci bilkovin modifikovat aplikaci trisu [t{isydroxymethyl)aminomethan] do

inkubasniho média.
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3. Material a metody
3.1. Chov sararte s€hovavé Locusta migratoria

Saratie byly umistny v draénych klecich o rozirech 40 x 40 x 40 cm zhruba stovka na
jednu klec. Teplota byla udrzovana okold@@ byl zaveden stelny reZzim 18 hodin stla a
6 hodin tmy (18 L:6 D). Jedinci byli krmeni travomastrouhanou mrkvi, zelim, ovesnymi
vlockami, senem a mimo vegeétd obdobi vzrostlou pSenici. Cely vyvojovy cykleslince
trva 28 — 32 dni. &hem této doby se vyétla 5 instak. Dosplé samice kladly vaika do
kelimki s navll&enou vysterilizovanoutmou. Pro pitvu byly pouzity nymfy z posledniho V.

instaru. Vectvrtém instaru se jedifion z&inaji formovat kidla.

3.2. Pitva prothorakalnich zlaz

Pitva €chto Zlaz neni jednoducha, navzdory tomu, Ze jeflétka je piblizn¢ 3 mm,
protoZe jsou mihledné a velice tenké. U sataipsou lokalizovany v zadnfasti hlavy. Po
odriznuti hlavy &sreé za hlavovou schrankou, byla hlék& umiséna na prepatai misku pod
binokularni lupu, upewma entomologickymi Spendliky a zalita hmyzim fyngikckym
roztokem (*Ringeiv fyziologicky roztok). Zlazy byly opatinvytahovany z hlavy jedince,
nesngly byt pretrzeny a poté bylyipneseny do sklénych mikrozkumavek a nasledovala

inkubace v médiu.

3.3. Inkubace

V&S mnoZstvi prothorakalnich 14z (20 {ébylo inkubovano $ 30 °C po dobu 6 hodin
za sterilnich podminek ve 40@Q Graceho media nebo ve 40Ql 50mM trisu
[tris(hydroxymethyl)Jaminomethan] v Graceho mediu. Hkakubaci byly pouzity
mikrozkumavky o piméru 7 mm s plochym dnem;igkrytim mikrozkumavek hlinikovou

folii se zabranilo odgavani média.

3.4. Fiprava vzorki na elektroforetickou analyzu bilkovin
Po ukoreni inkubace byly Zlazy vyloveny z media a rozpgtve vzorkovém pufru pro
elektroforetické deni**. Inkubatni medium bylo nutno fed elektroforetickou analyzou
odsolit. ¥lo se tak na kolonkach Sep Pak C18 (Waters)iisrqgi Supelco nasledujicim
zpisobem:
» Aktivace kolony 5-10 ml 100% roztoku B (60% acetaolti0,1% TFA- trifluoroctova

kyselina). B aktivaci promyvame kolonu nasazenou na itfekstikacku po
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kapkach 2-3 ml roztoku, gkame piblizné 2 min. Pak po kapkach promyvame
zbytek roztoku. Kolona dhem gipravy nesmi vyschnout a nesmi se do ni dostat
vzduchové bublina. Toto schéma plati i pro ostattipiravné kroky.

* Promyvame a ekvilibrujeme 5-10ml 100% roztoku AL{@% TFA ve vod).

» Stejre po kapkach promyjeme kolonu roztok se vzorkem.

* Vzorek vytékajici z kolony jimame a promyjeme kalanjeSt jednou, aby se na
kolonu navazaly vSechny v medititomné bilkoviny.

* Zbytky nenavazanych komponent vyjeme 5-10 ml 100%toku A.

* Nakonec na kolonu navazané bilkoviny vymyjeme 10@#tokem B (1-2 ml) a
100% roztokem acetonitrilu (1-2 ml).

* Odsolené médium dame odpalo vakuoveé centrifugy (Speed-Vac).

Vzorky byly uchovany aZ do nasledného pouiti-20°C.

3.5. Polyakrylamidova SDS elektroforéza

Elektroforéza bilkovin podle Laemmliho (1970) proda na 10% akrylamidovém gelu.
Elektoforetické dleni probihalo na ijstroji Bio Rad model PROTEAN II. Pro vlastni
separaci bilkovin byl uzit vertikalni SDS-polyalaghidovy gel o délce 16 cm a tlousce 0,75
mm. Déleni probihalo fiblizné 6 hodin v dlicim pufru (0,025 M tris, 0,192 M glycin a 0,1
% SDS).

