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1. UvOD

Zivot je dynamicky systém. Organismus, ktery nereaguje na neustalé zmény
svého Zivotniho prostiedi, je organismus odsouzeny k zaniku. Tyto zmény se
bohudiky velmi ¢asto dé&ji v periodickych cyklech a tak si organismy v pribéhu
evoluce, kdy byly vystaveny témto dennim a sezénnim zménam, vyvinuly zpusoby
chovéni, jak se vyporadat se zménami ve svém okoli a jak jim pfizpusobovat svj
vyvoj a fyziologické procesy.

Jednim z velmi duleZitych faktoru, ktery usnadnuje Zivo€ichum orientaci, v jaké
¢asti ,cyklu“ se zrovna nachazeji, je fotoperioda. Fotoperiodicky systém vyZaduje
nékolik zakladnich soucéasti: 1. fotoreceptory, rozliSujici svétlo a tmu,
2. fotoperiodické hodiny, které méfi délku dne a noci, 3. fotoperiodicky pocitac (téz
nazyvany pameétovy ¢lanek), ktery kumuluje kratkodenni ¢€i dlouhodenni periodické
signaly, 4. endokrinni systém, ktery pfimo fidi adapta¢ni zmény v cilovych tkanich
(Saunders 2002).

Zpracovani fotoperiodického signélu centralnim nervovym systémem hmyzu na
zmény v hormonalnim prostfedi nebylo jeSté zdaleka objasnéno. Otéazkou
napfiklad zustava, zda se fizeni fotoperiodickych hodin U&astni i geny, které fidi
hodiny cirkadianni. Vystup fotoperiodického systému je vSak prostudovan
pomeérné dobfe. Informace o délce dne/noci je (spolu s teplotou) organismem
vyhodnocena a podle toho bud pokracuje vyvoj, nebo nastava tzv. diapauza. Je
znamo, Ze diapauza, jakoZzto hormondlné fizeny stav, zna¢né prodluzuje délku
Zivota (Obr.1). V této praci jsem se proto zameéfila na vztah mezi diapauzou,
cirkadiannimi hodinami a starnutim.
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Obr.1. Obecné schéma vztahu mezi fotoperiodou, cirkadiannimi hodinami, diapauzou
a délkou Zivota u hmyzu



1.1. Cirkadianni rytmy

VySe uvedené pravidelné stfidani zZivotnich podminek organismu vedlo k tomu,
Ze témeér vSechny déje v organismech, zejména biochemické reakce, probihaji
rytmicky. A to jak na Urovni celého organismu, tak v tkanich ¢&i burikach. Biologické
rytmy se déli podle délky periody. Pfi¢emz perioda je doba, kter4 ubéhne, nez se
dana proménna (napf. koncentrace urcitého hormonu v krvi) vrati do vychoziho
stavu. Takto muZeme rozdélit biologické rytmy na ultradianni, cirkadianni
a infradianni. Ultradianni rytmy maji periodu kratSi neZz 20 hodin a jsou to napf.
rytmy srde¢ni aktivity. Infradianni rytmy jsou rytmy s periodou delSi nez 24 hodin
a patfi mezi né napf. reprodukéni cykly zvifat. Rytmy s periodou pfiblizné 24 hodin
se nazyvaji cirkadianni (circa = pfiblizné, dies = den). Tyto cirkadianni rytmy musi
vSak kromé periody spliovat i dalSi vlastnosti. (1) Musi byt endogenni,
tj. geneticky determinované. V konstantnich podminkach (v konstantni tmé) bézi
s endogenni periodou, nebot neni mozné nastavit periodu dle svétla). (2) Maji
schopnost znovunastaveni podle stimuld vnéjSiho prostfedi (zejména svétlem).
K tomuto sefizeni (entrainment) vnitfnich biologickych hodin dochazi kazdy den
v dobé svitani a stmivani. Zarovefi maji (3) teplotni kompenzaci a tak jsou jen
malo ovlivnény teplotou prostfedi a jdou tedy stejné rychle v Iété i v zimé.

1.1.1. Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin v tk&nich hlavy

Geneticky podminény mechanismus cirkadiannich hodin je tvofen tfemi ¢astmi:

1. vstupni ¢ast (input systém). Tato ¢ast zajiStuje pfenos informaci z vnéjSiho
prostiedi do vnitfniho prostfedi vlastnich biologickych hodin. Mezi
nejdulezitéjSi stimuly vnéjSiho prostiedi patfi stfidani svétla a tmy a pravé
tyto informace slouzi k synchronizaci vnitfnich hodin.

2. hlavni osciladtor (pacemaker), tj. skupina bunék, ve kterych dochéazi
k expresi genu biologickych hodin a k tvorbé pfislusnych protein(

3. vystupni €ast (ouput systém), ktera zajiStuje pfenos informace z hodin do
zbytku téla, do bunék, kde ovliviiuje expresi genu, které jsou fizeny
biologickymi hodinami.

Molekularni mechanismus cirkadidnnich hodin je v sou€asné dobé studovan
u mnoha modelovych organismU, mezi které patfi sinice Synechococcus (Kondo a
Ishiura 2000), houba Neurospora (McWatters et al. 1999), octomilka Drosophila
melanogaster (Stanewsky 2002), martina& Antheraea pernyi (Sauman a Reppert
1996) a myS Mus musculus (Hastings a Maywood 2000).

U téchto organismi bylo identifikovano nékolik genu, které jsou hlavnimi
komponentami ve funkci cirkadiannich hodin, a zaroven byl popsan mechanismus
fungovani cirkadiannich hodin na molekularni Urovni. Obecné& by se dalo Fict, Ze
se jedna o pomérné sloZité regulace na urovni bunék, kdy transkripce nékterych
cirkadiannich genu vede k translaci proteinl - negativnich elementd, které blokuji
aktivitu jinych proteind - pozitivnich elementu, jejichz Ukolem je aktivace
cirkadiannich genu. Tak vznika zpétnd smycka a realizace jedné této smycky trva
zhruba 24 hodin (Obr.1). Pozitivni elementy jsou vedle aktivace cirkadidnnich
genu schopny aktivovat i geny, které nejsou pfimo spjaty s biologickymi hodinami,
ale jejichZz produkty jsou duleZité pro jiné fyziologické procesy. Vysledkem je vznik
cirkadianné regulovaného metabolismu ¢i chovani.
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Obr 2. Mechanismus zpétné vazby (prevzato z Dunlap 1999)

1.1.2. Hmyzi model Drosophila melanogaster

VétSina praci se zabyva studiem komponent a mechanismem regulace
cirkadiannich hodin v nervové tkani hlav. U hmyzu byl a je nejvice zkouméan
a popisovan tento mechanismus pomoci genetickych modifikaci u octomilky
Drosophila melanogaster. Geny, které zde hraji Ustfedni roli, jsou period (per),
timeless (tim), clock (clk), cycle (cyc), double time (dbt), cryptochrome (cry), Pair
Domain Protein 1 (Pdpl), vrille (vri), shaggy (sgg) a casein kinase 2 (CK2).
Klonovanim cirkadiannich gent u dalSich druhd hmyzu, napfiklad martindce
A. pernyi (Reppert et al. 1994) a ploStice P. apterus (Syrova et al. 2003), byla
zjiSténa sekvencéni homologie se znamymi cirkadiannimi geny D. melanogaster
a proto se u nich predpokladala i platnost stejného modelu Fizeni cirkadiannich
hodin.

Vyzkum cirkadiannich hodin u Drosophila melanogaster zacal studii mutanti
s poruSenym cirkadiannim rytmem sviékani a lokomoc&ni aktivitou (Konopka
a Benzer 1971). Mutace oznadena jako per® zplisobovala arytmické lihnuti vajicek
a pohybovou aktivitu. Druhd mutace — per® — zkréatila periodu denni aktivity
a lihnuti vaji¢ek a naopak tfeti mutace — per- — prodlouZila periodu cirkadianniho
chovani oproti divokému typu D. melanogaster. VSechny tfi mutace lezely
v jednom lokusu na chromozomu X, ktery byl pojmenovéan jako gen period. Pozd &ji
byl protein PERIOD (PER) detekovan v nékterych neuronech a glialnich bunkéach,
ve fotoreceptorech sloZzenych oci, ve stfeve, v corpora cardiaca a slinnych zlazach
(Hall 1995). Déle bylo zjisténo, Ze mnozstvi proteinu PER a per mRNA vyrazné
osciluje béhem dne a noci. Mezi nejvétSi akumulaci per mMRNA a maximalnim
mnozstvim proteinu PER je Sestihodinova prodleva, coZz odpovida autoregulacni
zpétné vazbé, ve které protein PER inhibuje svou vlastni transkripci (Hardin et al.
1990).

Jako druhy gen byl u D. melanogaster klonovan timeless (tim) (Gekasis et al.
1995). TIMELESS (TIM) protein stejné jako tim mRNA vykazuje oscilaci béhem
dne s pfiblizné stejnou fazi jako u PER a per mRNA. Zaroven jsou proteiny PER a
TIM exprimovany ve stejnych fotoreceptorovych burikach a burikach centréalniho
mozku u D. melanogaster (Sehgal et al. 1994, Hunter-Ensor et al. 1996). Protein
TIM muZe tvofit s proteinem PER heterodimer. Tato interakce je nutnd pro
prechod proteinu PER do jadra. Protein TIM je citlivy na svétlo, které ho degraduje
(lwasaki a Thomas 1997), proto pfi svitdni doch&zi k rychlému rozpadu TIM a tim i



heterodimeru PER-TIM. Tato degradace proteinu TIM je mechanismem
znovunastaveni (entrainmentu) cirkadiannich hodin.

DalSim studiem mutantu s arytmickym chovanim vedlo k objeveni dalSich genu
biologickych hodin octomilky — genu double-time (dbt) (Kloss et al. 1998), clock
(clk) (Allada et al. 1998) a cycle (cyc) (Rutila et al. 1998). Proteiny CLK a CYC
maji funkci transkrip&nich faktord. Tvofi heterodimery a maji schopnost vazat se
na E-box promotord genu per a tim a tim spustit jejich transkripci (Allada et al.
1998, Rutila et al. 1998).

Autoregula¢ni mechanismus cirkadianniho rytmu v hlavé u D. melanogaster
by se tedy dal popsat nasledujicim zptisobem. Navazanim komplexu CLK-CYC na
promotory genu per a tim dojde k zahajeni jejich transkripce. Hladiny per mRNA
atim mRNA jsou rdno nizké, béhem dne se postupné zvysuji a svého vrcholu
dosahuiji chvili po setméni (Sehgal et al. 1995). Nasleduje jejich translace. Protein
TIM je vSak citlivy na svétlo (Suri et al. 1998) a je béhem dne fosforylovan,
oznacen a nasledné degradovan v proteasomech (Naidoo et al. 1999). Monomer
PER je taktéZz fosforylovan proteinem DBT. Jakmile nastane tma, roste hladina
proteinu TIM, ktery inhibuje protein DBT a tim umoZnuje zvySeni hladiny PER
monomeryd. Proteiny PER a TIM se tak akumuluji v cytoplazmé a vytvareji
heterodimer PER-TIM, ktery pfechazi do jadra bunky (okolo pllnoci) a blokuje
nasednuti dimeru CLK-CYC na promotor a tim i aktivaci transkripce vlastnich genu
per a tim. Dimer CLK-CYC v noci aktivuje transkripci genu vri a Pdpl. Nasledna
exprese proteind VRI a PDP1 pfimo reguluje expresi genu clk. Protein VRI se
akumuluje jako prvni a blokuje expresi genu clk. Protein PDP1, ktery se akumuluje
pozdéji, pfiblizné v poloviné noci (kdy VRI pfestava blokovat expresi clk), aktivuje
transkripci clk mRNA. Noveé vznikly protein CLK je neaktivni, kvuli represi ze strany
proteinu PER, ale jakmile je PER degradovan, CLK-CYC reaktivuje transkripce
per/tim a vri/Pdpl a zacina tak novy cyklus.Takto vlastné vznika dvoustupriova
regulace a mluvi se o tzv. two-loop modelu (Cyran et al. 2003) (obr.2).
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Obr. 3 ,Two-loop“ model (pfevzato z Cyran et al. 2003)

1.1.3. Cirkadianni requlace v perifernich organech

VétSina studii u hmyzu, pfedevSim u Drosophila melanogaster se zabyvéa
mechanismem ,zpétné vazby“ v nervovych tkanich hlavy, protoZe jsou zde
cirkadianni hodiny zodpovédné za fizeni lokomocCni aktivity a rytmu svlékani. Ale
geny cirkadidnnich hodin jsou exprimovany i v jinych tkanich, jako je hrudni
ganglium, slinné Zlazy, Malpighickeé trubice, ovaria, varlata, tukove téleso a stfevo.
A praci, ve kterych by se zkoumaly molekularni rytmy napfiklad genu period
a rytmy chovani v téchto perifernich tkanich, je podstatné méné.



