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Abstrakt

Endokrinni soustava hmyzu se podili na regulaci biochemickych a fyziologickych
procesti v téle hmyzu. Jeji hlavni funkci je sekrece ekdysteroidd, juvenilnich hormonti
a neuropeptidickych hormoni.

Juvenilni hormon je seskviterpenoidni latka syntetizovana v corpora allata. Podili
se na metamorféze hmyzu, reguluje syntézu vitellogeninu a ma vliv na dlouhov¢kost
vcel, polymorfismus a tvorbu kast ve vcelstvu.

Diplomovéa prace je ve€novana optimalizaci metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni sionizaci elektrosprejem a analyzatorem doby letu
(UHPLC - ESI-QTOF) pro detekci a kvantifikaci juvenilniho hormonu III. Pro
chromatografickou separaci byla zvolena Arion Cgs HPLC kolona (150 X 2,1 mm)
s mobilni fazi tvofenou A: voda + 10umol.I'! mraventan amonny + 0,1% kyselina
mravenc¢i; B: 90% acetonitril + 0,1% kyselina mravenc¢i. Eluce probihala gradientové
s prutokem 400 pl/min. Jako vhodné rozpoustédlo pro JH III byl zvolen 90% acetonitril.

Pro kvantifikaci JH III byl zvolen jako vnitini standard methopren. Byla zméfena MS
spektra pro methopren, pficemz nejvyssi intenzitu mél pik pro fragment methoprenu
om/z 279,23. Dal§im dostupnym internim standardem pro kvantifikaci JH III byl
deuteriem znac¢eny JH-Ds, pro ktery byly taktéz zméfeny MS spektra. JH-Dj3 se v priibéhu
ionizace rozpadal na neznaCeny fragment o m/z 235,17, coz odpovida i fragmentu
neznacen¢ho JH 111, tudiz JH-D3 nemohl byt vyuzit jako interni standard. Proto byl pro
naslednou kvantifikaci zvolen methopren jako interni standard.

Juvenilni hormon III byl izolovan z v¢eli hemolymfy smési extrakénich cinidel
isooktan-methanol. Pro extrakci byly pouzity LB silylované mikrozkumavky a vialky.
Vytéznost pro plochy piku IS a JH III po extrakci byla v priméru 55 + 7,5 % pro
ISa87 + 4,5 % pro JH III.

JH III byl kvantifikovan z hemolymfy pomoci extern¢ sestrojené kalibracni fady
a metodou standardniho ptidavku. Primérné hodnota JH III ve v¢eli hemolym{€ byla byla
230,5 £ 30,5 pg.ul .

V praktické ¢asti se podafilo optimalizovat a castecné validovat metodu
UHPLC — ESI-QTOF pro detekci a kvantifikaci juvenilniho hormonu III z hemolymfy



Apis mellifera. Metodu je tieba dale validovat a verifikovat, aby mohla poslouzit pro dalsi
studium JH III u 4. mellifera.

Kli¢ova slova Juvenilni hormon II1, ekdysteroidy, LCMS, hormony
Pocet stran 70
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Abstract

The insect endocrine system is involved in the regulation of biochemical and
physiological processes in the insect body. Its main function is the secretion of
ecdysteroids, juvenile hormones and neuropeptide hormones.

Juvenile hormone is a sesquiterpenoid substance synthesized in the corpora allata.
It is involved in insect metamorphosis, regulates vitellogenin synthesis, and influences
honeybee longevity, polymorphism, and caste formation in the colony.

This thesis is devoted to the optimization of a high-performance liquid
chromatography method coupled with electrospray ionization and time-of-flight
analyzator (UHPLC-ESI-QTOF) for the detection and quantification of juvenile
hormone III. For chromatographic separation was chosen Arion Cs HPLC column (150
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+ 0.1% formic acid; B: 90% acetonitrile + 0.1% formic acid. The elution was carried
out in a gradient manner with a flow rate of 400 ml/min. 90% acetonitrile was chosen
as a suitable solvent for JH III.

Methoprene was chosen as an internal standard for the quantification of JH III. MS
spectra for methoprene were measured, with the highest intensity peak for the
methoprene fragment m/z 279.23. Another available internal standard for JH III
quantification was deuterium-labeled JH-D3, for which MS spectra were also measured.
During ionization JH-D3 fragmented to an unlabeled fragment m/z 235,17, which also
corresponds to the fragment of unlabeled JHII, thus JH-Ds; could not be used as an
internal standard. Therefore, methoprene was chosen as the internal standard for
quantification.

Juvenile hormone III was extracted from honeybee hemolymph with a mixture of
isooctane-methanol extraction reagents. LB silylated microtubes and vials were used for
extraction. The recoveries for the peak areas of IS and JH III after extraction averaged
55 +7,5% and 87 + 4.5% for IS and JH III.

JH III was quantified from haemolymph using an externally constructed calibration
curve and the standard addition method. The mean value of JH III in bee haemolymph
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In the practical part, UHPLC-ESI-QTOF method for the detection and quantification
of juvenile hormone III from Apis mellifera hemolymph was optimized and partially
validated. The method needs to be further validated and verified to serve for further
studies of JH III in A. mellifera.
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CILE PRACE

e Piiprava literdrniho piehledu o poznatcich o endokrinni soustavé hmyzu.

e Zpracovani literarni reSerSe o hmyzich hormonech se zamétenim na ekdysteroidy,
juvenilni hormony a peptidické neurohormony.

e Piiprava piehledu metod detekce a kvantifikace hmyzich hormont.

e Optimalizace metody izolace hormont z hmyzich tkéni.

® Optimalizace detekce a kvantifikace juvenilniho hormonu I pomoci

UHPLC- ESI-QTOF.
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1 UVOD

Endokrinni soustava hmyzu je soucasti neurokrinni soustavy. Je tvofena
neurosekretickymi buitkami mozku sekretujicich neurohormony, corpora cardiaca, ktera
produkuje adipokinetické hormony a neurohormony, a corpora allata, coz je parovy
organ produkujici juvenilni hormony. Ddle se sem fadi prothorakalni Zlazy, které
syntetizuji ekdysteroidy, neurosekretick¢ builky ganglii, endokrinni bunky stfeva,
epitrachealni buniky a gonady (Klowden, 2008). Endokrinni soustava se podili na regulaci
biochemickych a fyziologickych procest v téle. Slouzi ke komunikaci mezi organy,
tkanémi a mezi organismy navzajem. Na rozdil od nervové soustavy, ktera ptsobi rychle
a kratkodobé, je zaloZena na pomalé a dlouhodobé komunikaci mezi buiikami. Hlavni
funkci endokrinni soustavy je sekrece hormonti. Hormony v téle hmyzu ovliviiuji rast,
vyvoj, rozmnozovani, svlékani, osmoregulaci, diurézu, chovani a komunikaci.
Endokrinni soustava vylucuje 3 druhy hormoni: ekdysteroidy, juvenilni hormony
a peptidické hormony (Klowden, 2008; Nijhout, 1998; Orchard et Lange, 2024).

Ekdysteroidy jsou syntetizovany v prothorakalnich Zzlazach a ovariich samic
z cholesterolu. Syntéza je fizena prothoracikotropnim hormonem, ktery aktivuje
prothorakalni zlazy a stimuluje syntézu a uvoliiovani ekdysteroidti (Gilbert et al., 1977)
Jedna se o svlékaci hormony, které uplatiiuji svoji funkci v embryogenezi a larvalnim
vyvoji (Gilbert et al., 1980). Dale ovliviiuji reprodukci hmyzu — u samic ovliviuji zrani
oocytd a u samct tvorbu spermatoforu (Hagedorn et al., 1975; Gilliot et Ismail, 1995).
Mezi ekdysteroidy se fadi napt. ekdyson, coz je prohormon svlékaciho hormonu
20 — hydroxylekdysonu, jez mé zasadni roli pti svlékani a metamorf6ze hmyzu (Lafont
et al., 2021).

Juvenilni hormony (JH) jsou seskviterpenoidni latky, k jejichz syntéze dochazi
v parovém orgéanu corpora allata, odkud se nasledn¢ uvoliuji do hemolymfy (Gilbert
et al., 2000). Existuje n¢kolik druhi, véela medonosnd mé konkrétné juvenilni hormon
II1, ktery je nejvice rozsiten u hmyzu (Fluri et al., 1982). Juvenilni hormony se podileji
na metamorféze a rozmnozovani hmyzu. Udrzuji larvu v juvenilnim stddiu, ¢imz
zabrafuji nastupu metamorfézy hmyzu v dospélého jedince do té doby, nez larva doroste.
Ke konci larvalniho stadia dojde k poklesu syntézy JH aspusti se metamorfoza
v dospélce. Juvenilni hormony reguluji reprodukei samic hmyzu (Amdam et al., 2003).
Niz$i hladiny JH III stimuluji genovou exprese vitellogeninu v tukovém télese, ktery

je nasledné transportovan do zrajicich vajicek samic (Corona et al., 2007). U vcelich larev
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hraje dtlezitou roli ve vyvoji ovarii. Také ovliviiuje polymorfismus a tvorbu kast
ve veéelstvu (Amdam et al., 2003).
Peptidické neurohormony jsou syntetizovany neurosekretickymi buitkami mozku nebo
jinych ¢asti CNS, odkud jsou déle do téla rozvadény hemolymfou. Podileji se na svalové
kontrakci, ovlivituji chovani hmyzu a diurézu. Je jich nespocetné mnozstvi a fadi se sem
napf. adipokinetické hormony, allotropiny, allostatiny, diureticky hormon, proctolin
a diapauzni hormon (Klowden, 2008).

Juvenilni hormony, ekdysteroidy a neuropeptidické hormony lze detekovat
a kvantifikovat pomoci kapalinové chromatografie, plynové chromatografie, hmotnosti
spektrometrie, radioimunoanalyzou nebo imunochemicky metodou ELISA.

Diplomova prace je vénovana optimalizaci metody UHPLC-ESI-QTOF pro detekci
a kvantifikaci juvenilniho hormonu III a vyvoji metody pro izolaci juvenilniho hormonu
z tkani Apis mellifera. Studium juvenilniho hormonu je dulezité, abychom pochopili
princip dlouhovékosti a kratkov€kosti vcel a jaky vliv na proces starnuti véel ma prave
juvenilni hormon. Kazdoro¢né totiz dochdzi k velkému thynu vcelstev. Vzhledem
k tomu, Ze veely tvoti 90 % vSech opylovact rostlin, je cilem zabranit velkym thynim

véelstev a prodlouzit Zivotnost jednotlivych vcel.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Endokrinni soustava hmyzu

Endokrinni soustava hmyzu (obr. 1) je soucasti tzv. neuroendokrinni soustavy, ktera
je tvofena nervovou a endokrinni soustavou. V rdmci neuroendokrinni soustavy dochazi
k vzajemné spolupraci mezi hormony a nervovym systémem. Neuroendokrinni soustava
se skladd z mozku a pfilehlych zlaz, mezi které patii neurosekre¢ni builkky mozku
sekretujici neurohormony, corpora cardiaca, ktera produkuje neurohormony,
a corpora allata (CA) produkujici juvenilni hormony. Déle se sem fadi prothorakalni
zlazy, které syntetizuji ekdysteroidy, neurosekretické bunky ganglii, endokrinni bunky

stieva, epitrachedlni buiiky a gonady (Klowden, 2008).

Ekdysteroidy

Prothorakalni zlazy
Endokrinni lazy <
Corpus allatum

JH

Endokrinni soustava

Neurosekrecni buiiky

Neurohormony

Obrazek 1 Endokrinni soustava hmyzu. Upraveno podle Klowden (2008).

Prothorakalni Zldza je u dvoukifidlého hmyzu tvofena bilaterdlnim shlukem
polymorfonuklearnich bunék obklopujicich priidusnici. Buniky maji velké intracelularni
prostory, maly Golgiho komplex a endoplazmatické retikulum. Velikost a zastoupeni
jé&dra, mitochondirie a lysozomi se odviji podle sekre¢ni aktivity zlazy (Dorn et Romer,
1976; Orchard et Lange, 2024). Tato zldza se nachazi v prvnim hrudnim segmentu
zvaném prothorax (Bollenbacher et al., 1975; Gilbert et al., 1997). Hlavni funkci
prothorakalni zl1azy je syntéza ekdysteroidi v embryonalnim a larvalnim vyvoji hmyzu
(Bollenbacher et al., 1975). Po pfeméné v dospélého jedince prothorakélni Z1azy u vétSiny
hmyzu atrofuji a zanikaji. Jejich funkci pak piebiraji jiné organy (Belles, 2020; Lafont
etal. 2012).

Corpora allata je parovy organ nachazejici vzadni C¢asti hlavy hmyzu
¢i ve vyjimecnych piipadech se mize nachdzet i v thoraxu. Obvykle je vej¢itého nebo

kulatého tvaru, zalezi na druhu hmyzu (Tobe et Stay, 1985). CA je inervovana axony
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neurosekrecnich bunék a neurony v mozku. Jednd se o endokrinni zlazu, jejiz hlavni
funkci je syntéza a sekrece juvenilniho hormonu, kterd je fizena allostatiny a allotropiny
(Gilbert et al., 2000).

Corpora cardiaca je hlavni neurohemalni organ, jehoz funkeci je sekrece neuropeptidi,
mezi které patii naptiklad prothoracikotropni hormon nebo adipokinetické hormony.
Nachazi se v hlavové casti za mozkem, se kterym je propojena tfemi pary nerva.
Obsahuje zakonceni axonl z lateralnich a medidlnich neurosekre¢nich bun¢k mozku.
Muze byt samostatnd (corpus cardiacum) nebo v paru (corpora cardiaca). Sklada
se ze zlazového a vnéjsiho laloku. U dvoukiidlého hmyzu je spolecné s prothorakalni
zlazou a CA soucasti prstencové zlazy (Klowden, 2008; Raabe, 1982).

Endokrinni soustava se podili na regulaci biochemickych a fyziologickych procest
v téle. SlouZzi ke komunikaci mezi organy, tkinémi a mezi organismy navzajem. Na rozdil
od nervové soustavy, ktera plisobi rychle a kratkodobé, je zaloZzena na pomalé
a dlouhodobé komunikaci mezi buitkami. Hlavni funkci endokrinni soustavy je sekrece
hormont (Klowden, 2008).

Hormony jsou latky produkované endokrinni soustavou a slouzi k pfenosu informaci
v organismu. Zaroven maji schopnost zasahovat do d€jii v butice a regulovat je. D¢lime
je na tkdnové hormony, které¢ jsou produkovany builkkami prostou diftizi a hormony
produkované endokrinnimi zlazami (Nijhout, 1998). Hormony v téle hmyzu ovliviuji
rist, vyvoj, embryogenezi, rozmnozovani, svlékani, diapauzu, osmoregulaci, diurézu,
chovani a komunikaci. Endokrinni soustava vylucuje 3 druhy hormoni: ekdysteroidy,

juvenilni hormony a peptidické hormony (Klowden, 2008; Orchard et Lange, 2024).

