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Abstrakt

Celosvétové dochazi ke znatelnému snizovani populaci vcely medonosné (Apis
mellifera), coz je velky problém z hlediska zachovani stability rostlinného a zivoc¢isného
ekosystému a péstovani zemédélskych plodin. Bazické biogenni aminy (BAS) dopamin,
oktopamin a histamin zprosttedkovavaji jako neuromodulatory a neurotransmitery fadu
biochemickych procest spojenych s vnimanim jedince a jeho reakcemi na stresové
podminky, coZ se projevuje odlisSnymi reakcemi na zakladé jeho biologickych potieb.
Reakcemi jedince na okolni vjemy jsou ovlivnény intenzita jeho pohybu, preference
teploty a s ni spojeny vyvoj jedince, socialni interakce v ramci spolecenstvi socialniho
hmyzu a chovani spojené s krmenim a obrannou, ¢i imunitni reakci jedince. Tato prace je
vénovana tvorb&é metody pro extrakci, separaci a kvantifikaci dopaminu, oktopaminu a
histaminu z vybranych ¢asti téla véely medonosné. Vystupem experimentalni ¢asti prace
je optimalizovany protokol zpracovani riznych tkani véely medonosné zaloZeny na
extrakci vzorkt hlavy, traviciho traktu, jedové zlazy a jedu v 90% acetonitrilu s
0,01% kyselinou mravenci, na ktery navazuje derivatizace pomoci benzoylchloridu a
analyza zalozend na metod¢ vysokoucinné kapalinové chromatografie v reverzni fazi
kombinované s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS). Uvedenym
zptisobem byly kvantifikovany BAs dopamin, oktopamin a histamin v hlavé a travicim
traktu vcel z vcelstev infestovanych klestikem vcelim (Varroa destructor), nebo
oSetfenych herbicidem paraquat (PQ). Dale byly uvedené BAs kvantifikovany v jedové

zlaze, ¢i jedu zdravych vcel. Latkova mnozstvi BAs byla postupné ur¢ena v jedné hlave,



nebo travicim traktu vcel trpicich varoozou na 1,17 + 0,52 nmol a 4,57 + 0,38 nmol
(dopamin), 27,22 + 0,29 nmol (oktopamin, pouze travici trakt), poté 2,69 + 0,14 nmol a
114,47 + 8,63 nmol (histamin). V jedné hlavé, ¢i travicim traktu véel oSetfenych PQ
(per 0s) bylo stanoveno latkové mnozstvi vybranych BAs na 0,07 + 0,04 nmol (dopamin,
pouze travici trakt), dale 1,06 + 0,21 nmol a 2,85 + 0,66 nmol (histamin). V jedné jedové
zlaze zdravych vcel, nebo v 1 g jejich lyofilizovaného jedu o rtiznych koncentracich bylo
naméieno 8,74 + 4,22 nmol a 24,05 + 3,56 nmol.g™* dopaminu, poté 21,33 + 3,55 nmol a
158,67 + 7,60 nmol.g* histaminu. Latkova mnozstvi dopaminu ve vzorcich hlavy véel
osetfenych PQ nebyla na meéfitelné hladin€. Optimalizovana metoda je funkéni pro
stanoveni dopaminu a histaminu. Detekce oktopaminu je problematicka a bude nejspise
potfeba provést dalsi optimaliza¢ni kroky chromatografické separace ¢i hmotnostné
spektrometrické analyzy. Takto upravena metoda piispéje po jeji validaci a uvedeni do

laboratorni praxe k vyzkumu obrannych reakei véel ¢i dalsiho hmyzu.
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Abstract

The worldwide number of honeybee’s (Apis mellifera) populations is noticeably
decreasing, which creates a big problem in case of plant and animal ecosystem stability
and agricultural crops cultivation. Basic biogenic amines (BAs) dopamine, octopamine
and histamine act in ivertebrates as neuromodulators and neurotransmitters — they
mediate a number of biochemical pathways connected with senses of invertebrates and
their reactions to stress conditions which are displayed in different reactions in favour of
individuals biological needs. Individual s reactions to external stimuli affect its intensity
of locomotory activity, temperature preference connected with its body evolution, social
interactions in case of social insect and behaviour connected with individual's feeding,
defensive, or immune reaction. The aim of this thesis is to create methods for extraction,
separation and quantification of dopamine, octopamine and histamine from different
honeybee’s body parts. Thesis experimental part contains optimised protocol of
processing different honeybee’s body parts based on head, digestive tract, venomous
gland and venom extraction in 90% acetonitrile with addition of 0,01% formic acid,
which is followed by derivatisation via benzyolchloride and analysis based on high
performance liquid chromatography in reverse phase combined with tandem mass
spectrometry (HPLC-MS/MS). Thereby were quantified BAs dopamine, octopamine and
histamine in head and digestive tract of honeybees infested with Varroa destructor
parasite or treated with paraquat (PQ) herbicide. Listed BAs were further quantified in

venomous gland or venom from healthy bees. BAs amounts were determined in one head



or digestive tract of bees suffering from varroosis to 1,17 +0,52 nmol and
4,57 + 0,38 nmol (dopamine), 27,22 + 0,29 nmol (octopamine, digestive tract only), then
2,69 + 0,14 nmol and 114,47 + 8,63 nmol (histamine). In one head or digestive tract of
bees treated with PQ (per os) the amount of BAs was set to 0,07 = 0,04 nmol (dopamine,
digestive tract only), then 1,06 = 0,21 nmol and 2,85 + 0,66 nmol (histamine). In one
venomous gland or in 1 g of freeze-dried venom (different concentrations) of healthy
honeybees it was determined 8,74 + 4,22 nmol and 24,05 + 3,56 nmol.g™* of dopamine,
then 821,33 + 3,55 nmol and 158,67 + 7,60 nmol.g™* of histamine. Dopamine amount in
samples of bees treated with PQ was under the measurable level. The optimised method
works for dopamine and histamine determination. Detection of octopamine is problematic
and so it is essential to perform next optimisation steps of chromatographic separation
and mass spectrometric analysis. Thereby optimised method will after its validation and
introduction to laboratory practise contribute to research on defensive reactions of
honeybees or other insect.
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2 CILE

1. Vypracovani literarni reSerSe o biologickych funkcich a tkanovém vyskytu
vybranych biogennich amint (BAs).

2. Kompletace literarnich podkladii o analytické detekci a kvantifikaci vybranych
BAs v tkanich hmyzu.

3. Vyvoj a optimalizace LC-MS metod pro detekci a kvantifikaci BAs — dopaminu,
oktopaminu a histaminu.



3 UVOoD

Celosvétove se chovatelé veel potykaji s rapidnim snizovanim a thynem populaci véely
medonosné (Apis mellifera) a ostatnich druhti véel. Rod Apis je hlavnim opylovacem
nepfeberného mnozstvi rostlin a plodin, z toho diivodu je velmi dulezité jeho zachovani,
a to nejen za ucelem zachovani stability celého rostlinného a zivoc¢isného ekosystému, ale
i z dtivodu produkce zemédélskych plodin (Lima et al., 2022). Ubytky véelich populaci
jsou piisuzovany rostouci mife urbanizace nasi planety, zvySenému pouzivani pesticidd,
xenobiotik a jinym abiotickym a biotickym stresoriim, jez v disledku vedou k oslabeni
imunity véeliho organismu (van Engelsdorp a Meixner, 2010; Maebe et al., 2021). Na
spravnou funkci vceliho imunitniho systému maji vliv i BAs (pfedev§im dopamin,

oktopamin a histamin), jez jsou hlavnim ptedmétem ptedlozené prace.

Tvorba a mira G¢inku BAs Vv téle hmyzu je velmi izce spjata s nervovou soustavou,
které dominuje cerebralni ganglion. V jedné z jeho casti dochéazi k tvorbé dopaminu,
oktopaminu a histaminu, které jsou nasledné distribuovany do specifickych ¢asti téla
jedince, kde se po jejich navazani na specifické receptory vyznacuji riznorodymi ucinky,
jez ovliviuji Zivotné dulezité pochody a komplexni chovani hmyzu (Blenau a Baumann,
2001; Insausti a Lazzari, 2021). BAs jsou Siroce rozsifené nizkomolekularni slou¢eniny

bazického charakteru, jimz disponuji z divodu pfitomnosti jedné nebo vice aminoskupin

ve své struktufe.

Predlozend prace je zaméfena na extrakci, separaci, detekci a kvantifikaci BAs ze
vzorki riznych ¢asti téla véely medonosné (Apis mellifera) se zamétenim na tii konkrétni
aminy — dopamin, oktopamin a histamin. Zminénym molekulam je vénovana pozornost
v ramci tvorby komplexniho pracovniho protokolu jejich zpracovani za soucasné¢ho
vyuziti velmi specifické a robustni metody LC-MS. Potencialni pracovni protokol spolu
s celou predloZzenou diplomovou praci ma za ukol shrnout a prohloubit znalosti a zjisténa
fakta 0 BASs, jejich fungovani v hmyzim téle, 0 vhodné extrakci vzorku za ucelem jejich
detekce s co nejvyssi Géinnosti a najde své uplatnéni pii vyzkumu imunity vcelstev

v Ceské republice a ostatnich evropskych zemich.
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4 LITERARNI RESERSE

4.1 Anatomie hmyziho mozku

Nervova soustava hmyzu sestava z centralniho nervového systému (CNS), jenz je
propojen s perifernim nervovym systémem. CNS je tvofena cerebralnim ganglionem
(hmyzi ekvivalent mozku obratlovcll) s napojenou ventralni nervovou paskou, ktera
obsahuje dalsi ganglia (subesofagealni ganglion a ganglia v hrudni a abdominalni ¢asti
téla). Cerebralni ganglion se nachazi v hlavové ¢asti téla jedince (Insausti a Lazzari, 2021,
Obr. 1).

Hlavovi ¢ast Hrudni ¢ast

] @

Cerebrélni
ganglion

Cerebrélni ganglion

Wk Corpora allata

Corpora cardiaca

Subesofagealni ganglion

Komplex corpora
cardiaca a corpora allata

Ganglia ventralni nervové pasky,
Obrazek 1: Lokalizace cerebralniho ganglionu v téle hmyzu — znazornéni s detailem na komplex
cerebralniho ganglionu s tkanémi corpora cardiaca a corpora allata; upraveno z Kodrik, 2014.

Cerebralni ganglion je slozen ze tii casti: protocerebrum, deutocerebrum a
tritocerebrum (Insausti a Lazzari, 2021). Nazorné schéma anatomie hmyziho
cerebralniho ganglionu s rozdélenim na jednotlivé Casti je popsano na obrazku (Obr. 2).
Protocerebrum je slozeno z optického laloku ptenasejici vizualni vjemy ze slozenych o¢i
hmyzu — kazdy z optickych lalokti sestava ze tfi neuropilovych komplext: lamina,
medulla a lobula (Akashi et al., 2018; Insausti a Lazzari, 2021; Obr. 2). Deutocerebrum
souvisi s vjemy z okoli zprostfedkované ¢ichovymi a anténnimi laloky zasahujici az do
tykadlové ¢asti hmyzu — zpracovava pfedevsim ¢ichove vjemy (Insausti a Lazzari, 2021).
Tritocerebrum, nejmensi ¢ast cerebralniho ganglionu, je lokalizovano smérem k ventralni
nervove pasce a slouzi hlavné k jejimu propojeni s cerebralnim ganglionem (Insausti a

Lazzari, 2021).
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Protocerebrilni most

Pars intercerebralis

Corpus pedunculatum
. Ry

\

Pridatny lalok

Tykadlovy nerv ®

Corpus allatum

g )‘

Centralni komplex Casti protocerebrum

Chiasma

Ocni nerv

Kenyonovy

buriky

Noduli Slozené oko

Glomerulus neuroni

Deutocerebrum

Tritocerebrum

Dorsalni céva  Esophagus

Obrazek 2: Schéma anatomie hmyziho cerebralniho ganglionu s popisem vybranych casti;

upraveno z Insausti a Lazzari, 2021.

Protocerebrum obsahuje mimo jiné také nékteré tkané uzce souvisejici s energetickym

metabolismem hmyzu a s metabolismem BAs (Roeder, 2005; Verlinden, 2018; Insausti

a Lazzari, 2021). Uskupeni neuroendokrinnich tkani corpora cardiaca a corpora allata

souvisejici s BA dopaminem je spojeno s aktivaci adipokinetického hormonu, coz

nasledné vede ke zméné v distribuci energie (Roeder, 2005). Tkan corpora pedunculata

(anglicky ,,mushroom body*‘) souvisi s u¢enim a paméti hmyzu (Verlinden, 2018; Insausti

a Lazzari, 2021).
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4.2 Biogenni aminy (BAS)

Jedna se o piirozené se vyskytujici nizkomolekularni latky, které jsou spolu s dalSimi
zivotng dulezitymi molekulami tvofeny a degradovany anabolickymi a katabolickymi
procesy mikroorganismu, rostlin a zivo¢ichi a jsou zapojeny do velkého mnozstvi
dulezitych fyziologickych procesi (ten Brink et al., 1990; Nuiiez et al., 2016). BAs patii
mezi bazické molekuly obsahujici ve své struktufe aminoskupiny (Santos, 1996).
Vyznacuji se také znacnou teplotni stabilitou a v organismech jsou tvoieny piedevsim
dekarboxylaci ptislusnych aminokyselin (AMKs) ¢i transamina¢nimi reakcemi aldehydt
a ketoni — od prekurzorovych AMK, ze kterych jsou dané BAs tvofeny, se nasledné
odviji i jejich nazvoslovi (Santos, 1996; Nuifez et al., 2016).

Déleni jednotlivych zastupcii BAs zavisi na poc¢tu aminovych skupin a na chemické
struktute, pficemz podle poctu aminovych skupin jsou BAs déleny na monoaminy,
diaminy a polyaminy, chemickou strukturou je u téchto amint upfesnéno, zda se jedna o
alifatické, aromatické ¢i heterocyklické molekuly (ten Brink et al., 1990; Santos, 1996;
Nuiiez et al., 2016). Tiidéni a struktura BAs také koresponduje s mechanismem jejich
tvorby — piimou dekarboxylaci z ptislusnych AMKs vznika histamin, tyramin, tryptamin,
kadaverin, agmatin, putrescin (ten muze vznikat i od$t€épenim guanidinové skupiny
z agmatinu) a fenylethylamin. Navazujici kondenza¢ni a hydroxylaéni reakce jsou
vyzadovany pii tvorbé spermidinu, sperminu, serotoninu, dopaminu, oktopaminu a
norepinefrinu, kdy zaroven s nimi vznikaji 1 jednoduché aminy methylamin a ethylamin
jako odpadni produkty (Nufiez et al., 2016). Pro lepsi piehlednost je uvedeno rozdéleni
BAs v tabulce (Tab. 1). V organismech plni BAs funkci fyziologické odpovédi na interni
a externi stresory a zarovei mohou slouzit jako zdroj dusiku pro de novo syntézu
nukleovych kyselin, proteinti, hormont a alkaloidd (Nufez et al., 2016). Tato prace je
vénovana piedev§im BAs zapojenym do nervové signalizace bezobratlych organismil
v souvislosti s jejich fyziologickym chovanim se specifickym zaméfenim na socialni

hmyz.
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Tabulka 1: Prehled klasifikace BAs v organismech; vytvoreno podle: Nufiez et al., 2016, obradzky

strukturnich vzorcii vytvoreny v programu ChemSketch.

Sumarni -
Nazev BA Strukturni vzorec Klasifikace
vzorec
_ HzC——NH, Monoamin
Methylamin CHsN o
alifaticky
_ HyC Monoamin
Ethylamin CoH/N \ o
NH, alifaticky
) NH, Monoamin
Fenylethylamin  CgHi1N _
aromaticky
_ NHe Monoamin
Tyramin CgH11NO )
HO aromaticky
OH A
. Monoamin
Oktopamin CgH11NO; _
NH, aromaticky
HO
_ "o Nz Monoamin
Dopamin CsH11NO2 )
Ho aromaticky
OH
. . N Monoamin
Norepinefrin  CgH11NOs3 _
Ho aromaticky
OH
. . ~ NH Monoamin
Histamin CsHoNs N )
N\_NH heterocyklicky
_ W2 Monoamin
Tryptamin C10H12N20 7 )
NH heterocyklicky
HO
) NH, Monoamin
Serotonin C10H12N20 ) )
\ heterocyklicky
NH
Putrescin CaHiN, I\ Diamin alifaticky
Kadaverin CsHi1aNp HN NH, Diamin alifaticky
_ I Polyamin
Agmatin CsHi14Nag M o
e b alifaticky
i NN M N, Polyamin
Spermidin  CiHiols T o
alifaticky
. N N N N Polyamin
Spermin C1oHz26Na o
alifaticky




V centralnim nervovém systému obratlovct a bezobratlych slouzi BAs norepinefrin,
epinefrin, serotonin, dopamin, oktopamin, histamin a tyramin k pfenosu vzruchu mezi
neurony chemickou cestou —maji roli neurotransmiteri, neuromodulatord a
neurohormonti. Nékteré z nich mohou mit ptesahujici funkce, kdy reguluji metabolické
pochody uvniti neurdlniho prostoru, nebo jsou uvolnény do krve ¢i hemolymfy,
prostiednictvim kterych jsou transportovany do konkrétnich tkani v téle jedince, kde maji
specificky uc¢inek pii navazani na sviij receptor (Blenau a Baumann, 2001). Rozdily ve
struktufe a zastoupeni hlavnich BAs obratlovct a bezobratlych jsou patrné v tabulce
(Tab. 2). Metabolicky specifickymi a izolovanymi postupy dochazi nasledné v organismu
k ovlivnéni mnoha zivotné dualezitych funkci vcetné termoregulace, regulace
cirkadianniho rytmu, endokrinni sekrece, kontroly kardiovaskulérni soustavy, schopnost
uceni, zapamatovani si a mnoho dalSich (Evans, 1980; Blenau a Baumann, 2001; Erdag
et al., 2019). Tato prace je zamétena konkrétné na tii zastupce hmyzich BAs, jez se
V jejich téle primarné vazi na receptory spiazené s G-proteinem (GPCRs), a sice na
dopamin, oktopamin a histamin (Blenau a Baumann, 2001).

Tabulka 2: Prehled majoritné zastoupenych BAs u obratlovcii a bezobratlych Zivocichii,

vytvoreno podle: Blenau a Baumann, 200/, obrdzky strukturnich vzorcii vytvoreny v programu
ChemSketch.

BAs obratlovcia Strukturni vzorec BAs bezobratlych Strukturni vzorec

HO! NH, HO! NH,
Dopamin D/v Dopamin D/v
HO' HO'
OH NH2
- - NH2 -
Norepinefrin /@)v Tyramin HOQ/V

NH
Epinefrin Q/b Oktopamin /@A\
HO NH,
o HO
HO HO
. NH2 . NH2
Serotonin Serotonin
7] a
NH NH
NH, NH,
Histamin — Histamin =
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4.2.1 STRUKTURA RECEPTORU BAS A JEJICH SIGNALNi DRAHY

Vétsina receptorit BAs je fazena do skupiny GPCRs, konkrétn¢ spadaji do podskupiny
receptortt podobnych rhodopsinu (rhodopsin-like receptors, RLRs), coz jsou integralni
membranové proteiny (Blenau a Baumann, 2001). V zavislosti na krystalové struktuie
RLRs a dalsich provedenych analyzach je jejich struktura zaloZena na propojeném
komplexu sedmi transmembranovych domén, kdy je C-konec daného receptoru
lokalizovan intracelularné, kdeZzto N-konec RLR obsahujici obvykle specifické
uspofadani motivii umoznujici jeho glykosylaci se nachazi v extracelularnim prostoru
(Strader et al., 1995; Palczewski et al., 2000; Blenau a Baumann, 2001). Sedm
transmembranovych domén je propojeno tfemi intracelularnimi (IS) a tfemi
extracelularnimi smy¢kami (ES) (Obr. 3). Strukturni stabilita receptoru a jeho vazebného
mista je poté pravdépodobné zajisténa pomoci disulfidického mistku tvorené¢ho dvéma
cysteiny (C), a to mezi transmembranovou doménou 3 a druhou extracelularni smy¢kou
(Noda et al., 1994). Polypeptidicky fetézec C-konce nachazejici se v intracelularnim
prostoru obsahuje také C residua, kterd mohou déle stabilizovat strukturu receptoru,
pficemz dochazi k jejich posttranslaéni modifikaci — polmitoylaci —za tvorby dalsi,

¢tvrté, intracelularni smyc¢ky (Blenau a Baumann, 2001).

NH:  Es2
ES1$-8/7\  Es3
extracelularni prostor :
I
D S| F

w
O I
?;’Mf\/\

intracelularni prostor

IS1 152 1S4

COOH
1S3

Obrazek 3: Struktura receptoru biogennich aminti (transmembranové domény jsou vyobrazeny
jako valce; malé propojené krouzky u N-konce zobrazuji glykosylaci tohoto konce;
IS — intracelularni smycky; ES — extracelularni smycky; D —residuum aspartatu; S — residua
serinu; F —residuum fenylalaninu; propojeni ES2 a tfeti transmembranové domény pomoci
disulfidického mustku je vyobrazeno dvéma pismeny S propojenymi pieruSovanou carou);
upraveno z Blenau a Baumann, 2001.
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Navazani specifického BA aktivuje receptor. BAs interaguji s jednotlivymi doménami
receptord na vnéjsi strané membrany — pomoci konkrétnich AMKSs residui, kterd se vazi
na funk¢ni skupiny BAs je urcena specifita receptoru k danému BA (Blenau a Baumann,
2001). Konkrétn¢ specifita receptorti zavisi na uskupeni tii AMKs residui v jejich
struktute: aspartatové residuum (D) nachazejici se ve tfeti transmembranové doméng,
serinova residua (S) nachazejici se v paté transmembranové doméné a fenylalaninové
residuum (F) nachazejici se v Sesté transmembranové doméné (Obr. 3). Po spravném
navazani BA dochazi ke zmén¢ konformace receptoru a aktivaci G-proteinu — zapodeti,
efektivita a specifita signalizace spojené s aktivaci RLRs souvisi také se zménou
konformace druhé, tfeti a ¢tvrté intracelularni smycky a jeji ukonceni souvisi s fosforylaci

C-konce a teti intracelularni smycky (Chuang et al., 1996; Blenau a Baumann, 2001).

Na aktivaci GPCRs v hlavové ¢asti hmyzu navazuje narast koncentrace a mobilizace
sekundarnich vnitrobunéénych posli. Bunka muize byt aktivovana signalni drahou
zahrnujici enzym ATP difosfatlyasa (cyklizujici; 3',5'-cyklicky-AMP-formujici)
(adenylatcyklasa, AC, EC 4.6.1.1), ¢i enzym 1-fosfatidyl-1D-myo-inositol-4,5-bisfosfat
inositoltrisfosfohydrolasa (fosfolipasa C, PLC, EC 3.1.4.11) — oba uvedené enzymy jsou
zakotveny v plazmatické membrané buiky orientovany svym aktivnim mistem dovnitf

této buiiky (Blenau a Baumann, 2001).