Nejdive bylo mezi ethanolen¥@téna elektroforeticka skla nalévano 20 ml spodnih#h 10
(deliciho) gelu. Slozeni: 30% akrylamid (6,66 ml), Disakrylamid (2,6 ml), 1M tris pH 8,7
(7,46 ml), HO (2,86 ml), 20% SDS (10Ql), TEMED (6,66 ul), 10% amonium persulfat
(66,6 ul). Roztok byl poté fevrstven 3mm vrstvou butanolu a ponechan asi 1nlodi
polymerizovat. Po zpolymerizovani byl butanol odsin proudem destilované vody a odsan
filtracnim papirem. Poté byly nality 4 ml svrchniho 5%o&ivaciho) gelu. SloZeni: 30%
akrylamid (0,66 ml), 1% bisakrylamid (1,04 ml), Iis pH 6,8 (0,50 ml), 20% SDS (20),
H,O (1,76 ml), TEMED (2ul), 10% amonium persulfat (20al). Ihned po naliti svrchniho
gelu byl mezi skla zasunutdben,cimz se vytvaily jamky pro aplikaci vzorlk. Pro nanaseni
20 yl vzorka a 7l standartu byla pouZita injéRi stikacka (firma Hamilton), ktera byla po
kazdém naneseniikladre promyta destilovanou vodou. Byl uZit standart Niéhfy SERVA.
Jeho molekulové hmotnosti: 92,5; 67,0; 45,0; 29Xa.kPo naneseni vzarkelektroforéza
béZela 6 hodin, nejprveipnapsti 50 V (1 hodina ). Postuprbylo nagti zvySovano az na 220
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V. Po skowkeni elektroforézy byl gel minim&nl hodinu barven vroztoku Coomasie
Brilliant Blue R*** a ptes noc odbarvovan v odbarvovacim roztoku****, Pos@dd&ném

odbarveni byla provedena reakce s ¢hemem sfbrnym podle Kirkeby a kol. (1993).

3.6. Pouziti dusénanu stribrného
Dostatén¢ odbarveny gel barvime podle daného postupu:
e 10 min v 40% ethanolu, 10% kysalinctové
5 min v 0,5% glutaraldehydu, 0,01% formaldehydu

¢ 20 min v 96% ethanolu

e 20 min v 50 ml destilované vody

* 2,5 min ve 0,05% Fermerdwzeslabové (30% ferrikyanid draselny, 10% ubilian
sodny, 60% thiosiran sodny)

e 30 min v 50 ml destilované vody

e 20 min v 0,1% dushanu stibrném v destilované veéd

* 5minv 2,5 % uhtitanu sodném v destilované vod

* 3x2,5minv 2,5 uhditanu sodném v 0,02% formalinu

* 5 minv 1% kyselit octové

Mezi sedmym a desatym krokem promyvame destilovaodou.

*Ringeniv fyziologicky roztok: NaCl (7,5 g), KCI (0,1 g),aCk. 2H,0 (0,2 g), MgC} . 6H,O
(0,4 g), NaHCQ (0,2 g). Ve rozpuho v 1 | H0 a sterilizovano 2hip100°C.

**\/zorkovy pufr pro elektroforetické &eni: 50 ul H,O, 45 ul store solution, 54 beta-
merkaptoethanolu aj BPD (bromphenolblue) na 1Q0 pufru

***Barvici roztok : 0,07 % Coomasie blue R, 7,5%dbva CHCOOH, 50% MeOH ve vad
****Qdbarvovaci roztok : 45,5% MeOH, 9% Gd0OO0 ve vod

3.7. Software a vypracovani vysledk

Fotografie geél byly upraveny v programu Photofiltr (Antonio Da uzj. Grafy byly
konstruovany v programu Prism, verze 4 (San Die@A)Ja vysledky byly vyhodnoceny
pomoci softwaru QuantiScan verze 3.0, Biosoft 19064.
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4. Vysledky

4.1. Bilkoviny prothorakalnich zlaz

Cilem avodnich experimefitbylo zjistit, zda se g#mi zastoupeni bilkovin v prothorakalnich
Zldzach bBhem jejich inkubace v Graceho mediu. Obrazek 1 rére& spektrum bilkovin
z prothorakélnich Zlazerstw¥ vypitvanych z pokusnych jedifica bilkovin obsazenych ve
Zlazach kultivovanych po dobu 6 hodin v Graceho imeB¥i celkovém pozorovani obou
spekter, se nezda, zZe by v obotippdech byly #ejmé podstatné rozdily v obsahu a

zastoupeni bilkovin.

