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Anotace

Predkladana prace se zabyva charakterizaci travicich enzymt (amylaz, lipaz, proteaz) ze
stiedniho stieva (mesenteron) a slepych vybézku (caeca) §vaba amerického Periplaneta
americana a dale fizenim jejich aktivity adipokinetickymi hormony ozna¢enymi jako Peram-
CAH-I a -1I. Pokusy byly provadény na dospélych jedincich §vaba pochazejicich z
laboratorniho chovu Entomologického ustavu BC AVCR v Ceskych Bud&jovicich. Zminéné
adipokinetické hormony jsou jednoduché peptidy skladajici se z osmi aminokyselin a jejich
hlavni funkci je mobilizace energetickych zasob ve stresovych situacich a eliminace nebo
snizeni dopadu stresu na hmyzi organismus. Zajist'uji vSak fadu dalSich biochemickych a
fyziologickych funkci, které anti-stresovou reakci dopliuji, véetné stimulace traveni.
Testované hormony byly vpraveny do téla Svaba bud’ injekéné (in vivo test) nebo pfidavany
do média s inkubovanym stfevem (in vitro test). Po 24 hodinach ptisobeni byly enzymy ze
stiev extrahovany a za danych podminek testovana jejich aktivita. Vysledky ukazaly, ze

K traveni vSech zivin dochazelo v obou ¢astech stiedniho stieva — caecach i vlastnim stievé,
ale cukry se prednostné travily v caecach a lipidy prednostné ve stieveé. Adipokinetické
hormony ovliviiovaly aktivitu enzymu selektivn€ — na kazdy enzym ptisobily rozdilné. Po
aplikaci hormonti se aktivita amylaz zvySovala ve stfednim stieveé vice nez v caecach, aktivita
proteaz se zvySovala pouze ve sttednim stfevé a aktivita lipaz se zvySovala ve stfednim stievé
1 caecach. Mezi obéma hormony nebyly zjiStény podstatné rozdily. Stimula¢ni aktivity

hormont pfi in vitro testech naznacila pfimé hormonalni fizeni enzymatické aktivity.

Kli¢ova slova: Enzym; amylaza; protedza; lipaza; adipokineticky hormon; stievo; caeca; Svab

americky Periplaneta americana



Annotation

The present study deals with characterization of digestive enzymes (amylases, proteases,
lipases) from the mesenteron (midgut and caeca) of the American cockroach Periplaneta
americana, and further describes a control of their activity by adipokinetic hormones (AKHS)
designated as Peram-CAH-I and —I1. The experiments were done using the adult males of the
American cockroach from a laboratory colony kept in the Insectary of the Institute of
Entomology BC CAS in Ceské Budg&jovice. The AKHs are simple octapeptides and their main
function in the insect body is a mobilization of energy rich metabolites under stress situations,
and thus elimination or reduction of impact of the stress on insect organism. Additionally, the
AKHs control several biochemical and physiological processes that accompany the main anti-
stress reaction, including a digestion. The hormones were applied into the cockroach body by
injection (in vivo test) or added into the medium (in vitro test), in which the midgut and caeca
were incubated for 24 hours. After that the enzymes were extracted from the organs and their
activity was tested. The results showed that all nutrients were digested in both parts of the gut
- both midgut and caeca, however, carbohydrates were preferentially digested in caeca, and
lipids in midgut. The AKHSs affected enzymes selectively: after their application amylase
activity increased in midgut more than in caeca, protease activity increased only in midgut
and lipase activity increased in both part of the gut equally. No substantial differences
between both tested hormones were found. The results suggest a direct stimulatory effect of

AKHs on the activity of tested enzymes in the American cockroach gut.

Key words: Enzyme; amylase; protease; lipase; adipokinetic hormone; midgut; caeca
American cockroach Periplaneta Americana
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1. UvOD
1.1. Hormony

1.1.1. Definice a rozdéleni hormonl
Hormony jsou produkovéany endokrinnimi zlazami. Jsou vykonnymi jednotkami endokrinni

soustavy, ktera je jednou z fidicich soustav, které udrzuji ¢innost a homeostdzu organismu.
Endokrinni soustava byva oznacovana také jako humoralni soustava, protoze pracuje

s chemickymi latkami — hormony — jako posly. Tato soustava je propojena s nervovou
soustavou a tvofi spolu integrovany funkéni systém. Mezi obéma soustavami jsou ale znacné
rozdily. Nervova soustava je rychla, pruzna, cilena, ma kratkodobou regulaci a komunikace
mezi buikami je zajiSténa pomoci elektrickych signalii. Oproti tomu humoralni soustava ma
pomalou a dlouhodobou regulaci, cilenost je zajisténa specifickymi receptory a ke
komunikaci mezi buitkami slouzi specifické latky - hormony.

Hormony jsou tedy chemické latky, které idi fadu dulezitych Zivotnich procesu tim, ze
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predavaji informace mezi buiikami. Vylucuji se do krve (nékdy probiha §ifeni jen difuzi) a

odtud se poté Siii ke vSem bunikdm v téle. Pusobi ale jen na ty buiiky, které jsou schopny na

hormonalni signal zareagovat pomoci receptort.

Hormony mtzeme rozdé¢lit podle riznych kritérii do nékolika typii. Podle mista produkce je

délime na:

1. Klasické, systémové, efektorové, ,,pravé hormony* - jsou produkovany
endokrinnimi Zlazami.
2. Neurohormony — jsou produkovany specializovanymi butikami nervové soustavy.

3. Tkanové hormony - tvoii je skupiny bun¢k fady organt.

DalSim zptsobem, kterym mtizeme hormony rozdé¢lit, je podle Gcinku pisobeni, konkrétné

na:

1. Regulacni neboli tropni hormony, které maji ti€inek na jiné endokrinni zlazy. Jsou
to tedy fidici hormony.

2. Hormony s ptimym t¢inkem, které pisobi pfimo na dany organ nebo tkan —
vlastni vykonné hormony.

3. Hormony produkované buitkami tkani ptimo fidici n€jaky proces (naptiklad

gastrin, ktery je vylucovany zaludec¢ni sliznici, fidi sekreci zaludec¢nich $t'av).

Z hlediska zptsobu Sifeni hormonti mluvime o nékolika typech regulace:



1. Autokrinni regulace, kdy produkovany hormon ptisobi pfimo na buiiku, ve které
vznikal.

2. Parakrinni regulace, pfi niz nejsou hormony ptendseny krvi, ale §ifi se pouze difuzi
do blizkého okoli buiiky, ve které se syntetizovaly.

3. Endokrinni regulace, kdy bunky syntetizuji hormony a ty jsou pak roznaseny
pomoci krve do téla.

4. Neuroendokrinni regulace, pfi které jsou hormony z nervovych bunék pfenaseny
axonem do krve a tou poté transportovany po téle.

5. Exokrinni regulace, ktera zahrnuje hormony/latky vylucované mimo télo, které
zpravidla slouzi k navdzani kontaktu mezi jedinci stejného druhu — jedna se o
feromony, které ovliviiuji napiiklad chovani spojené s piijmem potravy a vody,

vabenim, rozmnozovanim atd.

1.1.2. Funkce hormonl
Hormony maji fadu dulezitych Zivotnich funkci. Podili se na fizeni zakladnich fyziologickych

procest, jako je metabolismus zivin a spravné hospodareni s vodou a ionty, rtst, vyvoj,
srde¢ni ¢innost, travici ¢innost, chovani, fyziologické a jiné rytmy, barvoména nebo

rozmnozovani.

Vseobecné se hormony spojuji s ovlivnénim chemickym procest ve svych cilovych bunkéach,

kde pfedevsim spousti syntézu nebo fidi aktivitu zde pfitomnych enzymi.

Tkanové hormony, kterych je v zivo¢isSném organismu velké mnoZstvi pak ovliviiuji desitky
konkrétnich procest v jednotlivych organech — napt. ptijem potravy, travici ¢innost, produkci

travicich enzymu, prib&h zanétu a alergické reakce, ¢innost svalového vlakna atd..

1.1.3. Chemickeé sloZeni hormonl
Podle chemického slozeni mtizeme hormony rozdélit do 4 zékladnich skupin:

1. Peptidické latky (peptidy, proteiny, glykoproteiny) - jsou to sekretorické proteiny,
které se tvoti v drsném endoplazmatickém retikulu, odkud jsou pfedany do
Golgiho aparatu. Dale se piesunuji k povrchu bunky, kde se exocytézou uvoliuji
mimo ni. U obratlovct sem patii hormony hypotalamu, hypofyzy, placenty,
slinivky bfi8ni a dal$i. U hmyzu napf. adipokinetické hormony (viz niZze).

2. Steroidni latky, které jsou zpravidla odvozené od cholesterolu. Radime sem

hormony kiiry nadledvin a pohlavnich zldz. U hmyzu se pak tvofi steroidni
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hormony — ekdysteroidy — u bylozravych druhti hmyzu jsou jejich prekurzory
rostlinné steroidy, u masozravych druht pak cholesterol.

3. Derivaty aminokyselin (Casto aminy), kam patii hormony §titné zlazy (tyroxin),
dfen¢ nadledvin (adrenalin a noradrenalin) a epifyzy (melatonin).

4. Derivaty mastnych kyselin jako naptiklad eikosanoidy.

1.1.4. Syntéza a transport hormond
Sekreci hormonti ovlivituji dva zékladni fyziologické procesy, konkrétné syntéza hormonti a

jejich vydej do krve. V kratkodobém méfitku mtze vydej do krve piesahovat syntézu, ale

pouze do doby, nez se vycCerpaji nasyntetizované zasoby.

Syntézu hormont katalyzuji enzymy a uskuteciiuje se zpravidla pies velky pocet mezistupnii.
U fady hormont je syntetickéd drdhy prozkoumdna a popsana. Napt. u peptidickych hormont
se dany hormonalni gen prvné piepise do tzv. preprohormonu. Jedna se o peptidovou
molekulu, kterd reprezentuje uplné ptepsany gen spolecné se signalnim peptidem pred
posttranslaéni ipravou. Béhem ni Se z hormonu enzymaticky odstépuje signalni peptid a
vznika tak prohormon, ktery jiz obsahuje vlastni hormon plus dal$i peptidové sekvence.
Vlastni aktivni hormon se tvofi v Golgiho aparatu pied vyprodukovanim do extracelularnich

prostor .

