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Anotace a kl€ova slova

Predkladana prace se zabyvala zkoumanim chladov@astol hmyzuRyrrhocoris
apterus), zvlast pak kvalitativnim a kvantitativnim sloZzenim a seziini zménami
v obsahu sterél a tokoferoli v membranach. To zahrnovaloéshjedindi, extrakci
tkani, separaci,ifpravu vzork a jejich analyzu. Podito se detekovatii razné steroly
(zZivocisny cholesterol, rostlinny kampesterol a sitodjeidale byly zjiS€ny izomerys-
tokoferolu ay-tokoferolu. Obsah cholesterolu byl v rozmezi 028 molarnich %, u
fytosteroh bylo rozmezi 1,2 — 15,2 molarnich % a u tokofétmjlo rozmezi 0,1 — 31,3
molarnich %. Nakonec bylo vyhodnoceno sezonni &olissterak a tokoferoh
S minimem v |& a s maximem v zig

[Pyrrhocoris apterus, chladova odolnost, steroly, tokoly, membrany]

Annotation and key words

Presented work focused on researching cold resestam insects Ryrrhocoris
apterus), especially in qualitative and quantitative compositand seasonal changes in
the content of tocopherols and sterols in membra@efiection of samples, tissue
extraction, separation, sample preparation andfitfa analysis was included. There
were detected three different sterols (animal dtetel, plant sterols: campesterol and
sitosterol).Also were detected-tocopherol andy-tocopherol. Volume of cholesterol
was in the range of 0.2 to 0.8 mol%, for phytodtereas the range from 1.2 to 15.2
mol%, and for tocopherols was the range from 0.31@& mol%. Seasonal fluctuations
of sterols and tocopherols were evaluated withr@mim in summer and maximum in
winter.

[Pyrrhocoris apterus, cold resistance, sterols, tocols, membranes]
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1. Uvod

Zeme obihdnim okolo Slunce a ¢&nim okolo své osy vytvmenici se podminky,
ke kterym se museji vSichni Zisichové gizpasobovat. Ektotermové a tedy i hmyz
maji v temperatnich oblastech problém vyrovnateseisou. Z toho dvodu si museli
vyvinout rekolik zpasohi komplexnich adaptaci nafgzimovani. Tyto adaptace
obsahuji mnoho aspektjak ekologickych (kam p#ttieba vylér stanovist, migrace,
typ a mnoZstvi potravy, konkrétni uih patasi, biotické interakce), tak aspékt
vyvojovych (nap. ontogenetické stadium, dormangeaktivita). V neposledniac tyto
adaptace obsahuji aspekty fyziologické a biocheénick

Do téchto hledisek také pat jakym zmisobem se vyrovndva organismus se
snizenymi teplotami,tauz formou podchlazeni nebo toleranci ke zmrzridéle pak
zde hraje roli stupedehydratace organismu, zvySena osmolalita, akibdzopravnych
systénii a akumulace nizkomolekularnich latek s kryopratelkin €inkem nebo
akumulace latek jako jsou AFPs a antioxidantyileRitou dlohu zde hraje také
restrukturace membran.

Bunééné membrany jsouirpvazié tvoreny dvouvrstvou fosfolipil a obsahuji také
proteiny, glykolipidy, glykoproteiny a jiné kompomgy. VSechny slozky hraji svou roli
a meni své slozeni v rozdilnych podminkach, aby memdbospraves fungovala. Pravi
k tomu slouZi steroly atejme i tokoferoly.

Steroly jsou BZnou sodasti bugcnych membran Zzivecha, rostlin i hub.
NejrozsfergjSim zastupcem je cholesterol. Krénejich regul&nich a metabolickych
roli ve forme prekurzofi pro dilezité steroidni hormony a vitaminy rozpustné \idhc
signélnich molekul a regulatowvyvojovych proces, jsou pra¢ strukturotvorné role
2003.

Tokoferoly jsou znamy iedevsim diky své funkci antioxid@ntale zarove jsou
vyznamnou strukturni soaésti biologickych membran. Tokoferoly v membranach
ziejmé vyznamrié ovliviiuji schopnost membrény tiio zakiivené struktury (naklad
mikroklky) anebo naopak kompenzovat laterélni tlakipidické dvojvrsté, které
mohou vznikat fi zvySeni obsahu é&kterych jinych lipidickych (typicky lyso-
fosfolipidd); (Atkinson et al., 2008.



Protoze na téma ,Chladova odolnost hmyzu a sezamsfy ve slozeni sterdla
tokoferoli* existuje jen mélo publikovanych informaci, roztiogme se pokusit se

Zjistit o tomto problému vice.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Chladové adaptace u hmyzu

Adapta&ni mechanismy typicky vyt¥¢akomplexni celky zrén a udalosti. Ektotermni
organismy, a tedy i hmyz, podstupuji vliivem zkradovdélky dne a naslegvlivem
sezonniho poklesu teplot v temperétnich oblastadu adaptnich znén. Obvykle
absolvuji niZSi teploty jiz ve stadiu dormance igeeence nebo diapauay.poslednich
n¢kolika desetiletich se vyzkum této Zivotni stragegitenzivié rozviji, a to nejen u
hmyzu. Jde o vyvojovy rezim, jehoz zakladnim vyznamem jekpnani obdobi
negiznivych podminek pro Zivot a rovh synchronizuje vyznamné Zivotni aktivity
jedince v ramci populace. Na rozdil od kviescemtera je zavisla ffmo na faktorech
prostedi, dostavuje se v jakékoliv fazi vyvoje Zécha a mizi ihned po navratu
piiznivych podminek, je diapauza vyvolana jieg nastupem néjznivych podminek.
Je indukovana isobenim signél z prostedi, nefasgji zménami fotoperiody
v kombinaci s teplotou. Navic neodezniva ihned poratu piznivych podminek a
n¢kdy je poteba specifického signalu nebo Ize jejiho uwem dosahnout uéte
(Danks, 1987.

Diapauza se di na obligatni a fakultativni. Prvni z nich ma wyvfixovany,
geneticky naprogramovany, nezavisly n&jsith podminkach. Fakultativni diapauza je
vyvolana specifickymi v&Simi podréty a je alternativni cestou vyvojBénks, 1987.

Ontogenezi zahrnujici stadium diapauzy lze &tdio tri fazi: (a) pre-diapauza
(indukéni a gipravna faze), (b) diapauza (ini¢rd, udrZzovaci a termigai faze) a (c)
post-diapauza (kviescence).éi&m indukni faze jsou jedincem vnimany okolni
podrety — signaly z prosedi. Pokud dosahnou kritické Ur@yrrozhodnou o Zazeni
diapauzy do vyvojového programuéhleem gipravné faze poketaje grimy vyvoj, ale
informace o diapauze jsou jiZ uloZzeny ve vyvojovprogramu a mohou se pagid
uskut&nit. Zatatkem diapauzy se zastavujéinpy vyvoj. V iniciani fazi rychlost
metabolismu rychle klesa a diapauzni intenzitagemaximuc¢i miZe jeS¢ stoupat.
UdrZzovaci faze je charakterizovangefpvavanim v diapauznim stavu, navzdory tomu,
Ze \&tSina abiotickych i biotickych faktérje stale je&t prizniva pro pimy vyvoj.

V praibéhu termingni faze, obvykle spojené se &mou abiotickych podminek
(napiklad s nastupem nizkych teplot v 2inse spousti sekvence dosud méalo znamych
procesi, které vedou k postupnému sniZzovani intenzity aiay az k jejimu ukafeni

diapauzy. Konec zimni diapauzy je typicky dosaZzexbdobi po zimnim slunovratu a
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souvisi s plnym navratem vyvojového potencidKogtal, 200§. Tento vyvojovy
potencial je bd’ okamzit realizovan (jsou-li v&Si podminky piznivé pro dalSi vyvoj)
anebocastiji, je realizovan mnohem poZ@ az po fazi post-diapauzni kviescence
(nagiklad po jarnim otepleni).

DalSim komplexem adaptivnich 2m jeZ ¢asto provazi zimni diapauzu hmyzu, je
zvySeni chladové odolnosti. Z tohoto hlediska se/Aqaili do dvou hlavnich skupin.
Prvni skupinou je hmyz netolerujici zmrznuti vodyehe (chill tolerant a freeze-
avoiding) a druhou skupinou je hmyz odoln§civzamrznuti vody (freeze-tolerant),
ovSem jen v mezibudnych prostoraciiLee and Denlinger, 1991

Vysoké chladové odolnosti Ize docilit pomoci konxplie zmeny mnoha #iznych
fyziologickych a biochemickych faktdr Snizenim bodu podchlazeni (SCP) pomoci
inaktivace heterogennich nukleatdedu (freeze-avoidance). Nebo naopak, paragoxn
zvySenim SCP pomoci aktivaci specifickych nukleétedu (freeze-tolerance). DalSimi
souwdstmi adaptivniho komplexu byvaji: mirn& silngjSi dehydratace, zvySeni
osmolality €lnich roztoki, akumulace nizkomolekularnich latek s kryoprotekitn
Gcinkem typu cukii, polyold, aminokyselin, aktivace obrannych, regaiah a
antioxidanich systém, akumulace specifickych anti-freeze proteifAFPs), a také
komplexni restrukturace lipidického sloZzeni bioldgich membran Lee and
Denlinger, 199).