14



2.2 Juvenilni hormony

Juvenilni hormony (JH) jsou seskviterpenoidni latky lipofilni povahy. U hmyzu plni
razné funkce. Maji vliv na rozmnoZzovani, metamorfozu, diapauzu ¢i polymorfismus
hmyzu. U vcel se dale napt. podili na tvorbé kast a dlouhovekosti véel (Amdam et al.,
2003). Existuje nékolik druhii juvenilniho hormonu. VEela medonosnd, stejné jako

vétSina hmyzu, ma JH III (Fluri et al., 1982).
2.2.1 Metabolismus juvenilniho hormonu

Juvenilni hormon III je syntetizovan v parovém organu corpora allata. Syntéza JH 111
je hormonaln¢ regulovdna neuropeptidickymi hormony — allotropiny a allostatiny
(Gilbert et al., 2000). Juvenilni hormon je syntetizovan (Obr. 2) z acetyl-CoA skrze
mevalonatovou drahu, jejimz vysledkem je vznik farnesylpyrofosfatu. Sledem nékolika
nasledujicich biosyntetickych reakci vznika kyselina farnesova a z ni nakonec juvenilni
hormon III (Chanchay et al., 2019; Noriega et al., 2014). Vznikly hormon se uvoliiuje
do hemolymfy, kde se vaze na binding protein (JHBP), ktery kolem né&j tvoti ochranny
hydrofobni obal, a je transportovan do cilové tkané (Kolodziejczyk et al., 2008).

JH IIT je degradovan dvéma esterasami (Obr. 2) — esterasou juvenilniho hormonu
(JHE) v hemolymf¢ nebo epoxyhydrolasou juvenilniho hormonu (JHEH) ve tkéanich.
JHEH katalyzuje JH III na diol juvenilniho hormonu, ktery je pak pisobenim JHE
pfeménén na diol kyseliny juvenilniho hormonu nebo plsobenim kinasy diolu
juvenilniho hormonu (JHDK) na diolfosfat kyseliny juvenilniho hormonu. Dalsi
moznosti je pfeména JH IIl za pfitomnosti JHE na kyselinu juvenilniho hormonu
a nasledné¢ pomoci JHEH vznik4 opét diol kyseliny juvenilniho hormonu (Chanchay
etal., 2019).

Diol kyseliny juvenilniho hormonu a diolfosfat kyseliny juvenilniho hormonu jsou
biologicky neaktivni latky, které jsou vyluCovany ven z téla malpigickymi trubicemi

(Erley et al., 1975; Grieneisen et al., 1995)
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Acetyl-CoA
Biosyntéza cefyl=-o

Acetyl-CoA thiolasa
Acetoacetyl-CoA
HMG-CoA synthetasa
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HMG-CoA reduktasa
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Mevalondtkinasa

Mevalonat-5-fosfat
Fosfomevalonatkinasa

Isopentenyl-difosfatisomerasa
Isopentenyl-5-pyrofosfit «———— Dimethylallylpyrofosfit

\ Difosfomevalonatdekarboxylasa

Geranylpyrofosfiat
Farnesyldifosfitsynthetasa
Cholesterol «———— Farnesylpyrofosfit
Farnesy ldifosfatpyrofosfatasa
Farnesol
Farnesoloxidasa
F arncsal
Farnesaldehydrogenasa
Kyselina fﬂrncsoov

O-methyltransferasa kyseliny f.lmuuou/ \ Farnesodtepoxidasa

Methylfarnesodt Kyselina juvenilniho hormonu
(Dichoptera a Orthaptera) (Lepidoptera)
Methylfarnesodtepoxidasa Methyltransferasa
kyseliny juvenilniho hormonu

Juvenilni hormon 111

| Degradace

Diol juvenilniho hormonu Kyselina juvenilniho hormonu

JHE /JHIH

Diol kyseliny juvenilniho hormonu

JHEH JHE

AN

JHDK

Diolfosfat kyseliny juvenilniho hormonu

Obrazek 2 Metabolismus JH III — biosyntéza a degradace JH III. Nakresleno podle
Chanchay et al., 2019; Noriega et al., 2014.
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2.2.2 Receptor pro juvenilni hormon

Prvnim kandidatem pro JH je ultraspiracle (USP) jaderny receptor. Tento receptor tvori
heterodimer s ekdyzonovym receptorem (EcR) (Jones et al., 2006;) Druhym kandidatem
pro receptor juvenilniho hormonu je jaderny intracelularni methopren tolerantni protein
(Met) zrodiny bHLH-PAS. Tento receptor byl poprvé izolovan z mutantniho kmene
Drosophila (Wilson et Fabian, 1986). Met specificky vaze JH a jeho napodobeniny
(napt. methopren) skrze C-termindlni doménu PAS (Charles et al., 2011).

Dal8im kandidatem na intracelularni receptor pro JH je Drosophila melangaster germ

cell exprimed (Gce) receptor (Jindra et al., 2015).
Pro rodinu proteintt bHLH-PAS je typicka helix-otocka-helix struktura. Tyto proteiny
obsahuji e-box vazebné prvky JHREs, které rozpoznévaji e-boxy vazané jinymi proteiny.
(Kewley et al., 2014). JHERs obsahuji e-box se sekvenci CACGTG (Li et al., 2014).
Dimerizované bHLH-PAS proteiny pak vytvaii funkéni komplexy vézajici DNA
(Kewley et al., 2014).

Vazba JH na Met/Gcee receptor iniciuje v jadfe dimerizaci s Tai proteinem skrze
bioaktivator steroidniho receptoru BFtR—F1 (FISC). Vznikly komplex se vaze na JHERs
na cilovych genech Kr-h1 (Kriippeliiv homolog) a iniciuje jejich transkripci (Jindra et al.,
2015; Li et al., 2014). Protein Tai nemusi vzdy dimerizovat pouze s JH. Je schopny
dimerizovat i s jinymi jadernymi receptory jako je napi. ekdysteroidovy receptor EcR
(Bai et al., 2000).

Membréanovy receptor nebyl doposud identifikovan. Nicméné se jedna o receptor
sprazeny s fosfolipasou ¢ (PLC), ktera je aktivovana po navazani JH na receptor. To vede
k intracelularnimu zvySeni IP3, diacylgylcerolu a vapenatych kationti. Vapenaté ionty
plisobi na kalmodulin/Ca*" dependendentni kinasu (CaMK II). Néasledné se komplex
Met - Tai fosforyluje a dochazi k aktivaci transkripce cilovych genti (Dubrovsky
et Bernardo, 2014; Jindra et al., 2015; Liu et al., 2015)

2.2.3 U¢inky juvenilniho hormonu na hmyz

vvvvvv

vliv na metamorfézu a rozmnozovani hmyzu. Podili se na polyethismu a tvorbé kast
ve vcelstvu a u nékterého hmyzu také reguluje matetskou diapauzu (Amdam et al., 2003;

Mukai et al., 2022).
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Juvenilni hormon se spole¢né s 20-hydroxyekdysonem (20E) podili na svlékani
a metamorféze hmyzu (Riddiford 2012). Juvenilni hormony udrzuji larvu v larvalnim
stddiu a brani nastupu metamorfézy larvy v dospélého jedince. Brani expresi urcitych
gent pro metamorfézu (Hiruma et Riddiford 2010; Riddiford 1978;). Plsobi ale pouze
na buiiky, které obsahuji JH receptor (Jindra et al., 2015). V poslednim larvalnim stadiu,
kdy uz je télo larvy pfipravené na proménu, se v téle nenachazi zadny titr JH. Pokles titru
JH je zplsoben zastavenim jeho sekrece z copora allata a zvySenim titru esterasy
juvenilniho hormonu v hemolymf¢ a JH senzitivnich tkani (napt. oko, mozek, ventralni
branice). ZvySeni titru JH I stimuluje prothorakdlni zlazy, které sekretuji
protoracikotropni hormon, jenz pozitivné ovliviluje syntézu ekdysonu, znéhoz dale
vzniké svlékaci hormon 20E (Riddiford, 2012). Pfi expozici 20E in vitro na epidermis
zadeCku Manduca sexta byl vyvolan proces zakukleni u larev. Kdezto kdyz byla kromé
20E larva vystavena zaroven i JH, tak k zakukleni nedochéazelo (Riddiford, 1978).
Dle Minakuchi et al. (2009) vede ztrata Kriippelova homologu (Krh-1) ptisobenim RNA1
u larev Tribolium k ptfedcasné metamorfoze. U larev je ptitomna béhem celého larvalniho
obdobi mRNA Kir-hl. Jeji hladiny pak klesaji v poslednim larvalnim instaru. K jejimu
mirnému narustu dochazi jesté ve stadiu predkukly, tésné piedtim nez dojde ke svlékani
kukly (Minakuchi et al., 2009).

Juvenilni hormon je dale u n€kterého hmyzu s diapauzou zapojen do regulace matetské
diapauzy (Mukai et al., 2022). Diapauza je periodické hormondlné fizené pieruseni
fyziologického vyvoje doprovazené zpomalenim metabolismu. K diapauze dochézi
v dasledku neptiznivych vnéjSich podminek. Hmyz je v diapauze do té¢ doby, nez dojde
k synchronizaci s vnéjSimi biotickymi a abiotickymi podminkami vhodnymi k pieziti
dan¢ho organismu. U kazdého druhu hmyzu s diapauzou k tomu dochdzi v jiném
vyvojovém stadiu (Denlinger et al., 2012). Diapauza je fizend hormonaln¢ v reakci
na délku fotoperiody a venkovni teplotu. U mateiské diapauzy plati, ze pti delsi
fotoperiodé se u matek Nasonia vitripennis zvySuje mnozstvi JH III, které je spojené
s vyS$8i expresi o-methyltrasnferasy (jhamt). Potomci vylihnuti z vajicek nakladenych
matkou v dob¢, kdy méla vyssi hladiny JH III nevstupuji do diapauzy. Oproti tomu
potomci matky, ktefi se vylihli v zimnim obdobi, kdy méla matka nizsi hladiny JH III
a niz8i expresi jhamt vstupuji do diapauzy v ¢tvrtém larvalnim instaru (Denlinger et al.,
2012).

JH také ovliviiuje syntézu vitellogeninu (Vg) v tukovém télese. Nizsi titry JH jsou

spojovany s vyssi syntézou Vg, ktery pozitivné ovlivituje rozmnozovani hmyzu (Corona
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et al., 2007; Pinto et al., 2000). Vg je totiz prekurzorem vitellinu, ktery je dulezitym

zdrojem Zivin pro vyvijejici se embryo (Hagedorn et Kunkel, 1979).

2.2.4 Dlouhovékost véel

Interakce mezi JH III a vitellogeninem, mezi kterymi plati vzdjemna negativni korelace,
ovliviiji a reguluji fyziologické procesy ve veelstvu jako je délba prace, reprodukce

a dlouhovéekost véel (Amdam et al., 2003).

2.2.4.1 Letni a zimni generace vcel

V pritbéhu roku se ve vCelstvu vymeéni dvé generace véel, kratkoveka letni generace vcel
a dlouhoveéka generace zimnich vcel (Fukuda et Sekiguchi, 1966). K vyméné generaci
dochazi vzdy na jafe a na podzim (Fluri et al., 1982).

Véely letni generace se v hnizd¢ vyskytuji od dubna do srpna. Dozivaji se zhruba
40 dnt (Fluri et al., 1982). Dé&lnice maji vyssi hladiny JH III a niz$i hladiny vitellogeninu
v hemolymf€ nez zimni generace vcel (Dostalkova et al., 2021; Fluri et al., 1977). Jejich
hlavnim tkolem je sbér vody, pylu, nektaru a medovice. Pfipravuji zdsoby pro zimni
generaci vcel, staraji se o sntiSku a nové vylihly plod (Fluri et al., 1982). Oproti zimni
generaci maji vice vyvinutou bunéénou imunitu, kterd je chrani pied patogeny zvenci.
Hlavni ¢ast bunéné imunity predstavuji hemocyty. Humordlni imunita je u nich
minimalné vyvinutd (Dostalkova et al., 2021; Steinman et al., 2015).

S ptichodem podzimu, béhem srpna az zafi, se ve vcelstvu zacinaji vyskytovat délnice
zimni generace. Tento proces vyméeny generaci véel je fizen nékolika faktory, mezi které
patii napf. zména v zasobnich Zivinach, poklesu sntisky a sntiSkového feromonu, pokles
venkovni teploty, zkraceni fotoperiody ¢i zména mikroklima v hnizdé¢ (Knoll
et al., 2020). Vlivem snizeného mnoZzstvi dostupné potravy a teploty venku dochézi
k atlumu letové aktivity Iétavek (Ribbands, 1952). Jedinci, ktefi shanéli potravu
na podzim, bud’ zemfou anebo se z nich stanou vlivem poklesu titru JH III v hemolym{&
vCely zimni generace. Tyto vcely jsou pak zapojeny do péce o vcelstvo béhem
nasledujicich mésicti, dokud se neobjevi nova letni generace vcel. Zimni generace
je pak tvofena témito vcelami a Cerstvé vylihnutymi délnicemi zimni generace vcel

(Fukuda et Sekiguchi, 1966).
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Zimni generace se v hnizd¢ vyskytuje od listopadu do unora. Tyto vcely se vyznacuji
svoji dlouhovékosti, protoze se dozivaji az 5—6 mé&sict. Jejich hlavnim ukolem je Gspésné
pfezimovat, starat se o plody a regulovat teplotu hnizda (Fluri et al., 1982; Fukuda
et Sekiguchi, 1966).

Zimni generace se pon€kud lisi od té letni. V¢ely maji v hemolymf€ nizkou hladinu
JH III a vyssi hladinu vitellogeninu, proteind a lipid (Dostalkové et al., 2021, Fluri et al.,
1977; Kunc et al. 2019). Maji zvétSené hltanové zlazy a zvétSené tukové téleso (Knoll
et al.,, 2020). Tukové téleso produkuje vittelogenin, ktery vykazuje silné antioxidacni
vlastnosti a v€ely jsou diky tomu vice rezistentni vi¢i oxida¢nimu stresu (Corona et al.,
2007). Maji vice vyvinutou humoralni imunitu, na které se podili antimikrobidlni peptidy
(apidaecin, abaecin, defensin-1, hymenoptaecin) a dalsi proteiny, kter¢ jsou produkované
tukovym télesem v pritomnosti bakteridlni infekce (Danihlik et al., 2016). Steinman et al.
(2015) zaznamenali u vcel zimni generace nakazenych virem deformovanych kiidel
snizenou bunécnou imunitu a zvySenou expresi gend zapojenych do humoralni imunity.
Dostalkova et al., 2021 se zabyvala imunitni reakci 10dennich délnic letni a zimni
generace po nakazou usmrcenymi bakteriemi Escherichia coli a Paenibacillus larvae.
Imunitni reakce na bakterialni ndkazu byla intenzivnéj$i u zimni generace vcel, ktera
vyvolala expresi antimikrobidlnich gent, snizeni exprese genu vitellogeninu a jeho
koncentraci v hemolymf¢.

Od unora se opét zacina ve vcelstvu objevovat délba prace, zacina sbér pylu a nektaru.
V bieznu az dubnu umiraji vCely zimni generace a lihnou se vcely letni generace.
Pfeména na letni generaci je doprovazena zvysenim titru JH III v hemolymf¢ vcel (Fluri

et al. 1982).

2.2.4.2 JHIII a jeho vliv na vékovy polyethismus ve véelstvu

Vékovy polyethismus a s nim spojena délba prace ve vcelstvu je dana fyziologickymi
zménami titru JH IIT a vitellogeninu (Amdam et al., 2003; Huang et al., 1991). Nizké
hodnoty JH III jsou spojovany s krmickami a vysoké s létavkami (Robinson et al., 1992).
Nejnizsi hodnoty JH III maji Cerstvé vylihnuté vcely, pak dochazi k narastu JH III
v hemolymf¢. U 12 dnt starych krmicek byla naméfena polovi¢ni koncentrace JH III
nez u 24 dna starych 1étavek (Riitz et Liisher, 1974).

