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BAKALARSKA DIPLOMOVA PRACE

Zrala, Jana, 2007:

Panbo-Red Pigment Concentration Hormone u Porcellio scaber
(stinka obecnd) [The Panbo-Red Pigment Concentration Hormone
in the rought woodlouse Porcellio scaber] - 32p.

Bachelor thesis, Faculty of Biological Sciences, The University of
South Bohemia, Ceské Budé&jovice, Czech Republic

ANNOTATION:

The Panbo-RPCH, one member of the AKH/RPCH
(Adipokinetic Hormone/Red Pigment Concentrating
Hormone) family, has been isolated from the rought
woodlouse, Porcellio scaber CNS. The HPLC, ELISA and
LC/MS analyses were used for characterization of the
molecule. The peptide enhances lipid mobilization when
injected into the red bug Pyrrhocoris apterus body with
maximum response of 10 pmol.
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uvoD

Vyraznymi a dobfe zndmymi podkmeny u &enovcl (Arthropoda)
jsou korysi (Crustacea) a Sestinozi (Hexapoda), kam patfi i hmyz
(Insecta). Dlouho se uvazuje o tom, zda jsou spolu korysi a hmyz
fylogeneticky ve vzajemném vztahu. Dikazy pochdazejici z molekularnich
analyz, z podrobného zkoumani mozku a oci a neurogenese podporuji toto
tvrzeni.

Nejzndméjéi a nejlépe probadanou tfidou koryst jsou rakovci
(Malocostraca) (viz tab. 1), ktefi se vyskytuji v mofi, sladké vodé i na
suché zemi. Témé&r veskeré znalosti o endokrinologii kory$t pochazeji
z Fadu desetinoZcl (Decapoda) a jsou né&kdy zcela prdvem zobecriovany
pro cely podkmen korysQ.

Hmyz je na druhou stranu nejuspésnéjsi zvireci skupinou na zemi a
je daleko vice prozkoumadn: pro obrovskou hojnost (nejméné 1 mil. druhd
je popsan a priblizné 3-5 mil. nebyl dosud urcen a popsan), pro jejich
zvlastni krasu a jejich prospésné vlastnosti (opylovani, produkce medu,
hedvabi), tak i pro potencidlni pohromu pro lidstvo (poskozeni Grody,
vektor prenasejici choroby).

Jak hmyz, tak korysi prodélavaji béhem svého Zivotniho cyklu
zmeény jako je metamorfdza a ekdyse. VSechny tyto zmény, ale i napriklad
zména barvy, metabolické zmény béhem pohybu, adaptace na prostredi
s odliSnou salinitou atd., jsou fizeny peptidy, které jsou syntetizovany
v modifikovanych neuronech, proto nazyvané neuropeptidy. Je znamo, ze
Decapoda a Insecta syntetizuji identické nebo primarni strukturou velmi
podobné neuropeptidy. Diky snaze celkové charakterizovat rlznorodé

korysi neurohormony biochemicky a identifikovat jejich celularni zdroje,



zacali se po této strance zkoumat i jini zastupci Malocostraca napr.

Isopoda (Nussbaum a Dircksen, 1995).

CRUSTACEA (KORYSI)

Remipedia

Cephalocarida

Branchiopoda = Phyllopoda (lupenonoZci)
Anostraca (zabronozky)
Notostraca (listonosky)
Conchostraca (Skeblovky)
Cladocera (perloocky)

Maxillopoda
Mystacocarida
Ostracoda (lasturnatky)
Copepoda (klanonoZci)
Cirripedia = Thecostraca (svijonozci)
Tantulocarida
Branchiura (kapfivci)
Pestastomida = Linguatulida (jazyCnatky)

Malacostraca (rakovci)
Nebaliacea = Leptostraca (nebalie)
Stomatopoda (Ustonozci)
Bathynellacea (bezkrunyrky)
Mysidacea (vidlonozci)
Isopoda (stejnonozci)
Amphipoda (rliznonozci)
Decapoda (desetinozci)

Tabulka 1: Stru¢ny systém korysu.