Signalni draha zahrnujici PLC je spusténa odtrhnutim a podjednotky Gg-proteinu
(Gu), jez je zpusobena navazanim ligandu — Vv podobé BA —na pfislusny RLR. Gggq
podjednotkou je stimulovana hydrolyticka aktivita PLC — §t€peni membranove vazaného
fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu na dva sekundarni posly: inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) a
diacylglycerol (DAG). IP3 voln¢ difunduje do vnitiniho prostoru bunky, kde se vaze na
své receptory (IPsR) nachazejici se predevsim na membrané endoplazmatického retikula,
které ovliviiuji hladinu intracelularnich Ca®" iontli. Prostfednictvim Ca?" ionti jsou
aktivovany iontové kandly a také proteiny (kalmodulin, kalbindin, kalretinin a jiné)
ovlivitujici modulaci jinych makromolekul — modulace spociva v interakci: aktivovany
Ca2" protein-efektor proteinového pivodu. DAG, ktery je stale vazan v membrané buiiky,
aktivuje (v kontrastu s IP3) enzym ATP:protein fosfotransferasa (DAG-dependentni)
(proteinkinasa C, PKC, EC 2.7.11.13). Ta aktivuje mnohé efektorové proteiny jejich
fosforylaci (pfedevs§im v mistech S a threoninovych (T) residui), ovSem ke své aktivaci
potiebuje nejen DAG, ale i Ca?* ionty, tudiz oba sekundarni poslové pracuji synergicky

(Blenau a Baumann, 2001; Obr. 4 vlevo).
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PKA

Obrazek 4: Schématické znazornéni signalizace zprostiedkované BAs (Lig — ligand) v téle
hmyzu (leva ¢ast — signalizace vyuzivajici enzym PLC — fosfolipasa C, prava ¢ast — signalizace
vyuzivajici enzym AC — adenylatcyklasa; ER — endoplazmatické retikulum; PM — plazmaticka
membrana; GPCR — receptor sprazeny s G-proteinem; DAG — diacylglycerol; Gy — Gq-protein;
Gs — stimula¢ni  G-protein; ATP — adenosintrifosfat; cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat;
PKA — proteinkinasa A; PKC — proteinkinasa C; IPs;— inositol 1,4,5-trisfosfat; IPsR — receptor
inositol 1,4,5-trisfosfatu; Ca?* — vapenaté kationty); upraveno z Blenau a Baumann, 2001.

Dalsi signalni draha zahrnujici jiny enzym (AC) ma svij pocatek opét v navazani BA
na dany RLR za soucasné aktivace stimulujiciho G-proteinu (Gs). Dochazi k odstépeni
a podjednotky Gs (Gas), jez interaguje s AC. Tento aktivovany enzym katalyzuje pfeménu
adenosintrifosfatu (ATP) na cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP). Sekundéarni posel
cAMP nasledné aktivuje enzym ATP:protein fosfotransferasa (CAMP-dependentni)
(proteinkinasa A, PKA, EC 2.7.11.1), ktery ucinkuje podobné¢ jako PKC na
makromolekuly jako jsou cytosolické proteiny, iontové kanaly a také na mnohé
transkripéni faktory (Obr. 4 vpravo). Pii vazbé specifickych BAs dochazi i k inhibici této
signalni drahy, kdy navazani BA na RLR vyusti v aktivaci a podjednotky inhibi¢niho
G-proteinu (Gqi), ktera nasledné kompetuje o vazebné misto AC s Ggs, coZ zpusobi

zpomaleni ¢i Gplné zastaveni AC aktivity (Blenau a Baumann, 2001; Obr. 5).

19



PKA

Obrazek 5: Schématické znazornéni inhibované signalizace zprostifedkované specifickymi BAs
(Lig—ligand) v téle hmyzu (AC —adenylatcyklasa, PM —plazmatickdi membrana;
GPCR — receptor sptazeny s G-proteinem; Gi— inhibi¢ni G-protein; ATP — adenosintrifosfat;
CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat; PKA — proteinkinasa A); upraveno z Blenau a Baumann,
2001.

4.2.2 DOPAMIN

Jedna se o nejvice zastoupeny BA a neurologicky aktivni molekulu v centralni nervové
soustav¢ obratlovct a bezobratlych (Verlinden, 2018). Dopamin je z chemického hlediska
fazen do skupiny slou€enin zvanych katecholaminy — molekuly obsahujici katechol, na
ktery je navazana aminova skupina (Obr. 6). S molekulovou hmotnosti 153,18 g.mol™* a
pozitivni ionotropni aktivitou je ziejmé, ze se jedna o relativné mensi bazickou
slouCeninu, jez je protonovadna v kyselém prostiedi. Protonaci je zdsadné ovlivnéna
rozpustnost dopaminu, kdy je protonovana forma vyrazné rozpustnéjsi ve vod¢ a relativné
stabilni (Carter et al., 1982; PubChem, 2023a). Ptitomnost tohoto katecholaminu
V rozmanitych druzich mikroorganismi, hub, rostlin a Zivocichi je dikazem jeho uzké
souvislosti s vyvojem nervovych soustav vSech téchto organismu, ke kterym dochazelo

uz pred nékolika stovkami miliont let (Verlinden, 2018).

HO NH,

HO

Obrazek 6: Strukturni vzorec dopaminu; vytvofeno v programu ChemSketch.
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4.2.2.1 Dopaminové receptory

V kontrastu se skutecnosti, ze existuje v téle obratlovcli 5 odlisSnych dopaminovych
receptort (D1-5), byly u jedincti hmyzu objeveny pouze 4 receptory s podobnou aktivitou,
pfiCemz prvni tii receptory (Dopl, Dop2, Dop3) vykazuji zna¢nou podobnost se
strukturou a funkcemi dopaminovych receptorti obratlovcti, tim padem jsou i obdobné
pojmenovany a klasifikovany (Verlinden, 2018). Ctvrty dopaminovy receptor u hmyzu
(Dop/Ecd) muze byt aktivovan nejen dopaminem, ale zarovenn i ekdysonem C¢i

20-hydroxyekdysonem (Evans et al., 2014).

Funkce Dopl a Dop2 receptort u bezobratlych, a tedy i u hmyzu, spoc¢iva predevsim
ve zvyseni hladiny cAMP uvnitf buiiky, coz u obratloved zastituji receptory s velmi
podobnou strukturou — tedy receptory ptibuzné D1 (Hill et al., 2016; Himmelreich et al.,
2017). Zvlastnost Dop2 receptoru je také to, ze je schopen se vazat zaroven i
prostfednictvim Gqq podjednotky, ¢imz udrzuje optimalni hladinu Ca?* jontd i za nizké
koncentrace dopaminu, kterd by byla za normélnich podminek signalizace
prostfednictvim cAMP snizovana (Hill et al., 2016; Himmelreich et al., 2017). Samotna
exprese genu pro Dopl receptor navic zvySuje hladinu intracelularniho cAMP i za

nepiitomnosti dopaminu jako agonisty téchto receptorti (Meyer et al., 2012).

Naopak hmyzi Dop3 receptor, se strukturou ptibuznou D> receptorim u obratlovci,
pusobi po navazani dopaminu jinym efektem nez Dopl a Dop2 receptory, kdy snizuje
hladinu cAMP uvnitf bunc€k, nicméné zaroven zvySuje mnozstvi intracelularnich
Ca?* jontd (Bai a Palli, 2016; Verlinden et al., 2015). Exprese genu pro Dop3 receptor
pak pisobi podstatny narist cAMP uvniti buniky (Verlinden et al., 2015). Bai a Palli
(2016) ve své praci zaroven popsali pisobeni nejen dopaminu, ale i hmyziho juvenilniho
hormonu na Dop3 receptor u druhu Tribolium castaneum (potemnik hnédy), pti¢emz mél
juvenilni hormon pfi nizsich koncentracich analogicky uc¢inek jako dopamin — sniZeni

hladiny cAMP.

Dop/Ecd receptor identifikovany u druhu Drosophila melanogaster muize byt
aktivovan dvéma zpusoby. Jednim z aktivatord je dopamin, ktery vede v souvislosti
s aktivaci Dop/Ecd receptoru ke zvySeni intramolekularniho cAMP a k signalizaci
zprostfedkované enzymem PLC (Obr. 4 vlevo). Dalsimi agonisty jsou molekuly
ekdysonu ¢i 20-hydroxyekdysonu, které inhibuji okamzZité u¢inek dopaminu na receptor

a podporuji signalni drahu spojenou s proteinkinasou aktivovanou mitogenem
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(mitogen-activated proteinkinase, MAPK), napfiklad pfi procesu ekdyse — svlékani
hmyzu (Evans et al., 2014).

Mimoto plisobi na dopaminové receptory hmyzu urcité syntetické molekuly, které se
mohou chovat jednak jako agonisté, ale i antagonisté (Verlinden, 2018). Mezi hlavni
agonisty receptorQ raznych druht hmyzu je fazen
6-amino-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-2,3-diolhydrobromid (6,7-ADTN; vliv na Dopl,
Dop2, Dop3), bromokriptin (vliv na Dopl a Dop3) a homovanillylalkohol (HVA; vliv na
Dop3) (Beggs a Mercer, 2009; Verlinden et al., 2015; Xu et al., 2017). Klicovymi
antagonisty dfive popsanych receptori jsou flupentixol (vliv na Dopl, Dop2, Dop/Ecd a
ve vysSich koncentracich na Dop3), butaklamol (vliv na Dopl, Dop2, Dop3 a Dop/Ect),
7-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-fenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-benzazepin (SCH-23390;
vliv na Dopl, Dop2 a ve vyssich koncentracich na Dop3) a spiperon (vliv na Dop/Ecd)
(Srivastava et al., 2005; Beggs et al., 2011; Verlinden et al., 2015; Xu et al., 2017).

4.2.2.2 Funkce dopaminu v téle hmyzu

Dopamin ovlivituje intenzitu pohybu, motivaci, naladu, prozitek a pamét predevsim u
obratlovct. U bezobratlych a zastupci hmyzu souvisi S mnoha procesy, predevsim pak
s chovanim spojenym s krmenim jedince, jeho apetitivni (souvisejici se vjemy z potravy)
a aversivni (souvisejici se vjemy z okoli) paméti, teplotni preferenci, socidlni interakci,
sklerotizaci a melanizaci, které napomahaji tvorbé vnéjsi kostry jedince a maji vliv i na
imunitu (Owald a Waddell, 2015; Mizunami a Matsumoto, 2017; Verlinden, 2018;
Obr. 7). Podrobnéjsi popis jednotlivych d&ji je uveden nize. Pro pteziti jedince je totiz
velmi dilezité prizptsobeni chovani jedince okoli a externim stresorim, kdy je nutno,
aby selektivné rozpoznal podnéty dle jejich dulezitosti a poté na né spravné reagovat
(Paulk et al., 2014). Prislusna reakce je pak zalozena na fyziologickych, behavioralnich
a kognitivnich aspektech jedince a dopamin jakoZzto neurotransmiter V ni hraje dilezitou
roli, pfi¢emZ koordinuje jednotlivé aspekty za ucelem odpovédi, ktera bude pro jedince

prospésna, nikoliv skodliva ¢i nebezpecna (Verlinden, 2018).
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Obrazek 7: Schématické znazornéni principu vlivu BA dopaminu na stézejni fyziologické,
behavioralni a kognitivni procesy odehravajici se ve hmyzi butice; upraveno z Verlinden, 2018.

Chovani spojené s krmenim je zaloZeno na sloZeni potravy hmyzu, kdy napiiklad
jedinci na zaklad¢ chuti mohou preferovat potravu s vysokym obsahem sacharidi, tedy
chutnajici sladce, pfed krmivem s vyssim obsahem alkaloidu, toxint, ¢i jinych mikro a
makromolekul zptsobujici hotkou chut’ (Masek a Keene, 2016; Verlinden, 2018). Mimo
pocit hladu a sytosti je krmeni a chovani spojené s nim zavislé také na piedeslé zkuSenosti
jedince s danou potravou. Po pfijeti potravy dochazi pomoci jednotlivych Zivin a ziskané
energie z potravy Kk ovlivnéni odstépeni piislusnych neuropeptidi a neurohormont
(v€etné dopaminu), kdy nasleduje zpétna kontrola, zda jedinec nepostrada urcitou zZivinu.
Podle toho bud’ ukonéi proces krmeni, nebo prostiednictvim centra odmény nachazejiciho
se Vv cerebralnim ganglionu po pfijmu potravy zpétn¢ zvysi potiebu krmeni (Slade a
Staveley, 2016). Dilezitym smyslem pro volbu vhodné potravy je také ¢ich. Pachy a viiné
z okoli souvisi s tkani corpora pedunculata, pomoci které hmyz chemicky identifikuje
pachy a dokaze si je i zapamatovat — konkrétni buiky zodpovédné za zpracovani
¢ichového vjemu se nazyvaji Kenyonovy buniky (Verlinden, 2018). Ott a Rogers (2010)
ve své studii uvadi, Ze u téch jedinct hmyzu, ktefi prozili vice vyzev a stresovych situaci

(jako krmeni, vyssi hustota osidleni urcitého mista a podobn¢), doslo k vyssi proliferaci
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Kenyonovych bun¢k, coz mohlo vést k znacnéjSimu vyvinuti tkané corpora
pedunculata — tkan byla u takto identifikovanych jedinct vétsi nez u ostatnich (Farris et
al., 2001; Ismail et al., 2006). Pravé s tkani corpora pedunculata a s Kenyonovymi
buinikami jsou spojeny dopaminergni neurony, které pti spravném fungovani signalizace
u jedince zprostiedkované cyklickym adenosinmonofosfatem (cAMP) ovliviiuji prah

odpovédi na jednotlivé chemické komponenty potravy (Masek a Keene, 2016).

Dopamin je také zapojen do apetitivniho a aversivniho uceni a paméti jedince
spojeného s externimi stresory — V ptipad¢€ apetitivni paméti souvisi se vjemy z potravy,
Vv piipadé aversivni paméti souvisi se vjemy z okoli (Owald a Waddell, 2015; Mizunami
a Matsumoto, 2017). Princip kratkodobého apetitivniho uceni u ¢lenoveu souvisi se
synergickym Uc¢inkem a provdzanosti oktopaminu, ktery tento proces ovliviiuje veEtsi
mérou, a dopaminu, kdy napiiklad u jedince z rodu Drosophila je oktopaminem
podminéna pamét’ zavisla i na dopaminu tim zptisobem, ze tato celé kaskada vyzaduje
signalizaci prostfednictvim specifickych dopaminergnich neuronti zvanych PAM
(protocerebral anterior medial), které pochazeji z tkan¢ corpora pedunculata (Owald a
Waddell, 2015; Mizunami a Matsumoto, 2017; Verlinden, 2018). ZvysSena hladina
oktopaminu pisobi nariist Ca®* iontil pravé v PAM neuronech. Navazanim oktopaminu
na receptory nachézejici se na PAM neuronech (a-oktopaminové receptory podobné
adrenergnim) vyusti v aktivaci téchto neuronti a formaci apetitivni paméti vazané
K uré¢ittmu podnétu (Verlinden, 2018). Aversivni pamét’ hmyzu je spjata s vétSim
mnozstvim poddruht  dopaminergnich neurontt pochazejicich z tkané corpora
pedunculata, a sice s MB-M3 neurony spadajici pod klastr PAM neuronti a s MB-MP1 a
MB-MV1 neurony spadajici pod klastr PPL1 neuront (protocerebral posterior lateral 1)
s odlisnou specifikaci od PAM (Aso et al., 2012; Owald a Waddell, 2015). Signalizace
zprostiedkovana dopaminem pravdépodobné zplsobuje pii jeho navazani na Dopl
receptor nabyti nové vzpominky, kdezto pifi navazani dopaminu na o podjednotku
G-proteinu Dop2 receptoru dochézi k aktivnimu zapominani aversivnich pokyni jedince
(Himmelreich et al., 2017). Podobnym principem probiha regulace apetitivni a aversivni
paméti i u druhu Gryllus bimaculatus (Mizunami a Matsumoto, 2017). Lagisz et al.
(2016) ve své studii uvadi, ze mira exprese genu pro Dop/Ecd u druhu Apis mellifera
Vv riznych situacich poukazuje na jeho spojitost jak s apetitivnimi, tak i s aversivnimi

znaky uceni a paméti. V jiné studii je dale uvedena schopnost eliminace odéru hostitele
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druhem Aedes aegypti pfi napadeni tohoto hostitele, kdy je dana obranna schopnost

zprostiedkovana dopaminem vazajicim se na Dopl receptor (Vinauger et al., 2018).

Ve tkani corpora pedunculata se u hmyzu odehrava zaroven i signalizace souvisejici
s dopaminem, jez reguluje chovani spojené s preferenci teploty jedincem (Verlinden,
2018). V experimentu provadéném u rodu Drosophila byla popsana inhibice syntézy
dopaminu prostfednictvim zmén v genové expresi, ¢i piidanim chemickych inhibitora
dalezitych enzymt a také mutaci Dop2 receptoru nachazejiciho se na dopaminergnich
neuronech, kdy jedinci druhu Drosophila melanogaster po procedufe nasledné
preferovali chladnéj$i okolni prostfedi — Vv pfipad¢ inhibice syntézy mutaci Dop2
receptoru bylo mozné obnoveni ptivodni funkce zpétnym vlozenim spravného genu pro

expresi Dop2 receptoru (Bang et al., 2011).

Socialni interakce, v€etné sexualnich interakci, také vyrazné souvisi s katecholaminem
dopaminem, a to pfedevS§im v ramci chovani socialniho hmyzu (Verlinden, 2018).
V ramci veelstva a rodu Apis souvisi chovani a fyziologie jednotlivych jedinct se smési
ruznych molekul, ktera ovliviuje dale dilezité hormony a molekuly (véetné dopaminu) a
nazyva se matcin (kralovnin) mandibularni feromon (anglicky ,,queen mandibular
pheromone*; QMP) (Gervan et al., 2005; Verlinden, 2018). Jedna z jeho hlavnich
komponent je kyselina 9-oxo-decenova (9-ODA), pomoci které jsou matkou vabeni
trubci pii pafeni. Nicméné po paifeni je sloZzeni QMP obménéno a je nésledné cileno na
¢ichove receptory délnic — vliv QMP na chovani a fyziologii dé€lnic je stéZejnim aspektem
pro spravné fungovani celého vcelstva (Beggs a Mercer, 2009; Jarriault a Mercer, 2012;
Verlinden, 2018). Konkrétné zasahuje do nékolika pochodti ve véelstvu — reguluje rojeni
vcel, aktivuje u mladych délnic chovéni, pii kterém opecovavaji matku a krmi ji a také
inhibuje vyvoj vajecnikli u vSech délnic, aby nemohlo dojit k soucasné piitomnosti dvou
matek v jednom tulu (Jarriault a Mercer, 2012). Citlivost d€lnic na QMP je zavisla a je
regulovana senzorickymi neurony nachazejicimi se v jejich tykadlech (Beggs a Mercer,
2009), v pripadé vlivu na hladinu dopaminu souvisi s mirou exprese genu pro Dop3
receptor, ktery slouzi jako vazebné misto slozky daného feromonu — HVA (Verlinden,
2018). Nizsi hladina dopaminu zpisobena navazanim HVA na Dop3 receptor vyusti
nasledné ve zpozdéni ontogenetického vyvoje mladych délnic a ke snizeni jejich krmeni,
pficemz odnéti matky z vcelstva vede k opétovnému zvySeni hladiny dopaminu
Vv cerebralnim ganglionu délnic a také Kk aktivaci vyvoje jejich vaje¢nika (Harris a

Woodring, 1995; Vergoz, 2012). QMP pisobi nejen zménu Vv expresi genl pro
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dopaminové receptory v cerebralnim ganglionu vcel, nybrz i v jejich vaje¢nicich (Beggs
et al., 2007). Vergoz et al. (2012) ve své praci poukazuje na souvislost s fertilitou délnic
v zavislosti na Dopl a Dop3 receptorech — pii odnéti matky ze vcelstva a neplisobeni
QMP dochézi v jejich vajecnicich ke zvysené expresi gent pro tvorbu Dopl, a naopak
snizené genové expresi pro Dop3, ktery nejspise tizce souvisi se sterilitou mladych délnic.
V dalSich resersich byla také uvedena spojitost mezi dopaminem a agresivnim chovanim

u rodu Gryllus a Drosophila (Alekseyenko et al., 2013; Rillich a Stevenson, 2014).

Hladinou dopaminu jsou v téle jedince hmyzu regulovany procesy sklerotizace a
melanizace jeho kutikuly (Andersen, 2010). Sklerotizace je d¢&j, pii némz z ptivodné
syntetizované bledé a mékké kutikuly vznika pevna a tvrda pomoci zesitovani (anglicky
»cross-linking*) proteinti kutikuly S naslednou dehydrataci. Podle potieby jedince
probiha sklerotizace na urcitych ¢astech téla ve veétsi mife, na jinych mistech zase v mife
mensi — vysoce sklerotizovanad kutikula vykazuje vysokou pevnost a tvrdost, kdezto
kutikula méné sklerotizovana je ohebngjsi a vice pruzna (Gorman a Arakane, 2010;
Verlinden, 2018). Timto zptisobem dojde u hmyzu k tvorbé exoskeletonu, jenz slouzi
jako stabilni schranka pro uchyceni svalti a organii, ochranuje vnitini mekké ¢asti
organismu a vnitfnosti a brani priniku patogenti a mikroorganismi do téla jedince
(Verlinden, 2018). Nasledna pigmentace exoskeletonu neboli melanizace, chrani hmyz
pfed nebezpecnym slunecnim zafenim, umoznuje mimezi (mimikry), maskovani, atrakci
vici partnerovi, hojeni ran a aktivaci vrozené imunitni odpovédi (Sugumaran a Barek,
2016; Wang et al., 2017). Procesy sklerotizace a melanizace zacinaji tvorbou
L-3,4-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) z AMK L-tyrosinu. Dekarboxyla¢ni reakci
L-DOPA vznika dopamin, ktery podléha N-acetylaci za produkce N-accetyldopaminu
(NADA) a N-B-alanyldopaminu (NBAD) — pii zapoceti sklerotizace jsou po jejich
transportu z epidermalnich bunék do kutikularni matrix oxidovany na pftislusné
ortho-chinony a jejich derivaty. Ty poté reaguji s proteiny kutikuly a zpisobuji jejich
zesitovani (Andersen, 2010). Enzymy zapojené do téchto dvou dé&ji jsou predevSim
L-tyrosin, L-dopa:kyslik oxidoreduktasa (fenoloxidasa 3, PO3, EC 1.14.18.1) a L-tyrosin,
tetrahydropteridin:kyslik oxidoreduktasa (3-hydroxylujici) (tyrosin 3-monooxygenasa,
TH, EC 1.14.16.2) — od jejich aktivity se odviji i mira tvrdosti a pigmentace kutikuly
(Verlinden, 2018). Vzhledem k nepostradatelnosti dopaminu v procesu sklerotizace a

melanizace zavisi tvrdost a pigmentace kutikuly i na vystaveni QMP V piipadé¢ vceli kasty
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délnic, jelikoz byla popsana diference mezi uhlovodikovymi profily kutikul odlisnych

vyvojovych stadii délnic (Fan et al., 2010; Jarriault a Mercer, 2012).

4.2.3 OKTOPAMIN

Vedle dopaminu je tato molekula také velmi hojné zastoupena v nervové soustave
Clenovcl —tedy i hmyzu—kdy u téchto prvoustych (Protostomia) zastupuje spolu
s p-tyraminem funkci katecholamint epinefrinu a norepinefrinu nachazejicich se u
vys$ich druhoustych (Deuterostomia) organisma (Blenau a Baumann, 2001; Verlinden et
al., 2010). Toto tvrzeni je zaroven podpofeno skutecnosti, ze se uvedené latky pouze
minoritné li§i svou strukturou od oktopaminu (Blenau a Baumann, 2001; Obr. 8).
Oktopamin tedy hraje zasadni roli nejen v signalni transdukci, ale také pti stresové reakci
jedince na vnitini a vnéj$i podnéty (Mentel et al., 2003; Evans a Maqueira, 2005;
Verlinden et al., 2010). Tato molekula je syntetizovana specifickym klastrem DUM
(dorsal unpaired median) neurond, jez zaroven hraji zdsadni roli pfi jeho sekreci
(Verlinden et al., 2010). Oktopamin ma Vv té€le hmyzu vliv na témé&f vSechny smyslové
organy a také na organy souvisejici s distribuci energie — tukové téleso a komplex tkani
corpora cardiaca a corpora allata — pti¢emz aktivuje adipokineticky hormon hmyzu ¢i
s nim synergicky ptsobi na tyto dvé hmyzi tkan¢ (Roeder, 2005). Poprvé byl oktopamin
izolovan z t&la chobotnice (Octopoda), konkrétné z jejich slinnych Zlaz, jiz v roce 1948,

z toho divodu dostal sviij nazev (Erspamer, 1948).

