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Srovnavaci imunologie




Fyziologie: studium funkci

Imunologie: studium obranyschopnosti

Srovnavaci a ekologicky pristup:

- ZivoCichové veetné Clovéka
- SirsSi mezioborovy pristup nez na LF



Vychova k védecké praci:

 vyuzivani informacnich zdroju

» experimentalni laboratorni praxe
* hodnoceni vysledkiu

* prezentace vlastnich vysledku

Vysledkem jsou:

- bakalarske, diplomové¢ a dizertaCni prace
- postery a prednaSky na konferencich

- publikace



Uplatnéni:

- Biomedicinsky zakladni vyzkum (AVCR, Univerzity,
ustavy)

« Kilinicka pracovisté a laboratore (humanni,
veterinarni)

« Zemeédélsky orientovany vyzkum

« Soukromeé firmy



Modelové organismy:

- Mus musculus

- Ratus norvegicus
- Xenopus laevis

- Bombyx mori

- Tenebrio molitor

- Galleria mellonella

- Periplaneta americana

- Apis mellifera



http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://www.xenopus.com/reticulated_sm.jpg&imgrefurl=http://www.xenopus.com/links.htm&h=696&w=780&sz=284&hl=cs&start=1&tbnid=CmBQSU6IqQq-qM:&tbnh=127&tbnw=142&prev=/images%3Fq%3DXenopus%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D
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smer: Fyziologie a imunologie hmyzu

Martin Vacha, doc, RNDr, Ph.D. - neurcetologie hmyzu

Pavel Hyrsl, RNDr. Ph.D. - imunologie hmyzu

smer: Imunologie

Alena Zakovska, doc. RNDr, Ph.D. - imunologie

Antonin Lojek. doc, RNDr, CSc. - patofyziologie volnych radikald &2

smer: Bunecnd a molekulamni fyziologie

Alois Kozubik, prof, RNDr, CSc. - cytokinetika &

Jifi Pachernik, Mgr, Ph.D. - fyziologie kmenowych bunék
Pavel Kreji, Mar, Ph.D. - FGF signalizace &

Vitézslav Bryja. Magr. Ph.D. - Wnt signalizace

http://www.sci.muni.cz/of1z/
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Studujeme:

Imunitu hmyzu, interakoe hostitel-patogen,
entomepatogenni hlistice a jejich symbioticke bakter
funkini molekuly prirazens imunity.

Modelové organismy:

Octomilka Drosophila mefonogaster, ravijed voskowy

Gallera mellonello, bourec merudovy Bembyx mord, wlela
medanasnad Apis mellifera, slunecko vychodni Harmania

axyridis.

Projekty:

= dlouhodabé se padilime na feseni prajektd
narodnich grantovich agentur GACR, TACR a NAZY

= aktuadlné studujeme viiv adipokinetickeho harman
pfi stresovych reakeich hmyzu, patogenitu
entomopatogennich hlistic, funke lektind
produkovanych jejich symbiotickyimi bakteriemi

a malekuldrni podstatu dlouhovékosti viel

Vystupy vyzkumu:

= pravidelnd se (fastnime mezindrednich
kenferenci a publikujeme wédecke Clanky
v mezindrodnich Casopisech

» vice informaci na webu skupiny

Srovnavaci imunologie:

* ¥ NAVAZNOsti na grantove projekty se take
zabyvame studiem pirozene imunity ryb a ptakd
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Metody:

* pro stanoveni imunitnich parametrd vyuZivame
molekulamé biologickych, biachemickych
a mikrobiologickych metod, pro fzenou espresi
genl vyuiivime genetickyich technik.

* sydtelnd F] flusrescenéni mitkros kopie
[hemocyty, fagocytdza, nodulace), luminometre
{produkee  kyslikovych a dusikowych  radikall,
antibakterialni  aktivita, antioxidaini kapacita),

u

Rozpoznani
patogenu
a aktivace
imunitni odpovédi

Slozky imunity

turdEng odpowvid
ihemayty]

rnunitnd systérm
himnyza

spektrofotometre [biochemickd stanoveni fivin, e
aktivita antlowidagnich enzyma), behaviordlni test
pomoci FIM Track aj. £y

Prakticky vyznam:

+ entomopatagenni  hlistice se  wyufivaji pfi
biologické ochrané plodin proti hmyzim Skddcim

+ produkty entomopatogend se zkoumaji pro sve g0LO
potencialni farmaceuticks wufiti

+ hourec morusovy je chovan clovékem kil
produkci hedvabi a studium imunity je dilefité ve L P
velkachovech ahroZenych patogeny e
* viela medonosnd |e nenahraditelny opylovad
a studium wlivl oslabujicich jejii imunitu je
prakticky wyuZitelng ve vielarstvi