Endokrinni soustava u hmyzu
U hmyzu rozliSujeme dvé hormonalni soustavy fungujici v tésné
zavislosti a nékolik dalSich skupin bunék (tkani) s endokrinni funkci.
Centrem endokrinni soustavy hmyzu je neurosekretoricky komplex,
ktery zahrnuje neurosekretorické bunky v centralni nervové soustavé

(CNS) a v blizkosti mozku se nachazejici zlazy corpora cardiaca (CC) a



corpora allata (CA), na néz jsou napojené nékteré neurosekretorické
buniky mozkovych hemisfér. Endokrinni buriky CNS jsou adaptované
monopolarni neurony, jejichz produkty jsou syntetizovany v téle neuronu.
Dendrity neurosekretorickych bunék se nachdzi v neuropile a axony
pronikaji pres nervové - krevni bariéru a uvolfuji své produkty do
hemolymfy exocytézou. Vytvorené neurohormony se uvolfuji bud' v misté
své syntézy nebo v neurohemalnich organech - nejcastéji v CC. V kazdé
hemisfére mozku se nachazi dvé skupiny neurosekretorickych bunék:
medialni neurosekretorické bunky v oblasti pars intercerebralis a laterdlni
neurosekretorické buriky. Syntetizované neurohormony plsobi pfimo na
efektorovy organ nebo stimuluji dalsi endokrinni zlazy k produkci
hormond.

CC se nachazi v blizkosti mozku, ¢asto nasedaji na aortu a slouzi
jako neurohemalni organ pro mozkové neurohormony, protoze sem Usti
zakonéeni axond jejich neurosekretorickych bunék. Hlavnim endokrinnim
produktem CC jsou adipokinetické hormony.

CA je parova endokrinni zldza nachazejici se v posteriorni oblasti
hlavy v blizkosti hltanu, nékdy splyva v jeden organ. CA jsou
ektodermalniho plvodu, maji ovalny nebo veijtity tvar. Cely organ je
obklopen nebunécnou bazalni laminou a obsahuje pouze jeden typ bunék.
Je pro né charakteristicka pritomnost hladkého endoplasmatického
retikula.

Druhym vyznamnym hmyzim endokrinnim centrem jsou
prothorakalni zlazy, parové organy nepravidelného tvaru nachazejici se
v prvnim hrudnim ¢lanku a v hlavé, které produkuji ekdysteroidy.

Endokrinni soustava hmyzu je doplnéna nékolika dalSimi zlazami, které



produkuji hormony s rdznou funkci. Patfi sem neurosekretorické buriky
ostatnich ganglii nachazejici se v brisni nervové pasce, endokrinni bunky
stfeva, coz jsou epitelidlni bunky stfedniho stfeva, které produkuji peptidy
s prevazné neznamou funkci, a epitrachealni buriky, které nasedaji na
tracheu blizko spirakula a produkuji ecdysis triggering hormon, coz je
hormon podilejici se na svlékani. Endokrinni funkci maji také gonady,

které produkuji hormony ovliviujici predevsim rozmnozovani.

Endokrinni soustava korysi

Sidlem endokrinniho centra kory$u je oéni stélka, kterd kontroluje
metabolismus glukosy, svlékani, rozmnoZovani a epitelidlni pigmentaci.
Neuroendokrinni komplex oc¢ni stélky se sklada predevsim z tzv. X-organu
(X0), coz je shluk obrovskych neuronl v medulla terminalis, kde se
syntetizuji neuropeptidy. Komplex dale obsahuje sinusovou zlazu,
neurohemalni orgdn, ktery je tvofen konci axont z XO neurond, a ktery
slouzi ke skladovani a k vylu¢ovani neuropeptidd do hemolymfy.

Jako dal&i zdroje neuropeptidl u kory$t byly identifikovany:
perikardialni organ, neurohemalni organ lezZici v osrdecniku, vylucuje
latky, které ovliviuji tep, a suboesophagealni — postkomisuralni organ,
kde jsou hormony neurokrinnich bunék suboesophagedlniho ganglia
vedeny do poskomisuralni zlazy, ktera slouzi jako neurohemalni organ.

V hlavé je jesté umistén parovy Y-organ, ktery funguje jako
epitelidlni endokrinni Zldza analogicka prothorakalnim Zlazam hmyzu.
Vylucuje tedy ekdysteroidy.

Zajimavym tadem t¥idy rakovcl, které jsou i u nds hojné

zastoupeny jsou stejnonozci (Isopoda). Nejbéznéjsimi zastupci jsou



Oniscus asellus (stinka zedni) a Porcellio scaber (stinka obecna). Jejich
mozek obsahuje protocerebrum, zmensené deutocerebrum a prodlouzené
tritocerebrum. Prodlouzené stihlé laloky protocerebra zahrnuji optické
laloky s medula externa, interna a terminalis - typické pro Malacostraca, a
cibulovité sinusové zlazy, které nasleduji po optickém laloku (Nussbaum a

Dircksen, 1995) (viz obr. 1).
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Obrazek 1: Endokrinni soustava: A) Insecta a B) Crustacea

Neurohormony AKH/RPCH rodiny

Nejzndméjsi a nejvice prozkoumané neurohormony u kory3u a
hmyzu se zarazuji do tzv. AKH/RPCH rodiny (Adipokinetic Hormone/Red
Pigment Concentrating Hormone family). Jméno je odvozeno od prvnich
¢lenl této rodiny, ktefi byli zcela charakterizovani: chromatotropin (RPCH)

z korySe Pandalus borealis (Fernlund a Jossefson, 1972) a adipokineticky



hormon (Locmi-AHK-I) ze sarance Locusta migratoria (Stone a kol.,
1976).

