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bezobratlého modelu Galleria mellonella

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv hmotnosti larvy, respektive jejiho
vyvojového stadia, na konecné vysledky po poddni vybrané davky DMSO.
V experimentdlni praci byl toxicky dopad DMSO na larvy hodnocen nejen z pohledu
mortality. Velkd pozornost byla vénovana i charakteristickym znak(m, které jsou v
prabéhu testl na larvach Galleria mellonella béiné pozorovany, jako stupen melanizace,
dopad na aktivitu a formovani zamotku.

Metody: Pro jednotlivé experimenty byly na zdkladé hmotnosti vytvoreny tfi testované
skupiny, vzdy po Sesti jedincich, jedna skupina larev s vdhou 250 + 10 mg, druha skupina
s vahou 350 + 15 mg a tfeti skupina o vaze 450 + 15 mg. Pomoci Hamiltonovy stfikacky
byl do kazdé larvy administrovan objem 10 pl testovaciho roztoku o pfislusné koncentraci
DMSO pfimo do haemocoelu pres posledni levou panozku. Administrovana byla Ctyfi
mnozstvi DMSO: 12,751 g DMSO/kg vahy larvy; 15,714 g DMSO/kg; 18,850 g DMSO/kg;
22,0 g DMSO/kg. Zahrnuty byly i dvé kontrolni skupiny, také vidy po Sesti jedincich.
Stejnym zplsobem bylo prvni kontrolni skupiné aplikovano po 10 pl ¢istého PBS a druha
skupina larev byla tvofena zastupci, ktefi nebyli podrobeni jakékoliv injekéni
administraci. Nasledné byly vSechny larvy vedené v experimentech (v celkovém poctu
108) inkubovany v termostatu v Petriho miskach pfi teploté 37°C. Po dobu 168 hodin
(vzdy po 24, 48, 96 a 168 hodinach od podani) byla pro jednotlivé larvy hodnocena
kritéria, pomoci kterych byl uréeno skére ,zdravi“ v rdmci hodnoceni HISS (bodovaci
systém pro hodnoceni viability larev). Smrt byla definovdna jako Uplnd ztrata
pohyblivosti, véetné stavu bez pohybu po stimulaci pomoci plastové Spicky.

Vysledky: Larvy vahové kategorie 350 + 15 mg vykazovaly nejvyssi miru preziti,
dokonce i pfi vy$Sich administrovanych davkach DMSO. Jedinci kategorie 250 + 10 mg
byli vici kategorii 350 + 15 mg méné odolné, avsak odolnéjsi nez larvy v kategorii 450 +
15 mg. Zjevné, skupina 450 + 15 mg vykazuje ve srovndani s ostatnimi vahovymi
kategoriemi nejmensi miru schopnosti preziti po expozici latkou DMSO.
Intrahaemocoelicka administrace by se dala povazovat analogickou k intravendézni
administraci u obratlovcl. U obojiho se jedna o administraci noxy do télni tekutiny
obéhové soustavy ZivoCicha. Avsak, pfi porovnani vsech tfi hodnot LDso po 24 hodindch
pro larvy G. mellonella s hodnotami akutni toxicity (vyjadrené jako LDso [g/kg], téZ po
24 hodinach), které jsou uvedené pro tfi rlizné zplsoby administrace vybranym



modelovym zvifatlim, je mozné si povSimnout jiného sméru. Hodnoty LDsg larev G.
mellonella po intrahaemocoelové administraci byly blizsi hodnotdm LDso po peroralni
administraci DMSO vybranym Zivocicham.

Zavér: Vyuziti larev G. mellonella jako modelového organismu pfinasi fadu vyhod. Cela
studie mize byt provedena i pfi nizkém finanénim rozpoctu. Mimoto larvy G. mellonella
jako Zivocisny model maji relativné univerzalni pouziti a hodi se na mnoho rliznych typu
studii. Jejich nespecificka slozka imunity se az prekvapivé podobd v fadé ohledech té
savci. VUCi nim se vSak G. mellonella nachazi na nizsi vyvojové urovni, diky cemuz dosud
neni pro jejich pouZiti v experimentech potifebné schvaleni etickou komisi. Vahova
kategorie larev 350 + 15 mg se jevila jako nejodolnéjsi, a to nezavisle na administrované
davce. Nejsenzitivnéjsi vsak byla vahova kategorie 450 + 15 mg. CoZ podporuje aplikaci
larev této hmotnosti do toxikologického screeningu, kdy je spiSe pfinosnéjsi se ve
studiich ztotoznit s falesné pozitivni vysledky nez s faleSné negativnimi. Tento pfistup
[épe umoini do ndslednych experimentll pro studium toxicity na jinych modelovych
organismech vymezit se toxickym latkam, které by zvifatim mohla zbytecné zpUsobit
znacné utrpeni az smrt. Mimoto, pro predbéZné studie neni Zadouci zahrnovat hodné
testovacich zvifat, musi se nahlizet na systém principG , Tfi R“ Pro toxikologicky screening
staci i méné pocetné skupiny, od kterych je snaha ziskat co moznd nejvice dat. Proto byl
pro tyto experimenty, kde jednu skupinu tvofilo pokazdé Sest jedinc(, zaveden skérovaci
systém HISS, diky ¢emuz bylo ziskano vice informaci o toxickém vlivu DMSO na testovaci
subjekty. Hodnoceni pomoci systému HISS se osvéddil jako velmi Sikovny ndstroj, se
kterym vystupy z experimentll mohou ziskat zcela jiny, pfinosnéjsi rozmér. Kromé
mortalitnich dat byly ziskany i komplexnéjsi poznatky o vlivu noxy na organismus larev.
Zavedeni toho systému umoznuje ziskat mnohem racionalnéjsi uhel pohledu na to, zda
ma byt dana latka podrobena dalsimu pokrodilému studiu toxického vlivu na vyssich
organismech.

Klicova slova: Galleria mellonella, in vivo toxicita, administrace léc¢iva, GM Health Index
Scoring Systém, dimethylsulfoxid, principy , Tfi R“, LDso, toxikologicky screening,
preklinické testovani, redukce
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Background: The aim of this diploma thesis was to monitor the influence of the weight
of the larvae, or rather its developmental stage, on the results after the administration
of selected doses of DMSO. In the experimental work, the toxic impact of DMSO on
larvae was evaluated not only from the point of view of mortality. Much attention was
also paid to the characteristic features that are commonly observed during tests on
Galleria mellonella larvae, such as the degree of melanization, the impact on activity
and cocoon formation.

Methods: For individual experiments, three test groups of six individuals each were
created based on weight, one group of larvae weighing 250 + 10 mg, the second group
weighing 350 + 15 mg and the third group weighing 450 + 15 mg. Using a Hamilton
syringe, a volume of 10 ul of the test solution with the appropriate concentration of
DMSO was administered to each larva directly into the haemocoel through the last left
proleg. The administered doses were: 12.751 g DMSO/kg larval weight; 15.714 g
DMSO/kg; 18.850 g DMSO/kg; 22.0 g DMSO/kg larval weight). Two control groups were
included. To the first control group has been administrated 10 ul of pure PBS, and the
second group consisted of larvae without any administration. Subsequently, all larvae in
the experiments (a total of 108 larvae) were incubated in a thermostat in Petri dishes at
a temperature of 37°C. For a period of 168 hours (every time after 24, 48, 96 and 168
hours after administration), the criteria used to determine the "health" score were
evaluated for individual larvae as part of the HISS (Health Index Scoring System)
evaluation. Death was defined as complete loss of mobility.

Results: The larvae in the 350 £ 15 mg weight category showed the highest survival
rates, even at the higher DMSO administered doses. The larvae in the 250 + 10 mg
category were less resistant to the 350 + 15 mg category, but more resistant than
larvae in the 450 + 15 mg category. Apparently, the 450 + 15 mg group shows the
lowest survival rate after exposure to DMSO compared to other weight categories.
Intrahaemocoelic administration could be considered analogous to intravenous
administration in vertebrates. Both involve the administration of noxa into the body
fluid of the animal's circulatory system. However, when comparing all three LDsg
values after 24 hours for G. mellonella larvae with acute toxicity values (expressed as
LDso [g/kg], also after 24 hours) given for three different routes of administration to



selected model animals, it is possible notice a different direction. The LDso values of G.
mellonella larvae after intrahaemocoelic administration were closer to the LDsg values
after peroral administration of DMSO to selected animals.

Conclusion: Employment of G. mellonella larvae as a model organism brings many
advantages. The entire study can be carried out even with a low financial budget. In
addition, G. mellonella larvae as an animal model are relatively versatile and suitable
for many different types of studies. Their innate immunity is in many points of view
surprisingly similar to mammal innate immunity. However, G. mellonella is at a lower
developmental stage, which is why their use in experiments does not require any
approval by the ethics committee. The larval weight category of 350 + 15 mg appeared
to be the most resistant, independently of the dose administered. However, the
weight category 450 £+ 15 mg was the most sensitive. Which supports the employment
of larvae of this weight in toxicological screening when it is more beneficial to identify
with false positive results than with false negative ones. This approach should enable
to study toxicity on other model organisms to identify toxic substances that could in
subsequent experiments unnecessarily cause significant suffering or even death to
animals. In addition, for preliminary studies it is not desirable to include a lot of
animals, the "Three Rs" system of principles must be observed. For toxicological
screening, even smaller groups are appropriate, then the aim is to obtain as much data
as possible. Therefore, the HISS scoring system was implemented for these
experiments, therefore much more information was obtained about the toxic effect of
DMSO on the test subjects. The HISS score system has proven to be very useful, and
the obtained data could acquire a completely different and more worthwhile way of
view. In addition to mortality data, more comprehensive information about the
influence of noxa on larval health could be also obtained. The HISS gives us an
opportunity to obtain a more rational point of view on toxicity of tested substances in
order to further toxicological studies on higher level animals.

Keywords: Galleria mellonella, in vivo toxicity, drug administration, GM Health Index
Scoring, dimethyl sulfoxide, The principles of 3 R’s, LDsg, toxicological screening,
preclinical trials, reduction
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G- 4

Teoreticka cast
Uvod

K zajiSténi bezpecné a uc¢inné humanni terapie je nutné, aby nové vyvijené lécivo
proslo postupné celou kaskadou testovani (preklinické a klinické zkousky). Nedilnou
soucdsti tohoto procesu jsou i preklinické studie, kdy se pro hodnoceni novych aktivnich
sloZzek IéCiv (API, active pharmaceutical ingredients) uplatiuji i Zivé organismy. Diky tomu
je mozné ziskat cennd data o toxicité API ¢i o efektivité APl v ramci Zivého systému, tedy
v systému in vivo. [1]

V soucasné dobé jsou v Evropské unii testy in vivo novych API stale obligatni.
Nicméné nejen z etickych didvodl se v soucasnosti klade znacny dliraz na hledani
alternativnich postupu, které redukuji vyuzivani Zivocicht jako pokusnych model(i. Navic
i ve védé hraji velkou roli finance. Je vSeobecné znamo, Ze s vyuZzitim pokusnych zvifat se
poji znac¢né financni ndklady. Mimoto je prace zatizena rovnéz administrativné.
Uplatnéni zvifat pro vyzkumné ucely se neobejde bez schvaleni pfislusnou etickou
komisi.

Proto fada vyzkumnik( vyviji nejen metody plné nahrazujici Zivé tvory, ale néktefi
badaji i po alternativach ze svéta ZivocCichl, na nichz by byly pokusy eticky pfijatelnéjsi.
Jsou hledany druhy nizsSich vyvojovych stupni, které maji fadu podobnosti k savéim
modelim, diky kterym poskytuji adekvatné hodnotna data, a to s minimem financnich
nakladl a bez nutnosti schvalovani studii etickou komisi.

Jednou z potencionalnich variant jsou pravé larvy hmyzu Galleria mellonella (G.

mellonella).

1. Studium toxicity IéCiv na zvirecich modelech

Neni pochyb o tom, Ze pouziti zvifat za Uucelem predikce toxicity pro ¢lovéka
prispélo k neséetnému mnozstvi vyznamnych pokrokli v mediciné. | pres casto
diskutovanou etickou problematiku, aplikace zvifecich modell k posouzeni miry
nebezpedi a rizika pro ¢lovéka jsou i nadale standardem ochrany lidského zdravi. [2]

Preklinické testovani toxicity odhaluje u hodnocené nové ucinné latky jeji

druhové, organoveé i davkove specifické toxické ucinky. Toxicitu latek Ize pozorovat mimo
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jiné pravé i expozici in vivo na pokusnych zvifatech. Preklinické testovani toxicity pomaha
vypocitat nejvyssi koncentraci nebo mnozstvi latky, pfi kterém se u exponované populace
neprojevi zadné zjistitelné nepfiznivé ucinky. Tyto studie jsou potfebné k zahdjeni
klinického hodnoceni hodnocenych produkt(. [3]

Toxicitou rozumime schopnost latky poskozovat Zivy organismus. Zavisi tedy
nejen na fyzikdlné—chemickych vlastnostech latky, ale i zpUsobu vstupu latky do
organismu, metabolismu latky, ¢etnosti poddni, davce apod. V preklinickych studiich se
pravé hodnoti mira rizikovosti testované latky. V rdmci testd na toxicitu je zasadni
kvantifikovat hranici, kdy uZ je dana latka pro vybrany organismus toxickd. Na zvitecich
modelech je mimo jiné bézné stanovovat hodnoty LDsp (median lethal dose, stfedni
smrtelna davka). [4]

Podle délky poddavani Iéku se preklinické studie toxicity déli zpravidla na akutni
toxicitu, subakutni toxicitu, subchronickou toxicitu a chronickou toxicitu. Ne vSechny
testy jsou zaméreny jen na stanoveni LDsp, fada toxikologickych studii je zamérena na
specifictéjsi otdzky, jako je napriklad cytotoxicita (schopnost poskozovat buriky),
mutagenita (schopnost zpUsobit zmény v genetickém materidlu), karcinogenita
(schopnost zpUsobit rakovinu) a teratogenita (schopnost zplsobovat vrozené vady u
plodu). Provéfuji se nejen efekty bezprostiedné po jednordzové ddavce, ale i po
opakované administraci. [5]

Za poslednich nékolik desetileti védci vyvinuli a zavedli standardizované
protokoly pro testovani k zajiSténi spolehlivych védeckych metod k ziskavani vysoce
kvalitnich dat. Testy toxicity jsou navrZeny tak, aby minimalizovaly rozptyl, zkresleni a

potencial pro falesné pozitivni a faleSné negativni vysledky. [5]

2. Smérnice a zasady OECD

Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD, Organisation for
Economic Co-operation and Development) je mezindrodni organizace, ve které zastupci
z ekonomicky a prlmyslové nejvyspélejSich zemi svéta spolupracuji na hledani reseni
spolecnych problém, vyvijeni globalnich standard(, sdileni zkuSenosti a vytvareni
osvédcéenych postupd. [6, 7]

V ramci své ¢innosti souvisejici s chemickou bezpecnosti vydala OECD nékolik rad,

rozhodnuti a doporuceni. Nejzndméjsi z téchto publikaci je Smérnice OECD pro testovani
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chemickych latek. Jedna se o souhrn mezinarodné uznavanych standardnich metod pro
pramysl, akademickou sféru, statni sprdvu a pro ty, ktefi se podileji na testovani a
hodnoceni chemickych latek. Navic dochdzi k jejich pribéinému rozsifovani, revizi a
aktualizaci, aby implementovala soucasné pokroky ve védé a technice. [6]

Dalsi, neméné dullezitou smérnici, je Smérnice OECD o zdsadach spravné
laboratorni praxe (dale jen SLP). V nich je popisovan proces vSech ¢innosti souvisejici
s preklinickymi studiemi, nejen jejich provadéni, ale napfiklad i postupy nalezité
dokumentace. U¢elem SLP je podpofit ziskavani kvalitnich Gdajii. Srovnatelnost dat je
zdkladem pro vzajemné uznavani udaji mezi jednotlivymi zemémi. Pokud jednotlivé
zemé mohou spoléhat na Udaje zjisténé v jinych zemich, je mozno vyhnout se dvojimu

zkouseni. [7, 8]

3. Princip ,,T¥i R“

Uz v roce 1959 byl publikovan eticky princip ,Tfi R“ jakoZto soucdst knihy dvojice
britskych védcl, Russel a Burch, s ndzvem ,The Principle of Humane Experimental
Technique”. Zasady ,Tfi R“ se brzy staly nedilnou souédsti SLP a zahrnuji pojmy:
Replacement, Reduction a Refinement. [9, 10]

Princip Replacement (Cesky: nahrazeni) vede k preferovani organismi nizsich
vyvojovych Urovni; u kterych se pfedpoklada nizsi mira vnimani bolesti. Jedna se vsak
pouze o relativni pojeti. Absolutni alternativou pokusnych zvifat mohou byt napftiklad
jednotlivé organy, frakcionované bunky, ale i ¢im dal populdrnéjsi matematické ¢i 3D
modely. Myslenkou Reduction (Cesky: sniZzeni poctu) je minimalizovat pocet pokusnych
zvitat a snazit se maximalizovat mnozstvi ziskanych dat z experimentl. Nakonec, princip
Refinement (Cesky: zjemnéni) spociva v hledani a aplikaci metod, béhem kterych budou
pokusné subjekty co nejméné trpét, vnimat bolest apod. Navic by se po celou dobu

experimentl mélo zamezit vzniku nadmérného stresu u pokusnych zvirat. [9, 10]

4. Zavijec voskovy

ZavijeC voskovy (lat. Galleria mellonella L., fad Lepidoptera, ¢eled Pyralidae) je
drobny, nevzhledny motyl, jenzZ je rozsiten témér po celém svété. Jeho vyskyt je vazany
specificky na mista, kde jsou vcCeli uly. Jedna se totiz o parazita vCelstev. Larvy G.
mellonella (Galleria mellonella) se totiz Zivi véelim voskem, zakladni stavebni slozkou
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plastvi ulG. Nicméné, zdrava silnd vcelstva jsou schopna se s ptipadnym napadenim
vyporadat. AvSak velstva jsou ¢asto oslabovana chorobami, chemickymi postfiky plodin
a fadou dalSich vlivd [11, 12]. BéZné se vyskytuji v opusténych nebo prazdnych ulech,
dale v mistech, kde se skladuji véeli plastve ¢i samotny vosk. Mimoto je lze nalézt i
v hnizdech ¢melaka ¢i vos [13].