Dle Huang et al. (1991) stoji za nizkymi hladinami JH III u krmicek rozdil rychlosti

syntézy JH III v corpora allata. Pomoci radiochemického testu dokazali, ze rychlost
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biosyntézy byla u krmicek niz§i a s postupem veéku se snizovala. CA obsahovala
methylfarnesoat, coz je prekurzor JH III, a do inkuba¢niho média uvoliovala JH III.
Zavérem tedy bylo, Ze rozdily v titru JH III mezi krmickami a 1étavkami byly dany
rychlosti syntézy JH III, a ne rychlosti uvoliiovani ¢i degradace JH III v hemolymf€.
Na druhou stranu Mackert et al. (2008) pfiSel s tvrzenim, Ze rozdilné hodnoty mezi
krmickami a létavkami fidi JHE, ktera se podili na odbourdvani JH III v hemolymf¢.
Pfeména z krmicky na létavku a délba prace je regulovana dle potieb vcelstva, které jsou
ovlivnéné dostupnosti potravy, stavem vcelstva a mnozstvim plodu. Navzdory véku
se tak mlze z létavky stat opét krmicka nebo z krmicky ptedCasna létavka (Robinson
et Paige, 1991; Robinson et al., 1992). Reverzni chovani miize napf. nastat,
kdyz je ve veelstvu nedostatek krmicek (Robinson et al., 1992). Nejdiive dochazi
k reverzi nejmlad$ich dostupnych létavek, které jsou na zmény titru JH III vice senzitivni
a snaze se vrati k roli krmic¢ky (Robinson et Paige, 1991). Naopak u krmicek, které byly
osetfeny roztokem JH III ¢i jeho napodobeninami, doslo ke zméné€ chovani. Zvysenti titru
JH III vedlo k tomu, Ze se jim pfestaly vyvijet hltanové Zlazy a zacaly pfed¢asné sbirat
pyl, hlidat na ¢esné&, zvysila se jejich letova aktivita a také diive umiraly (Jaycox et al.,
1974; Jaycox, 1976).

Lourengo et al. (2019) se ve své praci vénovaly rozdilné imunitni reakci krmicek
a létavek po ndkaze bakteridlni infekci Serratia marcescens. Mladsi véely, které mély
méné JH III, vyvinuly po nakaze silngj$i imunitni reakci. Aktivace imunitniho systému
vedla ke snizeni exprese genl vg, jhe a ilp u létavek, které mély vyssi hladiny JH III.

Zaroven se po nakaze dozily kratSiho véku nez krmicky.
2.2.4.3 Vitellogenin

Vitellogenin (Vg) je prekurzor vitellinu, coz je hlavni protein Zloutkového proteinu,
1979). Vg ovliviiuje rozmnozovani hmyzu a dlouhovékost véel (Corona et al., 2007)
Krom toho také transportuje lipidy a sacharidy v hemolymf¢é a ma silné antioxidacni
ucinky (Fruttero et al., 2017; Corona et al., 2007). Jedna se o 180 kDa monomer (Wheeler
et Kawooya, 1990). Jeho syntéza v tukovém télese je fizena titry JH III, pficemz zde plati
negativni korelace mezi JH III a Vg, €ili vyssi titry JH III snizuji syntézu Vg a naopak
(Pinto et al., 2000).

Vyssi hladiny Vg jsou spojovany s dlouhovékosti zimnich véel a matek. Matky jsou
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diky nému vice odolné oxida¢nimu stresu, jsou plodné a dozivaji se 3—5 let. Vg je taktéz
syntetizovan tukovym télesem délnic, i pfestoze jsou neplodné a maji zakrnélé oocyty
(Amdam et al., 2003; Corona et al., 2007). Exprese vitellogeninu byla detekovana
ve vajecnicich kraloven, ale ne ve vajeniku délnic (Karina et al., 2005). Krmicky
dosahuji nejvyssich hladin Vg kolem 12 dne, pak dochazi k jeho poklesu (Riitz et Liisher,
1974). Trubci Vg v dospé€losti nesyntetizuji, pouze v rannych vyvojovych stadiich

a v malém mnozstvi (Kunc et al., 2019).
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2.3 Ekdysteroidy

Ekdysteroidy jsou steroidni hormony odvozené od cholesterolu. Jedna se o velkou
skupinu polyhydroxylovanych steroidu ¢itajici vice jak 500 sterolovych derivati. Mezi
spolecné znaky ekdysteroidl patii uhlikovy sterolovy skelet, cis (5p) piechod A/B kruhu,
7-en-6-on chromofor a 140-OH skupina. Podle vyskytu v organismech se déli
na zooekdysteroidy, fytoekdysteroidy a  mykoekdysteroidy. Zooekdysteroidy
se vyskytuji u ¢lenovcil, u nichz ovliviluji a reguluji svlékani, vyvoj a rozmnozovani.
Rostlinné fytoekdysteroidy ptedstavuji endokrinni disruptory chréanici rostliny pied
bezoobratlymi sktdci (Lafont et al., 2021).

Poprvé byly ekdysteroidy izolovany v roce 1954 Butenandtem a Karlsonem z kukel
Bombyx mori. Jednalo se o prvni izolovany hmyzi hormon v Cist¢ formé (Butenant
et Karlson, 1954). Ekdysteroidy lze stanovit a kvantifikovat pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, imunochemicky metodou ELISA
nebo pomoci radioimunoanalyzy (RIA) (Lafont, 2012). Yamazaki et al. (2011) detekovali
ekdysteroidy v hemolymf€, mozku, corpora allata, vaje¢nicich a vcelich délnic pomoci
kombinace vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a RIA. Extrakce
ekdysteroidii pro RIA byla provedena hexanem a jako protilatka poslouzilo krali¢i
anti - 20E  sérum. V kombinaci s HPLC byla extrakce provedena smési
hexan — methanol. Chromatograficka separace prob¢hala na Cis kolonég a sesbirané frakce
byly podrobeny RIA. Bollenbacher et al. (1975) stanovali ekdyson v larvach u Manduca
sexta pomoci RIA. Robinson et al. (1991) pouzili kombinaci RIA a HPLC k detekei titru

ekdysteroidl v hemolymf¢ vcel.

2.3.1 Biosyntéza

Ekdysteroidy jsou syntetizovany u hmyzu od embryonalniho vyvoje az do dospélosti.
Ve stadiu larvy a kukly jsou ekdysteroidy primarné syntetizovany v prothorakalni zlaze
(PG) (Bollenbacher et al., 1975).

PG je u dvoukiidlého hmyzu tvofena bilateralnim shlukem polymorfonukledrnich
bun¢k nachazejicich se v prothoraxu. Syntéza ekdysteroida prothorakalni zlazou je fizena
prothoracikotropnim hormonem (PTTH). PTTH je syntetizovdn neurosekre¢nimi
buikami mozku, znichz je transportovdn axony do corpora allata (CA).

Z CA se uvoliiuje do hemolymfy, kterou je transportovan do bunék prothorakalni zlazy,
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kde skrze signalni drahu, zahrnujici pfiliv vapenatych iontd a aktivaci adenylatcyklasy,
fosforyluje ribosomalni protein S6 aktivujici tvorbu ekdysteroidtl (Gilbert et al., 1997).

Syntéza ekdysteroidi je pravdépodobné regulovana zpétnovazebnou regulaci
ekdysteroidovych receptort v PG vazbou ekdysonu a 20-hydroxyekdysonu (Beydont
et Lafont, 1983). Na regulaci se také podili prothoracikostaticky peptid, ktery je schopny
inhibovat syntézu (Liu et al., 2004).

Prekurzorem ekdysteroidovych hormonti je cholesterol. VétSina hmyzu vsSak
neni schopna endogenni syntézy cholesterolu, protoze jim chybi skvalensyntasa
a skvalencyklasa (Kurzachalia et Ward, 2003). Proto musi pfijimat cholesterol stravou
ve formé fytosterolll, které se ve stfevech pfeménuji na cholesterol, ktery jsou uz pak
schopni vyuzit (Yamazaki et al. 2011).

Po pfeméné fytosterolu na cholesterol je cholesterol pisobenim enzymu Neverland
(EC: 1.14.19.21) ptfeménén na 7,8 — dehydrocholesterol. Poté nasleduje série neznamého
poctu enzymatickych reakei, spadajicich do tzv. Black box, jejichz vysledkem je vznik
5p—ketodiolu. Z 5B — ketodiolu déale vznikd 58 — ketotriol, 2-deoxyekdyson
a pak ekdyson. Tyto reakce jsou katalyzovany enzymy P450 (Obr. 3) (Lafont et al. 2021;
Niwa et Niwa, 2014; Yamazaki et al. 2011).

Ekdyson je prohormon, ktery opousti prothorakalni Zldzy a je transportovan
hemolymfou do perifernich tkéni, kterymi jsou napf. tukové téleso, epidermis nebo
mozek. V cilovych tkanich se ekdyson méni na 20-hydroxyekdyson (20E), ktery na rozdil
od ekdysonu je hormonalné aktivni (Lafont et al. 2021; Niwa et Niwa, 2014; Yamazaki
etal. 2011).

Prothorakalni zlazy obvykle degeneruji pfed ¢asnym stadiem dospé€losti a u dospelych
jedinc se tedy nenachdzi (Lafont et al. 2012). V dospélosti jsou ekdysteroidy
syntetizovany u samic hmyzu vaje¢niky (Hagedorn et al. 1975). U samci jsou

pak v mensi mife syntetizovany varlaty (Gilliot et Ismail, 1995).
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Obrazek 3 Biosyntetickd dradha 20E v prothorakalnich zlazach. Upraveno podle
Lafont et al., 2021; Niwa et Niwa, 2014; Yamazaki et al. 2011).

2.3.2 Degradace ekdysteroidu

Katabolismus degradace zahrnuje tfi typy chemickych reakci — konjugaci, oxidaci
a izomeraci (Gilbert et al., 2003).

Nejcastejsi reakci je konjugace, pii které vznikaji acylkonjugaty, fostatglykosidové nebo
sulfatové konjugaty. Také mohou vznikat fosfatové nebo acylesterové konjugaty
s mastnymi kyselinami. Konjugaty s mastnymi kyselinami mohou byt nasledné vazany
na zloutkovy protein a v pribéhu embryogeneze se opét uvoliiovat do hemolymfy
(Klowden, 2008). Acetylaci a naslednou hydrolyzou vznika smés ekdysondiacetatu,
pfi¢emz vétsinu smési tvoii f—ekdyson—2,3—diacetat, ktery je vyluCovan Malpigickymi

trubicemi (Russel et Price, 1977).
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K isomeraci dochdzi ve stiednim stfevé hmyzu pisobenim ekdysonhydrogenasové

isomerasy. Epimeraci ekdysonu vznika 3o—ekdyson (Nigg et al., 1974).
2.3.3 Receptor pro ekdysteroidni hormony

Ekdysteroidovy receptor je jaderny receptor, ktery reaguje transkripéni odezvou
na steroidni a lipofilni molekuly. Jednd se o heterodimer tvofeny ekdyzonovym
receptorem (EcR) a ultraspiracle proteinem (USP). Tento receptorovy komplex
se po navazani ekdysteroidii vaze na specifickd mista promotoru DNA a reguluje
genovou expresi (Henrich et al., 200; Koelle et al., 1991). EcR se nemusi vzdy vazat jen
na USP, pfedpoklada se, Zze existuji i dal$i proteiny, se kterymi mulze vytvaret
heterodimery (Henrich, 2012). USP je strukturdln¢ podobny retionoidnimu
receptoru X (RXR) u obratlovctl, jez je schopen dimerizovat sriznymi jadernymi
receptory (Oro et al. 1992).

Ekdysteroidovy receptor se skldda zné€kolika domén. A/B doména se nachazi
na N—konci. Jednd se o transaktivaéni doménu nezavislou na ligandu (AF1). DBD
doména obsahuje sekvenci cystein-cystein zinkovy prst. Ukolem této domény je
rozpoznavat palindromickou invertovanou repetitivni sekvenci, ktera je oddélend jednim
nukleotidem (IR1).

Pantovda D doména slouzi k heterodimerizaci EcR s USP. Doména E je zodpovédna
za interakci s ligandem, ktery je ptibuzny receptoru. Je slozena z dvanacti alfa helixt,
které vytvareji kapsu, do které se miize vazat ligand. Nékteré druhy hmyzu jesté obsahuji

doménu F, ktera ale neplni zddnou dulezitou funkci (Henrich, 2012).
2.3.4 20- hydroxyekdyson a ucinky ekdysteroidi

Ekdyson byl poprvé izolovan a popsan Huberem a Hoppem v roce 1965 (Huber et Hoppe
1965). Jedna se o prohormon 20E, na ktery je pfeménén v cilovych tkanich, mezi néz
se fadi epidermis, mozek a tukové téleso (Yamazaki et al., 2011). Ekdyson vstupuje
do bunék skrze membranovy prenaSe¢ ecdysone importer (Ecl) (Okamoto et al., 2018).
V cytoplazmé bun€k je preménén na aktivni formu 20E, ktery nasledné reaguje
s jadernym receptorem a iniciuje transkripcni aktivitu (Gilbert et al., 2002).

20E hraje kli¢ovou roli pfi svlékani a metamorféze hmyzu. Proces svlékani zahrnuje
apolyzu staré¢ kutikuly, sekreci nové kutikuly a ekdyzu staré kutikuly. Tento proces

je hormonalné¢ fizen ekdysonem a juvenilnim hormonem. Hmyz béhem svého vyvoje
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celkem tfikrat vyméni kutikulu (Gilbert et al. 1980). Béhem metamorfézy dochézi
ke zméné celého larvalniho téla v dospélého jedince. Vznikd novd epidermis,
prestavuje se nervova soustava, staré tkdn¢ degeneruji a zanikaji, zaroven ale dochazi
ke vzniku a diferenciaci novych bun¢k. Kratce pfed zahdjenim metamorfézy vSechny
tkané exprimuji vysoké hladiny EcR (Riddiford et Truman, 1993).

V pribéhu prvniho a druhého instaru, kdy dochazi ke svlékani hmyzu, se navysuje
hladina titru ekdysonu v hemolymf¢ (Gilbert et al. 1980). Béhem tfetiho larvalniho
instaru dochézi k vyraznému zvySeni titru ekdysteroidi a nasledné metamorfoze kukly
v dospélého jedince. Béhem tretiho instaru (Obr. 4) se celkem 3X zvySuje hladina
ekdysteroid. Prvni puls nastdva pfti dosazeni kritické hmotnosti hmyzu. Druhy puls
iniciuje produkci latky slouzici k pfilepeni pouzdra kukly. Tteti puls vede k tomu,
ze hmyz pfestane piijimat potravu a ¢tvrty pak k zakukleni a metamorfoze, pti niz se také
vyrazné navysuje titr ekdysonu v hemolymf€ (Warren et al. 2006).

Ekdysteroidy hraji dale roli v rozmnozovani hmyzu. Jsou diilezité pro vyvoj a zrani
oocytl. Folikularni epitel vaje¢nikti dospélych samic syntetizuje ekdysteroidy, které
po pfeméné na 20E reguluji syntézu choriovych proteini. (Hagedorn et al., 1975;
Lagueux et al. 1977). U samcii hmyzu jsou zase syntetizovany varlaty a ovliviiuji vznik
spermatoforu a spermatogenezi (Gilliot et Ismail, 1995).

U nékterého hmyzu kontroluji ekdysteroidy vitellogenezi. Jsou zodpovédné za indukci
genové exprese zloutkového proteinu a presun vitellogeninu ztukového télesa

do zrajicich oocytd (Bownes, 1994).