Adipokinetické hormony jsou syntetizovany a uvolfiovany u hmyzu z
CC a u korysl z X-organu. Kazdy z t&chto hormont ma svou specifickou
RNA.

Adipokinetické peptidy jsou octa-, nona- nebo decapeptidy na
obouch koncich blokované (Gade a kol., 1997), na N-konci zbytkem
kyseliny pyroglutamové a na C-konci amidem. Aminokyseliny v pozici 8 a
9 (kdyz jsou pritomné) jsou Trp a Gly. V molekule jsou nejméné dvé
aromatické kyseliny - v pozici 4 hlavné Phe (ale nékdy Tyr) a v pozici 8
(Trp); nékolik peptidd ma tfetinu aromatickych kyselin - dalsi v pozici 2
(Tyr nebo Phe) nebo v pozici 7 (Trp) (Gade a Marco, 2006).

Primarnim stimulem pro uvolnéni AKH procesem exocytozy do
hemolymfy je let (Mayer a Candy, 1969) nebo samotny pohyb vibec.
Peptidy fidi mobilizaci lipidQ, sacharidd a prolinu, aktivuiji glykogen
fosforylasu, hromadi cAMP a inhibuji syntézu lipidd, proteini a RNA,
stimuluji lokomocni aktivitu. Jsou typickymi stresovymi hormony -
stimuluji katabolické reakce, vytvareji podminky pro vznik snadno
oxidovatelnych metabolitd a inhibuji syntetické reakce (Géade a kol.,
1997).

Klasicky proces mobilizace lipidd byl popsan u sarandi, kde je
spustén uvolnénim AKH z CC. Odtud se hormon dostava k bunkam
tukového télesa, kde aktivaci adenylatcyklasy dochazi k produkci cAMP.
V piitomnosti Ca** iontd spouséti proteinkinasovou kaskadu, kterd ma za
ukol aktivovat lipasu ke Stépeni triacylglycerolu na diacylglycerol. Do

pracujiciho svalu se diacylglycerol dostava prostrednictvim kyvadlového
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systému prepravy lipoforiny. Na membrané svalové bunky je
diacylglycerol hydrolysovan na glycerol a mastné kyseliny pomoci lipasy,
za uvolnéni lipoforinového nosice. Kone¢nym zdrojem energie jsou pak
produkty enzymatického odbouravani mastnych kyselin.

Nékolik zastupcd AKH/RPCH rodiny bylo v posledni dobé
identifikovano také u podradu Heteroptera, ktery byl dfive mimo hlavni
zadjem vyzkumu, a to u druhQ Pyrrhocoris apterus (ruménice pospolnd)
(Kodrik a kol., 2000, 2002), Dysdercus cingulatus (PatoCkova, 2003;
Socha a kol., 2004) a Nezara viridula (Gade a kol., 2003). Velmi
zajimavého zastupce se podarilo odhalit predevsim u posledniho z nich -
jedna se o u hmyzu unikatni oktapeptid Panbo-RPCH (Fernlund a
Josefsson, 1972): pGlu - Leu — Asn - Phe - Ser - Pro - Gly - Trp
amid, ktery byl prvné izolovan z ocni stélky korysSe P. borealis a byl znam
pouze jako jediny zastupce AKH/RPCH rodiny u kory3ua.

Panbo-RPCH Fidi u P. borealis zménu barvy téla nahromadénim
pigmentovych granuli ve specifickych burikdch v schrance koryse (Gade a
kol., 2003). Chromatotropické faktory a jejich Ucinky na zménu barvy téla
anebo pohyb o&nich pigmentl byly ndmétem &etnych studii u nékolika
zastupcl Decapoda a i Isopoda (Stahl, 1938 a, b; Kleinholz, 1937, 1961;
Fingerman 1969, 1970; Castrucci a Mendes, 1975; Rao a kol., 1985). Je
zajimavé, ze Panbo-RPCH vyvolava u hmyzu mobilizaci energetickych
zdroju, napfiklad u N.viridula (Gade a kol., 2003), zatimco u korysu

podobny ucinek nebyl popsan (Gade a Marco, 2006).
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CILE PRACE

e prokazat stimulaéni G¢inek hormonu Panbo-RPCH na mobilizaci lipidd u
P. apterus
e pokusit se izolovat hormon z AKH/RPCH rodiny z korySe P. scaber a

otestovat jeho ucinky na P. apterus

MATERIAL A METODIKA

Pokusna zvirata
e Pyrrhocoris apterus (ruménice pospolna)