Navzdory Spatné povésti, bylo pro larvy G. mellonella nalezeno pozoruhodné
uplatnéni, a to nejen jako krmivo pro jiné druhy Zivocich(i. Nes¢etné vyzkumnych skupin
si zvolilo pravé larvy G. mellonella za jejich in vivo modelovy organismus pro svou
védeckou c¢innost. Pfineslo jim to totiZ celou fadu vyhod.

Pro zacatek, leckoho oslovi nizké pofizovaci ndklady ¢i malé a skladné rozméry
larev. Relativné snadno se s nimi manipuluje. Jsou v nes¢etné ohledech velmi nendrocné,
proto je lze chovat celoro¢né na umélé stravé. K odchovu neni potireba, tedy az na

inkubator, Zddné specialni vybaveni. Navic se na jejich pouziti obecné nevztahuiji eticka

hlediska a neni nutné zadat o schvaleni etické komise.
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4.1. Zivotni cyklus Galleria mellonella se zaméfenim na larvalni
stadium
Zivotni cyklus zavije¢e voskového se pfilis neodliuje od jinych druhl motyld.
Zacina vajickem, pokracuje larvou, ktera se nasledné zakukli (Obrazek 2). Po reorganizaci

télnich struktur se z kukly lihne imago (dospély jedinec). U G. mellonella se jednd o

pfeménu dokonalou, kdy se larva zcela nepodoba vylihlému dospélému jedinci. [15-17]

Obrazek 2: Vyvojova stadia G. mellonella: vajicka (1), pfiblizné deset dni stara larva (2),
pfiblizné dvacet dni stara larva (3), dvacet pét aZ tficet pét dni stara larva (4 a 5), priblizné
Ctyficet dni stara larva (posledni stadium larvy) (6), kokon a kukla (7 a 8), imago (9). Pro
nazornost poutzita ilustrace od Jorjdo et al., 2018 [16].

Délka celého Zivotniho cyklu je variabilni a odviji se zejména od podminek
vnéjsiho prostredi (zejména teploty a humidity). Pokud jsou idealni, G. mellonella m(ize
za pfiznivych projit kompletnim Zivotnim cyklem za 8 az 12 tydn( [18].

Co se tyCe samotného larvalniho stadia G. mellonella, béiné se v odborné
literature uvadi sedm instar( (Obrazek 3). Stejné jako u doby Zivotniho cyklu, tak i doba
larvalniho stadia zavisi na zajisténych podminkach chovu. Mimoto se jedna o jedinou fazi
Zivota zavijeCe voskového, kdy je schopen prijimat potravu. Larvy rostou velmi rychle. Za
pfiznivych vnéjsich podminek prostredi a pfi snadné dostupnosti potravy jsou larvy
schopny po dobu prvnich deseti dni od vylihnuti denné zdvojnasobit svou velikost. [19—
21]

ZavijeCi jsou schopni prekonat i méné pfiznivé podminky, jako je nedostatek
potravy. Larvy maji posléze sklony ke kanibalismu, kdy se slabsi jedinci stanou potravou
pro silnéjsi jedince. Tato situace muZe nastat i v pribéhu experimentl. Na konci
sedmého instaru larva prestava prijimat potravu. Zaroven u téchto jedincl dochazi k radé
metabolickych zmén. Pomoci snovacich Zlaz kolem sebe zaéne tvofit kokon, v némz se

nasledné zakukli, aby u ni probéhl proces metamorfdzy. [16, 22]
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e,

a) Nakladena vajitka b) Prvniinstar c} Druhy instar

| =
d) Tretiinstar e) Ctvrty instar f) Paty instar
g) Sesty instar ] Sedmy instar ij Kokon

Obrazek 3: Vybrana vyvojova stadia G. mellonella: a) vajicka kratce po nakladeni, b) larva v
prvnim instaru, c) druhy instar, d) tfeti instar, e) Ctvrty instar, f) paty instar, g) Sesty instar, h)
sedmy instar, g) kokon. Pfevzato a upraveno z publikace od Desai et al., 2019 [20].

4.2. Galleria mellonella jako alternativa k béznym zvirecim
modeltim ve vyzkumu léciv

Pouzivani larev G. mellonella jako modelovy organismus ma rfadu vyhod. Vyhoda
tohoto druhu netkvi jen v jeho univerzalnim poutziti, ale i v jeho nizkych pofizovacich
nakladech. Ve srovnani s cenou napfiklad potkan( ¢i mysi jde o zanedbatelné vydaje.
[23]

Kromé nizké pocdatecni investice mize nemalo vyzkumnik( oslovit i podobnost
k nespecifické slozce imunity savcu [24]. AvSak vici témto obratlovclm se G. mellonella
nachdazi na nizsi vyvojové urovni, diky cemuz neni dosud potrebné schvaleni experimentt
a vyzkumu s vyuzitim hmyzich model( etickou komisi.
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Mezi dalsi nezanedbatelné vyhody lze zafadit i jednoduchy odchov, dostatecné
velké rozméry pro intraperitonealni administraci, kratky reprodukéni cyklus, moznost
zaradit velky pocet jedincl v ramci jednoho experimentu, aniz by to vyZadovalo vétsi

naroky na prostor [23]. Do vyctu lze uvést i nizsi spotfebu krmiva ¢i pouzitych chemikalii.

Tabulka 1: Vybrané ptiklady vyhod a limitaci aplikaci larev G. mellonella jako Zivocisného
modelu ve studiich.

Vyhody Limitace

Zivocich nizsiho zoologického Fadu.
Analogie imunitniho systému larev
k vrozené imunité savcU

Zivotichové vy$Sich fadu mohou
vykazovat jiné vysledky

Malé rozméry, skladnost, nendrocny
chov, kratky reprodukéni cyklus, velky
pocet odchovanych jedincl

Vnitrodruhova predace

Nizké pofizovaci a jiné finan¢ni naklady

Larvy od komerénich dodavatell nejsou
zpravidla standardizované

Neni potfeba administrativnich krok( —
schvéleni experimentu etickou komisi

V budoucnu muze byt nutné schvalovani
experiment( etickou komisi

Relativné velké larvy umoznuiji
snadnou manipulaci; velky objem
hemolymfy, velké tukové téleso

Vysoka tolerance larev k fenolickym
slouc¢eninam (napfiklad: theaflaviny,
epikatechiny) [25]

MozZnost celoro¢niho chovu, prospivani
na umélé strave, za konstantnich

Parazit vcelich Uld, nutnd opatrnost pfi
manipulaci, aby nedoslo k jejich uniku

podminek. Dobfe snasi teplotu i okolo
37 °C.

Pravé diky kratkému reprodukénimu cyklu a snadnému odchovu lze v kazdém
experimentu pouzit velky pocet larev, coz usnadnuje ziskani dostatec¢né relevantnich
farmakokinetickych a farmakodynamickych udaji. Navic ve studii Thomas et al., 2013
[26] tvrdi, Ze tato data mohou pfimo korelovat s farmakokinetickymi a
farmakodynamickymi Udaji, které byly zjistény u lidi. Nicméné Hill et al., 2014 [27] uvadi,
ze farmakokinetické a farmakodynamické udaje ziskané od zvifecich modell maji velkou
variabilitu. Proto podle Hill et al., 2014 [27] tato data nemaji pfilis pfinosnou hodnotu.

| presto je nutné dodat, Ze uplatnéni velkého poctu jedincl v ramci experimentu
je v rozporu s principy ,Tfi R“. Princip redukce totiz spociva v pouzivani co nejmensiho

poctu zvifat pro vyzkumné ucely. [10]
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Klasickymi nesav¢imi modelovymi organismy pouzivanymi pro biologicky vyzkum
jsou napftiklad hlistice Caenorhabditis elegans [28] a ovocnd muska Drosophila
melanogaster [29]. Oproti nim maiji larvy G. mellonella nesmirnou vyhodu. | pfesto, ze
jejich teplotni optimum je 28-30°C, jsou larvy G. mellonella schopné prezZivat i pfi
teplotach lidského téla, tedy i pfi teploté 37°C [30] (Caenorhabditis elegans: 15-25°C
[28], Drosophila melanogaster: 11-32°C [29]). Cetné studie potvrzuji, ze mikrobialni
agens vyuziva obdobnych mechanism v rdmci patogeneze a virulencnich faktort jako u
lidi ¢i jinych obratlovcd, naptiklad mysi [31, 32]. Coz je jeden z davodd, proc€ jsou larvy G.
mellonella vhodné pro studie patogeneze rliznych mikroorganismu.

Navic imunitni systém larev G. mellonella je funkéné a strukturné znacné
podobny vrozenému imunitnimu systému savc(. Tohoto poznatku lze pak rovnéz vyuzit
napfiklad vramci studii role sloZzek nespecifické imunity pfi rlznych infekénich
procesech. [17]

Tak jako jiné druhy hmyzu, ani larvy G. mellonella nedisponuiji klasickou adaptivni
slozkou imunity [17]. Nicméné, pravé absence adaptivni slozky imunitniho systému se ve
skutecnosti fadi mezi jednu z mnoha vyhod, kterou G. mellonella vyzkumnikiim pfinasi.
TudiZ je moziné pouzivat larvy G. mellonella jako modelovy organismus ve studiich, kdy
se zkoumaji interakce mezi hostitelem a patogenem, schopnost patogenu vyvolat
onemocnéni, a to bez rusivé slozky adaptivni imunity [33]. Vhodnych modelovych
organismU pro tyto studie neni mnoho.

V poslednim vyvojovém stadiu jsou larvy G. mellonella schopny bézné dosahnout
rozmér( délky okolo tfi centimetr(. Diky této velikosti lze na nich relativné snadno
provadét intraperitonedlni administrace testovanych sloucenin. Z naSich zkuSenosti
vime, Ze slozenim diety Ize dosdahnout i vétSich rozmérU. S takovymi larvami se snaze

manipuluje, coZz mlZe zvysit bezpecnost prace pfi injekéni aplikaci testovanych substanci.
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Tabulka 2: Porovnani G. mellonella s jinymi experimentalnimi (nesavéimi) modely na zakladé vybranych parametrt. PfeloZeno a upraveno z Champion
et al., 2018 [34]. *) upraveno ze zdroje Simdes et al., 2021 [35].

Cely Experimenty Presné Imunitni Pofizovaci

organismus pfi 37 °C davkovani systém cena
2D bunécné kultury (jednovrstevné) ne ano ano ne stfedni
3D bunécné kultury ne ano ano ne vysoka
Caenorhabditis elegans (had'atko obecné) ano ne ne ano nizka
Panagrellus redivivus (hadatko Zivorodé) ano ano ne ano nizka
Danio rerio (danio pruhované) ano ne ano ano vysoka
Drosophila melanogaster (octomilka obecna) ano ne* ne ano nizka
Galleria mellonella (zavijec¢ voskovy) ano ano ano ano nizka
Manduca sexta (lisaj tabakovy) ano ano ano ano nizka




4.3. Potrava larev Galleria mellonella

Jak bylo uvedeno vyse, larvalni stadium je jedind faze Zivota zavijece voskového,
kdy je schopen pfijimat potravu.

Ve svém pfirozeném prostredi se larvy po vylihnuti zacnou krmit pfitomnym
voskem a postupné dochdzi k destrukci struktury plastvi, resp. Glu. Larvy se déle Zivi
medem, pylem, kokony ¢&i jinymi ¢asteckami, které ulpély na povrchu pldstvi. Larvy G.
mellonella maji navic sklon ke kanibalismu, k jevu vSak u nich dochazi zvlasté v pripadé
nedostatku potravy. [22, 36]

Od vyse uvedenych poznatkd se odviji i sloZzeni krmiva chovanych zvirat.

Nejjednodussi variantou diety pro larvy G. mellonella je samotny vceli vosk. Sice
je jim tak poskytovdna nejpfrirozenéjsi potrava, avSak samotny vceli vosk neni zrovna
nejlevnéjsi surovinou na trhu. Larvy mohou byt dlouhodobé udrzovany na umélé stravé
skladajici se z medu, vosku a obilnych produktl. Mimoto, vznikla i fada umélych diet,
z nichZ nékteré dokonce ani neobsahuiji véeli vosk, jako ¢asto uvadéna dieta od Bronskill,
1961 [37] ¢i od Jones et al., 2002 [38]. Ani v umélé dieté od vyzkumné skupiny Graham
et al., 2013 [39] nebyl pouZit vceli vosk. Pozoruhodnd je vSak tim, Ze v jejim sloZeni
figuruje krmivo, granule, pro psy.

Slozeni umélé vyzivy v souhrnu mlze zdsadné ovlivnit nejen rlst, hmotnost Ci
rychlost Zivotniho cyklu, ale i odolnost vici cizorodym noxam [20]. Jorjao et al., 2018 [16]
prokdzali, Ze sloZeni stravy ma vyznamny vliv na imunitni systém larev G. mellonella.
Podobnym tématem se ve své praci zabyvali Siva-Jothy & Thompson, 2002 [40]. Dosli k
zadvéru, Zze nedostatek potravy mize snizit aktivitu imunitni odpovédi. Nicméné ve studii
Krams et al., 2015 [41] tvrdi, Ze naopak velmi vysokoenergetickd strava sice mulze
podpofit rychly rozvoj télesné hmotnosti, zato vSak muze negativné ovlivnit imunitni

systém larev.

4.4. Imunitni systém Galleria mellonella

Je vSeobecné znamo, Ze bezobratli ZivoCichové, G. mellonella nevyjimaje,
postradaji imunitu ziskanou (adaptivni) a jsou tak zcela odkdzani na pfirozenou
(vrozenou) imunitu. | presto je imunitni systém hmyzu schopen hrat klicovou roli pfi

udrZovani homeostdzy a prevenci nemoci a infekci. [42, 43]



Imunitni systém G. mellonella se sklada z télnich bariér, bunécnych a humordlnich
mechanismu. Vrozené imunitni reakce jsou nespecifické, avsak jsou Siroce distribuovany
po celém téle. Nékteré z projevll vrozené obrany schopnosti hmyzu, resp. G. mellonella,

a savcl jsou po funkéni strance az prekvapivé analogické. [17]

4.4.1. Télni bariéry

Prvni prekdzku pro cizorodou noxu predstavuje vlastni povrch téla zavijecl
voskovych. Jejich exoskelet plsobi doslova jako bariéra branici vstupu patogenu. Kutikula
je zpevnéna chitinem. Tento polysacharid se vyznacCuje znacnou pevnosti a nizkou
hmotnosti, navic je odolny vici vodé i radé chemickych latek. Mimo chitinu se jejich
kutikula skladd i z mnoha proteind s antimikrobidlnimi vlastnostmi. [18]

Ani vnitfni struktury larev G. mellonella neposkytuji ptiznivé podminky pro
patogeny. Uvnitf trachey je nizkd vlhkost a celkové nedostatek Zivin pro pfipadnou
kolonizaci mikroorganismy. Kutikula neni jedinym mistem, kde se chitin u larev vyskytuje.
Pfedni i zadni ¢ast stfeva je také vyztuzena chitinem. Mimoto, biochemické podminky ve
stfevé, jako je pH a travici enzymy, opét komplikuji osidleni patogennimi mikroorganismy.
Zaroven vlastni mikrobiom larev se vyznamné podili na jejich obranyschopnosti. [17]

| presto muze dojit k pfekonani vySe popisovanych anatomickych bariér, kdy se
nasledné aktivuji sofistikovanéjsi soucasti imunity larev, bunééné a humoralni imunitni

odpovédi.

4.4.2. Bunécna imunitni odpovéd’

| presto, Ze se slozky bunééné a humoralni imunity hmyzu popisuji jako kazda
zvlast, v organismus dochazi kjejich vzajemnému prekryvani. Mnoho humoralnich
plUsobkd ovliviiuje buné¢nou imunitni odpovéd, naopak fada soucdsti bunécné imunitni
odpovédi je zdrojem nékterych humoralnich molekul. [44]

Bunécénd imunitni odpovéd je u G. mellonella zprostfedkovana specializovanymi
burnikami hemolymfy, tedy plasmatocyty, granulocyty a oenocytoidy. Nachazeji se volné
v hemolymfé nebo jsou pfipojeny k vnitfnim organim. Mezi mechanismy, které se
uplatiuji v ramci bunééné imunitni odpovédi patfi: fagocytdza, enkapsulace a nodulace.