OH

NH
HO 2

Obrazek 8: Strukturni vzorec oktopaminu; vytvoieno v programu ChemSketch.

4.2.3.1 Oktopaminové receptory

Tyto receptory spadajici také do rodiny RLRs, kterd je soucasti GPCRs, byly ptesné
popsany a klasifikovany v praci Evanse a Maqueiry (2005) se zaméfenim na druh
Drosophila melanogaster. Pfislusné oktopaminové receptory byly rozdéleny do tii
skupin, které byly pozdé¢ji preklasifikovany na ¢tyfi skupiny: rodina a-receptora
podobnych adrenergnim (OctaR), B-receptorti podobnych adrenergnim (OctBR) a rodina
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receptort specifickych pro oktopamin a tyramin, ¢i €isté pro tyramin (TyrR) — prave tato
posledni rodina receptorit byla pozdéji rozdélena na TyrRI a TyrRIl podrodiny kvili
presnéjSimu rozliSeni jejich interakce s oktopaminem a tyraminem (Verlinden et al.,
2010).

OctaR jsou svou sekvenci AMKs vysoce podobné a-adrenergnim receptorim
obratlovcl a vyznacuji se vyssi afinitou k oktopaminu na rozdil od tyraminu. Navazani
oktopaminu na tento receptor zpusobuje u jedince hmyzu aktivaci sekundarnich poslu,
konkrétng zna¢né navyseni hladiny Ca?* ionti uvnitf bun&k za soucasného nepatrného
zvySeni intraceluldrniho cAMP — pozd¢€jsi znacné zvyseni cAMP je interpretovano jako
sekundarni jev zavisly az na uvolnéni masivniho mnozstvi Ca?* iontt (Grohmann et al.,

2003; Balfanz et al., 2005).

Podobnostmi s B-adrenergnimi receptory obratlovet se vyznacuji OctfR, jez po
konjugaci s oktopaminem aktivuji specificky uvolnéni cAMP do vnitrobunééného
prostoru (Verlinden et al., 2010). Na zakladé¢ farmakologického profilu receptort
zkoumaného syntetickymi analogy oktopaminu (agonisté a antagonisté) byla u zastupct
hmyzu rodina OctBR pozd¢ji rozdélena do dalSich podrodin receptoriti v zavislosti na
testovanych jedincich — u rodu Drosophila byla rodina OctfR rozdélena do dalsich tii
podrodin, u rodu Apis dokonce do ¢étyt (Maqueira et al., 2005; Hauser et al., 2006;
Verlinden et al., 2010).

Skupina TyrRI vykazuje uréitou similaritu s ap-adrenergnim receptorem obratlovcd,
pricemz tato skupina receptorii je v téle hmyzu specifickd predev§im pro tyramin,
nicméné také v mensi mife pro oktopamin (Verlinden et al., 2010). Aktivované receptory
dané skupiny mohou signalizovat dv€ rizné drahy: ve vétSin€ piipadi dochéazi k navazani
preferovaného tyraminu na receptor, coz zpusobuje sniZzeni hladiny cAMP uvnitf buiiky
(Rotte et al., 2009), v ojedin€lych situacich je na receptor navazan oktopamin, ktery je
schopen aktivovat uvolnéni Ca?" iontfl do intracelularniho prostoru buiiky stejnou nebo
dokonce i vét§i mérou nez tyramin navazany na TyrRI (Reale et al., 1997). Priorita
molekuly navazujici se na receptor je pravdépodobné urCena upfednostnénim urcité
signalni drahy v konkrétnim okamziku v zavislosti na energetickych pozadavcich bunky

(Verlinden et al., 2010).

V roce 2005 byl pti vyzkumu rodu Drosophila objeven dalsi z oktopaminovych

receptoru patiici do rodiny RLRs, jenz je specificky striktn€ pro tyramin (Cazzamali et
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al., 2005). Pozd¢ji pojmenované TyrRII, tyto receptory po navazani prislusného agonisty
stimuluji uvoliiovani Ca®* ionti do intracelularniho prostoru (Huang et al., 2009). V
pozdéjsich studiich byly skupina TyrRII charakterizovana i u dalSich hmyzich rodu (rody
Bombyx, Aedes, Acyrthosiphon, Anopheles, Culex, Tribolium, Pediculus a Apis), coz dalo
popud K piepracovani klasifikace oktopaminovych receptort a ke vzniku nové podrodiny
(Verlinden et al., 2010).

Ptirodni a syntetiCti agonisté a antagonisté oktopaminovych receptort mohou slouzit
k farmakologické specifikaci receptorti a se svym uc¢inkem mohou byt vyuziti v praxi
naptiklad jako pesticidy (Verlinden et al., 2010). Hlavni skupinou téchto latek jsou
esencialni oleje. Samotné esencidlni oleje a jejich komponenty, kterymi jsou naptiklad
eugenol, cinnamylalkohol ¢i trans-anethol, totiz v téle hmyzu prokazatelné ovliviuji
prostfednictvim oktopaminovych receptort hladinu Ca?" iontti a AC, tim padem i hladinu
CAMP (Khan et al., 2003; Enan, 2005). Dalsimi molekulami pouzivanymi v minulosti

jako insekticidy jsou také formamidiny (Downer et al., 1985).

4.2.3.2 Funkce oktopaminu v téle hmyzu

Oktopamin uvolfiovany z DUM neurond se ve vysSich koncentracich mize vyskytovat
vV ramci nervové soustavy hmyzu i mimo ni (Verlinden et al., 2010). Ve hmyzim téle
ovliviiuje zna¢né mnozstvi biochemickych pochodi spojenych s energetickym
metabolismem (vliv oktopaminu na tukové téleso a na uvoliovani adipokinetického
hormonu) a reakcemi na stresové podminky z interniho i externiho prostiedi jedince

(Roeder, 2005).

Oktopamin hraje vyznamnou roli pfi imunitni reakci bezobratlych, kdy dochazi k jeho
zvysenému uvolnovani do hemolymfy v zavislosti na aktivaci imunitniho systému jedince
(Adamo, 2010). Toto se muze zdat kontraproduktivni vzhledem ke skutecnosti, ze
oktopamin ma na télo hmyzu imunosupresivni U¢inek. Ov§em uvolnénim oktopaminu a
dalsich hormonti stresové faze dochazi k inhibici nepfiméfené reakce imunitniho
systému, ktera by mohla vyustit v poskozeni jednotlivych tkani organismu (Verlinden et
al., 2010). Hladinou hormont stresové faze (oktopamin nevyjimaje) je také kontrolovana
mira vynalozené energie pro imunitni reakci daného organismu —lze tedy tvrdit, ze
pomoci oktopaminu a dalS§ich hormont je urcitym zpisobem kontrolovana a
optimalizovédna mira imunitni reakce jedince (Adamo, 2010). Obdobna reakce byla

ovSem pozorovana i pii stresovych situacich nevyvolanych patogennim organismem — pii
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vystaveni jedinci rodu Locusta, Apis, Drosophila, Periplaneta a Tribolium
mechanickému stresu, zvySené teplote, hladovéni ¢i ur¢itym chemickym slouc¢enindm byl
obdobn¢ pozorovan narGst hladiny oktopaminu a dalSich stresovych hormonii v
jejich hemolymfé (Hirashima et al., 1992; Gruntenko et al., 2004; Armstrong et al., 2006;
Chen et al., 2008; Verlinden et al., 2010).

Oktopamin disponuje schopnosti interakce s jednotlivymi neurony zodpovédnymi za
pienos nervového vzruchu ze sluchovych receptorti, mechanoreceptorti, fotoreceptorti a
chemoreceptor na elektrické signdly, které jsou vyhodnocovany cerebralnim
ganglionem (Field et al., 2008). Oktopamin je schopen modifikovat citlivost uvedenych
receptorti a ovliviiovat tak napiiklad prah citlivosti jedince k jednotlivym slozkam
potravy V zavislosti na jeji vyzivnosti a adaptaci na tuto potravu, miru jeho reakce na
vizualni vjemy (pfedev§im u druhu Apis mellifera) a také posileni jeho apetitivniho
chovani v souvislosti s ¢ichovymi a vizualnimi vjemy konzumované potravy (Scheiner et
al., 2002; Unoki et al., 2006; Stern, 2009; Gervasi et al., 2010).

DalSimi vyznamnymi procesy, které jsou v hmyzim organismu ovlivnény
oktopaminem, jsou napiiklad aktivace lokomoce a bdélosti, vliv na agresivitu jedince,
kladeni vajiGek a také i spousténi ovulace u samicek (Lee et al., 2003; Chase a Koelle,
2007; Crocker a Sehgal, 2008; Potter a Luo, 2008). Vyznamny ucinek oktopaminu je spjat
také s principem kratkodobého apetitivniho uceni €lenovct (Owald a Waddell, 2015;

Mizunami a Matsumoto, 2017; viz kapitola 4.2.2.2).

4.2.4 HISTAMIN

Histamin je dulezity chemicky posel v nervovém systému obratlovcli a bezobratlych
(Buchner et al., 1993). Je hlavnim BA uvolfovanym piimo z fotosenzitivnich (&i
fotoreceptornich) bunék hmyzu, které se nachazeji v optickém laloku cerebralniho
ganglionu (Néssel, 1999; Blenau a Baumann, 2001). Zde pravdépodobné plisobi na své
ionotropni receptory propoustéjici Cl™ionty (histamine-gated chloride channels; HCLCs),
a takto jsou hyperpolarizovana postsynapticka spojeni specifickych nervovych bunék
nachazejicich se v prvnim optickém komplexu neuropil (lamina), ¢i druhém optickém
komplexu neuropil (medulla) (Hardie, 1987; Hardie, 1989; Sarthy, 1991; Akashi et al.,
2018). Jeho biosyntéza je zalozena na dekarboxylaci histidinu — s touto AMK ma velmi

podobnou strukturu (Obr. 9). Mimo nervovou soustavu se nachazi ve znacném mnozstvi
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napiiklad v jedu nékterych druhi hmyzu — Apis, Vespula, Bombyx, Solenopsis a dalsi
(Britannica, 2022; Ramirez-Cruz et al., 2022).

NH,
I

"\ H

Obrazek 9: Strukturni vzorec histaminu; vytvoteno v programu ChemSketch.

4.2.4.1 Histaminové receptory

V minulych letech byly identifikovany histaminové receptory pouze u obratlovct, tyto
receptory byly roztiidény do tii rodin (Hi-3). VSechny tyto rodiny spadaji pod GPCRs,
pfiemz Hi spousti nariist hladiny Ca?* iontii uvnitt bun&k, Hz souvisi se zvys$enim a Hs
se snizenim aktivity AC, tim padem maji vliv na regulaci intracelularniho cAMP.
Nicméné u bezobratlych nebyly identifikovany receptory analogické k histaminovym

receptorim obratlovceil (Blenau a Baumann, 2001).

Z toho divodu byla vznesena otazka, zda histaminové receptory bezobratlych spadaji
do rodiny GPCRs (Blenau a Baumann, 2001). V praci Skingsleyho et al. (1995) byl
popsan vliv histaminu, ktery je uvoliiovan z bunék optického laloku, na hladinu CI” iontd
Vv postsynaptickych monopolarnich buiikach, tim padem vznikla teze, ze by mohly byt
Vv téle hmyzu a ostatnich bezobratlych pfitomny histaminové receptory na bazi iontovych

kanalt (Blenau a Baumann, 2001).

Piedeslé tvrzeni bylo potvrzeno v nésledujicich studiich, kdy byly identifikovany u
druhu Drosophila melanogaster geny pro dva rozdilné HCLCs (DmHCLCA a
DmHCLCB) (Gengs et al., 2002; Gisselmann et al., 2002; Zheng et al., 2002). Tyto
kanaly jsou schopny kontrolovat hladinu CI iontd v pfislusnych buiikach prvniho
optického komplexu neuropil (lamina). Akashi et al. (2018) ve svém vyzkumu
identifikoval obdobné iontové kanaly u motyla druhu Papilio xuthus (PxHCLCA,
PXHCLCB). Uvedené iontové kanaly spadaji do velké rodiny receptort, které obsahuji
ve své sktruktufe charakteristickou smycku mezi dvéma C, mezi nimiz se nachdzi
specificka sekvence tfinacti AMKs — takovéto receptory se nazyvaji Cys-loop receptory
(Thompson et al., 2010). Jejich pentamerni struktura mize byt slozena za a [
podjednotek tvoficich homomerni ¢i heteromerni receptory V zdvislosti na druhu

bezobratlého organismu, ze kterého byly geny pro tyto receptory izolovany (Akashi et
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al., 2018). Hmyzi HCLCs jsou ovSem zavislé nejen na histaminu, otevieni téchto
chloridovych kandlti souvisi i s dal$imi transmitery vcetné kyseliny y-aminomaselné
(GABA), kyseliny glutamové (E) a 5-hydroxytryptaminu (5-HT; znamého také pod
nazvem serotonin) (Ranganathan et al., 2000; Akashi et al., 2018).

4.2.4.2 Funkce histaminu v téle hmyzu

postsynaptickych spojeni specifickych nervovych bunék nachézejicich se v prvnim
optickém komplexu neuropil (lamina), ¢i druhém optickém komplexu neuropil (medulla).
Podrazdéni hmyzich fotoreceptor vizualnimi vjemy z okolniho prostiedi nasledovano
touto zménou v polarizaci umoziiuje pienos vzruchu mezi jednotlivymi neurony (Hardie,
1987; Hardie, 1989; Sarthy, 1991; Akashi et al., 2018). Bez pfitomnosti histaminu v
centralni nervové soustavé hmyzu tudiz nemohou jedinci naptiklad reagovat na svételné
podnéty a vnimat rozdily mezi svétlem a tmou (Borycz et al., 2005). Ackoliv neovliviiuje
absence histaminu ve vyvijejicim se a dospélém organismu bezobratlych Zadné Zivotné
dalezité funkce, zplsobuje u jedinci slepost zplsobenou pferusenim vzruchu mezi

nervovymi synapsemi (Burg et al., 1993; Blenau a Baumann, 2001).

Dalsi funkei histaminu v téle hmyzu je aktivace imunoreaktivni odpovédi na externi a
interni stresové podminky (Néssel, 1999). Mimoto je tento BA spojen s transdukei signalu
z hmyzich mechanoreceptort (Melzig et al., 1996). Ve vlaskovych bunkach (sensilla)
rodu Drosophila byl totiz také detekovan histamin, a tudiz je pfimo vazan na
mechanosensoricky systém dospélych jedinct (Buchner et al., 1993). Histamin je tedy
jednim z hlavnich senzorickych neurotransmiterti a interneuronovych transmiterta v téle

hmyzu (Nissel, 1999).
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4.3 Metabolismus BAs v téle hmyzu

V kapitole 4.2 byl popsan vliv vybranych BAs na konkrétni procesy v té€le hmyzu a jejich
uloha v bunécné signalizaci, coZ je uskuteciovdno v ¢asovém rozmezi jejich aktivniho
stavu v organismu. Tato kapitola naopak informuje o vzniku a zaniku, tedy biosyntéze a

degradaci, tii vybranych BAs (dopamin, oktopamin a histamin) u bezobratlych.

4.3.1 DOPAMIN

Na rozdil od prvoku (Protozoa), kteii jsou schopni pomoci Sikimatové drahy pfeménit
sacharidy na aromatické AMKSs (L-fenylalanin, L-tyrosin a L-tryptofan), neni u Zivo¢icht
(Metazoa) de novo syntéza téchto AMKs, a tedy i dulezitych neuroaktivnich molekul
véetné BAs mozna (Herrmann a Weaver, 1999). V zivocisné 1isi tedy zavisi biosyntéza
dopaminu (i jinych BAS) na pfijmu esencialnich AMKs (L-fenylalanin a L-tryptofan) a
aktivit¢ specifickych enzyma schopnych jejich premény na dal$i meziprodukty.
V piipadé¢ dopaminu se jednd o enzym L-fenylalanin, tetrahydropteridin:kyslik
oxidoreduktasa (4-hydroxylujici) (fenylalanin 4-monooxygenasa, FAH, EC 1.14.16.1)
preménujici L-fenylalanin na L-tyrosin a enzym TH, pomoci kterého dochazi k tvorbé
L-DOPA z L-tyrosinu —tyto dvé pfemény jsou pocate¢nimi reakcemi biosyntézy
dopaminu (Kutchko a Siltberg-Liberles, 2013; Obr. 10). Reakce katalyzovana TH je
zaroven hlavnim regulaénim bodem biosyntézy dopaminu. V dal$im kroku
katalyzovaném enzymem aromaticka-L-aminokyselina karboxylyasa (karboxyl $tépici,
tvofici dopamin) (dekarboxylasa aromatickych aminokyselin, AADC, EC 4.1.1.28)
dochazi k tvorbé¢ dopaminu z L-DOPA (Obr. 10). V téle bezobratlych zivocichi se
nachazi také homolog AADC, ktery katalyzuje reakci pfemény L-tyrosinu na tyramin,

jenz je prekurzorem pii biosyntéze oktopaminu (Verlinden, 2018; viz kapitola 4.3.2).
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Obrazek 10: Schéma biosyntézy a degradace dopaminu v téle hmyzu a dalSich bezobratlych
organismti  (TH — tyrosin-3-monooxygenasa; FAH — fenylalanin-4-monooxygenasa;
AADC — dekarboxylasa aromatickych aminokyselin; NBAD — N-B-alanyldopamin; NADA
— N-acetyldopamin; CLP — ,cross-linked product® — zesitovany produkt degradace dopaminu
vedouci ke sklerotizaci kutikuly; DANADB - 2-(3’, 4’-dihydroxyfenyl)-
3-acetylamino-6-(N-acetyl-2 "-aminoethyl)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin — produkt ~ degradace
dopaminu vedouci také ke sklerotizaci kutikuly); upraveno z Andersen, 2010.

Aromatickd aminokyselina L-tryptofan je analogicky pfeménovana na
5-hydroxytryptofan za katalyzy enzymu L-tryptofan, tetrahydropteridin:kyslik
oxidoreduktasa  (5-hydroxylujici)  (tryptofan ~ 5-monooxygenasa, TPH, EC
1.14.16.4) — vznikly produkt je prekurzorem pro molekuly serotoninu a melaninu.
Metabolické drahy FAH, TH a TPH jsou Gzce provdzany. VSechny tyto enzymy obsahuji
ve své struktufe kofaktor tetrahydrobiopterin, ktery ma ovSem pro jednotlivé enzymy
rozdilnou afinitu. Nejvyssi afinitu ma k enzymu FAH, coZ znamend, ze pii nedostatku
kofaktoru bude pfeména L-fenylalaninu na L-tyrosin upfednostiiovana oproti pfeménam

L-tyrosinu na L-DOPA ¢i L-tryptofanu na 5-hydroxytryptofan. I samotna dostupnost
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L-tyrosinu v téle hmyzu je limitovana pfijmem L-fenylalaninu potravou a aktivitou FAH
(Thony et al., 2000; Verlinden, 2018).

Dopamin je BA s relativné kratkodobym ucinkem na postsynaptické bunky. Hlavni
enzym ucastnici se jeho degradace u obratlovcli ovsem v téle bezobratlych pfitomen
neni — jedna se o enzym amin:kyslik oxidoreduktasa (deaminujici) (monoaminoxidasa,
MAO, EC 1.4.3.4) (Kutchko a Siltberg-Liberles, 2013). U hmyzu jsou ale podrobné
popsany procesy melanizace a sklerotizace, kterymi dochazi k degradaci dopaminu jeho
transformaci a zakomponovanim do kutikuly jedince (Andersen, 2010; Verlinden, 2018;
Obr. 10; viz kapitola 4.2.2.2).

4.3.2 OKTOPAMIN

Biosyntéza oktopaminu je zavisla predevsim na AMK L-tyrosinu, tim padem i na
L-fenylalaninu, ze kterého L-tyrosin vznika. Na tuto reakci katalyzovanou FAH navazuje
pfeména L-tyrosinu na tyramin za katalyzy analogem AADC —enzymem L-tyrosin
karboxylyasa (karboxyl S$tépici, tvofici tyramin) (tyrosin dekarboxylasa, TD, EC
4.1.1.25). Nasledné je syntetizovan oktopamin za pfitomnosti enzymu tyramin,
askorbat:kyslik oxidoreduktasa (B-hydroxylujici) (tyramin B-hydroxylasa, TBH, EC
1.14.17.-) (Monastirioti et al., 1996; Cole et al., 2005; Verlinden et al., 2010; Obr. 11).
Dilezitym regulacnim uzlem v biosyntéze oktopaminu je pfeména L-tyrosinu na tyramin.
Pokud je snizena €1 inhibovana aktivita TD, dochazi k vyznamnému sniZeni aZ vymizeni
obou neurotransmitert (tyraminu a oktopaminu) — jedinci s velmi nizkou hladinou téchto
molekul poté vykazuji sniZzenou pohyblivost a ispéSnost pii pareni (vliv oktopaminu na
kladeni vajicek u samiéek — viz kapitola 4.2.3.2) (Monastirioti et al., 1996; Cole et al.,
2005; Verlinden et al., 2010).
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Obrazek 11: Schéma biosyntézy a degradace oktopaminu v téle hmyzu a dalSich bezobratlych
organismii  (TD —tyrosin  dekarboxylasa; =~ FAH — fenylalanin-4-monooxygenasa;
TBH — tyramin B-hydroxylasa; AANAT — arylalkylamin N-acetyltransferasa); upraveno
z Verlinden et al., 2010.

Degradace ¢i inaktivace oktopaminu souvisi s jeho N-methylaci, y-glutamylaci a
spojenim s B-alaninem nebo sulfatem (Blenau, 2005). Jako hlavni enzym Ucastnici se
tohoto procesu lze oznaCit enzym acetyl-CoA:2-arylethylamin N-acetyltransferasa
(arylalkylamin N-acetyltransferasa, AANAT, EC 2.3.1.87), pfiCemz jsou tvofeny
metabolity oktopaminu jako je synefrin a N-acetyloktopamin, které je schopno télo
hmyzu vyloucit (Verlinden et al., 2010; Obr. 11).