U savcu sidli hlavni oscildtor (pacemaker) v suprachiasmatickém jadfe
hypothalamu (SCN). Informace o svételné délce dne obdrzi neurony SCN
prostfednictvim retinohypothalamického traktu od bunék sitnice. Tento hlavni
oscilator synchronizuje vedlejSi oscilatory v perifernich tkanich, jako jsou jatra,
srdce a ledviny. Oscilatory v perifernich tkanich nejsou schopny reagovat p fimo na
svételny podnét jako hlavni oscilator. Synchronizace oscilatora v perifernich
tkanich probiha zfejmé dvéma zpusoby. Pfimo, prostfednictvim signala vysilanych
z SCN. Neékolik pozorovani naznaluje, Ze vyznamnou roli zde bude mit
glukokortikoidni signalni drdha (Balsalobre et al. 2000, Le Minh et al. 2001). DalSi
cesta synchronizace perifernich orgdnti obchazi SCN a rozhodujicim faktorem je
zde obvykla doba pfijmu potravy (obr.3).
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Obr.4. Cesty synchronizace perifernich organt u savcu
( pFevzato z Schibler a Sassone-Corsi 2002)

Na rozdil od savcl, se u hmyzu prfedpokladd, Ze zde chybi neuro-humoralni
regulace vedlejSich oscilatord hlavnim pacemakerem. Ma se za to, Ze oscilatory
v perifernich tkanich jsou nezavislé na osciladtoru v mozku a hormonalnim
prostfedi a jsou schopny se sami nastavovat prostfednictvim svétla (Plautz et al.
1997, Giebultowicz et al. 2001). Vysledky nékolika praci ukazuji, Ze mechanismus
autoregulacni zpétné vazby funguje podobné jako v hlaveé i v perifernich tkanich,
ale naznacduji, Ze se chova odliSné v podminkach konstantni tmy (Hardin 1994).
Jedinou zjisténou vyjimkou, kde nebyl zjiStén rytmus v expresi genu cirkadiannich
hodin - period, jsou ovaria u D. melanogaster (Beaver et al. 2007).

1.1.4. Diapauza versus cirkadidnni hodiny

U modelového organismu D. melanogaster byla, zejména prostfednictvim
genovych manipulaci, role gend cirkadidnnich hodin v rdmci cirkadiannich rytmu
ddkladné studovana, ale jejich role ve vztahu k fotoperiodé nebyla jeSté zcela
pochopena. Vtomto sméru D. melanogaster neni nejlepSi model, protoze
vykazuje pouze slabou reprodukéni dormanci. Ta je indukovana nizkymi teplotami
okolo 12 °C (Saunders 1990, Denlinger 2002). Cesta k objasnéni vztahu mezi
geny cirkadiannich hodin a hodinami fotoperiodickymi vede pfedevsim



prostiednictvim studia mutantd, ktefi nepodiéhaji diapauze. Mutanti Chymomyza
costata, ktefi nevstupuji do diapauzy, nevykazuji rytmus v svlékani (Lankinen
a Riihimaa 1992), maji v hlavach konstantné nizkou hladinu per mRNA (Kostal
a Shimada 2001) a dokonce zde nebyla detekovana Zadna tim mRNA (Pavelka
etal. 2003). Provedena genetickd analyza téchto mutantd odhalila, Ze ztrata
diapauzy je spojena s absenci genu tim (Pavelka et al. 2003), gen per vSak
u téchto mutantd nechybi (KoStél a Shimada 2001). Navic bylo pomoci RNA
interference prokdzano, Ze potlaceni exprese genu tim redukuje ¢etnost diapauzy
(Pavelka et al. 2003). Tyto vysledky u C. costata demonstruji funkéni spojitost
mezi expresi genu tim a fotoperiodickym systémem. U dalSiho z&stupce z fadu
hmyzu, masafky Sarcophaga bullata, je ztrata fotoperiodické odpovédi spojena
opét s arytmickym svlékanim dospélcl. Exprese genu per a tim je vS8ak u mutant(
vySSi, nez u divokych jedincl (Goto et al. 2006). Je mozné, Ze zvySeni exprese
téchto genl u nediapauznich mutantd mé souvislost s poskozenim &asti systému,
ktery je potifebny jak pro cirkadianni, tak fotoperiodické rytmy.

1.1.5. Pyrrhocoris apterus, diapauza a cirkadianni geny

Modelovy organismus pro tuto praci, plostice Pyrrhocoris apterus vykazuje
silnou fotoperiodickou odpovéd a proto by mohla slouzit také jako vhodny model
k objasnéni vztahu mezi cirkadiannimi a fotoperiodickymi hodinami. Samice
P. apterus kladou vajicka v obdobi od konce dubna do konce kvétna.
Nasledujicich 5 larvalnich instard se vyviji béhem letnich mésici a koncem
srpna/zaCatkem zafi vstupuji do diapauzy. Diapauza je dokoncena koncem
prosince a vystfidana obdobim kviescence, ktera je jiz ovlivhovana pfimo vnéjSimi
podminkami. Pro diapauzu je typickd nizkd metabolicka aktivita, redukce
morfogeneze a stim souvisejici zvySena odolnost vaci extrémnim vnéjSim
podminkam.

O délce dne se dozvidaji neurosekre&ni buriky pars intercerebralis centralniho
mozku. Pokud je svételna ¢ast dne dostate¢né dlouha (Long Day, LD) aktivuji tyto
bufky endokrinni Zlazu corpus allatum a ta vylu€uje juvenilni hormon. Juvenilni
hormon hraje kli¢ovou roli v regulaci rozmnozovani u dospélcl. Stimuluje ukladani
Zloutku v oocytech, syntézu vitelogenind v haemolymfé u samic a rast
akcesorickych 714z u samct (Sauman a Sehnal 1997). Av3ak v kratkém dnu
(Short Day, SD) je corpus allatum neurosekrecnimi burfikami mozku inhibovano
(Hodkova 1976). Juvenilni hormon se nevylucuje, vitelogeniny v hemolymfé chybi,
ale je pfitomno velké mnoZstvi hexamernich, zasobnich proteind (Socha et al.
1991, Sula et al. 1995).

U P. apterus byla méfena hladina period mRNA (Obr.4) a clock mRNA
v hlavach béhem 24 hodin. Bylo zjisténo, Ze exprese téchto gend vykazuje jen
slaby rytmus v prabéhu dne, ale vyrazné se liSi u diapauznich (chovanych
v podminkdch SD) a nediapauznich (chovanych v podminkdch LD) jedinca.
Hladina per mRNA byla az 10x vy3sSi, hladina clk mRNA cca 2x vyssi
v podminkdch SD nez LD. (Hodkova et al. 2003, Syrova et al. 2003). V tomto
pokusu byly sledovany také mutantni plostice, reproduk&né aktivni v podminkach
LD i SD. U téchto mutantu, necitlivych vaci fotoperiodé, byly hladiny mRNA obou
genu nizké (v podminkadch LD i SD) - podobné hladindAm mRNA naméfenych
u divokych skupin chovanych v podminkadch LD. To by mohlo naznacovat, Ze
sledované geny cirkadiannich hodin maji dullezitou funkci ve vystupni draze
k diapauze/reprodukci a nehraji centralni roli v rdmci hodin fotoperiodickych.
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Obr.5. Relativni hladina per mRNA v pribéhu 24 hodin v hlavidch samic P. apterus

(pFevzato z Syrova et al. 2003)
modra barva- divoky kmen (plny znak-podminky SD, prazdny znak- podminky LD)
¢ervena barva- mutantni kmen (plny znak-podminky SD, prazdny znak- podminky LD)

Vysledky dalSiho experimentu, ve kterém byly stanovovany hladiny per mRNA
v mozcich, ukazaly, Ze se hladiny per mRNA u diapauznich a nediapauznich
samic nelidi (Sauman, unpubl.). ProtoZe v hlavach plostic P. apterus je velké
mnoZzstvi tukové tkané, vedlo toto zjisténi k pfedpokladu, Ze za odliSnou hladinou
per mRNA v hlavach diapauznich a nediapauznich plostic stoji tukové téleso.

1.2. Starnuti

Starnuti je primarni a fascinujici Zivotni proces s obrovskou pfirodni diverzitou.
Krysa Zije tfi roky, veverka 25 let. Nékteré organismy starnou a umiraji rychle po
spareni, nékteré organismy maji svoji zivotni kfivku mnohem delSi a na mnoha
dlouhovékych organismech (nékteré ryby a Zelvy) Ize proces starnuti jen tézko
postfehnout. Diverzita v procesu starnuti existuje i u monozygotickych dvojcat,
projevuje se i v ramci jednoho organismu. Doba Zivota, po kterou organismus
existuje, je zavisla jednak na zdédéné genetické informaci, jednak na velikém

v v s

mnozstvi faktord vnéjSiho Zivotniho prostiedi.

1.2.1 Obecny mechanismus starnuti

VétSina teoretickych studii pfisuzuji starnuti buriky k akumulaci Sirokého
spektra poSkozeni bunéénych struktur. Rychlost, kterou se tyto vady hromadi, je

ey

dana geneticky determinovanou investici do udrzby a opravy bunky. Dlouho-Zijici
organismy veénuji vétSi pozornost udrzbé a opravé bunky, neZz kratce-Zijici
organismy, a proto hromadéni poskozeni trva delSi dobu. Na molekularni Grovni
bylo zaznamenano nékolik velice dudlezitych mechanismul, které poskozuji

makromolekuly.
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Je prokédzano, Ze s vékem pfibyvaji somatické mutace a dalSi formy poskozeni
DNA. Kapacita pro opravu DNA je dllezity determinant rychlosti starnuti na trovni
molekul a buriky. Dobfe je tento proces ilustrovan na studiu enzymu poly (ADP-
ribose) polymerase-1 (PARP-1), ktery je kliovy v bezprostfedni bunécné
odpovédi k stresem indukovanému poSkozeni DNA. VySSi hladina PARP-1 je
spojena s delSi délkou Zivota (Grube a Burkle 1992, Muiras et al. 1998).