Nejéasté&jsim zptisobem pienosu hormoni je transport pomoci krevniho obéhu. Castym jevem
je tvorba komplext hormonti S bilkovinami, které jim zajist'uji ochranu pted enzymatickou
degradaci nebo pied vyloucenim v ledvinach. Existuji ale i hormony, které se pienaseji
samostatné rozpusténé v krevni plazmé&. Jiné hormony, nejcastéji se jedna o tkanové

hormony, pouzivaji ke svému pohybu na kratké vzdalenosti difuzi.

1.1.5. Mechanismus plsobeni hormon
Mechanismus ptisobeni hormoni spociva v ovlivnéni nékolika aspektti. Prvnim z nich je

aktivace jiz existujicich enzymd, kdy signalni hormonalni draha ptevede neaktivni formy
enzymu na aktivni. Tyto biokatalyzatory pak tidi specifické reakce v buiice a piebiraji tak
vykonnou roli daného hormonu. Dal$im hormonalnim mechanismem je zajisténi exprese nebo
naopak potlaceni exprese genu daného enzymu, ¢imz hormony startuji nebo naopak
pozastavuji tvorbu tohoto enzymu. Dal§im aspektem je potom ovlivnéni dostupnosti substratu
pro enzymatické rekce, coz Ize zajistit zménou permeability membrany. V neposledni fadé 1ze

mechanismus ptsobeni hormont ovlivnit zménou propustnosti membrany pro vapenaté ionty.
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Hormony pak miizeme podle jejich vlastnosti a mechanismu piisobeni rozd¢lit v zasadé do
dvou velkych skupin, konkrétn€ na lipofilni hormony a hydrofilni hormony.

1.1.5.1. Lipofilni hormony

Jedna se o hormony, které jsou diky svym vlastnostem rozpustné v tucich (hlavné steroidni
hormony) a snadno tak pronikaji membranou dovnitf buniky. Uvnitf ni pak reaguji

s hormonalnimi receptory - jedna se o specifické bilkoviny, které tvoii s hormony komplex.
Zminény komplex pak piechazi do jadra buiiky a reakci s kyselou ¢asti chromatinu dojde

k disociaci na podjednotky. Jedna z nich se navaze na DNA a vytvofi misto pro navazani
RNA-polymerazy, ¢imz dojde k transkripci genu daného enzymu a vznikla mRNA ptechazi

do cytoplazmy, kde se enzym syntetizuje.

1.1.5.2. Hydrofilni hormony
Do této skupiny fadime hlavné bilkovinné nebo peptidické hormony, které kvili svym

vlastnostem nemohou proniknout pies membranu a potiebuji specifické membranové
receptory, které spousti reakce uvnitt bunky pomoci tzv. druhého posla. Celd hormonalni
kaskada vede k aktivaci jiz nasyntetizovanych enzymu nebo k syntéze enzymu novych.
Vétsina téchto receptoru je spojena s G-proteiny. KdyZ se hormon navaze na receptor,
podstupuje G-protein konformaéni zménu. VSechny G-proteiny jsou tvofeny tfemi
podjednotkami — a, B a y. Po aktivaci hormonem dojde k rozdéleni na jednotku o a spole¢nou
jednotku B+y. Tyto jednotky pak prostiednictvim enzymt adenylat cyklazy nebo fosfolipazy
C vyvolaji tvorbu druhych posli (cAMP, inositoltrifosfat, diacylglycerol), které nasledné
spusti proteinkindzovou kaskédu vedouci k aktivaci neaktivnich forem enzymu; alternativné
vSak mohou druhé posly (cAMP) iniciovat také syntézu novych enzym jako je tomu u

lipofilnich hormont.

1.1.6. Hierarchie hormonalniho fizeni
Mezi hormony mizeme najit hierarchii, ve které se vyskytuji vySe a niZze postavené skupiny

hormont, které na sebe maji vzajemny tcinek. U obratlovci je nejvyse postavenou strukturou
hypotalamo-hypofyzarni komplex, ktery je povazovan za ,.feditelstvi endokrinni soustavy. U
hmyzu je tento nejvyse postaveny komplex tvofen soustavou mozek-corpora cardiaca-corpora
allata (viz nize). Tyto nadiazené soustavy vylucuji fidici hormony, které koordinuji
vylu¢ovani hormonti niZe postavenych. Kone¢ny hormon nésledné ptisobi na cilovou bunku a
fidi aktivitu jejich enzymi, jak bylo zminéno vySe. Hormonalni kaskady zajistuji tzv.

ampflikaci, tj. je zesileni hormonalniho signalu — v kazdém kroku takové kaskady se signal az
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nékolikanasobné zvysuje, takze jedna molekula hormonu na zacatku kaskady miize vyvolat

zménu u tisicll az desetitisicii molekul na jejim konci.

1.2. Hmyzi hormony

1.2.1. Hormonadlni soustava bezobratlych
Mezi hormonélnimi soustavami obratlovcl a bezobratlych se nachézi fada rozdilnych, ale

také shodnych ryst. Ob¢ soustavy obsahuji velké mnozstvi peptidickych hormoni, u hmyzu
se jedna o neurohormony, oproti tomu u obratlovcit mluvime o pravych hormonech. U obou
skupin pak mizeme najit také shodné hormony, jako jsou naptiklad katecholaminy nebo
inzulin. Casto se mizeme setkat s tim, Ze ke studiu savéich hormonti se vyuzivaji hmyzi
modely. Kromé¢ toho maji hormony obou skupin stejné zakladni stavebni jednotky, jako jsou

aminokyseliny, peptidy, bilkoviny, steroidy a terpenoidy.

Samoziejmé se v téchto soustavach nachazeji i rozdily. Za ten nejpodstatnéjsi 1ze povazovat
rozdil v poc¢tu pravych hormont a neurohormonti: U bezobratlych se nachazi velké mnozstvi
neurohormontl a malo pravych hormontl, zatimco u obratlovcii najdeme prakticky pouze 2

neurohormony (vasopresin a oxytocin) a ptevladaji zde hormony pravé.

U vétSiny bezobratlych Zivoc¢ichl jsou hormony mélo prozkoumany, existuji ale skupiny, u

kterych je zndmo pomérné velké mnozstvi informaci, konkrétné u korysit a hmyzu.

1.2.2. Hormonalni soustava hmyzu
Hormonalni soustava hmyzu je jedna z nejlépe prozkoumanych hormonalnich soustav

bezobratlych. Existuji zde dvé zakladni soustavy a nékolik dalSich skupin bunék, které maji

endokrinni funkci.

Prvni soustava je oznacovana jako mozek+CC+CA, kam fadime neurosekretické buiky
mozku a parové Zlazy corpora cardiaca (CC) a corpora allata (CA). Nékdy byva tato soustava
srovnavana s hypotalamo-hypofyzarni soustavou. Jde o hlavni fidici systém hmyzu, ktery
vylucuje jak vlastni neurohormony (naptiklad adipokinetické hormony), tak také fidici
neurohormony i hormony pravé (juvenilni hormony). Neurosekretické buiiky jsou
uzpusobeny k sekre¢ni ¢innosti. V. mozku se v kazdé hemisfére vyskytuji dvé skupiny
neurosekretorickych bunék, jedna je umisténa v pars intercerebralis, pak hovotfime o
medialnich bunkach, druha je pak variabilni, ale jeji vyskyt je spiSe lateralni (pars lateralis).
Produkované neurohormony idi bud’ piimo efektorovy organ (ptisobeni adipokinetickych
hormontl) nebo ovliviiuji dalsi endokrinni zlazy, které nasledné produkuji hormony. Dalsi

casti této soustavy jsou pak corpora cardiaca, ktera jSou umisténa v blizkosti mozku a velmi
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Zasto nasedaji piimo na aortu. Usti sem zakon&eni axontl neurosekretorickych bunék mozku a
proto byvaji ¢asto oznacovana jako neurohemalni organ. Jsou zde vylucovany jak hormony
pravé, tak 1 neuropeptidy. Posledni zldzou této skupiny jsou corpora allata, kterd jsou parova,
ale u n¢kterych druhti mohou splyvat v jeden organ (corpus allatum). Corpora allata se
nachazi v oblasti hltanu, jsou ektodermalniho ptvodu, typicky je pro n¢ ovalny ¢i vejcity tvar.
Dochazi zde k produkci juvenilnich hormonii. Velikost je velmi ¢asto ovlivnéna vékem,

velikosti aorty, pohlavim, ale i aktivitou tohoto organu.

Druhou, a posledni soustavou jsou prothorakalni zlazy, jedna se o parové organy
nepravidelného tvaru. Tyto organy se nachazeji v prothoraxu (prvnim hrudnim ¢lanku) a
zajistuji produkei steroidnich hormont - ekdysteroidii. Prothorakalni Zlazy byvaji vétSinou
nervove propojeny s ganglii, ale vyjimecné 1 s mozkem (§vab). Existence téchto zlaz zalezi na

ptitomnosti juvenilnich hormond, u imag jsou naptiklad redukovény.

Mezi skupiny bunék s endokrinni funkci pak fadime neurosekretické buiiky dalSich ganglii,
které produkuji fadu dalSich neurohormont. Déle pak endokrinni buiiky stfeva, které se
podileji na vylucovani peptidii ¢asto S neznamou funkci, s nejveétsi pravdépodobnosti se podili
na procesech traveni. Dalsi skupinou bunék jsou epitrachedlni bunky, které jsou umistény na
vzdusnici v blizkosti spirakula a produkuji hormony, které se podili na ekdyzi tj. svlékani
kutikuly. Posledni skupinu pak tvofi gonady, které zajist'uji produkci hormont ovlivitujicich

pohlavni funkce.

1.2.3. Zakladni skupiny hmyzich hormond

1.2.3.1. Ekdysteroidy
Skupina ekdysteroidu byva ¢asto oznacovana jako svlékaci hormony. Zakladnim hormonem

této skupiny je ekdyson, ktery je odvozeny od cholesterolu. Jedna se o prohormon pro 20-
hydroxyekdyson, ktery vznika z ekdysonu az v cilovych tkanich. Jeho syntéza probiha

Vv prothorakalnich Zlazach, ale i v dalSich tkanich jako jsou gonady nebo epidermis. JelikoZ se
jedna o steroidni hormon, ovliviiuje déje na urovni DNA, kde predevsim zajiSt'uje expresi
gent a tedy syntézu novych enzymu. Tato skupina hormont tidi pfedevsim ekdyzi (svlékani),
metamorfozu a u dospélct pak také déje pti rozmnozovani, kde jsou zdrojem pro

ekdysteroidy hlavné gonady.