Z obrazkl (Obr. 10 a 11) je zfejma provazanost metabolismu dopaminu a oktopaminu.
V zéavislosti na externich a internich stresorech jedince mize byt jednotliva metabolicka
drédha upfednostiovana, je také moZnad existence alternativni dradhy biosyntézy
oktopaminu zavisla na degradaci dopaminu, jehoz biosyntéza probiha v oblasti
cerebralniho ganglionu hmyzu ve vét$i miie (Verlinden et al., 2010). Pro lepsi pochopeni

je provéazanost téchto dvou BAs vyobrazena na nazorném schématu (Obr. 12).
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Obrazek 12: Souhrnné schéma biosyntézy a degradace dopaminu a oktopaminu v téle hmyzu a
dal§ich bezobratlych organismu (TD — tyrosin dekarboxylasa; TH — tyrosin-3-monooxygenasa;
FAH — fenylalanin-4-monooxygenasa; TBH — tyramin -hydroxylasa; AANAT — arylalkylamin

N-acetyltransferasa; AADC — dekarboxylasa aromatickych aminokyselin;
NBAD — N-B-alanyldopamin; CLP — ,cross-linked product® — zesitovany produkt degradace
dopaminu vedouci ke sklerotizaci kutikuly; NADA — N-acetyldopamin;

DANADB - 2-(3", 4’-dihydroxyfenyl)-3-acetylamino-6-(N-acetyl-2"-aminoethyl)-2,3-dihydro-
1,4-benzodioxin — produkt degradace dopaminu vedouci také ke sklerotizaci kutikuly); upraveno
z Andersen, 2010 a Verlinden et al., 2010.

4.3.3 HISTAMIN

Biosyntéza histaminu je zaloZena pouze na jednokrokové reakci premény AMK histidinu
na aktivni BA (Blenau a Baumann, 2001). Dekarboxyla¢ni reakce je katalyzovana
enzymem L-histidin karboxylyasa (karboxyl $tépici, tvofici histamin) (histidin
dekarboxylasa, HD, EC 4.1.1.22) (Burg et al., 1993; Obr. 13). V téle hmyzu nema funkci
hlavniho mediatoru alergické a zanétlivé reakce jako je tomu u obratlovcil, nybrz po svém
uvolnéni z fotosenzitivnich bunék jedince nachazejicich se v optickém laloku

cerebralniho ganglionu reguluje ptenos signalu ze svételnych a mechanickych podnétt

(Buchner et al., 1993; Melzig et al., 1996; Akashi et al., 2018).
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Obrazek 13: Schéma biosyntézy a degradace histaminu v téle hmyzu a dalSich bezobratlych
organismu (HD - histidin dekarboxylasa; DAO — diamin oxidasa;
ALDH - aldehyddehydrogenasa); upraveno podle Comas-Basté et al., 2020.

NH,

Hlavnim inaktivaénim a degradacnim enzymem histaminu uvnitf organismu
bezobratlych je enzym zastavajici podobnou funkci jako lidskd histamin:kyslik
oxidoreduktasa (deaminujici) (diamin oxidasa, DAO, EC 1.4.3.22), jez reguluje
transformaci histaminu na imidazol acetaldehyd, ktery muze byt nasledné oxidovan
enzymem aldehyd:NAD™ oxidoreduktasa (aldehyddehydrogenasa, ALDH, EC 1.2.1.3) na
imidazoloctovou kyselinu, ktera je vyloucena ztéla pomoci Malpighickych trubic
(Comas-Basté et al., 2020; Obr. 13).
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4.4 Vyvoj a pohled na metody stanoveni BAs

V minulosti bylo pfistupovano k stanovovani BAs riznymi zpusoby, pii kterych bylo
vyuzivano rozlicného mnozstvi laboratornich metod a technik. V nasledujici kapitole jsou
shrnuty hlavni a osvédéené pristupy stanovovani BAs od samotného zpracovani vzorku

az po jejich detekcei a kvantifikaci.

4.4.1 EXTRAKCE Z BIOLOGICKEHO VZORKU

Extrakce je provadéna za ucelem pienosu co nejvyssiho procentudlniho obsahu
zkoumaného analytu z biologického materialu do vhodného extrakéniho cinidla.
V piipadé€ izolace BAs z riiznych tkani druhu Apis mellifera se jedna o extrakci z pevné
latky (biologického materialu) do kapaliny (extrakéniho €inidla). Pravé vhodna volba
extrakéniho Cinidla pfi homogenizaci biologického materialu je klicova pro vysokou
vytéznost celého extrakéniho postupu a v prubéhu let bylo v souvislosti s vyvojem
separacnich a kvantifikacnich technik popsano znacné mnozstvi extrakcnich ¢inidel pro

izolaci BAs z riznych tkani hmyzu — tato kapitola popisuje vycet téch nejpouzivanéjsich.

Izolace BAs vyuzivajici silnych kyselin — pfedevs§im kyselinu chlorovodikovou (HCI)
a kyselinu chloristou (HCIOs) —rozpusténych ve vodé v ruznych molarnich
koncentracich (nejpouzivangjsi koncentrace 0,1 mol.dm™ a 0,2 mol.dm?) je provadéna
hlavné v experimentech stanovovani BAs v biologickém materidlu s vyuzitim
elektrochemické detekce (ECD). Volba silnych kyselin zajistuje protonaci BAs, coz
zpusobi jejich snadnéjsi rozpustnost v prostiedi polarniho rozpoustédla (Carter et al.,
1982). Dale kyselé prostiedi umozni spolehlivou precipitaci proteintt v biologickém
vzorku, pfi¢emz navazujici postup zahrnujici kapalinovou ¢i plynovou chromatografii
(LC a GC) s naslednou ECD poskytuje uspokojivou separaci BAs od balastnich latek a
jejich kvantifikaci (Evans et al., 1985; Watson et al., 1993; Harano et al., 2008; Cook et
al., 2017; Bedia Erim, 2013; Hewlett et al., 2018).

Dalsimi extrakénimi ¢inidly hmyzich BAs, které jsou pouzivany v kombinaci
s moderngj$i instrumentaci pro jejich kvantifikaci, jsou alkoholy (methanol (MeOH),
ethanol (EtOH) a isopropanol (IsoP)), dale kyselina mravenci (anglicky ,,formic acid*,
neboli FA) v nizké objemové procentualni koncentraci (V/v) rozpusténa ve vode a také
acetonitril (AcN). Kombinovani jednotlivych extrakénich ¢inidel a jejich v/v je mozno
adaptovat v zavislosti na vlastnostech extrahovanych molekul (Molognoni et al., 2018).

Ve velkém mnoZzstvi publikaci figuruje jako hlavni zastupce alkoholovych extrakénich
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¢inidel MeOH, nejspiSe kvili jeho nejnizSimu bodu varu z uvedenych tti alkoholii a také
proto, ze se jednotlivé alkoholy mohou lisit svou extrak¢éni uc¢innosti (Bedia Erim, 2013;
Pawar et al., 2014; Wade, 2023). Pii extrakci v alkoholech je velmi vhodné pracovat ve
vysoké objemové procentualni koncentraci alkoholu s ptidavkem kyseliny (obvykle
pouzita v/v kyseliny pohybujici se do 1 %), jez zptuisobuje posun pH smési do kyselé
oblasti, coz ma kladny vliv na precipitaci proteinti a rozpustnost BAs v polarnim prostredi
(Carter et al., 1982). Mimoto bylo zjisténo, Ze posun pH vzorku BAs do kyselé oblasti
kladné ovliviuje stabilizaci dopaminu, jenZ ma tendenci v neutralnim a zasaditém pH
podléhat autooxidaci (Umek et al., 2018). Proto jsou ve vétSiné experimenti zahrnujici
extrakci v MeOH pouzity zaroven kyseliny v nizké objemové procentudlni
koncentraci — zejména kyselina trifluoroctova (TFA) a FA (Barnes et al., 2009; Zhang et
al., 2020). Na podobném principu je zalozena i extrakce ve vodé s ptidavkem FA. Pii
volbé AcN pro extrakci a nasledné i pro smés tvofici mobilni fazi chromatografické
separace je piihlizeno na jeho chemické vlastnosti odliSujici se od MeOH.
separaci BAs jsou dipdlovy moment, kyselost a bazicita. AcN disponuje vySSim
dipolovym momentem a vykazuje spiSe kysely charakter, kdezto MeOH ma nizsi
dipolovy moment a figuruje jako prijemce vodikové vazby —ma bazicky charakter
(Taylor, 2014). AcN je také volen pro svou niz§i hodnotu ,,cut-off™, nizsi viskozitu ve
smési s vodou a vyssi bod varu ve srovnani s MeOH (Taylor, 2014). Stejné jako MeOH
je pouZzivan pfii stanoveni analytii riizného charakteru (Garcia-Valcarcel a Tadeo, 2009;

Pizzutti et al., 2009; Tanner a Czerwenka, 2011; Du et al., 2022).

4.4.2 DERIVATIZACE VZORKU

S vyvojem LC-MS vznikla v pribéhu nedavnych let velmi pfesna a spolehliva metoda
stanoveni BAs. LC-MS metodou je mozno separovat Sirokou skalu analytti izolovanych
z biologickych materidlli, nicméné& znacnou komplikaci pfi samotné detekci je velké
mnozstvi polarnich sloucenin, které jsou v biologické matrici obsazeny (Grinias et al.,
2017). Tyto slouceniny se ve vzorku nachazi i po provedeni extrakce, proto je nutno
provést po extrakci nasledné purifikaéni a separa¢ni kroky za uc¢elem piecisténi vzorku
pfed samotnou LC-MS analyzou. Kromé separacnich metod zahrnujici extrakci na
pevnou fazi (anglicky ,,solid phase extraction®, neboli SPE) ¢i extrakci kapalinou

(anglicky ,,liquid-liquid extraction®, neboli LLE) (viz kapitola 4.4.3) je mozno BAs
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separovat z komplexniho vzorku pomoci derivatizace, pii které dochazi ke zna¢nému

zvyseni selektivity a citlivosti metody (Ozdestan a Uren, 2009; Grinias et al., 2017).

Existuje nckolik derivatizacnich ¢inidel, mezi nejvice pouzivand je ftazen
benzoylchlorid  (BzCl), o-ftalaldehyd (OPA), dansylchlorid, formaldehyd,
ethylchloroformat a anhydrid kyseliny propionové (Ozdestan a Uren, 2009; Grinias et al.,
2017; Zestos a Kennedy, 2017). Po navazani nepolarni skupiny derivatiza¢niho ¢inidla
na strukturu BAs dochazi ptfi chromatografické separaci v reverzni fazi (anglicky
,reversed-phase liquid chromatography*, neboli RP-LC) k vyraznému zvyseni retence
vzniklé slouceniny v chromatografické¢ kolon¢. Tento fakt je Zzadouci, jelikoz dojde
k separaci derivatizovanych vzorki od zna¢ného poétu vysoce polarnich slou¢enin, které
jsou eluovany spolu se solemi zplisobujicimi matricové interference snizujici efektivitu
ionizace hmotnostniho spektrometru (Grinias et al., 2017). Pifi derivatizaci dochazi
navazanim derivatiza¢niho ¢inidla také ke zméné molekulové hmotnosti, a tedy 1 k zméné
hodnoty m/z jednotlivych BAs, kterd je oproti pivodni hodnoté vyssi. V hmotnostnim
spektru 1ze nasledné pozorovat fragment zpiisobeny odstépenim derivatiza¢niho ¢inidla
od BA v hmotnostnim spektrometru — tento fragment ma typickou hodnotu m/z
Vv zavislosti na pouzitém derivatiza¢nim ¢inidle (Grinias et al., 2017). Ozdestan a Uren
(2009) ve své praci popsali srovnani derivatizacnich ¢inidel BzCl, OPA a dansylchloridu,
pfi¢emz z téchto tii Cinidel uvedli jako nejvhodnéjsi BzCl z divodu jeho relativné
kratkého elu¢niho cCasu, stability, snadné dostupnosti a ekonomického pohledu. BzCl
interaguje s vétSinou piirozené se vyskytujicich primarnich i sekundarnich BAs a
fenolickymi latkami za tvorby svételné stabilnich derivati (Karovicova a Kohajdova,

2005; Ozdestan a Uren, 2009; Obr. 14).
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Obrazek 14: Obecné reakéni schéma derivatizace primarnich amind, sekundarnich amint a
fenolickych sloucenin za t¢asti BzCl. Vytvofeno v programu ChemSketch.

Hodnota m/z typicka pro fragment BzCl je 105,0335—pomoci této hodnoty lze
v hmotnostnim spektru identifikovat derivatizované analyty (Grinias et al., 2017
PubChem, 2023b; Obr. 15). Dopamin a oktopamin obsahuji ve své struktufe kromé
primarnich aminovych skupin 1 volné hydroxylové skupiny v konjugaci s
Sesti¢lennym aromatickym cyklem, nicméné nejvice preferovana je benzoylacni reakce
pravé s primarni aminovou skupinou. Histamin obsahuje sekundarni aminovou skupinu,
ta je ale soucasti peticlenného konjugovaného aromatického cyklu, tudiz na ni navazani

BzCl pravdépodobné nebude také preferovano (Grinias et al., 2017).
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Obrazek 15: Hmotnostni spektrum fragmentu benzoylchloridu (BzCl) s vyobrazenou nejvice
zastoupenou hmotou (hodnota m/z = 105,0335); upraveno z platformy enviPat Web (Loos et al.,
2015; URL webu: https://www.envipat.eawag.ch/index.php).

Pti reakci dopaminu s BzCl bude pravdépodobné dochézet v pozitivhim mddu méteni
hmotnostniho spektrometru k posunu m/z hodnoty z ptivodniho prekurzorového iontu
154,0863, respektive z jeho hlavniho fragmentu 137,08355 na hodnotu 466,1649 (adukt
sH™), ¢i 483,1676 (adukt s vodou), coz je zietelné pozorovat ze strukturniho vzorce
dopaminu pied a po benzoylacni reakci (enviPat Web — Loos et al., 2015; PubChem,
2023a; Obr. 16).

0

HO NH,
0O NH

o]
HO 0 ©
Dopamin Bz-Dopamin

Obrazek 16: Srovnani strukturniho vzorce dopaminu (vlevo) a benzoylovaného dopaminu
(Bz-Dopamin; vpravo); vytvoieno v programu ChemSketch.

Za stejnych podminek bude po derivatiza¢ni reakci oktopaminu s BzCl patrna zména

hodnoty m/z, ktera vzroste z ptivodni hodnoty typu prekurzorového iontu 136,0757, od
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kterého byla odstépena voda, na hodnotu m/z 362,1387 (adukt s H"), ¢i 344,1281 (adukt,
od kterého byla také odstépena molekula vody), jak je patrné ze strukturnich vzorct
oktopaminu a jeho analogu po derivatiza¢ni reakci s BzCl (enviPat Web — Loos et al.,
2015; PubChem, 2023c; Obr. 17).

OH OH

HN
NH, O

HO o

Oktopamin Bz-Oktopamin

Obrazek 17: Srovnani strukturniho vzorce oktopaminu (vlevo) a benzoylovaného oktopaminu
(Bz-Oktopamin; vpravo); vytvoteno v programu ChemSketch.

Po derivatiza¢ni reakci histaminu s BzCl bude dochazet pfi nastaveni hmotnostniho
spektrometru na pozitivni méd méfeni k navySeni hodnoty m/z prekurzorového iontu
112,0869 na 216,1131 (adukt s H¥). Ze strukturnich vzorct histaminu a jeho
derivatizovaného aduktu lze odvodit zménu v hodnoté m/z (enviPat Web — Loos et al.,

2015; PubChem, 2023d; Obr. 18).

@)
NH,
e NH
N NN
\
\/NH Histamin II\NH Bz-Histamin

Obrazek 18: Srovnani strukturniho vzorce histaminu (vlevo) a benzoylovaného histaminu
(Bz-Histamin; vpravo); vytvoteno v programu ChemSketch.

Malec (2018) ve své praci uvadi hodnoty m/z pro jednotlivé BAs, které koresponduji
s vySe uvedenymi zjiSténymi hodnotami, pficemz pro kazdy analyt bude v experimentalni

¢asti vybran z hmotnostniho spektra odpovidajici iont s nejvyssi intenzitou hodnoty m/z.

Reakce vzorku s BzCl (neboli benzoylacni reakce) je fazena do
Schotten-Baumannovych reakci pouzivanych pro esterifikaci a amidaci acylchloridu, jez

je rychla, mize byt praktikovana pii laboratorni teploté a takto vzniklé produkty jsou
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pravé pii laboratorni teploté stabilni az tyden, pfi zamrazeni na -80 °C mohou byt
benzoylované vzorky stabilni po dobu az Sesti mésicti (Baumann, 1886; Song et al., 2012;
Wong et al., 2016; Grinias et al., 2017). Samotny postup derivatiza¢ni reakce s BzCl ma
nekolik krokl. Nejprve je nutny posun pH smési vzorku do bazické oblasti, jelikoz
benzoylaéni reakce vyzaduje pH reakce nejméné 9 (Grinias et al., 2017). Wong et al.
(2016) ve své studii uvadi, ze v soucasnosti nejvice pouzivanym a zaroven velmi Setrnym
¢inidlem pro navyseni hodnoty pH vzorki riznych analyti je uhli¢itan sodny (Na2COs),
samotny autor ve svém experimentu pouzil Na,COs 0 koncentraci 0,1 mol.dm=. Dal3im
krokem je piidani roztoku BzCl v AcN (vétSinou pouzivana v/v 2% BzCl v AcN), které
iniciuje derivatizacni reakci — ta je poté ukoncena ptfidanim smési internich standarda
(IS*) rozpusténych v AcN (20% v/v) a kyseliné sirové (1 % w/w). Ke vzorku je také
mozno pifidat uréity objem vody za Gcelem snizeni obsahu organickych sloucenin ve
vzorku, coz ma velky vliv na celou analyzu (Wong et al., 2016; Grinias et al., 2017). Cely
derivatizacni postup je velmi jednoduchy a ¢asové nenaro¢ny, nicméné pro jeho lepsi

pochopeni je uveden na schématu (Obr. 19).

Na,C0, B2C1 H.S0,
—_— (]
|
Sada vzorka + IS* Vizorek +1S8* Vizorek +1S* + Na,CO, Vzorek +1S*+ Na,CO, Vzorek +1S* + Na,CO,
« BzC1 « BzCl+ H,SO,

Obrazek 19: Zjednodusené schéma pracovniho postupu derivatizace analyzovaného vzorku
pomoci BzCl (IS* —smés internich standardii rozpusténych v 0,1% FA; Na.COz — uhlic¢itan
sodny; BzCl — benzoylchlorid; H,SO4 — kyselina sirové); upraveno podle Grinias et al., 2017.

4.4.3 SEPARACNI METODY

Siroce vyuzivanou technikou pro separaci molekul je LLE zaloZen4 na pouziti dvou
nemisitelnych kapalin — obvykle na bazi vodného a organického charakteru. Pro separaci
riznych analytli je mozné tyto dvé kapaliny adaptovat a ménit za i¢elem co nejvyssiho
vytézku separace. Pii samotné separaci dochazi k ptenosu analytu zjeho zasobniho
roztoku do vhodné zvoleného rozpoustédla nemisitelného se zasobnim roztokem pomoci
dikladného promichani a opé&tovného rozdéleni dvou nemisitelnych kapalnych fazi
(Aurora Biomed Inc., 2022). Volba rozpoustédla je zavisla na jeho schopnosti extrakce
analytu ze zasobniho roztoku, dale je dulezité, aby rozpoustédlo nepodlé¢halo korozi a
mélo uspokojivou navratnost pro dany analyt. Zaroven musi byt zachovano povrchové

nap¢ti mezi kapalinami, kdyby totiZ bylo povrchové napéti pfili§ nizké, nedochazelo by
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k opétovnému tplnému rozdéleni dvou kapalnych fazi a separace by byla nedostatecné
uspésna — dochazelo by ke znaénym ztratdm analytu (Aurora Biomed Inc., 2022). Tento
typ separacni metody lze provadét klasickym zplisobem vytiepavani dvou kapalin
V uzaviené nadob¢, dale v malém métitku (mikroseparace) s vyuzitim dal§iho piistroje
(centrifuga) za ucelem zvySeni pfesnosti celého procesu a také ve velkém méfitku za

vyuziti automatizovanych extrakénich ptistrojii (Aurora Biomed Inc., 2022).

SPE je pii srovnani S LLE odliSnd zpiisobem separace analytu z jeho zasobniho
roztoku. Analyt je v pribéhu SPE separovan od smési ostatnich molekul interakci kapalné
mobilni faze (MF) nesouci analyt se stacionarni fazi (SF) v pevném skupenstvi. SPE je
rozdélena na tii zakladni typy podle principu separace — SPE v normalni fazi (pro polarni
molekuly), v reverzni fazi (pro nepolarni molekuly) a iontové vyménna (pro nabité
molekuly). Volba MF a odpovidajici SF souvisi s vlastnostmi analytu, ktery je separovan
a stanovovan — nejprve musi byt analyt v pevném skupenstvi rozpustén v MF, ktera je
nanesena na SF a pusobeni pozitivniho, ¢i negativniho tlaku zajistuje jejich interakci.
V zavislosti na chemickych, nebo elektrostatickych interakcich jednotlivych molekul ze
vzorku se SF dochazi k jejich neprostoupeni, ¢i zpomaleni a eluci v ¢ase odpovidajicimu
jejich afinit¢ k SF. Na zdkladé eluce analytu v konkrétnim cCase ho lze izolovat od
ostatnich komponent vzorku a samostatné ho detekovat a kvantifikovat (Aurora Biomed
Inc., 2022). Existuje mnoho SPE naplni (anglicky ,cartridges”, SPEc), které jsou
pouzivany v laboratotich za icelem rychlé jednokrokové separace. SPEc jsou déleny do
skupin klasickych SPEc, SPEC s navazanym C8, ¢i C18 silikagelem, SPE disky a SPE
vV mikroextrakénim provedeni — stejné jako LLE je moZno kombinovat SPE naptiklad s
centrifugou (Hawach Scientific, 2021). Izolace nékterych molekul vyZaduje komplexnost
separacniho postupu a provedeni n€kolika opakovani SPE, tudiz tato separace mize byt
casov€ narocnd, nicmeéné SPE oproti LLE poskytuje vyhody, jakymi jsou odstranéni
tvorby pifipadné emulze smichanim dvou kapalin a kvantitativni ndvratnost separace
(Aurora Biomed Inc., 2022). SPE i LLE ovsem mohou byt vhodnymi prepurifika¢nimi
kroky pfed samotnou analyzou komplexnich vzorkt (naptiklad vzorky riznych potravin)
pomoci vysokouéinné kapalinové chromatografie (anglicky ,,high-performance liquid
chromatography*, HPLC) (Hornero-Méndez a Garrido-Fernandez, 1994; Shalaby, 1995;
Moret a Conte, 1996; Vale a Gloria, 1997; Lange et al., 2002).

HPLC separace funguje na principu analogickém s principem SPE — mtze probihat

Vv klasickém uspotfadani, tedy v normalni fazi (HPLC), nasledn¢ Vv reverzni fazi
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(RP-HPLC) a na iontoménic¢ich (IEC) —nicméné se vyznacuje mnohymi vyhodami.
Jednou z hlavnich vyhod je velikost ¢astic SF, kdy pii SPE jsou Castice vétsi az Ctyfikrat
oproti HPLC (az 40 um u SPE oproti 3 az 10 um u HPLC), efektivita separa¢ni schopnosti
SF tudiz vyrazné roste, dalsi dilezitou vyhodou HPLC separace je pocet separacnich
vrstev (teoretickych pater chromatografické kolony). Uvedené vlastnosti oddéleni
jednotlivych molekul pomoci HPLC zpisobuji, Ze ucinnost separace pomoci SPE je
oproti HPLC vyrazné niz§i a pomoci SPE je mozno oddélit pouze molekuly s vysoce
rozdilnymi vlastnostmi, pii pouziti HPLC separace tedy soucasn¢ s u€innosti separace

vyrazng roste i jeji specifita (Hawach Scientific, 2021).