2.2 Sezbnni restrukturace biologickych membran

Biologické membrany jsou tweny gevazie dvojvrstvou fosfolipid (Fig. 1), kde
jsou hydrofilnicasti orientovany ven a hydrofobtdsti fosfolipidi dovnit membrany.
Souwdasti této dvojvrstvy jsou proteiny, které slouzijnaena jako receptory,
membranové kanaly, transportéry &které z nich maji i enzymatickou aktivitu
(Spector and Yorek, 1985
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Fig. 1: Stavba biologické membrai(Kodicek, 2004).

Membrany hraji dlezitou roli v burgé¢néfyziologii. Tvoti bariéru pro neregulovanc
difuzi, zprostedkovavaji regulovany transpoa maji mnoho dalich funkci. Kazda
membrana rize obsahovat lipidové domény, jejichZz slozerni stejné jako u jinycl
oblasti membranySloZzeni membrarje pod gisnas buré¢nou kontrolou Edidin,
2003. Makroskoptké domény jsou oblasti memb, které jsou od&leny od jinych
oblasti gjakou formou bariéry. Mikrodomény mohou vzniknolkydlokalni separac
lipidu nebo naboje. Jejich vzniku lze také dosdhnout dé&omiatibilni délceretezce,
zmens teploty, iontové sile nebo dikyippmnosti dvojmocnych katiofijako teba C#*
(Atkinson et al., 2009.

Rozdilnosti v molekularnim tvaru, naboji a valsteos jednotlivych forel lipida
vedou krozdilné stavk a funkci membran. #iPzkoumani foremipida jde o Gavahy nad
molekularnimi tvary zejména pak Uvahy nad rozdilnymi velikostmi hyitinéch
hlavovych skupira hydrofobnich skupin a diky tomu ustadani \Elenovani lipidi do

membranoveé dvojvrstvy. Obrazek 2 (Fi) ukazuje 3itzné lipidy.

a) b) < N3 ¢

~

Fig. 2: Prostorové znazoéni tvaii riznych lipidi (Atkinson et al., 200€
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V piipact fosfolipidi kruhy znazatuji obvyklé polarni hlavové skupiny
(etanolamin, cholin, serin atd.) a kuZealevélce gedstavuji celkovy tvar lipidové
molekuly. Tyto modely mohouipdstavovat jak neutralni lipidy jako je cholesterol
nebo tokoferol, kde kruhipdstavuje polarni sekundarni alkohol nebo fenouzek

odrazi celkovy tvar molekulyagkinson et al., 2008.

2.2.1 Fyzikélni vlastnosti membran

Je jiz dlouho znamo, Ze btimd membrana je siénnachylna k poskozeni vlivem
chladu. Toto poskozeni je manifestovandingkem intracelularnich ioft a jinych
rozpustnych latek po jejich koncentréch gradientechips membranu. Tentoprik je
zpisoben nejasgji teplotnim fazovym pechodem dlezitych lipidi béhem zchlazeni
(Drobnis et al., 1993. Aby se tomuto typu poSkozeni membrana vyhnulasinrenit
sveé sloZeni a tedy i fyzikalni vlastnosti.

Fyzikalni vlastnosti lipidové dvojvrstvy jsou chhterizovany zejména jejim
fazovym stavem a dale mirou ugpdanosti (order), ktera jéastji vyjadiovana
reciprainé jako mira tekutosti (fluidita, dale bude uzivamtte termin). OB tyto
fyzikalni vlastnosti sil& ovliviwuji zakladni funkni vlastnosti vSech membran, tedy
difuzni i regulovanou permeabilitu pro ionty, mal&tsi molekuly a také enzymatickou
aktivitu v membras# integrovanych protein

Membranoveé lipidy se mohou nachazet v jednomiizeakladnich fazovych stav
(a) vysoce uspg@dané dvojvrsiv formovane lipidy v lamelarni gelove fazigjl- (b)
fluidni dvojvrstw, tzv. tekug-krystalinni fazi (L) a (c) nedvojvrstvém stavu, tzv.
hexagonalni fazi (i); (Chapman, 1979. Fi nizkych teplotdch se membranoveé lipidy
navzajem fiblizuji a prechazi do gelové faze. Molekularni pohyby a difjsoe velmi
pomalé. Jakmile teplota dosté&te stoupne, dojde k teplotnimu fazovémieghodu
(Tm), ve kterém gelova fazerggde na formu teketkrystalinni faze, kde je tlotdka
dvojvrstvy redukovana a jednotlivé molekuly fosfadii jsou navzajem dale od sebe.
DalSi zvySovani teploty fize v utitém bodu dosahnout teploty fjTa zagicinit tak
piechod na nedvojvrstvy stav, hexagonalni fazi, kegmiorana ztraci svou celistvost.
KdyZ jsou membréany sloZzeny z mnoha rozdilnych fipithzovy gechod nize mit
Siroké teplotni rozmeziDpowhan, 199%. Prechod z fluidni na gelovou fazi drasticky
redukuje aktivitu enzyiina transportnich systénvazanych na membranu. Permeabilita

membrany, tiuz pasivni difize nebo zpréstlkovany transport pomoci kafia pump
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vedouci k penosu celé Skaly molekul, jsou takiénpo ovlivreny fluiditou dvojvrstvy
(Hazel, 1995.

VSechny fyzikalni vlastnosti membrany jsou velmn&iovlivnény nejen teplotou,
ale i tlakem, stupfm hydratace a chemickym sloZenim. Jelikoz tlak alrdkteplota
jsou faktory, které jedinec neovlivni, nema jinonznost nez zgmou stupg hydratace
a hlavré zmegnami v chemickém sloZzeni membran zaigat jejich spravné fungovani
(Tomg¢ala et al., 2008. Tyto zmény pomahaji zvladat fyziologické funkce membrany u
organisni Zijicich aktivnim zfisobem Zivota, které tak kompenzuji nizsi teplotaliok
nebo napomahaji zabranit v poSkozeni membran agedibchazejicich nizké teploty
vstupem do stadia dormand¢o§tal et al., 2003;Murata, 1994; Shreve et al., 2004

Kompenza&ni adaptace vystluje nekolik paradigmat. Nejvyznangfsi z nich, teorie
homeoviskozni adaptace (HVA), uvadi, Zze aklimiazmeény, pogipact evolwni
rozdily, pozorované ve fosfolipidickém sloZeni bgkkych membran tznych
Zivocicht jsou adaptivni a vedou k udrzeni konstantni ftyidnembrany, jez je
pozadovana pro optimalni fungovani integrovanycbtgini. ProtoZze vSak vSechna
pozorovani nezapadala do paradigmatu HVA, bylo ypost navrzeno, Ze i dalSi
vlastnosti membrany, jako je fazovy stav, dynami&aovych gechodi, nebo mira
oxidativniho poSkozeni jsou vyznamné pro pochogdankéniho vyznamu zgn v

lipidickém slozeni membrars{nensky, 1974

2.2.2 Vliv komponenti membrany na jeji fyzikalni viastnosti

Jako reakce ektotermnich organisma nizké teploty bylo pozorovancikolik
modifikaci ve slozeni lipil v membran (Fig. 3): (a) desaturace (zvyhmmani
proporci nenasycenych mastnych kyselin na Okor gash mastnych kyselin
v glycerofosfolipidové (GPLs) membrdn (b) zkracovani mméru délky fetézce
mastnych kyselin, (c) fpskupovani mastnych kyselin bez &nrelativnich proporci
individualnich mastnych kyselin, (d) restrukturgo®arni hlavové skupiny (zvySovani
relativnich  proporci  glycerofosfoetanolarin (GPEtns)) a (e) z#my
GPL/cholesterolového pafru (Hazel, 1995; Denlinger and Lee, 2010; Bennett et.al
1997).
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Fig. 3: Schéma modifikaci lipitlv membrag (Denlinger and Lee, 2010).