[17, 44]
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Fagocytdza je pravé jednim z nazornych priklad(i analogie vrozené imunity hmyzu
a savcll. Dochazi pfi ni k rozpoznani patogenniho mikroorganismu haemocytem pfimou
interakci jeho povrchovych receptorli s molekulami patogenu nebo nepfimo, po
opsonizaci patogenu pusobky (opsoniny) humordlni slozky imunity, ¢imzZ dojde ke zvySeni
efektivity fagocytdézy [45, 46]. Po pohlceni patogenu se pro jeho zniceni uvnitf
fagocytujici buriky uplatfiuje tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS), ale i jinych vysoce
reaktivni metabolitd, napfiklad oxidu dusnatého (NO) [47].

Pokud dojde k rozsahlejsSimu napadeni patogeny, prestava fagocytdza dostacovat
a je potreba, aby urcité haemocyty spolu zacaly kooperovat [48]. U druhu G. mellonella
byly popsany dva takové mechanismy, a to nodulace a enkapsulace [17].

Pti nodulaci dochazi v hemolymfé k agregaci volné cirkulujicich hemocytl. Okolo
patogennich mikroorganismu se za¢nou shlukovat hemocyty, ¢imzZ se kolem ného vytvori
kulovité téleso tvorené vrstvou bunék, kde jsou patogeny uzavieny. Patogeny se
nasledné nemohou Sifit dal v organismu. Nemusi se vZdy jednat jen o mikroorganismy,
nodulaci podléha i jiny cizorody materidl podobné velikosti. [17, 48]

Enkapsulace je relativné obdobny proces jako nodulace. | zde je cizorody material
oddélen od vnitiniho prostfedi agregovanymi haemocyty a poté vystaven cytotoxickym
pUsobkim haemocytl. Enkapsulace se nicméné uplatiiuje na vétsich cilech, jako jsou
prvoci, hlistice a vajicka Ci larvy parazitického hmyzu v hemolymfé, ale i nebiogenni latky
(sklo, uméla hmota, latex). [50, 51]

Posléze u obou mechanism{, jak pfi nodulaci, tak enkapsulaci, dochazi v okoli ke
zvySeni mnozstvi haemocytli s enzymatickou aktivitou [51]. Nejcastéji dochazi
k melanizaci vytvorenych mnohobunéénych shlukd pisobenim fenoloxidazy. Tudiz se zde

uplatiuje humoralni slozka imunitni odpovédi. [44, 48]

4.4.3. Humoralni imunitni odpovéd’

Jak jiz bylo zminéno vyse, bunécnd a humoralni imunitni odpovéd' ¢asto byvaji na
sebe navazujici procesy.

Nicméné, humoralni odpovéd zajistuji zejména specialni buriky hemolymfy, které
jsou schopné vytvaret a uvolfiovat do hemolymfy humoralni pasobky imunity, napriklad

opsoniny, antimikrobidlni peptidy (AMP), melanin, extraceluldrni nukleové kyseliny ci
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produkty proteolytickych kaskad (koagulacni, fenoloxidazova), které imobilizuji nebo
zabijeji patogenni mikroorganismus. [31, 52, 53]
Pro Ucely této prace bude blize popsana pouze jedna proteolytickad kaskada, a to

fenoloxidazova.

4.4.4. Fenoloxidazova kaskada

Aktivace hmyzi fenoloxiddzové kaskady je svymi principy analogicka ke
komplementovému systému savcl. Fenoloxiddza (PO), nazyvana téZ tyrosindza, je
enzym, jenZ oxiduje fenolické latky na chinony, které ndsledné polymerizuji az na
melanin. PO je v hemolymfé pfitomna nepretrzité, a to ve své neaktivni formé jako
proenzym (zymogen) zvany profenoloxidaza (proPO). Proto je moiné se setkat i s
oznacenim profenoloxiddzova kaskada. U larev G. mellonella je proPO syntetizovana v
burikdch hemolymfy zvanych granulocyty a oenocytoidy. Pomoci proteolytickych
enzymU dochdzi k preméné neaktivni profenoloxiddzy (proPO) na jeji aktivni formu. [53,
54]

Tuto imunitni reakci, zvanou melanizace, tedy doprovazi tvorba hnédého az
¢erného pigmentu, ktery se hromadi uvnitf larvy. Ze zacatku se povrch larvalni kutikuly
pokryje nékolika ¢ernymi skvrnami, avSak spolu s progredujici infekci pfibyva pocet
tmavych skvrn. Pokud se imunitni systém larvy s infekci nevyporada, dojde k celkovému
z€ernani larvy a k jejimu umrti. [54]

Pozoruhodné je, Ze k vyraznéjsi melanizaci dochazi v dorzalni oblasti larvy, kde se
nachazi jeji ,srdce”. Jde o misto, kde se zaroven vyskytuje nejvice haemocyt(, které se
podileji na imunitni odpovédi, tudiz je zde ¢asto pozorovana i nejvyssi mira melanizace
larvy. [55]

Podle miry zabarveni larvy, resp. podle mnozstvi ulozeného melaninu uvnitf larvy,
Ize hodnotit jeji zdravotni kondici (viz 9.4) [56]. Nicméné i samotné méreni aktivity PO
mUze slouZit jako parametr k hodnoceni toxicity chemickych substanci na larvach G.

mellonella [57].

4.5. Hemolymfa a jeji bunécné komponenty

Hemolymfa (synonymum krvomiza) je extracelularni tekutina podobna krvi

obratlovcl, kterd cirkuluje uvnitf téla bezobratlych, pfi¢emZ omyva organy oteviené
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cévni soustavy hmyzu. Jednd se nejen o médium pro hromadnou translokaci Zivin,
hormonU a jinych Zivotné dulezitych latek, ale je zdroven mistem plsobnosti sloZzek
imunitniho systému [58]. Hemolymfa je citlivym markerem zmén v organismu hmyzu,
tudiz maze byt ve vyzkumu cennym zdrojem informaci [59]. Nicméné oproti krvi
zivocCichll hemolymfa neni uréena k transportu kysliku, jelikoz dychaci soustava hmyzu je
zprostfedkovdna vzdusnicemi (trachejemi) [58].

Dle Boman & Hultmark, 1987 [60] by mélo v hemolymfé hmyzu, tedy i larev G.
mellonella, cirkulovat Sest typl haemocytl: plazmatocyty, granulocyty, sférulocyty a
oenocytoidy, prohaemocyty a koagulocyty. Méreni hustoty haemocytl (pocet
haemocytl na ml hemolymfy) a preziti larev G. mellonella mizou slouzit jako indikatory
patogenity studovanych infek¢nich Cinitell [61, 62].

Plazmatocyty a granulocyty jsou nejcastéjSimi a nejpocetnéjSimi burikami
hemolymfy u larev G. mellonella. Plazmatocyty a granulocyty zajistuji hlavni
imunologickou bunéénou obranu. Ve studii Wu et al, 2016 [63] predstavovaly
granulocyty pfiblizné 20 % vSech haemocytl v larvalnim stadiu G. mellonella, pfi¢emz
plazmatocyty dokonce 60 %. Pocentualni rozloZzeni haemocytli se v pribéhu vyvojovych
stadii méni. [63]

Nasledujicim typem haemocytu jsou prohaemocyty, které jsou prekurzory jinych
typl bunék, plazmatocytl. Dalsi, koagulocyty, jak jiz jejich pojmenovani napovida, se
podilejici na koagulaci hemolymfy. Granulocyty, oenocytoidy a spherulocyty zajistu;ji
sekre¢ni a zasobni funkce. Pficemz pravé oenocytoidy se Ucastni fenoloxidazové kaskady,
podileji se na zneSkodnéni patogenl a spolu s koagulocyty i na aktivaci koagulani

kaskady. [64]
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Obrazek 4: Pét typld haemocytlti v hemolymfé larev G. mellonella: a) prohaemocyty (PR), b)
granulocyty (GR), c) plazmatocyty (PL), d) spherulocyty (SP), e) oenocytoidy (OE). Barveni dle
Giemsy. Zdroj: Mohamed et al., 2022 [65].

4.6. Tukové téleso

Tukové téleso hraje velmi dlleZitou roli v detoxikaci, dale v hormonalni regulaci,
reprodukci a metabolismu hmyzu. Jedna se spiSe o obecny nazev pro tkan, ktera vypliuje
prostory mezi organy hmyzu. U larev G. mellonella je tukové téleso naZloutlé barvy.
Sklada se z bunék, trofocytl a oenocytd, jejichz podil je proménlivy v pribéhu vyvoje
jedince. Dale byl prokazan v tukovém télesu hmyzu i vlastni mikrobiom. Podatilo se iden-
tifikovat bakteridlni kmeny rod0 Bacillus, Arsenophonus, Lactococcus, Asaia, Entero-

coccus, Streptococcus a Carnobacterium. [66]
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Nadto, tukové téleso plni také vyznamnou roli vimunitnim systému hmyzu [67].
VétSina proteind, které sehrdvaji ulohu vimunitnim systému tohoto hmyzu, je

syntetizovdna pravé v tukovém téle, zejména v larvalnich stadiich [68].

5. Dimethylsulfoxid

PFi testovani toxicity IéCiv byvd mnohdy znac¢nou komplikaci jejich nizka
rozpustnost ve vodé. Jednou z moznosti, jak zvysit solubilitu (rozpustnost) dané |écivé
latky, je pfidani vhodného kosolventu. Ve farmaceutickém primyslu je DMSO jednim z
nejbéznéjsich rozpoustédel, ale i kosolventl pro rozpousténi Iék, které vykazuji nizkou
solubilitu ve vodé ¢i fyziologickém médiu pro studie in vitro ¢i in vivo. [69]

Dimethylsulfoxid (DMSO) je velmi jednoduchd organickd slouéenina siry. Cisty
DMSO je za pokojové teploty ¢ird, bezbarva az Zluta kapalina. Toto skupenstvi si
zachovava v Sirokém rozmezi teplot. Bod varu DMSO je pfi 189°C, avSak tuhne uz pfi 18,5
°C. Diky svym dalSim fyzikdlné-chemickym vlastnostem, se fadi mezi polarni aproticka
rozpoustédla. Nezfidka se u ného muiZeme setkat i s pfizviskem "univerzalni
rozpoustédlo". Diky nému je mozné rozpustit mnoho organickych sloucenin, i z fad
polymera. [70]

DMSO sam o sobé vykazuje jistou farmakologickou aktivitu, jako jsou
antiflogistické, analgetické, diuretické a sedativni Ucinky. DMSO je schopen vychytavat
volné hydroxylové radikaly, ¢imz lze vysvétlovat jeho protizanétlivé, kryoprotektivni,
kryopreservacni, radioprotekéni ¢i antiischemické vlastnosti. [71]

DMSO se vyznacuje i schopnosti snadno pronikat klzi. S vyhodou se tak ve
farmaceutickém prdmyslu pouziva pro zvyseni prostupu léciv skrz kizi neboli jako
akcelerant transdermalni permeace. [72, 73]

Dostupné udaje naznacuji, Zze DMSO ma nizkou jak akutni, tak i chronickou
toxicitu [74, 75, 76, 77]. Dle Suay-Garcia et al., 2019 [75] Ize DMSO pouzit jako kosolvent
az do 30 % (v/v), aniz by se projevil jeho toxicky vliv na larvy G. mellonella.

Co se tyce projev toxicity u lidi, expozice velkym mnozstvim DMSO m{iZe vyvolat

zCervenani, svédéni az paleni kliZze, bolesti hlavy, nevolnost ¢i zavraté [74].
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Experimentalni cast

6. Seznam pomucek a materialli

6.1.

6.2.

6.3.

Pomucky

Petriho misky (Gamedia, Ceskd republika)

Pipety (Fisher Scientific, s.r.o., Ceska republika)

Laboratorni Spicky (Eppendorf, Némecko)

Zkumavky (Gamedia, Ceska republika)

Hamiltonova mikrostfikacka (Hamilton microsyringe, Némecko)
Sterilni injeké¢ni filtr 0,2 pl (VWR, USA)

Injekéni stiikacka 20 ml (Becton a Dickinson, USA)

Material

Fosfatovy pufrovaci fyziologicky roztok (PBS, Merck, Némecko)
Ethanol (Penta, Ceskd republika)
DMSO (Merck, Némecko)

Pristrojové vybaveni

Laminarni box (ESCO, Singapur)

Termostat (Binder, Némecko)

7. Pracovni hypotéza:

mordlné lépe akceptovatelny Zivoc¢isSny model pro in vivo toxikologické studie, oproti

napriklad savcim. Nicméné, mezi metodikami rlznych vyzkumnych skupin byvaji i

Larvy G. mellonella jsou povaZovany za alternativni, ekonomicky vyhodnéjsi a

nemalé rozdily v metodickych pfistupech.

vysledky tykajici se toxicity byl zvolen DMSO. Jedna se o jedno z nejbéinéjsich
rozpoustédel ve farmaceutickém sektoru. Diky nému lze rozpustit fadu organickych
sloucenin vcetné sacharidl, polymerd, peptidd, stejné tak i mnoho anorganickych soli.

Navic je toto rozpoustédlo vSeobecné povaZovano za velmi malo toxickou latku.

Pro studium vlivu hmotnosti (vyvojové faze) larev G. mellonella na ziskané
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Proto DMSO figuruje v fadé védeckych publikaci, toxikologické studie na larvach
G. mellonella nevyjimaje. Presto je aZz prekvapujici, jak moc se metodiky vyzkumnych
skupin, kde se jak larvy G. mellonella, tak i administrované mnozstvi DMSO, rizni.

Odlisnosti v cilové koncentraci DMSO v administrovanych davkach jsou relativné
opodstatnitelné, jelikoz pfidani DMSO do roztoku umozniuje zvySeni rozpustnosti jinych
zkoumanych, testovanych chemickych latek. Vlastni testované substance maji rlznou
solubilitu, proto se v publikacich uvadi i rizné findlni koncentrace DMSO v roztocich.
Cetné jsou roztoky 5 % (v/v) DMSO v PBS [24, 79] & 10 % (v/v) DMSO v PBS [23, 76, 80,
81]. Nicméné, obcas se lze setkat s mnohonasobné vyssimi findlnimi koncentracemi
DMSO [23, 80].

Co se tyce intrahaemocoelické administrace, rdzni se i administrované objemy
roztokll. Nejbéznéjsi je objem odpovidajici 10 pl [23, 76, 79, 80, 81], presto je moiné
narazit i na dvojnasobné mnozstvi (20 pl) [24] ¢i jen na administrovani pouze 1 ul [82].

Studie se také znacéné rzni ve velikostech a hmotnostech testovacich larev, coz
ovliviiuje i vysledné mnoZstvi DMSO na kilogram Zivé vahy, viz Tabulka 3.

Pro ramec téchto experimentu byla vyselektovana zvirata o tfech hmotnostnich
kategoriich: 250 + 10 mg, 350 + 15 mg, 450 £ 15 mg. Zvoleny byly Ctyfi findlni davky
DMSO v PBS vztazené na 1 kg Zivé vahy larvy: 12,751 g DMSO/kg vahy larvy (pro larvy
vahy 350 + 15 mg jde 0 40 % (v/v) DMSO v PBS), dale 15,714 g DMSO/kg vahy larvy (pro
larvy vahy 350 * 15 mg jde o 50 % (v/v) DMSO v PBS), 18,85 g DMSO/kg vahy larvy (pro
larvy vahy 350 + 15 mg jde 0 60 % (v/v) DMSO v PBS) a 22,0 g DMSO/kg vahy larvy (pro
larvy vahy 350 + 15 mg jde o 70 % (v/v) DMSO v PBS).

Jednim z hlavnich cill prace bylo vyhodnotit toxicitu ¢tyf vybranych cilovych
davek DMSO na larvach G. mellonella o tfech vahovych kategorii a stanovit hodnotu
stredni letdlni davky (LDsp). Dalsim ukolem bylo v experimentu zavést index hodnotici
zdravi jedince, tzv. HISS (the Health Index Score System) a ndsledné zhodnotit efektivitu
a prinosy zavedeni hodnoticiho kritéria HISS. Mapovani HISS dovoluje detailnéji
nahlédnout do dopadl na zdravotni stav larev po administraci testovaciho roztoku, nez
je pouhé rozlisSeni mezi zivou a mrtvou larvou v ramci sestavovani tzv. Kaplan-Meier

Ill

»survival” krivek. Zaroven cilem prace bylo posoudit vliv odliSnych hmotnosti larev na

vysledky experimentu.
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Tabulka 3: Srovnani vybranych publikaci, kde byl provérovan i toxicky efekt DMSO na larvach G. mellonella. Byly zvoleny parametry: finalni
koncentrace DMSO v roztoku [%, v/v], hmotnost larev [mg], administrovany objem [pul], mnoZstvi DMSO na kilogram Zivé vahy larvy [g/kg] a instar.

STUDIE Koncentrace Hmotnost Administrovany = MnozZstvi DMSO na  Instar
DMSO v roztoku larev [mg] objem [ul] kilogram Zivé vahy
[%, v/v]
Coates et al., 2019 [24] 5% 3104 mg 20 pl 3,55 Posledni instar
Ignasiak et al., 2017 [23] 10% 305+15mg | 10l 3,6 Paty instar
50 % 18,03
Enrico Allegra et al., 2018 [80] 10% 200 mg 10 i 5,5 Neuvedeno
30% 16,5
50 % 27,5
80 % a4
Moya-Andérico et al., 2021 [81] 10% 225+25mg | 10l 4,89 Posledni instar
Suay-Garciaa et al., 2019 [78] 10% 300+20mg | 10l 3,67 Posledni instar
20% 7,33
30% 11,0
Zhang et al., 2014 [82] 20 % 250+25mg | 1pl 0,88 P4ty instar
Emery et al., 2019 [70] 5% 250+10mg | 10l 2,2 Posledni instar
350 + 15 mg 1,57




8. Podminky experimentt pro urceni vlivu vahy larev
Galleria mellonella v ramci studia toxicity in vivo

8.1. Odchov larev Galleria mellonella

Odchov zvifat probéhl v biologické laboratofi Katedry biologickych a Iékarskych
véd na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Larvy byly krmeny
umélou stravou, viz Polova, 2019 [85], a chovany ve tmé v termoboxu pfi 29°C. Aby bylo
dosazeno co nejkvalitnéjSich a nejrobustnéjsich larev, byla aplikovana dieta dle Haydaka
[83] s drobnymi zménami, viz Tabulka 4 a postup viz Polova, 2019 [85]. Tato skladba diety

se osvédcila i u dalsich experiment( [14, 84, 85, 86].