Neopomenutelnym faktorem v procesu starnuti bunék nékterych organismu je
zkracovani délky telomer béhem déleni bunék. Telomery chrani konce
chromozomd a vyvinuly se nejspiSe jako ochranny mechanismus proti
nekontrolovatelnému  bunéfnému déleni (nadorové bunky). Zkracovani
telomerické DNA je pfipisovana tzv. problému konce replikaci - neschopnosti pfi
replikaci zcela prodlouzit konce novych vlidken DNA. Studii bylo dokazano, Ze
oxidacni stres (tvorba volnych radikal) urychluje zkracovani telomer (von Zglinicki
2002).

Hlavnimi zdroji volnych radikald v Zivych organismech jsou bézné Zivotni
pochody, pfi nichZz burfika ziskdva energii nebo Stépi latky nutné pro bunécnou
vyZzivu, nékteré chemické reakce, spontdnné probihajici uvnitf bunék (zvlasté za
pritomnosti cizorodych latek) a ionisujici zafeni, reprezentované nejCastéji
ultrafialovym z&fenim pochazejicim ze Slunce. Primarné pusobi volné radikaly na
biologicky dulezité makromolekuly, zejména na bilkoviny, tuky a nukleové
kyseliny. Dasledkem muZze byt ztrata enzymatické aktivity bilkovin, ztrata informaci
u DNA, z ¢ehoz vyplyva nebezpedi poSkozeni a zaniku buriky a vznik rakovinnych
bunék.

DuleZitou souvislosti mezi molekularnim stresem a starnutim se zda byt
akumulace mutaci v mitochondridlnich DNA (mtDNA) s pfibyvajicim vékem
(Wallace 1999). Mutace mitochondrialni DNA (které maji povétSinou charakter
deleci) jsou pficinou zvySené citlivosti mitochondrialnich membran k poskozeni
metabolickymi produkty, k porucham metabolickych funkci a v dusledku toho
i urychleni degenerativnich procest a bunétného starnuti. Buriky, ve kterych
MtDNA mutace dosahnou vysoké Urovné se projevuji snizenim produkce energie
ve formé& ATP, coZz ma za nésledek pokles energie v tkarfiové bioenergetice.

S vékem tedy obecné pfibyva akumulace zbyte€nych a poSkozenych protein(
v bunikach a obnoveni jejich funkce, pfipadné jejich likvidace v proteasomech
prostfednictvim tzv. chaperond, s vékem ztraci na acinnosti (Carrard et al.2002).

1.2.2. Modifikace rychlosti starnuti

Mechanismus starnuti je podroben béhem poslednich let intenzivnimu
vyzkumu. Velkou snahou bylo identifikovat geny, které se u¢astni procesu starnuti,
pomoci geneticky modifikovanych organisma.

U téchto geneticky pozménénych raznorodych organismu, napfiklad hadéatka
Caenorhabditis elegans (Braeckman et al. 2001, Hekimi et al. 2001), octomilky
Drosophila melanogaster (Clancy et al. 2001, Tatar et al. 2001) a mySi Mus
musculus, byl nalezen stejny evolué¢né konzervovany mechanismus kontroly
starnuti, ve kterém hraji hlavni roli insulinu podobné (insulin-like) peptidy, insulin-
like rastovy faktor (IGF), steroly a lipofilni signalni molekuly.
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1.2.3. Insulin/IGF-like signalni draha (11S)

Exprese genu, které ovliviuji délku Zivota, vede k sekreci hormon, spotfebé
energie a vysledkem je signalizace do tkani. Spousta mutaci, které prodluzuji
délku Zivota, méni endokrinni signalizaci do tkani.

Nejlépe prozkoumana signalni drdha je tzv. insulin/IGF-1. Tato signalni drdha
byla prvné zkouméana u dauer larvy hadatka C. elegans, kde mutace v genu daf-2,
kédujiciho insulin/IGF-1 receptor, prodluZzovala délku Zivota dvakrat (Kenyon et al.
1993). V souvislosti s mutaci vtomto regulaénim genu byly objeveny dalSi
molekuly, které interaguji sgenem daf-2. Pokus s genetickou mozaikou
C. elegans ukazal, Ze bunky, které méli mutaci v genu daf-2 byly schopné poslat
signal ,dlouhovékosti* burikam, které tuto mutaci nemély (Apfeld a Kenyon 1998).
U C. elegans je vsoucCasné dobé identifikovano mnoho genu, které jsou
downstream od insulin/IGF-1 receptoru a mnoho z nich ma vliv na délku Zivota.
Patfi mezi né& antioxidaCni geny, metabolické geny, geny zahrnuté
v glyoxalatovém cyklu a antibakterialni geny. Spousta téchto gend ma vliv na
délku Zivota tim, Ze chrani organismus pfed vnéjSimi stresovymi faktory, jako
napfiklad pred teplem, UV z&fenim a oxidativnim stresem. Tyto poznatky
demonstrovaly, Ze starnuti u C. elegans je podfizeno hormonalni regulaci.

Mutace v receptoru insulin/IGF-1 prodluZzuje délku Zivota také u Drosophila
melanogaster a to az o 80 % (Tatar et al. 2001). Navic bylo zjisténo, Ze dalSi
mutace, downstream od genu pro receptor insulin/IGF-1, v genech, které maji
tzv. FOXO vazebné misto, maji zfetelny vliv na délku Zivota (Junger et al. 2003,
Lee el al. 2003, Giannakou et al. 2004). Napfiklad tzv. mutace chico, prodluzuje
zivot 0 40 % (Clancy et al. 2001, Tu et al. 2002).

Insulin/IGF-like signalni draha (1IS), kter4 se tedy zda byt pouze jednim krokem
v signalni kaskadé ovliviujici délku Zivota, ma souvislost i s dalSimi biologickymi
procesy jako je reprodukce, pfijem potravy, rezistence ke stresu a diapauza.

1.2.3.1. lIS drédha, vyziva a reprodukce

IIS draha je citliva na vyZzivu (Ikeya et al. 2002, Nassel 2002). Omezeny pfisun
potravy (ne vSak tak maly aby dochazelo k hladovéni) je schopny téZ prodluzovat
délku Zivota. Stfidmé stravovani ma blahodarny vliv na délku Zivota u rdznych
Zivocichu, napfiklad kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Jiang et al. 2000),
haddatka Caenorhabditis elegans (Houthoofd et al. 2003), octomilky Drosophila
melanogaster (Chapman a Patridge 1996), hlodavca (Weindruch a Walford 1988),
primatu (Lane et al. 2004) i ¢lovéka (Fontana et al. 2004).

U modelového organismu D. melanogaster byly pozorovany specifické
odpovédi na dietu s vyraznym prodlouzenim délky Zivota u samic (méné& u samcu)
(Magwere et al. 2004). Vysledek studie poukazuje na to, Ze bud dopad vyzZivy
nebo 1S signalizace se liSi mezi dvéma pohlavimi. Toto bylo potvrzeno i dalSi
studii  strpaslicimi mutanty (s mutaci vinsulin-like receptoru; InR)
D. melanogaster, kde byla délka Zivota také vice prodlouZzena u samic nez
u samcu (Clancy et al. 2001, Tatar et al. 2001).

| kdyZz uz je po nékolik let existuji dukazy pro vztah mezi délkou Zivota
areprodukci, je tento vztah neustale diskutovan a doupfesnovan (Barnes
a Partridge 2003, Tu a Tatar 2003). Jak jiz bylo vySe uvedeno, mutace
v insulin/IGF-1 signalni draze (lIS) a redukovany pfijem potravy maji schopnost
znatelné prodluZzovat délku zZivota. OvSem vliv téchto dvou faktord na
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rozmnozovaci schopnost neni kladny. Mutace v genech, které kdduji komponenty
zahrnuté v IS sice prodluzuji délku Zivota, ale zaroven redukuji plodnost. Stejné
tak dieta ma negativni vliv na rozmnozovani.

Energie, ktera je investovana do reprodukce, chybi v dalSich procesech (jako
adrzba a oprava bunécnych komponent )- proto rozmnozovani obecné zkracuje
délku Zivota. Snizen& plodnost v souvislosti s malym pfijmem potravy je nejspiSe
evoluéné vyvinuty mechanismus. Organismy se timto snazi pfeklenout nepfiznivé
-hubené“ podminky, snazi se zit déle svirou vlepSi Casy a neplodit do této
nepfiznivé doby své potomky. AvSak ne u v8ech zkoumanych organismi nutné
délka Zivota redukovala plodnost. U C. elegans néktefi mutanti s redukovanou IIS
drahou vykazovali nesnizenou plodnost (Gems et al. 1998) a ani vyoperovani
gonad neprodluzovalo jejich délku Zivota (Hsin a Kenyon 1999).

1.2.4. Starnuti a diapauza

Reprodukéni diapauza hmyzu, ktera zna¢né prodluzuje délku Zivota dospélce

(nékdy i o nékolik let), je vybornym modelem pro studium fizeni délky Zivota
u divokych, ne geneticky manipulovanych, organismu.
Jak jiz bylo v této praci rozebirano, zkoumana plostice P.apterus ma imaginalni
reprodukéni diapauzu. Do diapauzy vstupuji dospélci vlivem kratkych dnd i pfi
pomeérné vysoké teploté 25 °C (Hodek a Hodkovéa 1988). Geny zahrnuté v regulaci
diapauzy (reprodukci) nebyly u P. apterus identifikovany, ale jsou zde znamy
mnohé fyziologické skute¢nosti, ke kterym béhem reprodukce / diapauzy dochazi.
Inhibice (neurosekre¢nimi burikami centralniho mozku) Zl4zy corpus allatum
a absence juvenilniho hormonu v diapauze je zodpovédna za dalSi procesy
spojené s reprodukci, jako je inaktivita akcesorickych reproduk €nich Zldz u samcl
(Sauman a Sehnal 1997) a absence vyzravani ovarii u samic (Hodkova 1976).
Absence juvenilniho hormonu nevysvétluje vSak vSechny znaky, kterymi se
diapauza projevuje, napfiklad absenci péareni (Hodkova 1994) a vétSi pokles
respirace u diapauznich nez u allatektomovanych samic P. apterus. Za niZSi
respiraci u diapauznich samic se zdaji byt spolu s juvenilnim hormonem
zodpovédné i hormony vylu€ované z corpora cardiaca. Je znamo, Ze vyjmuti Z2laz
corpora cardiaca u larev ma za nasledek vyrazné potlaCeni rlstu a spotieby
kysliku (Slama 1965), coZ naznacuje, Ze Zlazy corpora cardiaca maji schopnost
ovliviiovat rust, stejné tak jako inzulin-like peptidy (Tu a Tatar 2003).

Primérna délka Zivota P. apterus je delSi u samcu, nez u samic
a mechanismus regulace délky Zivota se mezi témito pohlavimi liSi (Hodkova
unpubl.). Narozdil od samic, allatektomie &i diapauza u samcu nema tak zretelny
vliv na spotiebu kysliku, ¢i spermatogenezi (Slama 1964). U diapauznich samc je
akt pafeni inhibovan taktéZ neurosekre¢nimi burfikami pars intercerebralis
centralnihno mozku, ale Zldza corpus allatum tuto inhibici nezprostfedkovavéa
(Hodkové 1994).

Pfedpoklada se, Ze juvenilni hormon hraje zasadni roli v zprostifedkovani
rovnovahy mezi reprodukci a starnutim (Tatar a Yin 2001, Flatt et al. 2005)
(Obr.5).Tento nazor byl podpofen vysledky pokusu i u zastupct z fad hmyzu, kde
bylo allatektomii, pfipadné aplikaci analogu juvenilniho hormonu zdokumentovan
vliv juvenilniho hormonu na délku Zivota. Napf. u saranCete (Pener 1972),
u motyla Danaus plexippus (Herman a Tatar 2001) a Drosophila melanogaster
(Tatar et al. 2001). K objasnéni vztahu mezi IIS a juvenilnim hormonem pfispéla
studie u D. melanogaster. Dospéli mutanti v insulin-like receptoru (InR), byli mali,
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jejich ovaria zustaly v previtelogenezi, ale Zivot jim byl timto prodlouzen o 85%.
Podani juvenilniho hormonu témto trpasli¢im mutantim vedlo k normélni
vitelogenezi a normalni délce Zivota (Tatar et al. 2001).

