Fyziologie hmyzu — cviceni — ZS 2018/2019

1.den

1. Odbér hemolymfy ze zavijece voskového Galleria mellonella a ruménice pospolné

Pyrrhocoris apterus

2. Stanoveni hladiny glycidi v hemolymf€ ruménice pospolné P. apterus a zavijece
voskového G. mellonella

3. Stanoveni hladiny lipidi v hemolymfé P. apterus a G. mellonella

4. Stanoveni hladiny bilkovin v hemolymf¢ hmyzu BCA metodou

5. Rozpousténi hedvabi (kokontl) na stanoveni aktivity inhibitorti protedz (viz dalsi den)

2. den
6. Pokracovani tlohy z ptedeslého dne: rezorufin-kaseinova assay - stanoveni aktivity
inhibitorti protedz v hedvabi hmyzu
7. Pitvy - mozku, corpora cardiaca, corpora allata P. apterus
- pitva organu zavijece voskového G. mellonella
- pitva organt $vaba amerického Periplaneta americana
8. Stanoveni aktivity amylaz ve stievé P. apterus a P. americana

Protokol:

Vypracovava kazdy sdm za sebe

uved’te (jméno, datum, nazev tlohy)

vysledky: pfilozte nacrty s popisy k pitevnim ulohdm, kalibraéni kiivky a naméfené hodnoty u
experimentalnich stanoveni

zaveér: zhodnoceni vysledku, komentate

Pokusné druhy hmyzu:

- ruménice pospolna Pyrrhocoris apterus — plostice zivici se prevazné lipovymi seminky,
které nabodéava sosdkem a vysava jejich ztekuceny obsah

- zavije€ voskovy Galleria mellonella — znamy Sktdce véel, jeho housenky se Zivi véelim
dilem, kde Zerou hlavné med, ale dokazi stravit i vosk

- $vab americky Periplaneta americana — u nas nezijici $vab, velmi odolny, zivi se rostlinnou
1 Zivo€iSnou potravou

Uloha 1. Odbér hemolymfy ze zavijete voskového Galleria mellonella a ruménice
pospolné Pyrrhocoris apterus

Cilem ulohy je zvladnout odbér hemolymfy, ktera je vychozim bodem fady fyziologickych
stanoveni 1 nasledujicich uloh.

1. Odbér hemolymfy u larev zavijece voskového.

Larvy zavijece kratce narkotizujeme (n€kolik minut) ponofenim do vody (autonarkotizace
vlastnim COz2 v trachealnim systému). Poté larvy vylovime, osusime a niizkami odstfihneme
jednu hrudni panozku - nejlépe na prothoraxu nebo mezothoraxu. Vytékajici hemolymfu
Jjimame do pipety a pak ji preneseme do eppendorfky, do které jsme pfedtim pfipravili 1
zrnicko thiomocoviny - ta zabrafiuje melanizaci hemolymfy.

2. Odbér hemolymfy u plostice P. apterus
U plostice P. apterus ustfihneme posledni ¢lanek tykadla a vytékajici hemolymfu jimame
na kousek parafilmu - z vytvoiené kapky odebereme pipetou hemolymfu a pak ji pfeneseme



do eppendorfky se zrnickem thiomoc¢oviny.

Uloha 2. Stanoveni glycidii v hemolymfé ruménice pospolné Pyrrhocoris apterus a
zavijeCe voskového Galleria mellonella

Princip metody: zahtivanim glukozy v prostiedi silnych kyselin vznika hydroxymetylfuran,
ktery vytvati s anthronem produkt vhodny pro fotometrické stanoveni.

Reagencie:
Pfiprava reagens - 150 mg anthronu +100 ml 72% H>SO4

Postup:
1. Do 50ul 5% TCA v eppendorfce ptiddme 0.5 pl hemolymfy a protiepeme — délame 5

paralelnich méfeni
2. Odcentrifugujeme (asi 2 min pii 11000 ot.) a pfepipetujeme do eppendorfky

3. Pak ptidame 250 pl anthonového reagens a rychle zamichame na vortexu. Soubézné
ptipravujeme kalibra¢ni kfivku (viz nize).

4. Inkubujeme 8 minut pfi 100° C, ochladime a mé&fime absorbanci proti slepému vzorku (50
pl 5% TCA + 250ul anthronového reagens) pii 620 nm.

Hemolymfu ze zavijece voskového a z ruménice pospolné odebereme, jak bylo popsano v
uloze €. 2.