Pavel Hyrsl
E-mail: hyrsl@sci.muni.cz
Adresa: UKB, A36/123
Tel. 549494510
http://www.sci.muni.cz/ofiz/vyzkum/srovnavaci-imunologie/
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* 96 % zivociSnych druhu
* malo zkoumana skupina

e dulezitost vyzkumu — paraziti obratlovcu, poznanim
mechanismu muzeme ziskat ,,biological control* nad
Skiidci, vyznam pro zlepSeni chovi komercéné
vyuzivanych bezobratlych, monitorovani Zivotniho
prostfedi, objasnéni evoluCnich zakladli imunitniho
systému obratlovcu, moznost objevu imunoreaktivnich
molekul pro humanni medicinu




Nespecificka imunita

Nespecifické imunitni mechanismy (téZ vrozené, pfirozené, neadaptivni) jsou vrozené. To znamena, Ze veskeré potfebné informace jsou neménné
zapsany v DNA a pritomny uz v zygoté. Nespecificka imunita odpovida po kaZzdem setkani s .antigenem” stejnymi mechanismy, nema pamét’.

Tvofi ji predeviim sloZky komplementu a fagocyty. Neni zaméfena na likvidaci specifického antigenu, ale za to je velmi pohotova. Buriky se nachazi neustale
v krvi, takZe aktivace je v pfipadé potfeby takika okamzita (minuty aZ hodiny).

Evoluéné je starsi (u vBech mnohobun&énych organismi v rizné mife), neZ specificka imunita. Sklada se ze sloZky buné&éné a humoralni.

Do této skupiny se fadi i bariérové funkce téla, tj. kiZi, sliznice aj. (obecné struktury zahrafiujici proniknuti cizorodych €astic do organizmu).
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BUNECNA IMUNITA HUMORALNI IMUNITA
* pohyblivé krevni bunky (hemocyty) — pocet  +molekuly v hemolymfe
a aktivita hemocytu je modulovana humoralnimi  + antigenem indukované antibakterialni a regula¢ni
faktory a neuroendokrinnim systémem faktory

| 1

» koagulac¢ni kaskada

* fenoloxidazova kaskada
e nOdUIace . aglutininy

» fagocytoza

« enkapsulace « antimikrobialni faktory (hemolin, lektiny)
 baktericidni peptidy
* lysozym

» koagulace




Figure 5: Diagram of an insect granular cell emphasizing its multifunctional role.
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Bombyx mori (Lepidoptera, Bombycidae)
bulharsky monovoltinni hybrid AS x KK




Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae)




Insect control:

A

Bacillus thuringiensis
Baculoviruses

mycoinsectides ) :
macrobiologicals

EPN

nema green nematop®

.
aplus

Trauermiickenbekampfung

_ .sea?ft n%e‘.\mge.

- schiitzt den Rasen vor Zerstérung durch
Engerlinge des Gartenlaubkéafers

-wird seit vielen Jahren erfolgreich auf
Sportrasen eingesetzt

-wird einfach in Wasser eingeriihrt und mit
der GieBkanne verteilt

- Anwendungszeitraum: Juli-September

-schiitzt Rhododendren, Eiben, Ligustet,
Rosen und andere Pflanzen

- hat sich seit Jahren in Baumschulen bewahrt
-wirkt ausschlieBlich gegen Kaferlarven im
Boden

-wird einfach in Wasser eingeriihrt und mit
der GieBkanne verteilt

- Anwendungszeitraum: April-Mai und

August-September

ge fiir 100 gm, 6 Wochen haltbar bei Kihllagerung

und +12°C

nema-green® 50:
50 Mio. Nitzl
zwischen +

10 Mio. Niitzlinge fiir 20 gm, 6 Wochen haltbar bei Kiihllagerung

nematop® 10:
zwischen +4°




Entomopatogenni hlistovky (EPN)

ttida: Nematoda (Nematoda)
fad: Had’ata (Anguilata)
celed’: Steinernematidae

Heterorhabditidae

* vyskytuji se volné v pudé
» selektivita - vyhradn€ entomopatogenni
* nizké teplotni optimum - do 20°C

* vyuzivaji se jako prostiedek biologického boje



R firench-Constant et al | FEMS Microbiology Reviews 26 (23] 433456
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Heterorhabditis bacteriophora + P. luminescens TT01




P luminescens - GFP

- natural symbiont of H.b. was changed to GFP expressing bacteria




Cument Biolagy 17, 898004, May 15, 2007 2007 Elsevier Ltd All rights reserved DOl 10.1016/.cub 200704027

Report
Nematodes, Bacteria, and Flies:
A Tripartite Model
for Nematode Parasitism

