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UvoD

V modernim zerdélstvi se zainaji pouZzivat latky, které ménzatZuji Zivotni
prostedi a dochazi k postupnému omezovani klasickyakirsdi. Jednim z perspektivnich
zpiusohi nahrady &chto insekticid mize byt pouziti hmyzich neuropeptidNeuropeptidy
mohou byt vyuzZivany jako cilené zasahy proti Skaatti drunim hmyzu (Rayne a Oshea,
1997; Hoffmann a Lorenz, 1998; Roeder, 1999; Ga@&okworhy, 2003). Takovy fisob
kontroly populaci hmyzich skich spaiva v naruSeni mechanisikteré jsou zodpadné za
syntézu, sekreci a transport neuropeaptidbo ovlivieni jejich fyziologickych funkci.

Vhodnymi kandidaty pro tentocél jsou hmyzi stresové hormony, jelikoZz stresové
situace jako hladani, infekce, zraéni a intenzivni pohyb Zjsobuji €Zky metabolicky stres.
Podobné stresové 2dt je hmyz vystaven po osehi insekticidem, kdy musi mobilizovat své
energetické zasoby a eliminovat nebo snizovat dajadho stresu na své fyziologické a
dalSi funkce. Hmyzi metabolismus jeepazré kontrolovan adipokinetickymi hormony
(AKH), které pati k AKH/RPCH peptidické rodi (Adipokinetic Hormone/Red Pigment
Concentrating Hormone family). VSeobécse tyto hormony chovaji jako typicky stresove
hormony, tim Ze stimuluji katabolické reakce (miabite lipich, cukmi a rekterych
aminokyselin) a inhibuji syntetické reakce.

AKH byly identifikovany utady zastupt vSech vyznamnych hmyziatadi (Gade a
kol., 1997). Skladaji se z 8-10 aminokyselin sdwdem blokovanym kyselinou
pyroglutamovou a C-koncem amidovanym. Vyjimku ifvibaba@ka bodlakova Yanessa
cardui), u které byl objeven AKH skladajici se z 11 ankiygelin (Kdllisch a kol., 2000).
AKH se syntetizuji a ukladaji v corpora cardiac&ZJCcozZ je neurohemalni organ uniist
v blizkosti mozku nasedajici na aortu. Z CC jsouHAKvolovany do hemolymfy. U
nékterych hmyzich zastupc(nag. Locusta migratoria a Pyrrhocoris apteruse buiky
syntetizujici AKH vyskytuji i v mozku samotném (Scmeveld a kol., 1985; Bray a kol.,
1993, Kodrik a kol., 2003). AKH jako peptidické hmyny nejsou schopné veélrpronikat
pies bukcné membrany, a proto oviivji cilové buiky prostednictvim specifickych
membranovych receptior Tyto receptory péi k G-proteinové skupina byly popsany u
nékolika druhi hmyzu: Drosophila melanogasteBombyx mori(Park a kol., 2002; Staubli
2002), Periplaneta americangWicher a kol., 2006) &Anopheles gambiaéKaufmann a
Brown, 2006).

Hlavni funkci AKH je mobilizace lipidl, cukri a aminokyseliny prolinu, coZ je na
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burg¢né arovni zaji&tno aktivaci adenylatcyklazy, lipdzy (Spencer a @anii976),
fosfolipazy C (Vroenen a kol., 1997), glykogen fostdzy (Van Marrewijk a kol., 1980) a
dalSich enzyrin spojenych s metabolismem. AKH vSak maji pleiotioffinky, tj. plni vice
biologickych funkci: inhibuji syntézu RNA (Kodrik@oldsworthy, 1995), lipidl (Gokuldas a
kol., 1998) a proteiin (Carlisle a Loughton, 1979) a dale stimuluji intahiodpo¥d
(Goldsworthy a kol.,, 2002), pohybovou aktivitu (8aca kol.,, 1999)innost srdce
(Scarborough a kol., 1984) a inhibuji uzravani dedi (Lorenz, 2003)Ridi také stimulaci
antioxida&nich mechanisinpii vystaveni organismu oxidaimu stresu (Kodrik a kol., 2007;
Vecera a kol., 2007). Zajimava je funkce AKH ve stresdvgituacich, které s bezprizstni
AKH do hemolymfy (Kodrik, 2008). Jsou to rapnfekce (Goldsworhy a kol., 2005),
swtelny Sok (Kodrik a Socha, 2005) #gegdevsim oséeni insekticidy, které bylo studovano
na modelech sarde pustinnéSchistocerca gregarigCandy, 2002) a ploStici rumici
pospolnéP. apterus(Kodrik a Socha, 2005; Kodrik a kol., 2009). Negéprozkoumanou
funkci AKH je vSak jeho ulohaipmobilizaci lipidi u modelového druhu sarsnsthovave
L. migratoria U tohoto druhu je tento proces zviaslilezity pri migracnich letech. Let
slouzi jako primarni stimulus pro uvelm AKH z CC do hemolymfy. AKH putuje
hemolymfou k bikdm tukového dlesa, kde se napoji na specificky receptor a akitiva
adenylatcyklazy dochazi k produkci cAMP, kteryitgmnosti C&' spousti proteinkindzovou
kaskadu. Ta aktivuje lipazu keépeni triacylglycerolu na diacylglycerol (DG) — hniyz
transportni formu tuk DG je pomoci lipophoriin transportovdn do svalu, kde slouzi jako
hlavni zdroj energie (Goldsworhy a Mordue 1989; \dan Horst a kol., 1999).

