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Abstrakt

Juvenilni hormon je lipofilni seskviterpenoidni latka, ktera se podili na metamorfoze,
rozmnozovani, polymorfismu a tvorbé kast ve vCelstvu. Ovliviiuje syntézu vitellogeninu
v tukovém télese a ma vliv na dlouhovékost veel. Nejvyssi hladiny juvenilniho hormonu
byly zaznamenény u létavek, pak u mladuSek a nejmensi hodnoty u matky. V prub¢hu
roku se ve vcelstvu vystiidaji dvé generace délnic, kratkoveke letni véely a dlouhoveéké
zimni veely. Letni generace v€el ma v hemolymf€ vyssi hladinu juvenilniho hormonu
a niz8i hladinu vitellogeninu oproti zimni generaci vcel.

Juvenilni hormon lze stanovit imunochemicky metodou ELISA, radioimunoanalyzou,
kapalinovou a plynovou chromatografii. Tato prace se zabyva optimalizaci metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni sionizaci -elektrosprejem
a hmotnostnim analyzatorem doby letu (UHPLC—ESI-QTOF) pro stanoveni juvenilniho
hormonu III.

V teoretické Casti prace je zpracovana literarni reSerSe o poznatcich juvenilniho
hormonu a dlouhovekosti vEel. V Experimentdlni ¢asti se optimalizovala metoda
UHPLC-ESI-QTOF pro stanoveni juvenilniho hormonu III. Byla zméfena hmotnostni
spektra po pfimém ndastfiku standardu juvenilniho hormonu III do hmotnostniho
spektrometru.  Experimentalni  hmotnostni  spektra  odpovidala  hodnotami
m/z ptepokladanym hodnotam, které byly spocitany v programu Compass Isotope
Pattern. Nejintenzivnéj$i pik ptedstavoval adukt juvenilniho hormonu III se sodikem,
dale byly zaznamenany piky pro protonizovany juvenilni hormon III a jeho
protonizovany dimer. Optimalizace chromatografické separace probéhla na koloné
sreverzni fazi ARION Polar® Cis. Byl zjistén reten¢ni ¢as standardu juvenilniho

hormonu III a hmotnostni spektra standardu v eluovaném piku. Nejintenzivnéjsi pik



hmotnostniho spektra pfedstavoval ion o m/z = 235,1751, na ktery se juvenilni hormon
III samovolné v prib¢hu ionizace rozpadd. Po fragmentaci protonizované molekuly
juvenilniho hormonu III se ziskalo MSMS spektrum, v némZz nejintenzivnéjsi pik
odpovidal fragmentu om/z = 153,1353. Extrakce juvenilniho hormonu
III z Apis mellifera se provedla n¢kolika extrakénimi ¢inidly (hexan; aceton; chloroform,;
smés hexan-voda; smeés hexan-methanol; smés chloroform — voda). Juvenilni
hormon I1I se ale v Zadném vzorku nepodafilo detekovat. Metodu extrakce juvenilniho

hormonu III je potieba déle optimalizovat.
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Juvenile hormone is a lipophilic sesquiterpenoid substance involved in metamorphosis,
reproduction, polymorphism and caste formation in bee colonies. It affects the synthesis
of vitellogenin in the fat body and the longevity of bees. The highest levels of
the juvenile hormone are in foraging bees, then in nurse bees, and the lowest levels are
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The juvenile hormone can be determined immunochemically by ELISA,
radioimmunoassay, liquid and gas chromatography. The thesis aims to optimize
themethod of high-performance liquid chromatography in conjunction with electrospray
ionization and quadrupole-time-of-flight mass spectrometry (UHPLC — ESI — QTOF)
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The theoretical part of the thesis is a literature search on bees' juvenile hormone
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experimental mass spectra corresponded to m/z values calculated in the Compass
Isotope Pattern program. The most intense peak was the adduct of juvenile hormone I1I
with sodium, followed by peaks for protonated juvenile hormone III and its protonated
dimer. Chromatographic separation optimization was performed on ARION Polar® Cig
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mass spectrum of the standard were determined in the eluted peak. The most intense
peak of the mass spectrum was the ion m/z = 235,1751, to which juvenile hormone III
spontaneously breaks down during ionization. After the fragmentation of the protonated
juvenile hormone III molecule, the MSMS spectrum was obtained in which the intensest
peak corresponded to a fragment m / z = 153,1353. Extraction of juvenile hormone III
from Apis mellifera was performed with several extraction reagents (hexane; acetone;
chloroform; hexane-water; hexane-methanol; chloroform-water). The juvenile
hormone III was not detected in any sample. The juvenile hormone III extraction
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CILE PRACE

e Piiprava literarniho piehledu o poznatkii o funkci juvenilniho hormonu.

e Zpracovani literarni reSerSe o biosyntéze a odbourani juvenilniho hormonu
hmyzu.

e Zpracovani literarni reSerSe o fyziologii dlouhovékosti véely medonosné.

e Piiprava piehledu metod analyzy juvenilniho hormonu v riiznych Zivocisnych
tkani.

e Optimalizace metody kapalinové chromatografie pro detekci juvenilniho

hormonu.
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1 UVOD

V pritbéhu roku se ve vcelstvu vystiidaji dvé generace délnic, kratkovéké letni veely
a dlouhovéké zimni vcely. Letni vcely se vyskytuji v hnizdé¢ od jara do konce léta.
Dozivaji se v priméru 30—40 dnd. Zimni véely jsou v hnizd¢ od podzimu do konce zimy.
Dozivaji se az 160 dnd.

Juvenilni hormon je seskviterpenoidni latka, kterd je syntetizovana v parovém organu
Corpora allata. Juvenilni hormon se podili na metamorféze, rozmnozovani,
polymorfismu, tvorbé kast ve vcelstvu a ovliviiuje syntézu vitellogeninu
v tukovém télese. Letni generace vcel ma vyssi hladinu juvenilniho hormonu a nizsi
hladinu vitellogeninu v hemolymf€. Zatim co zimni generace v¢el ma nizs§i hladinu
juvenilniho hormonu a vyss§i hladinu vitellogeninu v hemolymf€ v porovnani s letni
generaci.

Juvenilni hormon lze stanovit imunochemicky metodou ELISA, radioimunoanalyzou
a kapalinovou nebo plynovou chromatografii. Déle je mozné studovat miru aktivace
biosyntetické nebo degradacni drahy juvenilniho hormonu stanovenim genové exprese
enzymu zapojenych do téchto drah.

KaZzdoro¢né dochazi k velkému uhynu vcelstev a snahou vcelatt je, aby byly ztraty
minimalni. Studuji se procesy a faktory které maji vliv na zivotnost v¢el. Mezi faktory

ovlivityjici délku Zivota vcel patii 1 juvenilni hormon.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Zivot vé&elstva

Vcela medonosna (4pis mellifera) patii mezi vysoce eusocialni hmyz. Z taxonomického
hlediska ji mizeme zaradit mezi blanokiidly hmyz (Gruna et al., 2017).

Dle Dogantzis et al. (2021), pochazi v€ela medonosna z Asie, odkud se rozsitila
dale do Afriky aEvropy. V Ceské republice prevazuje severozapadni skupina
A. m. mellifera a v minoritnim zastoupeni i jihovychodni skupina vcel 4. m. carnica
(Gruna et al., 2017).

Veelstvo se chova jako samostatny zivy organismus. Je tvoieno matkou, délnicemi,
trubci, plodem a véelim dilem. Kazda vcela ma urcitou funkci, kterou se podili na chodu

vcelstva (Gruna et al., 2017).

2.1.1 Plod

Véely patii ke hmyzu s proménou dokonalou. Plod je tvofen vajickem, larvou a kuklou.
Matka naklade vajicka do jednotlivych bunék (1 vajicko = 1 buiika), z nichZ se nasledné
vyvijeji matky, dé&lnice atrubci. Larvy sezivi krmnou kaSickou, pergou
a sesterskym mlékem. Krmna kaSicka je tvofena v hltanovych a kusadlovych zladzach
délnic. Larvy matek se zivy mateti kasickou a je tieba je krmit po celou dobu larvalniho
stadia kazdych 5 minut na rozdil od délnic, které jsou krmeny délnici kasi¢kou kazdych
30-60 minut po dobu tfi dnl. Pfi idedlnich podminkéach (35 °C) se véeli plod vyviji
16 (matka), 21 (délnice) a 24 (trubec) dnii (Tab. 1). Pfi zhorSenych podminkdch mutze
vyvoj trvat déle. Na konci stadia stocené larvy dochazi k zavickovani oteviené¢ho plodu

(Gruna et al., 2017).

Tab. 1 Vyvojova stadia plodu — pocet jednotlivych dnti (Danihlik et al., 2017).

Vyvojové Stocena Vzprimena
stadium Vajicko larva larva Predkukla Kukla Celkem
Matka 3 5 2 1 5 16
Délnice 3 6 2 2 8 21
Trubec 3 7 3 3 8 24

12



2.1.2 Matka

Ve vcelstvu se nachdzi v jednom case jedna matka. Vice soucasné se jich nachazi
pouze pii rojeni nebo tich¢ vyméné matky. V ptipad¢, Ze se jich vylihne vic, tak mezi
sebou soupefi. Panuska zlikviduje ostatni matky a zihadlem usmrti vyvijejici se plody
matek.