A R C Obr. 1 srovnani spektra bilkovin prothorakalnich

Zlazachcerstv vypitvanych (20 par) a v prothorakalnich

Zlazach inkubovanych v Graceho mediu (2Gipar

92,5 kDa
———————

S — 67,0 kDa

—~———— 450kDa

29,0 kDa

A...spektrum bilkovin prothorakalnich Zlaz

B...spektrum bilkovin prothorakélnich zlaz
inkubovanych

C...standart M4 (viz popi
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4.2. Vliv trisu na syntézu bilkovin v prothorakalnich zlazach

Dalsi série experimeahiméla za ukol zjistit, jestli fidavek trisu (50 mM koncentrace) do
media gjakym zmsobem modifikuje produkci bilkovin v prothorakalnizldzach. Obrazek 2
porovnava spektrum bilkovin takto ofetych zlaz (A) s kontrolou (B). Na prvni pohled je
jasné, Ze toto spektrum se liSi. Podrobna analyraopi QuantiScanu tentorquipoklad
prokazala (obrazek 3,4). N&j¢i zneny Ize pozorovat v oblasti okolo 45-50 kDa a 30akD
Je vSak zajimave, Ze celkovy obsah bilkovin veddaziistava piblizn¢ stejny (obrazek 5),
coz dokazuje sawet ploch vSech analyzovanych protZ4kiz obrazek 4 vs. 5). To nazhge,
Ze tris nema podstatny vliv na celkovou syntézkadvih v prothorakalnich Zlazach.

A F C Obr. 2 Viiv trisu na syntézu bilkovin v prothorakalnich
Zlazach (20 pat).

o

29,0 kDa

A...spektrum bilkovin prothorakalnich zl¢
S trisem

B...spektrum bilkovin prothorakalnich zlaz
kontrola

C...standart M4 (viz popis)
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Obr. 3 Relativni zastoupeni plochy péak prothorakalni zlazy kontrola

Profile for Lane 1, Width 21
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Profile
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Lane width 21 pixels. Start 33, 6. End 40, 665
Background correction: Manual

No calibration applied

Peak Pogition  Units Net. Ht.  Cale. Ht. DNet Area  Bgud Area Calc Width Calc Area
Peak 1 478,38 478,00 4,02 N/A 34.83 2083.93  N/A N/&
Peak 2 451,57 451,00 7.21 N/A 84.67 738,10 N/A N/a
Peak 3 330.56 330.00 £.93 N/A 175.16 6256.12  N/A N/&
Peak 4 281.02 281.00 3.90 N/A 51.61 410125 N/A N/&

celkem: 17 147
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Obr. 4 Relativni zastoupeni plochy péak prothorakalni zlazy s trisem

Profile for Lane 2, Width 21

218

198

L]

LA R—

Value

158 _|

138

260 400 600 800
Position (top to bottom)

Profile Bgnd (manual)

Lane width 21 pixels. Start 99, 5. End 120, 885
Background correction: Manual

No calibration applied

Peak Pogition  Units Net. Ht. Cale. Ht. Net Area  Bgnd Area Calc Width Cale Area

Peak 1 276,14 276.00 5,53 N/A 66,05 2006, 86 N/B N/A

Peak 2 329,75 329,00 28,91 N/4 658.72 7530.99 N/A N/4

Peak 3 445,08 445,00 4,24 N/A 42,85 2647.86 N/B N/A

Peak 4 497,106 497,00 6.69 N/A 101,38 4061.14 N/A N/A
caikel7 979
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Obr. 5 Graf vyjaduijici vliv trisu na obsah bilkovin v prothorakalhi¢lazach (PG) (vyj&eno

v soutu ploch vSech analyzovanych bilkovin — viz obka2e4)
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MnoZstvi bilkovin v PG
(plocha analyzovanych elfo drah)
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4.3. Vliv trisu na vyluéovani bilkovin z prothorakalnich zlaz do media

Obrazek 6 ukazuje, Ze trigigdvany ve vySe zmémych experimentech do inkubydho
media ovliviuje spektrum bilkovin sekretovanych.