L. migratoria je Siroce roz$eny druh hmyzu, ktery se vyskytuje v Africe, Asii,
Australii, Novém Zélandl a rekdy i v Evrog. U L. migratoria je znam fazovy dimorizmus:
podle hustoty populace seim jeji chovani a fyziologie. ke se tedy vyskytovat ve dvou
formach - soliterni a gregarijni. Soliterni forneysedla, gregarijni se v hejnech vydava na
migraéni cesty, kde zjsobuje nepedstavitelné Skody i v oblastech velmi vzdalenych o
puvodniho vyskytu. Formy se od sebe liSi barvou, énéw, reprodukci, fyziologii a
ekologii. Dalekych migrénich leti je schopna pouze gregarijni forma. Za jeden deéakievé
hejno schopno ulét 5 — 130 km a v letu dosahuje rychlosti 15 — 20Hod. Velikost hejna
miZe dosahovat az 100 knkdy na 1 krmh miZze byt 40 — 80 mil. sarah Jeden jedinec je
schopen zkonzumovat az Xgrstvé potravy dern Na milion saraéat tedy pipadne asi 1

tuna potravy. Za vhodnych podminek se populag2enmychle rozmnoZovat, a pokud nejsou
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hejna kontrolovana, mohou zitiv danych oblastech celou Urodu. Tyto skatssti se staly
hlavnim divodem, pr¢ byla L. migratoria pouZita jako hlavni modelovy druh pro vyzkum
adipokinetickych hormain Navic se ukazalo, Ze prak. migratoriaje vhodnym modelovym
druhem hmyzu pro tento vyzkum, protoZze byly popst&nyiazné AKH. Locmi-AKH-I je
decapeptid o sekvenci pGlu-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-AgnGly-Thr-NH, (Stone a kol., 1976)
a Locmi-AKH-II a Il jsou oktapeptidy. Locmi-AKH-Im& sekvenci aminokyselin pGlu-Leu-
Asn-Phe-Ser-Ala-Gly-Trp-NE (Siegert a kol., 1985) a Locmi-AKH-III pGlu-Leu-AsPhe-
Thr-Pro-Trp-Trp-NH (Oudejans a kol.,, 1991). UL. migratoria ma kazdy AKH svoiji
specifickou mMRNA, kterd je translatovana do pre&uurspre-pro-AKH o sloZeni: signalni
peptid + pislusna AKH sekvence + sekvence pro peptid s neandomkci (O’Shea a Rayne
1992).

VySe zmirna interakce mezi AKH a insekticidy je zajimavyeanéménem, ktery by
mohl byt v budoucnu perspektivni pro kontrolu Skegth populaci hmyzu. Insekticidy jsou
piipravky ugené k hubeni hmyzu v jehaianych vyvojovych stupnich. PouZivaji se v
zenedélstvi, k ochral zasob a také v oblasti hygieny. Existuje mnohchilrunsekticidi
s riznym mechanismemupobeni. NejznaisSi jsou chemické insekticidy, mezi které ipat
napg. organofosfaty (nap malation), pyrethroidy (ndp permethrin), karbamaty (nap
karbofuran) nebo chlorované uhlovodiky (haPpDT, mirex, dieldrin). PouzZivaji se také
insekticidy na bazi bakterii a vir Pouzivani insekticid a jinych cizorodych latek se
projevuje v konené fazi zvySenou z&ti organismi a naruSenim jejich fyziologickych
proces. Jejich rezidua istavaji v fidé a za&lenuji se do potravnichiettzcl a hromadi se
v mnoha organismech.iaBobeni insekticil ohrozuje také lidské zdravi. ZvySuje se riziko
vzniku rakoviny a poruchy reprodukce. Pouziti ings#t vede i k likvidaci gkterych skupin
opylovat, a takeé ke sterikitjedinai a rozpadu populaci na nich zavislych rostlinnyototi.
Jejich dlouhodobé uzivani vedlo v mnoligppdech ke vzniku hmyzi rezistence.

ReSenim této dlouhod®bneudrZitelné situace je hledani novychisgii hubeni
hmyzich Skdci. Velmi zajimavé jsou prvni vysledky poKusowasné aplikace AKH
sinsekticidy. Zda se, Ze hmyz je dikyitpmnosti AKH Kk insekticidm citlivéjsi,
pravdEpodobrt z divodi celkového navySeni hmyziho metabolismu (Kodrilola 009). To
by ve svych dsledcich mohlo vést ke snizovani insekticidnichetapouzivanych v praxi.
Tomu mize pispét i fakt, Ze AKH miZze za witych okolnosti pronikat hmyzi kutikulou
(Kodrik a kol., 2002 a, b; Lorenz a kol., 2004)awrz tchto divoda je tato problematika

tématem mé bakaiské prace.



CILE PRACE

Cilem této prace bylo prostudovat vliv stresu vew@ho insekticidem Ambush 25 EC -
permethrin, na hladinu adipokinetickych hormianCNS a v hemolyngfu saratie sthovave
Locusta migratoria.

Konkrétni cile zahrnovaly:

» Stanoveni celkové hladiny AKH u satansthovavéL. migratoria
» Posouzeni vzajemnych vztamezi jednotlivymi AKH
» Urc¢eni zda jsou jednotlivé AKH ve stresové reakdiegimostiovany

MATERIAL, METODY STUDIA

POKUSNA ZViRATA

Populace pokusnych zai Locusta migratoriabyla chovana v insektariu Entomologického
Ustavu Biologického centra ARR v Ceskych Budjovicich. Pokusné zyéta byla udrzovéana
pii konstatni teplat 30° C a pi 12 hodinové fotoperiad (12L : 12D). Krmena byla
piedevsim travou, v zimnichd&sicich pak vypstovanou pSenici. Dale pak strouhanym zelim,
mrkvi a v neposledriads ovesnymi viékami a senemCerstva potrava byla ¢néna kazdé 2

dny. Pokusy byly provaay na dosplych jedincich starych asi 10 - 15dni.