Kalibrac¢ni kiivka - gluko6za:
1% roztok gluko6zy natfedime 25X (tedy napf. 0,1ml roztoku + 2,4ml dest. vody). Z n¢j pak
odebirame davky podle nasledujici tabulky:

zkumavka ¢. 25x natedény roztok glukézy (ul) dest. voda (ul) davka glukézy (ng)

1. 5 45 2
2. 12,5 37,5 5
3. 25 25 10
4. 37,5 12,5 15
S. 50 0 20

Na reakci bereme 50 ul standardu (viz tabulka) + 250ul anthronového reagens

Protokol — ulohu vyhodnot'te (tabulka piip. graf), vypocitejte primérnou hodnotu mnozstvi
glycidi u obou pokusnych druhi, porovnejte statisticky a vysledek vysvétlete.

Uloha 3. Stanoveni lipidi v hemolymf& ruménice pospolné Pyrrhocoris apterus a zavijece

voskového Galleria mellonella

Princip metody: lipidické slouceniny v prostiedi silnych kyselin od$tépuji mastné kyseliny,
jejichz dvojné vazby pak reaguji s vanilinem za vzniku barevnych sloucenin. Reakce neni
specificka jen pro lipidy, ale pro latky s dvojnymi vazbami obecné. Hmyzi lipidy jsou ale
vétSinou nenasycené, takZe metoda je pro tento materidl velmi citliva.




Vanilinova reagencie: 1,98 g vanilinu se rozpusti v 668 ml kyseliny fosfore¢né p.a. (HsPOs),
zahteje na 60°C, ochladi a doplni se destilovanou vodou na 1 1. Vytvoti se Zluty roztok, ktery
se necha stat v temnu a chladnu alespon 1 tyden.

Postup:
1. Do 5 zkumavek si napipetujeme po 100 pl koncentrované kyseliny sirové a piidame 0,5 pl

hemolymfy.

2. Opatrn¢ promichame a zaroven si ptipravime slepy vzorek (100 pl kyseliny sirové) a
standardni vzorky (viz nize) a v8echno zahtivame 10 min pii 100°C.

3. Nechame vychladnout a do studenych vzorktl pfidame 1 ml vanilinové reagencie. Rychle,
ale opatrn¢ promichame.

4. Po 30 minutach méfime absorbanci pii 546 nm proti slepému vzorku.
Standardni kfivka: kyselinu olejovou (m.w.= 282.5) nafedime v hexanu na 10mM, 1mM a

100uM roztoky. Do ptipravenych zkumavek pak odebereme z kazdého zékladniho fedéni
davku podle nasledujici tabulky:

zkumavka €. roztok kys. olejové davka kys. olejové (ug)
1. 100uM ...... 10ul 0.282

2. 100pM ...... 20pul 0.565

3. ImM ........... Sul 1.412

4, ImM ......... 10pl 2.825

5. ImM ......... 20ul 5.650

6. 10mM ......... Sul 14.125

7. 10mM ....... 10ul 28.250

8. 10mM ....... 20ul 56.500

Hexan nechame ve zkumavkach odpafit (za pokojové teploty trva odpateni nékolik minut).
Kdyz je hexan odpafen (ne diive!!!) pfidame 100 ul kyseliny sirové a dale postupujeme
stejn¢ jako u pokusnych vzorkt (zahfivani, vanilinova reagencie). Ze ziskanych hodnot
sestrojime kalibra¢ni kiivku tak, Ze na osu X naneseme davky kyseliny olejové a na osu y
naméiené absorbance.

Protokol — ulohu vyhodnot'te (tabulka piip. graf), vypocitejte primérnou hodnotu mnozstvi
lipidii u obou pokusnych druhii, porovnejte statisticky a vysledek vysvétlete.

Uloha 4. Stanoveni bilkovin BCA metodou v hemolymfé ruménice pospolné Pyrrhocoris

apterus a zavijece voskového Galleria mellonella

Princip metody: proteiny redukuji alkalicky Cu(II) na Cu(I) tmérné svoji koncentraci.
Bicinchoninova kyselina je specifické chromogenni reagens s Cu(I) tvotici nachovy komplex
s absorban¢nim maximem 562nm. Absorbance je pfimo umérna koncentraci proteint.

Reagencie:



A. Sodium bicinchoninate (BCA) 19

NaxCOs 29
sodium tartrate 0.16g
NaOH 0.49
NaHCOs 0.95¢ Reagencie A i B jsou stalé roztoky!
voda do 100ml
Upravit pH na 11.25 pomoci 10M NaOH
B. CuSOs . 5 H20 0.4g
voda do 10ml
Postup:

1. Reakéni smés pripravime smichanim 50 dila reagencie A a jednoho dilu reagencie B (4%
CuSOyg) - dbame na to, aby pouzivané sklo bylo velmi Cisté.