O matku pecuje 8—16 d€lnic, které ji krmi mateti kaSi¢kou, Cisti a roznaseji matetské
feromony po hnizd¢. Jejim hlavnim ukolem je kladeni vajec a udrzovani pospolitosti
véelstva pomoci matetich feromonti. Mateti feromony jsou produkovéany kusadlovymi
zlazami. Tento feromon pak koluje v potravé vcel, které si ho pfedavaji trofalaxi, dava
vini véelstvu, potlacuje rojovou naladu, pomaha véelam vratit se zpét do hnizda a brani
rozvoji vajecniki u délnic.

Matka se pafi jednou za zivot. Ve véku 5-7 dni opousti hnizdo a vydava se na snubni
let pti kterém se paris 1220 trubci. V semenném vacku si pak uchova po spareni 3—7 mil
spermii, které nasledné slouzi k oplodnéni jednotlivych vajicek za cely jeji zivot (Gruna
et al.,2017). Za den je pak schopna naklast az 2000 vajicek (Corona et al., 2007). Matka
se doziva 3-5 let (Gruna et al., 2017).

2.1.3 Délnice

Nejpocetngjsi kastu veelstva tvoti délnice, které zajistuji chod veelstva — staraji se o plod,
potravu, udrzuji teplotu hnizda, brani hnizdo pfed predatory, stavi hnizdo, staraji
se o matku a trubce.

D¢lnice jsou neplodné, protoZze maji zakrnélé vajecniky, coz je zplisobeno matefim
feromonem. V nepfitomnosti matky mohou ale naklast neoplozend vajicka, z kterych
vznikne hrboplod, zn&hoz sevyvinou trubci. Délnice se dozivaji 3-5 tydnt
(letni generace) a 7-9 mésicti (zimni generace) (Gruna et al., 2017).

Dé¢lnice, mladusky, po vylihnuti do20. dne vykondvaji praci v hnizdé
(Gruna et al., 2017). Délba prace ve vcelstvu (Tab. 2) je dana potifebami vcelstva
a je doprovazena fyziologickymi zménami jednotlivych vcel (Lorenco et al., 2019).
Uklizecka cisti a uklizi prazdné buiiky a pfipravuje je pro nakladeni novych vajicek nebo
uskladnéni medu ¢ipylu. Také se podili na vynaSeni zbytkd auhynulych vcéel ven
z hnizda. Krmicky a kojicky maji dobfe vyvinuté hltanové zlazy a krmi otevieny plod.
Stavitelky maji vyvinuté voskotvorné zldzy, podileji se na stavbé a obnové plasti

a hnizda. Pfejimatelky a zpracovatelky potravy pfijimaji nektar, pyl a medovici
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od létavek a tvofi med. Strazkyné stiezi na Cesné a chrani ul pfed predatory. Létavky
se déli na patracky, které vyhledavaji zdroje potravy, a sbératelky, jez sbiraji pyl, nektar,
medovici, propolis, vodu a nésledné ji pfindseji do hnizda. Délnice se zivi nektarem,

medem a pergou (Gruna et. al, 2017).

Tab. 2 Ukoly jednotlivych délnic.

Den Ukol
1-2 uklizecka
3-5 krmicka
6-11 kojicka
12-18 stavitelka
19-20 strazkyné
0Od 20. dne létavka

14



2.1.4 Trubec

Trubec je véeli samec, jehoz hlavnim tkolem je péfit se s mladymi matkami a zahtivat
plod v dobé vrcholné snisky. Trubc¢i larvy se vyvijeji v trublich nebo délni¢ich
(hrboplod) bunkach. V ule se nachéazeji od dubna do srpna, poté jsou z tlu vystrnadéni.
Trubci nemaji Zihadlo. Casto se pfed pafenim s matkami shromazduji na trub&ich

shromazdistich. Zivy se medem a pergou (Gruna et al., 2017).

2.1.5 Vceli dilo
Veéeli dilo je tvofeno voskovymi plésty, které slouzi ke kladeni vajicek, vyvoji plodu,
pohlcovani Skodlivin a ke komunikaci v¢el. Déle slouzi jako ulozist€ pylu a medu.
Udrzuje teplotu (35 °C) amikroklima v hnizdé. Jednotlivé plasty jsou tvofeny
hexagonalnimi buitkami. Zakladni stavebni jednotkou plastu je vosk, ktery produkuji
délnice, stavitelky, v tzv. voskotvornych zrcadélkdch umisténych mezi tfetim a Sestym
tergitem na zadecku. Zaschnutou Supinku vosku, jeZ vznikla na zrcadélku, vcéely dale
zpracuji kusadly a pfilepi ke vznikajicimu plastu. Plasty jsou potazeny antimikrobialni
vrstvickou propolisu a slouzi jako misto pro kladeni vajicek a uchovavani medu a pylu.
Jsou tfi typy plastovych bunék — matefi, trub¢i a d€lnici. Mateti buiiky (matecniky)
jsou koénického tvaru a slouzi k vyvoji matek. Larva v nich visi hlavou doli. Jejimu
vypadnuti ven zabranuje apalbumin, ktery je soucdsti mateti kaSicky. D¢Ini¢i bunky
slouzi k vyvoji délnic a skladovani medu a pylu. Trub¢i buniky jsou vétsi nez ty délnici

a slouzi k vyvoji trubcii a téz ke skladovani medu a pylu (Gruna et al., 2017).
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2.1.6 Letni a zimni generace vcel
V priibéhu roku se ve vcelstvu vystiidaji dvé generace délnic, kratkovéké letni veely
a dlouhoveké zimni veely (Obr. 1).

Letni generace vcel se lihne a vyskytuje ve vcelstvu od jara do konce 1éta. Jejich
hlavnim tkolem je sbér nektaru, medovice, pylu, stardni se o plod a pfiprava vcelstva
na zimu. Letni véely se primérné dozivaji 3040 dna. (Fluri er al., 1977; Fukuda
et Sekiguchi, 1966; Maurizio et Hodges, 1950).

Zimni generace vcel se lihne od srpna do konce plodovani na podzim. Ve vcelstvu
pak pretrvava od konce 1éta do jara. Veely se dozivaji az 160 dnt (Fluri et al.; 1977,
Fukuda et Sekiguchi, 1966). Jejich hlavnim tkolem je GspéSné piezimovat. Na zacatku
jara zahajuji chov a staraji se o plody, znichZ se nasledn¢ lihne letni generace vcel,

jez je nahradi poté, co uhynou (Mattila et al., 2001).

|Zima | ’ Jaro ‘

wummmnmu"“'
- )
Wnw s

Zimni generace Letni generace

| Podzim | ’ Léto ‘

Obr. 1 Stiidani zimni a letni generace.



2.2 Dlouhovékost véel

Mezi vnitini faktory, které jsou spojovany s dlouhovékosti veel patii rozdilné hladiny
vitellogeninu (Vg) a juvenilniho hormonu (JH) v hemolymf¢.

Vcely jsou ale i z venku ovlivilovany stresovymi podminkami a nemocemi, které maji
vyznamny vliv na délku jejich Zivota. VEely musi v pritbéhu roku celit ndkazdm parazit
(Varroa destructor, Nosema apis), patogent (Paenibacillus larvae) a virl (paralyza vcel,
virus deformovanych kiidel), které maji za nasledek ubytek vcelstev (Beaurepaire et al.,
2020; Ebeling et al., 2016). Mezi stresové podminky ptichazejici z vnéjSiho okoli patii
napiiklad pesticidy, nedostate¢nd vyziva ¢i Spatné zachazeni se vcelstvem

(Steinhauer et al., 2018).

2.2.1 Juvenilni hormon

Juvenilni hormony jsou seskviterpenoidni latky. Jednd se o derivaty methylesteru
kyseliny farnesoové a je zndmo nejméne osm homologl juvenilnich hormonti (Shinoda,
2016). Jednotlivé typy se lisi rGznymi ethylovymi substituenty na acylovém zbytku
(JH 0, JH I, JH II) ¢i ptidavkem 6,7 epoxidové skupiny (JH III- bisepoxid, JHB3) (Crone
et al., 2007).

Kazdy druh hmyzu ma specificky typ juvenilniho hormonu. Lepidoptera maji JH I
aJHII, zatimco JHIII (Obr. 2) se nachazi u vétSiny hmyzu vcetné Apis mellifera
(Westerlund, 2004).

Juvenilni hormony se podileji na metamorféze a rozmnozovani hmyzu. Udrzuji larvu
v juvenilnim stadiu, ¢imz zabranuji nastupu metamorfézy hmyzu v dospélého jedince
do té doby, nez larva doroste. Ke konci larvalniho stddia dojde k poklesu syntézy JH III
a spusti se metamorfoza v dospélce (Seina et al., 2014). Juvenilni hormony reguluji
reprodukci samic hmyzu. Podileji se na stimulaci genové exprese vitellogeninu
v tukovém télese, ktery jenasledné transportovan do zrajicich vajicek samic
(Corona et al., 2007). U vcelich larev hraje dileZzitou roli ve vyvoji ovarii. V dospélosti
u vcelich délnic nema tak velky vliv na gonadotropni organy, jako je tomu u jiného
hmyzu (Bomptorin et al, 2014). JHIII také ovliviiuje polymorfismus a tvorbu kast
ve vcelstvu (Corona et al. 2007). Nejvyssi hladiny JH III jsou detekovatelné u 1étavek,
pak u mladusek a nejméné u matky (Lorenco et al., 2019).