4.4.4 DETEKCNI A KVANTIFIKACNI METODY

Od predstaveni detektoru pracujiciho na elektrochemickém principu Vv roce 1973 prosla
kvantifikaéni metoda ECD zna¢nymi zménami a v kombinaci se separatni metodou
vyuzivajici HPLC doslo postupné k vyvoji velmi citlivé stanovovaci metody BAs
(Kissenger et al., 1973; Westerink, 2000; HPLC-ECD). Samotny detektor byl pivodné
sloZzen ztenkosténnych komor vyplnénych uhlikovou pastou, kterd byla pozdé&ji
nahrazena skelnym uhlikem, pficemz jako prvni byly tyto detektory samostatné
produkovany spole¢nosti BioAnalytical Systems (BASi®) (Westerink, 2000). Tento
detektor nasledné pisobi oxidaci, ¢i redukci analytu a odpovidajici zména proudu je
detekovéna a vyhodnocena — takovy detektor je nazyvan amperometricky. Dal§imi typy
detektorti jsou konduktometricky (métena konduktivita na riznych hladinach frekvence)
a potenciometricky (méfen rozdil elektrickych potencidlii referenéni a méfici elektrody)
(Stradiotto et al., 2003). Specialni aplikace ECD od spoleénosti BASi® spocivala v tak
zvaném ,,redox-modu’, pii kterém dochazelo k oxidaci a vzapéti k redukci analytu. Pfi
zpétné oxidaci BAs je mozno dané molekuly detekovat jeSté s vySSi selektivitou

(Westerink, 2000).

S rozvojem hmotnostni spektrometrie (anglicky ,,mass spectrometry*, neboli MS)
dochazi ke stale ¢astéjsimu vyuzivani kombinace HPLC metody v kombinaci s MS pro
detekci a kvantifikaci BAs (de Jong et al., 2011; Bedia Erim, 2013; Zhang et al., 2020;
HPLC-MS). Oproti HPLC-ECD poskytuje HPLC-MS metoda tadu vyhod, jakymi jsou
zejména zkraceni Casu analyzy, odstranéni interferenci mezi analyty, schopnost vysoké
analytické vykonnosti a Sirokd rozmanitost vzorki, jez mohou byt stanovovany. Mimoto
ma HPLC-MS oproti HPLC-ECD metodé niz$i limit detekce, vySSi specifitu a také

selektivitu pfi detekci a kvantifikaci BAs a jinych metaboliti s obecné nizkou koncentraci
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ve vzorku. U HPLC-MS metody je navic mozno dosahnout jesté niz§iho limitu detekce,
vyssi citlivosti, specifity a pfesnosti vyuzitim hybridni (¢i tandemové) hmotnostni
spektrometrie (MS/MS), jez vyuziva sériové propojeni vice hmotnostnich analyzatoru.
Analyzatory typu kvadrupol (Q), ,.time-of-flight (TOF), iontova past (TRAP) a jiné
mohou nasledné tvofit hybridni analyzatory — trojity Q (QqQ), Q propojeny s TRAP
(Q-TRAP), ¢i s TOF analyzatorem (Q-TOF) a dalsi—timto propojenim vznika
HPLC-MS/MS. ,,On-line* uspoiadani (moznost strojového propojeni HPLC a MS/MS) a
specificka ptiprava vzorku pro HPLC-MS/MS analyzu umoziiuje také reprodukovatelné
a efektivni zachazeni s velkym mnozstvim vzorkt pfi objemnéjSich analyzéch, pficemz
je pti kvantifikaci pouzivano ptidani urcitého mnozstvi IS*, které se od pavodnich
molekul 1i8i v izotopovém zastoupeni prvki — vV hmotnostnim spektru je tedy mozné IS*

rozlisit od stanovovanych analyti (de Jong et al., 2011).

48



5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Material

5.1.1 BIOLOGICKY MATERIAL A CHEMIKALIE

5.1.1.1 Biologicky material

Biologicky material piedstavovaly véely druhu Apis mellifera, konkrétné dé€lnice rizného
stafi, které byly dodany vedoucim prace. V¢ely, diive usmrcené v kapalném dusiku, byly
podrobeny disekci a rozdéleny na hlavovou ¢ast, hrud’ a zadecek. Ze zadeCkové ¢asti byl
nasledné vypreparovan travici trakt véely (TT; sloZzen ze zaludku a stfeva), ktery byl
oddé€len od jedové Zlazy a zihadla. Hlavova ¢ast, TT, jedova zlaza a ptipadné i samotny

jed byly podrobeny analyze.

5.1.1.2 Chemikalie
Acetonitril MS kvality (Fisher Chemical, Thermo Fisher Scientific, USA)

Benzoylchlorid 99% (Sigma-Aldrich®, USA)

Deuterované interni standardy dopaminu (dopamin-D4) a histaminu (histamin-Da)

(Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Velka Britanie, USA)

Isopropanol MS kvality (Fisher Chemical, Thermo Fisher Scientific, USA)

Kyselina chlorista 70% (Sigma-Aldrich®, USA)

Kyselina mravenc¢i 99,5% MS kvality (Fisher Chemical, Thermo Fisher Scientific, USA)
Kyselina sirova 96% (Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika)

Kyselina trifluoroctova 99% (Sigma-Aldrich®, USA)

Methanol MS kvality (Fisher Chemical, Thermo Fisher Scientific, USA)

Mravencan amonny 97% (Sigma-Aldrich®, USA)

Standard dopaminu (dopamin hydrochlorid), oktopaminu (oktopamin hydrochlorid) a
histaminu (histamin dihydrochlorid) (Sigma-Aldrich®, USA)

Uhligitan sodny (Lach-Ner, s.r.o., Ceské republika)

Voda MS kvality (Sigma-Aldrich®, USA)

49



5.1.2 LABORATORNI POMUCKY A PRISTROJE
Analytické vahy (BioTech, USA)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

C18 SPE disky (Thermo Fisher Scientific, USA)

Centrifuga 5424 R (Eppendorf, Némecko)

Digestoi (MERCIL, s.r.o., Ceska republika)

Hmotnostni spektrometr MS/MS compact Q-TOF (Bruker Daltonik, Némecko)
Homogenizator Fast Prep FP120 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Chromatograficka kolona ARION® Polar C18 (pH mezi 1,5a 7; 150 x 2,1 mm; velikost
Castic 2,2 pm; maximalni tlak 650 bar; pritok 300 pl/min) (Chromservis, s.r.o., Ceska

republika)

Chromatograficka kolona RAPTOR C18 (pH mezi 2 a 8; 100 x 2,1 mm,; velikost ¢astic
2,7 um; maximalni tlak 600 bar; prutok 300 ul/min) (Restek, USA)

Mikrozkumavky 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml a $picky na pipetovani (Eppendorf, Némecko)
Program OTOF Control k fizeni hmotnostniho spektrometru (Bruker Daltonik, Némecko)
Rotacni koncentrator, ¢i vakuova odparka Speed Vac (Eppendorf, Némecko)

Sklenéné ,.total-recovery* vialky (TRV) 2 ml (Agilent Technologies, Inc., USA)
Software Compass HyStar (Bruker Daltonik, Némecko)

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

Software TASQ — verze 1.4 (Bruker Daltonik, Némecko)

Ultrazvukova lazen Elmasonic S 50 R (EIma®, Némecko)

Vicka na ,,total-recovery* vialky (Waters™, USA)

Vortex (Cole-Parmer®, Velka Britanie)
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5.2 Metody

Metodicka ¢ast byla z ditvodu vétsi piehlednosti rozdélena na dvé hlavni kapitoly, které
koresponduji s chronologickym postupem prace v laboratofi. Nejprve byla provedena
analyza biologickych vzorkli bez jejich derivatizace (kapitola 5.2.1), nésledné byla
zménéna strategie pracovniho postupu a byla provedena analyza biologickych vzorki

s jejich derivatizaci (kapitola 5.2.2).

5.2.1 POSTUP ANALYZY ZPRACOVANI BIOLOGICKEHO VZORKU BEZ DERIVATIZACE

5.2.1.1 Priprava kalibra¢ni krivky

Byly ptipraveny dv¢ kalibra¢ni kiivky — jedna pro extrakci v 80% MeOH a 80% IsoP s
0,1% TFA, druhé pro extrakci v 0,2 mol.dm=2 HCIO4 ve vodg. Kalibra¢ni kiivka pro
extrakci v MeOH a IsoP byla slozena ze 16 bodu s konstantni koncentraci 1S*
dopaminu-Ds (3 000 nmol.dm™®) a histaminu-Ds (30 000 nmol.dm3) a vzristajici
koncentraci standard (STD) dopaminu, oktopaminu a histaminu (50, 75, 100, 250, 500,
750, 1 000, 1 500, 2 000, 3 000, 5 000, 6 000, 8 000, 10 000, 12 000 a 14 000 nmol.dm™
pro dopamin a oktopamin, pro histamin byly koncentrace v kazdém kalibraénim bodu
desetinasobné vyssi ve srovnani s koncentraci dopaminu a oktopaminu). IS* i STD byly
rozpustény Ve vodé nafedény na koncentrace 100 umol.dm™ (v piipadé STD histaminu a
IS* histaminu-Ds) a 10 pmol.dm™ (v piipadé STD dopaminu a oktopaminu a IS*
dopaminu-D4). Dva vzniklé zasobni roztoky (STD a I1S*) byly napipetovany do vialek.
Poté byl obsah vialek véetné STD a IS* odpaten ve vakuové odparce pii 30 °C a opétovné

rozpus$tén ve 100 pul 0,1% FA.

Kalibraéni kfivka pro extrakci v 0,2 mol.dm= HCIO4 byla sloZena také ze 16 bodii s
konstantni koncentraci IS* dopaminu-D4 (3 000 nmol.dm=) a histaminu-D4 (30 000
nmol.dm=3) a vzrlstajici koncentraci STD dopaminu, oktopaminu a histaminu ve
vialkach. Zasobni roztoky I1S* i STD byly pipetovany do vialek stejnym zptisobem jako
pfi tvorbé kalibra¢ni kiivky pro extrakci v MeOH a IsoP. Po napipetovani vzorkl
predstavujici body kalibrac¢ni kiivky byl obsah vialek odpatfen ve vakuové odparce pfi
30 °C a nasledné rozpustén ve 100 pl 0,2 mol.dm™ HCIO4 ve vodé.

5.2.1.2 Postup extrakce v 80% MeOH a 80% IsoP s 0,1% TFA

Extrakéni postup je totozny pro MeOH 1 IsoP, 1i8i se pouze v pouziti extrakéniho €inidla.
Nejprve bylo do 2 ml mikrozkumavky k vybrané zmrazené ¢asti téla véely medonosné
ptidano nékolik sklenénych kulicek a 500 ul vychlazeného (-20 °C) 80% MeOH (80%

51



IsoP) s 0,1% TFA. Takto pfipraveny vzorek byl pfesunut do homogenizatoru a
homogenizovan po dobu 45 sekund na nejvyssi moznou rychlost pfistroje (frekvence
60-65 s1). Homogenizovany vzorek byl poté sonikovan po dobu 10 minut a nasledng
centrifugovan za snizené teploty (4 °C) po dobu 10 minut pii pietizeni 16 000 xg.
Supernatant byl po centrifugaci odebran do ¢isté 2 ml mikrozkumavky. S usazenym
biologickym materidlem po prob&hlé extrakci byl tento extrakéni postup zopakovan
s dalsimi 500 pul vychlazeného (-20 °C) 80% MeOH (80% IsoP) a 0,1% TFA za ucelem
zvyseni vytézku celého izolacniho postupu. Supernatant z druhé extrakce byl piidan
k supernatantu z prvni extrakce do 2 ml mikrozkumavky a takto vznikly extrakt byl
zkoncentrovan jeho odpafenim pii 30 °C (asi 3 hodiny). Odparek byl nésledné
resuspendovan v 210 ul 5% FA, sonikovan po dobu 10 minut a centrifugovan po dobu
10 minut pii teploté 4 °C a pietizeni 16 000 xg. Supernatant byl pifenesen do ¢isté 1,5 ml
mikrozkumavky a takto pfipraveny extrakt byl zamrazen (-20 °C) ptes noc. Nasledujici
den byl extrakt rozmrazen a centrifugovan 15 minut pfi teploté 4 °C a pretizeni 16 000 xg.
Supernatant byl odebran a znova centrifugovan za stejnych podminek, ovSem uz jen
10 minut. Z takto ptipraveného vzorku bylo odebrano 35 pul a pieneseno do vialek. Do
vialek bylo dale pfidano 15 pl dfive pfipraveného zasobniho roztoku IS* o latkovém
mnozstvi shodujicim se s latkovym mnozstvim IS* pfiddvanym do vsech kalibra¢nich
bodu pii tvorbé kalibraéni kiivky (vysledna mmnozstvi dopaminu-Ds 30 pmol a
histaminu-D4 300 pmol na nasttik). Objem 50 pl takto nachystaného vzorku byl vlozen
do pfistroje, kde probihala jeho separace a kvantifikace pomoci HPLC-MS/MS metody.

Schéma tohoto extrakéniho postupu je shrnuto na obrazku (Obr. 20).
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| Disekce (hlava, TT, jedovd Zlza, jed) |

[ pridani sklengnych kulicek a extrakéniho cinidla |

__‘_\_'—'—\——»

500 pl 80% MeOH + 0,1% TFA (-20 °C) | 500 pl 80% IsoP +0,1% TFA (-20 °C)

\

| Homogenizace 45 sekund (60-65 s7) [

Sonikace 10 minut Zopakovani extrakce s biologickym materidlem

a dalsimi 500 pl extrakéniho &inidla

| Centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

!

| Odebrani supernatantu (asi 1 ml) + odpafeni (30 °C) |

| Rozpudténi v 210 pl 5% roztoku FA ve vodé |

Sonikace 10 minut

| Centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

| Odebréani supernatantu + zmraZeni (-20 °C) pfes noc |

1

| RozmraZeni + centrifugace 15 minut (4 °C; 16 000 xg) |

| Odebrani supernatantu + centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

l

| Odebrani 35 pl supernatantu do TRV |

]

| Pfidavek 15 pl roztoku 1S* do TRV |

| Celkem 50 pl analyzované smési |

| RP-HPLC analyza (ARION® Polar C18) + MS/MS (Q-TOF) analyza (Bruker Daltonik) |

Obrazek 20: Schéma extrakéniho postupu pii extrakci vzorku v 80% MeOH a 80% IsoP
s0,1% TFA (TT —travici trakt; FA —kyselina mravenci; TRV — ,total-recovery* vialky;
IS* —interni standardy; RP-HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie v reverzni fazi;
MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie; Q-TOF — hybridni hmotnostni analyzator
slozeny z kvadrupdlu a ,,time-of-flight* analyzatoru); obrazek véely ptrevzat z: Shutterstock, Inc.,
2023.

5.2.1.3 Postup extrakce v 0,2 mol.dm= HCIO4

K biologickému vzorku v 2 ml mikrozkumavce byly ptidany sklenéné kulicky, 140 pl
vychlazené (4 °C) 0,2 mol.dm= HCIO: ve vodé a 60 ul zisobniho roztoku I1S* (vysledna
mnozstvi dopaminu-Ds 30 pmol a histaminu-D4 300 pmol na nastiik). Vzorek byl
homogenizovan 45 sekund pii frekvenci homogenizatoru 60-65 s. Homogenat byl
sonikovan 10 minut a pfenesen do lednice, kde probéhla jeho inkubace po dobu
15-20 minut pii 4 °C. Nasledn¢ byl vzorek centrifugovan 15 minut pfi teploté 4 °C a
pretizeni 16 000 xg. Supernatant byl ptfenesen do cCist¢é 1,5 ml mikrozkumavky a

centrifugace byla zopakovana jesté jednou. Objem 50 pl precisténého supernatantu byl
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ptepipetovan do vialek a vzorek byl pfipraven na HPLC-MS/MS analyzu. Zminéna

extrakce je vyobrazena na schématu (Obr. 21).

Disekce (hlava, TT, jedova 7laza, jed)

|

Pfidani sklen&nych kuli¢ek a extrakéniho &inidla

h J

140 pl roztoku HCIO, (0,2 mol.dm-3) ve vodé (4 °C)

k

Pfridavek 60 pl zasobniho roztoku IS* (3 000/30 000 nmol.dm3)

|

Homogenizace 45 sekund (60-65 s1)

!

Sonikace (10 minut) + pfeneseni do lednice (inkubace 15-20 minut pfi 4 °C)

|

Centrifugace 15 minut (4 °C; 16 000 xg)

!

Odebrani supernatantu + Centrifugace 15 minut (4 °C; 16 000 xg)

!

Odebrani 50 pl supernatantu do TRV

|

RP-HPLC analyza (ARION® Polar C18) + MS/MS (Q-TOF) analyza (Bruker Daltonik)

Obrazek 21: Schéma extrakéniho postupu pii extrakei vzorku v 0,2 mol.dm? HCIO,
(TT — travici trakt; IS* — interni standardy; TRV — ,total-recovery* vialky;
RP-HPLC — vysokouc¢inna kapalinova chromatografie v reverzni fazi; MS/MS — tandemova
hmotnostni spektrometrie; Q-TOF —hybridni hmotnostni analyzator slozeny z kvadrupolu a
,.time-0f-flight* analyzatoru); obrazek v¢ely pievzat z: Shutterstock, Inc., 2023.

5.2.1.4 Chromatograficka separace (ARION® Polar C18)

Chromatografickd separace pomoci HPLC systému s nastiikem 10 pl a pratokem
0,3 ml.min probihala v reverzni fzi za vyuziti chromatografické kolony ARION®
Polar (2,2 um, 150 mm x 2,1 mm). MF A byla tvoiena z 95 % vodou a z 5 % AcN MS
kvality a MF B byla slozena pouze z vody MS kvality. Gradient MF je vyobrazen na
obrazku (Obr. 22) a popsan v tabulce (Tab. 3). Bylo mozno pracovat s kolonou v oblasti
pH mezi 1,5 a 7 a pfi maximalnim piipustném tlaku 65 000 kPa. Retenéni ¢asy (RT) a
hodnoty m/z STD a IS* BAs jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4).
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Obrazek 22: Gradient mobilnich fazi (MF) pro chromatografickou separaci pii pouziti kolony
ARION® Polar C18.

Tabulka 3: Popis gradientu mobilnich fazi (MF) pri chromatografické separaci s pouzitim kolony
ARION® Polar C18.

Cas (minuty) Priitok (ml.min™) %B
0,000 Zacatek analyzy
1,000 0,300 1,0
3,500 0,300 1,0
4,000 0,300 80,0
5,000 0,300 80,0
5,500 0,300 1,0
9,000 Konec analyzy
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Tabulka 4: Prehled RT a hodnot m/z pro STD dopamin, oktopamin a histamin a IS* dopamin-D,
a histamin-Ds4 (STD — standard; 1S* — interni standard), obradzky strukturnich vzorcii vytvoreny
v programu ChemSketch, hodnoty m/z byly ziskany z internetové platformy enviPat Web (Loos et
al., 2015; URL webu: https://www.envipat.eawag.ch/index.php).

Hodnota m/z (MS a .
MS/MS iontil) RT (min)

HO NH,
Dopamin jij/v 154,0863 —» 137,0836 2.8+0,00
HO
Dopamin-D4

D q NH,
HO D 158,1114 — 141,1086 2,8+0,09
(15%) ®
HO
Oktopamin /@AH 154,0863 — 136,0757 1,8 +0,09
HO NH

STD/1S* Strukturni vzorec

NH,
Histamin et 112,0869 — 95,0607 1,4+0,09
N\_NH
. . D b
Histamin-Dy N
% b 116,1120 — 99,0858 1,4+0,09
(1S*) N\/NH

5.2.2 POSTUP ANALYZY ZPRACOVANI BIOLOGICKEHO VZORKU S DERIVATIZACI

V této kapitole byla oproti kapitole 5.2.1 zménéna strategie celého postupu zpracovani
biologického materidlu — v ¢asti extrakce byla pouZzita rozdilnd extrakéni ¢inidla, po
extrakci byla do pracovniho postupu zaclenéna derivatizace vzorku pomoci BzCl a
zménéna byla 1 chromatograficka separace vcetné pouziti odlisSné chromatografické

kolony. Hmotnostn¢ spektrometricka analyza probihala obdobnym zptisobem.

5.2.2.1 Ptiprava Kkalibracni kiivky

Po optimalizaénim postupu byla pfipravena kalibra¢ni kiivka pro extrakci v 90% AcN s
0,1% FA ve vod¢ (vyslednd procentudlni koncentrace FA v extrakénim cinidle byla
0,01 %) snaslednou derivatizaci. Tato Kkalibra¢ni kfivka o 16 bodech ovSem
nedisponovala pfi nasledné kvantifikaci BAs v travicim traktu, jedové zlaze a jedu véel
pozadovanym rozpétim koncentraci, a proto byla prepracovana v dalsi kalibra¢ni kiivku,

ve ktera sestavala z 24 bodi S upravenym rozmezim koncentraci STD.

Kalibra¢ni kiivka tvofena 24 body obsahovala jednotnou koncentraci 1S*
(Bz-dopamin-Da a Bz-histamin-D4 4 000 nmol.dm™) a vzristajici koncentraci STD BAs
ve vialkach (50, 100, 150, 200, 300, 500, 700, 1 000, 1 200, 1 500, 2 000, 2 500, 3 000,
4000, 5000, 7000, 10000, 12000, 15000, 20000, 25000, 30000, 40000 a
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50 000 nmol.dm™ pro Bz-dopamin a Bz-histamin, pro Bz-oktopamin byly koncentrace v
kazdém kalibraénim bodu desetinasobné niz§i ve srovnani s koncentraci Bz-dopaminu a
Bz-histaminu). Pouzivané STD i IS* byly rozpustény v 0,1% FA a nasledné nafedény na
koncentrace 1 pmol.dm™ (v piipadé STD oktopaminu) a 10 umol.dm™ (v ptipadé STD
dopaminu a histaminu a IS* histaminu-Ds4 a dopaminu-Ds). Vzniklé dva zasobni
roztoky (STD a IS*) byly pipetovany do vialek. Po vneseni STD a IS* o pozadovanych
koncentracich do vialek byl cely obsah odpafen ve vakuové odparce pii 45 °C a
resuspendovan ve 20 ul 0,1% FA. Byla provedena derivatizace vzorku kalibracnich bodu
pridanim nejprve 10 pl 0,1 mol.dm™ Na,COs a poté vnesenim 10 pl 2% BzCl v AcN.
Derivatiza¢ni reakce byla ukoncena po 10 minutach ptidavkem 10 pl 1% H2SO4 v AcN,

pfi¢emz procentualni koncentrace AcN ve vysledné smési odpovidala 30 %.