Populace laboratorné chovanych jedinct P. apterus vznikla z divoké
populace sebrané v Ceskych Budé&jovicich (Ceska republika). Nymfalni
stadia a imaga byla chovana v 0,5 | sklenénych nadobach (pfriblizné po 40
jedincich), byla zéasobena lipovymi semeny a pravidelné napajena
vodovodni vodou ze sklenénych zkumavek uzavienych vatovou zatkou.
Chovné nadobky byly uchovavany pfi 26 + 1 °C ve fotoperiodé (18L : 6D)
v termostatu Entomologického Ustavu AVCR v Ceskych Budéjovicich.

Vyvoj P. apterus z vajicka do dospélce trva v laboratornich
podminkach 1 mésic. Nymfa prochazi 5 stadii, prvni trva priblizné 10 - 14
dni a kone&nd faze nymfy 7 - 10 dni. Dospélec se doZiva 2 mésict aZ 1
roku (Socha, 1993). Samice kladou vajicka pod vrstvu lipovych semen na
dno sklenice. Proces kladeni vajicek nastava také u neoplodnénych samic,

po nakladeni tyto vaji¢ka hynou.
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Jedinci pFeduréeni k experimenttdim byli po imaginalnim svle¢eni
vytridéni dle pohlavi do samostatnych sklenic a zde drzeni dle potreby. Mé

experimenty byly provadény na samicich starych 10 dni.

e Porcellio scaber (stinka obecna)

Populace laboratorné chovanych jedinct P. scaber vznikla z divoké
populace sebrané ve Strakonicich (Ceska republika). Nymfalni stadia a
imaga byla chovana v 1 | sklénénych nadobach, pravidelné byla
zasobovana vodovodni vodou ze sklenénych zkumavek uzavienych
vatovou zatkou a Cerstvou zeleninou, byla uchovavana pri fotoperiodé
(18L : 6D) pfi 26 °C v insektariu Entomologického Ustavu AVCR v Ceskych

Budéjovicich.

Odbér hemolymfy
Z nastrihnutého tykadla P. apterus byla kapka hemolymfy
zachycena na parafilm a odtud odebrano 0,5 pl hemolymfy mikropipetou

(Eppendorf 0,1 - 2,5 pl) do zkumavky na stanoveni hladiny lipidd.

Pitva CNS u P. scaber

Byla provedena pitva potfebného mnozstvi CNS (mozek + sinusové
714zy) s vyuZitim binopolarni lupy, nizek, dvou pinzet a Ringerova
fyziologického roztoku (0.13 M NaCl, 1.3 mM KCl, 6.8 mM CaCl, . 2H,0, 2
mM MqgCl; . 6H,0, 2 mM NaHCOs). Za prvnim hrudnim c¢lankem byla
odstrihnuta hlava, nasledovalo ocisténi hlavy od kousaciho Ustroji. Hlava
byla takto zanechdna nebo nasledné byla CNS opatrné vyjmuta. VSe bylo

umisténo do mikrozkumavky a do doby pouziti uchovano pfi - 20 °C.
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Obrazek 2: CNS u Oniscus asellus (stinka zedni), SG - sinusové zlazy,

PRC - protocerebrum.

Priprava mozkovych extraktt

Do mikrozkumavky s danym poctem CNS bylo pridano 100ul 80 %
methanolu, rozsonikovano a nasledné centrifugovano (10 000 otacek, 4
°C, 5 min, Hettrich EBA 12R). Vznikly supernatant byl odebran do jiné
mikrozkumavky a sediment jesté 2x dle stejného postupu extrahovan.
Spojené supernantanty byly odpareny ve vakuované centrifuze (Jouan

RC10.22) a nasledné ulozeny v - 20 °C.

Aplikace hormonu

Synteticky hormon Panbo-RPCH byl injikovan do téla plostice v dané
koncentaci (od 0,2 do 80 pmol) vzdy v objemu 2 pl skrz metathorakalné
abdominalni intersegmentalni membranu Hamiltonovou injekéni

strikackou.
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Méreni adipokinetické odpovédi pomoci sulfo-fosfovanilinového
testu (Zoller a Kirch, 1962, modifikace podle Holwerda a kol., 1977 a Van
Marrewijka a kol., 1984)

Vzorek hemolymfy (0,5 ul) odebrany v Case 0 byl dan do zkumavky,
ktera obsahovala 100 pl 96 % H,S04. Poté byl plosticim injikovan hormon
Panbo-RPCH o dané koncentraci (pokus) ¢ 20 % methanol v Ringerové
roztoku (kontrola). Odbér hemolymfy byl opakovan po 90 minutach.
VSechny vzorky byly 10 minut vareny ve vodni 1azni a po zchlazeni byl
pridan 1 ml vanilinového cinidla (vanilin, kys. fosrorecna, destilovana
voda). Po uplynuti 30 minut bylo mé&feno odli§nd zbarveni vzorkd na
spektrofotometru (Thermo Spectronic) pri vinové délce 546 nm proti
slepému vzorku. Slepy vzorek se skladal ze 100 pl kyseliny sirové a 1 ml
vanilinového cinidla.