K pochopeni chovani membran felia se vice zadfit na jeji stavbu a stavbu jejii
komponeni. Zavedenicis dvojné vazby darettzce mastnych kyselin vede ohnuti
fettzce mastné kyseliny o 30°. Nenasycené mastné kysalaji tendenci zabiragtsi
prostad a zvySuji tak kuZzelovity charakter GPL molekuktera se méhn efektivre
zapojuje do dvojvrstvy. Tim je vyragnsnizena teplota fazovéhaeghodu (')
z tekug-krystalinni do geloveé faze a zardivee zvySuje fluidita membrany. Dikgtgi
ploSe hydrofobith interakci, GPLs molekuly obsahujici dloutei¢zce mastnycl
kyselin maji vySSi teplotu tani nez 1 kratkymitetzci (Huang et al., 199). Regulace
délky fettzce mastnych kyselin tak poskytuje dalSi potentiétrategii pro kontrol
fluidity membrany Zkracovanitettzci mastnych kyselin odpowdi na snizZujici s
teploty potvrzuji pozorovani u bakterii, kvasinekrastlin. Zkracovanimietzci
mastnych kyselin tedy klesa teplota fazovékiechodu () a fluidita membréany s
opét zvySuje Harwood et al, 1999. Velikost hlavové hydrofilni ¢asti
glycerofosfoetanolamin (GPEtns) je mensi nez velikost tétaasti u
glycerofosfatidilcholiti (GPC). Navic GPCs inklinuji vysSi hydrataci a jako nasled
jsou GPEtns vice kuZelovité nez GPCs. Tento tvaEt@® mdekul je jeSE vyrazrejsi,
obsahujdi nenasycené mastné kyseliny. ZvySovani propaiadtych molekul vede k
snizeni teploty fazovéhagchodu () a ke zvySeni fluidity membrany. Velky ri&t
GPEtns spoln¢ se snizovanim miry hydratace aleize vést a k prechodu do
hexagonalni (i) faze Kirk et al., 1984). Dvé pozice sn-1 a s@-na glycerolu, kam s

poji mastné kyseliny esterifikované GPL molekulmejsou rovnocenné. Pokud
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piipoji dvé stejné mastné kyseliny, ta na pozici sn-1 se iddroubsji do dvojvrstvy.
Kdyz se pipoji dw rozdilné mastné kyseliny, pozice kratSitetzce na pozici sn-2
snizi teplotu fazoveéhoigpchodu z tekdtkrystalinni na gelovou fazi ¢Jj a naopak
(Wang et al., 1999. Podle stavu faze membrany sénmni dopad cholesterolu na jeji
strukturu. Tekut-krystalinni membrana sefipzvySovani obsahu cholesterolu stane
mére fluidni a vtomto dsledku jeji permeabilita a aktivita membradovazanych
enzymi klesaji. Na druhou stranu kuzelovity tvar molekullgolesterolu rozrusuje
skladani GPLs v gelové fazi a tim je sniZzena tegiatoveho fechodu (T,). (Crockett
and Hazel, 1995.

Stabilni dvojvrstva se fize snadno skladat z molekul ve tvaru viajako jsou teba
glycerofosfocholiny. Jiné lipidy (ndpglycerofosfoetanolaminy) jsou m&schopné se
skladat do lipidické dvojvrstvy a vysledkem je potomérg stabilni dvojvrstva.
V piipact, kdy ve vzorku dominuji nelamelarni lipidy, jsowbmé jiné tvary dvojvrstvy
(Fig. 4, Fig. 5). Jde o fazi kubickou (Fig. 5a) exagonalni (Fig. 5b);Gaffrey, 2003;
Lee, 2004.

~rnnn 000 oooo
NVAVAVAVAN N N B EFYaVaVaYal

s 2
OO Y Y

Ao o

Fig. 4: Schéma membranovych dvojvrstev: a) negativnitizaki (GPEtns), b) lamelarni stabilni
dvojvrstva (GPC), c) pozitivni zéikeni (lyso-PL), d) napjaté lamelarni lipidy v ngist

vysokého zakveni, e) invertovana faze (hexagonalni), f) mid@ikinson et al., 2008).
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Tyto struktury jsou uvedeny jakdiglad k poukdzani, jak mohou mezimolekula
sily mezi fosfolipidy udrZzovat normalni lamelarniajvrsivu nelo je tlit do jinych
struktur (Fig. 5)Vysledré nagti membran se ukazalyt moznou regukai funkci pro

membranow vazané proteiny a enzyn(Epand, 1998; Janes, 1996

Fig. 5: Nakres a) kubické b) hexagonalni faze (Atkinson et al., 2008).

2.2.3 Steroly

2.2.3.1Syntéza,absorpce a transport steroli u hmyzu
Zoofagni druhy hmyzu jako je napmouchaMusca domestica postradaji moznost

syntézy sterdil de novo a proto musi spoléhat na jejictijpm zpotravy. Naproti tomu |
nékterych druli fytofagnihohmyzu mohou byt rostlinné steroljgko jsou sitostero
kampeterol a stigmasterol dealkylovany na cholesterdbonélizce podobné C:
steroly (plostice tuto schopnostegme ztratily); (Behmer and Nes, 200), ¢imzZ je 24-
dealkyl&ni reakce jednim esencialnich metabolickych proées fytofagniho hmyzi
(Fig. 6); Oanielsson and Sjovall, 198! Ciufo et al., 201).

dehydrogenasa | epoxidasa poxid-lyasa reductasa
R R R R R

sitosterol Fucosterol Fucosterol-24,28-epoxid Desmosterol Cholesterol

T

HO

Fig. 6: Schéma procés24-dealkylani reakce (Ciufo et al., 2011).
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Hlavnim mistem absorpce starat potravy je u mnoha driabhmyzu, zvlast pak
bylozravého, $ednicast steva Joshi and Agawal, 197Y, u omnivornich druln jde
spiSe o fednicast¢i vole. U obratlové je absorpce steriblpodporovana zkovymi
solemi, ale hmyz Zadné nema a tak se usuzujeoiesieroly zabaleny do ssnych
micel s fosfolipidy a nasledrpasivré absorbovanyTurunen and Crailsheim, 1996.
Cetné studie prokazaly, Ze hmyzihe absorbovat cholesterol z potravy jak ve volné
forme, tak ve forn¢ ested, ale nasledna absorpce malych frakci volnych fojem
vystavena intracelularni esterifikaci(runen and Chippendale, 1977. Esterifikace
probiha ve g$evnich mikrozomech, tukovémelése a ve vajmicich ges acetyl
koenzym-A a cholesterol acyltransferazu (ACAT), afgchlost sjakou jsou
esterifikovany je ovliviina iiznymi Upravami postrannihetzce, pdgtem a umisinim
dvojnych vazeb v B-prstenci jadra stéroVyznam esterifikace je neznamy, ale usuzuje
se, Zze niZze slouzit jako mechanismus &@sného ukladani steto(Billheimer et al.,
1983.

Po vstebani do s$eva museji byt steroly transportovany skrze hemflym
k orgarim, kde jsou ulozenyi vyuzity. Nicmeére hydrofobni povaha steriolvyZzaduje,
aby byly cytosolem a hemolymfouiqvadny prostednictvim specializovaného
systému penasei (Krebs and Lan, 2003.

Lipidy hmyzi hemolymfy nejsou ve védrozpustné, ale jsou transportovany jako
komponenty makromolekularnich kompiex— lipoproteii, u hmyzu zvanych
lipoforini. Jde hlavay o dw skupiny: lipoproteiny typu | a 1l (DGLp | a DGLH)]
(Downer, 197§. DGLp | se nejastji vyskytuji v podok HDLp — D ~ 1,15 g/ml.
Kazda castice HDLp se sklada ze dvou apolipoférinApoLp | a ApolLp Il
Apolipoforin Il je volny v hemolymé nebo spojen LDLp — D ~ 1,03 g/ml a ma
piedevsim stabilizujici funkci. HDLp je ale jen jednae ti forem lipoforinu, kde
kazda se liSi na zakladhustoty. Lipoforin o vysoké husto{HDLp) nese steroly a méa
celkem malo lipid, zatimco lipoforin o nizké husto{LDLp) jich obsahuje vice. i&ti
forma lipoforinu, lipoforin o velmi vysoké hustot(VHDLp) je mér bézny a je
negasgjSi formou vitellogeninu. Lipoforiny maji kulovitytvar, povrch slozeny
z fosfolipida a bilkovin, vnitni jadro sloZené z diacylglycetola menSiho mnoZstvi
sterofi, uhlovodiki a karotenoid. Syntetizuje se v tukovémélése, ale fisobi
v hemolym¢g, kde funguje jako obnoviteln§lunek. Hmyzi lipoforiny se totiz na rozdil
od savich nerozpadaji, ale recykluji se. Navic jsou vesamiverzalni a ignasi

rozli¢né tidy lipida k rozlicnym tkanim a misim v organismu@anovoso et al., 2001
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2.2.3.2Struktura a popis sterofi
Steroly jsou nepolarni a tedye vod nerozpustné latky. Vyskytuji se diwolng,
nebo jsou esteréwazané svoji sekundarni alkoholickou skupinou @aatmé kyseliny
Jsou esencialni prorganismus a pro funkci membraNejznangjSim zastupcem |
cholesterol Kala¢, 200J).
Steroly vysktujici seu hmyzu se daji charakterizovat pomdii rysi: (a) 3PB-
hydroxylovouskupinou, () tetracyklickym kruhovym systémem(g bocnimfettzcem

8 - 10 atond uhlikuve spravné konforme (Fig. 7); (Nes et al., 197).

c)

Fig. 7: Systéméislovani u sterdl ajejich a), b), c) strukturni domériBehmer and Nes, 20C.

Polarni a nepolarni elementy stérotlavaji vznik nestejnym povaharsasti
molekuly. Toto, \kombinaci se spravnou orientaci polohy postrannfbtizce,
poskytujesterolim vhodné vlastnosti pro tvorbu membraBitmann, 1997).