Mimo ekdysonu existuje fada dalSich zoo- 1 fytoekdysteroidl, ne vSechny jsou ale aktivni.
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1.2.3.2. Juvenilni hormony
Skupina juvenilnich hormont je odvozena od kyseliny farnesilové a maji terpenoidni

charakter. Na zakladni molekulovou kostru se pfipojuji 3 radikaly, jejich slozeni ovliviiuje typ
juvenilniho hormonu. Juvenilni hormony jsou produkovany ve zlaze corpora allata, odkud je
jejich uvoliiovani nasledné fizeno mimo jiné pomoci nadfazenych neurohormoni allostatinu a
allotropinu nebo pomoci nervovych vzruchti. Piisobi také na urovni DNA a jejich pienos
hemolymfou do cilové tkan€ je uskutecnén pomoci bilkovinného nosice, ktery ho chrani pred

rozStépenim enzymy.

Tato skupina hormonti ma nejvétsi uplatnéni pfi metamorfoze. U nedospélych jedincii
zajist'uje, aby metamorf6za nenastala diive, nez je jedinec pln¢ vyvinuty a koordinuje tak
dostatecnou vyZivu larev, respektive kukel. Jeho rovnovazna hodnota je nezbytna pro udrZeni
spravného vyvoje, jeho vychylky vedou k vyvojovym chybam. U dosp€lcti se juvenilni
hormony ucastni fizeni rozmnozovani.

1.2.3.3. Peptidické neurohormony

Do skupiny peptidickych neurohormont fadime velké mnozstvi (fadové az stovky) peptidi,
které jsou nezbytné pro spravné fungovani vSech procesti béhem hmyziho Zivota. Jejich
syntéza je spojena s neurosekretorickymi butikami centralni nervové soustavy; nékteré

neurohormony povazujeme za fidici, jiné za vykonné.

vvvvvv

prothoracicotropni hormony, které vznikaji v neurosekretorickych buiikach mozku a maji na

starosti ¢innost prothorakalni zlazy a kontroluji tedy produkci ekdysteroidu.

Druhou velmi diileZitou skupinu tvoii adipokinetické hormony, o kterych podrobné informuje

nasledujici kapitola.

1.2.4. Adipokinetické hormony

Adipokinetické hormony (AKH) patii do skupiny peptidickych neurohormoni, do
podskupiny hormoni fidicich metabolismus a homeostazu. Tyto hormony tvofii jednu z
nejpocetnéjsich a nejvice prozkoumanych peptidickych skupin. Dnes je u hmyzu zndmo jiz
asi 60 zastupcl. Byly popsany u v§ech vyznamnych hmyzich fadi vcetné §vabi. U Svaba
amerického se vyskytuji dva AKH zéstupci. Jedna se o oktapeptidy (peptidy skladajici se z 8
aminokyselin) ozna¢ované jako Peram-CAH-I (Periplaneta americana cardioaccelerating
hormone I) o slozeni: pGlu-Val-Asn-Phe-Ser-Pro-Asn-Trp-NH2 a Peram-CAH-II o slozeni:
pGlu-Leu-Thr-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-NH2 (Scarborough a kol., 1984).

15



AKH jsou syntetizovany v endokrinni zlaze corpora cardiaca, odkud jsou uvoliovany do
hemolymfy a putuji k cilovym tkanim. Tyto hormony maji nékolik dalezitych funkci, ¢asto
jsou oznacovany jako stresové, nebot’ se vylucuji ve stresovych situacich. Mezi jejich
primarni funkce patfi mobilizace lipidi nebo glycidii z tukového télesa a jejich vyuziti
tkanémi, hlavné svalovinou pfi pohybu. Podle této funkce (mobilizace lipidli) dostaly tyto
hormony sviij ndzev. Mobilizace lipidli za¢ind uvolnénim AKH z corpora cardiaca, odtud
dochazi k transportu hormont do bun¢k tukového télesa (analog savcich jater a tukové tkang).
V nich je povrchovym membranovym receptorem pieveden AKH signal na signal
nitrobunécny vytvorenim tzv. druhého posla, coz je nejcastéji cyklicky adenosinmonofosfat
(cAMP). Ten za pritomnosti vapenatého kationu aktivuje a spousti kaskadu, jejimz cilem je
aktivovat lipazu ke $tépeni triacylglycerolu na diacylglacerol - transportni formu tukt u
hmyzu. Diacylglycerol se pak pomoci specifického nosi¢e pfemisti hemolymfou do mista
spotieby, nejcastéji tedy do pracujiciho svalu, kde se ve svalovych buiikach rozklad4 na
glycerol a mastné kyseliny. Mastné kyseliny jsou odbouravany ti¢inkem enzymi a poskytuji
organismu uvolnénou energii. Podobnym mechanismem, také fizenym AKH, jsou v tukovém
télese odbouravany pomoci enzymu glykogen-fosforyldza zasoby glykogenu a vznikly
disacharid trehal6za (sloZenéa ze dvou molekul glukoézy) slouzi jako dalsi zdroj energie (Gade

a kol., 1997).

AKH maji vSak fadu dalSich funkci, které dopliiuji priméarni funkci v mobilizaci Zivin. Mezi
né patii: stimulace srde¢ni ¢innosti, zvySeni napéti ve svalech, stimulace pohybové aktivity,
aktivace imunitniho systému, stimulace ptfijmu potravy a absorbce zivin, inhibice syntézy
lipidd, bilkovin a RNA, a nékteré dalsi (Kodrik, 2008). Vydavani AKH z corpora cardiaca do
hemolymfy je zpravidla zpétn¢ kontrolovano hladinou metabolitii. Po ukonceni ptisobeni

dojde k deaktivaci AKH v hemolymf¢ pomoci endopeptidaz (Géde a kol., 1997).

1.3. Svab americky (Periplaneta americana)

1.3.1. Obecné informace
Svab americky je Zivo¢ich z kmene &lenovei (Arthropoda), podkmene vzdusnicovcet
(Tracheata). Patii do tfidy hmyzu (Insecta) a fadu Svabi — Blattodea. Je to hmyz s proménou

nedokonalou, ktery je kosmopolitn€ rozsifen.

v

Svab americky je pfevazné noéni zivoéich, ktery je hojnéjsi ve méstech, konkrétné ve
vetejnych budovach, nejcastéji ale ve skladech potravin a zeméd¢€lskych produktt. Zde je

povazovan na vyznamného Skidce, protoze konzumuje, ale hlavné znehodnocuje a znecist'uje
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uloZené potraviny. Ukryva se na tmavych, vlhkych a teplych mistech. Svab americky je
viezravec, ktery miize hladovét az 5 tydni. Svabi jsou obecnd $patni letci, ale velmi dobii
bézci. K pohybu vyuzivaji kracivé a velmi dobie vyvinuté koncetiny. Jsou schopni vnimat i
velmi malé otfesy a zvuky o nizké frekvenci. Jde o plaché zivoCichy, ktefi se svlékaji 7-13X
nez dosdhnou stadia dospélce a dozivaji se az 3 let. Jsou to jedni z nejodolnéjSich a

nejptizpusobivejsich zastupcl hmyzu, a proto se hojné chovaji v laboratofich pro védecké

Gely.

1.3.2. Morfologie

Dospélec Svaba amerického je Cervenohnéd¢é zbarveny, dortista délky 35-50 milimetrd, ma
hnédy $tit se zlutymi okraji a se svétlymi skvrnami na kiidlech. Najdeme u néj veskeré
charakteristické znaky hmyzu. Jeho télo je rozdéleno na hlavu (caput), hrud’ (thorax) a
zadegek (abdomen), mé 2 pary kiidel a 3 pary nohou. Svaby povazujeme za nejptivodngjsi
skupinu ktidlatého hmyzu. Tato skupina se prakticky nezménila od karbonu v prvohoréch,

kdy se na Zemi poprvé objevila.

Na hlavé se nachazi velké slozené oci, par dlouhych tykadel a jednoduchd ocka - ocelli. Dobte
vyvinuty jsou ¢ichové receptory, které jsou umistény hlavné na tykadlech, ale najdeme je i na
jinych ¢astech téla, véetné pohlavnich organti. Cich mimo jiné slouzi k vyhledavani opaéného
pohlavi. Samice produkuji feromony, samci zase afrodiziaka, kterd stimuluji samice k pareni.
Na hlavé se nachazi také kousaci ustni Ustroji, které je tvofeno svrchnim pyskem, parem
mohutnych kusadel, parem celisti s ¢lankovanymi makadly a neparovym spodnim pyskem (je

srostly ze dvou ¢asti). Ustni Gstroji smétuje dola.

Hrud’ je slozena ze tii piiblizné stejnych velkych ¢lanki - pfedohrudi (prothorax), sttedohrudi,
(mesothorax) a zadohrudi (metathorax). Kazdy hrudni ¢lanek nese 1 par kracivych

koncetin. Noha §vaba amerického se sklada z 5 €asti - kycel, piikycli, stehno, holeni a
chodidlo tvotfené 5 ¢lanky, posledni nese vétSinou 2 drapky a na spodni stran¢ se nachazi
ptisavny polstarek. Hibetni stit stfedo- a zadohrudi je prekryt dvéma pary kiidel, prvni par
tvoii kozovité krytky (tegminae), druhy blanité kiidla. Jde o organy, ve kterych se nachazeji
vzdusnice a nervy, které jsou okem viditelné jako Zilnatina. Zadecek tvofi celkem 11 ¢lankd,
posledni jsou pfeménény a maji pohlavni funkci. Podle toho 1ze rozeznat, o jaké pohlavi se

jedna - u samce se na zadecku nachazeji dva pary koncetinovych piivéski, u samice pouze
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jeden. Samice béhem svého zivota vytvari asi 40 oothék (14-18 vajicek v chitinové schrance).
Oothéky odklada 24 hodin po vynofeni z pohlavniho ustroji. Vyvoj Svaba amerického trva 4-

15 mésict. Kromé pohlavnich organt se na zadecku nachazi fitni otvor a stigmata vzdusnic.

1.3.3. Anatomie a fyziologie

Stavba vnitinich orgdnti a organovych soustav Svaba amerického odpovida stavebnimu planu
hmyziho téla. Povrch je kryt integumentem s chitindzni kutikulou (cely komplex se oznacuje
také jako exoskelet), na ktery se upinaji piicn¢ pruhované svaly, které zajistuji pohyb. Cévni
soustava je oteviend, pohdnéna trubicovitym srdcem, dychani zajist'uji vzdusnice. Odpadni

latky jsou vylucovany Malpighickymi trubicemi.