Nameérené hodnoty byly srovnany a dopocteny pomoci standardni
krivky kyseliny olejové (0,2 - 80 pl). Porovnanim hodnot pred a po podani
hormonu byla uréena zmé&na mnoZstvi lipidd v hemolymfé.

Principem této metody je vzajemna reakce dvojné vazby mastné

kyseliny s vanilinem za vzniku barevné slouceniny.

Kvantitativni stanoveni Panbo-RPCH - ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) je imunoenzymaticka
metoda existujici v mnoha modifikacich a variantach. Pro kvantitativni
stanoveni hormond AKH/RPCH rodiny z CNS se pouZiva kompetitivni
ELISA. Tato metoda je zaloZzena na soutézi znamého mnozstvi znaceného
antigenu s neznamym stanovovanym mnozstvim neznaceného antigenu o

vazbu, ktera je limitovana mnozstvim protilatky. V nasledujicicm testu
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byla pouzita protilatka proti AKH z P. apterus (Pyrap-AKH), ktera
rozeznava i Panbo-RPCH (Goldsworthy a kol., 2002).

Pouzité roztoky:

e aplikacni pufr: pH = 9,6; 0,1 M bikarbonatovy pufr

(Na>COs3, NaHCOs5)
e promyvaci pufr: pH = 7,5; 10 mM PBS pufr

(Na,HPO, . 2H,0, NaH,PO, . 2H,0, NaCl)
e OPD (ortho-fenylendiamin) substrat: 12,5 ml A + 12,85 ml B + 4,25 mg
OPD (pH=5) + 1,25 pl 30 % H-0,

(A = 0,1 M kyselina citrénova, B = 0,2 M Na,HPQO,4)
e blokovaci pufr (5 % roztok suseného odstredéného mléka, 0,1 % Tween
20 v promyvacim pufru)

e BLAM - biotinilovany Pyrap-AKH (Biotin Long Arm Maleimide)

Postup metody:

Krali¢i protilatka (IgG) proti Cys'-Pya-AKH (Sigma Genosys,
Cambridge, UK) byla zfedéna v aplikac¢nim pufru 1:5000 a v mnozstvi 100
Ml byla aplikovana pres noc pfi 4 °C na stény jamek mikrodesti¢ky (high
binding Costar, Corning Incorporated, Corning, NY, USA). Nasledné byla
desticka promyvana trikrat 200 ul promyvaciho pufru s detergentem
Tween 20 a tak se postupovalo po kazdém nasledujicim kroku. Dale byl
pak aplikovan blokujici pufr v mnozstvi 200 pl a inkubovan v jamkach pri
37 °C po dobu 2 hodin. Nasledovalo naneseni vzorkd rozpusténych v 50 pl
promyvaciho pufru bez detergentu Tween 20 a 50 pl roztoku Cys*-Pya-

AKH znaceného biotinem (BLAM, Biotin Long Arm Maleimide) (Vector
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Laboratories, Peterborough, UK) v koncentraci 2 pmol/1 ml (tedy 100
fmol/jamku). Tim byla zahajena kompetice mezi stanovovanym Panbo-
RPCH a znacenym Cys-Pya-AKH-BLAM komplexem. Soucasné byl
aplikovan do dalsi série jamek jako standard synteticky hormon Panbo-
RPCH (Bachem, Switzerland) pro pripravu kalibracni krfivky v mnozstvi 10
pmol na jamku a dale redény pomoci dvojkové fady. Byly pripraveny i
pozitivni (50 pl promyvaciho pufru bez Tweenu + 50 pl BLAMu) a
negativni kontroly (100 ul samotného promyvaciho pufru). Kompetice
probihala po dobu 1 hodiny v inkubatoru (Heidolph TITRAMAX 1000) pfi
37 °C. Nasledovala inkubace se 100 pl HRPS (Horse Radish Peroxidase)
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) fedéného v promyvacim pufru
1:500 po dobu 1 hodiny pri 37 °C. DalSim a poslednim krokem bylo
pridani OPD substratu. Desticka zabalena do alobalu byla inkubovana
v termostatu po dobu 40 minut. Peroxidasa vazana na znaceny antigen
rozklada peroxid vodiku a uvolfiuje kyslik reagujici s OPD za vzniku
zabarveni. Reakce byla zastavena pridanim 50 ul 0,5 M kyseliny sirové.
Intenzita zabarveni byla mérena na ELISA ctecce (SpectraMAX 340pc) pfi
vinové délce 492 nm. Namérené hodnoty A49, byly prepocitavany na
hodnoty kompetice v % podle rovnice:

100 - (test O.D. - pozadi/max O.D. - min 0.D.) * 100

Pozadi = primér hodnot naméftenych u negativnich kontrol

Mnozstvi hormonu v daném vzorku bylo odecteno ze sestrojené

kalibracni kfivky a vyneseno do grafu ve fmol/CNS (viz obr. 6).
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Purifikace extraktu CNS na HPLC

Purifikaci AKH/RPCH umoznila RP HPLC (Reverse Phase High
Perfomance Liquid Chromatography).

Pro izolaci hormonu z methanolového extraktu CNS bylo pouzito

HPLC zarizeni Waters ovladané programem Clarity; kolona LiChropsher,

RP - 18, WP - 300 (Merak); mobilni faze A = 0,11 % TFA (trifluorooctova

kyselina), B = 60 % acetonitrilu v 0,1 % TFA; gradient: 0 - 2 min 10 % B,

2 - 30 min 10 - 100 % B. Délené latky byly monitorovany fluorometricky
pfi Aex = 280nm a Aem = 348 nm; citlivosti 15 mV a pratoku 1 ml/min.

Pomoci standardniho Panbo-RPCH (viz obr. 3), ktery byl aplikovan na

kolonu pred vlastnim délenim vzorku, byla uréena oblast, kdy bylo mozné

oCekavat vlastni hormon z AKH/RPCH rodiny (RT=18,91 min). Material
vytékajici z kolony byl rozdélovan na vzorky po 2 minutach, které byly

nasledné testovany na pritomnost AKH pomoci ELISA testu.
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Obrazek 3: HPLC standardu RPCH v davce 130 pmol na koloné
LiChropsher (podrobnosti viz text).
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Hmotnostni a strukturni analyza RPCH

Strukturni analyza AKH/RPCH izolovaného z CNS P. scaber byla
provadéna firmou Waters pomoci LC/MS analyzy, s pouzitim zafizeni
OTOF Premier and nanoACQUITY System.

Presentace vysledkl a jejich statistické zpracovani
Na porovnani statistické prikaznosti vysledkl (viz obr. 4) byl pouzit
Studentdv t - test na 5 % hladinové vyznamnosti. Na konstrukci grafi byl

pouzit software Prism (GraphPad Software, version 4, CA, USA).
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VYSLEDKY

Celkovy obsah lipidd v hemolymfé u P. apterus

Pro zjist&ni hladiny lipidG v hemolymfé a jejich zmén po aplikaci
hormond byl pouZit sulfo-fosfovanilinovy test. Na zakladé predchozich
zkusSenosti se pro testy pouzivaly 10 denni reprodukéni samice P. apterus,
u kterych byla prokazéna nejvy$&i hodnota mobilizace lipidG. Hormon byl
aplikovan v davkach 0,2 - 80 pmol pres metathorakalné abdominalni

intersegmentalni membranu.
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Obrazek 4: Zména hladiny lipidd v hemolymfé (mg/ml) u 10 dennich
reprodukcnich samic P. apterus v zavislosti na zvySujicich se davkach
Panbo-RPCH v koncentraci 0,2 - 80 pmol. Byly vyneseny pridméry + SD.

» - naznacuje statisticky vyznamny rozdil na 5 % hladiné vyznamnosti.
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Nejvy$&i mobilizace lipidd byla naméfena pfi dédvce 10 pmol, kdy
dosahl narlst 6,731 mg/ml hemolymfy, pti¢emz EDsy = 1,850 pmol.
VSechny hodnoty byly statisticky rozdilné na 5 % hladiné vyznamnosti
(p<0,5) od kontroly kromé nejnizsi podané davky 0,2 pmol. U davek

vy&sich neZ 10 pmol rozsah mobilizace lipidQ klesal.