JH III se podili se na pteméné mladusky v 1étavku a naopak, pficemz u mladusek byla

zaznamenana niz§i hodnota JH III nez v Iétavkach (Bomptorin et al., 2014). U Cerstve
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vylihnutych vcel byly zaznamenany vys§i hodnoty JH III nez u mladuSek
(Steinmann et al., 2015).  Zéaroven  je mozné  pozorovat  zvySenou  hladinu
JH III v hemolymf¢€ letni generace vcel (Fluri et al., 1977).

Dle Bomptorin et al. (2014) je mozna spojitost mezi syntézou JH III s potravou,
kdy u létavek zivicich se pfevazné sacharidovou stravou byla zaznamenana vys$si hodnota
JH I na rozdil od mladusek Zzivicich se proteinovou stravou, u nichz byla hodnota
JH III znatelng nizsi.

Genova exprese enzymil pro syntézu JH III se moc nelisi v larvach délnic a matky
na rozdil od esterasy juvenilniho hormonu (JHE), ktera je vyssi u matky (Bomptorin

etal., 2014).

CH, Hy O
H4C X A _CH,

HiC 0o

Obr. 2 Molekula juvenilniho hormonu III.
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2.2.2 Vitellogenin

Vitellogenin (Vg) je prekurzor zloutkového proteinu, ktery slouzi jako zdroj vyzivy
pro vyvijejici se embryo. Je syntetizovan v tukovém télese, odkud je uvoliiovan
do hemolymfy a transportovan do oocytli samic hmyzu (Steinmann et al., 2015).
Ma zésobni a ochrannou funkci. Podili se na transportu sacharidl, mastnych kyselin,
fosfath, vitaminti a hormonti (Karina et al., 2005). Vitellogenin vykazuje antioxidacni
schopnosti, diky kterym je nedilnou soucasti imunitniho systému hmyzu
(Corona et al., 2007). Jeho syntéza je regulovana juvenilnim hormonem. Vitellogenin
a juvenilni hormon vz4jemné vykazuji negativni korelaci, €ili zvysSeni hladiny JH vede
k poklesu syntézy vitellogeninu, kdezto jeho snizeni vede ke zvySeni syntézy
vitellogeninu (Steinmann et al., 2015).

Véely maji 180 kDa vitellogenin (Corona et al., 2007). U Cerstvé vylihnutych matek
tvofi Vg prvni tfi dny 70 % vSech proteinti v hemolymf¢€. Jeho vysoké hodnota je u matek
udrZovéana po zbytek zivota. Matky ho produkuji tukovym télesem a ovariemi na rozdil
od délnic, které ho produkuji pouze tukovym télesem.

U mladusek je Vg syntetizovan ve vétSim mnozstvi béhem prvnich sedmi dnt,
kdy tvoii az 40 % proteini v hemolymf€. S rostoucim vékem jeho produkce klesa
(Karina et al., 2005). Trubci maji v hemolymf¢ pouze malé mnozstvi Vg v larvalnim

vyvoji. Po vylihnuti do tfech tydnti vymizi (Trenczek et al., 1989).

2.2.3 Zimni a letni generace vcel

D¢lnice zimni generace v¢el maji vys$si hladinu Vg a niz§i hladinu JH III v hemolymfg.
Jejich tukové teleso je vEtsi a obsahuje vice zasobnich zivin (Fluri et al., 1977). Jejich
hlavnim zdrojem obZzivy jen med (Haydak, 1970).

Zimni v¢ely nemaji vyvinutou bunéfnou imunitu do takové miry jako letni, coz
kompenzuji zvySenou oxidacni aktivitou v hemolymf¢ (humoralniimunita). Jejich
tukové téleso produkuje antimikrobialni peptidy (apidaecin, abaecin, hymenoptaecin,
defensin-1) a lysozym, které byly detekovany v pfitomnosti bakteridlni infekce (Danihlik
et al., 2016). Zimni generace vcel, stejné jako matka, je vice rezistentni k oxidacnimu
stresu diky vys8i hladiné Vg, ktery se podili na likvidaci volnych kyslikovych radikala
(Corona et al., 2007). Faktory podilejici se na imunité zimnich délnic by mohly mit vliv
na adaptaci k rezistenci asnizeni rizika ndkazy bakteridlnimi patogeny a tim

i prodlouzeni zivota v¢el (Steinmann et al., 2015).
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Vcely letni generace délnic maji v hemolymf&€ méné¢ Vg avice JH III nez zimni
generace (Fluri ef al., 1977). U délnic letni generace byla na rozdil od zimni generace
zaznamenana zvySena exprese genil bunééné imunity pii bakteridlni infekci.
Bunéénou imunitu vcéel pifedstavuji hemocyty, které maji schopnost fagocytozy,
nodulace, cytotoxicity, enkapsulace, aantimikrobidlni peptidy syntetizované
v hemocytech atukovém télese. Exprese genti humordlni imunity byla minimalni
(Steinmann et al., 2015; Dostalkova et al., 2020).

Letni v€ely jsou vice aktivni, sbiraji pyl, nektar a medovici. Maji zvétSené hltanové
zlazy amaji méné zasobniho tuku. Létavky jsou mnohem vice vystaveny riznym
patogeniim nez mladusky (Huang ef al., 1994; Kunc et al., 2019).

Na podzim a najafe dochazi kazdy rok k vyméné dvou generaci véel v hnizdé.
Letni generace se stara o sniisku aplody. Ukolem zimni generace je zase Uspéiné
ptezimovat (Fluri et al., 1977).

Pfeména letnich délnic na zimni je fizena mnoha faktory, mezi které patii naptiklad
pokles teploty, zména vlhkosti hnizda, zkraceni fotoperiody, pokles mnoZzstvi pfinadsené
potravy do hnizda, snizeni koncentrace sniskového feromonu, zvySena aktivita vcel
v hnizdé€ a odchod trubct z hnizda (Knoll et al., 2020). Zaroven dochézi ke strukturnim
zménam mozki délnic, snizuje se syntéza juvenilniho hormonu III a zvySuje se syntéza

vitellogeninu (Knoll et al., 2020).
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2.3 Biosyntéza juvenilniho hormonu

K syntéze juvenilniho hormonu dochazi v parovém organu Corpora allata
a je hormonalné fizena allotropiny a allostatiny z mozku. Dale je regulovana negativni
zpétnou vazbou pii zvySeni titru JH v hemolymf¢ (Shinoda 2016). Po syntéze
je JHuvolnén do hemolymfy a transportovan pomoci bilkovinného nosice JHBP
(juvenile hormone binding protein) do pfislusné tkan€. JHBP je lipophorin, ktery chrani
JH pied esterasami juvenilniho hormonu v hemolymf&, ato tak Ze vytvofi kolem
JH hydrofobni obal, ¢imz ho mulze bezpeéné transportovat hemolymfou
(Westerlund 2004).

Syntéza JH (Obr. 3) vychazi z mevalonové drahy, kdy je z acetyl-CoA syntetizovan
farnesol,  ktery  jenasledné  oxidovan  nafarnesal a  po dehydrogenaci
farnesaldehydrogenasou vznikd kyselina farnesoova (Bomptorin et al., 2014).
U Lepidoptera nésledn¢ vznikd kyselina juvenilniho hormonu a pak JH III, kdezto
u Dichoptera a Orthoptera vznika JH Il pfes methylfarnesoat (Chanchay et al., 2019).
JH III je vychozi latkou pro JH3B, JHI, JHII, JHO (Cheong et al., 2015).
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Acetyl-CoA

Acetyl-CoA thiolasa

Acetoacetyl-CoA
‘ HMG-CoA synthetasa

HMG-CoA

HMG-CoA reduktasa
Mavalonit
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{
Mevalonat-5-fosfat

Fosfomevalonatkinasa

Isopentenyl-difosfatisomerasa

Isopentenyl-5-pyrofosfit < » Dimethylallylpyrofosfat
\ Difosfomevalonatdekarboxylasa
Geranylpyrofosfat

Farnesyldifosfatsynthetasa
Cholesterol «———— Farnesylpyrofosfit
Farnesyldifosfatpyrofosfatasa
Farnesol
Farnesoloxidasa
Farnesal
Farnesaldehydrogenasa
Kyselma farnesoova

O-methyltransferasa kyseliny lamuomL/ \ Farnesoatepoxidasa

Methylfarnesoat Kyselina juvenilniho hormonu

Methylfarnesoatepoxidasa Methyltransferasa
kyseliny juvenilniho hormonu

Juvenilni hormon 111

Obr. 3 Biosyntetickd draha juvenilniho hormonu. Upraveno podle Bomptorin et al., (2014)
a Chanchay et al., (2019).
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2.4 Degradace juvenilniho hormonu

Juvenilni hormon je degradovan (Obr. 4) v hemolymf¢ esterasou juvenilniho hormonu
a v tkanich epoxidhydrolasou juvenilniho hormonu (JHEH) (Seina et al., 2014).
Degradace spociva ve vzniku biologicky neaktivnich latek, kterymi jsou dioly kyseliny
juvenilntho  hormonu  a diolfosfat juvenilniho  hormonu  (Morgan, 2010).
JHE je syntetizovana tukovym télesem, a odtud sekretovana do hemolymfy (Mackert
et al., 2008). Na pocatku larvalniho vyvoje je aktivita JHE velmi nizka, ale s rostoucim
vékem roste apak zase ulétavek klesd (Wisniewsky et al., 1986). JHE katalyzuje
hydrolyzu esterové vazby v juvenilnim hormonu za vzniku kyseliny juvenilniho
hormonu. JHEH zase hydratuje epoxidovou vazbu za vzniku diolu. Vznikly diol mtze
byt dale pfeménén  kinasou  diolu  juvenilniho  hormonu  (JHDK)

na diolfosfat juvenilniho hormonu (Morgan 2010).