Pupariace

Koncentrace ekdysonu
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Obrazek 4 Narust hladin titru ekdysonu v hemolymf€ v larvalnim obdobi. Pfevzato z Kannangara
etal., 2021.
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2.4 Neurohormony

Neurohormony jsou produkovany neurosekre¢nimimi buiikami mozku. Neurosekre¢ni
buiiky jsou hybridni buiiky neuronti a endokrinnich zl4z. Jedna se o specializované
neurony produkujici hormony v neurohemdlnich organech jako je naptiklad
corpora cardiaca. Mezi neurohormony fadime napiiklad protoracikotropni hormon,
allotropiny, allostatiny, adipokinetické hormony, diureticky hormon, diapauzni hormon,

proctolin, oktopamin, tyramin (Klowden, 2008).
2.4.1 Protoracikotropni hormon

Protoracikotropni hormon (PTTH) je peptidovy hormon produkovany neurosekre¢nimi
buikami mozku, znichZz je transportovan axony do corpus cardiacum
nebo corpus allatum (Klowden, 2008). Jednd se o 14-29 kDa prekurzor peptidu
skladajici se z 224 aminokyselin, ktery je nasledné¢ Stépen na aktivni peptid
o 109 aminokyselinach tvoficich dva fetézce, které jsou navzajem spojené disulfidovymi
vazbami (Nagata et al., 2005). Hormon je transportovan hemolymfou do prothorakalnich
zlaz, kde aktivuje syntézu ekdysteroida (Gilbert et al., 1997).

Prvni zminky o vztahu mozku s prothorakdlnimi Zlazami popsal ve své praci
Wigglesworth (1940), podle n¢hoz jsou velké neurosekrec¢ni bunky Rhodius prolixus
zdrojem aktivity PTTH. Dle Fukuda (1940) zldzy prothoraxu produkuji hormon
nezbytny k zakukleni. Williams (1947) pfisel k zavéru, Ze mozek a PTTH jsou nutné
k ukonceni diapauzy u hmyzu.

Syntéza PTTH je fizena cholinergnimi neurony, jako je naptiklad acetylcholin (Agui,
1989), a melatoninem (Richter et al., 2000). Melatonin zvySuje uvoliiovani PTTH
v zavislosti na cirkadiannim rytmu hmyzu, ktery ma vSeobecné vliv na vyvoj hmyzu
(Richter at al., 2000; Truman, 1972). Oproti tomu prothoracikostaticky hormon inhibuje
syntézu PTTH a tim i ekdysteroidogenezi.

Receptor pro PTTH je tyrosinkindsovy. Po navazdni PTTH na receptor dochazi
ke zvySeni hladin intracelularniho Ca?* a aktivaci adedenylatcyklasy. Vysledkem celé
kaskéady reakci je fosforylace ribosomalniho protein S6 aktivujici tvorbu ekdysteroidii

(Gilbert et al., 1997; Smith et Rybczynski, 2012).
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2.4.2 Allotropiny a allostatiny

Allotropiny a allostatiny jsou peptidy regulujici syntézu juvenilniho hormonu
v corpora allata (CA) (Gilbert et al., 2000). Allotropiny jsou peptidy slozené
z 13 aminokyselin stimulujici sekreci JH z CA (Kataoka et al. 1989).

Oproti tomu allostatiny ptsobi jako reversibilni inihitory sekrece JH z CA (Woodhead
et al., 1989). Donley et al. (1993) izolovali z mozku Diploptera puncata RNA, ktera byla
nasledné prepsana do cDNA kodujici prekurzorovy polypeptid allostatinti. Na zakladé
peptidové sekvence potvrdili strukturu nejméné tfinacti druhii allostatinti (Donley et al.,
1993). Jednotlivé typy allostatini se 1iSi ti¢innosti inhibice. Na U¢innost inhibice mé
kromé& typu allostatinu také vliv, o jaky hmyz se jednd a vjakém vyvojovém
a fyziologickém stadiu se jednotlivec pravé nachazi (Stay et al., 1995). Allostatiny se také
mohou nachézet v hemolymf€ a v buiikach stfedniho stfeva (Stay et al., 1995). Schopnost
allostatini inhibovat syntézu JH z CA zavisi na jejich koncentraci a citlivosti, ktera
je déna poctem receptort, CA na né reagovat (Stay et al., 1996). Allostatiny lze detekovat
napi. pomoci HPLC (Woodhead et al. 1989).

2.4.3 Adipokineticky hormon

Adipokinetické hormony (AKH) jsou u hmyzu syntetizovany a uvoliiovany
z neurosekre¢nich bun€k corpus cardiacum (CC) (Diederen et al., 2002). Jedna
se o skupinu peptidovych hormonti patticich do RPCH/AKH rodiny C¢itajici vice jak
30 ¢lent (Taub-Montemayor et al., 1997). AKH lze detekovat pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie (Orchard et al. 1987).

Adipokinetické hormony se podileji na mobilizaci sacharidi a lipida z tukového télesa
za ucelem zisku energie. Déje se tomu pii energeticky naro¢nych ¢innostech jako je napf.
pohyb ¢i let. AKH je uvolnén z CC do hemolymfy, kterou je transportovan do tukového
télesa, kde se vaze na bunéény AKH receptor sprazeny s G-proteinem. Vazba na receptor
spousti kaskadu reakci zahrnujici aktivaci adenylatcyklasy, aktivaci druhého posla
auvolnéni vépenatych kationtli, které vedou k aktivaci proteinkinasy. Vysledkem
je Stépeni triacylglycerolu na diacylglycerol (DAG) pomoci lipasy. DAG je transportovan
lipophoriny do svald, kde se S$tépi na glycerol a mastné kyseliny, které jsou dale

odbouravany za vzniku ATP (Gidde & Auerswald, 2003). AKH se déle se podileji
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napf. na udrzeni hemostdzy cukrii v hemolymf¢, stimulaci srde¢ni Cinnosti, aktivaci

glykogenfosforylasy, inhibici syntézy lipidl a proteint (Kodrik, 2008).

2.4.4 DalSi neurohormony

Mezi dals$i neurohormony fadime napft. diureticky hormon, diapauzni hormon, proctolin,
oktopamin, tyramin a dal$i. Diapauzni hormon je dulezity u hmyzu s diapauzou. Béhem
dozravani vajicek je wuvolnovan zjicnového ganglionu. Plsobi na vaje¢niky,
které produkuji vajicka, z nichz se vylihnou potomci s matetskou diapauzou (Tsuchiya
et al., 2021). Proctolin stimuluje svalové kontrakce stfeva, srdce a vejcovodl. Déle plisobi
jako neuromodulétor pro kosterni svaly (Brown, 1977; Cook et Meola, 1978; Miller,
1979). Diureticky hormon stimuluje resorpci vody z Malpigickych trubic, diurézu
a tvorbu moci. Oproti tomu antidiuretické hormony, mezi které¢ se napt. fadi neuroparsin,
stimuluji zpétnou resorpci vody ze stieva do hemolymfy (Fournier et al, 1992; Phillips,
1981). Oktopamin je biogenni amin pusobici jako neurotransmitér a neuromodulator
u hmyzu. Jedn4 se o analog norepinefrinu. Oktopamin se podili na regulaci ¢innosti
endokrinnich Z1az. Déle v cilovych tkanich aktivuje mobilizaci sacharidl a lipidd, diky
¢emuz je hmyz poté schopen vyuzit velké mnozstvi uvolnéné energie pii aktivité
vyzadujici zvySeny vydej energie (Farooqui, 2012; Ubuka 2021). Tyramin
je prekurzorem oktopaminu. Jedna se taktéz o neurotrasnmitér a neuromodulator hmyzu,

ktery ptsobi jako antagonista oktopaminu (Lange, 2009).
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2.5 Vyvoj metody pro detekci a kvantifikaci juvenilniho hormonu II1

2.5.1 Vyvoj metody

Pied samotnym vyvojem nové bioanalytické metody je vhodné znat fyzikalné-chemické
vlastnosti analytu, jeho metabolismus a mozné metody pro jeho stanoveni (Whitmire
et al., 2011). Analyt je latka, kterou stanovujeme pomoci analytické metody ve vzorku.
Ostatni latky ve vzorku jsou oznaCovany jako matrice (Zaruba et al., 2016). V prib&hu
vyvoje metody je tfeba optimalizovat vhodné pouziti chemickych latek a rozpoustédel,
laboratornich technik, podminek pro provadéni analyzy, fedéni latek, vhodné skladovani
latek a roztokti (Whitmire et al., 2011). Déle je tfeba zavést referen¢ni vzorky a vzorky
pro kontrolu kvality. Vyvinutd metoda by se méla nasledné validovat a verifikovat

(Tiwari & Tiwari, 2010).
2.5.2 Validace metody

Validace by méla prokazat vhodnost a pfijatelnost metody pro méfeni daného analytu.
Vysledkem validace metody je pisemny popis analytické metody a postup validace.
Validace mlize byt Uplnd, ¢aste€na nebo kiizova. (Tiwari & Tiwari, 2010). Validace
bionanalytickych metod by méla byt provedena dle postupu FDA (US Food and Drug
Administration for Industry) nebo EMA (European Medcine Agency). V pribéhu
validace se stanovuji nasledujici parametry: selektivita, specifita, kalibracni kiivka,
rozsah méteni — dolni a horni mez kvantifikace a detekce, presnost a preciznost, prenos,

vytéZnost, matricové efekty, stabilita a reprodukovatelnost.

2.5.2.1 Selektivita

Pojmem selektivita se oznacuje schopnost analytické metody odlisit analyt
od neptibuznych sloucenin obsazenych v matrici na zaklad¢ fyzikalné—chemickych
vlastnosti (Jenkins et al., 2015; Zaruba et al., 2016). Jedna se o rozsah, ve kterém muize
byt analyt stanoven, aniz by dochdzelo k matricovym efektim jinych latek obsazenych
ve vzorku (Zaruba et al., 2016).

Selektivita mize byt skupinova, kdy pomoci dané metody jsme schopni urcit pouze

néjakou skupinu latek (napf. lipidy), anebo specifickd, kdy jsme schopni stanovit analyt
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ve smési riznych latek (Zaruba et al., 2016). Selektivita spole¢né se specifitou davaji
pfedstavu o tom, jak je metoda spolehliva (Taverniers et al., 2012).

Selektivita se vyhodnocuje analyzou alikvoti minimalné 6 vzorkt slepé matrice. Pricemz
se hodnoti neoobohaceny alikvot, alikvot obohaceny o IS a alikvot obohaceny
stanovovany analytem na LLOQ a IS. Odezva signalu slozek v pozadi v neoobohacenych
slepych vzorcich matrice by neméla byt vy$$i nez 20 % LLOQ pro analyt
a5 % pro IS (Jenkins et al., 2015).

2.5.2.2 Specifita

Specifita ndm zajiStuje, Ze stanovujeme pomoci dané metody pouze pozadovany analyt
(Racek et al., 2021). Ptesnéji se jednd o schopnost metody presné urcit a specifikovat
analyt od ostatnich slozek ve vzorku, které jsou pfibuzné stanovovanému analytu
(Jenkins et al., 2015). Zpravidla plati, ze kdyz je metoda selektivni na 100 %, pak

je 1 specificka (Taverniers et al., 2012).
2.5.2.3 Vytéinost

Ke vzorku se pfidd zndmé mnozstvi standardu stanovovaného analytu. Vzorek se zméfi
a zkouma se, kolik procent ze zndmého mnozstvi analytu se pomoci dané metody
stanovilo. Kdyz je vytéZznost mensi nez 100 % dochdzi v pribéhu analyzy ke ztratam
analytu. Metoda tedy neni schopnd detekovat vSechny molekuly analytu obsazené
ve vzorku. Oproti tomu, kdyz je vytéznost vyssi nez 100 %, tak dochazi ke stanoveni
ijinych interferujicich molekul (Racek et al., 2021). Mé&fi se nejméné Sest vzorki
s nizkou, sttedni a vysokou koncentraci analytu. Porovnavaji se hodnoty vzorkl
s ptidavkem analytu pfed a po extrakci. Vytéznost analytu a IS by méla byt na vSech

urovnich koncentrace stejnd (Whitmire et al., 2011).

2.5.2.4 Kalibraé¢ni kfivka a rozsah

Kalibra¢ni kiivka popisuje vztah mezi signdlem analytu a mnoZstvim (koncentraci)
analytu ve vzorku. Je vhodné pracovat v linearnim rozsahu kfivky a nejméné s Sesti
kalibra¢nimi vzorky. Pracovni rozsah kifivky by mél obsahovat limit detekce (LOD), limit
kvantifikace (LLOQ), horni limit kvantifikace (ULOQ) a limit blanku (LB) (Racek et al.,
2021; Zaruba et al., 2016).
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LOD je nejmensi mnozstvi analytu, které lze pomoci dané metody detekovat
a prokazatelné odliSit signdl analytu od signalu pozadi, které se zjiSt'uje méfenim blanku
bez ptidavku analytu. Limit blanku (LOB) je vyjadien jako primér z naméfenych hodnot
blanku + 1,645 smérodatné odchylky. LOD je pak trojnasobkem vybérové smérodatné
odchylku primérnych hodnot signalu naméfenych pro blanky (Racek at al., 2021; Zaruba
et al., 2016).

LLOQ je nejmensi mnozstvi (koncentrace) analytu, které lze se spolehlivou
preciznosti a presnosti kvantifikovat ve vzorku. VéEtSinou se jednd o desetindsobek
vybérové smérodatné odchylku primérnych hodnot signalu namétfenych pro blanky
(Zéruba et al., 2016). LOQ charakterizuje citlivost metody (Whitmire et al., 2011).

Pro kvantifikaci analytu ze vzorku lze pouzit metodu vnitiniho standardu. Vnitini
standard (IS) je latka, kterd ma podobné fyzikalné—chemické vlastnosti jako stanovovany
analyt, ale nenachdzi se v matrici a nema interferujici vliv na stanovovany analyt. (Zaruba
et al,, 2016). U JH I to mlze byt napf. methopren, JH III znaceny deuteriem
nebo precocen II (Ramirez et al., 2016; Zharigetu et al., 2007). Ke kazdému vzorku
je ptidano znamé mnozstvi IS. Na grafu pak osa y reprezentuje pomér signalu (standardu)
analytu a vnitfniho standardu a osa x je pomérem obsahu analytu a IS. Smérnice

kalibra¢ni zavislosti reprezentuje citlivost metody (Zaruba et al., 2016).

2.5.2.5 Prenos

Pienos se méfi zméfenim dvou blankit po vzorku obohaceném o ULOQ standardu
analytu. Pfenos by mél byt mensi nez 20 % signalu LLOQ analytu a méné nez 5 % pro IS
(Whitmire et al., 2011). K pfenosu miize dochazet naptiklad v disledku adsorpce analytu
k riznym ¢astim pfistroje, pouziti nevhodné mobilni fdze nebo kolony ¢i Spatnym
fedénim vzorku (Jenkins et al., 2015; Whitmire et al., 2011). V pribéhu vyvoje metody

by se m¢l vyfesit a minimalizovat pfenos (Whitmire et al., 2011).
2.5.2.6 Matricové efekty

Latky obsaZené v matrici mohou mit interferen¢ni vliv na hodnotu méfeného signalu
analytu (Zéaruba et al., 2016). U hmotnostni spektrometrie se jedna o potencialni potlaceni
nebo zesileni signalu MS. Dé&je se to ¢asto pfi ionizaci elektrosprejem. K matricovym

efektiim dochazi v mensi ¢i vétsi mife v kazdém vzorku (Jenkins et al., 2015).

33



Vliv matricovych efekti se vyhodnocuje analyzou minimalné Sesti vzorkl
s ptidavkem IS. Hodnoti se vzorky s nizkou a vyS$$i koncentraci analytu. Vysledny

procentudlni koeficient variace by mél byt mensi nez 20 % vzorku (Jenkins et al., 2015).