Tabulka 4: SloZeni diety dle Haydaka [83] pro odchov hmyzu Galleria mellonella

Slozeni: Mnozstvi

PSeni¢nd mouka 22 g
PSenicny Srot 22 g
Kukufic¢ny Srot (polenta) 44 g
Susené plnotucné mléko 22¢g
Glycerin 22 ¢
Veeli med 22 ¢
VEeli vosk 35¢g
Susené inaktivované kvasnice 11g
Voda 40 ml

8.2. Priprava testovacich roztokli DMSO

Vybrané koncentraci DMSO [% (v/v)] byly pfepoéteny na gramy DMSO na
kilogram Zivé vahy larev pro vdhovou kategorii 350 £ 15 mg. Vznikly tak davky ¢tyfi findlni
davky DMSO v PBS vztazené na 1 kg Zivé vahy larvy: 12,751 g DMSO/kg vahy larvy (pro
larvy vahy 350 + 15 mg jde 0 40 % (v/v) DMSO v PBS), dale 15,714 g DMSO/kg vahy larvy
(pro larvy vahy 350 + 15 mg jde o 50 % (v/v) DMSO v PBS), 18,85 g DMSO/kg vahy larvy
(pro larvy vahy 350 + 15 mg jde 0 60 % (v/v) DMSO v PBS) a 22,0 g DMSO/kg vahy larvy
(pro larvy vahy 350 + 15 mg jde o 70 % (v/v) DMSO v PBS).



Za Ucelem dosazeni totozné davky DMSO [g/kg] i u zbylych vdhovych kategorii
(250 + 10 mg a 450 + 15 mg), byla sloZeni jednotlivych testovacich roztok( prepocitana
a pripravena pro kazdou davkovou skupinu zbylych vahovych kategorii zvlast.

Ptiprava PBS byla provedena dle instrukci vyrobce, kdy se jedna tableta nechala
rozpustit ve 200 ml ¢isténé vody. Nasledné byla provedena filtrace pfres filtr s porozitou
0,2 um.

VSechny testovaci roztoky byly pfipraveny postupem, kdy po rozpusténi
pozadovaného mnozstvi DMSO v PBS byly jednotlivé roztoky prefiltrovany pres filtr

s porozitou 0,2 um.

8.3. Postup experimentu

Pro experimenty byli vybrani pouze plné vitalni, krémové zbarveni jedinci s
pozadovanou vahou. V ramci jednotlivych experiment(i byly vytvoreny tfi testované
skupiny, vZdy po Sesti jedincich, jedna skupina larev s vdhou 250 + 10 mg, druha skupina
s vahou 350 + 15 mg a treti skupina o vaze 450 + 15 mg.

Pomoci Hamiltonovy mikrostrikacky byl do kazdé larvy administrovan objem 10
ul testovaciho roztoku o pfisluSném mnozstvi DMSO na kg vahy zvifete pfimo do
haemocoelu pres posledni levou panozku, viz . Administrovany byly davky: 12,751 g
DMSO/kg vahy larvy), 15,714 g DMSO/kg vahy larvy, 18,850 g DMSO/kg vahy larvy), 22,0
g DMSO/kg vahy larvy.

Do experimentU byly zahrnuty také i dvé kontrolni skupiny. Kazdou z nich tvorily
tfi podskupiny dle vdhovych kategorii (250 + 10 mg, 350 + 15 mg a 450 + 15 mg), také po
Sesti jedincich (celkem ns =36 larev). Stejnym zpUsobem, jako testovacim skupindm, bylo
prvni kontrolni skupiné aplikovano po 10 pl Cistého PBS a druha kontrolni skupina larev
byla tvofena zdastupci, ktefi nebyli podrobeni jakékoliv injekéni administraci.

Nasledné byly vSechny skupiny larev vedené v experimentech, véetné obou
kontrolnich skupin, v celkovém poctu 108 jedinc(, inkubovany na Petriho miskach spolu
s krmivem v inkubatoru pfi teploté 37°C.

Po dobu 168 hodin (vidy po 24, 48, 96 a 168 hodinach od podani) byla pro
jednotlivé larvy hodnocena kritéria, pomoci kterych byl uréeno skére ,zdravi“, v ramci

hodnoceni HISS. Jednotliva kritéria a jejich bodové ohodnoceni viz Tabulka 5.
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Obrazek 5: Administrace roztoku o objemu 10 pl pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky pres
posledni levou panozku larvy Galleria mellonella. Fotografii poskytnula dr. Kone¢na

vvs

Obrazek 6: BliZSi pohled na intrahaemocoelovou administraci pomoci béZné injekéni stfikacku
pres posledni levou panoZku. V porovnani s Obrazkem 5 je zjevné, Ze vyuziti Hamiltonovy

mikrostFikacky v této praci je vlci larvam mnohem Setrnéjsi. Zdroj obrazku Mukherjee et al.,
2011 [86].
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Obrazek 7: Foto-ilustrace pro hodnoceni melanizace na zakladé bodovaciho systému indexu
zdravi (HISS). (A) bez melanizace; (B) <3 skvrny na béiovém téle (Cervené Sipky ukazujici
skvrny); (C) 23 skvrny na béZovém téle, ¢asto tvorici tmavy pruh na hibetu larvy; (D) Cerné
skvrny na hnédém téle; (E) kompletni melanizace (Cerné télo). Zdroj: Torres, et al. (2020) [88].

Obrazek 8: Foto-ilustrace pro hodnoceni formovani zamotku na zakladé bodovaciho systému
indexu zdravi. V horni poloviné obrazku larva s ¢aste¢nym zamotkem. V dolni poloviné obrazku
piny kokon larvy. Zdroj: Ménard et al., 2021 [89].
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Tabulka 5: Kritéria pro hodnoceni zdravotni kondice larev pomoci zavedeni systému HISS (the Health Index Score System), pfevzato z Loh et al., 2013
[56].

PARAMETR SKORE
Aktivita (pohyb) Bez aktivity 0
Minimalni aktivita aZ po stimulaci 1
Normalni aktivita az po stimulaci 2
Normalni aktivita, bez stimulace 3
Formovani zamotku Zadné 0
Casteény zamotek 0,5
PIny zdmotek 1
Melanizace Kompletni melanizace (¢erné télo) 0
Cerné skvrny na hnédém téle 0
23 skvrny na béZzovém téle 2
<3 skvrny na béZzovém téle 3
Bez znamek melanizace 4
Preziti Smrt 0
Preziti 2




Obrazek 9: Foto-ilustrace ze ctyr fotografii. A) cCervenou Sipkou vyznacena kompletné
melanizovana larva; B) cervené Sipky znazoriuji larvy s melanotickymi skvrnami na hnédém
téle, Zluté Sipky ukazuji na larvy s vice jak tfremi skvrnami na béZzovém téle, zelena Sipka znaci
larvu s méné jak tfemi skvrnami na bézovém téle; C) cervenou Sipkou vyznacena larva se
dvéma melanotickymi lozisky, zelenou Sipkou oznacena larva bez melanizace, Zluta Sipka
zvyraziuje Castecné vytvoreny zamotek; D) charakteristické projevy melanizace na hibeté,
respektive btisku, larev, tedy v misté vyskytu ,srdce” larvy, kde je nejvyssi koncentrace
haemocytt. Obrazky poskytnula dr. Klara Konecna.



Obrazek 10: Larva v kokonu (€ervena Sipka) v porovnani s larvou, co jesté nevytvofila ani
Castecny zamotek (zelena Sipka), zluté Sipky znaci krmivo. Foto poskytnula dr. Konecna.

Obrazek 11: Larvy, jenz uz formuji své zamotky (oranzové Sipky). Foto poskytnula dr. Konecna.
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9. Vysledky

9.1. Zpracovani a hodnoceni ziskanych dat pomoci Kaplan-
Meier krivek

Kaplan-Meier kfivky poskytuji informace o preZziti larev po administraci konkrétni
davky DMSO s hodnocenim urcitého ¢asového obdobi po podani.

V rdmci Grafl 1-3 jsou zpracovana data pro jednotlivé vahové kategorie larev po
administraci rdznych cilovych davek DMSO. Jak je z Graf(i 1-3 patrné, po 24 hodinach od
administrace nebylo ani v jedné vahové kategorii dosazeno LDso, a to pro vSechny
administrované davky.

Pti druhém odectu, tedy 48 hodin po administraci, bylo dosazeno LDsg v prvni
vahové kategorii (250 + 10 mg) a to ve skupiné s nejvyssi administrovanou davkou
odpovidajici 22,0 g/kg DMSO, coZ je vidno z Grafu 1. Z Grafu 3 je mozné vycist, Ze
hodnoty LDso bylo dale dosazeno také ve treti vahové skupiné (450 + 15 mg), a to po
administraci davky 18,85 a 22,0 g/kg Zivé vihy

Jak je dale patrné z Grafu 1, v 96. hodiné od administrace bylo dosazeno LDsg
v prvni vahové skupiné (250 + 10 mg) po administraci 18,85 g/kg. Dale také ve skupiné
vahové kategorie 450 + 15 mg s cilovou davkou 15,714 g/kg Zivé vahy, coz dokazuje Graf
3.

Pfi poslednim odectu,168 hodin po administraci, bylo dosazeno LDso v prvni
skupiné také u dvou zbyvajicich skupin, tedy skupin po administraci cilové davky 15,714
a 12,571 g/kg (Graf 1).

Ve skupiné 350 + 15 mg pak doslo k dosaZeni LDso u vSech testovanych podskupin
pravé az na konci experimentu (168 hodin od administrace), coz lze vycist z Grafu 2.
Nicméné, jak je vidno z Grafu 3, ve skupiné vahové kategorie 450 + 15 mg
s administrovanou cilovou davkou 12,571 g/kg nedoslo k dosazeni LDsp ani v tomto ¢ase
(168 hodin od administrace).

Zjevné, skupina 450 + 15 mg vykazuje ve srovnani s ostatnimi skupinami
nejmensi miru preziti po expozici latky (DMSO) ve vyssich koncentracich. Naopak nejvyssi

miru preziti pak vykazuje skupina 350 + 15 mg.



Vahova kategorie larev: 250 mg

100T—— - ------------------- 0
| 12,571 g/kg
| = l 15,714 g/kg
S ' -« 18,85 g/kg
;-E- 504 22,00 g/kg
é’ | -G+ Administrace PBS
Bez administrace
0 [ | L |
24 48 926 168

Doba po administraci [hod.]

Graf 1: Hodnoceni pfeziti larev vahové skupiny 250 + 10 mg p¥i rliznych administrovanych davkach DMSO. K vyjadfeni zavislosti v grafické podobé
byla zvolena Kaplan-Meier kfivka (program GraphPad Prism 9.5.1). Pocet jedincd na jednu skupinu = n; = 6. Celkem jedincii na experiment — ns=36.



Vahova kategorie larev: 350 mg

10— ——————----------- 0
l 12,571 g/kg
| \ 15,714 g/kg
9 - . -4~ 18,85 g/kg
;-E- BO A 22,00 g/kg
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Doba po administraci [hod.]

Graf 2: Hodnoceni preziti larev vahové skupiny 350 * 15 mg pfi rtiznych administrovanych davkach DMSO. K vyjadfeni zavislosti v grafické podobé
byla zvolena Kaplan-Meier kfivka (program GraphPad Prism 9.5.1). Pocet jedincl na jednu skupinu = n; = 6. Celkem jedincii na experiment — ns=36.



Vahova kategorie larev: 450 mg

1009 o
‘ 12,571 glkg
' 15,714 g/kg

< A~ 18,85 g/kg
;-E- 5O A 22,00 g/kg
&’ | -+ Administrace PBS
Bez administrace
- ¥
0 I : x ]
24 48 96 168

Doba po administraci [hod.]

Graf 3: Hodnoceni preziti larev vahové skupiny 450 + 15 mg pfi rliznych administrovanych davkach DMSO. K vyjadieni zavislosti v grafické podobé
byla zvolena Kaplan-Meier kfivka (program GraphPad Prism 9.5.1). Pocet jedincd na jednu skupinu = n; = 6. Celkem jedincii na experiment — ns=36.
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9.2. Stanoveni LDso (median lethal dose, stfredni smrtelna
davka)

Stfedni smrtelnd davka (LDso) v toxikologii ¢i experimentalni farmakologii
oznacuje mnozstvi noxy (mg/kg, resp. g/kg), pri kterém do urcité doby dojde k imrti 50

Pro Ucely této prace byly pro stanoveni LDsg zvoleny tfi doby odectu: 24, 48 a 168
hodin od jednordzové administrace. Dle naseho ustanoveni, hodnota LDso pro odecet po
24 hodindch reflektuje akutni toxicitu, LDso po 48 hodindch subakutni toxicitu a LDsg po
168 hodindch naopak chronickou toxicitu. Terminy akutni, subakutni a chronicka toxicita
pro larvy G. melonella nejsou v literatute timto zpisobem definovany.

Analyzou ziskanych dat z experimentd v programu GraphPad Prism 9.5.1 byly

obdrZzeny hodnoty LDso pro danou dobu odectu (Tabulka 6, Grafy 4-6).

Tabulka 6: Vyhodnoceni LDso larev G. mellonella po intrahaemocoelové administraci DMSO
(horni ¢ast tabulky). LDso byla hodnocena po 24, 48, a 168 hodinach. Pro ilustraci jsou ve spodni
Casti tabulky uvedeny také hodnoty LDso po 24 hodinach pro jind modelova zvifata (mys,
potkan), zdroj: National Institute of Occupational Safety and Health (NIOSH) [104]. Legenda:
(i.v.) = intravendzni administrace; (p.o.) = perordlni administrace; (i.p.) = intraperitonealni
administrace.

Vahova kategorie LDso [g/kg]
e po 24 hodinach po 48 hodinach po 168 hodinach
250110 mg 25,93 22,0 11,87
350+15 mg 29,75 19,66 15,71
450115 mg 22,30 18,15 13,27

LDso [g/kg]
Druh Zivotigného modelu po 24 hodinch

(p.0.)

Mus musculus (mys domaci) 5,75 16,5-21,4 2,5
Rattus norvegicus (potkan obecny) 5,36 14,5-28,3 8,2

Jak je patrné z Grafu 4, kde jsou data prezentovdna pomoci kfivky nelinedrni

regrese, téZ z Tabulky 6, nejvyssi LDso po 24 hodinach od administrace byla zaznamendana

vV



vahové kategorie larev 450 + 15 mg, a to 22,30 g/kg, coz je o necelych 7,5 g/kg (priblizné
o Ctvrtinu) méné neZ u vahové kategorie 350 + 15 mg. Za zminku také stoji, Ze hodnota
LDso pro kategorii 250 + 10 mg (25,93 g/kg), se pohybovala témér presné mezi
hodnotami LDso pro predeslé dvé vahové kategorie.

Intrahaemocoelové administrace by se dala povaziovat analogickou
k intravendzni administraci u obratlovcl. U obojiho se jednd o administraci noxy do télni
tekutiny obéhové soustavy Zivocicha. AvSak, pfi porovnani vsech tfi hodnot LDsp po 24
hodinach pro larvy G. mellonella s hodnotami akutni toxicity (vyjadrené jako LDso [g/kg],
téZ po 24 hodinach), které jsou uvedené pro tfi rizné zplsoby administrace vybranym
modelovym zvifatlim, je mozné si povsimnout jiného sméru. Hodnoty LDso larev G.
mellonella po intrahaemocoelové administraci byly spiSe blizsSi hodnotdm LDso po
peroralni administraci DMSO vybranym Zivocichlm.

Pti odectu LDso po 48 hodindch (Graf 5 a Tabulka 6), byla zaznamenana nejvyssi
LDso byla opét dosazena u vahové kategorie 450 + 15 mg (18,15 g/kg). Mezi vsemi tfemi
hodnotami LDsp vypoctenych pro tento ¢as, véetné kategorie 350 + 15 mg (19,66 g/kg),
nebyly Zddné markantni rozdily. Rozdil hodnot mezi LDsg pro kategorie 450 + 15 mg a 250
+ 10 mg byl 3,85 g/kg a rozdil mezi 350 + 15 mg a 250 + 10 mg ¢inil 2,34 g/kg.