Purifikace Panbo-RPCH z CNS etraktu P. scaber

Na RP HPLC byl rozdélen methanolovy extrakt skladajici se z 20 hlav
P. scaber. Pred timto délenim byl za stejnych podminek aplikovan
synteticky Panbo-RPCH v davce 130 pmol (viz obr. 3), ktery odhalil, ze
eluci aktivni frakce Ize ocekavat priblizné okolo 19. minuty, ale i presto byl
vSechen material odebiran a rozdélen na 16 jednotlivych frakci priblizné po
2 minutach. Tyto frakce byly dale testovany pomoci ELISA testu na
pritomnost AKH/RPCH.
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Obrazek 5: Elucni profil déleni extraktu 20 hlav P. scaber na RP HPLC.
Vsechen odebirany material byl jiman a rozdélen na jednotlivé frakce,

které byly dale testovany na pritomnost AKH/RPCH pomoci ELISA testu.
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ELISA - testovani frakci z HPLC

Sestnact frakci bylo testovéano pomoci ELISA testu na pritomnost
AKH/RPCH. Aktivita byla zaznamenana ve frakci Cislo 8, jejiz ¢as odebrani
byl 17,85 - 18,85 min. Tento Cas byl blizky reten¢nimu ¢asu namérenému
u syntetického Panbo-RPCH. Lze se tedy domnivat, Zze hormon Panbo-

RPCH mohl byt pfitomen v této frakci.
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Obrazek 6: ELISA test pritomnosti AKH ve frakcich z RP HPLC déleni 20
hlav P. scaber (viz obr. 5). Ve frakci Cislo 8 byla zaznamenana nejvyssi

aktivita.
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Hmotnostni a strukturni analyza

Pro ovéreni nasi hypotézy, ze CNS P. scaber obsahuje Panbo-RPCH,
byl analyzovan extrakt CNS. Vysledkem hmotnostni analyzy LC/MS byla
molekulovd hmotnost ¢astice M + H ¥ = 930,45 Da, coz odpovida
hmotnosti peptidu 929,45 Da, ktera je identicka se syntetickou molekulou

RPCH.
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Obrazek 7: Strukturni a hmotnostni analyza extraktu CNS P. scaber.

Test extraktu z CNS P. scaber na P. apterus

Testovani aktivity extraktu CNS z P. scaber na mobilizaci lipidd bylo
provadéno pomoci sulfo-fosfo-vanilinového testu. Odpareny methanolovy
extrakt byl rozpustén v Ringroveé fyziologickém roztoku a injikovam do
pokusnych 10 dni starych samic P. apterus v davce 2 CNS ekvivalent na
jedince. Adipokineticka odpoveéd se vSak ukazala byt nulova
pravdépodobné z ddivodu velmi nizké hladiny hormonu RPCH v CNS u P.

scaber (vysledky neuvadény).
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DISKUSE

Vysledky zmény hladiny lipidd v hemolymfé& u 10 dennich samic P.
apterus po aplikaci hormonu Panbo-RPCH ukazaly, ze s pribyvajici davkou
stoupala i hladiny lipidd v hemolymfé&, ale to jen do okamZiku, neZ davka
hormonu dosahla 10 pmol. Pak méla zmé&na hladiny lipidd klesajici
tendenci. Vyssi davky se zdaly byt méné efektivni. Tento jev neni
neobvykly, byl jiz popsan u hormon( Pyrap-AKH a Locmi-AKH-I u plostice
P. apterus (Kodrik a kol., 2000) s tim rozdilem, Ze hormon Locmi-AKH-I
meél priblizné dvakrat vétsi ucinnost nez Pyrap-AHK. Podobna situace byla
zaznamenana i u druhého hormonu P. apterus - Peram-CAH-II (Kodrik a
kol., 2002) a také u dalsiho zastupce druhu plostic D. cingulatus
(Patockova, 2003).

Pro plostice zfejmé plati, Ze maximalni stimulaci hladiny lipidt
v hemolymfé vyvolava optimalni ddvka AKH, pricemz vyssi davky
hormonu nejsou tak U&inné. U jinych druht hmyzu tento jev pro
AKH/RPCH zastupce nebyl pozorovan.

Metodou ELISA bylo testovano 16 frakci na pritomnost AHK/RPCH
v CNS extraktu P. scaber. Vyuzivala se pri tom kralici protilatka (IgG) proti
Cys'-Pya-AKH. Tato protildtka nerozeznava jen samotny Pyrap-AKH, ale i
Fadu dalich hormond této rodiny véetn& Panbo-RPCH (Goldsworthy a kol.,
2002). Je zajimavé, Ze napr. Locmi-AKH-I sloZzeny z 10 aminokyselin neni
rozpoznavan, prestoze molekula tohoto peptidu obsahuje 8 identickych
aminokyselin oktapeptidu Pyrap-AKH plus 2 aminokyseliny navic (viz
tab.2). Pouzita protilatka vSak rozpoznava posledni 4 zbytky Pyrap-AKH.