2.5.2.7 Presnost a preciznost

Ptesnost vyjadiuje té€snost shody mezi vysledkem zkousky a skute¢nou hodnotou métené
veliCiny. Je vyjadiena vychylenim a ovéfuje se analyzou referencénich materialii
a mezilaboratornimi testy (Zaruba et al., 2016). Presnost by se méla méfit minimalné
v péti replikdtech vzorku se znamym mnozstvim pfidaného analytu na kazdé
koncentra¢ni tirovni. Koncentracni trovné zahrnuji pfidavek analytu na téchto hladinéach:
LLOQ, trojndsobek LLOQ (nizkd koncentrace), vzorek o koncentraci
v 50 % kalibra¢niho rozsahu (stfedni koncentrace) a vzorek o koncentraci 75 % ULOQ
(vysoka koncentrace). Pfesnost by pak méla byt 10015 % pro nizké, stiedni a vysoké
koncentrace vzorku a 100+20 % pro vzorky koncentrace na hladin¢ LLOQ (Whitmire
etal., 2011). Dle ISO 5725-1:1994 ptesnost zahrnuje pravdivost a preciznost metody.
Pravdivost popisuje shodu mezi méfenim analytu a skute¢nou hodnotou méteného
analytu, ktera byla ziskdna méfenim referencni metodou. Nepravdivost (bias) je obvykle
zpusobena néjakou systematickou chybou (Racek et al., 2021).

Preciznost je tésnost shody mezi nezavislymi vysledky zkousky ziskanymi za ptredem
stanovenych podminek a je ovlivnéna ndhodnymi chybami. (Zaruba et al., 2016).
Vyjadfuje, jak dana metoda je schopnd pfi opakovaném méieni se stejnou koncentraci
analytu, poskytovat stejné vysledky (Racek et al., 2016). Preciznost mlize byt vyjadiena
pomoci  smeérodatné¢  odchylky (RSD), rozpétim, opakovatelnosti  nebo
reprodukovatelnosti (Zaruba et al., 2016). Preciznost by méla byt 15 % RSD pro nizké,
sttedni a vysoké koncentrace vzorku a 20 % RSD pro vzorky koncentrace na hlading
LLOQ (Whitmire et al., 2011). Pfi nedostate¢né preciznosti dochézi k ndhodnym chybam

a pfi méteni téhoz vzorku dostavame rizné hodnoty (Racek et al., 2021)
2.5.2.8 Stabilita

V prubchu skladovani mize dochazet k degradaci nebo k chemickym zménam vzorku
(Jenkins et al., 2015). Obecné by se mélo zabranit vystaveni koncentrovanych

proteinovych roztokli vice nckolikandsobnému procesu zmrazeni a rozmrazeni,
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aby se zabranilo degradaci vzorkid. Zasobni roztoky by se mély alikvotovat v malych
lahvickach na jedno pouziti (Jenkins et al., 2015). Méla by se zkoumat stabilita analytu
v matrici, stabilita pfi opakovaném rozmrazeni a zmraZeni, stabilita analytu v zasobnich
a pracovnich roztocich za podminek skladovani a stabilita analytu ve zpracovaném

vzorku za podminek analyzy (Dadgar & Burnett, 1995).

2.5.2.9 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost je dana nc¢kolikandsobnym opakovanim analyzy stejného vzorku
stejnou metodou v jiné laboratofi, pfistrojich a pracovnicich, ktefi analyzu provadéji.
(Zaruba et al., 2016). Déle se méfi reprodukovatelnost pii opakované reinjekci. Jedna
se o opakovany nastiik kalibra¢nich standardi a vzorki pro piipravu kalibraéni kiivky,
které byly néjakou dobu skladovany. Porovnavaji se vysledky zprvniho méfeni
pted skladovanim a pak z méteni po urcité dobé, kdy byly vzorky uskladnény (Whitmire
et al., 2011).

2.5.3 Metoda HPLC/MS pro detekci a kvantifikaci juvenilniho

hormonu II1

Juvenilni hormony lze detekovat a kvantifikovat pomoci kapalinové chromatografie,
plynové chromatografie, hmotnosti spektrometrie, radioimunoanalyzy (RIA) nebo
imunochemicky metodou ELISA. Dale 1ze pomoci RT-qPCR stanovit expresi enzymi
zapojenych do metabolismu juvenilniho hormonu.

Metoda UHPLC-ESI-QTOF vyuziva k analyze spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. V priibéhu chromatografie se latky
separuji na zdkladé rozdilné afinity ke stacionarni a mobilni fazi. Hmotnostni
spektrometrie je zalozena na separaci latek dle rozdilnych hodnot m/z. K ionizaci
elektrosprejem (ESI) dochazi v iontovém zdroji piistroje. lonizace je zaloZena na vzniku
elektrického pole, které je produkovano sprejem nabitych ¢astic, které prenasi sviij naboj
na kapky eluentu. Pdsobenim inertniho plynu dochazi k odpafeni rozpoustédla.
V disledku zmenSovani kapek nastdva coulombovska exploze a z neutralni molekuly
vznikaji nabité ionty. Nabité ionty pak putuji do hmotnostniho analyzatru, kde jsou
separovany na zakladé¢ rozdilnych hodnot m/z. QTOF analyzator je =zaloZen

na tandemovém spojeni kvadrupolu s analyzatorem doby letu. (Zaruba, 2011).
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Juvenilni hormon se nejcastéji stanovuje z odebrané hemolymfy hmyzu. Pomoci
metody LC/MS ho z hemolymfy stanovovali Chen et al. (2007), Westerlund et Hoffman
(2004), Ares et al. (2012) a Ramirez et al. (2020). Juvenilni hormon lze déle stanovit
z celych larev v¢el (Zhou et al., 2011) nebo z corpora allata (Mauchamp et al., 1984).

Chen et al. (2007) stanovovali JH III zhemolymfy Melanoplus sanguinipes
a Acyrthosiphon pisum metodou RIA a HPLC-ESI-MS/MS. K extrakci JH III
z hemolymfy pouzili dvé extrakéni Cinidla — hexan a smés isooktan-methanol. Jako
vnitini standard pro kvantifikaci JH III byl pouzit methopren a precocen II. Analyza
probéhla na Cig koloné s reverzni fazi. Mobilni faze A byla tvofena vodou a mobilni faze
B methanolem. Pomoci LC/MS metody se podafilo ziskat MS spektrum pro JH III,
kde byly zastoupeny typické piky o hodnotach m/z 289, 267, 249, 235, 217 a 189. Dale
se podafilo ziskat MS spektrum pro methopren, kde byly zjiStény tyto piky o hodnotach
m/z 191, 219, 237, 279 a 333. Byl stanoven limit detekce pro LC-MS/MS
na 8,25 + 1,44 pg.

Westerlund et Hoffman (2004) detekovali JH III v hemolymfé¢ Gryllus bimaculatus,
Spodoptera frugiperda, Acyrthosiphon pisum, Mymicaria eumenoudis pomoci LC/MS.
Chromatograficka separace byla provedena na C18 ReproSil-Pur ODS-3 koloné. Mobilni
faze byla tvofena vodou a methanolem. JH byl extrahovéan z hemolymfy smési isooktan-
methanol v poméru 1:1. Jako vnitini standard byl pouzit methopren. V MS spektru byl
nejvice zastoupen adukt JH II se sodikem (m/z 189). Limit detekce a kvantifikace byl
6 a 20 pg pro JH a 8 a 25 pg pro JH dioly.

Ares et al. (2012) optimalizovali a validovali metodu LC-ESI-MS/MS pro detekci
a kvantifikaci JH III zhemolymfy Apis mellifera. Metodu nasledné¢ pouzili
pro kvantifikaci JH III u vcel po nakaze Nosema Apis. Chromatografie byla provedena
na kolon¢ Synergi Hydro-RP. Mobilni faze byla tvofena mravencanem amonnym
a methanolem. Na MS spektrech byl pro JH III detekovan pik o m/z 267 a 235.
Pro methopren byly detekovany piky o m/z 279 a 237. JH III se extrahoval z hemolymfy
smesi isooktan-methanol. Byl stanoven limit detekce a kvantifikace na 6 pg/ul (LOD)
a 15 pg.ul't (LOQ). Nejvyssi hodnoty JH 11T byly zaznamenany u véel po ndkaze kmenem
Nosema ceranae ze Spanélska.

Ramirez et al. (2020) optimalizovali metodu HPLC-ESI-MS/MS pro detekci JH I, JH II,
JH II1, JH III bisepoxidu (JHB3) a JH III vynechaného bisepoxidu (JHSB3) v jediném
béhu LC. Chromatograficka analyza probéhla na Xbridge BEH Phenyl koloné. Mobilni

faze A byla tvofena kyselinou mraven¢i ve vod¢ a mobilni faze B 0,1% kyselinou
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mravenc¢i v acetonitrilu. Jako vnitini standard byl pouzit deuteriem znaceny JH III.
Pro JH III byly v MS spektru naméteny piky o m/z 267, 235 a 147.

Zhou et al. (2011) stanovovaly JH III v celych larvich matek a trubcti pomoci
LC - ESI—MS. Analyza byla provedena na kolon¢ ZORBAX SB-Aq s mobilni fazi
skladajici se z mobilni faze A tvotené vodou a 0,1 % kyselinou mravenci a mobilni fazi
B sloZzenou z acetonitrilu a 0,1 % kyseliny mraven¢i. JH III byl izolovan z larev
extrakénim ¢inidlem isooktan-methanol. V MS spektru pro JH I1I byly zaznamenany piky
o m/z 267, 235 a 217. Metoda byla optimalizovana a ¢astecné validovdna. Ve vzorcich
kukel matek byl detekovan JH III v koncentracich 0,20 + 0,06 ng.g™.

Pomoci plynové chromatografie detekovali Mauchamp et al. (1985) JH III
z Locusta migratoria. JH 11l byl izolovéan extrakénim ¢inidlem hexanem z corpora allata.

Na MS spektru byly detekovany piky pro m/z 267, 235 a 252.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material
3.1.1 Biologicky material

Vzorky zimnich v¢el, které byly dodany Skolitelem.

3.1.2 Chemikalie

Standard juvenilniho hormonu III (Sigma-Aldrich®, USA)
Standard methoprenu (Sigma-Aldrich®, USA)
(Rac)-Juvenile Hormone I1I-D3 (ChemScene, USA)
Acetonitril (Fisher Chemical, Thermo Fisher Scientific, USA)
Isooktan (Fisher Chemical, Thermo Fisher Scientific, USA)
Methanol (Fisher Chemical, Thermo Fisher Scientific, USA)
Kyselina trifluoroctova (Sigma-Aldrich®, USA)

Mravencan amonny (Sigma-Aldrich®, USA)

Kyselina mravenc¢i MS kvality (Fisher Chemical, Thermo Fisher Scientific, USA)
Voda MS kvality (Sigma-Aldrich®, USA)

3.1.3 Pouzité roztoky a média

90% roztok acetonitrilu + 0,1% kyseliny mravenci
voda + 0,5% kyselina mravenci

90% roztok acetonitril + 0,5% kyselina mravenci
voda + 10umol.I't AmFA + 0,1% kyselina mravenci

90% acetonitril + 0,1% kyselina mravenci

3.2 Pristrojové vybaveni

HPLC systém UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Hmotnostni spektrometr Compact qTOF (Bruker Daltonics, Némecko)

Homogenizator Fast Prep FP120 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

Vortex (Stuart, UK)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Ultrazvukovda  ldzen  Elmasonic  (Elma  Schmidbauer =~ GmbH, Némecko)

Vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)
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Digestoi (MERCI, s.r.0., Ceska republika)

Software Data Analysis — verze 1.4 (Bruker Daltonik, Némecko)

Software TASQ — verze 2023.04. 10051 (Bruker Daltonik, Némecko)
Eppendorf protein LoBind® Tubes mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

3.3 Metody

3.3.1 Systémové nastaveni hmotnostni spektrometrické analyzy

Systémové nastaveni hmotnostniho spektrometru pro UHPLC-ESI-QTOF analyzu
standardd JH III a naslednou analyzu biologickych vzorkii véel vypadalo nasledovné.
Naobr. 5 je popsané nastaveni iontového zdroje. Méfilo se v modu ESI+. Rozmezi
hodnot pro hmotnostni rozsah, ve kterém se méfilo, bylo nastavené na 50 — 1000 m/z.
Jako suSici plyn byl pouzit dusik, ktery byl davkovan do iontového zdroje rychlosti
7 1/min pod tlakem 2,5 x 10° Pa a pfi teplot& 200 °C.

Mode 2% Source -f\- Tune t':' MS/MS B{ Sample Info 2 Chromatogram fgﬂ Calibration -)'\« Instrument

lon Polarity
Source Change... ESI positive v
End Plate Offset 500 W a3 n& S'C:T A
Capillary v M n4 Mass Range
Nebulizer ~ Bar 25 Bar From to miz
Dry Gas I/min 70 I/min Roling Average— Spectra Rate v
Dry Temp ~ ‘C 221 ‘C Divert Valve Oan x Hz
Valve Head £ Port
Position O Source  1-2 Apply
@®@Wwaste 16 [[] Both Polarities [ ] &ll Segments

Obrazek 5 Nastaveni iontového zdroje pro UHPLC-ESI-QTOF analyzu.
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3.3.2 Systémové nastaveni HPLC

Pro chromatografickou separaci byla nejdiive vybrana vhodna kolona a mobilni faze.
Nastiik vzorku na kolonu byl 5 upl a priatokova rychlost kolonou byla
400 ul . min ! pfi teploté 30 °C. Pritokovy gradient mobilni faze je graficky vyobrazen

na obr. 6 a popsan v tab. 1.

1004 r8.00

ml/min [} 1 %A
[ — %B
754 L] | — %C
— %D
—— Flow[ml/min]
50 -4.00
25 -2.00
min |-
o] = 1L0.00
0.0 5.0 10.0

Obrazek 6 Nastaveni prutokového gradientu mobilni faze A (zlut¢) a mobilni faze B (zeleng).

Tabulka 1 Nastaveni pratokového gradientu mobilni faze A a mobilni faze B pro HPLC analyzu.

Pratokova rychlost

¢as (min) (ml/min) %A %B
0,0 zacatek analyzy
2,0 0,4 60 40
2,5 0,4 5 95
7,5 0,4 5 95
8,0 0,4 40 40
10,0 konec analyzy

3.3.3 Optimalizace vybéru vhodné kolony a mobilni faze

Pii optimalizaci metody UHPLC-ESI-QTOF pro detekci a kvantifikaci JH III bylo
nejdiive tfeba optimalizovat vybér vhodné chromatografické kolony. Pro optimalizaci
byly pouzity tyto chromatografické kolony (Tab. 2). S pouzitim téchto kolon byly

zméfeny vzorky standardt JH IIT o koncentraci 2 pmol.1"!.
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Tabulka 2 Chromatografické kolony, které byly pouzity pfi optimalizaci metody.

kolona Délka (mm) velikost separovanych castic (um)
C13 UHPLC kolona Kinetex 150 x 2,1 1,7
Kinetex Phenyl-Hexyl kolona 100 x 2,1 1,7
Arion Astra C;s — HE kolona 150 x 2,1 3
Arion Cg HPLC kolona 150 x 2,1 3
Ci3s ARION Polar® HPLC kolona 150 x 2,1 3

Dale se optimalizovalo pouziti vhodnych mobilnich fazi. Pro optimalizaci byly
pouzity dvé mobilni faze MF1 (mobilni faze tvotena 0,5% kyselinou mravenci (FA))
aMF2 (mobilni faze tvofend 10u moll! mravenanem amonnym (AmFA)

a 0,1% kyselinou mravenci). Slozeni jednotlivych fazi je uvedeno v tab. 3.

Tabulka 3 SloZzeni mobilnich fazi pouZzitych pouzitych pti analyze UHPLC-ESI-QTOF.