APLIKACE INSEKTICIDU

K pokusim byl uzivan insekticid — permethrin ze skupiny gisoidi s obchodnim nazvem
Ambush 25EC (Syngenta, UK). Tenttigravek obsahuje 25% aktivni latky. Vhodna déavka
byla ugena podle dose-respongdévky (Ustni s@leni Skolitele) na 100 pg (tedy 25 pgnné
latky) na 1 g Zivé hmotnosti Zeite. Tato davka byla injikovana v roztoku o koncaeit20
Mg insekticidu/pl rozpoudtla (5 pl/l g Zivé hmotnosti). Jako rozpaadd byl pouzit
Ringefiv fyziologicky roztok pro hmyz (0,13 M NacCl, 1,3 mK(Cl, 6,8 mM Cadl . 2H,0,

2 mM MgCL . 6 HO, 2 mM NaHCQ). Insekticid byl aplikovan pomoci mikroinj&ki
Hamiltonovy stikacky (10 pl Hamilton Co., Reno, Nevada) opatao zadeku tsné pod
télni sknu tak, aby nedoSlo k poskozeni vymith orgahd. Kontrolnim saratatim byl
naijikovan pouze samotny Ringer roztok v davce 5 pl/g. Zkata byla ponechana
v insektariu ve svych standartnich podminkach poud®4 hod. Poté byla odebrana jejich

hemolymfa a vypitvany endokrinni Zlazy corpora ¢aed (viz nize).



ODBER HEMOLYMFY

Hemolymfa byla odebirana z oblasti ¢k tietiho hrudnihoc¢lanku, kde byla jehlou
propichnuta jemna kutikula. Vytékajici hemolymfaapdebirana pipetou do ependorfky.
Takto odebrana hemolymfa byla centrifugovana (2, @000 rpm), aby se odstranily krevni
buiky a piipadné kousky jinych tkani a pipetou byl agten odebrany objem. Hemolymfa
byla uchovavanaipteplot -20°C pro dalSi zpracovani.

PITVA CORPORA CARDIACA

Pitva endokrinni zldzy CC byla provedena pod biméki lupou pomoci pinzety a
fyziologického Ringerova roztoku. Hlava migratoria byla mizkami odstihnuta a Ziletkou
rozpilena jeji spodnicast. Vrchnicast hlavy byla nasfena a poté entomologickymi
Spendliky pipevrena na pitevni voskovou misku. Zalita byla kapkowidjogického
Ringerova roztoku. CC se nachazeji v blizkosti nnca&asto nasedaji na aortu. Po odklopeni
streva byla CC dafe viditelna a tak mohla byt snadno vyjmuta pinzetogremistna do
ependorfky.

EXTRAKCE ADIPOKINETICKYCH HORMON U A JEJICH PRE — PURIFIKACE
NA KOLONCE C18

Adipokinetické hormony byly extrahovany z CC u #éko jedince zvlaSv 80% metanolu.
Kazdy par organu byl sonikovan ve 200 ul roztokelzazeni ledem a centrifugovan (2 min,
10 000 rpm). Vznikly supernatant byl odebran dsidependorfky. Sediment proSel celou
extrakéni procedurou jestjednou a oba supernatanty z CC od jednoho jediglyespojeny.
Odebrany extrakt byl odpen ve vakuové centrifuze (Speed Vac).

Extrakce AKH z hemolymfy o objemu 60 - 200 ul bymovedena podobnym
zpasobem. Ekvivalent hemolymfy o objemu 100 pl byl cméin s 300 pul 80% metanolu,
sonikovan na letl a centrifugovan 2 min ip 10 000 rpm. Supernatant byl odebran a
k sedimentu bylo ifidano dalSich 300 pl 80% metanolu. Cela proceduda blvakrat
zopakovana. Spojené extrakty byly othyey ve vakuové centrifuze.

Takto pgipraveny extrakt z hemolymfy byl ifedisttn na kolonce Sep Pak C-18
(Waters):

Roztoky: A: 0,11% TFA (kyselina trifluorooctova) vede

B: 60% CECN (acetonitril) v 0,11% TFA ve vaéd
5



1. Nejprve byla kolona aktivovana promytim 7-10rodtoku B

2. Poté byla ekvilibrovana 7-10 ml roztoku A. Panto kroku byla kolona ifipravena na

naneseni vlastniho vzorku.

3. Extrakt hemolymfy byl rozpu&t v 5ml roztoku A, sonikovan, sten (2 min 10 000 rpm) a
nasled® nanesen na kolonu. Vzorek bytep kolonu promyvan dvakrat, aby doSlo k co

nejEinngjSimu navazani extrahovaného materialu.

4. Fed eluci vzorku byla kolona promyta 7-10 ml roztekuwa 4 ml 10% roztoku B (3,6ul
roztoku A, 0,4 pl roztoku B).

5. Vlastni vzorek byl eluovan 3 ml roztoku B a eélst 1 ml 100% CHCN. Sebrany vzorek

byl odpd&en ve vakuové centrifuze.