Ridici funkci mé nervova a endokrinni soustava. Centrem nervové soustavy je mozek ulozeny
v hlavové schrance, a systém ganglii ve zbytku téla spojenych bfisni nervovou paskou.
Smyslové podnéty jsou vnimany mechanoreceptory, termoreceptory, fotoreceptory a

chemoreceptory.

[ P4

Endokrinni soustava produkuje hormony. Jejich tikolem je fidit nitrobunécéné déje a
ovliviiovat tak témér veskeré déje v organismu. Mechanismus pisobeni hormont spoc¢iva bud’

v aktivaci jiz existujicich enzymi nebo v syntéze enzymil novych (viz kapitola 2).

1.3.3.1. Travici soustava a biochemie traveni

Tréavici soustava Svaba amerického ma nékolik funkci. Mezi né patii zachyceni potravy, jeji
mechanické a chemické zpracovani, a predani zivin cévni soustavé. Nestravitelné zbytky jsou
odstranovany fitnim otvorem ven z téla. Stavba stfeva §vaba je dobie uzpisobena tuhé forme

pfijimané potravy — stfevo se sklada ze tii ¢asti:

* Pfedni stfevo (stomodeum), ve kterém dochazi k mechanickému zpracovani potravy a proto
je zde velmi dobfe vyvinuté svalovina. Stomodeum ma nékolik ¢asti - dutina ustni, pharynx

(hltan), oesophagus (jicen), ingluvies (vole) a proventriculus (zvykaci zaludek).

* Stedni stievo (mesenteron), ve kterém dochazi k chemickému traveni potravy a vstfebavani

vvvvv

slepych vybézku (caeca). Epitelialni vystelka stiedniho stfeva je zfasena a spolu se slepymi
vybézky ma za tikol zvétsit vnitini plochu stieva. Na rozhrani pfedniho a zadniho stfeva se

tvofi peritrofickd membrana, kterd vystyla celé stiedni stfevo; zamezuje piimému kontaktu
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stfeva se sliznici a chrani tak buiiky epitelu pfed mechanickym poskozenim a také pred
plisobenim enzymu a natravenim sliznice. Je to jemna blanka, kterd obsahuje chitin, bilkoviny
a glykoproteiny, a je velmi podobnd kutikule. Nékteré buiiky stfedniho stieva produkuji také
hormony, jejich funkce vSak neni zcela jasna, ale predpoklada se, ze se ucastni travicich

procest.

* Zadni stfevo (proctodeum) se déli na ileum, colon a rectum. Buiiky jsou kryty kutikulou.
Slouzi k resorpci vody a soli a Gsti fitnim otvorem ven z téla. Svalovina stfeva se na rozdil od
obratlovcu sklada pouze z pti¢n€ pruhovanych svalli; na povrchu stfeva se nachézi trachealni

(vzdu$nicova) soustava.

Traveni Zivin zacind slinami, které vylucuji slinné zlazy. Sliny potravu zvlhcuji a upravuji
pH, ¢imz vytvéii vhodné prostiedi pro enzymy. Podstatna ¢ast chemického traveni vSak
probiha ve stfednim stteve, kde epitelialni bunky vylucuji enzymy (Lehane a Billingsley,
1996). Cinnosti enzymti dochazi k rozkladu polymerti na monomery. pH stfeva $vaba je
vétdinou neutralni. Svab je znamy také tim, Ze se v riiznych &astech jeho stiedniho stfeva travi
rizné ziviny, je zde tedy urcita prostorova specializace traveni (Tamaki a kol., 2014). Tento
jev je znamy u obratlovct, ale u hmyzu neni pfili§ bézny. Chemické traveni zivin pomoci

enzymil probiha nasledujicim zptisobem:

* Traveni bilkovin je u Svaba zajisténo endo- a exopeptidazami, coz jsou enzymy, které ste€pi
peptidické vazby bilkovin. Mezi nej¢astéjsi peptidazy patii serinové protedzy, trypsin a
chymotrypsin. Tyto enzymy maji na aktivnim misté molekulu serinu. Je popséana ale i

pfitomnost cysteinovych a aspartatovych protedz.

* Traveni glycidi je celkem jednoduchy proces zahrnujici St€peni jednoduchych cukr,
Skrobu 1 glykogenu. Na Sté€peni téchto latek se podili endo- a exoamylazy, a rtizné typy
glykosiddz. Amylazy §véba jsou vyluéné typu alfa, glukosidazy typu alfa i beta. Svab je
schopen travit také celulozu, coz je hlavni stavebni komponent zelenych rostlin. Traveni
celulozy je vSak komplikované a zpravidla zavislé na symbiontech (hlavné bakteriich), které
si §vabi vzajemné predavaji ptes trusem kontaminovanou potravu. Ve stiednim stievé se
vyskytuji také trehaldzy, chitindzy a nékteré dalsi neobvyklé glykosidazy (Lehane a
Billingsley, 1996).
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* Traveni tuku je u Svaba zajisténo riznymi druhy lipaz, které $tépi predevsim triglyceridy.

Vyskytuji se zde ale i fosfolipazy a esterazy.

Diilezitou roli v metabolismu zivin hraje tukové téleso, které u hmyzu zastupuje funkeci jater,
kde probihaji vSechny dilezité metabolické déje. U Svéba je bilé az zlutavé barvy a dé€li se na
2 ¢asti. Prvni z nich obklopuje zazivaci trakt - perivisceralni tukové téleso. Druha cast pak lezi

pod kutikulou - periferalni tukové téleso.

1.4. Enzymy

1.4.1. Obecné informace
Enzymy se nazyvaji také biokatalyzatory. Jsou to latky bilkovinné povahy, které i v malém

mnozstvi vyrazné urychluji biochemické reakce v télech organismd.
1.4.2. Stavba enzym?

Ve vétsiné ptipadii se enzymy skladaji ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast enzymu tvoti jednoducha
nebo sloZena bilkovina, kterd vykonava katalytickou funkci enzymu. Oznacujeme ji jako
apoenzym. Druhou ¢asti enzymu je kofaktor, ktery tvoii nebilkovinnou ¢ast. Je-li vazba mezi
apoenzymem (bilkovinou) a kofaktorem slaba a mtze dojit k disociaci, oznacuje se kofaktor
jako koenzym a jeho komplex s apoenzymem jako holoenzym. V piipad¢, ze se kofaktor
pevné vaze na bilkovinnou ¢ast, 1ze ho oznacit jako prosthetickou skupinu. Ta se k enzymu
véaze kovalentni vazbou na rozdil od koenzymu, ktery je vazan k apoenzymu nekovalentné.
Nekteré enzymy jsou v téle pfitomny jako proenzymy — prekurzory enzymii v podobé

neucinnych molekul, které se jednoduchou chemickou reakci zméni na G€inné enzymy.

1.4.3. Klasifikace a nazvoslovi enzyma

Diive se enzymy oznacovaly zejména trividlnimi nazvy. Prikladem mize byt znamy pepsin
nebo trypsin. V roce 1961 zavedla Enzymova komise Mezinarodni unie biochemie (IUB)
systémové (raciondlni) rozdéleni enzymi do 6-ti hlavnich skupin a z n¢j byly odvozeny
systémové nazvy enzymil. V téchto nazvech je obsazen katalyzovany substrat i typ reakce, na
které se enzym podili. Z uvedeného rozdé€leni také vyplyvaji upravené trivialni nazvy, které

vystihuji charakter enzymu. Koncovka - d4za (—asa), byla az na vyjimky zachovana.

Hlavni skupiny enzymi:
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* Prvni a zérovei jednu z nejpocetnéjSich skupin tvoii - oxidoreduktazy. Katalyzuji
intermolekulové oxida¢né-redukéni procesy. VSechny enzymy této skupiny maji povahu
slozenych bilkovin. Kofaktory téchto enzymu jsou naptiklad NAD+, NADP+ , FAD. V
reakcich prenaseji atomy vodiku (tyto enzymy oznacujeme jako dehydrogenazy,
transhydrogenazy) nebo elektrony (transelektronazy). Zvlastnim piipadem je vestavéni atomu

kysliku do substratu (oxygenazy).

* Druhou, velmi poCetnou, skupinou jsou - transferazy, které realizuji pfenos skupin v
aktivované form¢ z donoru na akceptor. Jejich ucast je téz nezbytna v fad¢ biosyntetickych
procest. Transferazy patii svou chemickou povahou do slozenych bilkovin. PfenaSeji skupiny
amino-, methyl-, acyl-, glykosyl-, fosforyl. Do této skupiny zatazujeme i kinazy, které
prenaseji zbytek kyseliny trihydrogenfosforecné z ATP na jiny substrat. Enzymy této tfidy

oznacujeme napt. jako aminotransferazy (transamindzy), acyltransferazy, fosfotransferazy.

* Tteti skupina enzymii nese nazev - hydrolazy. Radime sem velké mnozZstvi enzymii povahy
jednoduchych bilkovin, §tépicich hydrolyticky vazby vzniklé kondenzaci (peptidové,
glykosidové, esterové vazby). Pti Stépeni se spotfebovava molekula vody. V misté Stépeni

vazeb hydrolazy navazou na jeden konec vodikovy kation a na druhy hydroxidovy anion.
Mezi nejvyznamnéj$i patfi:
1. glykosidazy, které stépi glykosidovou vazbu a slozené sacharidy na di- a monosacharidy

2. lipazy maji za kol $té€peni esterové vazby v tucich, ptikladem miize byt St€peni

triacylglycerolll na glycerol a mastné kyseliny

3. proteazy, které $tépi peptidickou nebo téz amidovou vazbu - napiiklad Stépeni bilkovin na

aminokyseliny
DalSimi ptiklady nazvli mohou byt amylazy, esterazy, peptidazy, fosfatazy.

* Ctvrtou skupinou nazyvanou - lyazy tvoii maly pocet enzymil, které maji strukturu
sloZzenych bilkovin. Enzymy této skupiny katalyzuji nehydrolytické st€peni a vznik vazeb (C-
C, C-0, C-N). Ze substratu odstépuji nebo do n¢j vkladaji molekuly (H20, CO2, NH3,...) bez

dal$iho reaktantu. Chemickou podstatou je katalyza adi¢ni reakce na dvojné vazbé nebo

21



eliminacni reakce za vzniku dvojné vazby mezi atomy uhliku. V trivialnich nazvech jsou

Casto oznacovany jako synthazy.

* [zomerazy jsou enzymy 5. tfidy, nejméné pocetné zastoupené skupiny. Podili se na
vnitromolekulovych pfesunech atomt, tedy na vzajemné pieméné izomert, a to optickych

nebo polohovych. Ve vétsing pripadu se jedné o jednoduché bilkoviny.
Patii sem naptiklad racemazy nebo epimerazy.