Nazev mobilni faze Mobilni faze A Mobilni faze B
MF1 voda + 0,5% FA 90% acetonitril + 0,5% FA
voda + 10umol.l"! AmFA + .
MF2 OFE 1oL A 90% acetonitril + 0,1% FA

3.3.4 Vnitfni standard

Pro vybér vhodného vnitiniho standardu (IS) byl zvolen komeréné dostupny deuteriem

znaceny juvenilni hormon III (Obr. 7) a analog juvenilniho hormonu methopren (Obr. 8).

Ha Hy O
H4C A X _C¢—D;

HiC o

Obrazek 7 molekula deuteriem znaceného (Cervené) JH 111

CH3 CH3 CH3 0 CH3
OCH,
NG N o

Obrazek 8 molekula methoprenu
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3.3.5 Kvantifikace JH III metodou kalibrac¢ni primky

Celkem byly pfipraveny ctyfi kalibra¢ni kiivky, z nichz byla vybrana pro néslednou
kvantifikaci ta nejvhodnéjsi. Jednotlivé kalibra¢ni fady se liSily zplisobem ptipravy.

Kalibra¢ni kiivka 1 (Add) byla pfipravena piimym napipetovanim do sklenénych
vialek. Do sklenénych vialek se napipetoval JH III o piislusnych koncentracich,
2,5 ul 10 umol.I'! roztoku vnitiniho standardu methoprenu (MP) a vznikly roztok
se doplnil 90% acetonitrilem (AcN), tak aby vysledny objem roztoku ve vialce byl 50 ul.

Kalibra¢ni kiivka 2 (Dry) byla pfipravena napipetovanim JH III o pfislusnych
koncentracich a 2,5 pl 10 pmol.I"! roztoku vnitiniho standardu MP do sklenénych vialek.
Vznikla smés se nechala odpafit v rotacni vakuové odparce (10 min, 30 °C). Vznikly
odparek se rozpustil v 50 ul 90% AcN. Vzorky se daly na 10 min do sonifikéatoru a poté
se 10 min centrifugovaly (16000 x g) .

Kalibra¢ni kiivka 3 (Plast) byla pfipravena napipetovanim JH III o pfislusnych
koncentracich a 2,5 pul 10 pmol.I'! roztoku vnitiniho standardu MP do plastovych
mikrozkumavek. Vznikld smés se nechala odpafit v rotaéni vakuové odparce (10 min,
30 °C). Vznikly odparek se rozpustil v 50 pl 90% AcN. Vzorky se daly na 10 min
do sonifikatoru a poté se 10 min centrifugovaly (16000 x g). Nakonec se roztok
ptepipetoval do sklenénych vialek.

Kalibra¢ni kiivka 4 (LB vialky) byla pfipravena ptfimym napipetovanim do low bind
(LB) silylovanych vialek. Do LB vialek se napipetoval JH III o pfislusnych
koncentracich, 5 pl 10 umol.I''roztoku vnitfniho standardu methoprenu (MP) a vznikly
roztok se doplnil 90% acetonitrilem (AcN), tak aby vysledny objem roztoku ve vialce

byl 100 pl.

3.3.6 Extrakce JH III z Apis mellifera

Pro extrakci juvenilniho hormonu, jakozto lipofilni latky, byla pouzita smés
isooktan - methanol. Extrakce smési isooktan-methanol byla inspirovdna praci
Zhou et al. (2011), ktefi izolovali JH III z v€elich larev. Juvenilni hormon se extrahoval

bud’ z celé véely nebo z hemolymfy.
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3.3.7 Odbér hemolymfy

Vcely se uspaly plynnym oxidem uhli¢itym. Byl jim ustfihnut zadecek a z thoraxu
vytlatena kapka cist¢ hemolymfy. Automatickou pipetou byly odebrany 2 ul Cerstvé
vytlacené¢ hemolymfy a pfeneseny do mikrozkumavky obsahujici 100 ul
0,1% kyseliny trifluoroctové (TFA) nebo do mikrozkumavky obsahuji par zrnek
fenylthiomocoviny (PTU). PTU blokuje aktivitu fenyloxidasy (EC 1.14.18.1)
v hemolymf€ a nedochazi tak ke vzniku melaninu (Ryazanova et al., 2012). Vzorky
obsahujici 0,1% TFA se daly na 30 min vychladit do mrazaku (-80 °C) a pak se pfes noc
lyofylizovaly. Vzorky s PTU se zamrazily (-80 °C).

3.3.8 Extrakce JH III z celé vcely

Do mikrozkumavky byla spole¢né se tfemi velkymi sklenénymi kulickami vlozena cela
zamrazena vcéela. Vzorky vcel se daly vychladit na 30 min do mrazaku (-80 °C) a poté
se homogenizovaly. K jednotlivym zhomogenizovanym vzorkiim se pfidalo
350 ul methanolu, 210 pl isooktanu a 5 ul 10 pmol.I'! standardu methoprenu a vzorek
seresuspendoval pomoci vortexu. Vzorky se daly na 10 min do sonifikdtoru a poté
se 10 min centrifugovaly (10 000 x g). Isooktanovovd faze se odebrala do nové
mikrozkumavky. K methanolové fazi se ptidalo 210 ul isooktanu. Vzorky se opét
sonifikovaly a centrifugovaly. Nasledn¢ se opét odebrala izooktanova faze a poté
i methanolovéa faze. Extrakéni Cinidla se nechala odpaftit ve vakuové odparce (cca 1 hod
pti 45 °C). Vznikly odparek se rozpustil ve 100 pl zasobniho roztoku (90% acetonitril
+0,1% FA). Vzorky se daly na 10 min do sonifikatoru a poté se 10 min centrifugovaly
(16000 x g). Supernatant se odebral do novych mikrozkumavek, z nichz se nasledné

odebralo 40 pl do sklenénych vialek k UHPLC-ESI-QTOF analyze.

3.3.9 Extrakce JH III z hemolymfy

Vzhledem ktomu, Ze extrakce JH III zcelé vcely nebyla vyhovujici, zvolila
se pro extrakci JH III vceli hemolymfa. Vcelam byla odebrana hemolymfa.
K jednotlivym vzorkim se pfidalo 300 pl methanolu, 175 pl isooktanu
a5 ul 10 umol.1 ! standardu methoprenu a vzorek se resuspendoval pomoci vortexu.

vzorky se daly na 10 min do sonifikatoru a poté se 5 min centrifugovaly (10 000 x g).
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Isooktanovova faze se odebrala do nové mikrozkumavky. K methanolové fazi se ptidalo
175 pl isooktanu. Vzorky se opét sonifikovaly a centrifugovaly. Nasledné se opét
odebrala izooktanova faze a poté i methanolova faze. Extrak¢ni ¢inidla se nechala odpafit
ve vakuové odparce (cca 30 min pii 30 °C). Vznikly odparek se rozpustil
ve 10 pl zasobniho roztoku (90% acetonitril + 0,1% FA). Vzorky se daly na 10 min
do sonifikatoru a poté se 10 min centrifugovaly (16000 x g).

Supernatant se odebral do novych mikrozkumavek, znichz se ndsledné¢ odebralo
40 pl do sklenénych vialek k UHPLC-ESI-QTOF analyze. Pti extrakci JH III hemolymfy

se optimalizovalo pouziti vhodného typu mikrozkumavek a vialek.

3.3.10 Optimalizace vhodného spotiebniho materialu

Porovnavaly se vysledky z méfeni, kdy byla extrakce provedena vlow bind (LB)
silylovanych mikrozkumavkéach (Eppendorf protein LoBind® Tubes) oproti plastovym
mikrozkumavkam (Eppendorf). LB mikrozkumavky na svém povrchu obsahuji smés
polymerti, které vytvaieji hydrofilni vrstvu a brani tak adhezi latek k plastu. Dale
se porovnavalo, zda ma n¢jaky vliv pouziti LB silylovanych vialek (Deactivated Clear
Glass 12 x32 mm Screw Neck Vial, Total Recovery) nebo, zda jsou pro
UHPLC — ESI — QTOF analyzu vyhovujici sklenéné total recovery vialky. LB silylované
vialky by mély stejné jako LB mikrozkumavky mininimalizovat adhezi latek ke sklu

a zajistit tak vyssi vytéznost.

3.3.11 Stanoveni navratnosti metody

Byly pfipraveny tfi duplikaty skupin vzorki obsahujicich Sul 10 pmol.I"! roztok vnitiniho
standardu methoprenu a JH III. Prvni skupina obsahovala JH III o findlnim latkovém
mnozstvi v ndstfiku 1 pmol, druha skupina 2,5 pmol a tieti skupina 5 pmol. Jednotlivé
vzorky byly doplnény 90 % AcN do celkovych 50 pl. Polovina vzorkl z kazdé skupiny
prosla pred UPHPLC-ESI-QTOF analyzou procesem extrakce. Postup extrakce byl stejny
jako postup extrakce pro vzorky hemolymfy. Druhéd polovina vzorkl z kazdé skupiny

byla ihned po napipetovani do LB vialek zméfena.
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3.3.12 Kvantifikace JH III pomoci metody standardniho pridavku

Vzorek obsahujici 40 pl Cerstvé odebrané hemolymfy do 200 pul 0,1% TFA byl rozdélen
na Ctyfi alikvoty po 50 ul. Ke vSem vzorkim byl pfidano 5ul 10 umol.I'! vnitiniho
standard methopren. Prvni vzorek byl bez ptidavku JH III. K prvnimu vzorku byl ptidan
200 nmol.I"l. JH 111, k tietimu 500 nmol.I"! JH III a ¢tvrtému 1000 n mol.I'! JH III. Ve
bylo provedeno v péti opakovanich. Vzorky se pies noc lyofilizovaly a nasledujici den

se provedla extrakce vzorkt a kvantifikace JH II1.
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4 VYSLEDKY

4.1 MS spektrum pro JH III

JH III se v pribchu analyzy samovolné rozpada odstépenim —OCHj3 skupiny na fragment
m/z 235, 17 (Obr. 9). Tento fragment je nejvice zastoupen ve JH III. Déle se rozpada
naionty o m/z 147,12; 189,17 a 217,16. Krom¢ fragmentd se také JH III nachazi

v protonizované formé (m/z 267,19) nebo vytvaii adukt s amoniakem (m/z 284,22).

JHIL_STO_2uM_10pmolNast_SOACN_RAL_1_11924.d: +MS, &.7min, 1560

sssssss

4
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| PN N I I | N I ’1L 3333333

Obrazek 9 MS spektrum JH III (10 pmol v nastiiku). Astra Cg kolona, MF2. Nejvice zastoupen
fragment o m/z 235,17.

4.2 Optimalizace pouziti vhodné kolony a mobilni faze pro detekci

a kvantifikaci JH 111

Na obr. 10 miizeme vidét separacni vlastnosti jednotlivych kolon a jak se méni tvar piku
na extrahovaném chromatogramu pro fragment m/z 235,17. Mobilni faze 1 (MF1) byla
tvofena mobilni fazi A; (voda + 0,5% kyselinou mravenci) a Bi (90% acetonitril
+0,5% kyselinou mravenci (FA)). Mobilni faze 2 (MF2) byla tvofena mobilni fazi
A (voda + 10umol.I'" AmFA + 0,1% FA) a B2 (90% acetonitril + 0,1% FA).

Nejlepsi tvar piku mél standard JH III pfi pouziti Arion Astra Cgkolony s mobilni fazi
MF2 (mobilni faze tvofena 10umol.I" AmFA a 0,1% FA). Tato kolona byla poté pouzita
pro dal$i méteni. U ostatnich kolon mizeme vidét, Ze tvar piku je nepravidelny a vznika

dvojpik, ktery neni zadouci pro kvantifikaci latky.
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Obrazek 10 Extrahované chromatogramy pro fragment m/z 235,17 pro jednotlivé kolony za
pouziti MF1 (FA) nebo MF2 (AmFA + FA). Nasttik JH I1I byl 10 pmol.

Dale se optimalizoval se vybér mobilni faze. Jak je vidét na obr 11. tak u MF2
(10 pmolL.1-' AmFA+ 0,1% FA) je t¢éméF dvojnasobné vyssi intenzita neZ je tomu u MF1.
Zaroven pii pouziti MF2 (10 umol.I'" AmFA+ 0,1% FA) doslo ke zvétSeni plochy piku
1,8 X oproti MF1 (AcN + 0,5% FA). MF2 (10 umol.I'" AmFA+ 0,1% FA) byla zvolena

jako mobilni faze pro dal$i méfeni.

Intens,
x105

L

0
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[~ JHIl_STD_2uM_10pmolNast SOACN RAT 1_11912.0: FIC235 168820 1+AIMS —— JHIl_STD_2uM_10pmoiNast 90ACN RAL 1 11924 4 EIC 235 170250 1 +AI NS

Obrazek 11 Kolona Astra Cs. Prekryvajici se chromatogramy. Nast¥ik JH III byl 10 pmol. Cervend
MF1(0,5% FA) - plocha piku 1478777, a ¢erné MF2 (10 pmol.I"" AmFA + 0,1 % FA)
- plocha piku 2637262.
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4.3 Optimalizace vhodného rozpoustédla pro JH II1

Acetonitril (AcN) je hojné pouzivané aprotické polarni rozpoustédlo. Zhou et al. (2011)
a Ramirez et al. (2016) pouzival pro rozpusténi JH III AcN obohaceny
0 0,1% kyselinu mravenci (FA). Ramirez et al. (2016) pouzivali 100% AcN a Zhou et al.
(2011) 90 % AcN. Byl tedy ovétovan vliv koncentrace AcN na tvar a plochu piku
pro JH III a jeho intenzitu. Rozdilné koncentrace AcN by totiz mohly ovlivnit rozpustnost
JH I v AcN, coz by mohlo vést k nepfesnym hodnotam o zméfeném mnozstvi JH III
nebo k posunu retencniho Casu. Na obr. 12 jsou extrahované chromatogramy
pro fragment m/z 235,17 pro méfeni standardd JH III rozpusténych v rtznych
koncentracich AcN. Pii pouziti 90% AcN byla zaznamendna vyrazné vys$i intenzita
a plocha piku (Tab. 4) v porovnani s ostatnimi koncentracemi AcN 85%, 80%, 70%
a 60%).

N |

L

3.0 5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 Time [min]

3,
—— HI_STD_2uM_10pmoiNast_O0ACN_RAL 1_11924.d: EIC 235.170220.1 +AIT VS ——JHII_STD_2uM_10pmolNast_BOACN_RA3_1_11926.d: EIC 235.170250. 1 sAT VS,
Act 702201 +AIl MS

HIlT_STD_2uM_10pmolNast 85ACN_RA2_1_11025.: FIC 235 170220 1 +AIT VS
— — JHIILSTD_2uM_10pmolNast_60ACN RAS 1 11928 d: EIC 235.173040.1 +All M5

Obrazek 12 Astra Cs kolona. Extrahované chromatogramy m/z 235,17 pro JH III (10 pmol)
rozpusténém v 90% AcN (Cernd), 85% AcN (Cervend), 80% AcN (Cervena), 70% AcN
(Cervena) a 60% AcN (Cervena).

Tabulka 4 Plochy pikii extrahovanych chromatogramt o m/z 235,17 pro pro rizné koncentrace
AcN, ve kterém byl rozpustén standard JH III (10 pmol),

koncentrace AcN plocha piku
90% 2746653
85% 1647986
80% 1801870
70% 1766688
60% 1899361
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Dale se zkoumal vliv okyseleni pfidavkem 0,1% kyseliny mravenci (FA). Intenzita
méteni JH III rozpusténém v 90% AcN bez pridavku FA byla vyssi (Obr. 13). Proto bylo
zvoleno jako vhodné rozpoustédlo pro JH III Cisty 90% AcN bez ptidavku 0,1% FA.