Elissa A. Hallem,' Michelle Ftengarajan.u
Todd A. Ciche,'” and Paul W. Stermberg'"*
'Howard Hughes Medical Institute

Division of Biokgy

California Institute of Technology
Pasadena, California 91125

insects.eugenes.org



http://insects.eugenes.org/species/about/species-gallery/Drosophila_melanogaster/Drosophila_melanogaster.jpg
http://insects.eugenes.org/species/about/species-gallery/Drosophila_melanogaster/




Experimentalni model — modulace imunity Drosophily

Gal4/UAS systémem rfizena exprese genu

wariver line" — specificky promotor urCujici misto a ¢as syntézy Gal4
» Gal4 — vaze se na DNA a aktivuje transkripci

,Jesponder line" — Upstream Activating Sequences mistem pro vazbu Gal4
* RNAI konstrukt — jeho transkripce je pod vlivem UAS
Responder line Driver line

[UAS GFP] [RE-GALA)

GFP expression

GALA4 expression
O GALA4 Protein

o GFP
RE Regulatory Elements

S — G — G

[UASGFP] [UAS GFP] [RE-GAL4]
n "y [RE-GAL4] ”

Duffy. Genesis, 34(1-2): 1-15, 2002.
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Transglutaminaza ma takeé imunitni funkci

 centralni enzym koagulacni kaskady
« homolog Faktoru Xllla obratlovcu

* infekce H. bacteriophora, 100 |J na larvu, 22 °C:

100

~J
18)

survival (%)
N
o

0

TFw1118

O Bc

Y47

TG
8-TG-control
-B-TG-UAS-control
0 Canton-S

0 Hml
-B-CG3066

O EATER

Oh 24 h 48 h 72 h

Wang et al. PLoS Pathogens, 6(2): 1-9, 2010.




Transglutaminaza ma takeé imunitni funkci

* transglutaminaza zprostredkuje zachyceni baktérii prostrednictvim tvorby
koagulacni matrix

bakterialni povrchové
proteiny

C@) )  transglutaminaza
&

o~ latkové prokoagulanty
OO0  (napf. hexamerin)

matrix koagulacni zatky
(Fondue, FBP1)

m pattern recognition proteins

Wang et al. PLoS Pathogens, 6(2): 1-9, 2010.



= deficience Factoru X1l nebo knock-down TGovlivAuje strukturukoagulacni zatky

E.coli

F X +/+ F Xl -/-

Wang et al. PLoS Pathogens, 6(2): 1-9, 2010.
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Modulace imunitnich parametrd véel medonosnych po
plsobeni patogen




Projekt NAZV: Vyvoj novych prostredki pro podporu imunity
vcel, prevenci a lécbu vielich onemocneni

Aktivita PO

Antibakterialni aktivita

Oxidacni stres a antioxidaCni enzymy g4
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INNATE IMMUNITY INSECT

= pematode assay

* lysozyme activity = clotting assay
= phenoloxidase assay
= protease assay (Azokol)
= H;0; determination (Amplex Red)
= antioxidant activity assays (MDA, SOD, CAT, GST)

.

= R S
e :_'r.' R

) 3 i activity
N e ) g
L S T

% N = microscopy
N = total proteins
_ V= electrophoresis
FISH - Y * lysozyme activity

Y+ antibacterial activity

= lysozyme activity in mucus » complement activity

= oxidative burst

= total Ig determination . qluq__'ube_
- ol jet inati determination



- bezobratli maji complement like molecules
- soubor 30 sérovych termolabilnich proteinu
- C3 je klicova slozka — je u vSech obratlovcu

- kaskadovita alternativni nebo klasicka (IgG, IgM) cesta
aktivace, popsana 1 lektinova

- zraloc1 — Sest slozek, tf1 z toho funkén€ kompatibilni se
savéimi (C1, C8, C9), od kostnatych ryb v podstaté stejny jako
u savcu funkéné 1 strukturné véetné opsonizacni aktivity

- klasickou cestu aktivace komplementu blokuje CI1 inhibitor,
ktery inhibuje aktivact C1 proteinu a Stépeni dalSich C4 a C2
proteinll

- pfima lyza patogennich bun¢k pomoci membranu atakujiciho
komplexu (MAC - membrane attack complex).