* Enzymy katalyzujici vznik energeticky narocnych vazeb za rozkladu latky uvolnujici
energii (Casto ve formé ATP), se nazyvaji - ligdzy a tvofti 6. tfidu. Jsou to slozené bilkoviny, v

trivialnich ndzvech nesou oznaceni synthetazy nebo karboxylazy .

1.4.4. Vyznam enzymU v organismu

Enzymy ptisobi v télech jako biokatalyzatory. Katalyzatory jsou chemické latky, které
prevadéji chemické reakce na méné energeticky narocnou drahu, aniz by ovlivnily
rovnovazny stav. Jde o latky, které se béhem reakce nespotiebovavaji, neméni slozeni
systému, pouze zkracuji ¢as potfebny k dosazeni chemické rovnovéahy. Pisobi ve velmi

malém mnozstvi a jejich Gcinek je specificky.
Existuji 2 typy katalyzatori:

1. Pozitivni katalyzatory - katalyzatory, které urychluji pribéh chemickych reakei, ale

neovliviiuji sloZeni ani rovnovahu.

2. Negativni katalyzatory - katalyzatory, které zpomaluji pribéh reakce a vyrazné zvysuji
aktivacni energii. N€kdy jsou téZ oznaCovany jako inhibitory. VyuZzivaji se ke zpomalovani

nezadoucich reakci nebo chemickych reakci, které probihaji prudce, nékdy i1 s vybuchem.

Jestlize srovname piisobeni enzymi s obecnymi katalyzatory chemickych reakci, tak 1ze
konstatovat, Ze ob€ skupiny latek urychluji chemické reakce, aniz by ovlivnily rovnovazné
sloZeni substratu, nebot’ zvysuji rychlost obéma sméry reakce - tedy urychluji dosazeni
rovnovazného stavu, ale nemaji vliv na hodnotu rovnovazné konstanty. Enzymy jsou vSak
oproti chemickym katalyzatorim daleko u¢inngjsi - 1 molekula enzymu pfeméni az

5.10* molekul substratu, u chemickych katalyzatort je tato rychlost o nékolik fadt nizsi.
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Dale:

* Enzymy vykazuji zna¢nou specifitu (substratovou nebo ucinkovou).

* Enzymy pracuji za velmi mirnych podminek (teplota 20-40°C, tlak 0,1 MPa, pH vétSinou
okolo 7).

* Ucinek enzymil 1ze snadno regulovat.

* Velmi dulezitou vyhodou enzymi je jejich netoxi¢nost, chemické katalyzatory jsou

zpravidla vysoce toxické.

Moje prace se tyka sledovani aktivity amyldz, proteaz a lipaz ve stievé §vabu, proto o téchto

skupinach enzymi uvedu nékolik podrobnosti.

1.4.5. Amylazy
Amylazy patii mezi glykosidazy, které $tépi O-glykosidickou vazbu mezi

monosacharidovymi jednotkami v oligosacharidu nebo polysacharidu. Za Gcasti vody vznikaji
na obou koncich $tépené vazby -OH skupiny, z nichZ jedna patii poloacetalovému hydroxylu
v cyklické formé ptivodn€ monosacharidové jednotky. Amylazy se déli na 3 skupiny
oznacované jako a,  ay. Alfa-amylazy $tépi a-1,4-glykosidické vazby fetézcl dlouhych
polysacharidil, ze kterych odstépuji ti- a vice glukdzové jednotky; jsou hlavnimi
glykosiddzami zivoc¢ichll. Beta-amylazy hydrolyzuji také a-1,4-glykosidické vazby, ale s tim
rozdilem, ze z polysacharidového fetézce odstépuji vzdy dve posledni glukézové jednotky
jako maltozu. Beta-amylazy jsou typické pro rostliny, houby a bakterie. Gama-amylazy §tépi
a-1,4- nebo a-1,6-glykosidické vazby, a z polysacharidového fetézce odstépuji molekuly

gluk6zy (Barman, 1969; Karlson, 1981; Vodrazka, 1999).

1.4.6. Protedzy
Protedzy patii do skupiny hydrolaz, konkrétné mezi proteolytické enzymy, které $tépi

proteiny (bilkoviny). Proteazy mizeme podle mista $tépeni rozdélit do dvou zakladnich
skupin. Prvni z nich jsou exoproteazy, které odstépuji aminokyseliny od terminalnich koncii

proteinti. Naopak endoprotedzy $tépi proteiny uvniti peptidického fetézce a narusuji jeho

vvvvvv
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Podle znamého mechanismu ucinku lze protedzy rozdélit do 4 skupin — serinove, cysteinove,
aspartatové a metalloprotedzy. VSechny tyto skupiny patii mezi endopeptidazy. Mezi

exopeptidazy miizeme zahrnout skupinu metallopeptidaz.

1.4.7. Lipazy
Lipazy tadime do skupiny hydroldz. Jedna se o enzymy, které rozstépuji tuky na glycerol a

mastné kyseliny. Konkrétné jde o $té€peni triacylglycerolii s mastnymi kyselinami o fetézci
del$im nez 12 uhlika za vzniku diacyl- a monoacylglycerolt. U savci se ve velké koncentraci
vyskytuji v pankreatu a stfevni stén¢, ale v menSim mnoZzstvi je mizeme najit v celém téle.
Pro jejich aktivaci je dulezita pritomnost vapenatych iontl. Lipazy §tépi piijaté lipidy

V gastrointestinalnim systému (soustava zaludek-stieva), tuk organt je pak odbouravan
organovymi lipdzami, naptiklad jaternimi. Lipdzy muzeme rozdélit do tfi funkénich skupin.
Prvni z nich jsou vylu¢ovany do travici soustavy, druhé skupina se nachézi v tkénich,
posledni skupinu mizeme najit v mléce. Lipazy mimo jiné fidi mnozstvi syntetizované¢ho
tuku, zajistuje redukci tukové zasoby a v optimalnim mnozstvi jsou lipazy schopny pomoct

pti jeho spalovani.

2. CILE PRACE
Cilem préace bylo:

1. Zmapovat aktivitu travicich enzymi, amylaz ve stievé §vaba Periplaneta americana, a

provést jejich biochemickou charakterizaci.

2. Provéiit, jestli je aktivita amyldz, protedz a lipaz ovlivnéna aplikaci adipokinetickych

hormont Peram-CAH-1 a Peram-CAH-II v in vivo a in vitro systému, V caecach i ve stieve.

Téma prace je soucasti rozsahlého projektu, ktery studuje tllohy a vlastnosti adipokinetickych
hormont v hmyzim téle. Protoze tyto hormony kontroluji Zivotné dilezité procesy, je hlavnim
cilem projektu tyto procesy dobie poznat a pochopit, a pfimo nebo nepiimo je ovliviiovat.
Takové poznatky mohou nekdy v budoucnu ptispét ke kontrole populaci Skodlivych druhti

hmyzu vcetné $vabu.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Chov sSvaba amerického
Svabi Periplaneta americana pouziti pro tuto praci pochazeli z laboratornich chovi

Entomologického tstavu Biologického centra AVCR v Ceskych Bud&jovicich. Zvitata zde
byla chovana ve sklenénych terariich, kde se vyvijela od vajicka po dospélce. Jako zdroj
potravy slouzil chléb, mrkev, ovoce a ovesné vlocky. Voda jim byla poskytovana z plastové
lahvicky, kterd byla na konci ucpana vatou. Chovy byly udrzovany pfi konstantni teploté 30 +

1°C a fotoperiod¢ 12 hodin svétlo a 12 hodin tma.

3.2. Aplikace adipokinetickych hormon

3.2.1. Aplikace in vivo
Pouzité hormony Peram-CAH-1 a — CAH-II (Periplaneta americana cardioaccelerating

hormone 1 a Il) byly syntetizovany firmou Vidia, Praha. Jejich aplikaci do §vabi jsem
provadéla injek¢né pomoci Hamiltonovy stiikacky, kterou jsem hormon vpravila do téla

V mist¢ za tieti koncetinou. Pokusné §vaby jsem rozdélila do dvou skupin. Prvni skupinu jsem
injikovala uvedenymi hormony rozpusténymi ve 20 % metanolu v Ringerové fyziologickém
roztoku pro hmyz o objemu 2—4 pl a vhodné koncentraci tak, aby vysledna hormonalni davka
byla v rozmezi 1 - 160 pmol. Do jedinci druhé skupiny, ktera slouzila jako kontrola, jsem

injikovala pouze 20 % metanol v Ringerové roztoku o stejném objemu.

3.2.2. In vitro kultivace
Pfi nékterych pokusech jsem testovala G¢inek Peram-CAH-1 a -CAH-II na aktivitu

stfevnich enzymi in vitro (tedy mimo télo). Nejprve jsem ze Svaba vypitvala stfedni stievo a
oddélené slepé vybézky stieva (caeca) — pitva je podrobné popsana v nasledujici kapitole 5.3.
Vypitvany vzorek jsem vlozila do 500 pl Graceho inkubaéniho média, do kterého jsem
ptidala ptisluSnou davku hormonu. Objem média jsem odhadla tak, aby zhruba odpovidal
objemu téla Svaba. Po 24 hodinach kultivace jsem vzorek vyjmula a dale zpracovala

Zpuisobem, jak je uvedeno nize.