Juvenilni hormon

Diol juvenilniho hormonu Kyselina juvenilniho hormonu

Diol kyseliny juvenilniho hormonu

JHDK

\ 4

Diolfosfat kyseliny juvenilniho hormonu

Obr. 4 Katabolicka dradha juvenilniho hormonu. Upraveno podle Morgan (2010) a Chanchay
etal., (2019).
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2.5 Receptory juvenilniho hormonu

Receptory pro juvenilni hormony nebyly po dlouho dobu zndmy. Do nedavna
se predpokladalo, Ze by se mohlo jednat o methopren-tolerantni (Met) Per-Arnt-Sim
(PAS) doménovy protein (Konopova et Jindra, 2007).

Wilson et Fabian (1986) poprvé izolovali Met z mutantniho kmene Drosophila.
Predpokladdalo se, Zze by semohlo jednat o receptor juvenilniho hormonu
(Ashok et al., 1998). Konopova et Jindra (2007) zjistili, Ze juvenilni hormon skrze gen
Met blokuje metamorfozu larvy v dospélce u Tribolium castoneum. Pti naruseni funkce
Met doslo ke snizeni citlivosti brouka k juvenilnimu hormonu. To se nasledné projevilo
pfed¢asnym ndstupem metamorfdzy.

Podle nejnovéjSich poznatkil je receptorem pro juvenilni hormon intracelularni
ligandovy receptor Met/Gce, ktery je obsazen v heterodimernim proteinovém komplexu,
ktery je regulovan transkripénimi faktory bHLH-PAS. Dlkazy o existenci tohoto
receptoru jsou zalozeny na molekularni a genetické urovni. Juvenilni hormon
se kompetitivné véaze na Met/Gee proteiny sriznou afinitou. Vazba ligandu
je stereoselektivni a zavisi na specifickych zbytcich v PAS-B doméné¢ Met/Gee

(Jindra et al., 2021).
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2.6 Metody stanoveni juvenilniho hormonu

Jednou z moznosti, jak studovat miru aktivace biosyntetické nebo degradacni drahy
juvenilniho hormonu, je stanoveni genové exprese enzymil do téchto drah zapojenych.
Samotny juvenilni hormon lze stanovit imunochemicky metodou ELISA,

radioimunoanalyzou (RIA) ¢i kapalinovou nebo plynovou chromatografii.

2.6.1 Stanoveni genové exprese enzymii biosyntetické drahy
juvenilniho hormonu pomoci RT-qPCR

PCR metoda slouzi k mnohanésobné replikaci DNA in vitro, kdy jsou segmenty cilené
DNA vprocesu amplifikace az milionkrat znasobeny. Cely proces probiha
v termocykléru. K syntéze DNA je tfeba templatova DNA, DNA polymerasa a primer.
Nejdiive dochéazi k denaturaci DNA teplem, ¢imz se rozrusi vodikové mustky mezi
vlakny DNA. Poté se dva oligonukleotidové primery navazi na cilovou DNA — kazdy
na jeden konec. DNA polymerasa se napoji na primery, zvySi se teplota a zacne
se syntetizovat nové vlakno DNA. Po ochlazeni dojde k odpojeni primerd. Vznikaji dvé
molekuly DNA. Cely proces se 30 x — 40 x opakuje, ¢imz dojde ke znasobeni poctu
pavodnich molekul DNA 10°-10'? (Madigan et al., 2019).

Kvantitativni Real-Time PCR (RT-qPCR) metoda vychézi z mRNA. Pomoci enzymu
reverzni transkriptasy se syntetizuje komplementarni DNA (cDNA). RT-qPCR vyuziva
k detekci mnozstvi nové syntetizované DNA fluorescenci. Fluorescenéni latky se vazi
nespecificky na amplifikované DNA. Pojejich navazdni na DNA je vyzafeno
fluorescencni zéfeni. Hladina fluorescence barviva navdzaného na dvousroubovici DNA
je nasledné detekovéana detektorem a je pfimo umérnd mnozstvi ptitomné DNA. Pomoci
této metody je mozné na rozdil od klasické PCR kvantifikovat mnozstvi amplifikované
DNA v kazdém cyklu PCR (Madigan ef al., 2019).

Lourengo et al. (2019) vyuzily tuto metodu k analyze genové exprese enzymu
pro syntézu juvenilniho hormonu, vitellogeninu a dalSich latek po stimulaci bakteridlni
infekci. RNA izolovali chloroformovou extrakci z tukového télesa véely medonosné.
Po reverzni transkripci byla cDNA podrobena qPCR. Jako zdroj fluorescence byla
pouzita technologie SYBR Green, coz je nespecifické fluorescencni barvivo, které
se vaze na dvouvlaknovou DNA.

Steinmann et al. (2015) stanovoval pomoci  této metody genovou expresi enzymil

pro syntézu vitellogeninu, antimikrobidlnich peptidi a methylfarnesoatepoxidasu

25



po ndkaze vcel virem deformovanych kiidel. K extrakci RNA vyuzili specidlni
Nucleospin RNA II kit. Syntetizivand cDNA byla z kolonek eluovana vodou. Jako zdroj

fluorescen¢niho zatfeni byla téz vyuzita technologie SYBR Green.

2.6.2 ELISA

ELISA je specifickd a citlivd imunochemickd metoda, pomoci niz se daji kvantifikovat
vysoko inizkomolekularni latky. Je zaloZena na detekci signdlu po vazbé protilatky
nepiimo na antigen nebo na sekundarni protilatku. Vznikly imunokomplex (Obr. 5)
detekujeme spektrofotometricky (nejcastéji produkty enzymové reakce) nebo
fluorescen¢né¢ (Madigan et al., 2019).

Metodu ELISA vyuzili King et al. (1992) ke stanoveni JHBL (juvenile hormone
binding lipophorin) zhemolymfty Diploptera punctata pomoci monoklonalnich

protilatek.

Enzym
Zachytna protilatka

Ao

Sekundarni protilatka

——<  Primarni protilitka
Antigen
Pevna faze

| PHimaELISA | [ Neprima ELISA | | Sendvicova ELISA

o
o

X L¢

Obr. 5 Typy ELISA metody: pfima, nepfima, sendvi¢ova; nakresleno podle Madigan (2019).
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2.6.3 RIA

Kvantifikaci juvenilniho hormonu lze provést radioimunoanalyzou, ktera je zalozena
na imunochemické reakci antigenu se specifickou protilatkou v pfitomnosti radioaktivné
zna¢eného analogu juvenilniho hormonu. Jedna se o kompetitivni reakci, kdy neznaceny
antigen (juvenilni hormon), kterym je stanovovana latka, soupefi o vazebnd mista
na protilatce s radioaktivné zna¢enym analogem juvenilniho hormonu. Zméfeny signal
radioaktivni znacky komplexu znafeny antigen-protilatka je nepfimo umérny mnozstvi
stanovovan¢ho antigenu, protoze ¢im véEtSi je signdl navazaného radioaktivniho
juvenilniho hormonu, tim méné¢ jej je ve vzorku (Sharma et al., 2014).

Tuto metodu vyuzili naptiklad Huang et. al, (1994), kteti stanovali JH III z hemolymfy
Apis mellifera. JH 111 extrahovali z hemolymfy pomoci hexanu s ptidavkem NaCl. JH III
se extrahoval do hexanové fdze. Po odpafeni rozpoustédla rozpustili vznikly odparek
v ethanolu a pfidali antisérum juvenilniho hormonu a radioaktivné znaceny JH III.
Po inkubaci bylo mnoZzstvi radioaktivné¢ znafeného JH III kvantifikovdno pomoci
kapalinové scintilani spektrometrie. Specifitu RIA metody ovéfili frakcionaci ziskané
hexanov¢ faze pomoci HPLC (silikagelova kolona 5 pm, 4.6 mm x 25 cm; MF: 5% nebo
10% diethylether v hexanu; pritokova rychlost: 2 ml/min). Vzniklé jednominutové frakce
byly vysuSeny a resuspendovany v ethanolu a analyzovany pomoci RIA. Eluovany pik
odpovidal reten¢nim ¢asem piku pro standard JH III (Huang et al., 1994).

Postupem podle Huang et. al, (1994) se ve své praci inspirovali Lourenco et al. (2019),
ktefi stanovovali pomoci RIA metody titr juvenilntho hormonu v hemolymf€ vcel
po nékaze bakteridlni infekci Serratia marcescens. Juvenilni hormon extrahovali ze
vzorku hemolymfy pomoci hexanu a toluenu. Nasledné ptidali ke vzorku radioaktivni
analog juvenilniho hormonu. Specifické antisérum juvenilniho hormonu bylo rozpusténo
ve fosfatovém pufru s pfidavkem séra albuminu a kréli¢itho imunoglobulinu G.