Na konci experimentu bylo opét vyhodnoceno jiné poradi (Graf 6 a Tabulka 6).
larev 250 + 10 mg (11,87 g/kg). Naopak nejvyssi LDso byla zaznamenana, tak jako z odectu
po 24 hodinach, u vahové kategorie 350 + 15 mg (15,71 g/kg). Rozdil hodnot mezi LDso
pro kategorie 350 + 15 mg a 450 + 15 mg byl 2,44 g/kg (15,53 %) a rozdil mezi 350 + 15
mg a 250 + 10 mg Cinil 3,84 g/kg, tudiz LDso pro 250 + 10 mg byl o necelou ¢tvrtinu (24,44

%) mensi nez hodnota pro kategorii 350 + 15 mg.
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Graf 4: Stanoveni LDsp po intrahaemocoelové administraci DMSO larvam G. mellonella tii vahovych kategorii. Hodnoceni LDsy 24 hodin od
administrace DMSO. Grafy byly zpracovany pomoci programu GraphPad Prism 9.5.1.
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Graf 5: Stanoveni LDsp po intrahaemocoelové administraci DMSO larvam G. mellonella tii vahovych kategorii. Hodnoceni LDs, 48 hodin od
administrace DMSO. Grafy byly zpracovany pomoci programu GraphPad Prism 9.5.1.
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Graf 6: Stanoveni LDsy po intrahaemocoelové administraci DMSO larvam G. mellonella tf¥i vahovych kategorii. Hodnoceni LDsp 168 hodin od

administrace DMSO. Grafy byly zpracovany pomoci programu GraphPad Prism 9.5.1.



9.3. Median preziti

Median preZiti (median survival time) je kalkulovana c¢asova velicina, ktera
odpovida preziti 50% jedincu, a je pocitana pfi sestavovani Kaplan-Meier kfivek pomoci
statistického programu. V nasem pfipadé vyjadiuje pravdépodobnou dobu po
administraci urcité ddvky DMSO, kdy se ocekava, Ze polovina testovanych jedinct (larev)
ze skupiny bude jesté naZivu.

Hodnoty medianu preziti byly vypocitany pres ,simple survival analysis” (prosta
analyza preZiti) v programu GraphPad Prism 9.5.1, a to vZdy pro kazdou administrovanou
davku v rdmci jednotlivych vdhovych kategorii. Pro zddnou z kontrolnich skupin nebyla
hodnota medidnu preziti programem stanovena (nedochazelo k dhynu larev), dokonce
ani pro skupinu 450 + 15 mg s davkou DMSO 12,571 g/kg. Ani v jednom pfipadé nebyl
median preziti krat$i nez 48 hodin. Hodnoty vSech medianu preziti larev jsou zndzornén

v Tabulce 7.

Tabulka 7: Median preziti v zavislosti na administrované davce DMSO a na hmotnosti jedince
stanoveny programem GraphPad Prism 9.5.1.

Median preziti

Davka DMSO [g/kg]

Vahova kategorie

12,571

15,471

18,85

22,0

250+ 10 mg 168 h 168 h 96 h 72 h
350+ 15 mg 168 h 168 h 168 h 168 h
450 £ 15 mg Nedefinovano 132 h 48 h 48 h

Jednou z forem interpretace dat z experiment( bylo i jejich zpracovani v podobé
zavislosti preziti larev tfi riznych vdhovych kategorii na administrované davce (Grafy 7-
10). Z nich byly stanoveny i pfislusné mediany preziti.

Jak je zjevné z Kaplan-Meier kfivek z Grafu 7, pfi administrované ddavce
odpovidajici koncentraci 12,571 g/kg byla jako nejodolnéjsi skupina larev o vaze 450 *
15 mg. V tomto pripadé doslo k Uhynu pouze jedné larvy ze Sesti, a to az po 96 hodinach
od administrace. Median preziti nebyl pro tuto skupinu, jak bylo zminéno vyse,

definovan (Tabulka 7). Pro zbylé dvé skupiny o mensich vahach byly mediany preziti jiz



definovany. V Tabulce 7 je u obou uvedena dokonce stejnd hodnota, a to 168 hodin.

Nicméné, jak je vidno z Grafu 7, skupina larev stfedni vahy (350 + 15 mg) byla v{ci

evvs
evvs

Z Grafu 8 je vidét, Ze do 96 hodin od administrace mnozstvi DMSO 15,714 g/kg

|ll

probihaly ,survival“ kfivky pro larvy druhé a tfeti vdhové kategorie (350 £ 15 mg a 450 +
15 mg) stejnou cestou. Avsak od 96. hodiny véetné lezela kfivka pro prvni a druhou
vahovou kategorii (250 + 10 mg a 450 + 15 mg) na sobé. Jak je vidno z Tabulky 7, mediany
preziti byly stejné jak pro prvni, tak pro druhou hmotnostni kategorii. Konkrétné 168
hodin. Krat$i median preziti byl definovan pro kategorii 450 + 15 mg jako 132 hodin (viz
Tabulka 7).

Po administraci mnozstvi DMSO 18,85 g/kg, jejimuZ znazornéni je vénovan Graf
9, se jiz vyraznéji projevuje vyssi citlivost skupiny larev o vaze 450 + 15 mg. Krivka této
mg). Ve 48. hodiné byl vSak evidovan velky propad u kfivky larev 450 + 15 mg, kterd v 96.
hodiné konci na nule. Nicméné u kfivky nejnizsi hmotnostni kategorie je vidén znacny
propad aZz v 96. hodiné, kdy konci na nule. Pokud jde o kfivku pro kategorii 350 + 15 mg,
ta vykazuje relativné obdobny charakter a pfislusny median preziti je v Tabulce 7 opét na
hodnoté 168 hodin.

Pro Uplnost, mediany preziti pfi ddvce DMSO 18,85 g/kg jsou v Tabulce 7 uvedeny
jako 96 hodin pro kategorii 250 + 10 mg a jako 48 hodin pro kategorii 450 + 15 mg.
V tomto pfipadé je index medianu preziti skupiny 350 £ 15 mg 1,75ndsobny oproti
skupiné 250 + 10 mg a vUci skupiné 450 *+ 15 mg se jedna dokonce o 3,5nasobek.

| pfes administrovani nejvyssiho mnozstvi DMSO v experimentech (22,0 g/kg), jak
je vidno z Grafu 10, vykazovala kfivka skupiny larev o vaze 350 + 15 mg stabilni trend
v porovnani s predeslymi kfivkami této vahové kategorie na nizSich administrovanych
vahdach. Median pfreziti larev této skupiny byl opét definovan jako 168 hodin. U zbylych
dvou skupin byly programem vypocitany medidny preZiti jako 72 hodin pro kategorii 250
1+ 10 mg a jako 48 hodin pro kategorii 450 £ 15 mg. Index medianu preziti skupiny 350 +
15 mg je zde 2,33nasobny oproti skupiné 250 + 10 mg a vici skupiné 450 + 15 mg se opét

jedna o 3,5nasobek.
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V souhrnu, jak vyplyva z Tabulky 7, po administraci DMSO v jakékoli davce byl
medidn preziti pro larvy vahové kategorie 350 + 15 mg vidy stejny, a to 168 hodin.
OdliSovaly se vSak hodnoty pro ostatni vdhové kategorie, 250 + 10 mg a 450 + 15 mg. U

nejvyssi vahové kategorie (450 + 15 mg) dosahovaly mediany preziti nizSich hodnot nez

evvs

avvs

tedy z Grafu 7, tak je mozné z Graf(i 8-10 vyvodit nasledujici tvrzeni. Larvy vahové
kategorie 350 + 15 mg vykazovaly nejvy$si miru preZiti, dokonce i pFi vysSich
administrovanych ddvkach. Jedinci kategorie 250 + 10 mg byli vici kategorii 350 + 15 mg
méné odolni, avsak odolnéjsi nez larvy v kategorii 450 + 15 mg. Zjevné, skupina o nejvyssi

vaze (450 * 15 mg) vykazuje ve srovnani s ostatnimi skupinami nejvyssi citlivost, pokud

vvvvvv
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Administrovana davka: 12,571 g/kg
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Graf 7: Hodnoceni preZiti larev rliznych vahovych skupin pfi administrované davce DMSO = 12,571 g/kg. K vyjadreni zavislosti v grafické podobé byla
zvolena Kaplan-Meier kfivka (program GraphPad Prism 9.5.1). Pocet jedincti na jednu skupinu — n; = 6 (Celkovy pocet jedincli na experiment — ns=30).



Administrovana davka: 15,714 g/kg
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Graf 8: Hodnoceni preZiti larev riznych vahovych skupin pfi administrované davce DMSO = 15,714 g/kg. K vyjadreni zavislosti v grafické podobé byla
zvolena Kaplan-Meier kfivka (program GraphPad Prism 9.5.1). Pocet jedincti na jednu skupinu — n; = 6 (Celkovy pocet jedincli na experiment — ns=30).
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Administrovana davka: 18,85 g/kg

100
_ l 250 + 10 mg
: ! l ~- 350+ 15 mg
9 ? -4 450 £ 15 mg
1 B
>9_’ }
o _ &
- | l
0 | | 0 |
24 48 96 168

Doba po administraci [hod.]

Graf 9: Hodnoceni preZiti larev riznych vahovych skupin pfi administrované davce DMSO = 18,85 g/kg. K vyjadfeni zavislosti v grafické podobé byla
zvolena Kaplan-Meier kfivka (program GraphPad Prism 9.5.1). Pocet jedinc( na jednu skupinu — n; = 6. Celkovy pocet jedincii na experiment — ns=30.



Administrovana davka: 22,0 g/kg
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Graf 10: Hodnoceni preziti larev rliznych vahovych skupin pfi administrované davce DMSO = 22,0 g/kg. K vyjadfeni zavislosti v grafické podobé byla
zvolena Kaplan-Meier kfivka (program GraphPad Prism 9.5.1). Pocet jedincl na jednu skupinu — n; = 6. Celkovy pocet jedincii na experiment — ns=30.
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9.4. Skorovaci systém HISS (Health Index Score System)

Datové vystupy z hodnoceni pfi zavedeni systému HISS byly vypracovany dvojim
zpUsobem: horizontalnimi sloupcovymi grafy (Graf 11-28) a spojnicovymi grafy (Graf 29-
34).

Horizontdlnimi sloupcovymi grafy, tedy Graf 11-28 jsou prezentovana jednotliva
skore pro kazdé testovaci zvife zvlast, tedy pro vSech 108 larev v celém experimentu,
véetné dvou kontrolnich skupin, a to ve vSech ¢tyrech dobdach odectu.

Jak je vidno z téchto grafickych prezentaci, nejvétsi rozdily pfi vyhodnocovani
experimentu pomoci skérovaciho systému HISS byly vypozorovany u parametru
formovani zdmotku. Mensi odchylky byly zaznamenany i v aktivité.

Primérné skére vychazi ze souctu viech jednotlivych hodnot skére HISS kazdého
jedince skupiny, véetné uhynulych larev, ktery byl vydélen poctem sledovanych jedincu,
téz v¢etné uhynulych, ve vybrané dobé odectu. Larvy, které byly jiz dfive vyhodnoceny
jako mrtvé, nejsou jiz v navazujicich dobdach odectu zahrnuty do vypoctu.

Pro nékoho muze byt prekvapivé, zZe pro tyto experimenty byl pouzit velmi maly
pocet jedincll na jednu skupinu (ni = 6). Cilem této prace bylo z vysledkid od co
nejmensiho poctu pouzitych zvifat ziskat maximum dat. | proto zde byl zaveden
skérovaci systém HISS, diky ¢emuz bylo obdrzeno mnohem vice informaci o toxickém
vlivu noxy na testovaci subjekty. Cim je tato prace v souladu s jednim z princip@ ,T¥ R“

zvanym redukce.



9.4.1. Vahova kategorie 250 £ 10 mg

9.4.1.1. Odecet po 24 hodinach

Jak je patrné z Grafu 11, k thynu larev (vZdy po jedné larvé) doslo po 24 hodinach
u skupin s administrovanou davkou DMSO odpovidajici 15,714 a 18,85 g/kg larvy.

MUZe se zdat zarazZejici, Ze nedoslo k Uhynu u skupiny s nejvétsi administrovanou
davkou (22,0 g/kg), na dané véci mlze mit vliv zafazeni nizSiho poctu larev do skupin.
K zafazeni nizSiho poctu larev do skupin se v ramci této predbézné studie pfistoupilo
rovnéz z divodu etickych.

Nicméné, dvé umrti (administrovand davka 15,714 g/kg; 18,85 g/kg) vyrazné
ovlivnila pfislusné priimérné hodnoty skére HISS (X). Ve druhé skupiné (15,714 g/kg)
Cinila vysledna pramérna hodnota 6,83 boda. Avsak pokud se vypocita primér pouze
skére HISS u prezivsich larey, Cinila by tato hodnota 8,2 bod(, tedy o 1,37 bod( vice. Ve
treti skupiné (18,85 g/kg) dosahovala vysledna primérna hodnota 5,75 bodu. Pokud by
se zprimeérovalo pouze skére HISS u Zivych larey, Cinila by tato hodnota 6,9 bodd, tedy o
1,15 bodu vice.

Co se tyce jejich pohybové aktivity, nejvétsi byla zaznamendna u dvou skupin

Rovnéz je patrné, Zze u prvni skupiny doslo k tvorbé zamotku u Ctyr ze Sesti
zarazenych jedinc(, u druhé skupiny jen u dvou larev ze Sesti. U treti skupiny (18,85 g/kg)
pouze jedna larva vytvofila zdmotek jiz po 24 hodinadch. Ve skupiné s nejvyssi
administrovanou davkou neformovala ani jedna larva kokon. Ani jedna larva z celé
vahové kategorie nevykazovala po 24 hodinach Zzadné zndmky melanizace. Zavérem lze
tedy dedukovat, Ze sohledem na velikost administrované noxy (DMSO), nejlépe
korespondoval znak jako je pohyb a schopnost tvofit zamotek. Lze rovnéz konstatovat,

ze praméry z HISS skoére s velikosti administrované noxy nekorespondovaly.

9.4.1.2. Odecet po 48 hodinach

Po 48 hodinach od administrace DMSO (Graf 12) doslo k prvnimu Uhynu u

skupiny s nejmensi davkou DMSO (12,571 g/kg). Dale pak bylo zaznamenano druhé



umrti ve skupiné s davkou 18,85 g/kg. Ve skupiné 22,0 g/kg uhynuli dokonce tfi jedinci
ze Sesti najednou. Skupina 15,714 g/kg se obesla bez umrti.

Nejvétsi aktivitu vykazovaly dvé larvy z prvni skupiny (12,571 g/kg) a jedna
z druhé skupiny (15,714 g/kg). Minimalni aktivitu vykazovala pouze jedna larva, a to ze
treti skupiny. Ostatni Zivi jedinci se pohybovali pouze po stimulaci larvy pomoci plastové
Spicky.

Kokon formovala polovina jedincli z prvni skupiny, tedy tfi larvy, poté Ctyfti jedinci
z druhé skupiny a pouze jedna larva, kterd patfila do tieti skupiny. Ve ¢tvrté skupiné ani
jeden jedinec ze zbylych t¥i larev neformoval zamotek.

Pokud jde o melanizaci, vétSina z prezivSich jedincl nevykazovala znamky
melanizace. Pouze na jedné larvé ze druhé skupiny byly pozorovany méné jak tti skvrny
na bézovém téle. VSichni Ctyfi preZivsi jedinci ze tfeti skupiny méli bézové télo, jeden byl
zcela bez melanizace a na tfech se vyskytly vice nez tfi skvrny.

Markantni ovlivnéni priimérného skére HISS bylo zjisténo u ¢tvrté skupiny (22,0
g/kg), kdy vsichni tfi prezivsi dosahovali osm bod( z deseti, avsak mrtvi jedinci s nula
body snizili primérnou hodnotu skére HISS na polovinu, tedy na ¢tyfi body. Podobny jev
byl pozorovan u prvni skupiny, kde vSechny Zivé larvy obdrzely po deviti bodech, avsak
vlivem jednoho umrti se celkovy primér skore HISS této skupiny snizil o jednu Sestinu,
tedy na 7,5 bodd.

Z téchto vysledkl lze vyvodit, Ze vtomto pfipadé jiz byla zaznamenana vétsi
korelace mezi primérem ve skdre HISS a velikosti administrovanych davek. Rovnéz i zde
lze pozorovat, Ze je nejvyssi korelace s velikosti administrované davky a tvorbou

zamotku.

9.4.1.3. Odecet po 96 hodinach

Po uplynuti 96 hodin od administrace (Graf 13) doslo k Uhynu vSech zbylych
jedincl ze treti (Ctyfi larvy) a Ctvrté skupiny (tfi larvy), do kterych byly administrovany
v prepoctu nejvyssi dadvky DMSO. Coz Ize vyjadfit i tak, Ze po 96 hodinach od administrace
DMSO doslo ve treti skupiné pri druhé nejvyssi davce (18,85 g/kg) k umrti dvou tretin
(66,67 %) z celkového poctu jedinch a u Etvrté skupiny pFi nejvyssi davce (22,0 g/kg,) se

jednalo jen o polovinu (50 %).
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Zadna z prefivsich larev, tedy z prvni a ze druhé skupiny, nevykazovala zndmky
melanizace. Jedna larva z prvni skupiny vykazovala sice minimalni aktivitu, zato vsak
formovala kokon. Ostatni z prvni skupiny se pohybovaly az po stimulaci plastovou
Spickou, kromé jedné z nich zacaly tvofit zamotek.

Pramérné skére HISS v téchto dvou skupindch bylo ve srovnani s hodnotami

evvs

jedné larvé.

9.4.1.4. Odecet po 168 hodinach

Na konci experimentu (tedy po 168 hodinach od administrace) bylo mozné
hodnotit pouze prvni a druhou skupinu (Graf 14). V kazdé skupiné doslo po jednom
uhynu, zadna larva nejevila zndmky melanizace.