3.3. Pitva Svaba amerického
Pied zahajenim pitvy jsem musela §vaby drzené ve velké sklenici umistit na cca 5-10

minut na led, aby se sniZzila jejich pohybova aktivita. Mezitim jsem si pfipravila zékladni
pomtcky, které na pitvu potfebujeme: voskova miska, malé ntizky, 2 pitevni pinzety,
Spendliky a binokuldrni pitevni mikroskop. Pred zah4jenim vlastni pitvy jsem pomoci malych

nuzek usttihla Svabovi hlavu a kvtli usnadnéni pitvy i vSechny pary nohou. Poté jsem télo
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Svaba u horni ¢asti hrudi a u zadecku dvéma Spendliky pfispendlila dorzélni stranou dold na
voskovou misku, na které byla cela pitva provadéna, a Svaba umistila pod mikroskop. Déle
jsem ntizkami rozstiihla télni sténu spolu s kutikulou (nebunééna vrstva pokryvajici povrch
téla hmyzu s prfevazné ochrannou funkci). Rozstfizenou télni sténu jsem piiSpendlila na
voskovou misku pomoci dalsich Spendlikii a tim odkryla télni dutinu téla Svaba. VSechny
organy byly obaleny tukovym télesem, které jsem musela za pomoci pinzet odstranit. Pfitom
jsem podle potieby ptidavala Ringeriiv fyziologicky roztok, aby télo nevysychalo a nedoslo
k poskozeni vnitinich organd. Potom jsem z té€la pomoci pinzet vyjmula celé stievo a umistila
ho do Petriho misky s Ringerovym roztokem. Zde jsem pomoci niizek a pinzet opét pod
mikroskopem odd¢lila stomodeum a proctodeum. Zbyvajici stiedni stitevo (mesenteron) jsem
jeste pecliveé ocistila od zbytki tukového télesa a tracheji dychaci soustavy a zbavila
piebyte¢ného fyziologického roztoku kratkym osuSenim na podloznim skli¢ku. Stfevo jsem
nasledné rozdé€lila na 2 ¢asti — vlastni stfedni stfevo a slepé vybezky (caeca), u obou ¢asti
jsem nasledné méfila aktivitu jednotlivych enzymu (viz nasledujici kapitoly 5.5. — 5.7.)
zvlast. Takto pfipravené vzorky jsem vlozila do piedem zvazené mikrozkumavky
(Eppendorf), zkumavku znovu zvazila, abych zjistila hmotnost vzorku a poté umistila do
mraznicky do -24°C pro dal$i pouziti. Alternativné jsem stfevo vlozila do inkuba¢niho media

a sledovala aktivitu enzymu in vitro (viz vyse).

3.4. Extrakce enzym ze stfedniho strfeva a caeca
1. Extrakéni pufr pro amylazy:

- fosfatovy pufr pH 5,7 s pfidavkem 20mM NaCl: smichame 93,5 ml KH2PO4 (2,722g/100
ml) a 6,5 ml Na2HPQO4(0,716g/100 ml); ke 100 ml pufru ptidame 2,05 ml 1M NacCl.

2. Extrakéni pufr pro proteazy a lipazy:

-0,2 M Tris, pH 7,8.

Ze stfedniho stieva (mesenteron) a slepych vybézku stieva (caeca) §vaba bylo tieba po
pitvé nebo po inkubaci extrahovat testované enzymy. Vlastni extrakci enzyma jsem provadéla
Vv ptislusném pufru (viz vyse), pficemz jsem pfi vSech jejich krocich vzorky neustale
uchovavala na ledu, aby nedoslo k degradaci stanovovanych enzymi. Ke kazdému vzorku
jsem piidala 200 pl (pro amylazy) nebo 500 pl (pro proteazy a lipazy) pufru a nasledné v ném
tkan rozdrtila za pomoci jehlového sonikatoru (cca 15-20 vtefin, za neustalého chlazeni
ledem). Béhem sonikace jsem obsah v eppendorfce prubézné sledovala, dokud nebyly

vSechny pevné Casti stieva rozdrceny. Po sonikaci jsem vzorky odstfedila v centrifuze (2
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minuty na 10000 otacek). Nasledné€ jsem odpipetovala supernatanty do nové sady

eppendorfek a umistila v mraznic¢ce v -24°C, kde jsem je skladovala k dal§imu uziti.

Obr. ¢.1. Priprava DNS reagencie na magnetické michacce TYPE MM, Polsko

Obr. €. 2. Inkubace reak¢ni smési v inkubatoru Titramax 1000, Heidolph, Némécko

3.5. Stanoveni amylazové aktivity pomoci rozpustného skrobu
Aktivitu amylaz jsem stanovovala metodou podle Bernfelda (1955) modifikovanou v

praci Kodrika a kol. (2012). V ptedklddané préci jsem metodiku ptizpiisobila situaci ve stieve
u §vaba P. americana.

Reagencie:

- DNS (kyselina 3,5-dinitrosalicylova) - 0,0125g, K-Na tartare x 4H20 - 7,59, NaOH - 0,49

- 2% Skrob (rozpustny ve vod¢)

- fosfatovy pufr pH 5,7 + 20 mM NacCl (viz vyse)
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Nejprve jsem si piipravila potfebné reagencie. DNS (Obr. ¢. 1), K-Na tartare.4H20 a
NaOH jsem rozpustila v 10 ml destilované H20 a poté doplnila pomoci pipety na 25 ml.
Substratovy roztok jsem piipravila dal§im zfedénim 2% roztoku skrobu v poméru 1:1 pomoci
fosfatového pufru s 20 mM NaCl. Vlastni amylazovou reakci jsem provadéla v eppendorfce,
kde jsem smichala 25 pl substratového roztoku Skrobu a 25 pl vzorku, ktery ve vétSing
ptipadt odpovidal 0.005 ekvivalentu celého stieva/caeca. Pokusna sada vzdy obsahovala také
slepy vzorek (blank), ktery obsahoval pouze 25 pl Skrobového roztoku a 25 pl fosfatového
pufru. VSechny takto pfipravené vzorky jsem inkubovala 40 minut pii 30°C (Obr. &. 2). Poté
jsem reakci zastavila pfidanim 200 pl DNS reagentu. V dal§im kroku jsem eppendorfky
povarila 5 minut pii 100°C v blokovém termostatu a po jejich ochlazeni centrifugovala 10

minut pii 10000 otac¢kach. Ekvivalent 200 ul supernatantu kazdého vzorku jsem piepipetovala

do 96-jamkové mikrodesticky a méfila absorbanci roztoki pii 550 nm na ELISA ¢étecee (Obr.
¢. 3).

Obr. ¢.3. ELISA ¢tecka Spectra Max 340 PC, Molecular Devices, USA

3.6. Stanoveni protedzové aktivity pomoci resorufin-kaseinu
Aktivitu proteaz jsem stanovovala pomoci resorufin kaseinového kitu firmy Roche a

k nému pfilozeného navodu. V predkladané praci jsem metodiku ptizpisobila situaci ve stieve
u §vaba P. americana.

Reagencie:

-0,2M Tris, pH 7,8

- 0,02M CaCl2

- 0,4% resorufin kasein (rozpustény ve vodeg)

- 5% kyselina trichloroctova (TCA)
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Nejprve jsem si piipravila potfebné reagencie. Vlastni proteazovou reakci jsem
provadéla v eppendorfce, kde jsem smichala 20ul 0,02M CaCly, 20ul resorufin kaseinu a 60pul
vzorku extrahovaného v 0,2M Trisu. Pokusna sada vzdy obsahovala také slepy vzorek
(blank), ktery obsahoval 20ul 0,02M CaCl., 20ul resorufin kaseinu a 60ul 0,2M Trisu..
VSechny takto piipravené vzorky jsem inkubovala 1 hodinu p#i 37°C. Poté jsem reakci
minut. V dalsim kroku jsem eppendorfky centrifugovala 3 minuty pii 10000 otackach.
Ekvivalent 300ul supernatantu kazdého vzorku jsem piepipetovala do 96-jamkové

mikrodesticky a méfila absorbanci roztokt pii 490 nm na ELISA ¢teéee (Obr. €. 3).

3.7. Stanoveni lipazové aktivity kinetickou fluorescenci
Aktivitu lipaz jsem stanovovala metodou podle Robertse (1985). V piedkladané praci

jsem metodiku ptizpusobila situaci ve stievé u §vaba P. americana.
Reagencie:
-0,2M Tris, pH 7,8
- 50mM 4MU-butyrate (MW=246,26) — 0,0123 grami substratu rozpustime v 1 ml DMSO,
roztok rozpipetujeme po 40ul a skladujeme v tmavych eppendorfkach pii teploté 20°C, na test
je potieba vzorek 25x ziedit.

Nejprve jsem si ptipravila potiebné reagencie. Vlastni lipazovou reakci jsem provadéla
v tmavych desti¢kach, kde jsem smichala vzorek s 0,2M Trisem tak, aby soucet objemu byl
195ul (pro testy jsem brala 1/1000 organu). Pokusna sada vzdy obsahovala také slepy vzorek
(blank), ktery obsahoval 195ul 0,2M Trisu. Ke v§em vzorklim jsem ptidala 5ul substratu
50mM 4MU-butyrate v DMSO. Lipazovou aktivitu jsem méfila kinetickou fluorescenci
327nm/449nm exc/em.

3.8. Priprava grafU a statistické zpracovani
Grafy jsem sestrojila pomoci GraphPad Software verze Prism 6 (San Diego,

California) ktery jsem pouzila i pro testy stanoveni statistické priikaznosti vysledkii. Pro

porovnani vysledki uvedenych v Obr. 4 jsem pouzila klasicky Studentiv t-test, pro vysledky
v Obr. 5-16 pak jednocestna ANOVA s Dunnettovym post-testem na 5% hladin¢ prikaznosti.
Tento posledné jmenovany test srovnava jednu vybranou hodnotu (kontrolu nebo kteroukoliv

jinou oznacenou jako referencni) s ostatnimi hodnotami.
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4. 'YSLEDKY

V prvni sérii experimentli jsem srovnavala aktivitu amylaz u samcu s aktivitou u samic
(Obr. 4), abych zjistila, které pohlavi je pro planované pokusy vhodnéjsi. Hodnoty aktivit byly
velmi podobné a mezi pohlavimi nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil. Proto jsem

na testy mohla vybirat Svaby bez ohledu na pohlavi jedinct.

3000+

2000+

1000-

Aktivita amylazy
(wnmol maltézy/mg streva)

Samci Samice

Obr. 4. Vliv pohlavi na aktivitu amylaz ve stfevé §vaba P. americana. Nebyl zjistén statisticky rozdil
mezi hodnotami pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné vyznamnosti; n=5.

Po vypracovani zakladnich podminek pokusii (pH, teplota) jsem se zabyvala otazkou
fizeni aktivity stitevnich amylaz prosttednictvim hormonti. V prvni sérii jsem do téla Svabt
injikovala jejich adipokinetické hormony (Peram — CAH-I1 a —CAH-II) (test in vivo) nebo
jsem je aplikovala do média, ve kterém jsem stfevo nebo caeca inkubovala mimo télo v médiu
(in vitro). Obr. 5 shrnuje vysledky in vivo pokust: nejvyssi aktivitu pro stfedni stfevo jsem
zaznamenala u davky 40pmol Peram-CAH-I. Aktivita stfevnich amylaz byla u takto
oSetfenych Svabi asi 6x vyssi nez u kontrolnich jedinci, ale vSechny pouzité hormonalni
davky mély statisticky vyznamny stimulacni G€inek. Nejvyssi amyldzova aktivita pro caeca
byla zaznamenéna také u davky 40 pmol - zvysila se asi dvojnasobné. Je zajimavé, ze

celkova aktivita amylaz byla v caeca vyss§i nez u stieva — U kontrolnich jedinct to bylo
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dokonce dvakrat, u hormonalné oSetienych jedincti uz rozdil nebyl tak velky, protoze Peram-

CAH-I zvysoval amyldzovou aktivitu u stfeva podstatné vice nez u caeca.