STANOVENI HLADINY AKHV cC (RP HPLC)

Hladina adipokinetickych horménv CC byla stanovovana pomoci metody HPLC (High
Performance Liquid Chromatography). Extrakt CC (wize) byl rozpush ve 100 pl
aplikatniho pufru (viz dalSi kapitola) a 90 pl bylo odetwéda HPLC analyzu (zbylych 10 pl
bylo pouZzito na stanoveni hladiny Locmi-AKH-I pomdeLISA testu (viz dalSi kapitola)).
HPLC vzorek byl smichan s acetonitrilem tak abyojesbsah odpovidal podminkam na
chromatografické kolan Vlastni analyza probihala na HPLCrizeni firmy Waters. Data
byla sbirdna pomoci programu CLARITY (DataApex, Haja K vliastnimu é&eni byla
pouzita kolona reverzni faze Chromolith PerfonaniRP-18e (Merk), s nasledujicim
gradientem: 0 — 2 min 35% B, 2 — 20 min 35 — 80%AB0,11% TFA ve vod, B=60%
CHsCN v 0,1% TFA, piitokova rychlost 1 ml/min. Jako detgk systém byl pouzivan
fluorimetr @i vinovych délkachex= 280 nmAem= 348 nm. Reteini ¢asy hormoi Locmi-
AKH-1, -Il a -lll byly uréeny pomoci standartnich roztolsyntetickych hormain Frakce
odpovidajici &mto casim byly dale kvantifikovany pomoci standartnichriviek

odpovidajicich syntetickym hormam.

STANOVENI AKH-1 V CC POMOCI METODY ELISA
MnoZstvi Locmi-AKH-1 v CC bylo stanovovano takémoci ELISA testu za pomoci
specifické polyklonalni protilatky Rabbit-I-Anti—¢F)—Locmi—AKH-I (Penisula

Laboratories).



PouZzité roztoky:
1. Aplika¢ni pufr: bikarbonatovy pufr (N&0Os, NaHCQ). pH = 9,6.
2. Promyvaci pufr: 10 mM PBS pufr (PO, . 2 HO, NalPQO,. 2 H0). pH =7,5. Po
naredni 1:9 se fida Tween 20, tak aby jeho koncentrace pufru byl&{
3. Blokovaci pufr: 5% suSené mléko (skim milk) v proragim pufru.
4. OPD (orthophenylendiamin) substréat byiigpaven smichanim pufrA - 0,1 M
kyselina citronova a B — 0,2 M MdPQOy, a OPD v néasledujicim pamu:
12,15 ml A + 12,85 mI B + 4,25 mg OPDI(H.0) + 1,25 pl 30% pD,)
5. 0,5 M H,SO;: 2,72 ml koncentrovand230, na 100 ml
Postup:

1. Do jamek mikrodestky (Costar) byla aplikovana 1/10 extraktu CC v leg@ihim
pufru v objemu 100 pl (10 pl extrakt + 90 ul apbképufr). Zarové byl do dalSich
jamek aplikovan synteticky Locmi-AKH-1 o objemu 1Q0na jamku, ktery byl
postupr fedén dvojkovouradou do dalSich 16 jamek. Davka aplikovaného
syntetického Locmi-AKH-I byla 140pmol/ul. Jako sfeyzorek (blank) byla pouzita
fada jamek (zpravidla 8) do kterych bylo aplikovd®® pl aplik&niho pufru.

Desticka byla ges noc inkubovana ve 4° C.

2. Jamky byly promytyiikrat 200 ul v promyvacim pufru.

3. V objemu 200 pl na jamku byl aplikovan blokovacifrpiPo dobu 120 min byl
inkubovéan v 37° C.

4. Jamky byly promytyitkrat 200 pl v promyvacim pufru.

5. Po promyti byla aplikovana primarni protilatka Abhticmi-AKH-1 100 ul na jamku,
kterd byla ngedna v pomdru 1 : 10000 v promyvacim pufru. Dek@a byla
inkubovana po dobu 60 minti87° C.

6. Jamky byly promytyiikrat 200 ul v promyvacim pufru.

7. Byla aplikovana sekundarni protilatka (100 pl/nmka, Goat anti rabbit—Sigma A
8275) n&edtna 1 : 10 000 v promyvacim pufru. D&kt byla inkubovana po dobu 60
min v 37° C.

8. Jamky byly promyty Sestkrat 200 pl v promyvacimrpuf

9. Bylo aplikovano 100 ul OPD substratu na jamku. R&atbyla zabalena do alobalu
(reakce probihala v temnu) a po dobu 40 min bylepbana v inkubatoruiiB7° C.

10.Pridanim 50 pl 0,5 M kyseliny sirové na jamku bylakee zastavena.



11.Opticka denzita byla #tena na ELISAttecce (Molecular Devices)ipvinové délce
492 nm.

STANOVENI AKH-1 V HEMOLYMF K ELISA TESTEM
Hladina Locmi-AKH-1 v hemolym§ byla stanovovana ELISA testem az poté, co byla
hemolymfa pedtiSténa na kolonce Sep Pak a rélmha na HPLC. Na stanoveni byla brana
pouze pislusnd HPLC frakce. Stanoveni hladiny AKH-I ELIS&stem bylo podobné jako u
CC (viz predchozi kapitola). Postup se liSil #kolika bodech:
» Extrakt hemolymfy (60-200 ul ekvivalent) byl aplikan v aplik&nim pufru o objemu
100 pl na jamku.