Kromé jedné larvy z prvni skupiny, nebylo mozné hodnotit aktivitu larev, jelikoz
vytvofily uz plny zamotek, pres ktery se pohyb nedd ndleZité ohodnotit. Souhrnné
praméry skdre HISS opét neodrazely zdravi prezivsich jedincl (u obou skupin byl stejny,

atox=5,25, avSak kazda zZiva larva dosahla sedmi bod).
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Vahova kategorie 250 mg po 24 hodinach
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Graf 11: Graficka prezentace vystupl z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 250 * 10 mg pfi
rtuznych davkach po 24 hodinach. Symbol % znazornuje amrti larvy v daném case.
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Vahova kategorie 250 mg po 48 hodinach
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Graf 12: Graficka prezentace vystupl z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 250 * 10 mg pfi
rtuznych davkach po 48 hodinach. Symbol % znazornuje amrti larvy v daném case.
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Vahova kategorie 250 mg po 96 hodinach
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Graf 13: Graficka prezentace vystupti z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 250 + 10 mg pFi
rtuznych davkach po 96 hodinach. Symbol % znazornuje amrti larvy v daném case.
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Vahova kategorie 250 mg po 168 hodinach
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Graf 14: Graficka prezentace vystupl z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 250 * 10 mg pfi
rtiznych davkach po 168 hodinach. Symbol 5;3 vyjadfuje amrti subjektu v daném case
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9.4.2. Vahova kategorie 350 £ 15 mg

9.4.2.1. Odecet po 24 hodinach

Z Grafu 15 lze vycist, Ze 24 hodin od zacatku experimentu doslo k thynu pouze
(12,571 g/kg). Ostatni larvy celé vahové kategorie dosahovaly relativné vysokych skére
HISS, od 7,5 do 9,5 bodl, i proto, Ze ani na jedné z nich nebyly spatfeny zndmky pocinajici
melanizace.

Normadlni pohybovou aktivitu vykazovali vSichni Zivi jedinci z prvni skupiny, ale i
Ctyti jedinci z druhé skupiny (davka 15,714 g/kg). Zbylé dvé larvy ze druhé skupiny
potfebovaly stimul k pohybu pomoci plastové $picky, stejné tak jako Ctyfi jedinci ze treti
skupiny (davka 18,85 g/kg) a polovina jedincll ze ¢tvrté skupiny (davka 22,0 g/kg), tedy
tfi larvy.

Pocinajici formovani zdmotku bylo evidovano u Ctyr z péti Zivych jedincl v prvni
skupiné, u Ctyr larev ze druhé, u tfi larev ze tieti, dale i u péti larev ze ¢tvrté skupiny, které
byla podana nejvyssi davka DMSO (22,0 g/kg). Ve skupiné 15,714 g/kg bylo formovani
zaznamenano pravé u téch dvou larev, které vykazovaly pohybovou aktivitu aZ po aplikaci
stimulu. Skupina 18,85 g/kg vykazovala podobny trend, kdy znamky formovani zamotku
se opét vyskytly pravé u vsech tfi larev, které k vyvolani pohybové aktivity potrebovaly

stimul.

9.4.2.2. Odecet po 48 hodinach

Ani po 48 hodinach nedoslo k zdsadnim zméndm, jak je vidét z Grafu 16. Umrti
byla pouze dvé, ve treti a ¢tvrté skupiné vidy po jednom jedinci.

Pocinajici melanizace byla zaznamenana pouze u druhé a ¢tvrté skupiny, a to po
jednom jedinci, na jejichz bézovém téle se vyskytly méné jak tii tmavé skvrny.

Aktivita byla také vesmés v celé vahové kategorii obdobnd. Kromé péti jedincu, a
to jednoho z prvni, dvou ze treti a dvou ze Ctvrté skupiny, vSechny larvy potiebovaly
k vyvolani pohybové aktivity decentni stimul plastovou $pic¢kou. Pravé u vyse zminénych
péti larev se ani pomoci stimulu nepodafilo vyvolat pohyb, i pfesto vykazovaly alespori

minimalni aktivitu. AvSak u téchto péti jedincl nebylo zaznamenano formovani zamotku.
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Zamotky vytvorilo celkem 15 subjektt, ¢tyti z prvni skupiny, pét ze druhé, tti ze
treti a tfi larvy ze Ctvrté skupiny. Kazdé z nich, vyjma jedné larvy ze Ctvrté skupiny, bylo
pridéleno skoére HISS o deviti bodech. Pravé ta jedna larva ze ctvrté skupiny dosdhla
pouze na osm bodd, jelikoZ se u ni zacaly projevovat mirné znamky melanizace (méné
jak tti skvrny na bézovém téle).

Zaznamenana umrti, tedy ve treti i ¢tvrté skupiné, méla opét vliv na primérné
bodové ohodnoceni skupiny (X1s,85= 6,83, X22,0= 6,67). Nicméné, hodnoty pfezivSich larev
z téchto dvou skupin nebyly ucelené. Ve treti skupiné se vyskytly tfi larvy s deviti a dvé
larvy se sedmi body HISS. Ve Ctvrté skupiné pouze dvé larvy dosahly deviti bodd HISS,
jedna osmi a dvé sedmi bodu. U prvni i druhé skupiny byla pramérna skére HISS (X12,571
= 8,6; X15,714, = 8,67) relativné podobnd jednotlivym hodnotam skére HISS. Ctyfi jedinci
z prvni skupiny dosahli deviti bodl a jedna sedmi. Ta totiz vykazovala minimalni
pohybovou aktivitu a neformovala zamotek. Ve druhé skupiné byl obdobny trend, kdy
pét subjektl bylo ohodnoceno deviti body a jedna sedmi, jenZ sice vykazovala
pohybovou aktivitu po aplikaci stimulu, avSsak neformovala zamotek a byly na ni

pozorovany méné jak tfi skvrny na bézovém téle.

9.4.2.3. Odecet po 96 hodinach

Graf 17 je vénovan odectu po 96 hodindch od administrace DMSO. V této dobé
bylo v kazdé skupiné zaznamenano alespon jedno umrti. Konkrétné dva uhyny byly
zaznamenany ve druhé skupiné, v ostatnich skupinach se jednalo pravé jen o jeden uhyn.
V tomto ¢asovém bodé byla u této vahové kategorie vyhodnocena riznoroda skére HISS.

Znamky melanizace, konkrétné vice jak tfi skvrny na béZovém téle, byly
zaznamenany u celkem tfi subjektl: z prvni, treti a ¢tvrté skupiny, vidy po jednom
jedinci. Nadto, u jedné larvy ze Ctvrté skupiny byly pozorovany skvrny tentokrat jiz na
hnédém téle, tudiz tato larva obdrZela za melanizaci nula bodU. JelikoZ vykazovala i
minimalni aktivitu, pfedvidal se u ni brzky exitus.

Co se tyCe parametru aktivity, pohyb vyvolany stimulaci byl zaznamendn u ¢ty
larev z prvni skupiny, tfi ze druhé a po jednom subjektu ze treti i ¢tvrté skupiny. Plny
DMSO. Ddle byl plny zdmotek pozorovan i u ostatnich skupin, a to po jednom subjektu

ze druhé a ze treti skupiny. Ve skupiné s nejvyssi administrovanou davkou DMSO se plny
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zamotek vyskytoval dokonce u dvou subjektl. Zato ¢astec¢né formovani zamotku bylo
pozorovano u tfi jedincll ze druhé a jednoho ze tfeti skupiny. U dvou larev ze tfeti a také
u dvou ze ¢tvrté nebylo mozné vyhodnotit jejich aktivitu. Témér vSechny larvy z vdhové
kategorie 350 + 15 mg vykazovaly urcitou formu formovani kokonu, avsak pouze u
jednoho subjektu ze treti a dvou ze ¢tvrté skupiny nebyla pozorovana ani ¢astec¢na tvorba
kokonu.

Pramérna skére HISS byla opét ovlivnéna uhyny larev. U prvni ani u druhé skupiny
tyto hodnoty (X12,571 = 6,8; X15714 = 5,58) neodpovidaly relativné vysokym bodovym
ohodnocenim jednotlivych prezivsich larev. V prvni skupiné dosahly tfi larvy deviti bodu
a jedna sedmi, ve druhé skupiné obdrzely tfi larvy osm a pll bodu a jedna larva osm
bod(. Ve treti i ve Ctvrté skupiné nebyla jednotliva skére HISS Zivych jedinc( jednotna,

tudiz ten samy pohled neni mozné v tomto pripadé aplikovat.

9.4.2.4. Odecet po 168 hodinach

Markantni zmény byly zpozorovany na konci experimentu, jak je mozné vidét
z Grafu 18. V tomto ¢ase bylo odeéteno dohromady sedm umrti: po dvou v prvni, treti i
¢tvrté skupiné, ale ve druhé skupiné uhynula pouze jedna larva. Cely experiment tedy
prezili pouze dva subjekty z prvni (33,33 %), tfi ze druhé skupiny (50 %) a vidy po dvou
subjektech ze treti a ze ¢tvrté skupiny (33,33 %).

VSechny z Zivych larev vytvorily plny zamotek. Melanizaci pfes kokon bylo jesté
mozné vyhodnotit u druhé a treti skupiny, kdy nebyly zpozorovany zndmky pocinajiciho
Cernani. Kokony prvni a ctvrté skupiny by se musely rozstfihnout, aby se u nich dala
melanizace obodovat. RovnéZz hodnoceni aktivity bylo zkomplikovano vytvorenymi
zamotky. V tomto pripadé nebylo moziné odecist pohyb ani u jedné Zivé larvy z celé
vahové kategorie.

Pfesto je nutné pfipomenout, Ze larvy se v zamotku béhem premény v kuklu
zpravidla nepohybuji. Primérné hodnoty skére HISS byly vyznamné zkresleny nejen
umrtimi, ale i vySe nastinénou problematikou souvisejici s nemoznosti hodnotit urcité
parametry fadné (pohyb, melanizace) na zédkladé toho, ze se vytvari hnédd imobilni

kukla.
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Graf 15: Graficka prezentace vystupti z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 350 + 15 mg pFi
rtuznych davkach po 24 hodinach. Symbol % znazornuje amrti larvy v daném case.
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Vahova kategorie 350 mg po 48 hodinach
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Graf 16: Graficka prezentace vystupti z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 350 + 15 mg pFi
rtuznych davkach po 48 hodinach. Symbol % znazornuje amrti larvy v daném case.
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Vahova kategorie 350 mg po 96 hodinach
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Graf 17: Graficka prezentace vystupl z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 350 + 15 mg pFi
rtiznych davkach po 96 hodinach. Symbol &% znazorfiuje Gmrti larvy v daném case.
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Vahova kategorie 350 mg po 168 hodinach
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Graf 18: Graficka prezentace vystupti z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 350 * 15 mg pfi
rtiznych davkach po 168 hodinach. Symbol & znazoriuje umrti larvy v daném case.
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9.4.3. Vahova kategorie 450 £ 15 mg

9.4.3.1. Odecet po 24 hodinach

Z Grafu 19 je patrné, Ze po 24 hodinach od administrace DMSO larvam nejvyssi
vahové kategorie doslo k Uhynu pouze tfi larev, tedy jedné larvy ze skupiny 18,85 g/kg a
dvou larev ze skupiny 22,0 g/kg. Nadto, je moZné vypozorovat, Ze zbyli jedinci z téchto
dvou skupin nevykazovali Zddné znamky melanizace a normalni pohyb byl vyvolan po
decentni stimulaci.

Avsak ani u jedné larvy ztéchto dvou skupin nebyly pozorovany znamky
formovani zdmotku. Na druhou stranu, nejenZe vsichni jedinci o administrovanych
mnozstvich DMSO 12,571 g/kg a 15,714 g/kg prezili, dokonce néktefi jedinci zacali
formovat zamotky (ve skupiné 12,571 g/kg se jednalo o pét jedincl a u skupiny s davkou
15,714 g/kg zase o Ctyfi jedince). Z nich néktefi jedinci (dva ze skupiny 12,571 g/kg a tfi
z 15,714 g/kg) vykazovali pohybovou aktivitu aZz po jemné stimulaci, avSak aktivita

zbylych larev byla v normalu.

9.4.3.2. Odecet po 48 hodinach

Neobvykla situace byla zaznamenana do Grafu 20, ktery znazoriiuje odecet po 48
hodinach od administrace. Vsichni jedinci z davkovych skupin 12,571 g/kg a 15,714 g/kg
byli nazivu. Mimoto, kromé jedné larvy ze skupiny 15,714 g/kg, vSichni jedinci zacinali
formovat zdmotek a dle HISS bylo jejich skére stanoveno na 9 bod( z deseti. Ta larva, co
jesté nejevila znamky formovani zamotku dosahla skére 8 bodu.

Nicméngé, jak je dale mozné vycist z Grafu 20, u druhych dvou skupin, kterym byly
administrovany dvé nejvyssi davky DMSO (18,85 a 22,0 g/kg), doslo k markantnimu
uhynu, z nichz zbyla pouze jedna larva, a to ze skupiny s administrovanou davkou 18,85
g/kg), kterd dosahla celkového skére péti bodd, jelikoz vykazovala alesport minimalni

aktivitu a byly na jejim bézovém téle pozorovany >3 skvrny (melanizace).

9.4.3.3. Odecet po 96 hodinach

Graf 21 ilustruje stav pfi odectu v 96. hodiné od administrace, kdy byly
zaznamenany uUhyny i ve skupinach larev o vaze 450 * 15 mg, jimZz byla

administrovana nizsi mnozstvi DMSO na kilogram Zivé vahy, tedy 12,571 g/kg a 15,714
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g/kg. Konkrétné, ve skupiné s davkou 12,571 g/kg doslo k uhynu jednoho jedince, a ve
skupiné s davkou 15,714 g/kg se jednalo dokonce o uhyn tfi jedinc(.

Zadnda ze zbylych larev, mimo jednoho subjektu ze skupiny o administrované
davce DMSO 12,571 g/kg, nevykazovaly znamky melanizace, navic zacaly formovat i
kokon. Jedinci sv prepoctu nejmensi davkou DMSO v experimentu (12,571 g/kg)

vykazovali vétsi pohybovou aktivitu nez jedinci s administrovanou davkou (15,714 g/kg).

9.4.3.4. Odecet po 168 hodinach

Jak je zachyceno v Grafu 22, po 168 hodinach od administrace uhynuly i posledni
tfi larvy ze skupiny s davkou 15,714 g/kg. Vsech pét zbylych larev ze skupiny s davkou
12,571 g/kg preZilo az do konce experimentu. AvSak prezivsi larvy se jiz zacaly kuklit,
tudiz nebylo opét moziné ndlezité vyhodnotit dva parametry HISS, a to melanizaci a

aktivitu larev.
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Vahova kategorie 450 mg po 24 hodinach
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Graf 19: Graficka prezentace vystupl z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 450 * 15 mg pfi
rtuznych davkach po 24 hodinach. Symbol % znazorniuje amrti larvy v daném case.
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Vahova kategorie 450 mg po 48 hodinach
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Graf 20: Graficka prezentace vystupl z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 450 * 15 mg pfi
rtuznych davkach po 48 hodinach. Symbol % znazorniuje amrti larvy v daném case.
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Graf 21: Graficka prezentace vystupl z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 450 + 15 mg pfi
rtuznych davkach po 96 hodinach. Symbol % znazornuje amrti larvy v daném case.
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Vahova kategorie 450 mg po 168 hodinach

Sub. 1

Sub. | | 3,0

Sub. [ | 3,0

*
1l

RS

[=]

Sub. | 3.0

G bR W N

12,571 g/kg Sub. [ | 3,0

Sub. 6 [ | 3.0

Sub. 1
Sub. 2

Sub. 3
15,714 glk
9% sub.a| &2 00

4
Sub. 5 @ 0,0
6

Sub.

b
1l

0,0

Sub.

-

Sub.

1885g/kg Sub-

BowWw N

Sub.
Sub. 5

Sub. 6

Sub. 1

Sub. 2
22,0 g/kg

Sub. 3
Sub. 4
Sub. 5

Sub. 6

Skére
E Preziti EE Melanizace B Aktivita 3 Formovani zamotku

Graf 22: Graficka prezentace vystupti z hodnoceni zdravotni kondice larev (Sub. 1-6) pomoci
skérovaciho systému HISS (Health Index Score System) pro vahovou kategorii 450 * 15 mg pFi

rtiznych davkach po 168 hodinach. Symbol & znazoriuje umrti larvy v daném case.
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9.4.4. Vyhodnoceni obou kontrolnich skupin a stanoveni skore
HISS

Ze ziskanych dat (Graf 23-25) vyplyvd, Ze samotnd intrahaemocoelicka
administrace PBS neméla na jedince z kontrolni skupiny o vaze 250 + 10 mg a 450 + 15
mg zadny vyrazny negativni dopad. Ve skupiné o vaze 350 + 15 mg doslo po 168 hodinach
od administrace k jednomu Umrti. VSechny ostatni larvy dosahovaly velmi vysokych
skére HISS, které v Zadném case odectu nekleslo pod devét bod(. Jak je zjevné z Grafli
26-28, uhyn nebyl zaznamendn ani u larev vSech tfi vahovych kategorii kontrolnich
skupin, které nebyly podrobeny administraci.