Environment —_— CNS
(nutrition, temperature,

photoperiod) Insulin Signaling
Neuropaptides (Allatostatins, Allatotropins)
Juvenile Hormone Corpora alfata
Sexual Maturation Lifespan, Stress Resistance
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Juvenile ©
Hormone e — — b
Deficiency

Obr.6. Role juvenilniho hormonu v procesu starnuti (pfevzato z Flatt et al. 2005)

DalSimi hormony zprostfedkujicimi rovnovahu mezi reprodukci a starnutim by
mohly byt ekdysteroidy. Ovaria InR trpasli¢ich mutantd u D. melanogaster
produkuji malo ekdysonu (Tu et al. 2002). Mutanti v tomto ekdysonovém receptoru
se vyznacuji zvySenou délkou Zivota a odolnosti vi¢&i stresim avSak bez
viditelného omezeni v plodnosti i aktivité. Mutanti deficientni v syntéze ekdysonu
vykazuji podobné znaky, které lze potlacit podanim ekdysonu v potravé (Simon
et al. 2003). U dospélych samic koméara Aedes aegypti se prokazalo, Zze podani
insulinu mé pfimy stimulujici efekt na produkci ekdysteroidd v ovariich (Riehle
a Brown 1999).

Insulin-like peptidy jsou u hmyzu exprimovany hlavné v protocerebralnich
neurosekre¢nich burnkach (NSC) a jsou uvolfiovany z corpora cardiaca (Cao
a Brown 2001, Nassel 2002, Rulifson et al. 2002) a z corpora allata (Mizoguchi
et al. 1990). Za ekvivalent insulinu u savcu je oznacovan bombyxin. Bombyxin je
peptid syntetizovany neurosekre&nimi bufkami mozku housenky bource Bombyx
mori. Tento peptid je transportovan do corpora allata, uvolfiovan do haemolymfy
a funguje jako hormon (Mizoguchi et al. 1987, 1990). Jeho uvol iovani z mozku je
stimulovano pfisunem potravy a inhibovano hladovénim (stejné tak jako insulinu
u savcl) (Masumura et al. 1999).
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2. CILE PRACE

Cilem této magisterské prace bylo pfinést poznatky o vztahu mezi diapauzou
a expresi genu cirkadiannich hodin v tukové tkani ploStice Pyrrhocoris apterus.
DalSim ukolem bylo objasnit moZnou souvislost mezi diapauzou/reproduk&ni
aktivitou a mnozstvim proteint insulinového typu.

2.1. Vztah mezi diapauzou a expresi genu cirkadiannich hodin v tukovém
télese

Metodou real-time RT PCR zjistit:
zda exprese dvou genu cirkadidnnich hodin period a Pair Domain
Protein 1 v tukové tkani vykazuje rytmus béhem dne
zda se exprese téchto genu v tukovém télese liSi u diapauznich
a nediapauznich plostic P. apterus
zda a pfipadné jakou ulohu mé& v tomto procesu juvenilni hormon

2.2. Vliv diapauzy na expresi proteina inzulinového typu
Detekovat pfipadny kvantitativni rozdil v expresi tzv. inzulinu podobnych
peptidi pomoci protildtek proti bombyxinu a lidskému inzulinu v nervové tkani

hlavy u diapauznich a nediapauznich jedincd P. apterus metodami
imunohistochemie a Western blot.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pokusné& zvirata

V experimentech byly pouzity pouze samice divokého kmene ploStic
Pyrrhocoris apterus (L.) (Heteroptera). PloStice byly chovany hromadné ve
sklenicich (0.5 I) uzavfenych silonovou sitkou v termostatech pfi teploté 262 °C
a krmeny lipovymi semeny a vodou. PloStice byly udrzovany od vajic¢ek jednak
v proti-diapauzni fotoperiodé 18 h svétla : 6 h tmy (reZim dlouhého dne, Long Day,
dale jen LD), jednak pfi pro-diapauzni fotoperiodé 12 h svétla : 12 h tmy (rezim
kratkého dne, Short Day, déle jen SD).

3.2. Analyza exprese cirkadiannich gena per a pdpl pomoci metody real-
time RT PCR

Princip real-time RT PCR:

Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) je laboratorni technika
pouzivana ke kvantifikaci kratkého uUseku DNA (obvykle 100-600 bazi).
V kombinaci s reverzni transkripci tak umoZznuje kvantifikovat mnozstvi messenger
RNA (mRNA) ktera se v konkrétni burice nebo tkani nachazi.

Pro to, aby bylo moZno odhadnout expresi sledovaného genu, je nutno k
pFislusné jednovlaknové mRNA pomoci reverzni transkriptazy nasyntetizovat
druhé, komplementéarni vlakno - pfeveést ji na tzv. cDNA. Nasledujici princip se ale
nijak neodliSuje od klasické PCR, kde je v kazdém cyklu nutné oddéleni dvou
vlaken templadtové DNA (denaturace, obvykle 92-95 C), nasednuti primera
a syntéza novych vlidken ve sméru 5"— 3" pomoci DNA polymerazy.

PFistroj pro real-time PCR se odliSuje od bézného pfistroje vtom, Ze dokaze
v kazdém cyklu zméfit mnozstvi pfitomné DNA. K tomu se pouZzivala fluorescen¢ni
barvicka Syber Green | (SG), kterd (po osviceni) emituje v roztoku nepatrné
zafeni, které vzrista po navazani na dvoufetézcovou DNA. Pfi vhodné
koncentraci barvi¢ky je intenzita fluorescenéniho signalu pfimo Umérna mnoZzstvi
dvouretézcové DNA v pfitomném roztoku. Nevyhodou tohoto detek&niho procesu
je skute¢nost, Ze se Syber Green | vaze na jakoukoli DNA (v€etné nespecifickych
produktll) a je tedy nutné navrhovat co nejvice specifické primery, redukovat
tvorbu oligonukleotidovych artefaktd (dimerd) a optimalizovat reakéni podminky.

Profil PCR reakce se sklada ze tfi oblasti: (A) Casna faze, ktera trvad do té
doby, dokud signal PCR produktu je niz8i nez signél pozadi; (B) exponencialni
faze (log faze) a (C) tzv. plato, kdy je PCR reakce saturovana a neni mozné ziskat
vice produktu (Obr.1.).
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Obr.1. Znazornéni kinetiky real-time PCR

osa .y (Ry) ... mira fluorescence
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pfevzato z: http:// dna-9.int-med.uiowa.edu/images/Amplotfig2.gif (upraveno)

Princip vyhodnocovani real-time PCR

Pouzitd metoda vyuZiva kvantitativni vztah mezi mnoZstvim cilové sekvence
na pocatku reakce a mnozstvim PCR produktu v uréitém cyklu bé&hem
exponencialni faze. Real-time PCR systém umozZfiuje sledovat pribéh PCR
vredlném case a stanovit tak oblast exponenciélni faze reakce, kdy lze
kvantitativné hodnotit jednotlivé vzorky. V této exponencialni oblasti je pribéh
amplifikace popsan nasledujici rovnici:

Th=To (E)"

Tn= mnozstvi cilové sekvence v cyklu ,n“ (T-target)
To = pocateCni mnozstvi cilové sekvence
E = ucinnost amplifikace (E - efficiency)

N1

V jakém cyklu bude signél vzorku vy3si nez signél pozadi zavisi na po ¢ate¢nim
mnozstvi cilové sekvence. Cyklus, ve kterém fluorescence vzork( protne
tzv. prahovou hodnotu (threshold), se nazyva prusecik prahové hodnoty (Cp),
pripadné cyklus prahové hodnoty (C+). Tato hodnota oznacuje cyklus, ve kterém je
mnozstvi PCR produktu stejné u vSech kfivek, které jsou analyzovany. Vzorky
s menSim mnozstvim cilové sekvence dosahnou této hodnoty v pozdéjSim cyklu

N 1

nez vzorky s vy$8im mnozstvim (Obr.2.).
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Cr Cr
Obr.2. Znézornéni principu stanoveni poéateéniho mnozstvi DNA pomoci real-time PCR

osa ,y"“ ... intenzita fluorescence

osa X" ... pocet cyklu

Cr ... cyklus prahové hodnoty

vzorek A. dosahl prahové hodnoty asi v 10. cyklu (Cr= 10)

vzorek B. dosahl prahové hodnoty pfiblizné v 27. cyklu (Cy= 27)

—® vzorek A. obsahuje vice cilové DNA neZ vzorek B.

(Real time summary, Version 1.7.; Corbett Research; upraveno)

3.2.1. Zmény exprese dvou genu cirkadiannich hodin béhem dne

V tomto pokusu byly pouZzity samice plostic P. apterus 7 dni staré, chované
v podminkdch LD a SD. Z obou téchto skupin zvifat byla kazdé ¢tyfi hodiny po
dobu 24 hodin pitvdna tukova télesa. JednotlivA tukova télesa byla pitvana
v Ringerové roztoku, poté ihned pfenesena do mikrozkumavky na suchém ledu a
do dalSiho zpracovani umisténa do mrazdku (-80 °C). Vysledky tohoto
experimentu meély ozfejmit, zda hladiny per a Pdpl mRNA v tukovém télese
vykazuiji cirkadianni rytmus.

3.2.2. Vliv juvenilniho hormonu na expresi genti per a Pdp1l

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit vztah mezi diapauzou, kde hraje hlavni roli
endokrinni Zl4za corpus allatum a expresi dvou genl cirkadidnnich hodin
v tukovém télese. Vtomto experimentu byly opét pouzity 7dni staré samice,
chované jak v podminkach dlouhého dne, tak v podminkach kratkého dne. Prvni
skupinu tvofily operované plostice, kterym bylo odstranéno corpus allatum
(provedla Dr. Hodkova). Druhou (kontrolni) skupinou byly ploStice s cilené
posSkozenou kréni membranou. Treti skupina zvifat, bez jakéhokoli zasahu,
slouZila také jako kontrolni. Tukova télesa byla vyjmuta z téla uvedenych plostic
7 - 10 hodin po rozsviceni svétla v termostatech.