» Primarni protilatka byla fradna 1 : 5000 a nanesena na jamky v objemu 100 pl.
» Sekundarni protilatka byla pro hemolymfuredna v pon¢ru 1 : 5000, na jamky

naneseno 100 pl.

STATISTICKE VYPRACOVANI VYSLEDK U:
Pro statistické vypracovani vysladbkyl pouZzit studeritv t-test na 5% hladiprikaznosti.

Pro konstrukci grdf byl pouzit software Prism (GraphPad Software, iverg, CA USA).



VYSLEDKY

Pro zjiseéni hladiny adipokinetickych horménv CC uL. migratoriaa jejich znén po
aplikaci insekticidu permethrinu byla pouzita metoRP HPLC. Bed vlastnim #enim
vzorku byly na kolonu aplikovany standarty jednottih hormori Locmi-AKH-I, -II a -1l
v davce asi 200 pmol/hormon.éeni této smisi ukazalo vyskyt 3 peak(Obr. 1), které
odpovidaly jednotlivym hormam s nasledujicimi reténimi ¢asy (RT): Locmi-AKH-I
RT=8,11 min, Locmi-AKH-II RT=8,88 min a Locmi-AKHH RT=14,12 min. Tim byly

uréeny oblasti, ve kterych bylo mozn&ekavat vyskyt vlastnich AKH v analyzovaném

materialu.

707 AKH-II
RT= 14,12 min

20 AKH-I AKH-II
10 RT= 8,11 min|V\RT= 8,88 minJ \

0 5 10 15 20
Retertni ¢as (min)

Fluorescencesx2sonm, Em348nm

Obr. 1 HPLC standanil Locmi-AKH-I, -1l a -lll vdavce 200 pmol/AKH na Kong
Chromolith Performance RP-18e (Merk).

Metanolovy extrakt z CC kazdého pokusného jedingerdzdilen na RP HPLC za
stejnych podminek jako tomu bylo u standarfdlucni profil ukazal jasné zastoupeni vSeigh t
AKH L. migratoria (Obr. 2) — jejich RT odpovidaly RT standardZa pouziti softwaru
Clarity byly vypaitany plochy &chto peak a pomoci kalibrénich Kivek pro jednotlivé
syntetické hormony (dodanych Skolitelem) byly tptochy gepaitany na pmol AKH/CC.
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Obr. 2 Elweni profil metanolového extraktu jednoho paru CCoseteni permethrinem na

RP HPLC. Jednotlivé hormony byly identifikovanyandnim RT se standardy (viz obr. 1)
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% 1284%
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Obr. 3 Stanoveni hladiny adipokinetickych horniiohocmi-AKH-I1, -1l a -lll v CC 24 hod.
po aplikaci permethrinu (25 pg/g) pomoci HPLC. Kohti jedinci byli oSatni pouze
Ringerovym fyziologickym roztokem. MnoZstvi jedniefich AKH bylo vypaiteno pomoci
standardnichikvek (podrobnosti viz text). Uvedend % ukazuji,ailk byla navySena hladina

jednotlivych hormon po aplikaci permethrinu. * - naz&ige statisticky vyznamny rozdil na

5% hladirg praikaznosti.
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Vysledky ukéazaly, Ze po aplikaci permethrinu jat@sového faktoru doslo k navyseni
obsahu vSechitAKH v CC (Obr. 3), avSak pouze u Locmi-AKH-III lmynavySeni ptkazné.
Hladina Locmi-AKH-I se navysSila o 29%, Locmi-AKH-d 55% a Locmi-AKH-IIl 0 1284%.

Udaje o hladinach Locmi-AKH-I stanovenych v CC mmh HPLC byly ovfeny
ELISA testem v surovém extraktu CC, protoZe bytidpozici protildtka pouze proti Locmi-
AKH-I. Vysledky ukéazaly, Ze hladina tohoto hormorse, po aplikaci permethrinu zvysila o
79% (Obr. 4). Vtomto ippact bylo navySeni signifikantni: Ize to snad vt
vicenasobnym opakovanim pokusu a také tim, Ze itatmologicka metoda je mnohem

citliv¢jSi nez vypdet hladin hormot vySe zmignou metodou pomoci HPLC.

* 79%

Permethrin Kontrola

MnozstviLocmi-AKH-l/corpora cardiaca

Obr. 4 Stanoveni hladiny Locmi-AKH-I v CC 24 hod. po #&galci permethrinu (25 ng/g)
pomoci ELISA testu. Kontrolni jedinci byli o$ehi pouze Ringerovym fyziologickym
roztokem. Uvedené % ukazuje, o kolik byla navysSéfedina jednotlivych horman po

aplikaci permethrinu. * - naztaje statisticky vyznamny rozdil na 5% hlagprikaznosti

Pri stresové reakci vyvolané insekticidem se AKH syimbvané v CC uvdliji do
hemolymfy, proto byla v dalsi fazi experimentu she@ina jejich hladina v hemolygf
Ukazalo se vSak, Ze pouzitymi metodami Izefitn pouze hladinu Locmi-AKH-I

prostednictvim ELISA testu; druhé dva AKH nebylo moZmémmci HPLC pistupu sledovat
11



kvuli jejich nizké hladig, na kterou pouzity test nebyl dostat& citlivy. ELISA test prokazal
navySeni Locmi-AKH-1 v hemolynf po aplikaci permethrinu pouze o 18% (Obr. 5). Toto

navyseni ale bylo signifikantni.