Po probéhnuti reakce stanovovali miru radioaktivity jednotlivych vzork.

2.6.4 Chromatografie

Chromatografie je analytickd separa¢ni metoda, kterd je zaloZena na déleni jednotlivych
slozek (analytll)) smé&si mezi mobilni a stacionarni fazi. K separaci dochazi na zakladé
rozdilné afinity slozek smési k obéma fazim.

Podle typu mobilni fdze délime chromatografii na plynnou (GC) a kapalinovou (LC).
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Pomoci GC lze od sebe separovat latky, které¢ byly predem ptrevedeny do plynné faze.
Stacionarni faze miize byt tvofena pevnou latkou (plynova adsorpéni chromatografie)
nebo kapalinou zakotvenou na pevném nosi¢i (plynova rozdélovaci chromatografie).
Nosny plyn je tvofen inertnim plynem jako je napf. Nz, He, Hz, Ar nebo CO:
(Zéruba et al., 2016).

Muchamp et al. (1984) stanovovali JH 111 z Locusta migratoria pomoci GC/MS. JH III
byl ziskdn hexanovou extrakci vzorku corpora allata.

Kapalinova chromatografie je tvofena kapalnou mobilni fazi a pevnou (kapalinova
adsorpéni chromatografie, iontové vyménnad chromatografie, tenkovrstva adsorpcni
chromatografie) nebo kapalnou fazi (kapalinova rozd€lovaci chromatografie, gelova
permeacni chromatografie, papirovd rozdélovaci chromatografie, tenkovrstevna
rozd€lovaci chromatografie) (Zaruba et al., 2016).

Hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC) je vhodna pro separaci polarnich latek
jako jsou napf. sacharidy, aminokyseliny, peptidy nebo jiné polarni organické slouceniny.
Mobilni faze je tvofena vodnou a organickou fazi (nejCastéji acetonitrilem). Staciondrni
faze jetvofena silikagelem, naktery je vazdna polarni sloucenina (aminopropyl,
polyaminy, acetonitril). Separace je zaloZena na hydrofilnich donor-akceptor a dipol-
dipdl interakcich analytu s obéma fazemi (Jandera P., 2011; Zauner et al. 2011).

Chromatografie na reverzni fazi slouzi k separaci méné polarnich az nepolarnich latek.
Stacionarni faze je nepolarni a jetvofena silikagelem a alifatickym uhlovodikem
(napt. Cis). Mobilni faze je polarni a je tvofena vodou a organickou poléarni slou¢eninou
(MeOH, acetonitril). K separaci analytd dochazi na zakladé rozdilné polarity. Latky
sniz§i polaritou jsou déle zadrzovany v koloné¢ nez latky svys§i polaritou
(Vreeker, 2017).

Chromatografii lze spojit s hmotnostni spektrometrii, ktera slouzi ke kvantitativni
a kvalitativni analyze vzorku. Hmotnostni spektrometrie je zaloZend na separaci iontid
v plynné fazi podle m/z. (Skoog et al., 2019, Zéaruba et al., 2016). Hmotnostni
spektrometr se stavd ztéchto casti: davkova¢ vzorku, iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor (Zaruba et al., 2016).

Vzorek vstupuje do hmotnostniho spektrometru davkovacem, ktery je propojen
s kapalinovym chromatografem, ze kterého vytéka eluent (Zaruba et al., 2016). Poté
vzorek proudi do iontového zdroje, kde dochdzi k ionizaci neutrdlni molekuly na nabité
ionty. V hmotnostnim analyzatoru dochéazi k separaci iontii na zakladé¢ hodnoty m/z.

Nakonec jsou ionty detekovany detektorem (Skoog et al., 2019).
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HPLC — ESI — MS/MS vyuziva k ionizaci elektrosprej. Pfi ionizaci elektrosprejem
(ESI) je zdrojem ioniza¢ni energie elektrické pole, které je produkovano sprejem Castic.
Dochazi k nabiti kapicek eluentu a odparfeni rozpoustédla. Pfi odpafovani dochazi
ke zmenSovani kapic¢ek do té doby nez dojde ke coulombovské explozi, pii které vznikaji
nabité¢ ionty (Skoog et al., 2019, Zaruba et al, 2016). lonty nasledné putuji
do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou separovdny na zdkladé m/z. Ve spojeni
se separacnimi  technikami  se nejCastéji  pouzivaji  kvadrupolové analyzatory.
Kvadrupolovy analyzator jetvofen Ctyfmi tyCemi, na které plsobi stejnosmérné
a vysokofrekvenéni stfidavé napéti. TyCe se nachazeji kolem osy trajektorie iontil. Podle
hodnot m/z dochazi k riznému zakftiveni trajektorie iontli (Zaruba et al., 2016).

S ESI ionizaci 1ze spojit a kombinovat tandemové hmotnostni analyzétory jako jsou
napi. QqTOF nebo QqQ (Skoog et al., 2019).

Zhairigetu et al., (2007) ve svém experimentu stanovovaly JHIII ze mSic
a Melanoplus sanguinipes pomoci LC-ESI-MS/MS. Extrakci z odebrané hemolymfy
provedli dvéma zplisoby — extrakci hexanem a extrakci smési isooktanu a methanolu.
Extrakce smési isooktanu a methanolu (1:1; v/v) (Podobné¢ jako Westerlund e Hoffmann;
2004) byla provedena nasledovné. K odebrané hemolymf¢ se pridala smés isooktanu
a methanolu (hemolymfa:smés — 1:20), ktera obsahovala methopren nebo precocen II
jako vnitini standard. Smés byla vortexovana, inkubovana 30 min pfi laboratorni teploté
a centrifugovana (8500 x g, 15 min). Nasledné byla odebrana isooktanova faze
a pfevedena do sklenéné vialky. Methanolova faze byla op¢t vortexovana, centrifugovana
(10000 xg, 30 min) anakonec odebrdna do sklenéné vialy, kde se smichala
s izooktanovou fazi. Smés se nechala odpatit vakuovou odparkou a po vysuSeni byl
odparek rozpustén v 10% NaOH. Poté byla provedena LC-ESI-MS/MS. Separace
probéhla na reverzni fazi s Cig kolonou. Mobilni faze byla tvofena vodou a MeOH. Jako
standard byl pouzit JH III rozpustény v MeOH.

Extrakce hexanem byla provedena nasledujicim zplisobem. K hemolymfé bylo
pfidano 0,5 ml acetonitrilu, ktery obsahoval methopren nebo precocen II jako vnitini
standard. Ke smési bylo ptidano 0,5 ml 0,9% NaCl. Vzorek byl dvakrat extrahovan
I ml hexanu — po pfiddni hexanu byl vzorek vortexovan a centrifugovan (5000%g).
Hexanové faze byla odebrana do sklenéné vialky a vakuovou odparkou. Odparek byl
rozpus$tén v 20—50 ml methanolu. Nésledné byla provedena LC-ESI-MS/MS (Zhairigetu
et al.,2007).
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Nastaveni kapalinového chromatografu vypadalo ndsledovné. Chromatografie

probéhla na reverzni fazi s Cig kolonou (Vydac 218 MS 3.1505, 150 mm x 5 cm). Eluce

probihala gradientové. Mobilni faze (MF) A byla tvofena vodou a MF B methanolem.

Hmotnostni spektrometr byl nastaveny pro méteni v pozitivnim modu. Susici plyn byl

davkovan pod tlakem 158 579,5 Pa, rychlosti 7 1 /min a teplotou 250 °C. K fragmentaci

iontl dochédzelo v iontové pasti, pfiCemz koliznim plynem bylo helium. Stanoveni

probihalo v MS/MS automatickém modu (Zhairigetu et al., 2007).

Na obr. 6 je chromatogram, ktery Zhairigetu et al. naméfili. Je na ném vidét pik JH 111

a piky pro methopren a precocen II, které byly pouzity jako vnitini standardy. Dalsi

zaznam (Obr. 7) predstavuje MS spektrum, na kterém jsou viditelné piky pro jednotlivé

molekuly a fragmenty JH III. Nejvétsi pik ma fragment JH III o m/z = 235,1.
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Obr. 6 Chromatogram pro juvenilni hormon, methemopren a procecon 11, které ziskali Zhairigetu

et al. (2007).
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Obr. 7 MS spektrum juvenilniho hormonu, které ziskali Zhairigetu et al. (2007).
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Westerlund et al. (2004) stanovovali JHIII z Gryllus bimaculatus, Spodoptera
frugiperda, Acyrthosiphon pisum a Myrmicaria eumenoides pomoci LC/MS. Extrakci
provedli smési isooktanu a methanolu. Separace probchla gradientovou eluci na

Cig kolon¢ (ReproSil-Pur ODS-3).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Vzorky zmrazenych vcel byly dodany Skolitelem.