In vivo Peram-CAH-I

N
o

) caeca
sttevo 4.3

—
i

-
o

Aktivita amylazy
(umol maltosy/mg streva)

20 40 80
Peram-CAH-I (pmol)

Obr. 5. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-I na aktivitu amylaz ve stievé a caeca
$vaba P. americana (in vivo). Cisla nad sloupci piedstavuji zvyseni (nasobek) dané hodnoty viigi
hodnoté naméfené ve stejném organu u kontrol. Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladiné
vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem

(referen¢ni hodnota: C - kontrola) a jsou ozna¢eny hvézdickami; n=5.

Podobny vysledek jsem zaznamenala pii sledovani Gi¢inku druhého $§vabiho hormonu Peram-
CAH-II také za podminek in vivo (Obr. 6). Nejvyssi aktivitu jsem zaznamenala znovu u 40
pmol Peram-CAH-II, kde se stimula¢ni u¢inek ve stieve projevil vice nez 7nasobnym
navysenim aktivity amylaz vici kontrolam; ale vSechny pouzité davky Peram-CAH-II mély
statisticky vyznamny stimulac¢ni Gi€inek. U caeca byla situace podobna jako v pfedchozim
testu s tim rozdilem, Ze nejvyssi namétend aktivita byla prokazéna u davky 20pmol hormonu
Peram-CAH-II. Také zde se prokazala vyssi citlivost na hormonalni oSetfeni u stfeva nez u
caeca. Z vysledka dale plyne, Ze mezi obéma testovanymi hormony nebyly ve stimulaci

aktivity amylazy podstatné rozdily.
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Obr. 6. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-II na aktivitu amylaz ve stievé a
caeca S§vaba P. americana (in vivo). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin¢ vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

V dalsi fazi pokust jsem sledovala, jestli pouzité hormony zvySuji aktivitu amylaz piimo
nebo je jejich uéinek v téle zprostitedkovany dalsimi faktory. K tomu jsem pouzila in vitro
uspofadani pokust. Testy jsem provadéla znovu ve stfednim stieve i v caeca (Obr. 7). Urcité
zvySeni aktivity amylaz ve stievé jsem zaznamenala u vSech pouzitych davek Peram-CAH-I,
ale nejvyssi hodnota byla u davky 40 pmol — témé&f 9x vyssi nez u kontrol; statisticky
vyznamna byla stimulace i u davky 80 pmol (6x vySsi neZ kontrola). Pro caeca nebyla
stimulace tém¢t znatelnd, jedina statisticky vyznamna hodnota byla zaznamenéna u davky
40pmol, kdy se aktivita zvysila 1,4krat. Také u in vitro pokusii se prokazalo, ze hladina
aktivity amylaz je vyssi v caeca (u kontrol pétkrat) nez ve stieve; u davky 40 pmol se vSak
rozdil zcela setfel diky velmi vysoké stimulaci aktivity po hormondlnim oSetfeni u stfeva. Je
zajimaveé, Ze se potvrdil trend naznaceny uz u in vivo pokust — davky adipokinetickych

hormont vyssi nez optimalni vykazovaly niZ8i stimula¢ni hodnotu.
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Obr. 7. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-I na aktivitu amylaz ve stfevé a caeca
Svaba P. americana (in vitro). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin€ vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

V ramci in vitro pokust jsem provadéla testy i pro hormon Peram-CAH-II (Obr. 8). Nejvyssi
aktivitu stievnich amyldz jsem zaznamenala opé€t u davky 40 pmol (asi 8x vyssi nez kontroly
u stieva, 1,4krat vyssi pro caeca); také rozdily v aktivité u obou organti byly podobné jako u
predeslého testu. Celkové zvyseni aktivity ukéazalo, Ze ani u in vitro testli nejsou podstatné

rozdily mezi obéma testovanymi hormony.
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Obr. 8. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-II na aktivitu amylaz ve stfevé a caeca
Svaba P. americana (in vitro). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin€ vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

Po dokonc¢eni kompletnich testl pro amyldzy jsem sestavila podobné charakteristiky 1 pro
proteazy. Nejprve jsem se zaméfila na in vivo testy ve stieveé i caeca. Nejvyssi protedzovou
aktivitu jsem zaznamenala u davky Peram-CAH-I 40pmol, kdy se aktivita oproti kontrolam
zvysila 1,6krat; pro caeca nebylo zjisténé Zadné vyznamné zvySeni proteazové aktivity u
oSetfenych jedinct (Obr. 9). Na rozdil od amylazové aktivity byla aktivita proteaz v caeca i
stfeve u kontrolnich jedinct stejnd, poté co byla hormondlni stimulace zaznamenéna pouze u

stieva, prevazovala aktivita protedz po osetfeni Peram-CAH-I v tomto organu.
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Obr. 9. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-I na aktivitu proteaz ve stievé a caeca
Svaba P. americana (in vivo). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin¢ vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

Pro druhy hormon Peram-CAH-II jsem ziskala stejné vysledky (Obr. 10). Proteazova aktivita
pro caeca nebyla opét po aplikace hormonu zvySena, naopak ve stfevé doslo k vyznamnému

narlstu pro vSechny davky; nejvyssi ale byla opét u davky 40pmol.
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Obr. 10. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-II na aktivitu proteaz ve stieve a caeca
Svaba P. americana (in vivo). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin¢€ vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

V dalsi fazi pokust jsem opét sledovala, jestli pouzité hormony zvysuji aktivitu protedz
také pfi usporadani in vitro. Testy jsem provadéla znovu jak ve stiednim stieve, tak i v caeca.
Podobné jako u in vivo testll, ani in vitro nebyl v porovnani s amyldzami zjistén takovy nartst
hormonalné stimulované aktivity, ale statistické zvySeni bylo zaznamenano u vSech davek
hormonu Peram-CAH-I (ve stieve), tentokrat nejvyssi pro 20pmol — nardst 2,7krat (Obr. 11).
V caeca byla aktivita vyznamné statisticky zvySena pouze pro davku 20 pmol, kde aktivita
proteaz vzrostla 1,6nasobné. Také zde byla protedzova aktivity po hormonalnim oSetteni vyssi

u stfeva nez u caeca.
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Obr. 11. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-I na aktivitu protedz ve stievé a caeca
Svaba P. americana (in vitro). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladiné vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

Pro druhy hormon Peram-CAH-II pfi in vitro testech doslo k nejvyssimu zvyseni protedzové
aktivity u davky 40pmol - 2,9krat pro stievo (Obr. 12). Pfi méfeni aktivit u caeca znovu
nebylo zjisténo vyznamné zvyseni pro Zadnou z pouzitych davek. Aktivita po aplikaci

hormonu byla velmi podobna aktivité neoSetfenych jedinct.

37



In vitro Peram-CAH-II

© —

= e 2.9 2.7
= 7 25- :

g5 22 * *
S »n

S o 201 = caeca *

3 £ stievo

N o 157

S <

o § 10-

=8,

S ao o

e S 20

Peram-CAH-II (pmol)

Obr. 12. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-II na aktivitu proteaz ve stieve a caeca
Svaba P. americana (in vitro). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladiné vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

V posledni fazi své prace jsem provadéla charakteristiku aktivity lipadz po aplikaci
adipokinetickych hormond, in vivo i in vitro. Pro hormon Peram-CAH-1 (in vivo test) byla
nejvyssi stimulace zjisténa u davky 40pmol, kdy byl zaznamenan téméf 1,6ti nasobny narist
aktivity (stfevo); pro caeca doSlo u stejné davky k navyseni 1,5krat (Obr. 13). U lipazové
aktivity byla zaznamenana vyrazné vyssi aktivita ve stfeveé nez v caeca. U kontrol byla
dvojnasobnad a na podobné trovni se udrzovala i u hormonéln¢ osetfenych jedinct, protoze
aplikace hormonu vyvolavala podobnou stimulaci lipdzové aktivity u obou studovanych

organd.
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Obr. 13. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-I na aktivitu lipaz ve stfevé a caeca
Svaba P. americana (in vivo). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin¢ vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

Pro druhy hormon Peram-CAH-II byly vysledky méteni lipdzové aktivity velmi podobné
prvnimu hormonu. Nejvyssi aktivitu vyvolala davka 40pmol — pro stievo 1,8krat vyssi
aktivita, pro caeca znovu 1,5nasobné zvyseni (Obr. 14). Nejvyssi davka - 80 pmol - podobné
jako u prvniho hormonu (Peram-CAH-I) uZ neméla stimulacni G¢inky na aktivitu lipazy ani u

jednoho orgéanu.
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Obr. 14. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-II na aktivitu lipaz ve stievé a caeca
caeca $vaba P. americana (in vivo). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladiné vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

Vysledky in vitro test pro oba hormony vychézely velmi podobné¢ jako u in vivo testd. Pfi
aplikaci hormonu Peram-CAH-I doslo k nejvyrazngjsi zméné znovu u davky 40pmol — byl
zaznamenan narust 1,7krat pro stfeva (Obr. 15). Pro caeca doslo k nejvys$§imu nartistu u

davky 20pmol, zméfena aktivita byla 1,4krat vyssi.
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Obr. 15. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-I na aktivitu lipaz ve stfevé a caeca
Svaba P. americana (in vitro). Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin€ vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C — kontrola) a jsou oznaceny hvézdi¢kami; n=5.

Stejny trend byl zaznamenan i u hormonu Peram-CAH-11 (Obr, 16): nejvyrazngjsi nartst byl
prokazan u davky 40pmol, u stieva doslo k 1,8nasobnému zvyseni lipazové aktivity, u caeca k

1,5n4sobnému. Davka 80 pmol byla neucinna.
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Obr. 16. Vliv injekce adipokinetického hormonu Peram-CAH-II na aktivitu lipaz ve stievé a caeca
Svaba P. americana (in vivo). Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladin¢€ vyznamnosti byly
testovany jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Dunnettovym post testem (referencni hodnota:

C - kontrola) a jsou oznaceny hvézdickami; n=5.