2.2.3.2.1Rostlinné steroly

U rostlin bylo nalezeno okolo 0 raznych fytosteral. Podle rozdleni a stavb
sterofi vrostlinach, je mozné odhadnout fylogenetické rgzdié vyvoji a evoluc
rostlin. Rostliny obsahujitergosterol \postranimietzci zastupuji spiSe primitivi
druhy a ty obsahujici stigmasterol reprezentujihgrodvozené Behmer and Nes,
2003.

Sitosteroly fecky sitos- obili), nejhojréjsi rostlinné sterolyjsou gevazri sowasti
smési a jen vzach se nachazi cisté formé. Negastji tvoii izome p-sitosterolu.
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DalSim vyznamnym sterolem je stigmasterol, jehotjedn je puchinatec jedovaty
(Physostigma venenosum), odkud dostal své jméno. C3gosterolem je kampesterol,
ktery byl izolovan také u #kkysa (Florkin and Stotz, 1963.

Rostlinné steroly jsou struktufnvelmi podobné cholesterolu, jak je ukadzano na
obrazku 8 (Fig 8), od kterého se liSi postrannimpot&lanimietézce na 24. atomu
uhliku C24. Ten navic neni vysadou pouze &uimi, ale je tvden v malé nie i v
rostlinach Kala¢, 200J).

HOY

Fig. 8: Schéma: a) stigmasterolu, b) kampesterolu, c) sterelu (Ito et al., 2011).

2.2.3.2.2Cholesterol

Cholesterol (C27 alkohol) je hlavnim sterolem vantkch obratlove. Je zvI4st
hojny v nadledvinkach (az 10 %), nervové tkaniZa%) a jatrech (az 0,2 %)y énce,
2000. Lasser a kolektivL@sser et al., 196% zjistili, Ze celkové koncentrace starot
tkanich Svabdurycotis floridana, byly podobné, ale s mi&mizsi koncentraci nez u
steroli nalezenych v tkanich obratlavc NejvySSi koncentrace cholesterolu se
nachazely v mozkové tkani a slinnych Zldzach, dédé ve stew, malpigickych
tkan navic vykazuje selektivni absorpci cholesterobkya je ho nedostatelBé et al.
1995. Z mozkové tkaé u larvy M. domestica se resorbovalo 6x vice cholesterolu nez
sitosterolu, ostatni tk&ntukove €leso a sval) @i naopak vySSi posr sitosterolu nez
cholesterolu@wivedy, 1993.

Obsah a slozeni stetoke niize nmenit mezi oEma pohlavimi i mezi jednotlivymi

vyvojovymi stadii. U Svabaturycotis Floridana bylo nangfeno 3x vysSSi mnozstvi
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cholesterolu weproduknich organech sakek vporovnéani se satfmi pohlavnmi
organy (asser et al., 196). U mravenceSolenopsis invicta se slozeni sterdlmeni
svyvojovym stadiem (vajko, larva, dlnice nebo kralovna). Vajka obsahoval
nejvice cholesterolu (45 % celkovych sterdl), u kralovny pevazoval sitosterol (54 ¢
z celkovych steral) a u larev se sloZzeni podobalo sloZzenicedj (50 % cholesterol
z celkovych sterdl); (Ba et al., 199). Cholesterol je ve vaj€ich dilezity zejme
proto, Ze slouzi jako prekurzoekdysteroid, které reguluji procesy ¢hem

embryonalniho vyvojeSall et al., 198 Svoboda, 1994

2.2.3.3Prekurzory hormoni a vitamini

Jak jiz byloreceno vavodu, steroly hraji u hmyzamnoho komplexnich roli (Fig.).

A ‘_’L".i-\—_n_' b

Interakee lipid/cholesterol
oH .OH

W [ T ToH
HO .~ ' |

L] B I OH
HO HO bl

Cholesterol o
20-Hydroxyecdyson

e

c

—_— -

P[]

Signalizace cholesterolem

Fig. 9: Drahy uplatgni choleterolu (Behmer and Nes, 2003).

Tato prace je sufovéna na jejich funkci vouni¢éné membréa# ale dovolim si zd
uveést strané i jejich dalSi role: (a) prekurzory sviékacim hormoim ekdysteroidm a
vitaminim rozpustnych tucich a (b) signalni molekula vé&zané proteimim
ovliviujicich vyvoj Svoboda, 199).

Diky stavié své molekuly jsou wezitymi prekurzory steroidnich hormoridici
svlékani u hmyzu. Biosyntéza :ekdysteroid zaiina u 24dealkylacefytosteroli ve
strevech vSezZravého a byloZzravého hmyzu az postupnikne cholesterol. Cllesterol
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se zmni bud’ postupk pres B-ketodiol a 2-deoxyecdyson na ekdyson v protord&hln
Zldzach, neboipdevsim v hemolynifpostupg pies B-diketol a 3-dehydroekdyson na
ekdyson. Ten se pak v povrchovych tkanich v prétdrdach Zlazach igmeni po
hydroxylaci katalyzovanou ekdyson-20-monooxygenazau ekdysonu na 20-
hydroxyekdysonRavlik et al., 2010.

Dale jsou steroly prekurzory vitaniimozpustnych v tucich. Vitamin D se dostava do
téla vystavenim pokozky sluteimu z&eni (UVB), kdy je peveden 7-
dehydrocholesterol na provitamin D3 a spontanmh&maci na cholekalciferol - vitamin

D3. 7-dehydrocholesterol je velmi blizkym prekueaorcholesteroluHenry, 2017).

2.2.3.4Steroly v membranach

Cholesterol jetasto rozmisin nenahod# ve specifickych doménach biologickych
membran Arora et al., 2009. Hodre svych aktivit vykonava diky udrZzovéani
specializovanych typmembranovych mikrodomeén (tzv. lipidovych fgfte funkenim
stadiu. Lipidové rafty byly definovany jako postrarextrahovatelné lipidové struktury
na ploSe membrany. Jsou obohaceny o glykolipidyplesterol, sfingolipidy a
specifické proteiny, které jsaiasto zahrnuty v signalizaci btimé membrany. Formuji
se khem biosyntézy v Golgiho komplexu, odkud jsou patépravovany na
plasmatickou membran@oot and Harder, 2001; Brown and London, 1998

Steroly se u hmyzu nachazi v mikrozomech, kombimaembranovych systém
(Short et al., 1996, coz souhlasi s Gvahou, Ze hlavni Ulohou sigembktavebni funkce.
Ve svych membranach trhe strukturs vyuzit i sitosterol spola¢ s cholesterolem,
pokud metylova skupina na sitosterolu neprodlupgstrannicetézec es jeji funkni
limity (Fig. 10); @anielsson and Sjovall, 1986 Napiklad u D. melanogaster je
hlavnim sterolem v membranach ergosterol (az 69ckovych sterdal); (Rietveld et
al., 1999.
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Fig. 10: Prostorové struktura molekuly rostlinného ster@et{mer and Nes, 200:

Mnozstvi steral v tkanich nalezené ve d&Siné zkoumanych organisin je
pozoruhodd konstantni (Tab. ). Slo WtSinou o mnoZstvi okolo 0,1 %, kro¥
nadledvinek, kde se pogd zjistilo, Ze jde o esterifikované formy. Zatimebyla
zmeiena eukaryoticka hitkka, u které by byl obsah steiatizsi nez 0,01 %. Jedina ni.
nantiena hodnota byla u sinic, které jsou ale prokické. Na nékolika péipadech by
prozkouman i obah steral v membranach (Tab. 2). MnozZzstvimnembranéach eukary
je vrozmezi od 2 25 % : celkovych membranovych lipid(Nes, 197). Ve studii na
lidskych spermiich nebyl zji& zZadny fazovy fechod lipidi. Toto chovani je typick
pro membrany, které obsahuji vysoky podil choledterjak u nich bylo poziji
nanegieno Probnis et al. 199)).

Tabulka 1: Obsah sterdl ve tkanicl (Nes, 1974)

Organismus / tkai Procenta
Sasank 0,07
Hlemyzd 0,03-0,13
Korysi 0,03-0,5
Zizale 0,1
Moisky krouZkove 0,3-0,05
Kapr 0,07
Zabe 0,04
Kryse 0,1
Clovek 0,3-0,6
Mozkova Kira 1,2
Srdce 0,2
Jatre 0,3-0,6
Cervené krvink: 0,1
Nadledvinky 3-10
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Tabulka 2: Obsah sterdlv membranach (Nes, 1974)

Membrana Procenta
Myelin 25
C. krvinka 25
Jaterni biika 14 - 17
Endoplazmatickeé r. 6—-8
Mitochondrie 2-5
Escherichia coli 0

2.2.4 Tokoly

V organismu hraji tokoly d¥ hlavni funkce. Jsou antioxidanty chranici tkam
zvlaS€ nenasycené mastné kyselinyeg@ naruSujicimi &nky volnych, obzvlast
kyslikovych radikai. Druhou roli je stabilizace struktur membrany dityorbe
komplexi s destabilizujicimi molekulami a tim paddem ochraaauSeni rovnovahy ve
strukture (Liebler, 1993).