Hladiny per a Pdpl mRNA byly méfeny v obou experimentech (3.2.1., 3.2.2.)
stejnym zplsobem metodou real-time RT PCR.
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Pracovni postup:

a) lzolace cekové RNA za pouziti RNA Blue Kit (Top Bio)

1) Homogenizace:
- ke tkani pfidat 2 x 0,5 ml RNA Blue, zhomogenizovat
- inkubace pfi pokojové teploté¢ 5 minut (probihd rozvolfhovani
nukleoproteinového komplexu)
2) Féazova separace:
- pfidat 0,2 ml chloroformu
- ddkladné promichat (vortex)
- inkubace pfi pokojové teploté 10 minut
- centrifugace pfi 12 000 g, 15 minut, 4 °C (timto dojde k rozdéleni vzorku
na tfi faze; dolni, modra obsahuje proteiny; prostfedni obsahuje DNA
a bezbarva horni RNA)
- horni vodni fazi opatrné odebereme do nové mikrozkumavky
3) Precipitace RNA
- pfidat 0,5 ml isopropanolu
- mirné promichat (vortex)
- inkubace pfi 4 °C 10 minut
- centrifugace pfi 12 000 g, 10 minut, 4 °C
4) Promyti RNA v ethanolu
- odsét supernatant
- pfidat 1 ml 75 % ethanolu
- dukladné protfepat
- centrifugace pifi 12 000 g, 5 minut, 4 °C
- odsat supernatant (ethanol)
- centrifugace pfi 12 000 g, 3 minuty, 4 °C
- odsét zbytky ethanolu
5) Rozpusténi RNA ve vodé
- odpareni zbytku ethanolu (oteviena mikrozkumavka)
- pfidat 20 yl H,0O bez RNaz
- inkubace pfi pokojové teploté 30 minut
- promichani DNA (vortex)
- uloZeni do -80 °C

Jednotlivé vyizolované celkové RNA byly naneseny do jamek na agar6zovy
gel. Pomoci elektroforetogramu byly pak odhadnuty jednotlivé koncentrace RNA,
coz bylo potifebné pro nasledujici syntézu cDNA (Obr.1., kapitola &.8.).

b) Syntéza cDNA

Pouzité reagencie: celkova RNA, H,O bez RNaz, smés deoxynukleotidl
(dNTP Mix; 10 mM), primer = poly dT12.18 (LOuM), redukéni €inidlo proti vzniku
dimerd - DTT (0,1M), pufr na syntézu komplementarniho vidkna (First Strand
Buffer) a reverzni transkriptaza (SuperScript™II;Invitrogen)
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1) Denaturace templatu:
- namichat reakéni smés: dNTP Mix (2,5 mM)...4 ul
primer (10 uM)...1 pl
celkovad RNA ... max. 5 ug
RNAse free H,O ... doplnit do 12 pl

- inkubace : 65 °C /5 min

- rychlé zchlazeni na ledu (3 min)

- stocit
2) Priprava reakce:

- k reakéni smési pfidat : DTT (0,1M) ...2 pl

First Strand Buffer ...4 pl

- inkubace: 42 °C / 2 min

-k reakéni smési pfidat RT SuperScript Il ....1 ul (= 200 U)
3) Vlastni syntéza cDNA:

- inkubace: 42 °C /50 min

- stocCit
4) Ukonc&eni reakce:

- inkubace: 70 °C / 15 min

- fedéni (25x) a aliquotovani na ledu

- uloZeni cDNA: -20 °C

Vlastni real-time PCR

V experimentech jsem postupovala dle pfirusky vyrobce (TaKaRa Ex Taq™
Hot Start Version; TAKARA BIO INC):

PouZzité reagencie:

Hot Start Tag DNA polymeraza (5 U/ul), 10x koncentrovany pufr, dNTP Mix
(10 mM), Syber Green (fedéna 1:1000 v H,0), H,O a primery (Tab.1., kapitola
¢.8.)

Reakéni smés (master-mix):
PCR H20 ....... 388,8 pl

dNTP’s mix ... 64 pl

PCR pufr ......... 80 pl

Syber Green ... 32 ul

Taq DNA polymeréaza ...3,2
Primery ........ccccciiiinnnn 8+8ul

Reakéni smés byla dukladné promichdna a rozpipetovana do zkumavek po
15 ul, ke kterym bylo pfidano 5 ul zfedéné cDNA. Kazdy vzorek byl méfen
v tripletech. Do kontrolnich reakci bylo pfidano 5 ul H,O.

Reakéni program:

denaturace cDNA a aktivace enzymu: 5 min / 95 °C

40 cykla: denaturace: 15s/94 °C
hybridizace primerd: 30 s /59 °C
prodlouZzeni dsDNA a nacitani na Syber Green kanal: 40 s/ 74 °C
nacitani na Syber Green kandl: 15s/83 °C
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Po probéhnuti potfebného mnoZstvi cykld nasleduje minutova inkubace pfi
50 °C a pak ,melting analyza“ (od 50-96°C, rychlosti 1 °C za 10 s), citlivost
nacitani fluorescence (gain) byla nastavena na hodnotu 5.

d) Elektroforéza PCR produktl

Pouzité reagencie: agaroza, pufr TAE (4,85 g Tris baze; 1,14 ml 99 % kyseliny
octové; 0,2 ml 0,5 M EDTA pH 8; H,O do 1 I), marker (1kb+, Invitrogen),
barvicka (25 mg Bromphenol blue; 7,5 g Ficol; H,O do 50 ml), roztok ethidia
bromidu v pufru TAE

Pro ovérfeni, zda se pfi real-time PCR amplifikuje pouze cDNA sledovaného
genu, byla provedena elektroforéza. Na 2% agar6zovy gel bylo naneseno vzdy
15 ul PCR produktu s 3 pl barvicky. Elektroforéza béZela pfi konstantnich
40 V sedm hodin. Gel byl dale ponofen na 20 minut do roztoku ethidia
bromidu. Navazanim ethidia bromidu na molekuly DNA a umisténim gelu pod
UV zé&feni napojeného na pocita¢ bylo moZzné DNA pomoci programu Grab It
vizualizovat a vyfotit.

e) Hodnoceni

Data byla vyhodnocovana pomoci softwaru Rotor-Gene 6 (Corbett
Research).
Pro analyzu kvantitativnich dat byla pouZzita relativni kvantifikace (vzdjemné
porovnani exprese dvou nebo vice genu). Kazdy vzorek jsem méfila v tripletu
ato zaroven pro sledovany gen (Pdpl/ per) a referenéni gen,
tzv. housekeeping gene (zde ribozomélni protein 49 = RP49). Pro dalsi
zpracovani dat jsem pouZzivala Microsoft Excel, kde byly pro zjednoduseni
prace vytvorfeny jednoduché vzorce. Kolikrat je v daném vzorku exprese
cilového genu vétsi nez exprese referenéniho genu uréuje nasledujici rovnice

(R):
— Ct RP49 Ct vzorku
R=E RP49 T / Evzorku T

Takto ziskané hodnoty byly dale normalizovany k jednomu vzorku, ktery byl
opakované pfitomen v kazdém mérfeni.

3.3. Detekce bombyxinu v CNS P. apterus pomoci imunohistochemie

Pomoci imunohistochemie jsem zjiStovala lokalizaci bombyxinu, peptidu
podobnému inzulinu, vCNS u P. apterus. Primarni protildtka proti 10-ti
aminokyselinam na N-terminalnim konci fetézci A bombyxinu | byla laskavé
poskytnuta Dr. A. Mizoguchim (Masumura et al. 1999).

Pro tento pokus byly pouZzity samice divokého typu:
a) stari 0-1 tyden, chované v podminkach SD
b) stéfi 0-1 tyden, chované v podminkach LD
c) stafi 1-2 tydny, chované v podminkach SD
d) stafi 1-2 tydny, chované v podminkach LD
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Pitva komplexti mozek-suboesophagealni ganglion vcetné retrocerebralniho
komplexu (corpora cardiaca-corpus allatum) uvedenych skupin byla provedena jak
v dopolednich, tak v odpolednich hodinach. Vypreparované komplexy byly
pfeneseny do porcelanové preparani misky s kapkou Ringerova roztoku.
Komplex byl narovnan, nejdfive byla pfikapnuta kapka fixdzniho roztoku, poté byl
komplex pfenesen do mikrozkumavky s timto fixdZznim roztokem a ponechan zde
pres noc.

Pro imunohistochemické Setfeni byla pouZita nepfima metoda detekce, antigen
byl detekovan pomoci sekundéarni protilatky konjugované s enzymem kfenovou
peroxidazou (HRP).

Pracovni postup:

1) Fixace: 4 % p-formaldehyd (v PBS), pfes noc, 4 °C

2) Promyvani: 3x 10 minut v PBS-Trit. (= 3 % Triton v PBS), todit

3) NaruSeni mezibunécénych spojli uvnitf mozku: 0,5 mg kolagenazy/1 ml PBS,
60 minut

4) Dehydratace a nasledné rehydratace alkoholovou fadou: vzdy 10 minut,
toCit (50 % methanol, 70 % methanol, 100 % methanol, 70 % methanol,
50 % methanol)

5) Promyvani: 2x 10 minut v PBS-Trit., toCit

6) Blokovani nespecifickych mist: 20 % kozi sérum v PBS-Trit., 2 hodiny

7) Primarni protilatka: M-anti-AN-1  1:5 000 v PBS-Trit., 3 dny, 4 °C (AN-I
= monoklonalni protilatka 1gG proti 10-ti AK na N-terminalnim konci fetézce
A bombyxinu I)

8) Promyvani: 3x 10 minut v PBS-Trit., toCit

9) Sekundérni protildtka: G-anti-M IgG HRP 1 : 1 000 v PBS-Trit., 24 hodin,
4°C

10) Promyvéni: 1x 10 minut v PBS-Trit., 3x 5 minut v Tris-HCI (pH 7,6)

11) Detekce: 0,25mM DAB (v 0,005M Tris-HCI, pH 7,4) + 0,005 % H»0O.,
20 minut; zastaveni reakce dd H,O

12) Montovéani: v kapce 80 % glycerolu pfenést jednotlivé mozky na podlozni
sklicka; kryci sklicka ordmovat lakem na nehty

13) Prohlizeni a foceni

3.4. Detekce proteinainzulin a bombyxin pomoci metody Western blot

Pomoci metody Western blot (semi-dry) jsem detekovala v mozkové tkani
plostic P. apterus tzv. insulin-like peptidy protilatkami proti lidskému insulinu
a bombyxinu. Tento experiment mél objasnit, zda se 1iSi mnoZstvi téchto protein(
ve stejnych tkanich u diapauznich a nediapauznich zvifat.

Princip:

Western blot je metoda umoZnujici detekci specifického proteinu ve smési
proteind. Nejdfive jsou proteiny rozdéleny pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Poté
jsou proteiny z gelu elektroforeticky pfeneseny na nitrocelulézovou membranu.
K detekci daného proteinu je zapotfebi specifické protilatky. Nitrocelul6zova
membrana ma sama o sobé spoustu nespecifickych mist, kam se mohou vazat jak
proteiny, tak protilatky. K blokovani téchto nespecifickych vazeb se pouziva napf.
roztok odtu¢néného suSeného miéka. ,Ke zviditelneni“ antigenu byla pouZzita
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nepfima metoda detekce. Primarni protilatka se navaze na sledovany protein
atento komplex protilatka-protein je dale detekovan sekundéarni protilatkou
S navazanym enzymem. V tomto pfipadé byl pouzivan enzym kfenova peroxidaza
(HRP), ktery v pfitomnosti luminiscenéniho roztoku zplisobuje chemickou reakci,
pfi niz se uvolfiuji fotony. Pomoci CCD kamery a pocitate tak lze nasledné
detekovat mnoZstvi a pozici antigenu na membrané.

Priprava vzorku:
Pouzité reagencie:

Triple-detergent Lysis Buffer: SDS-PAGE vzorkovy pufr (5x):
0,5ml1MTris.Cl pH 8 5,8 ml 4x Tris.ClI/SDS pH
0,3ml 5 M NacCl 6,8
0,1 ml 10 % SDS 2,5 ml glycerol
0,1 ml Nonidet P-40 0,8 g SDS
0,5 ml 10 % Sodium Deoxycholat 0,6 ml 3-Mercaptoethanol
50 pl BM 1,2 mg Bromphenol blue
20 pl 10 % Sodium Azide dd H,O do 10 ml

dd H,O do 10 ml

Komplexy (mozek + suboesophagedalni ganglion + corpora cardiaca
+ corpus allatum) byly vypitvany v Ringerové roztoku, poté ihned pfemistény
do mikrozkumavky na suchém ledu a nakonec skladovany v mrazaku (-80 °C)
do dalSiho zpracovani. Celkem bylo vypitvano 40 komplex( ze samic o stafi 1-
3 tydny chovanych v podminkadch LD a 40 komplexd ze samic téhoz stafi
chovanych v podminkach SD.

