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* 96 % Zivocisnych druhu
» malo zkoumana skupina

e dilezitost vyzkumu — paraziti obratlovcii, poznanim
mechanismi mtzeme ziskat ,,biological control nad
skiidci, vyznam pro zlepSeni chovi komercéné
vyuzivanych bezobratlych, monitorovani Zivotniho
prostfedi, objasnéni evoluCnich zakladli imunitniho
systému obratlovcli, 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

* pohyblivée krevni bunky (hemocyty) — pocet  +molekuly v hemolymfé
a aktivita hemocytu je modulovana humoralnimi  + antigenem indukované antibakterialni a regulacni
faktory a neuroendokrinnim systémem faktory

4 4

» koagulacni kaskada

* fenoloxidazova kaskada
- 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




Bombyx mori — samice

S —standard; 1. - 9. den V. instaru; PR — prepupa 1. den;
Z — kukla zacatek; S — kukla stred; K — kukla konec.

lipophorin 203 kDa
vitellogeniny 178 kDa

PF1 128kDa

zasobni proteiny 70-80 kDa

PF2 52 kDa
PF3 45 kDa
PF4 42 kDa
PF5 40 kDa

polypeptidy 30 kDa
PF6 26 kDa

PF7 18 kDa




Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae)




Insect control:

Bacillus thuringiensis \

Baculoviruses

mycoinsectides . :
macrobiologicals

EPN

nematop®

nema-green®

re

emaplus’
Trauermickenbekampfung

PrTTpr———
WOy emie s

-schiitzt den Rasen vor Zerstdrung durch
Engerlinge des Gartenlaubkafers

-wird seit vielen Jahren erfolgreich auf
Sportrasen eingesetzt

-wird einfach in Wasser eingeriihrt und mit
der GieBkanne verteilt

- Anwendungszeitraum: Juli-September

-schiitzt Rhododendren, Eiben, Liguster,

Rosen und andere Pflanzen

-hat sich seit Jahren in Baumschulen bewahrt

-wirkt ausschlieBlich gegen Kéaferlarven im
Boden

-wird einfach in Wasser eingeriihrt und mit
der GieBkanne verteilt

- Anwendungszeitraum: April-Mai und

August-September

Qnema
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nema-green® 50:
10 Mio. Niitzlinge fiir 20 gm, 6 Wochen haltbar bei Kiihllagerung

zwischen +4°C und +12°C

nematop® 10:




Entomopatogenni hlistovky (EPN)

tfida: Nematoda (Nematoda)
rad: Hadata (Anguilata)
celed’: Steinernematidae

Heterorhabditidae

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

* vyuzivaji se jako prostiedek biologického boje



Emergence

R ffrench-Constant et al | FEMS Microbiology Reviews 26 (2003) 433456
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Infective
Juvenile (1))

‘. Host Death

Development
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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

cdriver line” — specificky promotor urCujici misto a ¢as syntézy Gal4
« Gal4 — vaze se na DNA a aktivuje transkripci

sesponder line” — Upstream Activating Sequences mistem pro vazbu Gal4
* RNAI konstrukt — jeho transkripce je pod vlivem UAS

Responder line Driver line
[UAS GFP] [RE-GAL4)
- +
GFP expression
GALA expression
O GALA4 Protein
© GFpP

RE Regulatory Elements

[UAS GFP] + [UAS GFP] [RE-GAL4]
+ 0 + [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 I1J na larvu, 22 °C:
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Wang et al. PLoS Pathogens, 6(2): 1-9, 2010.




Transglutaminaza ma takeé imunitni funkci

* transglutaminaza zprostredkuje zachyceni baktérii prostrednictvim tvorby
koagulacni matrix

transglutaminaza

bakterialni povrchové
proteiny

latkové prokoagulanty
(napf. hexamerin)

2

&

&
g matrix koagulacni zatky

(Fondue, FBP1)

pattern recognition proteins

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



= deficience Factoru Xl nebo knock-down TGovliviiuje strukturukoagulacni zatky

F XIIl +/+ F Xl -/-

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




Projekt NAZV: Vyvoj novych prostredkd pro podporu imunity
véel, prevenci a lécbu vcelich onemocneni

Aktivita PO

Antibakterialni aktivita

Oxidacni stres a antioxidaCni enzymy [SHl
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INNATE IMMUNITY INSECT

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

o+ total proteins
s N\ = electrophoresis

SH - ! = lysozyme activity

W'+ antibacterial activity

« complement activity
= lysozyme activity in mucus o0 TS e LY
s : s * oxidative burst
= total Ig determination « glucose
«ob jet - l. determination



- bezobratli maji complement like molecules
- soubor 30 sérovych termolabilnich proteinii
- C3 je klicova sloZka — Je U vSech obratlovct

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

- zraloci — Sest slozek, tfi z toho funkéné kompatibilni se
savéimi (C1, C8, C9), od kostnatych ryb v podstaté stejny jako
u savcu funkcéné I strukturné véetné opsonizacni aktivity

- klasickou cestu aktivace komplementu blokuje C1 inhibitor,
ktery Inhibuje aktivaci C1 proteinu a stépeni dalSich C4 a C2
proteinll