* 18%

(fmol/pl)
o
S @ 9

o
a1
1

MnoZstvi AKH-I v hemolymfe
o
<

Permethrin Kontrola

Obr. 5 Stanoveni hladiny Locmi-AKH-I v hemolyrf(chromatograficky fedistené — viz
Material a metodika) 24 hod. po aplikaci permethrif25 pg/g) pomoci ELISA testu.
Kontrolni jedinci byli oSdeni pouze Ringerovym fyziologickym roztokem. Uveée%
ukazuje, o kolik byla navysSena hladina jednotlivflabrmori po aplikaci permethrinu. * -

naznguje statisticky vyznamny rozdil na 5% hlaglprikaznosti.
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DISKUSE

O vzajemnych interakcich hmyzich neurosekretoribkfurek produkujicich AKH
s insekticidy bylo publikovano jergkolik malo praci. Je zajimavé, Ze prvni z nich kgwala
jiz v roce 1982, kdy Singh a Orchard zjistili, Zdilkace insekticidu .. migratoria moduluje
aktivitu burek CC a vede kvyrazysi produkci AKH. Tento vysledek se nezda byt
piekvapujici, protoZe insekticidni oBmti hmyziho organismu i@dstavuje navozeni
vyrazného stresu, tedy situace, kdy oleamoliovani AKH z CC do hemolymfy nasta
(Kodrik, 2008). Podobntomu bylo i v mych experimentech, kdy d®eii L. migratoria
permethrinem, vyvolalo po 24 hod. aér hladiny vSechit AKH v CC. Je zajimave, Ze
hladiny jednotlivych AKH se nezvySovaly stejnymuspbem: hladina Locmi-AKH-I a
Locmi-AKH-II se zvySila pouze o 29% resp. 55%. Olwlké zvySeni o 1284% bylo
zaznamenano u Locmi-AKH-IIl. To nazhge, Ze jednotlivé AKH by mohly byt
specializovany ve své funkci. Toto je velmilekité a zavazné tvrzeni, které felda ovfrit
dalSi sérii experimefit coz vSak fesahuje ramec mé bakilké prace.

Vliv insekticidu permethrinu na produkci AKH bylustovan také na plostici rufmici
pospolnéP. apterusktera se velmi dale hodi k podobnym experimémt ziady divodi: pro
srovnani 4.. migratoria je dilezité, Ze tento druh ma dva AKH: Pyrap-AKH (Kodgkkol.,
2000) a Peram-CAH-II (Kodrik a kol., 2002). Zkolika sérii experimeiitvyplynulo, Zze po
20 min. po aplikaci permethrinu nedoslo k Zadnymeérzém hladin AKH v CNS (Kodrik a
Socha, 2005), pokud se vSak nechal permethisolt 24 hod. hladina AKH se v CNS
prakazre navysila (Kodrik a kol., 2009). Je zajimave, Zdgime jako v mych experimentech
sL. migratoriai u P. apterusdochazelo k rozdilnému zvySeni obou horfhopo aplikaci
insekticidu se zmnily vzajemné porery mezi AKH (Kodrik a Socha, 2005), coZz nazmea
jistou specializaci jednotlivych AKH.

Ve své praci jsem také sledovala, jak t&wt permethrinem ovlivni hladinu AKH
v hemolym&. Z metodickych d@voda bylo mozné sledovat pouze &ny u Locmi-AKH-I. Je
to z toho dvodu, Ze hladina adipokinetickych horniiom hemolymé je obec# u hmyzu asi
100 aZz 1000x nizSi nez v CNS (Goldsworhy a kolQ3)0Proto je réreni AKH v hemolymé
velmi obtizné, pedchazi mu slozita chromatografickdgpava vzorku a v naSich podminkach
bylo moZzné pouze pomoci testu ELISA a vhodné gyl ProtoZe byla k dispozici jenom
protilatka proti Locmi-AKH-1 stanovovala jsem vielymfé pouze hladinu tohoto hormonu.
Zjisténé navySeni — 0 18% - se nejevi jakbipvyrazné, ale diky malému rozptylu &3imu

poctu opakovani pokusu bylo signifikantni. Tento vk je v souladu s literarnimi Gdaji



zjisttnymi u jinych druti hmyzu. Candy (2002) zjistii podobny efekt $chistocerca
gregaria kde aplikace insekticidu deltamethrinu zvySovaldinu Schgr-AKH-I a —Il az o
dvarady. Podobny efekt &ty kromé deltamethrinu také dalSi stresové faktoryinaplikace
vétsSi davky roztoku KCI. Insekticidni navyseni hlagidlKH v hemolymg bylo zjiS€no i u
P. apterus,a to nejen po 24 hod. (Kodrik a kol., 2009), abahce i po 20 min. (Kodrik a
kol., 2005), které bylo rowi signifikantni. ZvySeni hladiny AKH bylo zaznameoéaaké u
mandelinky bramborové Leptinotarsa decemlineata kterd byla krmena geneticky
modifikovanymi bramborami obsahujicimi toxicky lekze sg&zenky podséZnik Galanthus
nivalis (GNA) neboBacillus thuringiensigoxin (Cry 3Aa) (Kodrik a kol., 2007). Tyto toxiny
zvySovaly hladinu AKH jak v CC, tak v hemoly&fNavic bylo zjis¢no, Ze jak GNA tak Cry
3Aa vyvolavaji v organismu stav oxitldho stresu (Hassan, 1984) a Ze mezi @it
stresem a AKH existuje vzajemny vztah. Zda se& tde AKH se podileji na aktivaci anti-
oxidanich stresovych reakci (Kodrik a kol., 2007 ¢&f@ a kol., 2007).