Tokoly jsou absorbovany zeteva a zd&lenovany do chylomikroh. Ty jsou
metabolizovany lipoproteinovymi lipazami a nasleédiodany a ulozeny do jater. Poté
jsou transportovany do celéhiat jako sodast plazmatickych lipoprotein Lipoprotein
nosici ¥tSinu tokoli nenavazuje jejich izomery rovnémé (Traber, 1994).

2.2.4.1Nazvoslovi a struktura vitaminu E

Jako obecny popis vSech tokola tokotrienok se pouZziva vitamin E. Jsou
charakterizovany stavbou chromanolového prsteruastrannintetézci. Tokoferoly se
déli na a, B, vy a & formu. Derivaty o-tokoferoli se liSi jen v p&u a uspeadani
metylovych skupin okolo benzenového jadra. Dalf{ylabsahujiciii dvojné vazby
v postrannimietzci na atomech uhliku C3, C7 a C11 byly pojmenoviakptrienoly.
Ty stejre jako tokoferoly majia, B, vy a d formu (Fig. 11); Pennock et al, 1964;
Whittle et al., 19689.
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Fig. 11: Schéma: a) toKerolu, b) tokotrienolu (Wang and Quinn, 1999).

2.2.4.2Antioxida éni funkce tokola

a-tokoferol ay-tokoferol gedstavuji zakladni slozky b&mé obrany protvolnym
endogennim a exogennim radika (Fig. 12); wang and Quinn, 199Y).

Lipid(L) *

Prodlufovani fetézce

Loo” LOOH
Zkracovéni fetdzce e '
HO. o
Sy 0 "R o R
TOH TO"

Fig. 12: Neenzymaticka antioxidai reakcea-tokoferolu (Wang and Quinn, 199

Tokoly chrani ipidy piec peroxidaci. Zatim neni zj&to, zda brar n&jakou

konkrétni membranovouitlu fosfolipidi ve WtSi ¢i mensi mie, nez jino, neba
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doposud toto témakoumalo jen par studii. Je aleamo, Ze chrani hla¢nlipidy
snavazanymi nenasycenymi mastnymi kysami (hlavn lipidy obsahuijici linoleovol
arachidonovoudokosahexaenov: kyselinu (DHA)). Toto seodrazi \ naSem wdomi,
Zediky tokoferolu je dobrpiijimat nenasycené mastné kyselidyiérd et al., 1997.

Pri studiu antioxid&ni role a-tokoferolu v dvojvrsté se zangiuje pozornost na 3
vlastnosti: (a) Hloubku @niku polarni chromanolové skupiny a orientaci caldekuly
sohledem na mnozstvi fosfolipid (b) dynamiku pohyib a-tokoferolu \ dvojvrstw a
(c) spojovania-tokoferolu  urcitymi lipidy nebo lipidickymi doménan (Atkinson et
al., 2009. Objasréni antioxidani aktivity musi byt vysstleno réjakymi strukturnimi
mechanismy. Za timto &elem navrt Fukuzawa Fukuzawa et al, 1993 3 modely.
V modelu (a); (Fig. 13aje feno-hydroxylova skupina umi&ha na rozhrarmembrany
a je gistupna akorbatu. modelu (b); (Fig. 1B) je chromanolova skupina zdaeaa
vice do membrany a dovoluje navazani vodiku ngfosf kyslik nebo na esterc
kyslik. Model (c); (Fig. 1:c) m& chromanohluboce zanten do dvojvrtvy, blize

k nenasycené strara miZe vytvdet radikaly lEhem oxidae nenasycenych mastny

kyselin.
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Fig. 13: Schéma 3 modglzandeni tokoferolu  membras (Atkinson et al., 200€

2.2.4.3Struktur ni funkce tokoli
Strukturni roletokoferolu \ membranach je podobnalirgholesterolu. tholesterol
ma silnou tenden@ojit ses nasycenymi fosfolipidovymi fazemi, coz vec porucham
gelové faze ameéné na tekwd-krystalinni fazi Yist and Davis, 199)), zatimcoo-
tokoferol se poji spiSe nenasycenymi fosfolipidy a podabtidi kapalré-krystalinni
faze. Tento stabilizani efekt je ¢tSi u tokotrienal nez u tokoferal (Suzuki et al.,
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1993, protoZze maji vice polarniettzce neZz nasycené postrarieitzce tokoferokl.
Délka postrannihorettzce a-tokoferolu napomaha ifp navazovar s nenasycenymi
castmi membranPraw tokofero-FA komplexy jsou divodem, pré se rozdluje do
fazi ve fosfolipidovych membrana. Membrany bohaté na mastné kyseliny zvyhuji
piitomnost tokatl, tj. flexibilni fet€zce FA poskytuji vhodné prdsdi pro boni fetézce
tokoferol a tokotrienal (Kagan et al., 1990.

Pri tvorbeé lipidovych rafti vyvstava otazka, zda tofeyol upgrednosiiuje trvani na
jejich oddlené doméa nebo ne. Pokuano, nélo by to dva nasledk (a) Koncentrace
tokoferolu bude wnekterych lokalitachmembrany vysSi nez jinych a (b) pokud se
proteiny agreguji dospecifickych rafii, blizkost tokoferoluovliviiuje jen rékteré
proteiny a jiné ne. Buthy bodvyswtluje, pra: nékteré tokoly §-, B-, y-tokoferol) maji
rozdilné efekty ndbuinku nebo enzymovou aktivitu. N&glad pokud non-a-tokoferol
nema stejnou schopnost séitddo stejnych membranovych domén jaa-tokoferol,
pak se nerize aekavat, Zze maji stejné biologick&inky. Prednostni deni ao-
tokoferou do jinych lipidovych fazi bylo demonstrovano parnaxkolika technik
(fluorescekini spektrofotometrie, DS\, kdy se ndtil efekt tokderoli atokotrienofi na
teplani fazové pechody dielaidoylfosfatidylanolaminu (DEPE) obsahujici me
mnoZstvi tokal. UkdzkaDSC scai pro a-tokoferol ao-tokaotrienol je ukazana n

obrazku 14 (Fig. 14)Atkinson et al., 2009).
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Fig. 14: Scanya-tokoferolu (a) ax-tokotrienolu (b); (Atkinson et al., 2008).
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Tokoferol m& vmembranaclefekt na laterdlni tlaky mistech membrany vysokym
zakiivenim, diky spojeni s jinymi lipidy jakai¢ba lysfosfolipidy. Nedavna pozorovani
pouzivajici zobrazovaci hmotnostni spektrometraaa#ta, Zea-tokoferol je casgji ve
velmi zakivenych castech bu&né membrany nasomatoneuritickém spojeni.
Umisgni tokderoli ve fosfolipidové membrantedy neni fizeno pouze ifitomnosti
nenasycenyclrettzci mastnychkyselin, ale také diky fortn sestavovani lipil a
celkovému zakveni membran. Z tohoto divodu a-tokoferol chrani membrar proti
destabilizujicim ginkam lysofosfolipidi jako je lysofosfatidylcholi (LPC); (Kogure
et al., 2003. Povahaspojovanitokoferoli s lysofosfolipidyje nejlépenaznaena, jako
kombinace doplovanych tari coZ je uvedeno na obrazku {Eg. 15); (Erin et al.,
1986.

Lysofosfolipid

@W‘q— o

Fig. 15: Zobrazeni skladani tokoferol lysofosfolipidy (Atkinson et al., 2008

2.3Ruménice pospolna Pyrrhocoris apterus)

Celed” Pyrrhocorida zahrnuje pevazie fytofagni plostice. ¥tSina druli je spiSe
subtropicka, alePyrrhocoris apterus (Fig. 16) je jeden z mala drdh Zijicich v
temperéatni zéh Diky své kratké genefai dok& a nenarénym podminkam chovu ¢
stal vyznamnym fyziologickym modelemn[@Zitou vlastnosti tohoto druhu je takeé je
dimorfizmus. V pirodk jsouznamy d¥ formy této plostice: kratkakdla (brachypterni
a dlouhokidla (makropterni). Gb dw formy se vyrazé liSi jak ve fyziologii, tak
v chovani. Makropterni forma je recesivni a rozmndidve obvykle indukovano ¢
kratkou fotoperiodowi vystavelim chladu, coz je takéiaslod pr& ma delSi Zivotn
cyklus. V laboratti se podélo diky fotoperiodickym podminkam vytvib tieti morfu—

diapauznirban, 2010).
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Fig. 16: Pyrrhocoris apterus (Zicha, 2012).