3.1.2 Chemikalie
Standard juvenilniho hormonu III (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.3 Pouzité roztoky a média
Kalibraéni roztok: 12,5 ml destilované vody; 12,5 ml isopropanol, 50 ul koncentrované

kyseliny mravenéi, 250 ul 1 mol-1"! hydroxidu sodného

3.2 Pristrojové vybaveni

HPLC systém UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Hmotnostni spektrometr Compact qTOF (Bruker Daltonics, Némecko)
Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

Vortex (Stuart, UK)

Vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)
Ultrazvukova lazent Elmasonic (Elma Schmidbauer GmbH, Némecko)

Kulovy mlynek Fast Prep FP120 (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.3 Metody

3.3.2 Pouziti programu Compass Isotope Pattern

V programu Compass Isotope Pattern se vypocitali m/z hodnoty pro molekuly a mozné
izotopy protonizovaného juvenilniho hormonu III, aduktu juvenilniho hormonu III
se sodikem a protonizovaného dimeru juvenilniho hormonu III. Na zakladé zjiSténych
hodnot m/z bylo mozné nasledné identifikovat juvenilni hormon III v hmotnostnim

spektru, které bylo experimentalné zméteno pro standard juvenilniho hormonu III.
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3.3.3 MS spektrum pro standard juvenilniho hormonu III stanoveny
primym nastfikem do zdroje

Hmotnostni spektrometr se nastavil pro metodu méfeni v MS a MSMS modu s pfimym

nastfikem. Byla zvolena univerzalni metoda pro MS analyzu pfimym nastfikem dodana

firmou Bruker. Poté se provedl kontinualni piimy nastiik 1 umol-1! standardu

JH I rozpusténém v 80% acetonitrilu.

3.3.4 Hmotnostni spektrometricka analyza

Pro stanoveni JH III v biologickych vzorcich byla pro spojeni s kapalinovou
chromatografii nastavena metoda pro analyzu malych molekul. Nastaveni systémové
konfigurace hmotnostniho spektrometru vypadalo nasledovné. Obr. 8 popisuje nastaveni
iontového zdroje. K ionizaci molekul byla vyuzita metoda ionizace elektrosprejem.
Mefilo se vmodu ESI+. Susici plyn byl tvofen dusikem. Do iontového zdroje byl
davkovan pod tlakem 2,5 .10° Pa, rychlosti 7 I/min. Teplota plynu byla 200 °C. Na obr. 9
je nastaveni nastaveni parametrii transferu iontl a kolizni cely.
Hmotnostni rozsah, ve kterém se méfilo byl 50-1000 m/z. Obr. 10 zobrazuje nastaveni
iontového zdroje, MS/MS spektra byla métena pomoci bbCID. Kolizni energie pro MS
byl 7,0 eV a pro MS/MS 20 eV.

Béhem optimalizace byla zmétena i spektra v MRM mddu s rtiznou kolizni energii,
nastaveni ostatnich parametra (iontovy zdroj, transfer iontl apod.) bylo shodné jako pro

bbCID analyzu.

2 Mode B3 Source -;'\- Tune * MS/MS @ Sample Info & Chromatogram ﬁ\ Calibration —;'\- Instrument Jon Polaity

Source Change... ESI positive v

Scan Mode
500 94
End Plate Offset % nh BBCID  MS-MS/MS )
i 4500
Capillry v 17 nh Mass Range
[FINebulizer ™ 25 Bar 25 Bar From| 50 |to| 1000 |m/z
Dry Gas Imin | 7.0 I/min Roling Average—  Spectra Rate v
Dy Temp ~ © [0 T Divert Valve Oon [ 2 |« [ 1200 |He
ValveHead 6 Port
Pasition OSouce 12 o
@®@Waste 16 [ Both Polarities ["] &l Segments

Obr. 8 Nastaveni iontového zdroje v programu QTOF CONTROL.

33
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Obr. 9 Nastaveni parametra transferu ionti a kolizni cely.
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Obr. 10 Nastaveni parametrti pro MSMS méfeni v bbCID modu.
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3.3.5 HPLC

Pti analyze byla pouzita Cis UHPLC kolona (ARION Polar®) o délce 150 mm, vnitinim
praméru 2,1 mm velikosti ¢astic 3 um. Mobilni faze byla tvofena 85% acetonitrilem.

Eluce probihala izokraticky pfi pritoku 400 pl/min a teploté 30 °C.

3.3.6 Extrakce juvenilniho hormonu

Pro extrakci JH III, ktery ptedstavuje lipofilni latku, byla zvolena nepolarni extrakcni
¢inidla. Extrakce hexanem byla inspirovdna praci Hunag et al., (1994) a Lourenco
et al., (2019), kteti extrahovali JH III hexanem.

Extrakce juvenilniho hormonu se provedla hexanem; acetonem, chloroformem, smési
hexan-voda, smési hexan-methanol; smési chloroform-voda zriznych télnich casti

(hlava, hrud’, zadecek) véely medonosné (Apis mellifera).

3.3.6.1 Extrakce hexanem, extrakce acetonem

Postup pro extrakci vzorkd acetonem a hexanem byl stejny. Pfipravilo se osm vzorka

s danymi télnimi ¢astmi vceliho téla (Tab. 3).

Tab. 3 Extrakce JH Il z Apis mellifera hexanem a extrakce acetonem.

Télni ¢ast Pocet zpracovanych kusi Extrak¢ni ¢inidlo
hlava 1 200 + 400 pl hexan
hlava 3 200 + 400 pl hexan
hrud’ 1 200 + 400 pl hexan
hrud’ 3 200 + 400 pl hexan
hlava 1 200 + 400 pl aceton
hlava 3 200 + 400 pl aceton
hrud’ 1 200 + 400 pl aceton
hrud’ 3 200 + 400 pl aceton
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Ke vzorkiim v mikrozkumavkach se ptidalo 200 pl hexanu (acetonu) a sklenéné kulicky.
Zkumavky seuzaviely adaly dokulového mlynku. Po homogenizaci se ptidalo
600 pl hexanu (acetonu). Vzorky se vortexovaly a 10 min centrifugovaly (16 100 X g;
4 °C). Po centrifugaci se odebral supernatant do novych mikrozkumavek, které se daly
na 60 min (30 °C) do vakuové odparky. Po odpateni rozpoustédla se k odparkiim ptidalo
50 ul 90% acetonitrilu. Zkumavky se daly na 10 min do ultrazvukové lazné. Poté
se vortexovaly a centrifugovaly 10 min (16 000 X g; 4 °C). Vznikly supernatant
se odebral do sklenénych vialek, které se zavickovaly. Vzorky byly poté podrobeny
analyze UHPLC-ESI-QTOF.

3.3.6.2 Optimalizace extrakce smésmi rozpoustédel

Dalsi extrakce se provedly chloroformem, smési chloroform-voda, smési hexan-voda,
smési hexan-methanol. JH III se extrahoval z riznych télnich c¢asti (zadecek, hlava)
Apis mellifera. Pro kontrolu se k vybranym vzorkim pfidalo 5 ul 1 umol-1"! standardu
JH III (Tab. 4).

Ke vzorklim télnich ¢asti, které byly vloZzeny do mikrozkumavek, se ptidalo
200 pl extrakéniho ¢inidla, sklenéné kulicky a k vybranym vzorkim 5 pl 1 pmol-1'!
standardu JH III. Zkumavky se uzaviely a daly do kulového mlynku. Po homogenizaci
se pridalo 200 pl extrakéniho €inidla. Vzorky se vortexovaly a 5 min centrifugovaly
(16 000 x g; 4 °C). Po centrifugaci se odebral supernatant do novych mikrozkumavek.
Vznikly precipitat a ptipadné zbyld polarni faze (methanol/voda) se opét stejnym
zpusobem extrahovaly 200 pl rozpoustédla. Po centrifugaci se opét odebral supernatant
a smichal se se supernatantem odebranym pfi prvni extrakci. Zkumavky se supernatantem
se daly na 60 min (30 °C) do vakuové¢ odparky. Po odpateni rozpoustédla se k odparkiim
ptfidalo 50 pl 90% acetonitrilu. Zkumavky se daly na 10 min do ultrazvukové lazné.
Poté se vortexovaly a centrifugovaly 10 min (16 100 X g; 4 °C). Vznikly supernatant
se odebral do sklenénych vialek, které se zavickovaly. Vzorky byly podrobeny analyze
UHPLC-ESI-QTOF.