Data naznacuji, ze Pro®, Asn’ a Trp® spolu s amidem na C-konci jsou
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nejdllezit&jsi slozky epitopu (Goldsworthy a kol., 2002). Panbo-RPCH a
Pyrap-AKH se liSi ve dvou aminokyselinach - v pozici 5 obsahuje Panbo-

RPCH Ser a Pyrap-AKH Thr, a v pozici 7 Panbo-RPCH Gly a Pyrap-AKH

Asn.
Panbo-RPCH pGlu - Leu — Asn - Phe - Ser - Pro - Gly - Trp amid
(Fernlund a Josefsson, 1972)
Locmi-AKH-1 pGlu - Leu - Asn - Phe — Thr - Pro — Asn - Trp — Gly - Thr amid
(Stone a kol., 1976)
Pyrap-AKH pGlu - Leu — Asn - Phe — Thr - Pro - Asn - Trp - amid

(Kodrik a kol., 2000)

Tabulka 2: Primarni struktura ¢leni AKH/RPCH rodiny.

PFitomnost zastupcl AKH/RPCH rodiny u suchozemskych isopod
byla az do dneSka demonstrovana jen imunohistochemicky (Nussbaum a
Dirksen, 1995) a to napr. u Armadillidium vulgare (Okay, 1945),
Trachelipus rathkei (McWhinnie a Sweeney, 1955). Imunoreaktivni
metodou byly také zkoumany nervové drahy CNS u O. asellus.

U zastupcl Decapoda imunochemicky vyzkum ukdzal, Ze hlavni
neurony ocni stélky jsou RPCH-imunoreaktivni. CNS se neprojevuje jako
neurohemalni organ a zda se, Ze se sklada hlavné z interneurond
(Mangerich a kol., 1986, 1987). Interneurony O. asellus jsou pritomny
v mensim mnozstvi nez u Decapoda, ale vykazuji znacné podobnosti. CNS
O. asellus obsahuje celkem 20 siln& RPCH-imunoreaktivnich neurond
(Nussbaum a Dirksen, 1995).

Je zajimavé, Ze u korysl nebyl dosud popséan zadny metabolicky

ucinek Panbo-RPCH. Na druhé strané se vsak zda, ze Panbo-RPCH ma
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neuromodulaéni efekt u nékolika zastupcl kory&d a je pravdépodobné, Ze
hmyzi AHK maji také neuromodulacni aktivitu. Socha a kol. (1999)
dokonce navrhli, Ze neuromodulaéni role AKH by mohla byt ddleZita pro
stimulaci lokomoc¢ni aktivity.

Pritomnost RPCH byla prokazana (vcetné identifikace primarni
struktury) u P. borealis, Cancer magister, Carcinus maenas a Orconectes
limosus (zastupci Decapoda), vSechny struktury byly identické. Dalsi
presvédeivé strukturni dikazy existuji u 7 jinych druhQ, coZ naznaéuje, ze
RPCH ma stejnou primarni strukturu. Nékteré druhy hmyzu maji 2 nebo
dokonce 3 druhy AKH (proc¢ tomu tak je, neni zcela vysvétleno) zatimco
soucasné vysledky ukazuji, Ze RPCH je u korys(d jen jeden (Keller, 1992).
Neméné zajimavé je to, e RPCH je nejen u korysl, ale i u nékterych
zastupcl Heteroptera, konkrétné Pentatomidae (Ustni sdéleni, Kodrik), coZ
by mohlo byt pouZito jako dikaz pro teorii, Ze hmyz a korysi jsou

fylogeneticky souvisejici uzavrena skupina (Gade a kol., 2003).
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ZAVER

1. U 10 dennich samic P. apterus byl prokazan stimulacéni Gcinek
hormonu Panbo-RPCH na hladinu lipidl v hemolymf&. Intenzita stimulace
byla zavislad na davce hormonu. Zména hladiny lipidd v hemolymfé méla
zvysujici se tendenci od 0,2 do 10 pmol, kdy bylo dosazeno maxima 6,731
mg/ml. S dalsi zvySujici se davkou hormonu se efekt snizoval.

2. V methanolovém extraktu CNS P. scaber, ktery byl purifikovan
pomoci RP HPLC, byla pomoci testu ELISA prokazana pritomnost
AKH/RPCH zastupce. Nejvyssi aktivitu vykazovala frakce s retencénim
c¢asem odpovidajici retenc¢nimu Casu syntetického RPCH.

3. LC/MS analyza prokéazala pfitomnost RPCH v CNS P. scaber.

4. Test na mobilizaci lipidi po injikaci extraktu z CNS z P. scaber do
P. apterus vykazoval minimalni aktivitu, coz naznacuje relativné nizky

obsah RPCH v CNS P. scaber.
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