Pfi dalSim zpracovani byly mozky homogenizovany v mikrozkumavce
umisténé na suchém ledu s 25 pul Triple-Detergent Lysing Buffer a stoCeny
(tento krok byl opakovan cca 3x dokud pelet mozkU nezmizel). Poté se pfidalo
25 ul 5x SDS-PAGE vzorkového pufru, vzorky byly povafeny (100 °C/10
minut), sto¢eny (4 °C, 12 000 g, 5 minut) a supernatant byl pfenesen do isté
mikrozkumavky.

SDS elektroforéza:
PouZzité reagencie: gel gradientovy 10-20 %, Tris-HCI (BIO-RAD), proteinovy
marker (Kaleidoscope Prestained Standards; BIO-RAD), elektrodovy pufr
(0,025 M/l Tris; 0,192 M/l Glycin; 0,1 % SDS; pH 8,3)

Vzorky byly nandSeny na gel po 15 pl, coZz pfiblizné odpovidalo
proteinovému extraktu z jedenacti mozku. Elektroforéza probihala pfi
konstantnich 30 mA po dobu pfiblizné 1,5 hodiny.

Blotovani:
Pouzité reagencie: nitrocelul6zovd membrana (0,2 pm; BIO-RAD), Whatman
3MM blotovaci papir, gel po elektroforéze, katodovy pufr (25 mM Tris.Cl;
40mM Glycin; 20 % Methanol; pH 9,4), anodovy pufr | (0,3 M Tris.Cl; 20 %
Methanol; pH 10,4), anodovy pufr Il (25 mM Tris.Cl, 20% Methanol; pH 10,4)

Gel byl umistén na tfepacku do katodového pufru (15-30 min). Membréana
o rozméru gelu byla umisténa do ddH,O (5 min) a do anodového pufru I
(5 min). Na blot byly postupné vrstveny na sebe 2 blotovaci papiry namoc¢ené
v anodovém pufru I, 1 blotovaci papir namoceny v anodovém pufru II,
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membrana, gel a nakonec 4 blotovaci papiry namocené v katodovém pufru.
Blotovani s konstantnim nastavenim proudu (2,5 Alcm? gelu) probihalo
30 min.

DalSi postup:
Pouzité reagencie: suSené odtu¢néné mléko, PBS, PBS-Tw (= 0,3 %
Tween20 v PBS), peroxidovy a luminolovy roztok (Pierce), sek. protilatky
s navazanou kfenovou peroxidazou (Pierce), prim. protilatka — Insulin
(polyklondlni protilatka proti 25-110 AK lidského inzulinu; Rb-krdli¢i; H-86;
Santa Cruz Biotechnology, Inc.), prim. protilatka - Bombyxin (viz. Kapitola
3.3))

- blokovani nespecifickych vazeb: 5 % mléko v PBS, 1 hod, tfepacka
- promyvani: 3 x 10 min v PBS-Tw, tfepacka
- primarni protilatka: Rb-anti-insulin 1: 1000 (v PBS-Tw)
M-anti-Bombyxin 1: 50 000 (v PBS-Tw)
4 °C, pfes noc, tfepacka
- promyvani: 6 x 10 min v PBS-Tw
- sekundarni protilatka: G-anti-Rb IgG HRP 1: 20 000 (v PBS-Tw)
G-anti-M IgG HRP 1: 20 000 (v PBS-Tw)
pokojova teplota, 2 hod, tfepacka
- promyvani: 6 x 10 min v PBS-Tw
- aplikace peroxidového a luminolového roztoku: pomér 1:1 ( 0,125 ml /
cm? membrany), 5 min

Membrana byla poté pfenesena do detekéniho zafizeni, schopného
vyhodnocovat emitované zareni (detekéni zafizeni slozené z CCD kamery
a pocitacCe, kde byl pouZzit program Las 3000 pro vyhodnoceni vysledk ().

3.5. Grafické a statistické zpracovani dat

Grafy byly vytvofeny v programu Microsoft Excel a GraphPad Prism.
Do grafi byly vyneseny priamérné hodnoty spolu se smérodatnou odchylkou
(SEM). K statistickému vyhodnoceni u real-time RT PCR byla pouZita jednocestna
(3.2.2.) a dvoucestna (3.2.1.) ANOVA. Ke kvantifikaci mnoZstvi peptidt u metody
Western blot byl pouzit program ImageQuan verze 1.5.1.
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4. VYSLEDKY

4.1. Vztah mezi diapauzou a expresi genua cirkadiannich hodin v tukovém
télese

Intenzitu fluorescenéniho signalu v prabéhu 40 cykld znézorfuje ,Graf A“
a ,Graf B“. ,Graf A" ukazuje intenzitu normalizovaného fluorescen¢niho signalu
ziskanou amplifikaci per cDNA a RP49 cDNA béhem 40-ti cykl(. Cyklus prahové
hodnoty, ve kterém je mnoZzstvi PCR produktt ve vSech vzorcich stejné, je pro gen
period (per) v rozmezi 22-27 cykll. ,Graf B* zndzorfuje intenzitu normalizovaného
fluorescenéniho signalu ziskanou amplifikaci Pdpl cDNA a RP49 cDNA. Pro gen
PairDomainProtein1(Pdpl) je cyklus prahové hodnoty v rozmezi cyklu 20-22.
Cyklus prahové hodnoty pro referen¢ni gen, kterym je ribozomalni protein 49
(RP49), lezi v intervalu cyklt 11-15.
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Graf A: Intenzita normalizovaného fluorescenéniho signalu jednotlivych cDNA geni RP49
a per v prubéhu 40 cyklu real-time PCR
Ct(RP49) ...11-15
Cr(per) ... 22-27

Graf B: Intenzita normalizovaného fluorescenéniho signalu jednotlivych cDNA geni RP49
a Pdpl v prabéhu 40 cykla real-time PCR
Ct(RP49) ...11-15
Cr(Pdpl) ... 20-22

Pro ovéfeni, zda hodnoty naméfené pomoci metody real-time PCR odpovidaji
opravdu pouze expresi sledovanych genl v tukové tkani, byla provedena
elektroforéza. Na agarozovy gel byly po amplifikaci jednotlivych cDNA naneseny
produkty sledovanych gentd per, Pdpl a RP49. Na vysledném elektroforetogramu
je patrné, Ze se pfi PCR amplifikovaly pouze cDNA sledovanych genu (Obr.1.).
Z toho vyplyva, Ze byla déle kvantifikovana opravdu pouze exprese daného genu.
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2000 Obr.1. Elektroforetogram PCR produkta

1660 Pfireal-time PCR se amplifikuje pouze cDNA
sledovanych genu per, Pdpl a RP49 a vznika tak vzdy
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Hodnoty ziskané méfenim hladin sledovanych genud per/Pdpl mRNA jednoho
vzorku tukové tkané byly porovnavany s hodnotami naméfenymi pro referenéni
gen RP49 mRNA téhoz vzorku. Ziskané hodnoty byly vzdy vztaZzeny k hodnoté
jednoho vzorku, ktery byl opakované méfen v kazdém méfeni (pfesny postup
uveden v kapitole 3.2). Timto zpusobem zpracované relativni hodnoty byly dale
zpracovany statistickym programem GraphPad Prism.

4.1.1. Exprese dvou genu cirkadiannich hodin béhem dne

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda exprese dvou gen( cirkadiannich
hodin period a Pair Domain Protein 1 v tukové tkani vykazuje rytmus béhem dne
a zda se exprese téchto genl v tukovém télese liSi u 7 dni starych diapauznich
a nediapauznich plostic P. apterus. Kazdé 4 hodiny v prubé&hu 24 hodin bylo
vypitvano pét tukovych téles, a to jak ze samic chovanych v podminkach SD, tak
ze samic chovanych v podminkach LD.

VySe popsany postup zpracovani naméfenych hodnot (4.1.) poskytl data pro
dalSi vyhodnoceni. Vyhodnoceni bylo provedeno statistickou funkci dvoucestna
ANOVA, které provedla vyhodnoceni vysledkd (relativni hladiny per/Pdpl mRNA)
v zAavislosti na dvou faktorech — kolisani hladin mRNA genu per a Pdpl béhem
dne a fyziologickém stavu jedince (diapauza / reprodukce).

Zobrazené vysledky (Obr.1.) reprezentuji vzdy prumér hodnot z péti vzorku
+ SEM. Graf ,A* znazoriuje relativni hodnoty per mRNA, graf ,B“ Pdpl mRNA
v tukovém télese v prabéhu 24 hodin.
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Obr.2. Relativni hladiny per (A) a Pdpl (B) mRNA v tukovém télese v prabéhu 24 hodin
pod ¢asovou 0sou x je grafické znazornéni délky svétla a tmy
pro podminky SD (12 h svétla : 12 h tmy), pro podminky LD (18 h svétla : 6 h tmy)
n=5 pro kazdy bod, hodnoty predstavuji prGmér + SEM
Statisticka analyza testem dvoucestnd ANOVA ukézala vliv €asu na expresi genu per jako
signifikantni (P<0.05) a nesignifikantni na expresi genu Pdpl. Jako vysoce signifikantni
vySel vztah mezi fotoperiodou a expresi obou geni (P<0.0001). Zhodnoceni testem
jednocestnd ANOVA demonstrovalo, ze jak v LD, tak SD, nejsou €asové zmény v expresi
obou genu signifikantni.

Zhodnoceni neukazalo Zadné statisticky vyznamné zmény v hladinach
per/Pdpl mRNA bé&hem 24 hodin. Fotoperioda méla vSak vyznamny efekt
(P<0.0001) na hladiny obou, per i Pdpl, mRNA. Hladiny per mRNA (cca 2x) byly
u diapauznich jedinc chovanych v podminkach kratkého dne vySSi nez
u nediapauznich jedinct chovanych v dlouhém dnu. Opacné vysledky byly
zaznamenany u genu Pdpl, kde byly hladiny Pdpl mRNA u plostic chovanych

v v

v SD niz8i (cca 2x) neZz u plostic chovanych v LD. Skutecnost, Ze u jedincu
chovanych v SD byla naméfena vyssSi hladina per mRNA a nizsi hladina Pdpl,
znamend, Ze hladiny transkriptd téchto genu se u nediapauznich a diapauznich
samic prokazatelné liSi a nemohou byt zkresleny vztahovanim naméfenych hodnot

per/Pdpl mRNA k referenéni RP49 mRNA.
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4.1.2. Vliv juvenilniho hormonu na expresi genu per a Pdpl

Vysledky experimentu popsaného v 4.1.1. vedly ke snaze zjistit vazbu mezi
diapauzou, kde hraje hlavni roli endokrinni Zlaza corpus allatum, a expresi dvou
genl cirkadiannich hodin v tukovém télese. V experimentu byly opét pouZzity
samice divokého kmene (6-7 dni staré), chované od vaji¢ek jak v podminkéach
dlouhého dne, tak v podminkach kratkého dne. VySe zminéné ploStice bez
jakéhokoli zasahu do téla tvofily kontrolni skupinu (INTACT). Plostice, jimZz byla
vyjmuta Zlaza corpus allatum, tvofily sledovanou skupinu (-CA). Posledni skupina
obsahovala plostice, kterym byla profiznuta kréni membrana (SHAM) za ucelem
vytvofit  sekundarni srovnavaci skupinu, jejiz vysledky mély prokédzat nebo
vylouCit vliv zranéni na expresi genl cirkadiannich hodin. PoSkozeni kréni
membrany bylo provedeno proto, Ze skrze fez touto membranou se corpus allatum
odstrarniuje z téla plostic.
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Obr.3. Porovnani relativnihno mnozstvi per a Pdpl mRNA mezi sledovanymi skupinami v
podminkéach LD/SD
Grafy A, B: exprese per mRNA u sledovanych skupin chovanych v podminkach SD (graf A)
a LD (graf B)
Grafy C, D: exprese Pdpl mRNA u sledovanych skupin chovanych v podminkach SD (graf C)
a LD (graf D)
n= 7-9 pro kazdy sloupec, hodnoty predstavuji primér + SEM
Statisticka analyza provedena testem jednocestndA ANOVA ukazala signifikantni efekt
allatektomii na expresi genu per (P<0.05) a genu Pdpl(P<0.01) u samic chovanych
v podminkach LD. U skupin plostic chovanych v podminkdch SD nemélo odstranéni zlazy
corpus allatum signifikantni vliv na expresi obou gena.
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Vysledky pokusu potvrdily zjiSténi z pfedchoziho experimentu (4.1.1.). Hladiny
per/Pdpl mRNA se vyrazné odliSuji u diapauznich (chovanych v podminkach SD)
a nediapauznich (chovanych v podminkach LD). Hladina per mRNA je vysSi
u kontrolnich plostic chovanych v SD, hladina Pdpl mRNA je vySSi u plostic
chovanych v LD.