36



Tab. 4 Extrakce JH Il z Apis mellifera riznymi extrakénimi Cinidly.

v Standard

Télni ¢ast ll)((l)lcsit JHIII Extrakéni €inidlo Mnozstvi extrakéniho Cinidla
(1 pmol-1'")
zadecek 1 -
zadecek 1 ano a) Pred homogenizaci: 200 ul vody
hexan + voda b) 1. extrakce: 600 pl hexanu
hlava 1 - ¢) 2. extrakce: 200 pl hexanu
hlava 1 ano
zadecek 1 -
zade&ek 1 ano a) Pred homogenizaci: 200 pl methanolu
hexan + methanol b) 1. extrakce: 200 pl hexanu
hlava 1 - c) 2. extrakce: 200 pl hexanu
hlava 1 ano
zadecek 1 -
zadedek 1 ano a) Pred homogenizaci: 200 pl chloroformu
chloroform b) 1. extrakce: 200 pl chloroformu
hlava 1 - ¢) 2. extrakce: 200 pl chloroformu
hlava 1 ano
zadecek 1 -
zadecek 1 ano a) Pfed homogenizaci: 200 ul vody
chloroform + voda  b) 1. extrakce: 200 pl chloroformu
hlava 1 - ¢) 2. extrakce: 200 pl chloroformu
hlava 1 ano
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Hmotnostné spektrometricka analyza JH I11
4.1.2 Predikované hodnoty m/z JH 111

Pomoci programu Compass Isotope Pattern byly vypocteny hodnoty m/z pro molekulu
JH III. Spocitany byly hodnoty m/z pro nejcastéji se vyskytujici adukty v hmotnostnich
spektrech. Naobr. 11 jevypoftena hodnota m/z pro protonizovany JH III,
na obr. 12 pro adukt juvenilniho hormonu se sodikem, na obr. 13 pro adukt juvenilniho
hormonu s draslikem, naobr. 14 pro protonizovany dimer juvenilniho hormonu

a na obr. 15 pro adukt dimeru juvenilniho hormonu se sodikem.

o [@ =]
CigH2602 Chemical v M+H v oz E 5
Building block: | <none> v ‘
bl g # mfz  Abunda.. Isotopologues
E 1 267.195471 100,000 "“12C16"1H27"1603
100 & 2 268.198883 17730 ™2C15™13C™MH27™161
3 269.201533 2034 ™2C14™13C27™60 2
4 270.204200 0185 "12C15"13C™60 2"
80
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3
@
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o
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© | | < >
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Resolution: 15000 Monoisotopic neutral mass: 266.188195
F/HM: 00m7 Nominal neutral mass: 1)
Isotope threshold [%]. 0.1 Average neutral mass: 266.376449
Hill sorted sum formula:
Elemental composition: C71.87%H 10.18% 0 17.95%

Obr. 11 Vypoctena hodnota m/z pro protonizovany JH III (m/z =267,195) a jeho izotopy.
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(] Compass IsotopePattern

= [®]=]

|C16H2603 Chemical v M+Na vl z[1
Building block: | <none> v|
bl ~ # mfz  Abunda.. Isotopologues
% 1 283177415 100.000 “12C16"1H26"23Na™
100 N 2 290.180825 17.718  "12C15™13C"1H26"23
3 291.183480 2.092 "12C14™13C27"160 %
4 292.186140 0185 "12C15™13C™60 2"
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Resolution: 15000 Monaisotopic neutral mass: 266.188195
Fuw/HM: 0.019 Nominal neutral mass: 0
Isatope threshold [%]: | 0.1 Average neutral mass: 266.376449
Hill sorted sum formula:
Elemental composition: C 66.41% H 9.06% Na 7.94% 0 16.59%
v . ’ . .
Obr. 12 Vypoctend hodnota m/z pro adukt JH III se sodikem (m/z = 289,177) a jeho izotopy.
‘Qr:my:a: sotopePattern H = H £ ‘
|C16H2603 Chemical v M+K vl ozl B
Building block: | <none> v|
£ = # mfz  Abunda.. |sotopologues
g 1 305.151353 100.000 “12C16"1H26"39K™ 16
100 ® 2 306.154760 17.731 “12C15™3C"MH26"39|
3 307.151258 9311 "M2C16°160 3 "1H 2¢
4 308.153792 1.464 "12C15™3C™M60 37
8 309.155943 0160 “12C14"13C27°160 %
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Resolution: 15000 Monoisotopic neutral mass: 266.188195
FwHM: 0.02 Nominal neutral mass: 0
Isatope threshold [%]: | 0.1 Average neutral mass: 266.376449
Hill sorted sum formula:
Elemental composition: C62.91% H 8.58% K 12.80% 0 15.71%

Obr. 13 Vypoctena hodnota m/z pro adukt JH III s draslikem (m/z = 305,151) a jeho izotopy.
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otopePattern | =] H = H £ ‘
Chemical v | 2M+H vl z[1 B
Building block: | <none> v|
bl 3 # mfz  Abunda.. Isotopologues
g 1 533.383666  100.000 ™12C32"1H53"1606
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Resolution: 15000 Monaisotopic neutral mass: 266.188195
Fuw/HM: 0.035 Nominal neutral mass: 0
Isatope threshold [%]: | 0.1 Average neutral mass: 266.376449
Hill sorted sum formula:
Elemental composition: C72.01%H 10.01% 0 17.98%

Obr. 14 Vypoctena hodnota m/z pro protonizovany dimer JH III (m/z = 533,384) a jeho izotopy.

(] Comp otopePattern (o] ® | =]
|C16H2603 Chemical v | 2M+Na vl z[1
Building block: | <none> v |
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Resolution: 15000 Monoisotopic neutral mass: 266.188195
FwHM: 0.037 Nominal neutral mass: 0
Isotope threshold [%]: | 0.1 Average neutral mass: 266.376449
Hill sorted sum formula:
Elemental composition: C69.16% H 9.43% Na 4.14% 0 17.27%

Obr.

15 Vypoctena hodnota m/z

(m/z = 555,366) a jeho izotopy.

pro protonizovany adukt dimeru JH III

40

se sodikem




4.1.3 Experimentalni MS a MSMS spektra JH 111

Hmotnostni spektra byla zmétena po pfimém nastiiku standardu JH III do hmotnostniho
spektrometru. Namétend MS spektra pro molekuly JH III odpovidala hodnotami m/z
pfepokladanym hodnotdm, které se vypocetli v programu Compass Isotope Pattern,
pro protonizovany juvenilni hormonu III (m/z = 267,1989) (Obr. 17), adukt juvenilniho
hormonu III se sodikem (m/z = 289,1810) (Obr. 18) a protonizovany dimer juvenilniho
hormonu IIT (m/z = 555,3699) (Obr. 19)

Nejvétsi zastoupeni ve standardu JH III po piimém néstfiku méla molekula aduktu
JH III se sodikem (Obr. 16). Déle je to viditelné i na jednotlivych MS spektrech,
kdy intenzita signalu pro métena MS spektra jednotlivych molekul byla pro adukt JH III
se sodikem nejvyssi (Obr. 18) a pro protonizovany JH III (Obr. 17) nejmensi.
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Obr. 16 MS spektrum pro standard JH III po pfimém néstiiku.
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Obrazek 16 MS spektrum pro protonizovany JH III (m/z = 267,1978) a jeho izotopy.
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Intens. Acq000001.d: +MS, 0.3min #17
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Obr. 18 MS spektrum pro adukt JH III se sodikem (m/z= 289,1803) a jeho izotopy.
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Obr. 19 MS spektrum pro protonizovany dimer JH III (m/z = 555,3699) a jeho izotopy.

42



Pii optimalizaci podminek hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou
chromatografii bylo zji§téno, Ze se molekula JH III samovoln¢ rozpadd na fragment
(m/z = 235,1679) (Obr. 20 A). Po fragmentaci molekuly v bbCID modu méfeni vzniké
nékolik fragmentt JH III, mezi nimiz je vySe zminény fragment m/z = 235,1679 a pak i
m/z = 153,1267 (Obr. 20 B). Pik o m/z=307,1870 se nepodafilo interpretovat,

pravdépodobné se ale jednd o necistotu.

Inmnsé JHIIl cald_15uM_RA2_1_5458.d: +MS, 1.3min #911
%10° Fragment JH 111 307.1862
l s 235.1679
[JH III - H]'
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285.2044
2 253.1784

189.1627 217.1573
L

] | | I

0 I}
x10° JHIllcald_15uM_RA2_1_5458.d: +bbCID MS, 20.0eV, 1.3min 912

307.1870
‘| B
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L

4
Fragment JH III Fragment JH III
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2 189.1627 [JH I = H]'
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125.0960 } ‘ l 2W67.0939 e 340.1311
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Obr. 20: A - MS spektrum pro standard JH III; B — bbCID MS spektrum pro JH III
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Obr. 21 znazornuje MS spektrum pro standard JH III, na némzZ jsou viditelné piky pro

fragment JH III 0o m/z =235,1751, protonizovany JH III a adukt JH III se sodikem. Stejné

jako Zhairigetu et al. (2007) (Obr. 7) se podafilo ziskat piky (Obr. 21) pro fragmenty
a ionty o m/z = 235,1 (nejvétsi pik); m/z = 189,1; m/z = 217,2; m/z = 289,2.
Westerlund et al. (2004) zaznamenali pik pro adukt JH III se sodikem (m/z = 289),

ktery extrahovali z hemolymfy Acyrthosiphon pisum a Myrmicaria eumenides.

lntensé 25 UMIHII_S0ACN 1s0krat000001.d: +MS, 2.9min 172
x10 235.1751

4+ Fragment JH III
3
2

[JH Il + HJ*

267.2021 / 308.2295
14 I [JH I + Na]
566.5626
189.1686 289.1843
147.1210
125.1001 l 352.3474 480.3192
4192725 5485520

0 bl | “ A | AL \ i

100 200

Obr. 21 MS spektrum pro JH III.

300 400 500
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MSMS hmotnostni spektra byla také méfena v MRM moddu, piicemz typické
fragmentacni piky koresponduji s MSMS spektrem zméfenym v bbCID mddu. Nejvetsi
pik pfedstavuje fragment o m/z = 153, 1353. Na fragmentaci molekuly JH III je vhodna
energie 20 eV, kterd byla pouzita i pro méfeni v bbCID mddu. Na obr. 22 je zdznam

MSMS zméteny v MRM médu spektra molekuly JH III.