5.2.2.2 Postup extrakce v 80% MeOH, v 80% MeOH s 0,1% TFA, v 90% AcN a
v 90% AcN s 0,1% TFA
Uvedeny extrakéni postup je shodny pro vSechny ¢tyfi kombinace extrakénich ¢inidel
pouze s drobnymi zménami, které jsou zde popsany. Vybrand zmrazend (-20 °C) ¢ast téla
véely medonosné byla pfenesena do 2 ml mikrozkumavky, bylo k ni pfiddno nékolik
sklenénych kulicek a 400 pl pfislusného vychlazené¢ho (-20 °C) extrakéniho cinidla
(80% MeOH; 80% MeOH s 0,1% TFA; 90% AcN; 90% AcN s 0,1% TFA). Vzniklé ¢tyfi
odlisné druhy vzorkli byly vlozeny do homogenizitoru, kde probé&hla jejich
homogenizace po dobu dvakrat 45 sekund pfi frekvenci homogenizatoru 60-65 s,
Vzorky byly nasledné sonikovany 10 minut a posléze centrifugovany pii teploté 4 °C a
ptetizeni 16 000 xg po dobu 10 minut. VSechny vzorky byly po centrifugaci pteneseny
do cistych 1,5 ml mikrozkumavek. Pak byly zkoncentrovany vymrazenim na -60 °C (po
dobu nejméné 2 hodin), opétovnym rozmrazenim, centrifugaci v ¢asovém intervalu
15 minut pii pietizeni 16 000 xg a snizené teploté¢ (4 °C) a odebranim 200 ul
supernatantu, jenz byl nésledné odpaten pii 30 °C (asi 30-60 minut). Rozpusténi vSech
druhti odparkti bylo provedeno v 50 ul 0,1% FA. Rozpusténi vzorku probihalo za
soucasné sonikace po dobu 10 minut, kterd byla nasledovana centrifugaci pfi pfetiZzeni
16 000 xg a4 °C po dobu 15 minut. Do vialek bylo vneseno 15 ul supernatantu, dale bylo
ptidano 5 pl pfipraveného zasobniho roztoku IS* (roztok 10 umol.dm dopaminu-Ds a
100 pmol.dm™ histaminu-Ds v 0,1% FA) svyslednym mnoZstvim dopaminu-Da
2,5 pmol a histaminu-D4 250 pmol na nastiik. Pak byla provedena derivatizace vzork?,

kdy bylo nejprve ptiddno 10 pl 0,1 mol.dm= Na,COj; za u¢elem tpravy hodnoty pH do
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bazické oblasti a nasledné bylo do smési napipetovano 10 ul 2% BzCl v AcN.
Benzoyla¢ni reakce byla ukoncéena po 5 minutdich zménou pH do kyselé oblasti
ptidavkem 10 pl 1% H>SO4. Objem 50 ul derivatizovanych vzorku s extrakci v riznych
kombinacich extrak¢nich ¢inidel, nicméné se stejnou procentudlni koncentraci AcN ve
vysledné smési (20 %), byl pfipraven k HPLC-MS/MS analyze. Schematicky pracovni

postup pro zvolena extrakéni ¢inidla je zobrazen nize (Obr. 23).
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| Disekce (hlava, TT, jedova #laza, jed) |

| PFidani sklenanych kulicek a extrakeéniho zinidla |

400 pl 80% MeOH (-20 °C) | | 400 pl 80% MeOH +0,1% TFA (-20 °C) | | 400 pl 90% AcN (-20 °C) | | 400 pl 90% AcN + 0,1% TFA (-20 °C)

| Homogenizace 2 x 45 sekund (60-65 s) |

Sonikace 10 minut

i

| Centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

| QOdebrani supernatantu + zmraZeni (-60 °C; alespofi 2 hodiny) |

l

| RozmraZeni + centrifugace 15 minut (4 °C; 16 000 xg) |

| Odebrani 200 ul supernatantu + odpafeni (30 °C) |

| Rozpusténi v 50 pl roztoku 0,1% FA ve vodé |

Sonikace 10 minut

i

| Centrifugace 15 minut (4 °C; 16 000 xg) |

| Odebrani 15 pl supernatantu do TRV |

!

| Pfidavek 5 pl roztoku IS* do TRV |

Derivatizace vzorku

I

| P¥idavek 10 pl roztoku Na,COs (0,1 mol.dm3) ve vodé do TRV |

{

| Pridavek 10 pl 2% roztoku BzCl v AcN do TRV |

| Po 5 minutdch ptidavek 10 pl 1% roztoku H,S0O, ve vodé do TRV |

!

| Celkem 50 pl analyzované derivatizované smési s procentualni koncentraci AcN 20 %

l

| RP-HPLC analyza (Restek RAPTOR C18) + MS/MS (Q-TOF) analyza (Bruker Daltonik) |

Obriazek 23: Schéma extrakéniho postupu pti extrakei v 80% MeOH, 80% MeOH s 0,1% TFA,
90% AcN a 90% AcN s0,1% TFA (TT —travici trakt; FA —Xkyselina mravendi;
TRV — , total-recovery* vialky; IS* — interni standardy; BzClI — benzoylchlorid,;
RP-HPLC — vysokouc¢inna kapalinova chromatografie v reverzni fazi; MS/MS — tandemova
hmotnostni spektrometrie; Q-TOF — hybridni hmotnostni analyzator slozeny z kvadrupoélu a
,time-0f-flight* analyzatoru); obrazek véely pievzat z: Shutterstock, Inc., 2023.

5.2.2.3 Postup extrakce v 0,1% FA a v 90% AcN s 0,01% FA

Extrakce vuvedenych dvou extrakénich cinidlech je opét analogicky s drobnymi
upravami a jejim prvnim krokem bylo pieneseni zmraZzeného biologického materidlu
spolu se sklenénymi kulickami do 2 ml mikrozkumavky. Poté byl vzorek pro extrakci
v 0,1% FA ve vodé¢ vlozen do homogenizatoru a homogenizovan nasucho po dobu
45 sekund pii frekvenci piistroje 60-65 s. K tomuto homogenatu bylo piiddno 5 pl
roztoku 1S* (roztok 100 pmol.dm™ dopaminu-Ds a histaminu-Ds v 0,1% FA) a 95 ul

59



0,1% FA na celkovy objem extraktu 100 pl. 100 pl extrakéniho cinidla s IS* a
biologickym materidlem bylo homogenizovdno jest¢ jednou za stejného nastaveni
ptistroje. Ke vzorku extrahovaném v 90% AcN s0,01% FA bylo pfidano 180 pl
koncentrovaného AcN, 5pul roztoku IS* (roztok 100 pmol.dm™ dopaminu-Ds a
histaminu-Ds v 0,1% FA) a 15 pul 0,1% FA na doplnéni extrak¢éniho ¢inidla do jeho
findlniho objemu 200 ul. Takto pfipraveny vzorek byl homogenizovan 45 sekund pfi
frekvenci homogenizatoru 60-65 s™*. Vzniklé extrakty s rozdilnymi extrakénimi &inidly
byly vyjmuty z pfistroje, podrobeny sonikaci po dobu 10 minut a vloZeny do centrifugy.
Centrifugace probihala 10 minut pfi snizené teploté (4 °C) a pftetizeni 16 000 xg.
Supernatanty (asi 100 ul v ptipadé extrakce v 0,1% FA a asi 200 ul v ptipadé extrakce
v 90% AcN s 0,01% FA) byly pteneseny do ¢istych 1,5 ml mikrozkumavek a vymrazeny
na -60 °C (po dobu alespont 60 minut). Po vyjmuti z mrazdku byly vzorky rozpustény a
centrifugovany pfi pietizeni 16 000 xg a teplot¢ 4 °C po dobu 10 minut. Doslo ke
kvantitativnimu odebrani supernatantu do ¢istych 0,5 ml mikrozkumavek a jejich vlozeni
do vakuové odparky, kde byly vzorky odpateny piti 45 °C (asi 30-60 minut). Nasledné
byly odparky resuspendovany v 50 ul 0,1% FA za pomoci sonikace (10 minut) a takto
rozpusténé vzorky byly poté centrifugovany dal$ich 10 minut za nezménéného nastaveni
centrifugy. 20 ul supernatantu bylo napipetovano do vialek a byla provedena derivatizce
vzorki. Pro iipravu pH bylo ke vzorku piiddno 10 ul 0,1 mol.dm Na2COs. Derivatizaéni
reakce byla spusténa piidavkem 10 pl 2% BzCl v AcN a po 10 minutach ukoncena
napipetovanim 10 pl 1% H2SO4 ve vodé (v piipadé extrakce v FA), ¢i 10 pl 1% H2SO4
v50% AcN (v ptipadé extrakce v90% AcN s0,01% FA). Vysledné objemy
derivatizovanych vzorkd (50 pl) se od sebe odliSovaly vyslednou procentudlni
koncentraci AcN (40% koncentrace AcN V ptipadé extrakce v FA a 30% koncentrace
AcN v ptipadé extrakce v 90% AcN s 0,01% FA). Takto byly derivatizované extrakty
dvojiho typu pfipraveny k vlozeni do pfistroje a k HPLC-MS/MS analyze. Zde popsana

extrakce je shrnuta nazornym schématem nize (Obr. 24).
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| Disekce (hlava, TT, jedova Zl4za, jed) |

| Pridant sklennych kulicek |

| Piidavek extrakéniho ¢inidla | | Homogenizace nasucho 45 sekund (60-65 s1) |
!
| ptidavek 5 pl roztoku I1S*
!
| Piidavek 5 pl roztoku 1S* a 15 pl roztoku 0,1% FA ve vodé | | Pridavek extrakéniho ¢inidla |
! !
| 200 pl extrakéniho Cinidla + biologicky material | | 95 pl 0,1% roztoku FA ve vodé |

[ 100 pt extrakeniho cinidla + biologicky material |

| Homogenizace 45 sekund (60-65 s'1) |

Sonikace 10 minut

| Centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

!

| Odebranf supernatantu + zmraZenf (-60 °C; alespoii 1 hodinu) |

]

| RozmraZeni + centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

I

| Odebrani supernatantu + odpafeni (45 °C) |

| Rozpusténi v 50 pl roztoku 0,1% FA ve vodé |

Sonikace 10 minut

| Centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

]

| Odebrani 20 pl supernatantu do TRV |

Derivatizace vzorku

| Pfidavek 10 pl roztoku Na,CO; (0,1 mol.dm) ve vodé do TRV |

!

| Pridavek 10 pl 2% roztoku BzCl v AcN do TRV |

e

| Po 10 minutdch piidavek 10 pl 1% roztoku H,S0, v 50% roztoku AcN ve vodé do TRV |

| Po 10 minutach pFidavek 10 pl 1% roztoku H,50, ve vodé do TRV |

e

| Celkem 50 pl analyzované derivatizované smési s procentudlni koncentraci AcN 40 %

| Celkem 50 pl analyzované derivatizované smési s procentudlni koncentraci AcN 30 %

| RP-HPLC analyza (Restek RAPTOR C18) + MS/MS (Q-TOF) analyza (Bruker Daltonik) |

Obrazek 24: Schéma extrakéniho postupu pii extrakci v0,1% FA a AcN s0,01% FA
(TT — travici trakt; IS* — interni standardy; TRV — total-recovery* vialky;
BzClI — benzoylchlorid; RP-HPLC — vysokot¢inna kapalinova chromatografie v reverzni fazi;
MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie; Q-TOF — hybridni hmotnostni analyzator

sloZeny z kvadrupo6lu a ,,time-0f-flight* analyzatoru); obrazek vely ptevzat z: Shutterstock, Inc.,
2023.

5.2.2.4 Chromatograficka separace (Restek RAPTOR C18)
Pro chromatografickou separaci vzorku po derivatizaci bylo pouzito také systému HPLC
v reverzni fazi. Byla pouzita kolona od spole¢nosti Restek s ndzvem RAPTOR (2,7 um,

100 mm x 2,1 mm) s nastfikem 5 pl a pritokem 0,4 ml.min?. MF A byla slozena z
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roztoku mraven¢anu amonného (molarni koncentrace 10 mmol.dm?) ve vodg, ke
kterému byla pfidina FA v mnozstvi odpovidajicim jeji vysledné procentudlni
koncentraci 0,1 %. Mobilni fazi B tvofil koncentrovany AcN opét s 0,1% FA. Gradient
MF je vyobrazen na obrazku (Obr. 25) a popséan v tabulce (Tab. 5). Kolona je vhodna pro
praci v oblasti pH mezi 2 a 8 pfi maximalnim ptipustném tlaku 60 000 kPa. RT a hodnoty
m/z derivatizovanych STD a IS* jsou uvedeny v tabulce (Tab. 6).

100+ - ~8.00 -
% | mlfmun |f [ ) %A
g —3 %B
75 ' -6.00| %C
e = [ L —3 %D
] / \ - —— Flow{ml/min]
§04 d | -4.00
] | [
25+ 1 -2.00
] | I
2 | ___min
o — — T — Lo.00
0.00 2.00 4.00 €.00 8.00 9.00

Obrazek 25: Gradient mobilnich fazi (MF) pro chromatografickou separaci pii pouziti kolony
Restek RAPTOR C18.

Tabulka 5: Popis gradientu mobilnich fazi (MF) pii chromatografické separaci s pouzitim kolony
Restek RAPTOR C18.

Cas (minuty) Priitok (ml.min™) %B
0,000 Zacatek analyzy
1,200 0,400 2,0
3,000 0,400 35,0
3,500 0,400 60,0
5,000 0,400 70,0
6,500 0,400 100,0
7,500 0,400 100,0
7,800 0,400 2,0
9,000 Konec analyzy
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Tabulka 6: Prehled RT a hodnot m/z pro derivatizované STD Bz-dopamin, Bz-oktopamin a
Bz-histamin a derivatizované IS* Bz-dopamin-D. a Bz-histamin-Ds (STD - standard;
IS* —interni  standard; BzCl —benzoylchlorid);, obrazky strukturnich vzorcii vytvoreny
v programu ChemSketch, hodnoty m/z byly ziskany z internetové platformy enviPat Web (Loos et
al., 2015; URL webu: https://www.envipat.eawag.ch/index.php).

Hodnota m/z

STD/1S* Strukturni vzorec Hodnota (fragmentacni RT (min)
m/z (MS) X
iont — BzCl)
Bz-dopamin ]@w 483,1676 105,0335 6,0+ 0,09

Bz-dopamin-D4 ig
) Qﬁ 487,1927 105,0335 6,0 £ 0,09

(15%) O

Bz-oktopamin u /@)\Y@ 344,1281 105,0335 5,1+ 0,09

)
Bz-histamin NVNH 216,1131 105,0335 3,1+0,09

Bz-histamin-Da . °§/®
R 220,1382 105,0335 3,1+0,09

(15*) a1l

5.2.3 HMOTNOSTNE SPEKTROMETRICKA ANALYZA

BAs byly detekovany a kvantifikovany na pfistroji Compact qTOF (Bruker Daltonik,
Némecko) s vyuZitim ionizace elektrosprejem (ESI)—systém byl fizen programem
OTOF Control (Bruker Daltonik, Némecko), data byla zpracovana v programu Data
Analysis —verze 1.4 (Bruker Daltonik, Némecko), latkova mnozstvi BAs byla
kvantifikovana v programu TASQ — verze 1.4 (Bruker Daltonik, Némecko). Analyza
probihala v pozitivhim ionizaénim skenovacim modu bbCID  (,,broadband
collision-induced dissociation®) pfi napéti kapilary 4500 V, susici teploté 220 °C, tlaku
susiciho plynu 300000 Pa a jeho pritoku 9 dm=.min . Hmotnostni spektra byla
zaznamenana V rozmezi 60 az 1000 m/z s frekvenci 12 Hz. Pro kalibraci hmotnostniho
analyzatoru byl pouzit mravenéan sodny pfipraveny dle navodu firmy Bruker Daltonik.
Nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo totozné pro derivatizované i nederivatizované

vzorky.
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6 VYSLEDKY

Vysledkova ¢ast byla rozdélena do dvou hlavnich kapitol v zavislosti na tom, zda byly
vzorky po extrakénim postupu nasledné derivatizovany, ¢i nikoliv. V kazdé z kapitol je
nejprve popsan optimalizacni postup zpracovani vzorkl a nasledné jejich kvantifikace.
Zaveérem vysledkové ¢asti této prace je vyobrazen optimalizovany protokol zpracovani
biologického materialu, extrakce a kvantifikace vybranych BAs (dopamin, oktopamin a

histamin) ze zvolenych ¢asti t¢la véely medonosné (Apis mellifera).

6.1 Optimalizace extrakce a LC-MS analyza nederivatizovaného
biologického vzorku

6.1.1 SROVNANi UCINNOSTI EXTRAKCNICH CINIDEL — 80% MEOH, NEBO 80% IsoP
$0,1% TFA, 0,2 mol.dm= HCIO4

Nejprve byla porovnana u¢innost extrakénich ¢inidel 80% MeOH s 0,1% TFA, 80% IsoP
$0,1% TFA a 0,2 mol.dm= HCIO4 pfi stanoveni STD dopaminu, oktopaminu a histaminu
(dopamin a oktopamin 0,2 nmol a histamin 2 nmol v nasttiku) za souc¢asného piidani IS*
(dopamin-D4 0,15 nmol a histamin-Ds 1,5 nmol v nastiiku). Tvary chromatografickych
piki jsou vyobrazeny na chromatogramech (Obr. 26; 27; 28) a jejich primérné plochy
s odchylkami zaneseny v grafech (Obr. 29; 30; 31).

—Dopamin
2000 Nl
\

1000 \
\

0 It obide aitsbects it o UL S Navilien o heod b donde cmitote Lun e Jiede o NG b dise

2_STO+15*MeON_2 |3 15-04-3000-30000n M_RA2 3.

A

_7337.9: €C 137.060620.05 +50CID MS

‘t/oktopamm
3000 f

2_STD+IS*MeOH_2_I3] 15-04-3000-30000n M_RA2 3

B

Faals T Ry I
_7337.9: IC 1 36.076820.05 +00CID MS

e i i dd

—Histamin

4000 =
3000 \

1000
]

.,

|
N

2_STD +15+MeOH_2_[3] I5-04-3000-30000nM_RA2_1 7.

C

337.9: £IC 95.050720 05 +55CID MS|

o TR

Tene [mn)

Obrazek 26: Chromat(;gram stanoveni STD BAs — dopamin (chromatogram A), oktopamin
(chromatogram B), histamin (chromatogram C) po extrakci v 80% MeOH s 0,1% TFA.
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Obrazek 27: Chromat;)gram stanoveni STD BAs — dopamin (chromatogram A), oktopamin

(chromatogram B), histamin (chromatogram C) po extrakci v 80% IsoP s 0,1% TFA.
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Obriazek 28: Chromatogram stanoveni STD BAs — dopamin (chromatogram A), oktopamin
(chromatogram B), histamin (chromatogram C) po extrakci v 0,2 mol.dm= HCIOx.
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Obrazek 29: Srovnani pramért ploch chromatografickych pikii STD dopaminu (¢ast A) a IS*
dopaminu-D4 (Cast B) po extrakci v80% MeOH s0,1% TFA, 80% IsoP s0,1% TFA a
0,2 mol.dm= HCIO4 s vyznaenymi smérodatnymi odchylkami (SD) méfen.
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Obrazek 30: Srovnani priméru ploch chromatografickych pikii STD oktopaminu (¢ast A) a IS*
dopaminu-Ds (¢ast B) po extrakci v80% MeOH s0,1% TFA, 80% IsoP s0,1% TFA a
0,2 mol.dm= HCIO4 s vyznaenymi SD méfent.
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Obrazek 31: Srovnani prumért ploch chromatografickych piktt STD histaminu (¢ast A) a IS*
histaminu-D, (East B) po extrakci v 80% MeOH s0,1% TFA, 80% IsoP s0,1% TFA a

0,2 mol.dm= HCIO4 s vyznagenymi (SD) méfeni.

Z ploch (Obr. 29; 30; 31) a tvart (Obr. 26; 27; 28) chromatografickych piki je ziejmé,
ze extrakce STD vSech BAs a IS* dopaminu-Ds a histaminu-Ds probihala nejlépe
Vv extrak¢énim ¢inidle slozeném z 80% MeOH s 0,1% TFA. Plochy pika v§ech STD i IS*
jsou v témét vSech piipadech dvojnasobné v porovnani s plochami pikt vzorki
extrahovanych v 80% IsoP s 0,1% TFA. IsoP jevil nizsi extrakéni u€innost nez MeOH a
navic dochézelo pfi jeho pouziti také k prodlouZeni pracovniho postupu, jelikoz ma vyssi
teplotu varu nez MeOH, tim padem byl znateln¢ prodlouzen ¢as odparovani vzorku.
Nejnizsi extrakéni Gidinnost vykazovala 0,2 mol.dm= HCIO4 — az desetindsobné nizsi nez
80% MeOH s0,1% TFA. Toto zna¢né snizeni signilu pikii bylo pravdépodobné
zpusobeno iontovou supresi vzorku, kterou zptsobovala HC1O4 jakozto silna kyselina.
Do experimentu byl také zaclenén pokus o oddéleni HCIO4 od samotného vzorku po
extrakci a nasledného rozpusténi vzorku v FA (jako v piipadé¢ extrakce v MeOH a IsoP).
Bylo pouzito C18 SPE diskli, pomoci kterych bylo ovSem oddéleni analyti od
extrakéniho Cinidla netspé$né. Jako nejvhodngjsi extrakéni cinidlo pro extrakci

zvolenych BAs z biologického materialu byl tedy vybran 80% MeOH s 0,1% TFA.
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6.2 Meéreni a kvantifikace nederivatizovanych vzorki

6.2.1 KALIBRACNI KRIVKY

Pro dopamin, oktopamin a histamin byly vypracovany kalibra¢ni kiivky pro extrakci
v MeOH. Pro oktopamin se kalibra¢ni kiivku vhodnou pro jeho kvantifikaci nepodatilo
piipravit, pro dopamin a histamin vznikly kalibra¢ni kiivky slozené ze 16 bodii, z nichz
byla pouzita kiivka histaminu pro jeho kvantifikaci ve vzorcich tkani vcel. Kalibra¢ni
ktivky pro kvantifikaci dopaminu, oktopaminu a histaminu jsou zobrazeny nize (Obr. 32;

33; 34).

Dopamine , quadratic {-6.7 9% -6 + 1.877x + 25.84) {R*: 0.99971) { oRF 6.27)
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Obrazek 32: Kalibra¢ni kiivka dopaminu pro extrakci v 80% MeOH s 0,1% TFA.
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Obrazek 33: Kalibra¢ni kiivka oktopaminu pro extrakci v 80% MeOH s0,1% TFA — nelze
pouzit pro kvantifikaci.
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Obrazek 34: Kalibra¢ni kiivka histaminu pro extrakci v 80% MeOH s 0,1% TFA.

Ze vzniklé kalibra¢ni kifivky dopaminu (Obr. 32) a jeji kvadratické regrese
y=-6,79%+1877x + 2584 (R?2=0,9997) bylo mozné kvantifikovat dopamin
Vv biologickych vzorcich. Kalibra¢ni kiivku oktopaminu nebylo mozné pro kvantifikaci
pouzit z divodu nepiesného naméieni jeho kalibra¢nich bodu (Obr. 33). Pii tvorbé
kalibra¢ni kiivky oktopaminu bylo totiz zjisténo, ze vykazuje nizkou stabilitu, ¢i pro néj
neni spravné nastavena chromatograficka separace, tudiz nebylo ani mozno pouzit
kalibracni kfivku pro jeho kvantifikaci. Pomoci vzniklé kalibra¢ni kfivky histaminu
(Obr. 34) byl tento amin prostiednictvim linearni regrese y =1,023x + 21,76

(R? = 0,9994) kvantifikovan ve vzorcich skladajicich se z riizného poétu véelich hlav.

6.2.2 KVANTIFIKACE VZORKU

Pii kvantifikaci histaminu bylo pouZito vcel dodanych vedoucim prace. Pomoci
kalibra¢ni kiivky (Obr. 34) bylo vypocitano latkové mnozstvi histaminu ve vzorku, ktery
byl pfipraven extrakci jedné, dvou, nebo tii hlav vfely medonosné v 80% MeOH s
0,1% TFA (mé&feno vzdy v triplikatu). Latkova mnozstvi histaminu v téchto vzorcich jsou

uvedena véetné odchylek v grafu (Obr. 35).

68



60,00

U
L
=
S

40,00

30,00

20,00

Latkové mnozstvi (nmol/vzorek)
=
o
[=)]
o

0,00

® 1 hlava na vzorek ™ 2 hlavy na vzorek m 3 hlavy na vzorek

Obrazek 35: Priméry naméfenych latkovych mnozstvi histaminu ve vzristajicim poctu véelich
hlav (méteno vzdy v triplikatu vzorka).