Po porovnani vysledk(l obou kontrolnich skupin, tedy Grafy 23-25 s Grafy 26-28)
je evidentni, Ze ani jednotlivd ohodnoceni parametrl HISS kontrolnich skupin bez
administrace se nijak zvlast neliSily od kontrolnich skupin, které byly podrobeny
intrahaemocoelické administraci PBS. U vSech kontrolnich subjekti (administrace PBS,
bez administrace) vSech vahovych kategorii, vyjma jedné larvy, u které doslo k uhynu,
bylo dosazeno HISS skdre 9 bodU a vice. Parametry aktivita a melanizace byly u obou
kontrolnich skupin (Zivi jedinci) totozné. Nuance byly pozorovany pouze vramci
parametru formovani zdmotku. V souhrnu, je tak podporeno tvrzeni, ze aplikovany
zpUsob administrace nezkresloval obdrzena data.

Ponékud zarazejici je, Ze Castéji formovali zamotky jedinci, ktefi podstoupili
intrahaemocoelickou administraci nez larvy, které nebyly podrobeny zddné administraci.
U vSech kontrolnich vahovych skupin s administrovanym PBS doslo pfi poslednim odectu
(po 168 hodinach od administrace) k tvorbé plného zamotku u 15 ze 17 jedincd, tj. u
88,24 % prezivsich jedinclh. U kontrolnich vdhovych skupin, které nebyly vystavenych
zadné administraci, vytvorilo plny kokon 11 z 18 jedinct (tj. 61,11 % jedinc(). Na zbylych

sedmi larvach nebyly pozorovany znamky formovani zdmotku.
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HISS kontrolni skupina:
administrace pouze PBS, 250 £ 10 mg
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Graf 23: Grafickd prezentace jednotlivych skére HISS pro kontrolni skupinu, které bylo
administrovano pouze Cisty PBS. Vpravo primérné hodnoty v pfislusném case odectu. Vahova
kategorie 250 + 10 mg.
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HISS kontrolni skupina:
administrace pouze PBS, 350 £ 15 mg
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Graf 24: Grafickd prezentace jednotlivych skére HISS pro kontrolni skupinu, které bylo
administrovano pouze Cisty PBS. Vpravo primérné hodnoty v pfislusném case odectu. Vahova

kategorie 350 * 15 mg. Symbol ¥ znazoriiuje umrti larvy v daném case.
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HISS kontrolni skupina:
administrace pouze PBS, 450 = 15 mg
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Graf 25: Grafickd prezentace jednotlivych skére HISS pro kontrolni skupinu, které bylo
administrovano pouze Cisty PBS. Vpravo primérné hodnoty v pfislusném case odectu. Vahova
kategorie 450 + 15 mg.
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HISS kontrolni skupina:
bez administrace, 250 £ 10 mg
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Graf 26: Graficka prezentace jednotlivych skore HISS pro kontrolni skupinu bez administrace.
Vpravo primérné hodnoty v pfislusném ¢ase odectu. Vahova kategorie 250 + 10 mg.
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HISS kontrolni skupina:
bez administrace, 350 £ 15 mg
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Graf 27: Graficka prezentace jednotlivych skore HISS pro kontrolni skupinu bez administrace.
Vpravo primérné hodnoty v pfislusném case odectu. Vahova kategorie 350 + 15 mg.
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HISS kontrolni skupina:
bez administrace, 450 £ 15 mg

Sub.1 . os
Sub.2 . o5
Sub.3 . o5

od azo?n:liz?sjrrace Subd 00 x=9,25
Sub.5 00
Sub.6 00

Sub.1
Sub.2

48 hodin Sub.3

od administrace Sub.4

9,0

>
[}

Sub.5

Sub.6

Sub.1

Sub.2

Sub.3

96 hodin
od administrace g4

Sub.5 9,0
Sub.6 9,0
Sub.1 10,0

Sub.2 10,0

Sub.3 10,0

168 hodin
od administrace g,p.4 9,0

Sub.5 9.0

Sub.6 9,0

Skére jedince

== Pfeziti == Melanizace mm Aktivita = Formovani zamotku

Graf 28: Graficka prezentace jednotlivych skore HISS pro kontrolni skupinu bez administrace.
Vpravo primérné hodnoty v pfislusném ¢ase odectu. Vahova kategorie 450 + 15 mg.
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9.4.5. Primérné hodnoty skore HISS kazdé testovaci skupiny

Vysledky praméra jednotlivych testovacich skupin, tedy mimo kontrolnich, byly
navic zpracovany v programu GraphPad Prism 9.5.1. pomoci spojnicovych graft (Grafy
29-31), jenz zndzorniuji zmény pramérné hodnoty HISS v ¢ase.

Graf 29 byl vénovdan vahové kategorii 250 + 10 mg. Na prvni pohled je z néj vidét,
Ze krivky pro davky 18,85 a 22,0 g/kg vykazovaly analogicky trend a koncily obé ve
stejném bodé. Podobny trend byl zaznamenan i u dvojice 12,571 a 15,714 g/kg. Tyto
kfivky uz nebyly tak strmé, avSak na konci experimentu, tedy 168 hodin od administrace,
skoncily obé ve stejném bodé (primérné bodové ohodnoceni HISS, 5,25 bodu).
Prekvapivé byl v této hmotnostni kategorii zaznamendn vyrazny skok do vyssich hodnot
HISS pravé po administraci mnozstvi DMSO 15,714 g/kg. Z 24. na 48. hodinu odectu se
pramérné skére HISS zvedlo o témér dva body (z 6,83 na 8,8 bodu).

Pro vdhovou kategorii 350 + 15 mg je uréen Graf 30. Ve 168. hodiné od
administrace koncila kazda kfivka u jiné hodnoty HISS skdre. Pro administrovanou davku
DMSO 12,571 a 22,0 g/kg Cinila priimérna hodnota HISS na konci experimentu 1,5 bodu.
Pro mnozstvi DMSO 18,85 g/kg o dva body vice (3,5 bodu). Pro 15,714 g/kg zase o 3,75
administrované mnoiZstvi DMSO v experimentech. VSechny cCtyfi kfivky vykazovaly
relativné analogicky trend. Nadto kfivka pro 22,0 g/kg méla témér tvar primky.

Co se tyce vdhové kategorie 450 + 15 mg (Graf 31), je moZné opét pozorovat
podobny trend jako u kategorie 250 + 10 mg (Graf 29). Opét se krivky rozdélily na dvé
podobné sméfujici skupiny ve stejném rozloZeni. Krivka pro 12,571 g/kg koncila ve 168.
hodiné na tfech bodech z deseti v rdmci HISS skérovaciho systému. Navic se jednalo o
jedinou skupinu, kdy se alespon néjaky subjekt doZil konce experimentu. Kfivka pro
administrované mnozstvi DMSO 15,714 g/kg smérovala pod podobnym uhlem.
Nicméné, tato kfivka skoncila ve 168. hodiné na hodnoté nula bod(. Krivky pro zbylé dvé
administrované mnozstvi DMSO, 18,85 g/kg a 22,0 g/kg, smérovaly do 48. hodiny od
administrace témér pod stejnym Uhlem. Avsak kfivka pro 22,0 g/kg dosahla nuly pravé
ve 48. hodiné. V tuto dobu ode¢tu dosahovala kfivka pro 18,85 g/kg na hodnotu jednoho

bodu. Nula bod( bylo v tomto pfipadé dosazeno az v 96. hodiné od administrace.
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Vahova kategorie 250 £ 10 mg
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Graf 29: Spojnicovy graf znazornujici zmény priimérné hodnoty HISS pro kazdou davkovou skupinu vahové kategorie 250 + 10 mg po administraci
rtiznych davek DMSO.



Vahova kategorie 350 + 15 mg
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Graf 30: Spojnicovy graf znazoriujici zmény priimérné hodnoty HISS pro kaZzdou davkovou skupinu vahové kategorie 350 + 15 mg po administraci
rtiznych davek DMSO.



Vahova kategorie 450 * 15 mg
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Graf 31: Spojnicovy graf znazornujici zmény priimérné hodnoty HISS pro kaZzdou davkovou skupinu vahové kategorie 450 + 15 mg po administraci
rtiznych davek DMSO.



9.4.6. Samostatné hodnoceni parametru HISS ,,formovani
zamotku”

Jako jeden z nejzajimavéjSich poznatk(l se v ramci pfedchozich Setfeni parametru
HISS ukazalo zaznamenavani parametru ,,formovani zamotku®”. Proto tomuto parametru
jsou vénovany nasledujici tfi spojnicové grafy, opét zpracované v programu GraphPad
Prism 9.5.1.

Jak lze z Grafu 32 vycist, tak obé kontrolni skupiny vahové kategorie 250 + 10 mg
dosadhly na konci experimentu (ve 168. hodiné) maximalniho ohodnoceni, tedy

pramérného bodového ohodnoceni pro parametr ,formovani zamotku“ bylo jeden bod.

evvs

evvs

0,75 bodu pro tento parametr. Larvy z obou skupin o nevyssich administrovanych
davkach (18,85 a 22,0 g/kg) v 96. hodiné uhynuly, tudiZ skoncily na nule. Pficemz ve
¢tvrté skupiné (22,0 g/kg) ani jedna larva do své smrti nezacala formovat zamotek.

Graf 33 je uréen vahové kategorii 350 + 15 mg. VSechny larvy kontrolnich skupin
s administraci PBS obdrZely na konci experimentu po jednom bodu. Druhé nejvyssi
bodové ohodnoceni, tedy 0,75 bodu, bylo zaznamenano u skupiny, které bylo
administrovano 15,714 g/kg. Obé skupiny o nejvyssich administrovanych mnozstvich

DMSO (18,85 a 22,0 g/kg) se dozily posledniho odeétu a u obou byla zjisténa prdmérna

evvs

evvs

mnozstvim DMSO (12,571 g/kg).

Jak je vidno z Grafu 34, u prvni kontrolni skupiny (po administraci ¢istého PBS,
450 + 15 mg), tak i skupiny s administrovanym mnozstvi DMSO 12,571 g/kg z vahové
kategorie 450 + 15 mg, bylo dosazeno na konci experimentu (168 hodin po administraci)
u parametru ,formovani zamotku” v priiméru maximalni ohodnoceni, tedy jednoho
bodu. Druha kontrolni skupina (bez administrace) maxima nedosahla a ve 168. hodiné
jeji praimérna hodnota cinila 0,5 bodu. U jedincu ze skupiny, které bylo administrovano

15,714 g/kg, byl zaznamenan velky skok nahoru (na 0,83 bodu) ve 48. hodiné. Avsak od



této doby pak nastal velky propad aZ na nula bod( ve 168. hodiné. Skupina 18,85 g/kg
ani skupina 22,0 g/kg nedosdahla ani v jednom ¢asovém okamziku, kdy byly jedinci Zivi,

pramérné hodnoty nad nula bodu.
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Graf 32: Primérné hodnoty pro parametr ,formovani zamotku“ v daném ¢ase po administraci DMSO vahové kategorii 250 £ 10 mg.
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Graf 33: Primérné hodnoty pro parametr ,formovani zamotku“ v daném ¢ase po administraci DMSO vahové kategorii 350 £ 15 mg.
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Formovani zamotku
Vahova kategorie 450 * 15 mg

i parametru

0,5+

é bodové ohodnocen

0,0

0- 1 (] 1 L |
96 168

umern

o

Pr
N
Y
s
(-]

Doba po administraci [hod.]

1,0

0,5

0,0

Administrace PBS
-+ Bez administrace
12.571 g/kg
- 15.714 g/kg
- 18,85 g/kg
22,00 g/kg

Graf 34: Primérné hodnoty pro parametr formovani zamotku v daném ¢ase po administraci DMSO vahové kategorii 450 + 15 mg.
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10. Diskuse

JiZz vnemalém poctu publikaci se larvy G. mellonella osvédcily jako efektivni
modelovy organismus pro rizné vyzkumné aktivity, napriklad pro studium patogeneze
infekénich procesl vyvolanych mikroorganismy, ¢i studiu Ucinnosti antimikrobialni [atek
[29, 30]. Mimoto se lze setkat i s publikacemi, ve kterych autofi vyuZivaji larvy G.
mellonella i pro ovéfeni uc¢innosti biologickych |éciv [91] ¢i pro toxikologické studie [23,
24,79, 80, 93].

Co se tyce vyuziti larev G. mellonella pro stanoveni toxicity in vivo, napfic
dostupnymi odbornymi publikacemi panuje zna¢na diskrepance v podminkach
experimentl. Co autor, to jiny pQvod larev i pristup, jak se s larvami zachazi pred nebo
v pribéhu experimentu.

Pfes vSechny vyhody, které G. mellonella jako zvifeci model pro vyzkum nabizi,
nedostatek standardizace v metodice ztéZuje porovnani vysledk( ze studii mezi sebou. V
soucasné dobé nejsou k dispozici Zadné standardizované postupy a podminky.

Tato prace byla zamérena na studium vlivu velikosti larev, potazmo tedy vlivu
vyvojové faze larev na vysledky tykajici se toxicity DMSO. V rdmci této studie byla pfi
hodnoceni toxicity zohlednéna i smérnice OECD pro testovani chemikalii [6]. Vyvstala tak
otazka, zda jsou larvy G. mellonella dostatecné robustni pro toxikologické studie.

Slovo robustnost v nasem pripadé znamena, jak moc si mdzeme dovolit odbocit
od podminek, které pfedchdzi nebo jsou paralelnimi béhem testovani. Pravda je takova,
Ze co se tyce pristupu k testovani toxicity, tak jsou zde diskrepance, rliznorodé pristupy,
jak se s larvami zachazi pred nebo v pribéhu experimentu. Bohuzel smérnice OECD jsou
velmi obecné a spiSe jsou orientovany na savcéi modely. Dosud nebyla vydana standardni
metoda pro testovani toxicity s uzitim larev G. mellonella. Problém tkvi i vtom, Ze si
kazdy autor bedlivé stfezi své ,know-how”. Tudiz byvd nezfidka ndro¢né dopatrat se
dostatecnych podrobnosti, jak autofi pfistupovali k praci s larvami.

Nejsme vsak prvni, kdo na problematiku nejednotnosti v pfistupech tykajicich se
testovani toxicity s uZitim tohoto zviteciho modelu mezi autory narazi. Lze se tak setkat
se publikovanymi studiemi, které hodnoti vliv vybranych podminek experiment( na
jejich vysledky, jako napfiklad: vliv teploty inkubace [28, 97], hmotnosti larev [94] Ci vliv

diety volené pti odchovu [65, 98].



Otdzkou vlivu hmotnosti larev na hodnoty LDso po infekci larev bakterii
Staphylococcus aureus se zabyvali ve studii Hesketh-Best, et al. 2021 [94]. V této praci
vytvofili Sest vahovych skupin (180-200 mg, 201-220 mg, 221-240 mg, 241-260 mg, 261-
280 mg, 281-300mg). Nejvice konzistentni data Ize podle nich ziskat od larev, které se
nachdzeji ve vahovém rozmezi 180-260 mg. Naopak, u dvou hmotnostnich skupin
o nejvyssi vaze (261-280 a 281-300 mg) nebyly zaznamenany spolehlivé a konzistentni
vysledky. Navic, larvy v téchto dvou skupindch vykazovaly vyssi citlivost a mortalitu.

Obdobného zavéru bylo dosazeno i v této praci, do které byly zarfazeny tfi vahové
kategorie (250 + 10 mg, 350 + 15 mg, 450 + 15 mg). Vradmci experimentl bylo
zaznamenano, jak je vidét z Grafi 1-3 a z Tabulky 7, Ze larvy nejvyssi vahové kategorie
(450 £ 15 mg) byly oproti larvdm vahové skupiny 350 + 15 mg vyrazné méné odolné v{ci
chemické noxe (DMSO). Larvy vahové kategorie 350 + 15 mg v souhrnu vykazovaly
nejvyssi miru preziti. Jedinci kategorie 250 + 10 mg byli vici kategorii 350 £ 15 mg méné
odolné, avsak odolnéjsi nez larvy v kategorii 450 £ 15 mg. Zjevné, skupina 450 + 15 mg
vykazuje ve srovnani s ostatnimi vahovymi kategoriemi nejmensi miru schopnosti preziti
po expozici latkou DMSO.

Moznd nejde ani tak o vahu larev v pravém slova smyslu, nybrz o jejich vyvojové
stddium. Hmotnost larev, spiSe neZ instar, odrazi aplikovanou dietu. Vzhledem k tomu,
Ze muUZe byt obtizné urcit vyvojové stadium (instar), neni jednoduché tuto hypotézu
overit.

Jak jiz bylo uvedeno, téla larev G. mellonella obsahuji tukova télesa. Funkéné jsou
analogicka k jatram savc(l. Tukové téleso je velmi metabolicky aktivni organ. Dochazi zde
zaroven ke kumulaci Zivotné dulezZitych Zivin, jako jsou tuky, bilkoviny ¢i glykogen. (De
Oliveira a Cruz-Landim, 2003 [99]).

Je vSeobecné znamo, Ze léciva lipofilniho charakteru maji tendenci deponovat se
ve strukturdch bohatych na lipidovou slozku, kterou muze byt pravé tukové téleso larev
G. mellonella. Nicméné, nepodafilo se dohledat studii, v niZ se jeji autofi zabyvaji
ukladanim latek do tukového télesa larev G. mellonella.