Zawrem lze tedy konstatovat, Ze aplikace permethrioupokusnych jedinc L.
migratoria vyvolala stresovou reakci, ktera vedla ke zvySeKHAv CC i hemolymé, a Ze

tento fakt dopluje jiz dfive znamé literarni adaje.
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ZAVER
U L. migratoria byl sledovan vliv stresu vyvolaného insekticidenmBush 25 EC-
permethrin na hladinu adipokinetickych hormiorv CC a homolmyf. Byly zjiSteny

nasledujici skutaosti.

> Injikace insekticidu permethrinu dadpch jedinai L. migratoria zpisobuje po 24
hod. oSeteni zvySeni hladiny adipokinetickych horniionjejich €le.

» V endokrinni Zlaze corpora cardiaca dochazi poresetinsekticidem ke zvysSeni
hladiny vSechii AKH. NejvySsSi navySeni bylo pozorovano u Locmi-AKil.

» U pokusnych jedint dochazi ke zvySeni hladiny Locmi-AKH-I také v hdymofé.
Hladiny hormori Locmi-AKH-II a Locmi-AKH-III nebyly v hemolym& mereny.

15



SEZNAM CITOVANE LITERATURY

Bray M. M., Shafi S., Wheeler C. H. & Goldsworhy G.J. 1993: Quantification by
radionimmunoassay of the adipokinetic hormone -reaaral tissues in the head lobcusta

migratoria. Comparative Biochemistry and Physiolob§6A: 25 —262.

Candy D. J. 2002:Adipokinetic hormones concentrations in the hagmgh ofSchistocerca
gregaria, measured by radioimmunoassgsect Biochemistry and Molecular Biology2:
1361-1367.

Carlisle J. & Loughton B. G. 1979: Adipokinetic hormone inhibits protein synthesis in
locusta.Nature,282: 42 —421.

Gade G., Goldworthy G. J. 2003:Insect peptide hormones: a selective review oir the
physiology and potential application for pest kohtPest Management Sciend®): 1063-
1075.

Géade G., Hoffmann K. H. & Spring J. H. 1997:Hormonal regulation insects: facts, gaps,
and future directiong?hysiological Review;7: 963-1032.

Gokuldas M., Hunt P. A. & Candy D. J. 1998:The inhibition of lipid synthesis in vitro in
the locust, Schistocerca gregarja by factors from corpora cardiac@&hysiological
Entomology13: 43-48.

Goldsworthy G. J., Opoku — Ware K. & Mullen L. M. 2002: Adipokinetic hormone
enhances laminarin and bacterial lipopolysaccharide induced activation of the
prophenoloxidase cascade in the African migratogust, Locusta migratoria. Journal of
Insect Physiology}8: 60 —608.

Goldsworthy G. J. & Mordue W. 1989: Adiokinetic hormones: Function and structures.
Biologicall Bulletin,177: 218-224.

Goldsworthy G. J., Chandrakant S. & Opoku — Ware K. 2003: Adipokinetic hormone
enhances nodule formation and phenoloxidase aictivah adult locusts inejcted with
bacterial lipopolysacchariddournal of Insect Physiology9: 795-803.

16



Goldsworthy G. J., Opoku — Ware K. & Mullen L. M. 2005: Adipokinetic hormone and
the immune response of locusts to infectidnnals of the New York Academy of Sciences,
1040: 106-113.

Hassan, H.M. 1984:Exacerbation of superoxide radical formation byapgaat.Academic
Press, Orlando, Floridal05: 523-532.

Hoffmann K. H. & Lorenz M. W. 1998: Recent advances in hormones in insect pest
control. Phytoparasitica26: 323-330.

Kaufmann C. & Brown M. R. 2006: Adipokinetic hormone in the African Malaria
mosquito, Anopheles gambia&dentification and expression of genes for twptpkes and a
putative receptoinsect Biochemistry and Molecular Biolo@6: 466—481.

Kodrik D. 2008: Adiokinetic hormone functions that are not asseciavith insect flight.
Physilogical Entomology33: 171-180.

Kodrik D. & Goldsworthy G. J. 1995: Inhibition of RNA synthesis by adipokinetic
hormones and brain factor(s) in adult fat bodyLoftusta migratoria. Journal of Insect
Physiology4: 127-133.

Kodrik D., Barta I. & Socha R. 2009:Adipokinetic hormone amplifies the efficiency of

insecticide Pest Management Scien(ibmitted).

Kodrik D., Krishnan N. & HabusStova O. 2007: Is the titer of adipokinetic peptides in
Leptinotarsa decemlineat@d on genetically modified potatoes increase Xigative stress?
Peptides 28: 974-980.

Kodrik D., Socha R. & Syrova Z. 2003:Developmental and diel changes of adipokinetic
hormone in CNS and haemolymph of the flightless gapolymorphic bug,Pyrrhocoris
apterus. Journal of Insect Physiologh\d: 53-61.

Kodrik D., Socha R. & Syrova Z. 2005:The effect of constant darkness on the content of
adipokinetic hormone, adipokinetic response andkiwglaktivity in macropterous females of

Pyrrhocoris apterugL.). Physiological Entomologyg0: 248-255.

Kodrik D., Socha R. & Zemek R. 2002aTopical application of Pya-AKH stimulates lipid
mobilization and locomotion in the flightless bugyrrhocoris apterus(L.) (Heteroptera).
Physiological Entomology7: 15-20.