Histamin byl uspésné kvantifikovan ve vzristajicim poctu véelich hlav, ptfi¢emz jeho
latkové mnozstvi S rostoucim poctem hlav také podle spravného predpokladu nardstalo
(Obr. 35). Po extrakci vzorki v 80% MeOH s 0,1% TFA nebylo ovSem z divodu silného
vlivu matricovych efekti mozno detekovat dopamin a oktopamin (i po ptidavku jejich
STD se latkové mnozstvi BAs dopaminu a oktopaminu pohybovalo v nedetekovatelné
hladin€). Proto byl uvedeny experiment zaméten pouze na kvantifikaci histaminu, ktery
se ve vzorcich nachdzel ve vysoké mnoZstvi. Mimoto vyvstal problém se stabilitou, ¢i
schopnosti separace oktopaminu, pro jehoz kvantifikaci nebylo mozné sestavit ani
spolehlivou kalibra¢ni kiivku. Za uc¢elem kvantifikace vSech tii stanovovanych BAs by
bylo tfeba metodu optimalizovat naptiklad vhodnym prepurifika¢nim krokem (naptiklad
iontoméniova chromatografie), ktery by byl ovSem metodicky i ekonomicky narocny.
Jako vhodna a metodicky méné naroc¢na alternativa byla zvolena derivatizace vzorku

s pouzitim BzCl.
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6.3 Optimalizace extrakce a LC-MS analyza derivatizovaného
biologického vzorku

6.3.1 VOLBA VHODNE MOBILNi FAZE CHROMATOGRAFICKE SEPARACE

Nejprve prob¢hlo porovnani separacni chromatografické kolony Restek RAPTOR C18
za pouziti rozdilného slozeni MF. Porovnavany byly kombinace MF slozeny z MF A
(0,5% FA ve vodeé) a MF B (0,5% FA v AcN) zastupujici dfive pouzitou kombinaci MF,
az MF A (0,01 mol.dm™ mravenéan amonny v 0,1% FA ve vod&) a MF B (0,1% FA v
AcN) (Obr. 36; 37; 38). M¢ieni probihalo pouze se STD BAs (Bz-dopamin a
Bz-oktopamin 50 pmol v nastiiku; Bz-histamin 500 pmol v nasttiku) za pridani IS*
(Bz-dopamin-Ds a Bz-histamin-Ds 500 pmol v nastiiku) po extrakénim postupu
zahrnujici 80% MeOH s 0,1% TFA.

Bz-dopamin

i

fl ‘\&

Tone [mn]

Obrazek 36: Chromatogram STD Bz-dopaminu extrahovaného ze vzorku v 80% MeOH
s 0,1% TFA porovnavajici intenzitu jeho piku pii separaci za pouziti dvou riznych mobilnich fazi
(MF): 1. MF A (0,5% FA ve vod¢) + MF B (0,5% FA v AcN) — zna¢eno ¢ervenou barvou; 2. MF
A (0,01 mol.dm™ mraven¢an amonny v 0,1% FA ve vod¢) + MF B (0,1% FA v AcN) — znaceno
svétle modrou barvou.
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Obrazek 37: Chromatogram STD Bz-oktopaminu extrahovaného ze vzorku v 80% MeOH
s 0,1% TFA porovnavajici intenzitu jeho piku pfi separaci za pouziti dvou riiznych mobilnich fazi
(MF): 1. MF A (0,5% FA ve vod¢) + MF B (0,5% FA v AcN) — znaceno ¢ervenou barvou; 2. MF
A (0,01 mol.dm™ mraven¢an amonny v 0,1% FA ve vod¢) + MF B (0,1% FA v AcN) — znac¢eno
svétle modrou barvou.
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Obrazek 38: Chromatogram STD Bz-histaminu extrahovaného ze vzorku v 80% MeOH
s 0,1% TFA porovnavajici intenzitu jeho piku pii separaci za pouziti dvou riznych mobilnich fazi
(MF): 1. MF A (0,5% FA ve vod¢) + MF B (0,5% FA v AcN) — zna¢eno ¢ervenou barvou; 2. MF
A (0,01 mol.dm™ mraven¢an amonny v 0,1% FA ve vod¢) + MF B (0,1% FA v AcN) — znac¢eno
svétle modrou barvou.

Pfed samotnou optimalizaci extrakce s naslednou derivatizaci (pomoci BzCl) a
LC-MS analyzou vzorki véel nutné upravit metodu chromatografické separace véetné
vymény chromatografické kolony (viz kapitola 5.2.2.4). Zjistény byly také hodnoty m/z
a RT pro derivatizované STD a IS* Bz-dopamin, Bz-oktopamin, Bz-histamin,
Bz-dopamin-D4 a Bz-histamin-D4 (Tab. 6). S pouzitim pracovniho postupu vyuZzivajiciho
extrakci v80% MeOH s0,1% TFA (Obr. 23) byly zpracovany STD dopaminu,

oktopaminu a histaminu.

Z prolozenych chromatogramii obou MF pro jednotlivé STD vybranych BAs (Obr. 36;
37; 38) je ziejmé, ze pii pouziti nové zvolené kombinace MF (znaceno svétle modrou
barvou) dochazelo v porovnani s ptivodni kombinaci MF (znafeno ¢ervenou barvou)
K vyraznému zvyseni intenzit signali u STD Bz-dopaminu a Bz-oktopaminu. V ptipadé
STD Bz-histaminu doslo k mensimu navyseni intenzity jeho signalu a soucasné byl i
drobn¢ posunut jeho RT (z 3,1 minut na 3,2 minut). Obdobné vysledky byly dosazeny i

po extrakci BAs ze vzorku vcel za stejnych extrakénich podminek.

6.3.2 POROVNANI RUZNYCH EXTRAKCNICH CINIDEL

V dalsi fazi optimalizacniho postupu extrakce a zpracovani vzorku s ndslednym
provedenim derivatizace byla srovnana riizna extrak¢ni ¢inidla (80% MeOH, 80% MeOH
s 0,1% TFA, 90% AcN, 90% AcN s 0,1% TFA). Méteni probihalo po extrakci jedné véeli
hlavy na vzorek, do kterého byl pfidan navic zasobni roztok STD a IS* (dopamin,
oktopamin, histamin, dopamin-Ds a histamin-Ds 50 pmol v nastfiku). Porovnani
vhodnosti jednotlivych ¢inidel je pro vSechny tii BAs mozno pozorovat na prekrytych
chromatogramech (Obr. 39; 40; 41).
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Obrazek 39: Prekryté chromatogramy analytu Bz-dopaminu porovnavajici intenzitu jeho piku, a
tedy i vhodnost ¢&tyf rtiznych extrakénich ¢inidel (80% MeOH, 80% MeOH s0,1% TFA,
90% AcN, 90% AcN s 0,1% TFA pfi extrakci jedné vceli hlavy na vzorek).

Intens.
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Obrazek 40: Prekryté chromatogramy analytu Bz-oktopaminu porovnavajici intenzitu jeho piku,
a tedy i vhodnost ¢tyf riznych extrakénich ¢inidel (80% MeOH, 80% MeOH s 0,1% TFA, 90%
AcN, 90% AcN s 0,1% TFA pii extrakci jedné veeli hlavy na vzorek). Chromatograficky pik
vV RT 5,6 minut (znacen ¢ervenou barvou) indikuje pfitomnost dalsi neidentifikovatelné molekuly
ve vzorku vceli hlavy.
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Obrazek 41: Prekryté chromatogramy analytu Bz-histaminu porovnavajici intenzitu jeho piku, a
tedy i vhodnost ¢ty riznych extrakénich ¢inidel (80% MeOH, 80% MeOH s 0,1% TFA, 90%
AcN, 90% AcN s 0,1% TFA pti extrakci jedné vceli hlavy na vzorek).

Z chromatogrami vzorki (Obr. 39; 40; 41) zpracovanych dle ptislusného pracovniho
postupu (Obr. 23) bylo zjisténo, Ze z vybranych extrakénich cinidel (80% MeOH,
80% MeOH s 0,1% TFA, 90% AcN, 90% AcNs 0,1% TFA) je nejvice vhodnym
¢inidlem 90% AcN (znacen Cernou barvou), pii¢emz Vv piipadé Bz-oktopaminu (Obr. 40)
a Bz-histaminu (Obr. 41) bylo ur¢eno jako vhodné extrakéni ¢inidlo i 80% MeOH s
0,1% TFA (znacen zelenou barvou). Nicméné pik Bz-dopaminu (Obr. 39) mél po extrakci
vV koncentrovaném AcN nékolikanasobné véEtsi intenzitu nez u vSech ostatnich
extrakénich Ccinidel. Naopak jako nejmén€ vhodné extrakéni Ccinidlo byl urcen

80% MeOH.

6.3.3 OPTIMALIZACE EXTRAKCE

V experimentu muselo byt z dtivodu zachovani stability dopaminu, které je spojeno s jeho
snadnym podléhanim autooxidaci, zvolené extrakéni cCinidlo slozené z90% AcN
upraveno piidavkem malého mnozstvi FA (jeji celkova procentualni koncentrace ve
vzorku byla 0,01 %) — dopamin totiz p¥i hodnot¢ ztraci stabilitu a autooxiduje pti hodnoté
pH vyssi nez 7 (Umek et al., 2018). Volba ptidavku FA byla podpotena skute¢nosti, ze
se bézn¢ pouziva v kombinaci s hmotnostné spektrometrickou detekci a také je v této
kyselin¢ vzorek po derivatizaci nasledné rozpustén. Do 180 pul koncentrovaného AcN
bylo tedy piidano 10 ul zasobniho roztoku IS* v 0,1% FA (250 umol.dm?) a 10 ul
zasobniho roztoku STD v 0,1% FA (250 pmol.dm). Vysledné latkové mnozstvi STD i
IS* v nastiiku zlstalo v porovnani s piedchozim experimentem zachovano (Bz-dopamin,

Bz-oktopamin, Bz-histamin, Bz-dopamin-Ds a Bz-histamin-D4 50 pmol v nastiiku).
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Timto pridavkem STD a IS* v FA byla snizena procentudlni koncentrace ACN
Vv extrak¢énim ¢inidle na 90 %. Byla uréena vhodnost extrak¢niho ¢inidla pii extrakcei jedné

v¢eli hlavy na vzorek v 90% AcN s 0,01% FA (Obr. 42).
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Obrazek 42: Chromatogramy analytt BAs-— Bz-dopamin, Bz-oktopamin, Bz-histamin,

Bz-dopamin-Ds, Bz-histamin-Ds—pii extrakci jedné vceli hlavy na vzorek v 90% AcN
s 0,01% FA.

V porovnani s extrakci v koncentrovaném AcN (Obr. 39; 40; 41 —vzdy znaceno
¢ernou barvou) vykazuji piky BAS nové navrhnutého postupu extrakce (Obr. 42) za
stejného piidavku latkového mnozstvi STD a IS* srovnatelné hodnoty intenzit. Po
provedené extrakci vzorku byla jeho derivatizace ukoncena stejnym zptisobem jako
v predeslych dilé¢ich experimentech (1% H2SOs4 ve vodé€), tudiz byla vysledna
koncentrace ACN v méfené smési 20 %. Takto vznikl drobné obménény postup
zpracovani biologického materidlu pro detekci dopaminu, oktopaminu a histaminu
v riznych castech téla Apis mellifera (Obr. 24). Soucasti tohoto experimentu byl i
neuspésny pokus o zpracovani riznych casti téla véely medonosné s extrakci Cisté

v 0,1% FA, ktery je také zanesen v uvedeném schématu (Obr. 24).

6.3.4 OPTIMALIZACE KONCENTRACE ACN V DERIVATIZOVANEM VZORKU

Derivatizovand smés vzorku ptipraveného k LC-MS analyze (50 ul) obsahuje urcitou
objemovou procentudlni koncentraci AcN, kterd se odviji od pouziti zasobnich roztokt
ptipravovanych k derivatizaci. Objem 50 pl vzorku po derivatizaci je tvofen 20 pl vzorku
(rozpusténého v 0,1% FA), 10 pl 0,1 mol.dm™ Na2CQOs, 10 ul 2% BzCl v AcN a 10 ul
1% H>SO4 ve vodé. Takto méfeny vzorek obsahuje celkovou objemovou koncentraci
AcN 20 %. Pfi rozpusténi vzorku v koncentrovaném AcN namisto v 0,1% FA a

ptipraveni 1% H2SO4 v ACN namisto vody mize byt celkova objemova koncentrace AcN
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v méfené smeési vzorku zvysSena az na 80 %. Koncentrace AcN odpovidajici 40 %
V analyzovaném vzorku méla ovSem negativni dopad na chromatografické chovani

analytd, protoze piky diive se eluujicich analytti vyrazné chvostovaly.

Cilem tohoto dilciho experimentu bylo stanovit optimalni objemovou procentudlni
koncentraci ACN v méfené smési a porovnat ji s pivodné zvolenou 20% koncentraci
AcN. Byla tedy porovnana vysledna 20% a 30% koncentrace AcN v mé&feném vzorku.
Vzorek tvorila jedna cela vceli hlava, ke které byly pfidany zasobni roztoky IS*
(500 umol.dm™®) a STD (200 umol.dm?) svyslednym mnozstvim 1S* 100 pmol
Vv nastiiku a vyslednym mnozstvim STD vzristajicim od 0 pmol do 120 pmol v nastfiku.
Extrakce biologického vzorku probihala v 90% AcN s0,01% FA. Derivatizace 20 ul
vzorku (rozpusténého v 0,1% FA) probihala pfidavkem nejprve 10 ul 0,1 mol.dm™
Na>COs3 ve vodé a poté 10 ul 2% BzCl v AcN. Reakce byla ukoncena bud’ 10 ul 1%
H2SO4 ve vodé (vysledna 20% objemova koncentrace AcN), nebo 10 pl 1% H2SO4
v50% AcN (vysledna 30% objemova koncentrace AcN). Zména tvaru

chromatografickych pikid BAs je vyobrazena na chromatogramu (Obr. 43).

Inters TR315RoneyBee-head B2CL2DACN_STD 120 pmol 15 100 pmol BB1_1 8454 6-EIC 216112720 03 ~All M3
X105

2 (/D Bz-histamin
U,

TR215HoneyBee-head_BzCL2DACN_STD 120 pmol IS 100pmol _BB1_1_3454 d:EIC 483, 19600 02 +All M|

— TR224HoneyBeehead_B2CB0ACN ST0 120 pmol 15 100Bol BC2 JAMES - EIC 216 1127 20,02 +ANl )

23
24 /k Bz-histamin
N
0

Intens. 3 JR224HoneyBee-head_B2CI30ACN _STD 120 pmol 15 100pmel BC2 1 3464.d:EIC 483.1960=0.02 +All M|

31
21
1
0 T

3.‘5 4.‘0 4.‘5 5.‘D 5.5 6.‘0 Tlrr;! [min]

Obrazek 43: Piiblizeny chromatogram zobrazujici vliv celkové procentualni koncentrace AcN
v méfené smési po benzoylaci na zménu tvaru a plochy chromatografickych piki Bz-dopaminu a
Bz-histaminu; 20% koncentrace AcN — ¢ast A (oznaCeno Cervenymi kruhy); 30% koncentrace
AcN — ¢ast B (oznaceno zelenymi kruhy).

V experimentu bylo zjisténo, Ze na stabilitu vzorku a tvar chromatografického piku
Bz-histaminu a Bz-histaminu-Ds ma vliv nizka, ¢i pfilis vysoka koncentrace AcCN
V analyzované smési vzorku. Vysledna koncentrace AcN v méfené smési vzorkl byla
také upravovana piidavkem vody, ¢i AcN po probéhnuté derivatizaci na hodnoty
procentualni koncentrace AcN nizsi nez 20 %, respektive vys$si nez 40 % — stabilita
vzorku byla ovSem Vv obou pfipadech sniZzena. Vys$si koncentrace AcN méla nicméné

pozitivni vliv na zvySeni intenzity chromatografického piku Bz-dopaminu i

Bz-dopaminu-Da, tudiz byl hledan kompromis nachazejici se v intervalu procentualnich
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koncentraci AcN mezi 20 % a 40 %. Pravé z toho divodu byla porovnana intenzita pika
vzorki s vyslednou 20% a 30% koncentraci ACN v analyzované smési. Pfi porovnani
intenzity pika Bz-dopaminu a Bz-histaminu ve vzorku svyslednou 20% a 30%
objemovou koncentraci AcN doslo u vétSiny vzorku se vzrastajici koncentraci AcN
K mirnému snizeni intenzity a chvostovani piku Bz-histaminu a Bz-histaminu-Da,
nicméné zaroven doslo az k trojnasobnému nartstu plochy a intenzity piku Bz-dopaminu
a Bz-dopaminu-D4 (Obr. 43). Vysledna 30% koncentrace AcN byla tedy po nasledné
upraveé chromatografické separace zavedena do optimalizovaného pracovniho postupu
extrakce a LC-MS analyzy rtiznych tkani vcely medonosné za ucelem kvantifikace

vybranych BAs (dopamin, oktopamin a histamin).

Pro posledni krok derivatizace (ukonceni benzoyla¢ni reakce posunem pH do kyselé
oblasti) byla tedy zvolena 1% H2SO4 v 50% AcN. Dale byl upraven objem 0,1% FA, ve
kterém dochazi vzdy k resuspenzi odpareného extraktu biologického vzorku. Objem byl
z pavodnich 50 ul zvySen na 100 pl za Géelem snadnéj$iho rozpusténi odparku (viz

nasledujici kapitola — 6.3.7).

6.3.5 OPTIMALIZOVANY PRACOVNi PROTOKOL ZPRACOVANI VYBRANYCH CASTI
TELA VCELY MEDONOSNE (APIS MELLIFERA) ZA UCELEM KVANTIFIKACE BAS
DOPAMINU, OKTOPAMINU A HISTAMINU

Po kompletaci optimaliza¢niho postupu extrakce a nasledné¢ho zpracovani biologického

materialu sestavajiciho z riznych ¢asti a tkani té€la véely medonosné byl navrzen protokol

shrnujici tento postup za Gcelem kvantifikace tii vybranych BAs (dopamin, oktopamin,
histamin), ktery je vhodny nejen pro druh Apis mellifera, ale i ostatni druhy hmyzu. Nize
je vyobrazeno detailni schéma celého pracovniho postupu od zpracovani biologického

materialu po méteni a kvantifikaci jednotlivych biogenich amint (Obr. 44).
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| Disekce (hlava, TT, jedovd Zldza, jed) |

[ pridani sklengnych kulicek |
|

| pridavek extrakéniho tinidla |

180 pl AcN (-20 °C)

| Ptidavek 10 pl roztoku 1S* (100 pmol.dm-%) a 10 pl roztoku 0,1% FA ve vodé |

]

[ 200 u extrakéniho ginidla (90% ACN +0,01% FA) + biologicky materidl |

l

| Homogenizace 45 sekund (60-65 s) |

Sonikace 10 minut

| Centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

I

| Odebrdnf supernatantu + zmraZeni (-60 °C; alespofi 1 hodinu) |

l

| RozmraZeni + centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

]

| Odebradni supernatantu + odpatenf (45 °C) |

| Rozpuidténi ve 100 pl roztoku 0,1% FA ve vodé |

Sonikace 10 minut

| Centrifugace 10 minut (4 °C; 16 000 xg) |

| Odebrani 20 pl supernatantu do TRV |

Derivatizace vzorku

| Ptidavek 10 ul roztoku Na,CO; (0,1 mol.dm3) ve vodé do TRV |

I

| Pridavek 10 pl 2% roztoku BzCl v AcN do TRV |

I

| Po 10 minutdch pfidavek 10 pl 1% roztoku H,50, v 50% roztoku AcN ve vodé do TRV |

I

| Celkem 50 pl analyzované derivatizované smési s procentudini koncentraci AcN 30 %

]

| RP-HPLC (Restek RAPTOR C18): MF A: 10 mM HCOONH, + 0.1% FA v H,0; MF B: AcN + 0.1% FA |

I

| MS/MS (Q-TOF) analyza (Bruker Daltonik): pozitivni méd bbCID |

I

| Vyhodnecenf vysledkd + kvantifikace (Data Analysis, COMPASS HYSTAR, TASQ) |

Obrazek 44: Schéma optimalizovaného postupu zpracovani biologického materialu pro detekci
vybranych BAs — dopamin, oktopamin, histamin —z riznych tkani véely medonosné, ale i
ostatnich druhtt hmyzu (TT —travici trakt; IS* —interni standardy; TRV —,total-recovery*
vialky; BzClI — benzoylchlorid; RP-HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie v reverzni
fazi; MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie; Q-TOF — hybridni hmotnostni analyzator
sloZzeny z kvadrupoélu a ,,time-of-flight* analyzatoru); obrazek v&ely pievzat z: Shutterstock, Inc.,
2023.
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Kone¢né schéma optimalizovaného pracovniho postupu extrakce a LC-MS analyzy
vzorkid riznych tkani Apis mellifera za ucelem kvantifikace dopaminu, oktopaminu a
histaminu (Obr. 44) je sté€Zejnim a finalnim vysledkem experimentalni ¢asti prace, k jehoz
kompletaci byly orientovany vSechny dil¢i experimenty. Tento pracovni protokol je
vhodny pro zpracovani riznych tkani véely medonosné, ale i ostatniho hmyzu a obsahuje
optimalizovany postup prace zacinajici disekei jedince, na kterou navazuje extrakce a
derivatizace extraktu, a konc¢ici HPLC-MS/MS analyzou derivatizovaného vzorku.
V kone¢né fazi experimentalni Casti prace byly prostfednictvim tohoto protokolu za
ucelem ovéfeni jeho platnosti kvantifikovany vybrané biologické vzorky slozené

z riiznych tkani v¢el chovanych za specifickych podminek.
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6.4 Meéreni a kvantifikace derivatizovanych vzorki

6.4.1 KALIBRACNI KRIVKY

Pro extrakci v90% AcN s0,01% FA byly zhotoveny kalibracni kiivky BAs
Bz-dopaminu, Bz-oktopaminu a Bz-histaminu sloZené z 24 bodu podle tabulky (Tab. 6).
Vsechny tfi kalibracni kiivky (Obr. 45; 46; 47) byly vyuzity ke kvantifikaci vzorka
vybranych ¢asti téla vcel, pficemz nékteré z nich byly podrobeny externim stresovym

podminkam.

47| Bz-Dopamine , linear (1.009x + 194.8) (R 0.9997) { oRF 1558
1 @ calirant

| O calivant missing

A oc

A OC missing

] O eiank

n

&=

Signal relativni plochy peakd
:‘:‘

00 10000 15000 20000 S0 30000 3500 40000 45000 SO000

Koncentrace
Obrazek 45: Kalibra¢ni kiivka Bz-dopaminu pro extrakci v 90% AcN s 0,01% FA.
e’ Bz-Octopamine , linear (07 347x + 5.965) R™ 099598) ( aRF 8.60)
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Obrazek 46: Kalibra¢ni kiivka Bz-oktopaminu pro extrakci v 90% AcN s 0,01% FA.
ot Bz-Histamine , linear (0.697 0x + 101.9) (R*: 0.00848) ( oRF 1241)
1 @ calibvant
35 ) Calilbvant missing
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Obrazek 47: Kalibra¢ni kivka Bz-histaminu pro extrakci v 90% AcN s 0,01% FA.
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Ze vzniklych kalibra¢nich kiivek Bz-dopaminu (Obr. 45) slinearni regresi
y =1,009x + 194,8 (R?=0,99907), Bz-oktopaminu (Obr. 46) slinearni regresi
y =0,7347x + 5,965 (R?>=0,99598) a Bz-histaminu (Obr. 47) slinearni regresi
y =0,697x + 101,9 (R? = 0,99848) bylo mozné tyto BAs kvantifikovat v biologickych
vzorcich riznych tkdni véel. Dopamin, oktopamin a histamin byly kvantifikovany v jedné
hlave, nebo TT véel medonosnych chovanych za specifickych podminek — véely silné
infestované klestikem vcelim (Varroa destructor) a véely vystavené uéinku
nespecifického herbicidu PQ. Hlava, ¢i TT Apis mellifera ptedstavovaly vzdy jeden
vzorek. Zavéreénym experimentem bylo stanoveni latkového mnozstvi zvolenych BAS
Vv jedové zlaze (jedna zlaza na vzorek) a ve vzorcich lyofilizovaného véeliho jedu o

vzristajici hmotnostni koncentraci ve vzorku u véel bez specifického oSetieni.