Grafy ,A* a ,B* ukazuji hladiny per mRNA v podminkach LD a SD.
Allatektomované plostice (skupina —CA) chované v podminkach LD (graf ,A")
maji hladinu per mRNA signifikantné vysSi (P<0.05) nez jsou hladiny per mRNA
ploStic obou srovnavacich skupin chovanych v LD (INTACT, SHAM). Exprese
genu per odpovidd u téchto allatektomovanych ploStic chovanych v LD Urovni
exprese genu per nameéfenych u v3ech tfech skupin chovanych v SD (graf ,B“).

Grafy ,C* a ,D* ukazuji hladiny Pdpl mRNA v podminkach LD a SD.
Allatektomované plostice (skupina —CA) chované v podminkach LD (graf ,C)
maji hladiny Pdpl mRNA signifikantné nizsi (P<0.01) nez jsou hladiny Pdpl
MRNA ploStic obou srovnavacich skupin chovanych v LD (INTACT, SHAM).
Exprese genu Pdpl odpovid4 u téchto allatektomovanych plostic chovanych v LD
opét Urovni exprese genu Pdpl naméfenych u vSech tfech skupin chovanych v SD
(graf ,,.D*).

Naméfené hladiny per a Pdpl mRNA referen€nich skupin SHAM jsou
srovnatelné se zméfenymi hladinami skupin INTACT. Z tohoto faktu vyplyva, Ze
chirurgicky zdsah do kréni memrany plostic skupin SHAM nem& sam o sobé vliv
na expresi genu cirkadiannich hodin per a Pdpl. NejdulezitéjSi vysledky
vyplyvajici z tohoto pokusu jsou, Ze chirurgické odstranéni endokrinni Zlazy corpus
allatum mé& u samic chovanych v podminkach LD zfetelny vliv na expresi genu per
a Pdpl, zatimco allatektomie u samic chovanych v podminkach SD expresi
sledovanych gend neovliviuje. Zjisténé skute€nosti jasné dokazuji, Ze juvenilni
hormon, jakoZto produkt Zldzy corpus allatum mé urcujici vliv na expresi genu
cirkadiannich hodin per a Pdp1.
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4.2. Starnuti a diapauza

4.2.1. Detekce insulin-like peptidd VvCNS P. apterus pomoci
imunohistochemie

Protilatka proti bombyxinu pozitivné reagovala v neurosekrecnich burikéch
pars intercerebralis centralniho mozku a s materidlem v aorté (Obr.4). Celkem
bylo vyhodnoceno 40 imunoendokrinnich komplextd (mozek + corpora cardiaca
+ corpus allatum) s aortou. Nékolik vybranych vzorka ukazuji obr. 5 a 6.

HNSB

mozelk

corpus cardacum

corpus allatum e

Obr.4. : Lokalizace insulin-like peptid v CNS P. apterus (méfitko= 0,1mm)
NSB = neurosekrec¢ni buriky pars intercerebralis

Na intenzitu zbarveni nema vliv denni doba provedeni pitvy
(odpoledne/dopoledne). Vice imunoreaktivnich peptidd bylo obecné u starSich
plostic, 1-2 tydny starych, ale intenzita a mnozstvi detekovanych peptidd v CNS
byla variabilni u jedincd stejného stafi i vramci jedné skupiny
(diapauzni/nediapauzni). Intenzita zbarveni v neurosekre&nich  burik&ch
centralniho mozku se vSak obecné jevila silngjSi u diapauznich plostic chovanych
v podminkdch SD, neZ u nediapauznich plostic chovanych v podminkach LD
(Obr.5).
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Obr.5. Peptidy reagujici s protilatkou

proti bombyxinu v bunkéch pars
intercerebralis ( méfitko=0,1mm)
A — plostice chované v podminkach SD

B — plostice chované v podminkach LD
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Naproti tomu rozdil v mnoZstvi imunoreaktivnich peptidd v aorté (tmavé
zbarvené granule) nebyl mezi skupinami ploStic chovanych v podminkach LD a
SD tak zfejmy (Obr.6).

Obr.6. Peptidy reagujici s protilatkou proti bombyxinu v aorté (méfitko = 0,1 mm)
A — plostice chované v podminkach SD
B — plostice chované v podminkach LD

33



4.2.2. Detekce insulin-like peptida v CNS P. apterus pomoci metody Western
blot

V tomto experimentu byly detekovany insulinu podobné peptidy v CNS
(v komplexu mozek + suboesophagedlni ganglion + corpora cardiaca + corpus
allatum) P. apterus pomoci protilatek proti bombyxinu a lidskému insulinu. Obr.7.
ukazuje pozice vSech peptidl, které byly detekovany protilatkou proti lidskému
insulinu.

LD SD M [KDa]
- 08 256
- 130,743
- araen
— R Obr.7. Detekce insulin-like peptiddi v CNS metodou Western blot
protilatkou proti lidskému insulinu
- 31488 LD- smés 11 komplexd ze samic o stafi 1-3 tydny chovanych
v podminkach LD
SD- smés 11 komplext ze samic o stafi 1-3 tydny chovanych
v podminkéach SD
- 1784

- 7213

Protilatka reagovala u obou sledovanych skupin (diapauznich a nediapauznich
samic) se dvémi typy peptidd. Pozice téchto peptidd odpovidala pfiblizné
molekulové hmotnosti 75 kDa a 40 kDa. MnoZstvi peptidu o molekulové hmotnosti
cca 75 kDa bylo stejné u skupin plostic chovanych v podminkach LD a SD, Slo
ziejmé o nespecifickou vazbu protilatky. Toto mnoZstvi bylo pouZito jako standard
a normalizaci kjeho mnozstvi bylo mozné kvantifikovat mnoZstvi peptidu
o molekulové hmotnosti cca 40 kDa. MnoZstvi tohoto peptidu (cca 40 kDa) bylo 2x
vétSi u skupiny chované v podminkach SD, nez u skupiny chované v podminkéch
LD. Protilatka proti bombyxinu reagovala s peptidy o stejné molekulové hmotnosti
jako protilatka proti insulinu, ale bohuzel, i pfi rGzném Ffedéni, velice slabé (neni
pfilozeno).



5. DISKUSE

5.1. Exprese genu cirkadiannich hodin a diapauza

Vysledky této prace potvrdily domnénku, Ze rozdilné hladiny period mRNA
v hlavach diapauznich a nediapauznich samic P. apterus (Hodkova et al. 2003)
jsou dany tukovym télesem. Hladina transkriptd genu per v tukovém télese byla,
podobné jako v hlavach, vys8i u plostic chovanych v podminkach SD
a nevykazovala zfetelny cirkadidnni rytmus.

Skute€nost, Ze exprese sledovanych gen( cirkadiannich hodin v perifernim
organu u P. apterus nejevi rytmus bé&hem dne, je vrozporu s vétSinou
dosavadnich vysledku ziskanych u jinych druh( hmyzu (Giebultowicz et al. 2001,
Whitmore et al. 2000). Relativni hodnoty per a Pdpl mRNA jsou vSak velice
variabilni a odliSuji se i vramci jedné skupiny plostic chované ve stejnych
podminkdch a stanovené ve stejnou dobu. Je mozné, Ze exprese sledovanych
genld ma preci jen néjaky rytmus, s periodou kratSi nez 24 hodin. Tento ultradianni
individualni rytmus by mohl odpovidat zjisténé variabilité jedincu stejné skupiny,
protoZe pfi periodé kratSi nez 24 hodin neni zpusob podle kterého by se hladina
téchto genu vtukovém télese raznych jedinci mohla synchronizovat. Tato
hypotéza se vSak experimentalné nedé prokazat.

U ploStice P. apterus nebyl v3ak, narozdil od jinych z&stupcu z Fadu hmyzu
(Saunders 2002), nalezen zjevny rytmus v expresi genu cirkadiannich hodin
v pribéhu dne ani v hlavach (Hodkova et al. 2003), coZ nabizi otdzku, jakou funkci
tyto cirkadianni geny u P. apterus vibec maji. Hypotéza, zda je exprese genu per
u P. apterus dulezita v pfenosu fotoperiodického signédlu do endokrinni soustavy,
nemlze byt bohuZel pfimo testovana, protoZze mutanti v genu per zatim nejsou
u P. apterus kdispozici. Experiment s mutanty, necitlivymi vuci fotoperiodé
(Syrova et al. 2003), vSak naznacil, Ze sledované geny cirkadiannich hodin maji
dalezitou funkci ve vystupni draze k diapauze/reprodukci.

Vysledky této prace dale demonstruji, Ze je exprese dvou genu cirkadiannich
hodin v periferni tkani u P. apterus fizena juvenilnim hormonem. Aktivita
endokrinni Zldzy corpus allatum a vylu€ovani juvenilniho hormonu je zasadni
faktor, kterym se od sebe odliSuji diapauzni a nediapauzni ploStice P. apterus
(Hodkova 1976). Odstranéni Zlazy corpus allatum vedlo u samic chovanych
v podminkdch LD, u kterych je za normélnich okolnosti Zldza corpus allatum
aktivni, k vyrazné odliSné expresi genl cirkadiannich hodin per a Pdpl v tukovém
télese, podobné expresi téchto gend u samic chovanych v podminkach SD.
V podminkach SD, kde je aktivita Zlazy corpus allatum inhibovana fyziologicky,
neméla allatektomie zZadny vliv na expresi sledovanych gena.

Takovéto zjisténi je jedine¢né a prekvapuijici, protoZze vysledky obdobnych
studii pfedevsim u Drosophila melanogaster vedly k obecnému pfedpokladu, Ze
se cirkadianni hodiny v perifernich tkanich hmyzu nastavuji sami prostfednictvim
svétla, nezavisle na CNS nebo endokrinni soustavé (Plautz et al. 1997,
Giebultowicz et al. 2001).

U savcu se predpoklada, Ze hlavni oscilator umistény v suprachiasmatickém
jadfe hypothalamu (SCN) fidi cirkadidnni hodiny v perifernich tk&nich. V tomto
procesu synchronizace cirkadiannich hodin v perifernich tkanich (nastaveni faze)
ma zfejmé& vyznamnou roli glukokortikoidni signalni draha, protoZe aplikace
glukokortikoidd do perifernich organi meéla schopnost zménit fazi exprese

35



cirkadiannich gent (Balsalobre et al. 2000, Le Minh et al. 2001). Hypotéza, ve
které by mél juvenilni hormon u P. apterus podobnou roli jako glukokortikoidy
u savcy, by byla ve své podstaté nesmysina, protoZe v tukovém télese P. apterus
chybi signifikantni rytmy v expresi sledovanych genu cirkadiannich hodin béhem
24 hodin. Navic se u P. apterus hladiny per a Pdpl mRNA v podminkach LD a SD
liSi béhem celého dne.

