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Uplatnenie vysledkov projektu

Vysledky ziskané studiom regulaénych peptidov nevyhnutnych pre vyvin a spravanie maju
teoreticky aj prakticky vyznam. Zakladné mechanizmy pésobenia tychto signalnych molekul
su podobné u vSetkych ZivoCichov vratane Cloveka. NaSe vysledky ziskané na modelovych
druhoch hmyzu prispievaju k objasneniu ucinku regulacnych peptidov na bunkovej aj
molekulovej urovni a preto je mozné ich publikovanie v kvalitnych zahrani¢nych ¢asopisoch
(Proc Natl Acad Sci USA, Cell & Tissue Res, Devel Biol). Endokrinny systém hmyzu je
intenzivne Studovany aj ako potencialny ciel pre zastavenie vyvinu hmyzich Skodcov a
prenasacov patogénov. Hlavny modelovy druh tohto projektu bol motyl priadka morusova,
predstavitel poCetnej a hospodarsky vyznamnej skupiny hmyzu. Metddy reverznej genetiky
neboli u motylov dostato¢ne zavedené a nami vyvinuté transgénne linie vyznamne rozsirili
moznosti Studia funkcie molekul podielajlcich sa na regulacii spravania a vyvinu.

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Identifikovali sme vySe 300 neurdénov a bunky primozgovej Zlazy produkujluce receptor pre
ekdyziotropny hormén (ETH) u motyla B. mori. Po prvykrat sme opisali expresiu dvoch
subtypov ETH receptoru pred zvliekanim do kukly a dospelého motyla. Kombinaciou
sekvenovania transkriptémov a bioinformatickych pristupov sme ziskali uceleny obraz o
regulagnych peptidoch a ich receptoroch v B. mori. Identifikovali sme tri nové gény pre
regulacné peptidy. Pomocou in situ hybridizacie , imunohistochemicky a/alebo cielenou
expresiou zeleného fluorescenéného proteinu (EGFP) sme analyzovali expresiu 47 génov pre
peptidy. Ziskali sme tak nové udaje o distribucii peptidov v bunkach produkujucich ETH
receptory a o produk&énych bunkach viacerych malo znamych peptidov. Identifikovali sme
regulacné oblasti peptidovych génov a overili ich funk&nost pomocou fuzie s EGFP a
propagacie v bakulovirusovom expresnom systéme. Devat prométorov bolo vybranych pre
cielenu expresiu molekularnych markerov v réznych typoch neuronov a buniek primozgove;j
Zlazy. Pomocou piggyBac transpozonu sme pripravili stabilné transgénne linie B. mori pre
konstitutivnhu ako aj asovo indukovatelnu expresiu molekularnych markerov. Systém pre
konstitutivnhu expresiu sa nam podarilo uspesne aplikovat pri analyze ulohy corazoninu pri
iniciacii zvliekania. Pre indukovatelnu expresiu génovych markerov sme pouzili binarny
systém GeneSwitch-UAS. Tento sme Uspesne otestovali pri Studiu kompetencie Inka buniek
pri vyluCovani ETH pri zvliekani dvojkridlovca D. melanogaster a pri Studiu neurosekrecnych
buniek regulujucich produkciu ekdysteroidov u motyla. Pripravili sme spolu 10 parentalnych
GeneSwitch a UAS linie, ktoré umoznia funkénu analyzu neurénov a organov u B. mori,
zastupcu hospodarsky vyznamnej skupiny hmyzu — motyfov.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

We identified more than 300 neurons and cells of corpus allatum producing receptor for
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ecdysisis triggering hormone (ETH) in the silkmoth Bombyx mori. Expression of two subtypes
of ETH receptor prior the pupal and adult emergence was described in Lepidoptera for the
first time. We obtained most complete list of regulatory peptides and their receptors in B. mori
combining in silico search and sequencing of transcriptomes. Moreover, we identified three
novel peptide genes. Expression of 47 genes coding for peptides was analyzed using in situ
hybridization, immunohistochemistry and targeted expression of EGFP. Our comprehensive
approach yielded new data on co-expression of peptides in cells producing ETH receptors
and on cells producing poorly-studied peptides. Next we identified regulatory regions of
peptide genes, which functionality was verified by a fusion with EGFP and manifestation in
baculovirus expression system. Nine promoters were subsequently utilized for targeted
expression of molecular markers in individual types of neurons and endocrine organs. We
used piggyBack transposon system for production of stabile transgenic silkworms with
permanent or inducible expression of markers. Using transgenic silkworms permanently
expressing corazonin receptor in Inka cells, we confirmed a role of corazonin in initiation of
ecdysis. To manipulate expression of molecular markers in transgenic insects we used binary
GeneSwitch-UAS system. This system was applied in functional study of competence of the
Inka cell to secrete ETH in D. melanogaster and in analysis of neurosecretory cells regulating
secretion of ecdysteroids in B. mori. We generated in total 10 parental GeneSwitch and UAS
lines, which enable functional analysis of individual neurons and organs in B. mori, a
representative of Lepidoptera, an insect group of economic importance.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.
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