2.3.1 Sezo6nni adaptace rurénice pospoln

Brachypterni dosfici P. apterus zastavuji vyvoj gonad a veSkeré reprothil
aktivity a vstupuji do reproduki diapauzy po vnimani kriticky kratkého dne (fhéez
16:30 hodin s#tla a 7:30 hodin tmy). &em inici&ni faze si diapauzni jedinci hrome
enegetické zasoby ve forénlipidi, glykogenu a hexamernich protéim zarove
postupr klesa rychlost jejich metabolismu. Jedinci potédaji stanovist pro
piezimovani v napadany listech a hrabance. Jejich pohybova aktivitdem potravy
a traveni posfné klesaji. Diapauza je udrZzovan&hlem podzimu a je postup
ukontovana Bhem zimy tak, Ze &Sina dosplci dosahne konce diapauz§hem ledna
Pyrrhocoris apterus netoleruje zmrznuti éinich tekutin, peziva vSak date
nékolikadenni vystaveni teplotanlizko SCP wpodchlazeném staviSlachta, 2003.
V pribéhu chladnych zimnich #siai jsou rungnice udrzovany ve stadiu p-
diapauzni kviescence a obnoveni jejich reprodukggogastaveno do nastupu vyss
teplot z&atkem jara Tollarova, 200%). Fi teplotach pod 5°C je glykogenaste&ne
konvertovan na polyoly, hla¥nna ribitol a sorbitol. Kror toho se Bhem chladove
aklimace pestavuje sloZeni fosfolipidv jejich membranachkstal et al., 201).

Hodkova Hodkova et al., 200) ve své studii dokazala, zePuapterus s plichodem
kratSich di a niZzSichteplot dochézi ke zvySeni hladiGPEtns.Tuto studii podporu;j
vysledky studie Tom¢ala et al., 200), kdy nejvyrazgjSim rozdilem ' komplexu zngn
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pii chladové aklimaciP. apterus byl naiist proporci GPEtns na uUkor poklesu
GPCholinu.
Vliv steroli a tokoferoi na chladovou aklimaciP. apterus nebyl dosud

prostudovana a proto jsme na toto téma&dinsvoji pozornost.
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3. Cile prace

Cilem prace bylo vyplnit mezeru v poznani remodelaembran u hmyzuébhem
sezOny studiem slozZeni star@ tokoferoll u rumenice pospolnéPyrrhocoris apterus a
pokusit se odpasdét na ti otazky. 1. Jaké druhy stefobbsahuji tkaé rumenice, déle
pak 2. jaké mnozstvi stefobbsahuji a neposledr3. jaké jsou sezonni zmy v jejich

relativnim zastoupeni.

-29.-



4. Prakticka ¢ast

4.1 Metodika

4.1.1 Sbér pokusnych jedinci

Shir pokusnych brachypternich jedincPyrrhocoris apterus probihal v parku
Stromovka WCeskych Budjovicich a jeho okoli. Celkem se jednalo o &rébbéhem
celého roku, kdy byloieba 12 jedink (6 samic a 6 sanif pro kazdé urené datum
(Tab. 3). Vzorky z 20. a 2&ervna byly sesbirany v obdobi, kdy seélanv piirodé
vyskytovat nediapauzni populace. Ta byla také pauzirotoze 20.Cervna byly
odebirany jen péci se pary, které byly posléze @étlehy. Vzorky z 28.¢ervna byly
nasbirany jako larvy 5. instaru a naskeawachovany. Pokud nebyly odebrané plostice

piimo pouzity k pit¢, byly datasré umisény ve venkovni kleci.

Tabulka 3: Skér jedinai P. apterus

Datum shéru Vyvojové/ reprodukéni stadium’
konec reprodudni diapauzy / post-
18.1 . :
diapauza kviesence
Prezimujici 10.3 post-diapauza kviesence
generace
reprodukce (shromagdy p&ici se
20.5 .
pary)
reprodukce (piéci se pary
20.6 . .
shromazdny z terénu)
1. generace reprodukce (sebrany larvy 5. instar{,
28.6 dochovany ve venkovni kleci a
odebrany jako péci se pary)
udrzovani reproduini diapauzy,
17.9 e
teplotni aklimatizace
Smés 1. a 2. udrzovani / ukoeni reproduéni
1.11 : P
generace diapauzy, chladova aklimatizace
ukoreni reproduéni diapauzy,
7.12 PR
chladové aklimatizace
" Fyziologické stadium byloifmo pozorovano (reprodukce)
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4.1.2 Extrakce lipidua (Folchova metoda)

Pro extrakci Folch et al., 1957 byli pouziti 3 samci pro vzorek tukovéheéldsa a
létaciho svalu (thoraxu) vzaikA, dalSi 3 samci pro vzorky B a 2x po 3 samigich
vzorky C a D. Po pit¥nasledovala SPE frakcionace.

Extrak éni medium (EM): chloroform:metanol (2:1), (pouZzit chloroform siamvany

1% etanolem)

Pouzité chemikalie:chloroform: Fluka, 99,8%, stabilizovany 1% etamole
metanol: Penta, 99,9%
NaCl: Lachema, 99,9%
voda: deionizovana
1) Vypreparovanou tka dat do 1 mL EM v5 mL teflonovych sklemych

homogenizatorech, které jsou stéle na ledu.
2) Homogenizovat na ledu.

3) Centrifugovat pi 3000g po dobu 6 min (lepSi je pouzit chlazenmirdeigu) a sebrat
supernatant S1 do skkareé centrifugani zkumavky.

4) Rehomogenizovat pelet s ropfidanym 1 mL EM.
5) Recentrifugovat ) 3000g po dobu 6 min a sebrat supernatant Slatgho k S1.
6) Pridat 0,4 mL 0,9% NaCl atdladné promichat pomoci skiéné tyinky.

7) Centrifugovat p 3000g po dobu 10 min a poté sebrat horni organickazi

obsahujici lipidy do sklemé vialky s teflonovym wkem.

8) Vzorky vysusit pod proudem MNa @i 35°C , poté vialky zait a ulozit do mrazaku
pii — 80°C.
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4.1.1 SPE frakcionace
SPE frakcionace slouzi k ogldvani fazi v zavislosti na zvolené kolonce a
rozpoustdlech. Z frakce PL byly kvantifikovany celkové fosipidy. Frakce SE, TG a
S byly analyzovany v Laboraicanalytické biochemie (BCLAB) Entomologického Ustavu
Biologického centrar Ceskych Budjovicich.
1) Pridat ke vzorku (za sucha) 2.5 pL IS a odsusit kergiod N

2) Pridat 1 mL hexanu, prégpat a potomijdat 2 mLacetonitrilu, ogt dikladne
protiepat, nechat odtit faze = ca. 2 min.

3) Behem oddlovani fazi aktivovat kolonku = aplikovat 2 x 1 rhkexanu, pod tlakem —
vyhodit X.

s _7

4) Odebrat 2x 1 mL (prvni odbbude cely 1mL a druhy odbbude kvili splyvani fazi
necely 1 mL) spodni acetonitrilové faze = ulozingrodlEr jako PL (fosfolipidy) a
druhy jakoPLe.

5) Nanést vzorek: 500 pL horni hexanové faze, podynirtlakem nechat dojitresré

k hornimu kraji kolonky — eluat vyhodkt. Zmenit pozici kolonky.

6) Nanést 1 mL hexanu, pod tlakem nechat &plojit — ulozit jakoSE (sterol-estery).

Zmgenit pozici kolonky.

7) Nanést 1 mL hexan-dichlérmetanu, pod tlakem negpkg projit — uloZit jakoT G

(triglyceridy). Znenit pozici kolonky.

8) Nanést 1 mL hexan-etylacetatu, pod tlakem negblat jorojit — ulozit jakaS

(steroly).

9) Zastavit tlak, rozebrat Baker, zékdvat vzorky a ulozit v -80C (pozdji odpdit na
SpeedVacu.
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Kalibra ¢éni krivka

Pred kvantifikaci  celkovych  fosfolipidh  pomoci  mineralizace
spektrofotometrického #feni byla vypracovana kbrani kiivka, aby se vyzkous:
postupa nmeeni. Vysledek tétotkvky je uveden grafu 1.

a) Rozpustit0.1361 ¢ KH,PO, (m. w. 136.1) v 1 L pro dosazehimM roztoku (68.1
mg in 500 mL).

b) Pripravit standardy (Tab.)

Tabulka 4: Pongry michani a koncentracéipvorbe kalibrani kiivky.

konc. 1mM voda obsah (nmol
(mM Pi) | roztok [pL] [mL] Pi/100puL)
0 0 10000 0
10 100 9900 1
20 200 9800 2
40 400 9600 4
60 600 9400 6
80 800 9200 8
100 1000 9000 10
200 2000 8000 20
500 5000 5000 50
1000 10000 0 100

c) Vzit 100uL z kazdého standardu a dat ho do shencentrifugéni zkumavky ¢
potupovat normakh jako se vzorkem(vypaovani vody ale trvdA mnohem déle

vyparovani roztoku Chl:Met

Graf 1.: Kalibragni kiivka
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Jak je z grafu 1. patrné, je tato metoda kéemi fosfolipich dostaténé piresna.
NaSe vysledky kvantifikace celkovych fosfolifich vysledky analyzy fosfolipid
zmeiené vVBCLAB pomocimetody HPLGMS, jeZ je uvedena v kapitole 4.1.5., byly

vzajemr porovnanyObe¢ dvé métreni se ve vysledcich velmi shodovala.