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=C1_inhibitor&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=C1_inhibitor&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=C1_inhibitor&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=C1_inhibitor&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=MAC&action=edit&redlink=1




Typical kinetic of oxidative burst reaction
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Ekofyziologie prirozené imunity ptdkd

Projekt GACR s UK Praha, katedra zoologie
koroptve, sykory

eOxidacni vzplanuti krevnich fagocyti
eStanoveni aktivity komplementu
*TRAP krevni plasmy (karotenoidy)

e Antioxidacni enzymy






Vztah mezi hematologickymi a ornamentalnimi znaky

u koroptve polni (Perdix perdix) ‘W

Gabrielova B. (1), Jandova V.A. (2), Svobodova J. (2), Buchtikova S. (4), Hyrsl P. (4), Salek M. (2), Vinkler M. (1,3) a Albrecht T. (1,3)

(1) Katedra zoologie. Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze. Viniéna 7, Praha 2, 128 44, CR. (2) Katedra ekologie. Fakulta Zivotniho prostiedi, Ceski zemédElska univerzita v Praze, Kamcks 129, Praha 6 —
Suchdol, 165 21, €R. (3) Ustav biologie obratlovet, v.vi., Akademie véd Ceské re-pub].iky vwi, Kvétné 8 Bro, 603 65, CR. (4) Ustav experimentilni biologie, Pfirodovédecka falmita, Masarvikova nniverzita, Kotlfska
267/2, Bmo, 611 37, CR

» Karotenoidni ornament - saturation (sytost)
Minimalni adekvatni model pro saturation (sytost) omamentu: n=70, Slope + SE= 8292 + 423,
df=6/69 , F=59.672, p<<0.001

Uvod -

Koroptev polni je nemigrujicim druhem lovné zvére s ne-

Promenna SlopetSE df F-test p-hodnota
zanedbatelnym hospodafskym vyznamem. Populace toho- Saturstion
nE avlivnd i 5l &l Rk 17.38+1.15 184 22742  =<D.0D1
to druhu byla nepatlme _ovllw_'uena kolektivizaci zemegiels;‘t-.fl Pl aiims wer b —enond
v 50. letech, v disledku éehoZ se koroptev stala ohroZzenym HL 007:030 2085 385 0.026
druhem. To vedlo k pokusim o umélé navraceni koroptve do Komglement 18824471 2085 8.58 0.0005)
- Pohlavi:HL -120+046 184 768 0.0073
volné pfirody. Pohlavi:Kamplement 1628540 1064 8.07 0.0037
Zistava viak otazkou, ktefi z chovanych ptaki jsou v dobrém zdravotnim stavu a jsou tedy - T
pro tento zamér vhodni. Dobrymi indikatory zdravotniho stavu jsou napfiklad nejmiznéjsi hema- Za ver

tologické znaky. V této praci jsme se proto zaméfili na posouzeni vztahtl mezi vybranymi he-

mantologick\,'rmiEarametry('_:I'rferemj.iélnl'poéetleukocyﬂ, Q?sqlumip?E?tljech‘ucy_lﬂ.diferenciélni + Nase '-.r"_'.?5|9dk},|' UkﬂZUji, 7e v:-",echny tfi parametry' bﬂ.W‘f karotenoidniho
ﬁgf;:Iﬂ%gﬁ;ﬂﬁﬁ;ﬂﬁeﬁgﬁmﬁ? i‘;'ﬁ'é':?i'v';";’nfﬁn’;ﬁ.?ﬁ:’g‘gg"ﬂfv‘c’k&r"‘; omamentu (hue, saturation, brightness) mohou slouZit jako dobré indikatory
pulace koroptve polni. fyziologického stavu

= Pozitivni vztah mezi Hue a reakci na PHA naznacuje spise negativni vyznam
velikosti otokové reakce pii odhadu zdravotniho stavu jedince

= wyyznamnou roli pi  tvorbé karatenoidnich
omamentalnich znakd miZe hrat vrozenaimunologicka
obrana jedince pied parazity (napf. aktivita
komplementu).

= Nase wvysledky ukazuji, Ze ornamentace jedince
miZe slouzit jako ddlezité voditko pfi vybéru v zajeti
odchovanych jedincG pro reintrodukci do volné
prirody.

(ptevzato Faivre a kol. 2003) - -
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www.entu.cas.cz

Institute of Entomology

Biology Centre, ASCR

Home

General Info »
Departments »
Staff

Publications
Datahases »
Links Y
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foto S HFrelhe & A Socka

Branizovska 31
Postal Address 37005 Ceske Budejovice
Czech Republic

Telephone (+420) 385 310 350
Fax (+420) 385 310 354
email entu@entu.cas.cz

The Institute of Entomology is a scientific institution of basic and applied
research in areas, in which insects are either in focus of attention (insect
pests, species useful far environment manitaring etc.) or serve as suitable
maodels far the solution of general hiolagical problems.

The Institute is located in the town of Ceské Budejovice, about 160 km
south of Prague, the capital of the Czech Repuplic.

The moare than seventy-five Institute's researchers and PhD students
conduct research in a wariety of fields, ranging from molecular biology to

ecology.

The Institute co-publishes the European Journal of Entomology.
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