- pfima lyza patogennich bunék 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
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Méreni:
* 40 x redéna plna krev (HBSS)

* 1 hodina méfreni

* triplikaty

* bez trepani
 laboratorni teplota

« 25 pyl OZP (2,5 mg/ml)

 luminol




Typical kinetic of oxidative burst reaction

TRLU

1200 —

300

00

200




CL /[RLU*s]

30000

25000

20000

15000

10000

5000

Integral / 1000 phagocytes

Jan

Feb

: ﬂf i

I I I
Mar Apr Jul Aug Sep

B 1st measurement 0O 2nd measurement

Oct

Nov

Dec




Ekofyziologie prirozené imunity ptakd

Projekt GACR s UK Praha, katedra zoologie
koroptve, sykory

Oxidacni vzplanuti krevnich fagocytti
e Stanoveni aktivity komplementu
e TRAP krevni plasmy (karotenoidy)

e Antioxidacni enzymy
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Vztah me2| hematologickymi a ornamentalnimi znaky

u koroptve polni (Perdix perdix) W &

:,— NS

NSV
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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. Prirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze. Vini¢na 7. Praha 2, 128 44, CR. (2) Katedra ekologie. Fakulta Zivotniho prostiedi, Ceska zemédélska univerzita v Praze, Kamycka 129, Praha 6 —
Suchdol, 165 21, CK (3) Ustav biologie obratlovet, v.v.i., Akademie véd Ceskeé republiky. v.vi., Kvétna 8, Bro, 603 65, CR, (4) Ustav experimentalni biologie, Piirodovédecks fakulta, Masarykova univerzita, Kotlaiska

267/2, Bmo. 611 37,

ovod

Koroptev polni je nemigrujicim druhem lovné zvére s ne-
zanedbatelnym hospodarskym vyznamem. Populace toho-
to druhu byla negativné ovlivnéna kolektivizaci zemédélstvi
v 50. letech, v disledku ¢ehoz se koroptev stala ohroZzenym
druhem. To vedlo k pokusiim o umélé navraceni koroptve do
volné prirody.

Zustava viak otazkou, ktefi z chovanych ptakd jsou v dobrém zdravotnim stavu a jsou tedy
pro tento zamér vhodni. Dobrymi indikatory zdravotniho stavu jsou napfiklad nejriznéjsi hema-
tologické znaky. V této praci jsme se proto zaméfili na posouzeni vztahi mezi vybranymi he-
matologickymi parametry (diferenciaini pocet leukocyti, absolutni poéet leukocytd, diferencialni
pocet erytrocytt, hematokrit, aktivita komplementu) a dal3imi kondiéné zavislymi znaky (karote-
noidni a melanoidni ornamentace, télesna hmotnost, zanétliva imunitni odpovéd) u divoké po-
pulace koroptve polni.

J

(pfevzato Faivre a kol. 2003)

» Karotenoidni ornament - saturation (sytost)
Minimalni adekvatni model pro saturation (sytost) omamentu: n=70, Slope + SE= 82.92 +4.23,
df=6/69 , F=59.672, p<<0.001

[Promenna SlopezSE df Fiest  p-hodnota
Saturation
Rok 17.36x1.15 184 22742 <<0.001
Pohlavi 574485 366 295 <<0.001
HL 097:030 285 385 0.026
Komplement -1892x471 285 856 0.0005
Pohlavi:HL -1.20:046 1/64 768 0.0073
Pohlavi:Komplement 16.28+540 1/64 9.07 0.0037

= Nase vysledky ukazuji, Ze vSechny tfi parametry barvy karotenoidniho
ormamentu (hue, saturation, brightness) mohou slouzit jako dobré indikatory
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.
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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
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maodels far the solution of general hiolagical problems.

The Institute is located in the town of Ceské Budejovice, about 160 km
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The moare than seventy-five Institute's researchers and PhD students
conduct research in a wariety of fields, ranging from molecular biology to
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The Institute co-publishes the European Journal of Entomology.
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_— Aphididae in the Karean
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Department of Molecular Biology &

Functional Genomics

Spoluprace se Stockholm University:

- spoleCné grantové projekty
- vyména studentt a ucitell
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Pathogen Entrapment by Transglutaminase—A
Conserved Early Innate Immune Mechanism

Zhi Wang'?®, Christine Wilhelmsson'®, Pavel Hyrsl"'??, Torsten G. Loof>”, Pavel Dobes'?, Martina Klupp',
Olga Loseva®, Matthias Morgelin®, Jennifer Iklé®, Richard M. Cripps®, Heiko Herwald?, Ulrich Theopold™

1 Department of Molecular Biclogy and Functional Genomics, Stockholm University, Stockholm, Seeden, 2 Department of Animal Physiclogy and Immunology, Institute
of Expernmental Biclogy, Masarvk University, Brno, Czech Republic, 3 Department of Clinical Scences, Lund University, Lund, Sweden, 4 Department of Genetics,
Microbiclogy and Toxicology, Stockholm University, Stockholm, Sweden, 5 Department of Biclogy, University of New Mexico, Albuguergue, New Mexico, United States of
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