Podob# jako u bilkovin vlastnich prothorakalnich zlazpektrum bilkovin uvaiovanych
do media se v pokusnych Zzlazach¢ivkontrole nenilo (obrazek 7, 8). DoSlo k nistu
bilkovin v oblasti okolo 35- 37 kDa a 40-45 kDaa kozdil od bilkovin prothorakalnich Zlaz
se vSak jejich celkové mnoZstvi produkované do medibsahem trisu zvySovalo (obrazek
9). To nazn&uje, Ze tris ovliviuje produkci bilkovinin vitro spiSe na urovni bilkovin
uvoliovanych do media. Jestli je tentoinek specificky¢i nikoliv a jaky je mechanismus
pusobeni neni doposud zndmo.

Obr.6 Vliv trisu na spektrum bilkovin vykovanych

do media s trisem a spektrumdyiitk vylu¢ovanych

do media kontrolniho.

92,5 kDa

S —— 67,0 kDa

A...spektrum bilkovin v mediu s trisem
B... spektrum bilkovin v mediu kontrola
C...standart M4 (viz popis)
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Obr. 7 Relativni zastoupeni plochy péak medium kontrola

Profile for Lane 1, Width 65
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I
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Profile
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Peak Pogition  Units Net. Ht. Cale. Ht. Net Area  Bgnd Area Cale Width Calc Area
Peak 1 6.00 6.00 19.48 N/R 122.94 1805, 44 N/A N/A
Peak 2 38.00 38.00 3.35 N/B 11.30 128925 N/A N/A
Peak 3 95,00 95.00 8.50 N/B 47.38 1783.38 N/A N/A
Peak 4 145.00 145.00 10.39 N/B 78.74 3362.79 N/A N/A
Peak & 162.00 162.00 13.66 N/B 79.79 2389.10 N/A N/A
Peak 6 240.61 240.00 4.87 N/R 26.48 200484 N/A N/A
Peak 7 286.00 256.00 13.27 N/R 106.27 2830.00 N/A N/A
Peak 8 271.00 271.00 7.98 N/R 60.98 2548.00 N/A N/A
Peak @ 288.00 288.00 9,94 N/R 89.05 2883.38 N/A N/A
Peak 10 337.00 337,00 15.07 N/R 211.89 4376,73 N/A N/A
Peak 11 388,00 358.00 4,87 N/R 28,42 2220,47 N/A N/A
Peak 12 197,00 397,00 31,43 N/R 15.81 2360,72 N/A N/A
Peak 13 487,00 487,00 1,77 N/R 41.77 3222,13 N/A N/A
Peak 14 522.00 522.00 0.88 N/2 12.00 2706.47 N/A N/A

celkem: 30 207
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Obr. 8 Relativni zastoupeni plochy péak medium s trisem
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Obr. 9 Graf vyjaduijici vliv trisu na obsah bilkovin v mediu
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5. Diskuse

Predeslé studie prothorakalnich Zlaz se zabyvagdevsSim zkoumanim regulace jejich
aktivity, mnozstvim ekdysteroid (ekdysonu) vyltovanych &mito zlazami, principem
stimulace, stimulaci sekrece ekdysonu prothorakdélnzlazami, hormondlni stimulaci
prothorakalnich Zlaz a dalSimi otdzkami. Pring@gulace byl v mnohém objasn Dgje se
tak pomoci prothoracicotropniho hormonu, ktery pgprvé izolovan B. mori (Kataoka a
kol., 1987) a pozdji z dalSich Lepidopter (Gilbert a kol., 2002)ieBna regulace
steroidogeneze prothorakdlnimi Zlazami je zavisk siti vzajemd se ovlivaujicich
transduknich kaskad, které s#hji k faktoru regulujiciho translaci (Gilbert a koR006).
Mnozstvi ekdysonu sekretovanéhémito Zlazami je taky objagno. Bazalni sekrece
ekdysonu prothorakalnimi zlazamilu migratoria je nejnizsi v pedposlednim a poslednim
instaru ihned po ekdysi a naopak nejvysSich hodoethuje paty a sedmy den posledniho
instaru (Neuwirth a kol., 2005). Hormonalni stimadaprothorakélnich Zl4z saténbyla
provadina pomoci mozk Bylo zjis€no, Ze kultivujeme-li prothorakalni ZIazy vitro spolu
s mozky, produkce ekdysonu se zvysi az 30 kréa {ol., 1997).