2. Poté si ptipravime vzorky hemolymfy, BSA standardy (viz nize) a slepy vzorek (1 ml
reakéni smési). Hemolymfu odebereme podle vyse popsaného zpiisobu a 1 ul hemolymfy
nafedime ve 400 pl fyziologického Ringerova roztoku - délame 5 paralelnich méfeni.

3. Ve zkumavce pak smichdme 50 pl standardu BSA nebo 50 pl vzorku s 1 ml reakéni smési a
dobfe promichame.
4. Inkubujeme - 30 min/30° C (standard)

2h/pokojova teploty

30 min/60° C (enhanced)

5. Po ukonceni inkubace zkumavky ochladime a mé&fime absorbanci pti 562 nm.

Kalibra¢ni kiivka - BSA (bovine serum albumin):
Zasobni roztok BSA - 1mg/ml

zkumavka €. BSA (ul) dest. voda (ul) davka BSA (ng)

1. 1 49 1
2. 2 48 2
3. 5 45 5
4, 10 40 10
5. 20 30 20
6. 30 20 30
7. 40 10 40
8. 50 0 50
Pozn.:

1. Reakéni smés je po smichdni A a B stabilni 1 tyden
2. Po ukonceni inkubace dochazi k posunu absorbance (v % za 10 min) - 2.3% (pro standard a
pokojova teplota) a 0.1% (pro enhanced)

Protokol — ulohu vyhodnot'te (tabulka piip. graf), vypocitejte primérnou hodnotu mnozstvi
bilkovin u obou pokusnych druhii, porovnejte statisticky a vysledek vysvétlete.



Uloha 5+6. Stanoveni aktivity inhibitori proteaz v hedvabi hmyzu - rezorufin-kaseinova
assay

Aktivitu inhibitort proteaz stanovime v kokonech G. mellonella. Kokony jemn¢ nastiihame
a zalejeme 0.1% TFA (kyselina trifluorooctovd) v poméru - 25mg kokon/400 pul TFA.
Kokony nechame eluovat asi 24 hodin a vznikly eluat pouzijeme na test. Jako zakladni davku
bereme 100 pl eluatu - tu postupné celkem 7 krat natedime 1:1 (fedéni dvojkovou fadou),
takze ziskdme 8 vzorkt, ve kterych bude postupné vzdy poloviéni davka eluatu. S témito
vzorky (plus kontroly) provadime test podle navodu.

Rezorufin-kaseinova assay:

Princip metody: proteaza (trypsin) odstépuje ve vhodném pufru z kaseinu rezorufin vazany na
bilkoviny; komplex Ize poté fotometricky stanovit pii 490nm. Pfidanim inhibitoru proteazy
Stépeni zabranime a na zakladé zmény intenzity zbarveni roztoku mizeme sledovat G¢innost
inhibitoru.

Roztoky:
1. Substratovy roztok - 0.4 % resorufin kasein ve vodé

2.0.2 M Tris, pH 7.8

3.0.02 M CaCl:

4. Blokovaci roztok - 5% kyselina trichloroctova (TCA)

5. Proteaza - zasobni roztok 2.5mg/ml fedime 1000x v roztoku trisu (bod 2) tj. na koncentraci
2.5 pg/ml

Postup:
1. Do eppendorfek napipetujeme:

- 20 pl resorufin kaseinu (bod 1)

- 20 pl 0.2 M trisu (bod 2)

-20 ul 0.02 M CaCl: (bod 3)

- 20 pl proteazy tj. 50 ng (bod 5)

- 20 pl inhibitoru (testovany roztok)

- Kontrola K1

- 20 pl resorufin kaseinu (bod 1)

- 20 pl 0.2 M trisu (bod 2)

-20 ul 0.02 M CacCl; (bod 3)

- 20 pl proteazy tj. 50 ng (bod 5)

- 20 pl pufru (ve kterém je rozpustén inhibitor)

- Kontrola K2

- 20 pl resorufin kaseinu (bod 1)

- 20 pl 0.2 M trisu (bod 2)

-20 ul 0.02 M CaCl2 (bod 3)

- 20 pl pufru 0.2 M trisu (bod 2)

- 20 pl pufru (ve kterém je rozpustén inhibitor)

2. Inkubujeme podle potieby - standardné 1 hod - pfi 37°C (mozno az 24 hod)
3. Pfidame 240 pl TCA (bod 4) a inkubujeme dal$ich 10 min pfi 37°C

4. Centrifugujeme 3 min (10-15 tisic otacek) a odebereme vzorek (300 pl), ktery



prepipetujeme do ELISA desticek na méfeni absorbance pii 490 nm

5. Po odecteni kontrolni absorbance K2 od kazdého vzorku ptepocitame aktivitu na procenta
rozdilu uvedenych kontrol (= 100 %)

Protokol — ulohu vyhodnot'te (tabulka piip. graf) a vysledek vysvétlete.