4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 58  Time [min]

Obrazek 13 Porovnani vlivu ptidavku 0,1% kyseliny mravenci na intenzitu zméteného piku JH III
(5 pmol). Vyssi intenzita zaznamenana u Cistého 90% AcN (Cervena barva). Cernou
barvou je znazornén pik pro JH III rozpustény v 90% AcN + 0,1% FA.

4.4 Vnitini standard

4.4.1 Chromatografické chovani a MS spektrum pro znaceny JH-Ds

JH -Dj; je komeréné dostupny izotopové znaceny juvenilni hormon vyuzitelny jako
interni standard. Pti analyze UHPLC-ESI-QTOF se ale §tépil na neznaceny fragment
m/z 235, 17 (Obr. 14), tedy stejny fragment, na ktery se rozpada JH III. Dale byl
zaznamenan signal pro [JH-D3; + H'] o m/z 270,21 a dalsi fragmenty s vyrazné nizsi

intenzitou signalu v porovnani s fragmentem 215,17.

lntcnosé JHII-D3_IS_2 UM_RC1_1_11953.d: +MS, 4 8min, #562-572
X
Neznaceny fragment
Gy cHy
ne'

0s [JH-D; + H']

0.4
Neznacené fragmenty
sssssss
‘ G e

100 150 200 250 300 350 a0 450 myz

Obrazek 14 MS spektrum pro JH-Dj3 (10 pmol). JH-Dj3 se béhem ionizace rozpada na neznaceny
fragment m/z 235,17.
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Pii hmotnostné spektrometrickém méfeni dochédzelo k samovolné fragmentaci JH III
a JH-D3 na o m/z 235,17. Pouziti tohoto izotopové znaeného standardu neni pro méfeni
v jednoduchém MS médu mozné. Vyuziti JH-D; jako interniho standardu by naslo vyuziti
v piipadé¢ pouziti méfictho mdédu MRM, kdy je mozné na prvnim kvadrupdlu
vyselektovat prekurzorovy iont. V hmotnostnim spektru vznikaly 1 ionty s nizsi
intenzitou. Jednalo se o protonizované molekuly [JH-D; + H'] (m/z270,21)

a [JH I+ H*] (m/z 267,19) (Obr. 15).

:N(Q"Sﬁ JHINSTD 1 uM_ISIHIID3 1 uM RD2 1 11957 d: BC 235.163320.01 +AlINS
x10!
m/z = 235,17 (fragment) A
|\

[
1.00 ]\

1.25

0.75 |
\

0.50 | |

0.25 | \

0.00 / .

Intens. JHINSTD 1 uM_ISIHIID3 1 uM RD2 1 11957 d:BC267.196320.01 +AlINS

x105
1 m/z2=267,19 (IH Il + H')

Tnter JHINISTD_1 uM_ISIHIID3 1 uM_RD2_1_11957.4: 6 270.213120.01 +AIl NG

m/z = 270,21 (JHD;+ HY)

4.4 46 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 Time [rmin)

Obrazek 15 Astra Cg kolona, MF2. JH III (5 pmol) + JH-Ds; (5 pmol). Extrahované
chromatogramy pro m/z 267,19 (plocha piku 149205) a m/z 270 (plocha piku 874423).

Pii fragmentaci vznikal neznaceny iont o m/z 235,17, ktery mél nejvyssi intenzitu. lonty

pro protonizovany JH III a deuteriem znaceny JH méli oproti tomuto fragmentu

s [JH — D3 + H+] tietinova. Kviili nizké intenzit€¢ v hmotnostnim spektru ale neni vhodné

pouzit tyto dva ionty pro kvantifikaci JH III.
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Citlivost stanoveni pro jednotlivé ionty

Intenzita

Fragment 235,17 JHI + H JH-D3 + H*

Obrazek 16 JH III (5 pmol) + JH-Ds (5 pmol): Graf ukazuje intenzity pikti pro jednotlivé ionty,
které byly zméteny pfi spektrometrické analyze.

4.4.2 Chromatografické chovani a MS spektrum pro methopren

Vzhledem k tomu, ze se JH-D3 ukdzal jako nevhodny vnitini standard pro kvantifikaci
JH 111, byl zvolen jako vnitini standard analog JH III — methopren. Methopren pouzivali
jako wvnitini standard ke kvantifikaci JH III napt. Ares et al., (2012), ktefi pouzivali
LC — ESI-MS/MS a métili v MRM mddu, nebo nebo Chen et al., (2007), kteti pouzivali
m¢étili pomoci HPLC-ESI-MS/MS v SIM médu. Typickym iontem (Obr. 17)
pro MP je fragment o m/z 279,23. Déle to jsou fragmenty o m/z 191,18; 219,18; 237,19
nebo protonizovany MP o m/z 311,26.

Intens. 7 WL e =
x105
Fragment MP
5
o]
[MP+H]
zzzzzzz
2 Fragmenty MP
. / l \.
N N N R R—
o 357.2808
ux‘na s ‘ Ll > I Sa128s7 smasors 4083612 aaeds  aeasos
o I h | n L . L i L i

200 250 300 350 400 450 miz

Obrazek 17 MS spektrum pro MP (10 pmol). Nejvice zastoupeny fragment o m/z 279,23.

Methopren se z Cg kolony eluuje cca 1 min po JH III, tedy okolo 5,5 min.
Na obr. 18 miizeme vidét porovnani extrahovanych chromatogrami pro MP

(m/z 279,23) a JH 11T (m/z 235,17).
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Obrazek 18 Astra Cg kolona, MF2: extrahované chromatogramy pro MP (m/z 279,23) a JH III
(m/z 235,17). Nasttik obou standardti na kolonu byl 10 pmol.

Nésledné bylo provedeno méteni standardu obsahujiciho smés JH III a MP rozpusténych
v 90% AcN (Obr. 19). Tim se JH III z kolony eluuje o minutu diive nez MP a obé¢ latky

1ze od sebe odlisit.

Intens.

"] JHIIT MP

0

3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 Time [min
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Obrazek 19 Cs kolona, MF2. Vzorek obsahujici JH III (5 pmol) a MP (2,5 pmol) rozpusténych
v90% AcN. Na chromatogramu jsou extrahované¢ chromatogramy pro JH III
m/z 235,17 (Cerna) a MP m/z 279,23 (Cervena).

4.5 Kalibrac¢ni rada

Celkem byly sestrojeny Ctyii kalibra¢ni fady s riznym postupem piipravy. Kalibracni
kiivky 1-3 (Obr. 20 — 22) nebyly vhodné pro naslednou kvantifikaci vzorki. U téchto
kalibra¢nich kiivek byly pouzity sklenéné vialky. Pfi zpracovani vzork dochézelo ke
ztratam interniho standardu i analytu, pfedevs§im pfi pouziti plastovych mikrozkumavek
v kombinaci s odpafovanim smeési v rotacni vakuové odparce. To pak vedlo
k nepfesnému méfeni, coz miZzeme vidét na hodnotiach determinaéniho koeficientu R2,

ktery byl napf. u kalibraéni kiivky ¢&. 3: R? = 0,256.
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Obrazek 20 Kalibracni kiivka €. 1 (Add) — kalibra¢ni fada byla ptipravena pfimym napipetovanim

methoprenu a JH III o pfislusné koncentraci do sklenénych vialek a doplnéna roztokem
90% acetonitrilu do 50 pl.
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Obrazek 21 Kalibracni kiivka €. 2 (Dry) Kalibra¢ni fada byla pfipravena napipetovanim JH III

a MP o pfislusnych koncentracich do sklenénych vialek. Smés se nechala odpafit
vrotaéni vakuové odparce a vznikly odparek se resuspendoval v 50 pl
90% acetonitrilu.

300 |

2754 \
A qc

250

225

200 -]

175

Signal (relative peak area)

150

125

1 © calibrant

JHIIL, (0.1453x + 161.4) (R% 0.25626) ( oRF 126.72)(Origin: IGNOREZERO, Weighting: NONE, Signal: AREA, Function: linear), 1S: METHOPRENE (S)
Calibrant missing

A\ Qe missing

[ slank

@

T T T T T
250 400 450 500
Concentration

T T
100 150 200 350 nmol/l

Obrazek 22 Kalibra¢ni ktivka €. 3 (Plast) - Kalibra¢ni fada byla pfipravena napipetovanim JH III

a MP o piislusnych koncentracich do plastovych mikrozkumavek. Smés se nechala
odpatit v rota¢ni vakuové odparce a vznikly odparek se resuspendoval v 50 pl 90%
acetonitrilu.
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Kalibra¢ni ktivka ¢. 4 (Obr. 23) byla zvolena pro kvantifikaci JH III. Kalibra¢ni fada
byla pfipravena do LB silylovanych vialek. Ze sestrojené kalibrac¢ni kiivky o 14 bodech

v koncentraénim rozmezi 10 — 200 nmol.I'" (kvadraticka regrese y = — 3,727 5% 4
0,4049x + 19,41; R?= 0,99868) bylo nasledné mozné kvantifikovat JH III v biologickych

vzorcich v€éely medonosné.

A IR, (3727E-5% + 0.4049x + 19.41) (R 0.99868) ( oRF 83.09)(Origin: IGNOREZERO, Weighting: X, Signal: AREA, Function: quadratic), IS: METHOPRENE (5)
¢

wwwwww
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Obrazek 23 Kalibracni kiivka ¢. 4 (LB vialky) - kalibracni fada byla pfipravena pfimym
napipetovanim methoprenu a JH III o pfislusné koncentraci do LB silylovanych vialek
a doplnéna roztokem 90% acetonitrilu do 50 pl.

4.6 Optimalizace vhodného spotiebniho materialu pro extrakci JH 111

z Apis mellifera a zpracovani odebrané hemolymfy

Na zaklad€ zmétenych vysledkt (Obr. 24) byly zvoleny pro extrakei JH III z hemolymfy
LB silylované mikrozkumavky. Pfi pouziti LB mikrozkumavek dochézelo k niz§im
ztratam IS a JH III oproti plastovym mikrozkumavkam. Zaroven se lepSich vysledka
doséhlo pouzitim 0,1% kyseliny trifluoroctové (TFA) pii odbéru hemolymfy oproti
pouziti fenylthiomocoviny (PTU).

Optimalizace extrakce JH 1T

IS AREA
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150000

600000
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100000
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Obrazek 24 Porovnani ploch extrahovaného chromatogramu fragmentu 279, 23 pro methopren
(interni standard) (A) a ploch extrahovaného chromatogramu fragmentu 235,17 pro JH
III (B) pfi pouziti rzného spotiebniho materialu a zpracovani odebrané hemolymfy.

Pro kazdou skupinu vzorkd (10 pl hemolymfy z péti véel) bylo provedeno Sest
opakovani.
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4.7 Navratnost metody

Porovnaval se vliv extrakce na ztraty JH III a IS. V tab. 5 jsou uvedeny hodnoty pro
vytéznost u jednotlivych koncentracnich hladin JH III. V pribéhu extrakce dochazelo ke
ztratdm jak IS methoprenu tak i JH III. Vytéznost metody byla v priméru pro
IS55+ 7,5 %a87 £4,5 % pro JHIIL

Tabulka 5 Vliv extrakce na velikost plochy piku pro IS a JH IIL.

piidané primérna plocha piku pro IS  primérna plocha piku pro JH III plocha piku
mnozstvi .
Bez extrakci . bez extrakce . vytéZnost  vytéZnost
H I n po extrakci po extrakci
! (100 %) (100 %) IS JH III
lpmol 5 2508124 1632414 417141 389993 65 % 93 %
2,5pmol 5 2784681 1348700,6 991008 821037 48 % 83 %
Spmol 5 2854359 1433697 1716530 1469665 50 % 86 %
pramer 55 % 87 %

4.8 Kvantifikace JH III pomoci metody standardnich pridavki

Dalsi metodou jak kvantifikovat JH III ve vzorku, je kromé sestrojeni externi kalibracni
fady, metoda dvou standardnich pfidavki. K nezndmé koncentraci hemolymfy, kterd byla
pro vzorky jednotlivych skupin (A-D) stejna byl ke vzorkiim ptidan IS methopren a rizné
ptidavky JH III (1 pmol, 2,5 pmol a 5 pmol). Z namétenych dat byl sestrojen graf
(Obr. 25) a vypoctena koncentrace JH III (Cy) ve vzorcich hemolymfy (Tab. 6), ktera byla
230,5 + 30,5 pg.ul!. Rozdilné hodnoty ve vzorcich hemolymfy zimnich v¢el jsou dany

biologickou variabilitou vzorkda.

55



1,2

ow

0,8

JH /IS
e. o

0,6

0,4

o eo o
-400 -200 0 200 400 600 800 1000 1200

koncentrace JH III (nmol.1)

° A ° B o C °© D Linedrni (A) Linedrni (B) Linearni (C) Linedrni (D)

Obrazek 25 Kvantifikace JH III metodou dvou standardnich pridavkd. Pismena A-B predstavuji
skupiny vzorkti hemolymfy, z kterych byly nésledné odebrany alikvoty. K odebranym
alikvotum hemolymfy byl pfidan IS o konstantni koncentraci a JH III o rGznych
koncentracich.

Tabulka 6 Porovnani parametrt linedrnich pfimek a vypoctené koncentrace hemolymfy pomoci
metody dvou standardnich ptidavku.

. rovnice piimky linearni koeficient cx JHIII ¢ v 1 ul hemolymfy
Skupina . ) 1
regrese determinace (R?) (nmol.I"") (pg.ulh)
A y =0,0009 x + 0,1481 0,9999 163,8 219,8
B y=0,001x + 0,1509 0,9998 150,4 201,8
C y=0,0009 x +0,1919 0,9994 210,1 281,9
D y=0,001x + 0,1625 0,9994 162,8 218,5
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5 Diskuse

Cilem prace bylo optimalizovat metodu UHPLC-ESI-QTOF pro detekci a kvantifikaci
juvenilniho hormonu Il z Apis mellifera. V pribéhu analyzy se JH III samovolné
rozpadal na fragment o m/z 235, 17, tedy stejny pik jako zaznamenaly Ares et al. (2012),
Chen et al. (2007), Ramirez et al. (2020) a Zhou et al. (2011) pii MS analyze. Dale byl
detekovan pik pro protonizovany JH III o m/z 267,19, ktery zminuji Ares et al. (2012),
Chen et al. (2007), Ramirez et al. (2020), Zhou et al. (2011) a adukt JH III s amoniakem,
ktery detekoval Mauchamp et al. (1985). JH III se dale fragmentoval na mensi molekuly
o m/z 147, 11; 189,12 a 217, 15. Piky pro tyto hodnoty byly taktéZz zaznamendny
v literatufe (Chen et al., 2007; Ramirez et al., 2020, Zhou et al., 2011). Westerlund
et Hoffman (2004) nebo Ramirez et al., (2016) zminuji jeste¢ adukt JH III se sodikem
(m/z 289).

Pro  optimalizaci  chromatografické  kolony bylo vyzkouSeno celkem
pet chromatografickych kolon zalozenych na separaci na reverzni fazi: Cis UHPLC
kolona Kinetex (150 X 2,1 mm), Kinetex Phenyl-Hexyl kolona (150 X 2,1 mm), Arion
Astra Cig— He kolona (150 X 2,1 mm), Arion Cs HPLC kolona (150 X 2,1 mm)
a Cig Arion Polar® kolona (150 X 2,1 mm). Nejlepsi tvar piku mél standard JH III
pfi pouziti Arion Cg kolony, kterd byla zvolena pro dal$i méteni. U ostatnich kolon byl
tvar piku nepravidelny a vznikal dvojpik, coz nebylo vhodné pro naslednou kvantifikaci
JH III. V publikovanych studiich byly pro detekci JH III zvoleny tyto kolony na reverzni
fazi: Synergi Hydro-RP (Ares et al., 2012), Xbridge BEH Phenyl kolona (Ramirez et al.,
2020), kolona ZORBAX SB-Aq (Zhou et al., 2011), Cig kolona (Chen et al., 2007),
Cig ReproSil-Pur ODS-3 kolona (Westerlund et Hoffman, 2004) a Dionex Acclaim 120
Cig kolona (Ramirez et al., 2016).