5. DISKUZE

Hlavni funkei travici soustavy u Zivocichi je zachytit potravu, mechanicky a chemicky ji
zpracovat a zajistit tak télu potfebné Ziviny. Nejinak je tomu i u hmyzu. Je v§eobecné znamo,
7e enzymaticka vybava hmyziho stieva odpovida druhu pfijimané potravy. Svab americky je
typickym ptikladem v§ezravého (omnivorniho) druhu hmyzu - jeho potrava je velmi
rozmanita, zahrnuje Zivo€i$nou 1 rostlinnou potravu: §vab dokéze stravit témeft jakoukoliv
potravu vcetné napt. velmi téZce stravitelné celulozy. To mu umoziuje Siroka enzymaticka
vybava jeho stfeva, doplnéna pomocnou €innosti mikroorganismi a jejich vlastnimi enzymy.
U Svéba lze tedy predpokladat pfitomnost vSech béznych travicich enzymi — amyléaz, proteaz
a lipaz — které travi vSechny zédkladni Ziviny. Vlastni enzymatické traveni potravy Svaba
probihd ve stfednim stfeveé (mezenteron), které je na svém zacatku rozvétveno na slepé
vybézky zvané caeca. Jejich hlavni funkci je zvétSeni travici plochy a také objemové kapacity

stteva. Pfedpoklada se, Ze traveni Zivin probiha v obou castech sttedniho stteva. Tento
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poznatek plyne i1 z mych vysledkt, je vSak zajimavé, ze aktivita sledovanych enzymu nebyla
V obou ¢astech stiedniho stfeva stejnd. Ukézalo se, ze aktivita amyldz je v caeca vyssi nez ve
vlastnim stfeve, aktivita protedz je zhruba stejnd a aktivita lipaz je vyssi ve stieveé. To
naznacuje ¢astecnou specializaci obou Casti stiedniho stieva. Relativné snadnéji stravitelné
glycidy se travi prevazné v caecach, u bilkovin se situace vyrovnana a traveni strukturné
slozit&jSich tukl probiha ve stieveé. Je vSak nutno zdlraznit, ze tato specializace je jen
castecna, aktivitu vSech tii sledovanych enzymii jsem zaznamenala u obou studovanych casti

stfeva.

Predpoklada se, ze v fizeni aktivity hmyzich stfevnich enzymt hraji dilezitou roli
hormony. Krom¢ béznych hmyzich hormont se tohoto fizeni pravdépodobné tcastni i
tkanové hormony vyluc¢ované nékterymi stievnimi butikami (Audsley a Weaver, 2009) -
ptimych dikazi je vSak velmi malo nebo prakticky chybi. Nedavné vyzkumy ukazaly, Ze do
fizeni ¢innosti stfeva a traveni Zivin jsou zapojeny i adipokinetické hormony (AKH). Toto
zapojeni do travicich funkci u hmyzu bylo popsano u plostice ruménice pospolné Pyrrhocoris
apterus (Kodrik a kol., 2012; Vinokurov a kol., 2014), mouchy (masaiky) Sarcophaga
crassipapis (Bil a kol., 2014) a také vyplynulo z mé piedchozi prace na §vabu americkém
(Bodlakova a kol., 2017). Z praci na rumeénici pospolné i masaice v§ak nebylo jasné, zda je
tato stimulace vysledkem ptimého ptisobeni AKH na studované enzymy nebo neptima, tj.
zajiSténa tieba zvySenim piijmu potravy nebo stimulaci pohybu stievniho obsahu. V nasi praci
(Bodlakova a kol., 2017) se vSak jednoznaéné prokazalo, Ze AKH jsou zodpovédné za
stimulaci stfevni enzymatické aktivity, konkrétné amylazy. Dale jsme zjistili, Ze AKH
ovliviiuji aktivitu tohoto enzymu piimo nebo jednoduchou drahou ptimo ve stfeve, protoze
stimulovaly amylazovou aktivitu in vitro, tedy za situace, kdy bylo stievo inkubovano mimo
télo, bez pritomnosti dal§ich organt. Je nutno zdlraznit, Ze zminéna studie se tykala pouze
amylaz a udaje o dalsich enzymech chybély. Nicméné ve vysledcich této SOC prace, ktera
nasi publikaci Bodlakova a kol. (2017) rozsifuje a dopliuje ji, jsem jednoznacné prokazala, ze
stimulace ¢innosti travicich enzymu prostiednictvim AKH neni omezena jen na amylézy, ale
tyka se 1 ¢innosti proteaz a lipaz. Ukazala jsem také, Ze obé& ¢asti stfedniho stfeva jsou na
pusobeni hormonti rizné citlivé. Piestoze, jak uvadim v prvnim odstavci Diskuze, je celkova
amylazova aktivita v caeca vyrazné vyssi nez ve stteve, tak stfevo bylo mnohem citlivéjsi na
stimulaci prostfednictvim AKH, takZe po hormonalnim oSetfeni se tento rozdil snizoval na
minimum. Je zajimavé, Ze to plati pro oba pouzité AKH (Peram-CAH-1 i —-CAH-II) i pro

uspotadani pokusti in vivo a in vitro. Studium aktivity protedz zase prokdzalo, Ze caeca byly
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prakticky necitlivé viici pisobeni AKH, takze se aktivita tohoto enzymu po hormonalnim
oSetfeni (in vivo i in vitro) az na jednu vyjimku prakticky nezménila. Je t€zké rozhodnout,
jestli to souvisi s aktivitou receptorti pro AKH nebo s enzymatickou vybavou bunék caeca.
Strevni proteazy vsak reagovaly na AKH aplikaci dobfe a jejich aktivita se zvySila u vSech
pouzitich davek. Také chovani aktivity lipaz bylo odlisné od tendenci zjisténych u obou
predeslych enzymt, i kdyz na AKH aplikaci reagovaly jak caeca tak i vlastni stievo. Mira
stimulace lipazové aktivity u obou téchto ¢asti byla skoro stejna, takze se rozdil v aktivitach
zjistény u kontrol zhruba zachovaval i po oSetfeni AKH. Zda se tedy, ze adipokinetické

hormony piisobi selektivné — pro kazdy enzym zvysuji aktivitu rozdiln¢.

Ze vsech pokust vyplynula jedna zajimava skutecnost — stimulace enzymové aktivity u
nejvyssi pouzité davky (80 pmol) byla ve vSech ptipadech (s vyjimkou aktivity protedz u
caeca, které ovSem na AKH oSetfeni nereagovaly) niz§i nez u davky mensi davky (40 pmol).
Tato skute¢nost byly zaznamenana i u jinych aktivit fizenych AKH. Napf. u plostice P.
apterus bylo zjisténo, zZe injekce 10 pmol AKH (Pyrap-AKH) vyvola maximalni navyseni
hladiny tukii v hemolymf€, ale u injekce 20 nebo 40 pmol bylo toto navySeni vyrazné nizsi
(Kodrik et al., 2000). Dale, injekce 20 pmol AKH (Panbo-RPCH — Pandalus borealis red
pigment concentrating hormone) do stinky obecné Porcellio scaber, vyvolala maximalni
zvyseni hladiny cukrti v hemolymf¢€, zatimco davka 40 pmol hormonu vyvolala vyznamné
nizsi odpovéd’ (Zrala et al., 2010). Neni Gpln€ jasné, co stoji za touto skutecnosti, zda se, ze
organismus je schopen reagovat idealné na optimalni davky hormonti a Ze jejich vyssi i nizsi

uZ nejsou tak Gcinné.

Zajimavé by také bylo porovnat celkovou vysi aktivity stievnich enzymi u riznych druht
hmyzu, kterd odréazi typ a kvalitu pfijimané potravy. To vSak neni tak jednoduché, protoze v
raznych pracich uvadi jejich autofi riizné jednotky aktivity enzyma. Presto se ukézalo, ze
napf. u rumeénice pospolné P. apterus (Kodrik a kol., 2012; Vinokurov a kol., 2014) byla
aktivita amyldzy zhruba fadové€ niz$i, nez jsem naméfila u §vaba, coZ vSak neni az tak
prekvapivé, protoze tato ploStice se zivi pfevazné tukovou stravou z lipovych seminek. To
potvrzuje i aktivity lipazy v jejim stfeve, ktera byla asi dvojnasobné vyssi, nez jsem zjistila u

Svaba.

I pfes nedostatek literarnich idajli je mozné najit né€kolik praci, které popisuji vliv dalSich
hmyzich hormont na ¢innost stieva. Napf. pravé u Svaba P. americana se zjistilo, ze amylazy,
ale 1 peptidazy jsou stimulovany hormonem CCAP (crustacean cardioactive peptide) (Sakai a
kol., 2004), u svaba Diploptera punctata zase hormon allatostatin stimuloval stievni amylazu

44



a invertazu (Fusé a kol., 1999). Jiz delsi dobu je znam ucinek hormonu TMOF (trypsin
modulating oostatic factor), ktery u komara spousti travici procesy bilkovin po naplnéni

stieva nasatou krvi (Borovsky a kol., 1990).
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6. ZAVER

Prace studuje zékladni enzymy (amylazy, protedzy, lipazy) ve stfeve §vaba amerického P.
americana a popisuje zvySeni jejich aktivity po osetfeni adipokinetickymi hormony Peram-

CAH-1 a -CAH-Il. Z namétenych vysledki plyne:

1. VsSechny Ziviny - cukry, bilkoviny i tuky, se trdvi v obou ¢astech stiedniho stfeva —
caecach 1 vlastnim stfevé, ale cukry prednostné v caecach a lipidy piednostné ve

stfeve.

2. Adipokinetické hormony stimuluji aktivitu enzymu selektivné — na kazdy enzym

pusobi rozdilng. Mezi obéma hormony ale nejsou podstatné rozdily.

3. Adipokinetické hormony stimuluji enzymy po aplikaci do téla §vabi (in vivo), ale i
pfi inkubaci stfeva mimo télo (in vitro), coz naznacuje ptimé hormondlni fizeni

enzymatické aktivity.

4. Aktivita amylaz je vyssi v caecach nez ve stievé. Po aplikaci adipokinetickych
hormont se amylazova aktivita zvySuje, toto zvyseni je vyssi ve stieve nez caecach.

Ke zvysSeni amylazové aktivity v caecach in vitro dochazi jen u nejvyssi davky

hormona.

5. Aktivita stievnich proteaz po aplikaci adipokinetickych hormont vzrista pouze ve

stteve. K vyznamnému zvyseni aktivity dochazi u testil in vivo 1 in vitro.

6. Aktivita lipaz je ve stfeve vyssi nez v caecach. Po aplikaci adipokinetickych hormoni

dochazi k naristu jeji aktivity ve stfeveé 1 v caecach, a to pro in vitro i in vivo testy.
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