Je tedy znamo, ze prothorakalni Zlazy jsourilavzdrojem sekrece ekdysonu. Ve své
praci jsem vychazela zigdchozich poznatka na pokusy jsem pouZzila prothorakalni Zlazy
z obdobi jejich nejvySsi aktivity tedy z posledng@ého instaru.

Sekréni ¢innost prothorakalnich Zlaz nesgiped jen v produkci ekdysteraid
Prothorakalni Zlazy WM. sexta vyluéuji do hemolymfy také &které proteiny (Safranek a
Williams., 1980), u nichz vSak nenfgsré znama jejich funkce, alegdpoklada se, ze by se
mohly podilet na ekdysteroidogenezi. A pr&tudium &chto bilkovinnych produkt bylo
predmétem mé prace. Provedla jsem pokusy pomoci nichdake zhodnotit celkova syntéza

bilkovin do prothorakalnich Zlaz a celkové mnozsitoucenych bilkovin do media.

5.1. Ovlivnéni stimulace prothorakalnich Zlaz

Pokusy pi nichZ se sledovala syntéza bilkovin v prothorald Zlazach a jejich vybovani
do media se jako vipdchozich studiich provélg za gritomnosti trisu, u kterého je znamo,
Ze zvysSuje sekreci ekdysterdidn vitro (Neuwirth a kol., 2005). Mym Ukolem bylo zjistit,
zda tris také gakym zpisobem ovliviuje syntézu bilkovin v prothorakalnich zlazéch.

Pro inkubani pokusy bylo pouzito Graceho medium, protoze kyistiéno, ze stimuléni
Ucinek trisu se projevuje pouze Yifmmnosti vapenatych iobt(Neuwirth a kol., 2005), které

jsou pra¢ v Graceho mediu obsazeny. Uvodni pokusy navic al(aze mezi spektrem
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bilkovin v prothorakalnich Zzlazackerstw vypitvanych a v prothorakalnich Zlazach
inkubovanych v mediu nejsou podstatné rozdily.

Vlastni pokusy ukazaly, Z&ifpmnost trisu v Graceho mediu nema podstatnyndivobsah
bilkovin v prothorakalnich Zlazach, protoze i kdgibchazelo k witym kvantitativnim
zmeénam jednotlivych bilkovinnych frakci, tak se celkowmnoZzstvi bilkovin podstain
neznenilo.

Jinych vysledk bylo dosazeno ip vyhodnocovani mnozstvi bilkovin vyldenych
prothorakalnimi Zlazami do media. Ukazalo se, ienejen ndni spektrum bilkovin (Ekteré
funkce stimuluju, jiné inhibuje), alegdevsim zvySuje celkové mnoZstvi se€kieh bilkovin,
které produkuje do media. Zda se tedy, Ze trisvawuje v prothorakalnich zlazach nejen
produkci ekdysteroitl ale moduluje i sekimi aktivity ©chto Zl4z. Zda je mechanismus
Ucinka obdobny jako u produkce ekdystenpid ke svému pm@béhu vyzaduje fitomnost

vapenatych iorit, nebo se podstatiisi, zistava neobjasmo.

6. Zawer

V piedkladané praci byly zji&y nasledujici skutmosti:

Kratkodoba inkubace prothorakalnich zlaz (6 hodirpraceho mediu podstatmeneni

spektrum jejich bilkovin ve srovnani ¢erst¥ vypitvanymi Zzlazami. 50 mM tris
[tris(hydroxymethyl)aminomethan] nem& podstatny via mnoZstvi nesekneich bilkovin

nasyntetizovanych dnem inkubace v prothorakalnich zlazach. 50 mM kotreee trisu

stimuluje uvohovani sekrénich bilkovin z prothorakalnich zlaz do med&ém inkubace.
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