Intenss. 1uMJHII_90AcN isokrat_MRM_20eV000001.d: +M52(267.1900), 20.0eV, 3.1min #183
x10 153.1321
1.0+
0.8
0.6
189.1694
135.1213
4 109.1045
0.4 5.0523 125.1004
217.1652
0.2
235.1767
81.0727 165.1323 207.1811
249.1915
0.0 T T T T ¥ t t T t L4 T
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 mz

Obr. 22 MRM MS spektrum pro fragmenty JH II1.
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4.1.4 Interpretace fragmentac¢nich iontii v MSMS spektrech

Fragment JH III o m/z = 153,1353 vznika po odstépeni OCH3 skupiny (Obr. 23). Tento
fragment ma nejvyssi intenzitu signalu na MSMS spektru pro standard JH III (Obr. 22).
Dale se ve spektru vyskytuje pik o m/z = 235,1820, ktery odpovida odstépeni molekuly
znazornéné na obr. 24. Tento pik je také zminén v publikaci Zhairigetu et al., (2007),
kteti jej stanovili v hemolymf€ msic a Melanoplus sanguinipes pomoci LC-ESI-MS/MS.
Dale ho zminuje Muchamp et al. (1985), kteti méfili JH III izolovany

z Locusta migratoria pomoci GC/MS.

m/z = 153,1353

Hs
H4C A

HC o

Obr. 17 Fragment JH III o m/z = 153,1353.

Hy H3 O
H,C N A

HiC o

Obr. 18 Fragment JH III o m/z = 235,1751.
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4.1.5 Chromatografické chovani JH IIT

Chromatografické zaznamy na obr. 25 zobrazuji BPC chromatogram (A), extrahované
chromatogramy pro iont m/z = 289,18 (B), iont m/z =267,195 (C) a iont o m/z = 235,170
(D), pricemz BPC chromatogram (A) v sobé zahrnuje vSechny molekuly detekovatelné
v dany Cas a pfi daném nastaveni hmotnostniho spektrometru. Témto chromatografickym
zaznamim odpovidalo MS spektrum naobr. 21, nakterém miZzeme vidét piky
pro jednotlivé ionty a fragmenty JH III.

Chromatogram - 25 uM JHIISOAGN isokiat00000T.d: EIC 267.1950:005 < AILMS

Intens,
x108

BPC +All MS

[>]
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2
0
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Obr. 19 Chrornatog;mly pro standard JH III — BPC chromatogram (A), adukt JH III se sodikem
(B), protonizovany JH III (C) a fragment JH IIl o m/z =235,170 (D).

EIC 235.17000.05 +All MS
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4.2 Juvenilni hormon ziskany z Apis mellifera

Juvenilni hormon se v zddném ze vzorkl nepodafilo detekovat (Tab. 5; Tab 6), a to ani
ve vzorcich, které¢ obsahovaly ptidavek standardu JH III. Juvenilni hormon se nejspiSe
nékde béhem extrakce ztracel. Pravdépodobné doslo k jeho adhezi na plastové zkumavky
nebo sklenéné vialky. Problém s adhezi na sklo/plast by se mozna dal vyfesit pouZzitim
silanovych, teflonovych nebo carbowax zkumavek (Giese ef al., 1977).

Dal8i moznosti, pro¢ se JH III nepodafilo detekovat, mohlo byt to, Ze se ve vcele
nachazi malé¢ mnozstvi JHII, které je pod mezi detekce UHPLC-ESI-QTOF.
Westerlund ef al. (2004) méli detekéni limit LC-MS/MS pro JH III 6 pg a limit
pro kvantifikaci 20 pg. Zhairigetu et al., (2007) méli detek¢ni limit 8 pg. V ptipad¢, ze
by byla mez detekce UHPLC-ESI-QTOF v fadech pikogramtl, tak by ale mélo byt mozné
detekovat JH III ve vzorcich s ptidavkem 5 pl standardu JH IIT o koncentraci 1 pmol-I"!
odpovidajici 5 pmoli, respektive hmotnosti 1,33 ng, coz se ale nepodafilo.

Do budoucna by bylo vhodné vyzkouSet extrakci dal§imi rozpoustédly jako
je napf. isooktan, pomoci kterého stanovovali JH III ve své praci napt. Zhairigetu et al.,
(2007) nebo Westerlund et al. (2004), kteti extrahovali JH III smési isookatan-methanol.
Dale by se mohlo zkusit zmé&fit JH III z vice v¢el— ve vzorku by se tak nachéazelo vice
JHII. Zhairigetu et al., (2007) extrahovali JHII pro jeden vzorek
z 10 kyjatek hrachovych (Acyrthosiphon pisum). Nebo jako Westerlund et al. (2004)

zm¢étit JH III pfimo z odebrané hemolymfy.

Tab. 5 Pritomnost JH III ve vzorcich, které byly extrahovany hexanem nebo acetonem

Standard Pritomnost JH 111
Télni ¢ast Pocet kusi  Rozpoustédlo JH III po detekci
(1 pmol-17) UHPLC-ESI-QTOF

hlava 1 hexan _ Ne
hlava 3 hexan _ Ne
hrud’ 1 hexan _ Ne
hrud’ 3 hexan _ Ne
hlava 1 aceton _ Ne
hlava 3 aceton _ Ne
hrud’ | aceton _ Ne
hrud’ 3 aceton _ Ne
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Tab. 6 Ptitomnost JH III ve vzorcich, které byly extrahovany hexanem a vodou, hexanem

a methanolem, chloroformem, chloroformem a vodou.

Standard Piitomnost JH II1
Télni ¢ast Pocet kusti Extrakéni Einidlo JH III po detekci
(1 pmol-1?Y) UHPLC-ESI-QTOF
zadeCek 1 hexan + voda _ Ne
zadecek 1 hexan + voda Ano Ne
hlava 1 hexan + voda _ Ne
hlava 1 hexan + voda Ano Ne
zadeCek 1 hexan + methanol _ Ne
zadecek 1 hexan + methanol Ano Ne
hlava 1 hexan + methanol _ Ne
hlava 1 hexan + methanol Ano Ne
zadeCek | chloroform _ Ne
zadeCek | chloroform Ano Ne
hlava 1 chloroform _ Ne
hlava 1 chloroform Ano Ne
zadecek 1 chloroform + voda _ Ne
zadecek 1 chloroform + voda Ano Ne
hlava 1 chloroform + voda _ Ne
hlava 1 chloroform + voda Ano Ne
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5 ZAVER

Bakalafska prace je zaméfena na juvenilni hormon ajeho funkci v dlouhovékosti
véel. V teoretické Casti je zpracovana literarni reSerSe tykajici se poznatkil o juvenilnim
hormonu, jeho metabolismu, funkci a metodach analyzy pro jeho stanoveni. Déle je zde
zpracovana literarni reSerSe tykajici se dlouhovékosti véely medonosné.

V experimentalni ¢asti se optimalizovala metoda UHPLC-ESI-QTOF pro stanoveni
JH II.LNamétenda MS spektra pro molekuly JHIII odpovidala hodnotami m/z
pfepokladanym hodnotdm, které se vypocetli v programu Compass Isotope Pattern.
Nejvétsi pik predstavoval adukt JH III se sodikem, dale byly zaznamendny piky pro
protonizovany JH III a protonizovany dimer JH III. Optimalizovala se metoda kapalinové
chromatografie na reverzni fazi s Cis UHPLC kolonou (ARION Polar®). Ziskaly se
zaznamy o reten¢nim Case pro standard JH III. Déle se ziskala MS spektra pro standard
JH III. Zjistilo se, zese JHIIIv pribéhu ionizace samovolné rozpadd naion o
m/z = 235,1751, unéhoz byl zaznamenan nejvétsi pik, dale byly na naméteném MS
spektru viditelné piky pro protonizovany JHIII aadukt JHIII se sodikem.
Po fragmentaci protonizované molekuly JH III se ziskalo MSMS spektrum, kde nejvetsi
pik odpovidal fragmentu o m/z = 153,1353.

Extrakce JHIII, ktery piestavuje lipofilni latku, z Apis mellifera se n€kolika
extrakénimi Cinidly (hexan; aceton; chlorform; smés hexan-voda; smés hexan-methanol;
smés chloroform — voda) z riznych télnich ¢asti (hlava, hrud’, zadecek). V zadném ze
vzorkl se JH III nepodaftilo detekovat. Metodu extrakce JH III je do budoucna nutné déle

optimalizovat.
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7  SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

bbCID - broadband collision induced dissociation

ELISA - enzyme-linked immuno sorbent assay

ESI — ionizace elektrosprejem

GC — plynové chromatografie

HILIC — hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC — vysokotlaka kapalinové chromatografie

JH — juvenilni hormon

JHBP — juvenile hormone binding protein

JHDK - kinasa diolu juvenilniho hormonu

JHE — esterasa juvenilniho hormonu

JHEH — epoxidhydrolasa juvenilniho hormonu

LC — kapalinova chromatografie

MF — mobilni faze

MRM - multiple reaction monitoring

MS — mass spectrum

RIA — radioimunoanalyza

RT-qPCR — kvantitativni polymerazova reakce v redlném Case
UHPLC-ESI-QTOF — vysokou¢inna kapalinovd chromatografie ve spojeni s ionizaci
elektrosprejem a hmotnostnim analyzatorem doby letu

Vg — Vitellogenin
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