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Bezobratli:

* 96 % zi1vociSnych 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
prostiedi, objasnéni evoluCnich zakladii 1munitniho
systému obratlovcu, moznost objevu imunoreaktivnich
molekul pro humanni medicinu




Prirozena imunita zivocichu

vrozena, nespecificka, neadaptivni

evolucné starsi nez adaptivni (specificka, ziskana)

pfirozena imunita je pritomna u vsech ZivocCichU (bezobratli i obratlovci),
adaptivni pouze u malé Casti obratlovcd jako nadstavba prirozené imunity
rychla odpoved

v vy

Vnéjsi bariery

- fyzikalni a chemicka ochrana

- brani ztratam tekutin a prdchodu patogenu

- exoskelet ¢lenovcy

- klicové pro zahajeni reakci je rozpoznani cizorodého materialu/patogenu

- nasleduje aktivace bunécnych a humoralnich slozek pfirozené imunity



Bunécne slozky prirozené imunity

- fagocyty (hemocyty, coelomocyty bezobratlych, profesionalni fagocyty obratlovcd)

okamzita imunitni odpovéd

i . pozdni imunitni odpoved
99,5% bakterii odstranéno

0,5% bakterii odstranéno
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- nodulace, enkapsulace u bezobratlych —adherence hemocytd/coelomocytl
- produkce reaktivnich metaboliti kysliku a dusiku

- antioxidacni mechanismy odstranuji reaktivni metabolity
- zabranuji oxida¢nimu stresu



Humoralni slozky prirozené imunity

stale pfitomnée nebo indukované slozky
antibakterialni latky (baktericidni peptidy, lytické enzymy - lysozym)
lektiny, transferrin, inhibitory enzym0

aglutininy

fenoloxidazova a koagulacni kaskada — srazeni hemolymfy a tvorba
melaninu (krouzkovci, mékkysi, ¢lenovci)




Imunita hmyzu - modelove organismy
G s

zavijec voskovy

Galleria mellonella

bourec morusovy

Bombyx mori

octomilka
Drosophila melanogaster

vcela medonosna

Apis mellifera




Imunita vcel

- socialni imunita (vcely, cmelaci, mravenci, termiti)

individualni obrana - kralovna

shlukovani kolem kralovny

ochrana kolonie — uklid, ostraha

zabranéni vstupu infekCnich agens

resiny, propolis a dalSi antibakterialni latky pro ochranu kolonii




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

e 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.




probes (RMB), top100

HM: contrast E3_WI_W, 100/ 642

Color Key
and Density Plot
0

90 ¥0 20 O
AjisuaQg

R e e

SISy R

o,

JUI-UON 09 02Z€05 V-UloENY

MM 95€001 Z eineuobly

ao 6928 PaPuLM

MM LOEVOL €6HAS

ao L./68l EpN[suel) [eAlE|
a9 1Z§1s g sneuobry

ao £l¥et Z eneuobiny

do zeels Wb Aueys
do 5991 Wbiu Auels
MM £66201 WBW fuels
as Lves oozdeny

M) 966601 00Zdexy
WM ¥LE20L o0zdexy

Neg. contrl.

Development

B Knockdown in fat body O Knockdown in hemocytes

&%

MM 86Z1L0L L9S-d¥9d
MY 07601 UMONIUYRISiy
as 1596 8L

as ~1z6Z el

as zieer ZNI

ao svS. € eNI-daND
MM 8SEL0L € NI-dAND
as €04z upiwosoig
as 9£48z g wousdiq
MM 209201 g uoueidig
as 0Z£0s V-uoeny

as 61 €05 V-Ueny

as /826 Y-uioeny

Immune molecules

T}
(p1oy)

<+ o (o] -
Ayjepiow pazilewlon

o

8LLLM X B8H
ghLiMm X dd

€-IM

NZ-Im



Transglutaminaza ma takeé imunitni funkci

 centralni enzym koagulacni kaskady
« homolog Faktoru Xllla obratlovcu

* infekce H. bacteriophora, 100 |J 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

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.
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Imunitni a fyziologické parametry véel medonosnych




7 vrs n»

- vliv stari jedincu - izolatory pro synchronizaci
lihnuti, znaceni vcel pro ziskani vzorku stejneho

7 v7s

stari




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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Oddéleni fyziologie a imunologie Zivocichti, Ustav experimentalni biologie
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Obrannd reakce hmyzu |

pri nakaze entomopatogenim komplexem [

Studujeme: ™ Patogeny \

Imunitu hmyzu, interakee hostitel-patogen, il

entomopatoegenni hlistice a jejich symbiotické bakterie, \
) WHESSIPROSTOR 1
o JHE L8| FROSTOR 1‘-“-/ \ )\ \\ \

funkénl molekuly pFlirozend Imunity.
Modelové organismy:
Hmyz |  —

Octomilka Drosophila melanogaster, zavijet voskovy
Gaileria melionella, bourec morusovy Bombyx mori, wieig
medonasnd Apis mellifera, stunédko wichodni Harmania
axyridis.

Projekty:

+ dlouhodobé se podilime na reseni projekti
naradnich grantowich agentur GACR, TAER a NAZY

+ aktualné studujeme viiv adipokinetického hormonu
pri stresowych reakcich hmyzu, patogenitu
entomopategennich hiistic, funkei lektind
produkovanych jejich symbiotickymi bakteriemi

|

TELKi manEy

a molekulami podstatu dlouhovékosti viel

Vystupy vyzkumu:

= pravidelné se déastnime mezind rednich
kanferenci a publikujeme védecké Eldnky

v mezindrodnich éasopisech ]
+ vice infarmach na webu skuplny 3

Srovnavaci imunologie:

* v navaznosti na grantove projekty se taks
zabyvd me studiem piirozene imunity ryb a ptaka

&
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Rozpoznani Slozky imunity
patogenu
a aktivace

imunitni odpovédi

iFmuitni sypsbém

hrmyzu
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|
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Metody:

= pro stanoveni imunitnich parametrl vyuiivame
malekularneé biologickych, hiochemickych
a mikrobiologickych meted, pra fizenou expresi
genl vyuiivame genetickych technik.

= swételnd a fluorescencni mikroskopie
(hemocyty, fagocytoza, nodulace), luminometrie
(produkce  kyslikowych 2 dusikowych radikald,
antibakteridini  aktivita, antioxidacni  kapacita),
spektrofotometrie {biochemicka stanaveni Zivin,
aktivita antioxidacnich enzymi), behaviordini test
pomoci FIM Track aj.

Prakticky vyznam:

+ entomopatogenni  hlistive  se  wyuiiva)i pfi
biologicke ochrané plodin proti hmyzim Skideim

+ produkty entomopatogent se rkoumaji pro sve
potencidini farmaceuticke wyuFiti

+ bourec moruSovy je chovan Clovékem kvl
produkei hedvabi a studium imunity je dilezité ve
velkochovech ohroZenych patogeny

+ yéela medonosnd je nenahraditelny opylovac
a studium  wiivil oslabujicich  jeji imunity je
prakticky wwuZitelng ve vielarstyi

W
Pavel Hyrsl
E-mail: hyrsl@sci.muni.cz
Adresa: UKB, A36/123
Tel. 549494510
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Turun yliopisto
University of Turku
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University

MISSISSIPPI STATE

WNIVERSITY.

http://www.sci.muni.czfofiz/vyzkum/srovnavaci-imunologie/
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Ekofyziologie prirozené imunity ptdkd

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






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) - -