U lidi vSak mulze akumulace APl vtukové tkani vést kovlivnéni jejich
farmakokinetickych i farmakodynamickych parametr(i. Zejména se jedna o prodlouZeni
plazmatického polocasu APl a delsi tzv. ,wash-out” periodu. Deponovani API v tukové

tkani mlze teoreticky oddalit jeji toxicky efekt. Excesivni ztrata vétSiho mnoistvi tukové

90



tkané ndsledkem hladovéni maze byt pro organismus Skodliva, jelikoZ by tim mohlo dojit
k liberaci deponovanych xenobiotik a zvyseni jejich plazmatickych koncentraci. [100]

Metamorfdza je pro larvy velmi energeticky naroény proces, kdy u larev dochazi
k celé fadé metabolickych zmén [101]. JiZ pfed pfeménou (v poslednim instaru) prestava
larva pfijimat potravu a zacind byt odkdzana pouze na nastfadané zasobni latky. Jak jiz
bylo nastinéno vyse, spolu s mobilizaci energetickych zasob by mohlo dojit i k uvolnéni
deponovanych API. Pfipadné i k nahlému projevu jejich toxicity. | tak by bylo mozné
odlvodnit vyssi miru letality u larev nejvyssi vdhové kategorie (450 + 15 mg), u nichZz v
experimentech této prace dochdazelo oproti ostatnim skupindm k Uhynu dfive.

Bézné se v odbornych textech, kde je evidovana prace s larvami G. mellonella,
uvadi, Ze byly pouzity larvy z tzv. “last-instar” ¢i ,final-instar” (obé je mozné prelozit do
cestiny jako posledni larvalni stadium). Jindy autoti uvadi aplikaci jedinca z tzv. ,sixth-
instar” (Sesty instar). Avsak, co je tim mysleno? V literatufe je totiz za posledni instar
povazovano az sedmé larvalni stadium [22].

Mezi publikacemi lze vysledovat i diskrepance ve velikosti v ramci stejné
nazvaného instaru. Jako priklad lze porovnat tfi studie, v nichZ byly pouzity larvy
posledniho instaru. Pouzité larvy v praci Coskun et al., 2021 [102] vazily 180-200 mg, u
Suay-Garcia et al., 2019 [76] uvadi hmotnost jedincd 300 + 20 mg, u Forastiero et al.,
2015 [103] se Ize docist o larvach 400 + 100 mg. Zde zcela logicky bude svoji roli hrat i
dieta, ktera byla uZita k odchovu larev.

V této praci se larvy vahové kategorie 350 + 15 mg béhem experiment jevily jako
nejodolnéjsi. Na druhou stranu, larvy vahové kategorie 250 + 10 mg a 450 £ 15 mg byly
vUci xenobiotické noxe, zde DMSO, senzitivnéjsi.

Pokud jde o odpovéd na otazku, jakou vdhovou kategorii larev tedy zvolit v rémci
screeningu toxicity in vivo novych zkoumanych latek vramci preklinickych studii,
povazujeme za prinosnéjsi se spiSe ztotoznit s faleSné pozitivnimi vysledky nez s falesné
negativnimi.

Tento pristup umozZni do naslednych experimentl pro studium toxicity in vivo na
jinych modelovych organismech se lépe vymezit toxickym latkdm, které by zvifatlm
mohla zbytecné zpUsobit znacné utrpeni az smrt. CoZ je v podstaté v souladu s principy

LTt R“. Mimoto, pro predbéiné studie neni Zadouci zahrnovat hodné testovacich zvifat,
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musi se nahliZzet na systém principa ,Tri R“ Pro toxikologicky screening staci i méné
pocetné skupiny, od kterych je snaha ziskat co mozna nejvice dat.

Mimo znacné citlivosti jsou larvy vahové kategorie 450 = 15 mg vyhodné i
v dalSich charakteristikdch. Ve srovnani se dvéma zbylymi vahovymi kategoriemi, se
s jedinci okolo 450 mg dobfe manipulovalo. A to i v rdmci intrahaemocoelické
administrace. Vyuziti larev vahové kategorie 450 = 15 mg zajiStuje vyssi bezpecnost
prace, nizsi riziko poranéni pracovnika pfi administraci a ndsledného ohrozeni jeho
zdravi, Ci Zivota potencionalné toxickou latkou.

Pfesto je nutné konstatovat, Ze vaZzeni jednotlivych larev je samo o sobé ¢asové
narocna procedura. Zejména pfi tfidéni velkého mnozstvi larev dle hmotnosti. Ve studii
Hesketh-Best et al., 2021 [94] zjistili, Ze délka larev je pfimo Umérnd hmotnosti. Méreni
délky maze byt preferovanou alternativou k presnému vazeni vsech larev.

Zpravidla je koncovy bod experimentu definovan jako zaznamendni ztraty
zivotaschopnosti larvy. Coz koliduje s principem ,Tti R” a to s ,Refinement” (zjemnéni).
Pravé na tuto problematiku ve své praci poukazuji Loh et al., 2013 [56]. Vytvofili proto
systém za ucelem hodnoceni celkové zdravotni kondice larev, téZ oznacovany zkratkou
HISS, jenZ vychazi z anglického jazyka zkracenim viceslovného pojmenovani ,Health
Index Scoring System”. Vznikla tak soustava parametr(l, podle nichZ se hodnoti kondice
jednotlivych larev, viz Tabulka 5. Dodatecné pouziti HISS jim umoznilo méreni nékterych
jemnéjsich rozdilC, které jsou casto pozorovany béhem experimentl s larvami
(melanizace, zmény v pohybové aktivité ¢i tvorba kokonu a kukleni).

Jak jiz bylo zminéno vyse, pro toxikologicky screening staci zahrnout mensi pocet
testovacich zvitat. Zavedenim hodnoticiho systému HISS Ize od skupiny s malym poctem
larev G. mellonella ziskat daleko vice informaci nez jen mortalitni Gdaje.

Paradoxni vysledek byl zaznamendan u zahrnutych dvou kontrolnich skupin, kdy
vys$Si mira formovani zdmotku vychdzela pravé u kontrolni skupiny, do které byl
administrovan roztok PBS (viz 9.4.4., Grafy 23-28). Tedy u jedincu, ktefi podstoupili
intrahaemocoelovou administraci (Grafy 23-25), a ne u druhé kontrolni skupiny (larev
bez administrace, Grafy 26-28). U vSech kontrolnich skupin po administraci PBS doslo pfi
poslednim odectu (po 168 hodindch od administrace) k tvorbé plného zamotku u 15 ze
17 (88,24 %) zivych jedincl. Pokud by zde byla zahrnuta i jedna uhynula larva, tak by se

jednalo o 83,33 % prvni kontrolni skupiny. AvSak u druhé kontrolni skupiny (bez
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administrace) vytvotilo plny kokon 11 z 18 jedincl (61,11 %). Na zbylych sedmi larvach
nebyly pozorovany ani znamky formovani zamotku.

Tvorba kokon( je u larev G. mellonella neopomenutelnym zdrojem informaci,
proto byly tomuto parametru zvlast vytvoreny Grafy 32-34. Kokon je nutny pro zahajeni
procesu metamorfozy, ke kterému muze dojit jen, pokud je larva v dostatecné dobré
kondici. Nicméné, tvorba kokonu a kukleni larvy vyhodnocovani skére HISS znacné
komplikovaly.

Pokud nebyly larvy v poslednim instaru, v nasem pripadeé jedinci nejvyssi vdhové
kategorie, vyrazné zasazeny vlivem xenobiotika, prechazely do vyvojového stadia
s tvorbou zdmotku (kokonu). | kdyz tento vysledek Ize povazovat za pozitivni znameni
(latka vyrazné negativné nezasahla do pfirozeného vyvoje larvy), tak v ramci tohoto
vyvojového stadia bylo nezfidka narocné az nemozné (Grafy 14 a 22) ohodnotit urcita
kritéria, které jsou v rdmci HISS hodnoceny (zejména pohyb a melanizaci).

Kuklici se larvy byvaji totiz ze své podstaty méné pohyblivé (v rdmci jiz
vytvoreného kokonu/zamotku se utvari nepohybliva kukla) a bez Setrného rozstrihnuti
kokonu nelze hodnotit ani jejich stupen melanizace. Navic pfi pokusu o rozstrihnuti
zamotku hrozi velké riziko zranéni az usmrceni larvy, a tak moznému zkresleni vysledku.
To je pravé jednou z nevyhod vétsich larev (predevsim 450 + 15 mg), které maji uz blize
k procesu metamorfdzy. Redenim daného problému by mohlo byt prehodnoceni a
modifikace zdravi larev hodnoticiho systému HISS (naptiklad upraveni bodovani pro
tvorbu zamotku). O modifikaci hodnoticiho systému HISS se jiz nékteré vyzkumné
skupiny pokusili, jedna modifikace je uvedena v Durieux et al., 2021 [105]. Porovnani
,klasického” HISS od Loh et al., 2013 [56] s modifikaci predstavenou v Durieux et al.,
2021 [105] znazornuje Tabulka 8.

Je nutno podotknout, Ze intrahaemocoelova administrace by se dala povazovat
za analogickou kintravenézni administraci u obratlovcl. U obojiho se jednd o
administraci noxy do télni tekutiny obéhové soustavy Zivocicha. Avsak, pfi porovnani
vSech tii hodnot LDsg (tedy pro tfi vahové kategorie) po 24 hodinach z Tabulky 6 pro larvy
G. mellonella s hodnotami akutni toxicity (vyjadiené jako LDso [g/kg], téZ po 24 hodinach,
zdroj: NIOSH [104], které jsou taktéZ uvedené v Tabulce 6, tentokrat vsak pro tfi rdzné
zpUsoby administrace vybranym modelovym zvifatim, je mozné si povSimnout jiného

smeéru.
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Jak je zachyceno v Tabulce 6, hodnota LDsg po 24 hodinach pro vahovou kategorii
250 + 10 mg, byla stanovena programem jako 22,0 g/kg, pro vahovou kategorii 350 + 15
mg jako 19,66 g/kg a pro vahovou kategorii 450 + 15 mg cinila 18,15 g/kg. Tyto hodnoty
LDso larev G. mellonella po intrahaemocoelové administraci jsou bliz§i hodnoté LDsg po
perordlni administraci DMSO napfriklad potkana, jehoZ LDso po 24 hodinach je v NIOSH
[104] uvedena jako 14,5-28,3 g DMSO/kg Zivé vahy (ve stejném zdroji jsou také uvedeny
hodnoty LDsp po 24 hodinach pro mys, tedy 16,5-21,4 g DMSO/kg Zivé vahy).

Nakonec je tfeba zminit, Ze u fady latek, které jsou podrobovany zakladnimu
vyzkumu jakoZto potencidlni Ié¢iva na pracovisti Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové (FaF UK v HK), byva problémem jejich rozpustnost (solubilita) ve
vodeé. Solubilitu ve vodé Ize zvysit pomoci vhodného kosolventu. Mezi bézné pouZivané
kosolventy patfi i DMSO. Obvykle se uvadi, ze DMSO vykazuje vici organismUim, véetné
¢lovéka, velmi nizkou toxicitu, avSak ne nulovou. Ve studiich provddénych na larvach G.
mellonella se DMSO pouzivd o rudznych cilovych koncentracich v administrovaném
objemu. Na pracovisti FaF UK v HK se nejcastéji voli koncentrace DMSO 30 % (v/v). Jednd
se o nejvyssi koncentraci DMSO, kterd se zde osvédcila a nedochazelo pfi ni u larev
k jakymkoli zménam v kondici. | proto byl pro experimenty a implementaci HISS zvolen

DMSO jako zkoumana latka.
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Tabulka 8: Porovnani dvou skérovacich systémui pro experimenty na larvach G. mellonella. Vlevo pavodni HISS od Loh et al., 2013 [56].
Vpravo upraveny HISS uvedeny v Durieux et al., 2021 [105].

PARAMETR SKORE PARAMETR SKORE
Aktivita Bez aktivity 0 Aktivita Bez pohybu 0
Minimalni aktivita 1 Z4adné otaceni se a minimalni pohyb po stimulaci 1
Po stimulaci 2 Obtizné otaceni se a slaba spontanni aktivita 2
Bez stimulace 3 Normalni schopnost se otacet a spontanné pohybovat 3
Formovani Zadné 0 Formovani Zadny kokon 0
zamotku Castecné 0,5 it PIny kokon 1
PIné 1
Melanizace Kompletni 0 Melanizace Melanizované larvy 0
Cerné skvrny na hnédémtéle 1 Bez melanizace 1
>3 skvrny na béZzovém téle 2
<3 skvrny na bézovém téle 3
Bez melanizace 4
Preziti Smrt 0 Preziti Smrt 0
PreZiti 2 Preziti 2




Zaver

Maly, nevzhledny motyl, navic parazit v¢el. | pfesto je mozné vyjmenovat mnoho
dlvodu, proc¢ zrovna druh Galleria mellonella nabyva na popularité ve védecké sfére a
upeviuje si zde svou pozici.

Vyuziti larev G. mellonella jako modelového organismu pfindsi fadu vyhod.
Védecké studie mohou byt provedeny i pfi nizkém finanénim rozpoctu. Mimoto, larvy G.
mellonella jako Zivoc¢iSny model maji navic relativné univerzalni pouZiti a hodi se na
mnoho rdznych typU studii. Jejich nespecificka slozka imunity se az prekvapivé podoba
v fadé ohledech té savci. Mimo jiné, G. mellonella se nachdzi na nizsi vyvojové Urovni nez
savéi modely, diky ¢emuz dosud neni pro vyuziti téchto larev v experimentech potrebné
schvaleni etickou komisi.

Mezi dalsi neopomenutelné vyhody Ize zaradit i dostatec¢né velké rozméry pro
intraperitonealni administraci, nendroc¢ny odchov, kratky reprodukéni cyklus, prospivani
na umeélé stravé i pfi celoro¢nim odchovu, a to bez nutnosti specidlniho vybaveni ¢i bez
vétsi narokl na prostor.

Pro Ucely této prace byly vytvoreny tfi rlizné vahové kategorie: 250 + 10 mg, 350
+ 15 mg a 450 + 15 mg. Byl zjistovan vliv hmotnosti, respektive instaru, na vysledky
toxicity DMSO na larvy G. mellonella. Administrovany byly davky 12,751 g DMSO/kg Zivé
vahy larvy, 15,714 g DMSO/kg Zivé vahy larvy), 18,85 g DMSO/kg Zivé vahy larvy) a 22,0
g DMSO/kg Zivé vahy larvy.

Bylo zjiSténo, Ze vahova kategorie larev 350 + 15 mg se jevila jako nejodolnéjsi,
se stabilnim medidnem preziti (168 hodin), a to nezavisle na administrované davce.
Oproti nim, byly larvy o hmotnosti 250 + 10 mg a 450 + 15 mg vic¢i DMSO citlivéjsi. Dle
naseho Usudku, pro screeningové a preklinické studie by mohla byt nejvhodnéjsi volbou
vahova kategorie larev, které se jevi jako nejsensitivnéjsi. Nejsenzitivnéjsi vahovou
kategorii v ramci nasi studie byly larvy o hmotnosti 450 + 15 mg. Nas usudek vychazi
z podstaty takové, Ze je vhodnéjsi se spiSe vyvarovat falesné pozitivnich (pfislibnych)
vysledka.

Volba tohoto pfistupu lépe umoini se vymezit potenciondlnim dtrapam
laboratornich zvifat v nasledujicich experimentech pro studium toxicity in vivo na jinych

modelovych organismech vymezit se toxickym latkam, které by zviratdm mohla zbytecné



zpUsobit znacné utrpeni az smrt. Mimoto, pro predbézné studie neni Zddouci zahrnovat
hodné testovacich zvifat, je nutné nahliZet i na systém principt ,Tfi R“. Pro toxikologicky
screening sta¢i i méné pocetné skupiny, od kterych je snaha ziskat co mozna nejvice dat.

Z tohoto dlvodu byl pro tyto experimenty pouzit velmi maly pocet jedincl na
jednu skupinu (ni = 6). Aby bylo od tak nizkého poctu pouzitych zvifat ziskdno maximum
dat, byl zde zaveden skérovaci systém HISS, diky cemuz bylo ziskdno mnohem vice
informaci o toxickém vlivu DMSO na testovaci subjekty. Cim je tato prace v souladu
s jednim z principG ,Tfi R“, zvanym redukce.

Hodnoceni pomoci systému HISS se osvédcil jako velmi Sikovny nastroj, se kterym
vystupy z experimentl mohou ziskat zcela jiny, pfinosné;jsi rozmér. Kromé mortalitnich
dat byly ziskany i komplexnéjsi poznatky o vlivu noxy na organismus larev. Zavedeni toho
systému umoznuje ziskat mnohem racionalnéjsi uhel pohledu na to, zda ma byt dana

latka podrobena dalsimu pokrocilému studiu toxického vlivu na vyssich organismech.
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Seznam zkratek

AMPs

API
DMSO
G. mellonella

HISS

LDso
NIOSH

NO
OECD

PBS
PO

PPO
ROS
Sub.

antimicrobial peptides and proteins, antimikrobni peptidy a
proteiny

active pharmaceutical ingredient, u¢inna farmaceuticka latka
dimethylsulfoxid

Galleria mellonella, zavije¢ voskovy

The Health Index Scoring System, bodovaci systém pro urceni
indexu zdravi

median lethal dose, stfedni smrtelna davka

The National Institute of Occupational Safety and Health, Narodni
institut bezpecnosti prace a ochrany zdravi pti praci

oxid dusnaty

The Organisation for Economic Co-operation and Development,
Organizace pro hospodarskou spolupréci a rozvoj
phosphate-buffered saline, fosfatovy pufrovaci fyziologicky roztok
fenoloxiddza

profenoloxidaza

reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

Subjekt
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