Nedavna studie u savcu ukazala, Ze ne vzdy se musi geny cirkadiannich
hodin v perifernich tkanich chovat ,hodinové®, tj. ztraceji rytmus své exprese.
Zjistilo se, Ze u mySi dokaze odpovéd na stres, prostfednictvim glukokortikoidni
signalni dradhy, vyvolat transkripci genu Perl, a to bez nastaveni faze
cirkadiannich hodin na molekularni drovni (Yamamoto et al. 2005). Podobné
vysledky byly zaznamenény i u savcu, ve varlatech mysi, kde exprese urcitych
gend cirkadiannich hodin nejevi rytmus béhem dne a dokonce je nezavisla na
synchronizaci hlavniho oscilatoru v hypothalamu (Alvarez et al. 2003, Morse et al.
2003).

Analogicky, v odpovédi na fotoperiodu, by tedy mohl byt juvenilni hormon
zahrnut v ne-cirkadianni regulaci gent per a Pdpl v tukovém télese u P. apterus.
Skute€nost, Ze i u jinych druht hmyzu bylo nalezeno zvlastni chovani molekul
GCastnicich se cirkadianni regulace, tuto mySlenku podporuje. Napfiklad ne-
rytmick& exprese per mRNA v pribéhu 24 hodin ve folikularnich burikdch ovarii
dospélych samic D. melanogaster (Beaver et al. 2007). V experimentech byly
pozorovany geneticky modifikované samice D. melanogaster, které postradaly bud
gen per nebo tim. Protein PER je zde primarné cytoplasmaticky. Proteiny PER
a TIM spolu interaguji, ale nevstupuji do jadra bunky. Jejich hladina v ovariu neni
ovliviiovana svétlem. Nedochéazi tedy k degradaci proteinu TIM (prostfednictvim
genu cry) a tim ani k sefizovani (entrainment) podle vnéjSiho prostfedi. Hladina
protein PER a TIM neni v ovariu ovlivnéna ani prostfednictvim pozitivnich
elementd clk a cycle. Ztohoto plyne, Ze geny per a tim jsou v ovariu
D. melanogaster regulovany jinym zplsobem neZ u ostatnich cirkadiannich
oscilatorl. U téchto samic, postradajicich bud gen per nebo tim, byl pozorovan
signifikantné niz3i pocet potomstva v dusledku nizsi rychlosti zrani vajiCek, nez
u divokych samic (Beaver et al. 2007). Pozorovand snizend plodnost tedy
naznacuje, Ze v ovariu by mohl mit gen period jinou funkci, nez jakou ma v ramci
cirkadiannich rytmd. Navic moznost funkéni vSestrannosti alesporn frakce
hodinovych molekul byla jiz dfive diskutovana (Hall 1996).

Zajimava je modulace exprese Perl v perifernich tkanich fotoperiodou
u kfe¢ka syrského (Obr.1). U tohoto sezonnniho hlodavce je reprodukce
a metabolismus aktivovan dlouhymi letnimi dny (LD) a inhibovan kratkymi dny
v zimé (SD) (Goldman 2001). Po nékolika mésicich v podminkach SD se hlodavci
stavaji tzv. refraktorni k této fotoperiodé a fyziologie jejich téla se spontanné
navraci k fyziologii typické pro LD (Gwinner 1986). Mnohé fyziologické ro &ni rytmy
jsou usavcu kontrolovany hlavnim oscilatorem (SCN) regulovanou sekreci
melatoninu z hypofyzy, coz poskytuje vnitini endokrinni signal reprezentujici
fotoperiodu.
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Obr.1. Exprese genu Perlv SCN, hypofyze, plicich a srdci u kie€ka syrského
(pFfevzato z Carr et al. 2003)

Exprese Perl bé&hem 24 hodin se vyznacuje v podminkach SD rytmem
s nizkou amplitudou a kratkym trvanim, a naopak v LD rytmem s prodlouzenou,
vysokou amplitudou. U SD-refraktornich jedincU zlstavaji rytmy v expresi genu
Perl v SCN stejné jako u SD jedincu, coz odrazi spiSe ucinek fotoperiody, nez
fyziologii typickou pro podminky LD. Naproti tomu v perifernich tkanich, ledvinach
a srdci, se rytmus v expresi genu Perl u SD-refraktornich jedinct navraci
k vysoké amplitudé typické pro podminky LD. Tyto vysledky naznaduji, Zze se
cirkadianni oscilatory v perifernich organech podileji na fotoperiodickém mé&feni
¢asu a Ze se v procesu synchronizace cirkadidnnich oscilator v perifernich
tkanich a&astni urcité faktory, které nejsou Fizeny pouze prostfednictvim SCN, jak
se predpokladalo (Carr et al. 2003).

U allatektomovanych samic P. apterus chovanych v podminkach LD se
hladiny per a Pdpl mRNA navraci také k hladindm téchto transkriptd naméfenym
v podminkdch SD. Hladiny téchto transkriptd tedy spiSe odrazi hormonalni
prostiedi typické pro podminky SD nezZ okolni fotoperiodu. Hypoteticky by odliSné
amplitudy v rytmu gent cirkadiannich hodin u kfeckld a odliSné zakladni hladiny
cirkadiannich molekul u P. apterus mohly mit stejné role, zejména v hormonalni
regulaci tkanové fyziologie.
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5.2. Insulin-like peptidy a diapauza

Vysledky této ¢asti prace jsou spiSe predbézné a k objasnéni vztahu mezi
mnoZzstvim insulinu podobnych peptidd a diapauzou/reprodukci bude tfeba provést
podrobnéjsi studium. Nicméné se podafilo detekovat peptidy reagujici s protilatkou
proti bombyxinu v neurosekre&nich burikach CNS P. apterus, coz odpovida hlavni
lokalizaci insulin-like peptidd i u jinych druhd hmyzu (Cao a Brown 2001, Nassel
2002, Rulifson et al. 2002). Celkové mnoZstvi téchto s bombyxinem reagujicich
peptidt v burikach pars intercerebralis je vétSi u diapauznich, tedy déle Zzijicich,
nez reprodukéné aktivnich samic. Pokud ma reduk¢ni zasah do insulinové signalni
drdhy prodluZujici efekt na délku Zivota, coz potvrzuji mnohé vysledky na
modelovych organismech, napf. u nematod (Wolkow et al. 2000, Gerisch et al.
2001, Jia et al. 2002), hmyzu (Tatar et al. 2001, Clancy et al. 2001), i savcu
(Bluher et al. 2003), mohou se zdat tyto vysledky zarazejici. O Cekavalo by se, ze
mnoZzstvi insulin-like peptidd bude u déle-zZijicich diapauznich plostic mensi nez
u reprodukéné aktivnich. Je v8ak mozné, Ze vétSi mnozstvi peptidd reagujicich
s bombyxinem u diapauznich ploStic odpovidd pouze vétSimu hromadéni
v neurosekre¢nich bunkadch a nekoresponduje s jejich vyplavovanim do téla.
Naopak mensi mnoZstvi detekovanych peptidd u reprodukéné aktivnich plostic
chovanych v podminkdch LD muze odpovidat silnéjSimu vyplavovani téchto
peptidi do tkani.

V metodé Western blot reagovala protilatka proti bombyxinu bohuZel velice
slabé, ale osvédcCila se protilatka proti lidskému insulinu. V CNS P. apterus se
touto protilatkou podafilo detekovat peptid o molekulové hmotnosti cca 40 kDa.
MnozZstvi tohoto peptidu bylo dvakrat vétsi u diapauznich plostic, nez reprodukéné
aktivnich, coz vykazuje podobnost s vysledky ziskanymi s protilatkou proti
bombyxinu u imunohistochemie. Detekovand molekula m& vSak pfili§ velkou
molekulovou hmotnost, nez aby odpovidala nizkomolekularni molekule bombyxinu
o 3-5 kDa (Vafopoulou a Steel 2002). Je moZné, Ze se detekce téchto
nizkomolekularnich  peptidid  nepodafila kvdli malému poltu  mozki
v analyzovaném vzorku. Soucésti dalSiho studia by tedy mélo byt opakovani
tohoto experimentu s vySSi koncentraci mozku v extraktu.

Protilatka  proti bombyxinu dale pozitivné reagovala S peptidy
v neurohemalnim organu, aorté. Z dosavadnich vysledku neni patrny rozdil v jejich
mnozstvi mezi diapauznimi a reprodukéné aktivnimi ploSticemi P. apterus.
Vyplavovani bombyxinu z mozku do hemolymfy je popsano u bource Bombyx mori
(Mizoguchi et al. 1987, Mizoguchi et al. 1990). Jeho uvolfiovani je u B. mori
stimulovano pfisunem potravy a inhibovano hladovénim (Masumura et al. 1999).
U P. apterus se vSak menSi mnoZstvi téchto peptidi v aorté u diapauznich,
nepfijimajicich potravu, timto pokusem prokézat nepodafilo.
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6. ZAVER

Exprese genu cirkadiannich hodin period a PairDomainProteinl v tukove tkani
plostice P. apterus nevykazuje rytmus béhem 24 hodin.

Exprese genl period a PairDomainProteinl v tukovém télese je u plostice
P. apterus fizena prostfednictvim juvenilniho hormonu.

MnoZzstvi insulinu podobnych peptidi v CNS P. apterus je vétSi u diapauznich
nez reprodukéné aktivnich plostic.
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8. PRILOHA

celkova RNA z tukového télesa samic
chovanych v podminkach SD

<

celkova RNA z tukového télesa samic
chovanych v podminkach LD

Obr.1. Elektroforetogram jednotlivych celkovych RNA

Pomoci elektroforézy byla zkontrolovana kvalita RNA. K syntéze cDNA jsme
obvykle pouzili 4 pl celkové RNA (pokud bylo z tukového télesa vyizolovano méné
RNA, k syntéze cDNA se pouZilo vice nez uvedené 4 pul celkové RNA).

Sekvence primeru

gen forward reverse

per |5 ACAGCTAGTGGTGGTGAAGAGG 5" AAAAGTTGTTCAGTAAGAGCAGTAG
Pdpl [5°'CTTAAGTTAGGGGCAGTAG 5'TCTTCATCAGAAAAGGCTCTTG
RP49 [5"CCGATATGTAAAACTGAGG AGAAAC 5" GGAGCATGTGCCTGGTCTTTT

A ...pozice intronu

Tab.1. Primery genu period, Pair Domain Proteinu 1 a ribozomalniho
proteinu 49 pro plostici P. apterus

Primery byly navrzeny tak, aby fungovaly specificky na cDNA, ale neamplifikovaly
produkt z genomické DNA. V pfipade RP49 toho bylo docileno navrZzenim jednoho
primeru tak, Ze pfekryval hranici dvou exonu (a tudiz nasedal jen na sestfizeny
templéat, nikoli na genomickou DNA). U pdpl a per byly primery navrzeny tak, Ze
genomicky produkt obsahoval téZ introny (zhruba 1000 bp velké) — pfi nami
uzitych podminkach takto dlouhy produkt vibec nemohl vzniknout a amplifikoval
se pouze cDNA specificky Usek (cca 200 bp) (Dolezel unpubl, Dolezel et al. 2007).
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