4.1.2 Kvantifikace celkovych fosfolipidi
Pfi mineralizaci bylo nejtilve ped postupem ke vSem vzdrk pridano 1 mL
roztoku chloroform:metanol (2:1). Pouzit byl chlfoon stabilizovany 1% etanolem.
Nasleduje popis prace dle zavedeného laboratopubtupu:

1) Vzit 200 pL vzorku (tukovééteso nebo I. sval; = 1/10 celku) &epést do
centrifug&ni sklertné zkumavky, si®t pokud je nutné.

2) Vypatit do sucha p 70 °C za pouziti B (nebo minimald vakuum); nasledn30
min drZet na 90 °C, poté nechladit a pakraat rovnou k dalSimu kroku.

3) Pridat 125uL 70 % kyseliny perchlorové (HCUR

4) Mineralizovat vzorek $ 150 °C po dobu 30 min. (Z& na ca. 100 °Cias p@itat
pii dosazen 150°C), poté zchladit na pokojovou tepl@a. 15 min); (Bhem
mineralizace a chlazenitipravit roztoky molybdatu a askorbatu, zarbveeit
zalrivat vodu ve vodni 1azni a zapnout spektrofotometr)

5) Pridat ke vzorku destilovanou vodu do mnozstvi 1 mti okolo 90QuL).

6) Pridat 125uL 2,5 % tetrahydratu molybdatu amonného ¢NMo0,0.4.4H,0,
zvortexovat (50 mg Mo/1950 pL vody = na 16 vZQrk

7) Pridat 125uL 10 % kyseliny askorbové, zvortexovat (200 mg €00 pL vody
=16 vzork).

8) Povadit po dobu 5 min. ve vodni lazni.

9) Zchladit ve studené vodni lazni a centrifugouasp0 g/20 °C/10 min.

10) Zmgtit absorbanci $ 820 nm.

4.1.3 Analyza steroli, tokoferola a fosfolipida v BCLAB
NaSe vzorky SE, S, TG a PL bylyeggdany do Laborate analytické biochemie
(BCLAB) Entomologického Gstavu Biologického centr&€B k analyze. Analyzu PL

provadla Petra Berkova a analyzu S a vitaminu E prékgaducie Rimn&ova.
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Sucha frakce po SPE (obsahuijici steroly a tokofemlla rozpudtna v 250ul smesi
pyridinu a isooktanu (poén 1 : 9) a k tomu bylafdana smis TFECF (trifluoroethyl
chloroformiat) s isooktanem (pa@&m3 : 97). TFECF byl pouzit jako derivatizd
¢inidlo (Pavod: Aneclab,CB, CR). Déle bylo pidano 100pl 250 mM HCI a po
promichani se odebrala horni organicka vrstvu dékyi 1 ul této organické vrstvy byl
nadavkovan na GC/MS systém (Thermo Fisher Scientfian José, CA, USA)
vybaveny EI ionizaci a Xcalibur Core software W0 Pro procesovani dat. Vzorek byl
davkovan ve splitless modu a teplota injektoru [388°C. GC-kolona byla Agilent DB
— 1HT, 15 m x 0.25 mm i.d., 0,1 um tlok& filmu (HPST, PrahaCR). Teplotni
program byl nasledujici: 180°C po 1 min, po 30°@/d 330°C po 2 min. Brok helia
byl 1.1 ml/min, iontovy zdroj byl na 250°C a traedajna 300°C. Vyhodnocovani
sterohi a tokofero bylo kvantifikovano na vnihi standard - cholesterol 2C13 (2,5
nmol).

Pred nefenim fosfolipidh byla nutna fiprava vzork (odpaeno do sucha,
rozpuséno v MeOH, pidan interni standard). Poté nasledovakieni pomoci HPLC-
MS, vybaveném autosamplerem HTC PAL (Zwinger, Ssvlend) a Rheos Allegro
pumpou (Basel, Switzerland). Pro zpracovani datpoylzit Xcalibur Core software,
version 2.0. Kionizaci vzorku se pouZila ESI etekprej v pozitivnim madu.
Vyhodnocovani probihalo vztazenim jednotlivych drufosfolipidi na strukturg
podobné vnini standardy, poté bylyippaiteny na moly a suma byla uvedena jako

celkové mnozstvifosfolipida ve vzorku.

4.1.4 Zpracovani dat a statistické analyzy
Relativni mnozstvi sterdla tokoferoh ve tkanich bylo vyp&teno jako molarni
procento, kdy na kazdych 100 molekul PLs se vygky&Xi molekul steral nebo
tokoferoli. Vliv sezény na relativni mnoZstvi stakoh tokoferoh v tkanich byl
statisticky analyzovan pomoci jednasme ANOVA a naslednych Bonferroniho tést

Analyzy byly provedeny pomoci softwaru Prism.V.4.
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5. Vysledky

Byly detekovanyii rizné fzné steroly ve tkanicR. apterus. Jedna se o Zi¥gny
cholesterol a poté dva fytosteroly, kampesterolt@sterol. Déle byly ve tkanicPk.
apterus zjistény dva izomery tokoferolus-tokoferol ay-tokoferol.

Celkové mnozstvi stenblv obou tkanich se pohybovalo od 0,2 molarnich gmbc
(dale jen %) do 15,2 %. Slo o rozmezi od 0,2 do Brésthorax a o rozmezi od 0,5 do
15,2 % pro tukovécéteso. Konkrétni sezonni 2Zmy mnozstvi sterdl a tokoferoh
pro thorax jsou ukazany v grafu 2. a pro tukodtéso v grafu 3Ciselrs jsou hodnoty

steroh a tokoferoh vyjadreny v tabulce 5 pro thorax a tabulce 6 pro tukeieso.

Tabulka 5: Hodnoty v thoraxu

Kampesterol| Sitosterol | Cholesterol | 8-Tokoferol | y-Tokoferol
molarni % | molarni % | molarni % | molarni % molarni %
1,6675 6,6799 0,1967 0,1913 6,9129
1,3385 5,5343 0,2652 0,2614 5,329
1,1633 51179 0,3678 0,3575 6,3313
1,5158 5,3242 0,3091 0,0954 3,0444
1,7471 6,3301 0,3145 0,2114 5,068
1,8792 6,3198 0,168 0,6308 7,8285
2,5045 8,0035 0,3049 1,3166 8,6084
2,3796 7,7479 0,3885 0,8118 7,5771

Tabulka 6: Hodnoty v tukovémélese

Kampesterol| Sitosterol | Cholesterol | 6-Tokoferol | y-Tokoferol
molarni % | molarni % | molarni % | molarni % | molarni %
2,6210 9,6458 0,6417 0,8230 26,1429
1,9193 11,7162 0,6214 1,1855 28,8747
1,5380 6,8080 0,5254 0,5221 12,6287
1,5901 8,1809 0,6115 0,3288 9,0993
1,9798 8,9295 0,8119 0,4189 9,9177
1,7871 9,8330 0,4626 2,2701 25,6317
2,5128 8,1614 0,4318 4,3704 18,6594
4,5866 15,2187 0,7346 5,4779 31,3047

Obsah cholesterolu byl pamé nizky, jednalo se o rozmezi 0,2 - 0,4 % v thoraxu
0,5 — 0,8 % v tukovénelese. Dalsi dva rostlinné steroly byktngjSi, u kampesterolu
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Sloo 1,2 -2,5% vthoraxu a 1,5 — 4,6 % v tukovwélese. U sitosterolu to bylo 5,1 — 8
% pro thorax a 6,8 — 15,2 % pro tukovkeso.

Mnozstvi tokoferal bylo naproti tomu fekvapivw vysoké. Mnozstvb-tokoferolu se
pohybovalo v rozmezi 0,1 — 1,3 % v thoraxu a 0%5-% u tukovéhoétesa. MnoZzstvi

pro y-tokoferol bylo 3 — 8,6 % u thoraxu a 9,1 — 31,31%ikového dlesa.

Graf 2.: Thorax
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Je tedy patrné, Ze ze stérabyl nejhojrgjSi sitosterol oproti nizSim hodnotam
kampesterolu a velice nizkym hodnotam cholesterblodnoty celkoveho mnoZzstvi
v tkanich jsou tedy markaritiazeny hladinou sitosterolu. U tokofarddyl nejhojr&jSi
y-tokoferol a jeho vysoké hodnoty outievaly nejvice celkové mnoZstvi tokofekole

tkanich.
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Z grafu 2. a grafu 3. je vétl Ze celkové steroly vykazuji mirny &t od jara do
zimy, s minimem u vzorku odebraného 20¢&tkva pro thorax i pro tukové&leso a
s maximem u vzorku odebraneho 8ha pro thorax a 7. prosince pro tukogkeso. U
tokoferoli je vidét spiSe uUbytek hladin po sk&mni zimy s minimem u vzorku
odebraného 2@&ervna pro thorax i pro tukovéléso, tedy v nejteplejSich dnech v roce
a nasledny agiovny naiist hladin s maximem u vzorku odebranéhoiffia pro thorax
a 7. prosince pro tukoveéléso.