17



Kodrik D., Simek P., Lep$a L. & Socha R. 2002b:dentification of the cockroach
neuropeptide Pea-CAH-Il as a second adipokinetionbae in the firebugPyrrhocoris
apterus.Peptide 23: 583-585.

Kodrik D., Socha R., Simek P., Zemek R. & Goldswohy G. 2000:A new member of the
AKH/RPCH family that stimulates locomotory activity the firebug.Pyrrhocoris apterus
(Heteroptera)lnsect Biochemistry and Molecular Biolo@0: 489-498.

Kollisch G. V., Lorenz M. W., Kellner R., Verhaert P. D. and Hoffmann K. H. 2000:
Structure elucidation and biological activity of anusual adipokinetic hormone from corpora

cardiaca of the butterfl\yanessa cardui. European Journal of Biochemistfy,: 5502-5508.

Lorenz M. W. 2003: Adipokinetic hormone inhibits the formative of egg stores and egg
production in the cricke®Gryllus bimaculatus. Comparative Biochemistry arigy$tlogy Part
B 136: 197-206.

Lorenz M. W., Zemek R., Kodrik D. & Socha R. 2004Lipid mobilisation and locomotor
stimulation in Gryllus bimaculatus(de Geer) (Ensifera, Gryllidae) by topically appli

adipokinetic hormone?hysiological Entomology29: 146-151.

O’Shea M. & Rayne R. C. 1992:Adipokinetic hormones: cell and molecular biology.
Experientia, 48: 430-38.

Oudejans R. C. H. M., Kooiman F. P., Heerma W., Vealuis C., Sotboom A. J. &
Beenakkers A. M. T. 1991:lIsolation and structure elucidation of a novelpad#linetic
hormone (Lom-AKH-IIlI) from glandular lobe of the muus cardiacum of the migratory

locust,Locusta migratoria. European Journal Bichemistt95: 351—-359.

Park Y., Kim Y. J. & Adams M. E. 2002: Identification of G protein-coupled receptors for
Drosophila PRXamide peptides. CCAP. corazonin, AK&i supports a theory of ligand -
receptor coevolutiorProceedings of the National Academy of SciencheotUnited States of
America,99: 11423-11428.

Rayne R. C. & O"Shea M. 1997Neuropeptide biosynthesis: Possible moleculaetarfpr
the control of insect pest8hytochemicals for Pest Contr@58: 292—-300.

Roeder T. 1999:0ctopamine in invertebratd3rogress in Neurobiologyp9: 533-561.

18



Scarborough R. M., Jamieson G. C., Kalisz F., KrameS. J., McEnroe G. A., Miller C.

M. & Schoolex D. A. 1984:lIsolation and primary structure of two peptideshwdardio
acceleratory and hyperglycaemic activity from therpora cardiaca ofPeriplaneta
americana. Proceedings of the National Academyca8e of the United States of America,
81: 5575-5579.

Schooneveld H., romberg-Privee H. M. & Veenstra JA. 1985: Adipokinetic hormone-
immunoreactive peptide in the endocrine and cengratous system of several insect species:
a comparative immunocytochemical approd@bneral and Comparative Endocrinolody:
184-194.

Siegert K. J., Morgan P. J. & Mordue W. 1985:Primary structure to locust adipokinetic
hormone Il.Biological Chemistr{Hoppe — Seyle366: 723—-727.

Socha R., Kodrik D. & Zemek R. 1999:Adipokinetic hormone stimulates insect locomotor

activity. Naturwissenschafte®8: 85—-86.

Spencer I. M. & Candy D. J. 1976:Hormonal control of diacylglycerol mobilizationoim

fat body of the desert locuSchistocerca gregaria. Insect Biochemisgy289-296.

Staubli F., Jorgensen T. J. D., Cazzamali G., Wilimsom M., Lenz C., Sondergaard L.,
Roepstorff P. & Grimmelikhuijzem C. J. P. 2002: Molecular identification of the insect
adipokinetic hormone receptorBroceedings of the National Academy of Sceincehef t
United States of AmericQ9: 3446-3451.

Stone J. V., Mordue W., Blatney K. E. & Morfia H. R 1976: Structure of locust
adipokinetic hormone, a neurohormone that regulipés utilization during flight. Nature,
236: 207-211.

Van der Hors D. J., Van Marrewijk W. J. A., Vullings G. B. & Diederen H. B. 1999:
Metabolic neurohormones: Release, signal transmluctind physilogical response of
adipokinetic hormones in insecEuropean Journal of Entomolog96: 2999-2308.

Van Merrewijk W. J. A., Van Den Boek A. T. M. & Beenakkers A. M. T. 1980:
Regulation of glycogenolysis in the locust fat batlyring flight. Insect Biochemistryl0:

675—679.
19



Vecera J., Krishnan M., Alquicer G., Kodrik D. & Socha R. 2007: Adipokinetic hormone
— induced enhacement of antioxidant capaciti?yathocoris apterusiemolymph in response
to oxidative stressComparative Biochemistry and Physiologyl@6: 336—342.

Vroenen S. F., Van Marrewijk W. J. A., De Meijer J, Van den Broek A. T. M. & Van dr
Horst D. J. 1997: Differential induction of inositol phosphate metiism by free

adipokinetic hormone&olecular and Cellular Endocrinology,30: 131-139.

Wicher D., Agricola H. J., Sohler S., Gundel M., Hmemann S. H., Wollweber L., Stengl
M. & Derst C. 2006: Differential receptor activation by cockroach adip®tic hormones
produces differential effects on ion currents, oeat activity, and locomotionJournal of
Neurophysiology95: 2314-2325.

20