Bylo optimalizovéano pouziti vhodné mobilni faze. Nejdiive byla vyzkouSena mobilni
faze 1 (MF1) tvofend A (voda + 0,5% kyselina mravenci) a B (90% acetonitril (AcN)
+0,5% kyselina mravenci (FA)). Stejnou mobilni fazi pouzili pro méfeni Ramirez et al.
(2016, 2020) a Zhou et al. (2011). Oproti tomu Chen et al. (2007) a Westerlund
et Hoffman (2004) pouzili mobilni fazi tvofenou vodou (A) a methanolem (B).
Ares etal. (2012) pouzili jako mobilni fazi kombinaci 20 umol.l"' roztoku
mravencanu amonného (AmFA) a methanolu, protoze AmFA by mél zlepSovat ionizaci
JH III a usnadnit naslednou MS analyzu. Na zdklad¢ toho byla zvolena MF2, ktera byla
tvofena mobilni fazi A, (voda + 10umol.I"! AmFA + 0,1% FA) a B, (90% acetonitril
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+0,1% FA). Pouzitim MF2 bylo dosazeno lepSich vysledkl, kdy doslo ke zvyseni
intenzity a plochy piku JH III oproti MF1.

Jako vhodné rozpoustédlo pro JH III byl zvolen 90% acetonitril. Zhou et al. (2011)
a Ramirez et al. (2016) pouzival pro rozpusténi JH III AcN obohaceny o 0,1% FA.
Ramirez et al. (2016) pouzivali 100% AcN a Zhou et al. (2011) 90 % AcN. Byl tedy
ovefovan vliv koncentrace AcN (90%, 85%, 80%, 70% 60%) a ptidavek 0,1% FA na tvar
a plochu piku pro JH III. Nejlepsiho tvaru piku a plochy piku se doséhlo rozpusténim
JH I v 90% AcN.

Pro kvantifikaci bylo tfeba vybrat vhodny wvnitini standard. V uvahu pfichazel
deuteriem znaceny juvenilni hormon, ktery pouZili napt. Ramirez et al. (2016, 2020),
nebo methopren, coz je analog juvenilniho hormonu, ktery pfi aplikaci napodobuje
funkce JH v zivych organismech a je strukturné podobnou latkou JH III (Ares et al., 2012;
Chen et al., 2007; Westerlund et Hoffman, 2004). Pfti fragmentaci JH -D3; dochézelo ke
ztraté deuteriem znacené -OCDs skupiny za vzniku fragmentu o m/z 235,17 - tedy
stejné¢ho iontu, na ktery se rozpadal ineznaceny JH III. Pouziti tohoto izotopové
znaceného standardu se nejevi vhodné pro méteni v jednoduchém MS médu. Vyuziti JH-
D; jako interniho standardu by naslo uplatnéni v piipad¢ pouziti méficiho médu MRM,
kdy je mozné na prvnim kvadrupdlu vyselektovat prekurzorovy iont jako to ud¢lali
Ramirez et al. (2016). Ramirez et al. (2016) za pouziti JH-D3 jako vnitiniho standardu,
pouzili MS/MS fragmentacni piechody 267 = 235 (JH III) a 270 =235 (JH-D3) jako
primarni fragmentacni ptechod a 267 - 147 (JH III) a 270 - 147 (JH-D3) jako
sekundarni fragmentacni pfechod. Na zaklad¢ vyselektovanych ionti v MRM modu pak
byli schopni kvantifikovat JH III.

Jako vnitini standard byl nakonec zvolen analog JH III methopren (MP), ktery pouzili
ke kvantifikaci JH III napt. Ares et al. (2012), Chen et al. (2007) a Westerlund et Hoffman
(2004). MP se eluoval z kolony zhruba 1 min po JH III a bylo ho mozné odlisit od JH III.
Nejvyssi zastoupeni mel v MS spektru standardu MP fragment o m/z 279,23. Dale byly
detekovany fragmenty o m/z 191,18; 219,18; 237,19 nebo protonizovany MP
o m/z 311,2. VSechny tyto ionty byly shodné s ionty detekovanymi v dal$ich publikacich
(Ares et al., 2012; Chen et al., 2007; Westerlund et Hoffman, 2004).

Juvenilni hormon je lipofilni latka a pro jeho extrakci se pouzivaji nepolarni extrakéni
¢inidla jako je napf. hexan nebo isooktan. Z dostupné literatury se ale pro pouZiti metody
LC-MS jevi lepsi variantou pouziti extrakéni smési isooktan-methanol (Zhou et al., 2011,

Chen et al., 2007). Smés isooktan-methanol je vhodna pro extrakci JH III z hemolymfy,
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protoZze brani plisobeni esterasy juvenilniho hormonu, napoméha v kombinaci s pouzitim
ultrazvuku k uvolnéni JH III z binding proteinu (JHBP) a snizuje adhezi JH III ke sklu.
Navic u Cerstvé odebrané hemolymfy potlacuje aktivitu fenoloxidasy (Westerlund
et Hoffman, 2004). Extrak¢ni smés isooktan-methanol byla tedy pouzita v této diplomové
praci.

K extrakci JH III byly nejdiive pouzity celé veely, ale vzhledem k tomu Ze extrakce
JH III z celé veely nebyla vyhovujici, protoze se po homogenizaci vzorku uvoliiovalo
velké mnozstvi lipidd, kviili cemuz se smés Spatné odpatovala v rota¢ni vakuové odparce,
a vedlo to k detekci nizsich hladin JH 111, zvolila se pro extrakci JH III v€eli hemolymfa.
JH III z celych vcel, respektive larev, izolovali ve svém protokolu Zhou et al., (2011).
Z odebrané hemolymfy vcel, ktera byla smichana s fenylthiomocovinou (PTU), kvili
potlaceni fenyloxidasové aktivity, izolovali JH III extrakéni smési isooktan-methanol
Ares et al. (2012). Z namétenych vysledki se ale jevi pouziti 0,1% kyseliny trifloroctové
(TFA) v kombinaci s naslednou lyofylizaci vhodnéjsi nez odbér hemolymfy do PTU.
Z hmyzi hemolymfy JH III izolovaly dale napf. Chen et al. (2007), Westerlund
et Hoffman (2004), Ares et al. (2012) a Ramirez et al. (2020).

Jak jiz bylo zminéno, juvenilni hormon ma sklon k adhezi ke sklu (Giese et al., 1977).
Proto byly vyzkouSeny a porovnany experimenty s pouzitim LB silylovanych
mikrozkumavek a vialek. Pfi pouziti LB silylovanych mikrozkumavek a LB silylovanych
vialek bylo dosédhnuto lepsich vysledki oproti plastovym mikrozkumavkam a sklenénym
vialkdm, kdy dochdzelo ke znatelné vétSim ztratam JH III a IS v pribéhu extrakce,
coz bylo mozné sledovat na mensi plose pikt jak pro IS tak JH III.

Porovnaval se vliv extrakce na ztraty JH III a IS. V pribchu extrakce dochéazelo
ke ztratdm jak IS methoprenu tak 1 JH III. VytéZnost metody byla v priméru
proIS55+ 7,5 % a 87 £+ 4,5 % pro JH IIL

Ke kvantifikaci JH III byla sestrojena externi kalibra¢ni s methoprenem jako internim
standardem. Dals$i metodou pro kvantifikaci JH III ve vzorcich hemolymfy byla pouzita
metoda standardniho pfidavku, kdy k nezndmé koncentraci hemolymfy byl pfidan IS
methopren a rizné piidavky JH III (1 pmol, 2,5 pmol a 5 pmol). Z namétenych dat byl
sestrojen graf a vypoctena koncentrace JH III ve vzorcich hemolymfy ktera byla byla
230,5 + 30,5 pg.ull. Ares et al. (2012) kvantifikovaly JH III ve v&eli hemolymfg&
vrozmezi 77-166 pg.ul' a Zhou et al. (2011) 0,2 — 0,6 ng.g”! v&eli larvy. Rozdilné
hodnoty namétené¢ho JH III ve vzorcich hemolymfy vcel jsou dany biologickou

variabilitou vzorka.
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Vyvinutou metodu je tfeba déale optimalizovat, tak aby dochazelo k minimalnim
ztratam JH III a IS v pribéhu izolace JH III z hemolymfy, ptipadné vyzkousSet pouziti
JH — D; jako interniho standardu pro méfeni v MRM modu. Metoda byla castecné
validovana — byla ovéfena selektivita a specifita metody, byla sestrojena kalibracni kiivka
pro kvantifikaci vzorku a stanovena vytéznost metody. V budoucnu je tfeba dokoncit
validaci tj., stanovit limit detekce a kvantifikace, presnost a preciznost metody,
minimalizovat vliv matricovych efekt, pfenos a zméfit stabilitu. Déle je pak
treba metodu verifikovat, aby mohla byt pouzitelnd pro dal$i studium juvenilniho

hormonu a jeho vlivu na dlouhovékost vcel.
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6 Zavér

Diplomova préce je vénovana vyvoji metody pro detekci a kvantifikaci hmyzich hormont
s hlavnim zaméfenim na juvenilni hormon a jeho funkce u vcely medonosné (Apis
mellifera). V teoretické Casti je zpracovana literdrni reSerSe zabyvajici se prehledem
poznatki o endokrinni soustavé hmyzu a hmyzich hormonech, se zaméfenim
na ekdysteroidy, juvenilni hormony a neuropeptidick¢é hormony, a metodach detekce
jednotlivych hormont. Déle je zde zpracovéana kapitola o vyvoji metody pro detekci
a kvantifikaci juvenilniho hormonu III. V praktické ¢asti se optimalizovala metoda
UHPLC-ESI-QTOF pro detekcei a kvantifikaci juvenilniho hormonu III.

Byla zméfena MS spektra pro juvenilni hormon. Hodnoty m/z odpovidaly pfedem
vypoctenym hodnotdm m/z v programu Compass Isotope Pattern. Nejvyssi zastoupeni
mél fragment o m/z 235,17. Dale byly zaznamenany piky pro protonizovany JH III
(m/z 267,19), adukt JH III s amoniakem (m/z 284,22) a dalsi fragmenty o m/z 147, 11;
189,12 a 217, 15, na které se JH III rozpadal.

Optimalizovala se metoda kapalinové chromatografie. Bylo testovano celkem pét
chromatografickych kolon: Cis UHPLC kolona Kinetex (150 X 2,1 mm), Kinetex
Phenyl — Hexyl kolona (150 X 2,1 mm), Arion Astra Cig— He kolona (150 X 2,1 mm),
Arion Cg HPLC kolona (150 X 2,1 mm) a Cis Arion Polar® kolona (150 X 2,1 mm).
Nejlepsi tvar, intenzitu a plochu piku mél JH III pii pouziti Arion Cs kolony, ktera byla
dale pouzita pro analyzu. Byl optimalizovan vybér mobilni faze, pfi¢emz byly testovany
dvé mobilni faze. Pouziti MF2 (A: voda + 10umol.I'" AmFA + 0,1% FA; B: 90%
acetonitril + 0,1% FA) vedlo ke zvétSeni plochy piku oproti MF1 (A: voda + 0,5% FA;
B :90% AcN + 0,5% FA). MF2 byla zvolena jako mobilni faze pro dal$i méteni.

Pro kvantifikaci JH III byl zvolen jako vnitini standard methopren. Byla zméfena MS
spektra pro methopren, pfi¢emz nejvyssi intenzitu mél pik pro fragment o m/z 279,23.
Tento fragment byl nasledné pouzit pro kvantifikaci JH III. Dal§im dostupnym internim
standardem pro kvantifikaci JH III byl deuteriem znaceny juvenilni hormon (JH-D3),
pro ktery byly taktéz zméteny MS spektra. JH-D3 se v prubéhu ionizace rozpadal na
neznaceny fragment 235,17, coZ je nezaddouct, protoze na stejny iont se rozpada i JH III.
Pouziti tohoto izotopov€é znaceného standardu tedy neni vhodné pro méfeni

v jednoduchém MS maddu.
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Byla optimalizovdna metoda izolace juvenilniho hormonu III z hemolymfy
Apis mellifera. Jako extrakéni Cinidlo byla zvolena smés isooktan-methanol. Extrakce
se provadé¢la v LB silylovanych mikrozkumavkach a vialkach pro snizeni adheze JH III
k plastovym a sklenénym materialam. JH III se izoloval z v¢eli hemolymfy, protoze
extrakce JH III z celych vcel nebyla optimalni. Byl optimalizovan odbér hemolymfy, kdy
vétsi plochy piku pro IS a JH III bylo dosazeno odbérem hemolymfy
do 0,1% kyseliny trifluoroctové oproti fenylthiomocovin€. Vytéznost pro plochy piku IS
a JH III po extrakci byla v priméru 55 + 7,5 % pro IS a 87 £+ 4,5 % pro JH III.

Pro kvantifikaci JH III z v€eli hemolymfy byla sestrojena externi kalibra¢ni fada
s methoprenem jako IS. Dal§i metodou pro kvantifikaci JH III, ktera byla pouzita, byla
metoda standardniho ptidavku. V odebranych vzorcich hemolymfy bylo kvantifikovano
mnozstvi JH III. Priméma hodnota JH III ve vceli hemolymf€¢ byla byla
230,5 £ 30,5 pg.ul .

U vyvinuté metody je tieba dokoncit validaci — stanovit limit detekce a kvantifikace,
presnost a preciznost metody, minimalizovat vliv matricovych efektd, pfenos a zméfit
stabilitu. Dale je pak tfeba metodu verifikovat, aby mohla byt pouzitelnd pro dalsi

studium juvenilniho hormonu a jeho vlivu na dlouhovékost véel.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

20E
AcN
AKH
AmFA
CA
CC
EcR
ELISA
EMA
FA
FDA
GC
Gcee
IS

JH
JHBP
JH-Ds
JHDK
JHE
JHEH
Krh-1
LB
LLOQ
LOD
Met
MRM
PG
PTTH
PTU
RSD
SIM

20-hydroxyekdyson

acetonitril

adipokineticky hormon

mravencan amonny

corpora allata

corpora cardiaca

ekdysonovy receptor

enzyme-linked immuno sorbent assay
European Medcine Agency

kyselina mravenci

US Food and Drug Administration for Industry
plynova chromatografie

germ cell exprimed receptor

interni standard (vnitini standard)
juvenilni hormon

juvenile hormone binding protein
deuteriem znaceny juvenilni hormon I1I
kinasa diolu juvenilniho hormonu
esterasa juvenilniho hormonu
epoxyhydrolasa juvenilniho hormonu
Kriippeliv homolog

limit blanku

limit kvantifikace

limit detekce

methopren tolerantni protein

multiple reaction monitoring
prothorakalni Z1aza
prothoracikotropni hormon
fenylthiomocCovina

smérodatna odchylka

single ion monitoring
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TFA kyselina trifluoroctova
UHPLC-ESI-QTOF  vysokou¢innd kapalinovd chromatografie

elektrosprejem a analyzatorem doby letu

ULOQ horni limit kvantifikace
USP ultraspiracle protein
Vg vitellogenin
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