Sezonnost a statistickygkazné kolisani hladin stetoh tokoferol byly prokazany
ANOVou a naslednymi Bonferroniho testy (vysledkynazné rozdilnymi pismeny
jsou statisticky vyznanminodliSné).
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6. Diskuze

Tato prace pnasi dosud zcela chgfici informace o sezdénnich 2Zmach ve slozeni
steroh a tokoferol u hmyzu.

V tkanich ploSticeP. apterus jsme zjistili nizké mnoZstvi, az teéin absenci
Zivocisného cholesterolu. Dale jsme zjistiltifpmnost vysokych hladin rostlinnych
sterofi kampesterolu a sitosterolu a v neposlédd! jsme zjistili Fitomnost neobvykle
vysoké hladiny-tokoferolu ay-tokoferolu.

Z m¢teni jsme vyvodili, Ze obsah hladin stéral vitaminu E se sezdainyznamm
meni. U vSech typ vzorka (thorax i tukove dleso, steroly i tokoferoly) jsme naili
maximalni hladiny v zid a minima v |&. Dale pak jsme zjistili, Ze mnoZstvi se liSi
v thoraxu a v tukovénelese, zatimco pohlavi nehraje roli. V thoraxu jsmae®fili 2x
az 4x mén sterofi i tokoferoli, nez ve druhé tkani.

Jelikoz je velmi obtizné ziskavaisté vzorky membransi dokonce membranovych
frakci ze zvolenych tkani, pracovali jsme s celykaremi. Véiime ale, Ze prezentované
vysledky pedstavuji do zrnmé miry pra¢ membranoy lokalizované steroly a
tokoferoly. Oba typy latek totiz spontanwstupuji do membranovych struktur pod
vlivem svych specifickych vlastnosti (amfipatickévaha molekuly); Neer et al.,
2008. Ve volné formd se tyto latky prakticky nevyskytuji mimo membrangazané
formy (nagiklad esterifikované steroly) nebyly do naSi anglgahrnuty, nebjsme je
pomoci SPE frakcionace odili v jiné fazi a tedy naSe vysledky neowiivji. Je ovSem
mozné, Ze se steroly a tokoferoly nachazeji taésteéné v lipidickych obalech
tukovych kapének. Obaly tukovych kapének nemajiraittaristickou strukturu
dvojvrstvy, ale jednd se o jednovstevné struktukprdse and Soulages, 2030 Fi
podzimnim ukladani zasobnich lificha zimu se markantrzvySi mnozstviukovych
kapének, které seigvazié nachazeji v tukovémelese. Toto hromaghi steroli a
tokoferoli v obalech tukovych kapének by mohlo oiitbwvat nasSe vysledky. Proto
planujeme v blizké budoucnostiigravit vzorky obsahujictisté membranové frakce a
ty nasleds analyzovat.

NaSe vysledky ukazuji, Ze pény relativni ¢etnosti steral a tokoferoh se zvySuji
béhem zimy. To Ize vysitlit tim, Ze: a) rovnorérné, ve vSech membranach a obalech
tukovych kapének ifibyvad na zimu molekul sterolu a tokolu, bjed zimou pibyva
tukovych kapének a ty maji vysSi pémsterolu/PL a tokolu/PL nez jiné membrany. Pro
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vyswtleni b) se zd4 sdcit vysledek analyz thoraxu, ktery neobsahuje tukkegénky.
Sezonni zrny v thoraxu jsou jako by "ploSSi" neZli v tukovégtese.

tokoferoli v membranach ip chladové odolnosti u hmyzu, musime porovnavaenas
data s vysledky studii u jinych Zigiehi. Hmyz v naSich vysledcich vykazuje velice
nizké procento cholesterolu oproti vysokému mnadzstagiklad v membranach
lidskych spermii Drobnis et al. 1993. U pstruha duhovéhaOficorhynchus mykiss)
dochazi Bhem chladovée aklimace ke zvySeni relativniho gremcholesterolu k
celkovym lipidim na bazolateralni membgastevniho epitelu (stefnjako u naSich
vysledki), ale naopak na vlaskové (brush-border) mentbsin tento porr sniZuje
(Crockett and Hazel, 199%. U larev mouchyE. solidaginis dochazi ke zvySovani
obsahu cholesterolu v hemolyr(fYi and Lee, 2009.

Pokud by naSe #&teni skuténé¢ reprezentovala hla¥n steroly a tokoly
v membranach (a obalech tukovych kapének), znameyajejich sezdnni (zimni)
narist relativnicetnosti zvysSovani fluidityéchto struktur, zaroves tim by ale klesala i
teplota jejich fazovéhotpchodu do gelové faze ), (Crockett and Hazel, 1995%.
Dale by mohl sezonni n#st ¢etnosti sterdl a tokohi souviset s jejich stabilizai
funkci na membranu, kdy vyrovnavaji lateraini tlataiiveni membrany zisobené
relativre vy§Sim mnozstvim molekul lysofosfoligida zabrauji tak v krajnim pipact
tvorbe micel (Atkinson et al., 2008. Skut&ng, v thorakalni tkani rugnic bylo zjiS€no
relativreé vysoké mnozstvi lyso-PL (aZz 40 molarnich %Beikova and Ko’al,
nepublikované vysledky).

Tokoferoly hraji u hmyzu roli antioxidaint(\Wang and Quinn, 1999. Snad i proto
se [es zimni misice zvysuje jejich mnozstvi, kdyZ jsou membrangtayeny vysSimu
mnozstvi volnych radikél a tedy vice ohrozeny oxidativnim poskozenim. Wbphu
zimni sezony totiz dochazi k relativtastym vykywim teploty, jeZ jsou doprovazeny i
dramatickymi zminami metabolické rychlosti u plostic. V teplych ijpeldch se plostice
aktivné pohybuiji, vyliivaji se na kmenech strémpatrreé i prijimaji potravu a vodu.
Naopak v chladnych periodach jsou plostice v hrabanjejich &Ini teploty klesaji pod
nulu. Steje tak @i jarnim obnoveni vyvoje se rozbihaji nanovo veékgriologické
funkce a dochazi k rychlému a silnémutisén rychlosti dychani s moznynisledkem
nadprodukce volnych radikékysliku (Kost’al et al., 201).
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7. Zavér

Zjistili jsme, Ze tkan (tukové tleso, thorax) ruknice pospolnéR. apterus obsahuji
cholesterol, sitosterol a kampesterol, dale pakttukoferol ay-tokoferol.

Obsah cholesterolu byl v rozmezi 0,2 - 0,4 % vdkara 0,5 — 0,8 % v tukovém
t¢lese. Obsah kampesterolu byl vrozmezi 1,2 — 2,5 #oraxu a 1,5 — 4,6 %
v tukovém &lese. Obsah sitosterolu byl v rozmezi 5,1 — 8 %tpovax a 6,8 — 15,2 %
pro tukové &leso.

Mnozstvis-tokoferolu se pohybovalo v rozmezi 0,1 — 1,3 %aréixu a 0,4 — 5,5 %
u tukového dlesa. Mnozstvi prg-tokoferol bylo v rozmezi 3 — 8,6 % u thoraxu a 9,1
31,3 % u tukovéhctesa.

Celkovy obsah cholesterolu v tk&ni¢h apterus byl velmi nizky, oproti tomu
mnoZzstvi tokoferal bylo neobvykle vysoké. Pro thorax byly obé&chladiny (jak
sterofi, tak tokoferol) nizSi nez pro tukoveleso.

Relativni zastoupeni stefiola tokoferoh (vzhledem k celkovym fosfolipidn)
vykazovalo sezonni vykyvy s minimem v letnich aaximem v zimnich @&sicich.

Na zaklad naSich vysledk nelze rozhodnout, zda naSedsmi zahrnuji pouze
steroly a tokoferoly lokalizované v beimych membranéaclej zda a do jaké miry jsou
naSe vysledky ovlivny také pitomnosti sterdl a tokoferoh v obalech tukovych
kapének.

V blizké budoucnosti planujeme analyzu relatigetinosti sterdl a tokoferol piéimo

v membranovych frakcich izolovanychiznych tkani hmyzu.
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9. Seznam pouzitych zkratek

ACAT - acyl transferase

AFPs — antifreeze proteins

DAG - diacylglycerol

DHA — docosahexaenoic acid

DSC - differtial scanning calorimetry
FA — fatty acid

GC/MS - gas chromatography-mass spectrometry
GPC - glycerophosphocholine

GPE - glycerophosphoethanolamin
GPL — glycerophospholipid

HDLp — hight density lipophorin
HPLC-MS - high performance liquid chromatographysmspektrometry
HVA — homeo-viscous adaptation
LDLp — low density lipophorin

LPC — lysophosphatidylcholine

PC — phosphocholine

PE — phosphoethanolamin

PL — phospholipids

RC — rapid cooling

S — sterols

SCP - super cooling point

SE — sterolesters

SPE - solid phase extraction

TAG - triacylglycerol

TG — triglyceride

VHDLp - very hight density lipophorin
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