Uloha 7. Pitva mozku a dalSich organi larev Galleria mellonella, Pyrrhocoris apterus a
Periplaneta americana

Dalsi ze zékladnich metod studia hormonalni regulace hmyzu mimo ligatur a
biochemickych stanoveni jsou rizné chirurgické zakroky do endokrinniho systému hmyzu.
Jsou to predevsim transplantace nebo extirpace (-tektomie).

1. Pitva mozku a dal$ich organt larev zavijece.

Larvy narkotizujeme vySe popsanym zpusobem a osu$ené je pieneseme na pitevni misku.
Nejprve vypitvame mozek - larvu ptidrzime jednou pinzetou na dorzélni strané za hlavou a
druhou pinzetou promackneme proximalni ¢ast hlavové schranky, rozevieme a vyjmeme
mozek. Pak larvu pfipevnime ventralni stranou dold pomoci Spendlikti na proximalnim a
distalnim koncem té€la na pitevni misku. PodéIné rozstiihneme kutikulu od distalniho konce
téla k hlaveé a postupné preparujeme tukové téleso, travici trubici, Malpighické trubice a
Nervovou soustavu.

2. Pitva mozku, corpora cardiaca (CC) a corpora allata (CA) u plostice P. apterus

Dospélé plostice narkotizujeme ve vode, poté je osusime, odstiihneme ptedni ¢ast hlavy
pied o¢ima a celou hlavu odd€lime od téla v hrudni ¢asti. V dalSim kroku postupné po obou
strandch hlavy natrhneme kutikulu, nejprve na obou strandch hlavy od jeji predni asti k ocim
a pak od zadniho konce hlavy opét k o¢im. Volnym tahem otevieme hlavu. Na dorzélni strané
mozku po obou stranach jicnového otvoru lezi CC a nad jicnem mezi CC kulovita CA. Jinou
plostici pomoci Spendlikil upevnime na voskovou pitevni misku ventralni stranou nahoru,
ntzkami rozstfihneme kutikule a vyjmeme stfedni sttevo pro stanoveni aktivity amylaz (viz
uloha ).

3. Pitva stfeva u §vaba P. americana

Dospélce narkotizujeme na ledu, poté pomoci Spendlikii upevnime na voskovou pitevni
misku ventralni stranou nahoru, nlizkami rozstfihneme kutikulu a vyjmeme stfedni stfevo pro
stanoveni aktivity amylaz (viz tloha 8).

Protokol — do protokolu pfilozte nakresy vnitinich organt pitvaného hmyzu

Uloha 8. Stanoveni aktivity amylaz ve stievé P. apterus a P. americana pomoci
rozpustného Skrobu:

Stievo Svaba zvazime, sonikujeme v 200 pl fosfatového pufru, centrifugujeme a na stanoveni

bereme 1 pl extraktu; stfevo plostice zvazime, sonikujeme v 200 pl fosfatového pufru,
centrifugujeme a na stanoveni bereme 10 pl extraktu. Od kazdého zvitete délame 3 paralelky.

A. Reagencie
1. DNS (kyselina 3,5-dinitrosalicylova) reagent (25ml)



- DNS 0,0125¢g

- K-Na tartare x 4H>0 7549

- NaOH 0449

Rozpustit v 10 ml destilované H>O a pak doplnit do 25 ml

2. 2% Skrob (rozpustny ve vod¢)

3. Fosfatovy pufr pH 5,7 + 20,0 mM NacCl

A KH2PO4 (2,7229/100 ml)

B NazHPO4 (0,7169/100 ml)

Smichame 93,5 mlA +6,5ml| B

K 100 ml vzniklému roztoku ptidame 2,05 ml 1M NaCl (0,584g/10ml)

B. Postup
1. 2% Skrob zfedime v poméru 1:1 s fosfatovym pufrem s 20 mM NacCl

2. Vv ependorfce smichame 25 pl tohoto roztoku a 25 pl vzorku: pro $vaba 1 ul extraktu + 24
ul fosfatového pufru; pro plostici 10 ul extraktu + 15 pl fosfatového pufru

3. inkubujeme 1 hod ve 30°C a reakci zastavime ptidanim 200 pl DNS reagentu

4. eppendorfku vafime 5 min/100°C a poté centrifugujeme 10 min pii 10 000 ot.

5. 200 pl roztoku z eppendorfky piepipetujeme do desticky a métime pii 550 nm na ELISA
ctecce

C. Blank
Misto vzorku ddme 25 pl pufru tj. celkem 50 pl pufru se Skrobem (viz bod B 2) a
postupujeme stejné jako se vzorky

Protokol — ulohu vyhodnot'te (tabulka piip. graf), porovnejte statisticky a vysledek vysvétlete.