6.4.2 KVANTIFIKACE VE VYBRANYCH VZORCICH VCEL TRPICiCH VAROOZOU

Pti kvantifikaci dopaminu, oktopaminu a histaminu bylo pouzito vcel siln€ infestovanych
klestikem vcelim (Varroa destructor) a véel kontrolnich (ze vcelstev nenapadenych
klestikem), které byly dodany vedoucim prace. Kvantifikace a vypocet latkovych
mnozstvi ve vzorcich probihaly prostfednictvim kalibracnich kiivek (Obr. 45; 46; 47).
Jeden vzorek byl pfipraven extrakci jedné hlavy, ¢i TT Apis mellifera. Takto
vypreparované vzorky byly extrahovany v 90% AcN s0,01% FA a vyslednou 30%
koncentraci AcN v méfené smési. Naméfend latkovd mnoZzstvi BAs vztazena na konkrétni

¢ast téla (hlava, TT) vcel jsou uvedena v grafu (Obr. 48).
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Obrazek 48: Srovnani dekadickych logaritmi priméra latkovych mnozstvi (véetné SD) BAS
dopaminu, oktopaminu a histaminu v hlavé a TT v¢el infestovanych klestikem vcelim (Varroa
destructor) a v¢el kontrolnich (ze véelstva nenapadeného klestikem) — méfeno vzdy v triplikatu
vzork; experiment probihal v souladu s optimalizovanym protokolem extrakce a HPLC-MS/MS
analyzy biologického vzorku pro kvantifikaci dopaminu, oktopaminu a histaminu (Obr. 44).

Z vysledka (Obr. 48) je patrné, ze u véel napadenych klestikem vcelim doslo k nartstu
latkového mnozstvi oktopaminu a histaminu ptedevsim v TT. Pro kvantifikované BAs
Vv ruznych tkanich véel byl proveden t-test (Tab. 7).

Tabulka 7: Zmény v hladindch vybranych BAs v hlavé a TT véel infestovanych klestikem véelim a

zdravych véel (nenapadenych klestikem vielim); porovnani bylo provedeno formou t-testu, kazdy
ze vzorkii byl méren v triplikatu.

Télni ¢ast a Aritmeticky praimér = Statisticky vyznamny
Analyt skupiny SD (pmol) p-hodnota rozdil (o = 0,05)
HI ¢ 1 169,55 + 520,46
ava (varodza) 9, , 0,4980 Ne
. Hlava (kontrola) 1619,50 + 678,26
Dopamin
TT (varoo6za) 4 565,58 + 378,13
0,8774 Ne
TT (kontrola) 4 763,50+ 1 067,65
. TT (varoo6za) 27 219,10 + 293,40
Oktopamin 0,0008 Ano
P TT (kontrola) 958,50 = 667,70
Hlava (varo6za) 2 686,75+ 142,40
0,5456 Ne
. . Hlava (kontrola) 5522,45 + 322,27
Histamin TT ( Oza) 228 941,50 + 17 268,25
varooza , ,
0,0065 Ano
TT (kontrola) 10 488,23 + 3676,33

Dle provedeného t-testu (Tab. 7) nevykazovala latkova mnozstvi dopaminu
kontrolnich a napadenych vcel statisticky vyznamné rozdily. Ve vSech vzorcich véelich
hlav se nachazel oktopamin v nedetekovatelné koncentraci, a to nejspise z divodu jeho

velmi nizkého ¢i zadného zastoupeni v této télni ¢asti. Na zaklad¢ testu bylo prokazano,
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ze se hladiné vyznamnosti (a = 5 %) lisi latkové mnozstvi oktopaminu a histaminuv TT
v¢el po napadeni klestikem véelim a v TT véel zdravych. Toto zjisténi koresponduje se
skutecnosti, ze oba zminéné BAs hraji vyznamnou roli v imunitni reakci, ktera je

zpusobena napadenim jedince cizorodou latkou ¢i patogenem (Néssel, 1999;

Adamo, 2010).

6.4.3 KVANTIFIKACE VE VYBRANYCH VZORCICH VCEL OSETRENYCH NESPECIFICKYM
HERBICIDEM PQ
Pti kvantifikaci vybranych BAs bylo pouzito v¢el dodanych vedoucim préce, které byly
jiz dfive oSetfeny nespecifickym herbicidem PQ. V¢elam byl tento herbicid podavan bud’
oralné (krmeni roztokem PQ o koncentraci 10 mmol.dm), ¢&i injekéné (koncentrace PQ
11,7 pmol.dm™) a nasledné byly porovnavany s pfislusnymi kontrolnimi skupinami véel
ze stejného vcelstva. BAs byly kvantifikovany ve vzorcich (dle kalibra¢nich
kiivek: Obr. 45; 46; 47), pticemz kazdy vzorek byl pfipraven extrakci bud’ jedné hlavy,
¢i TT veely medonosné v 90% AcN s 0,01% FA (30% AcN v mé&fené smési). Naméiena

mnozstvi BAS v riiznych ¢astech téla (hlava, TT) jsou uvedena v grafu (Obr. 49).
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Pro vysledky méfeni zanesené v grafu (Obr. 49) byl proveden t-test za uc¢elem zjisténi,
zda maji rozdily v hladinach BAs v hlavé a TT vcel oSetfenych PQ a vcel zdravych
statisticky vyznam (Tab. 8).

Tabulka 8: Zmeény v hladindch vybranych BAs v hlavé a TT véel oSetrenych nespecifickym

herbicidem PQ a zdravych véel (neosetienych PQ),; porovndni bylo provedeno formou t-testu,
kazdy ze vzorkii byl méren v triplikdtu.

Aritmeticky pramér

Statisticky vyznamny

Analyt Télni ¢ast a skupiny + SD (pmol) p-hodnota rozdil (o = 0,05)
Hlava (PQ-or) 0,00
! 0,0007 Ano
Hlava (PQ-or, CTRL) 86,65 + 7,85
TT (PQ-
(PQ-or) 130,27 + 70,31 0.1557 Ne
TT (PQ-or, CTRL) 617,00 + 387,87
Dopamin Hlava (PQ-inj
P va (PQ-inj) 0.00 5 0002 Ano
Hlava (PQ-inj, CTRL) 391,70 + 23,40
TT (PQ-in]
(_ Q inj) 2 522,05 + 509,35 0.3452 Ne
TT (PQ-inj, CTRL) 1399,33 + 1 018,90
Hlava (PQ-or 1 055,00 + 214,48
va (PQ-on) 0,0625 Ne
Hlava (PQ-or, CTRL) 1 820,93 + 237,88
TT (PQ-or 2 854,75 + 664,67
(PQ-on) 0,0901 Ne
Histamin TT (PQ-or, CTRL) 6 721,93 £ 2 366,22
Hlava (PQ-inj) 2 533,77 £ 388,28
.. 0,4464 Ne
Hlava (PQ-inj, CTRL) 2 206,52 + 387,58
TT (PQ-inj 8 967,53 +£449.78
(PQ-iny) : 00,3799 Ne
TT (PQ-inj, CTRL) 6 672,47 + 2 420,00

U v¢el, které byly vystaveny ucinku PQ (at’ uz oralné, ¢i injek¢n¢), doslo ke statisticky
vyznamnému snizeni latkového mnozstvi dopaminu v hlavové casti téla, kde jsou
lokalizovany dopaminergni neurony. Pfi ordlnim podani PQ doSlo ke sniZeni latkoveého
mnozstvi dopaminu navic i v TT véel, toto snizeni ov§em nem¢lo statisticky vyznam.
V ptipadé injekéniho podani PQ doslo naopak k nartstu latkového mnozstvi dopaminu v
TT. Latkova mnoZstvi histaminu v hlavé a TT oSetfenych a kontrolnich véel se vyraznym
numerickym ani statistickym zptsobem nelisila. Latkova mnozstvi oktopaminu se
v tomto experimentu nachazela v nedetekovatelné hladin€ nejspiSe z dtivodu nizké

koncentrace ve vzorcich.

6.4.4 KVANTIFIKACE VE VZORCICH VCEL OBSAHUJICICH JEDOVOU ZLAZU, NEBO
VCELI{ JED

V tomto experimentu byla provedena kvantifikace dopaminu, oktopaminu a histaminu

v odlisnych biologickych vzorcich vcely medonosné, kdy byla stanovena latkova

mnozstvi vybranych BAs v jedné jedové zlaze veely na vzorek a dale v fadé sestupnych
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koncentraci rozpusténého lyofilizovaného vceliho jedu v 0,1% FA (5 sestupné fazenych
hmotnostnich koncentraci jedu v extrahovaném vzorku: od 10000 mg.dm= do
1 mg.dm3). Jedové 7lazy a lyofilizovany véeli jed byly odebrany ze véel, které nebyly
oSetieny zadnym specifickym zptsobem a byly dodany vedoucim prace. Kvantifikaci
BAs v uvedenych biologickych vzorcich pomoci HPLC-MS/MS metody ptedchéazela
jejich extrakce v 90% AcN s0,01% FA (vysledna 30% koncentrace ACN ve vialkach
ptipravenych k méfeni). V grafu jsou zaneseny vysledky kvantifikace BAs v jedovych
Zlazach vcel (Obr.50) a vtabulce jsou zobrazeny vysledky kvantifikace BAs v

lyofilizovaném vcelim jedu o riznych koncentracich (Tab. 9).

5,000

P
w1
o
S

4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000

0,500

log latkovych mnozstvi (pmol/jedova zlaza)

0,000

B Dopamin B Oktopamin M Histamin

Obrazek 50: Srovnani dekadickych logaritmt praméra latkovych mnozstvi (véetné SD) BAs
dopaminu, oktopaminu a histaminu v jedové zlaze véel, které byly chovany bez specifického
oSetfeni — méfeni probihalo s péti vzorky (jeden vzorek byl slozen z jedné jedové Zlazy); pro
oktopamin byl ziskan pouze jeden vysledek z jediného vzorku (z toho divodu pro tento analyt
neni v grafu uvedena ani SD); experiment probihal v souladu s optimalizovanym protokolem
extrakce a HPLC-MS/MS analyzy biologického vzorku pro kvantifikaci dopaminu, oktopaminu
a histaminu (Obr. 44).
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Tabulka 9: Prehled latkovych mnozstvi BAs dopaminu, oktopaminu a histaminu v1 g
lyofilizovaného jedu vcel, které byly chovany bez specifického oSetreni — méreni probihalo s péti
vzorky rizné naredéného véeliho jedu, experiment probihal v souladu s optimalizovanym
protokolem extrakce a HPLC-MS/MS analyzy biologického vzorku pro kvantifikaci dopaminu,
oktopaminu a histaminu (Obr. 44).

Typ vzorku Dopamin — mnozstvi ~ Oktopamin — mnoZstvi Histamin — mnozZstvi
(koncentrace) (pmol) v1gjedu (pmol) v1gjedu (pmol) v 1g jedu
Jed (10 000 mg.dm-3) 1104,7 0,00 6396,6
Jed (1 000 mg.dm®) 819,6 0,00 6692,0
Jed (100 mg.dm) 0,00 0,00 5952,0
Jed (10 mg.dm) 0,00 0,00 0,00

Jed (1 mg.dm) 0,00 0,00 0,00

Z grafu (Obr. 50) je patrné, ze jedové zlazy vcel obsahuji znacné mnozstvi dopaminu
a predevsim histaminu — oba tyto BAs jsou totiz souc¢asti v¢eliho jedu (Puccaetal., 2019).
Oktopamin byl kvantifikovan pouze v jediném piipadé jedové Zlazy véely, coz mohlo byt
zpusobeno jeho nizkym latkovym mnozstvim ve vzorku (pod méfitelnou hladinou).
V souladu s optimalizovanym pracovnim protokolem (Obr. 44) byl zpracovan i
lyofilizovany vceli jed, ktery byl nafedén na pét koncentraci snizujicich se
sestupné — 10 000 mg.dm=, 1 000 mg.dm=, 100 mg.dm™, 10 mg.dm™ a 1 mg.dm™. Pii
analyze vceliho jedu (Tab. 9) byl kvantifikovan dopamin pouze ve dvou nejvyssich
hmotnostnich koncentracich lyofilizovaného véeliho jedu (10000 mg.dm? a
1000 mg.dm™®). Histamin byl navic kvantifikovan i v hmotnostni Kkoncentraci
lyofilizovaného véeliho jedu 100 mg.dm. Latkova mnozstvi dopaminu a histaminu se v
mén¢  koncentrovanych roztocich lyofilizovaného vceliho jedu nachézela
V nedetekovatelné hlading. Vysledna mnoZstvi dopaminu a histaminu jsou uvedena
vnmol.g? lyofilizovaného véeliho jedu (dopamin 24,05+ 3,56 nmol.g™*; histamin
158,67 + 7,60 nmol.gt). Latkovd mnozstvi oktopaminu se V roztocich lyofilizovaného
véeliho jedu nachazela v nedetekovatelné hladiné nejspise opét z diivodu nizkého obsahu

analytu ve vzorku.
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7 DISKUSE

Oproti diive pouzivané detekéni metodé BAs z biologického vzorku zalozené na
HPLC-ECD se HPLC-MS/MS analyza vyznacuje ¢etnymi prednostmi. Nékterymi z nich
jsou zkraceni doby samotné analyzy, snizeni limitu detekce, odstranéni interference
analytd, které mohou byt navic strukturné rozmanitéjsi nez u HPLC-ECD analyzy a
zvyseni specifity, nasledné i selektivity detekce — z uvedenych dtvodu postupné dostava
pii detekci BAs a jinych molekul ptednost HPLC-MS/MS analyza pfed HPLC-ECD
(de Jong et al., 2011; Bedia Erim, 2013; Grinias et al., 2017; Zhang et al., 2020).

Pii separaci pomoci HPLC v reverzni fazi je problémem polarita BAs i jinych analyta,
které nasledné nevykazuji pozadovanou retenci v chromatografické koloné, coz je
problém z toho divodu, ze se samotnymi analyty dochazi k extrakci mnoha polarnich
molekul, jakymi jsou naptiklad rizné soli ¢i sacharidy. Tyto vysoce polarni molekuly se
poté eluuji spolu s analyty polarniho charakteru (vcéetné BAs) a zpiisobuji zvySeni
matricovych efektll ve vzorku vyustujici ve snizovani ucinnosti ionizace a samotného
MS signalu pfti kvantifikaci BAs (Kuehnbaum a Britz-McKibbin, 2013; Grinias et al.,
2017). Derivatizace vzorku nepolarni skupinou vyrazné eliminuje tento problém, jelikoz
zvySuje retenci BAs v chromatografické koloné s uspotfaddnim v reverzni fazi. Dochazi
tedy ke zvySeni separaéni schopnosti kolony, coz vede ke zvySeni G¢innosti ionizace pii
HPLC-MS/MS analyze (Grinias et al., 2017). Dalsimi vyhodami derivatizace jsou
zvyseni t€kavosti analytu, jeho tepelné stability a navySeni citlivosti a selektivity pii jeho
detekci a kvantifikaci (van der Jagt, 2013). Redmondem a Tsengem (1979) byla jako
kvantifikace BAs zaloZen¢ predev§im na HPLC-ECD analyze, ¢t HPLC analyze s detekci
v UV oblasti (HPLC-UV) vyuzivaly derivatizaci pravé pomoci tohoto ¢inidla (Thaw et
al., 2004; Ozdestan a Uren, 2009; Aflaki et al., 2014).

Novéjsi pristupy k detekci a kvantifikaci BAs vsak pfinesly i postupy, které
derivatizaci do postupu nezatazuji (Li et al., 2020; Zhang et al., 2020; Davla et al., 2023).
Zhang et al. (2020) ve své praci popisuje uspésny postup extrakce BAs ve vode bez
nasledné derivatizace ze vzorkt vceliho jedu (separace pomoci RP-HPLC a detekce
ESI-MS/MS analyzou s QqQ). Ve studii Davly et al. (2023) byl popsan extrakéni postup
BAs z cerebralniho ganglionu octomilky (Drosophila melanogaster) pomoci ¢inidla
slozeného z EtOH a vody o objemovém poméru 1:9 také bez vyuziti derivatizace

(RP-HPLC separace a kvantifikace pomoci ESI-MS/MS sQqQ). Experiment
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provedenym Li et al. (2020) byl zalozen na extrakci BAs ze vzorku slozeného z celého
jedince druhu Plutella xylostella s vyuzitim 0,1 mol.dm™ HCIO4 (kombinace separaéni
metody RP-HPLC a kvantifikaéni metody HESI-MS/MS s linearnim hybridnim

hmotnostnim analyzatorem sloZenym z iontové pasti a orbitalni pasti).

Derivatizace vzorku totiz mize pfinaset komplikace, zejména dochazi ke zvyseni ztrat
analytu, tvorbé nepozadovanych produkta analytu po derivatizacni reakci a potencidlné
delsi postup pfipravy spojeny s jeho rozsifenim o piipravu derivatizovaného produktu
(Papageorgiou et al., 2018; Munir a Badri, 2020). Proto byl zvolen vychozi metodikou
postup izolace, chromatografické separace v reverzni fazi (ARION® Polar C18,
Chromservis, s.r.o., Ceska republika) a detekce pomoci hybridniho hmotnostniho
spektrometru (MS/MS compact Q-TOF, Bruker Daltonik, Némecko) bez provedeni
derivatizacni reakce vzorkd. Byly optimalizovany zptsoby extrakce, kdy byla porovnana
riznd extrakéni Cinidla a jako nejvhodnéj$i byla zvolena kombinace 80% MeOH
5 0,1% TFA. Takto adaptovana metoda ovSem vedla k problémuim, kdy dochazelo k piilis
brzké eluci poldrnich BAs spolu s ostatnimi vysoce poladrnimi slou¢eninami (naptiklad
ruzné soli a sacharidy obsazené v biologickém materialu), které byly extrahovany spolu
S analyty. SoucCasnad eluce nizkomolekularnich latek spolu s BAs komplikovala
hmotnostné spektrometrickou analyzu z divodu zvySeni matricovych efektii v méfeném
vzorku (Grinias et al., 2017), coz se nepodafilo vyfesit. Ve vzorcich byl tedy
kvantifikovan pouze histamin, nicméné mnozstvi dopaminu a oktopaminu se nachazela
v nedetekovatelné hladiné. Vliv matricovych efekti na detekci BAs v biologickych
vzorcich ve své praci popisuji Ramesh a Brockmann (2019) a Duan et al. (2022), nicméné
experimenty stanovujici mnozstvi BAsS Vv hlavové casti zastupci hmyzu vyuzivaji
pfevazné biologickych vzorkli sloZenych pouze z cerebralniho ganglionu jedince
(Wagener-Hulme et al., 1999; Ramesh a Brockmann, 2019; Davla et al., 2023) — pfi
homogenizaci cel¢ hlavy miZe tedy dochdzet ke znacnému ovlivnéni vysledki

Vv souvislosti s ptitomnosti velkého mnozstvi balastnich latek.

Z divodu predeslych komplikaci bylo ptistoupeno k derivatiza¢nimu procesu pomoci
BzCl. Protokol vyuzivajici BzCl jako derivatiza¢ni ¢inidlo vychazel z prace Griniase et
al. (2017), pricemz jako nejvhodnéjsi extrakéni ¢inidlo byl zvolen 90% AcN s 0,01% FA.
Na extrakci navazovala zminéna derivatizacni reakce s naslednou chromatografickou
separaci v reverzni fazi (RAPTOR C18, Restek, USA) a kvantifikaci pomoci hybridniho
hmotnostniho spektrometru (MS/MS compact Q-TOF, Bruker Daltonik, Némecko).
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Optimalizovéana byla i volba MF chromatografické separace, kdy byla na zaklad¢ studie
Johnsona et al. (2013) a Cajky et al. (2023) zvolena MF o sloZeni: MF A (0,01 mol.dm®
mravenc¢an amonny V 0,1% FA ve vod¢) a MF B (0,1% FA v AcN). V zavislosti na
zminéném postupu byl vypracovan optimalizovany protokol zpracovani riznych tkani
vcel za Gicelem detekce BAs dopaminu, oktopaminu a histaminu, ktery byl optimalizovan
pro dopamin a histamin. Pfi detekci oktopaminu pfedevsim v hlavové casti téla Apis
mellifera vyvstavaly problémy zpisobené nejspiSe nizkym obsahem analytu ve vzorku,
¢1 jeho ztratam v izola¢nim postupu. Dalsim faktorem mohlo byt nizké mnozstvi

oktopaminu v této télni ¢asti.

Dlouhodobé vystaveni uCinku herbicidu PQ mize mit vliv na zvySeni
pravdépodobnosti propuknuti neurodegenerativnich chorob a zvySeni frekvence potizi
spravného fungovani CNS u hmyzu. PQ ptisobi nepiimo degeneraci a postupnou ztratu
dopaminergnich neuront, coz u takového jedince posléze vyusti Ve sniZeni tvorby a
distribuce predevs§im dopaminu (Cassar et al., 2015). Vysledky méfeni v této praci
potvrdily uvedené tvrzeni. Hladina dopaminu v hlavé i TT vcel byla sniZena pfi ordlnim
podani PQ, ovSem pfi injek¢nim podani PQ doslo ke snizeni mnozstvi dopaminu pouze
v TT vcel. To souvisi nejspise se zptisobem podani PQ, kdy pii oralnim podani putoval
herbicid ptimo do TT, ale pii injekénim podani byl podan do hrudni ¢asti téla v¢el (nutné
je také zminit rozdilné koncentrace PQ v pfipadé oralniho a injekéniho podani, kdy oralné

byl PQ podavan mnohem vice koncentrovany).

V souvislosti se stresovymi podminkami hmyzu provedl Newland et al. (2015)
experiment, v némz vystavil jedince rodu Drosophila statickému elektrickému poli.
Hladina dopaminu byla s prodluzujici se dobou vystaveni elektrickému poli signifikantné
sniZzena, oproti tomu dochéazelo za stejnych podminek k mirnému zvySeni hladiny
oktopaminu. Pfi porovnavani s obdobnymi studiemi vSak nebyly nalezeny experimenty
stanovujici mnoZzstvi BAs v hlavé a TT takto specificky oSetfenych vcel (vcelstva
napadené varodzou, ¢i oSettené nespecifickym herbicidem PQ). Nicméné byla porovnana
hladina dopaminu a histaminu alesponn v ramci studii, ve kterych byly tyto BASs
kvantifikovany Vv cerebralnim ganglionu dé€lnic v rizném stadiu jejich vyvoje, pficemz
bylo zjisténo, ze latkova mnoZzstvi obou aminli namétena v této praci nékolikandsobné
prevySuji data naméfena v ostatnich studiich (Wagener-Hulme et al., 1999; Sasaki a
Nagao, 2001; Beggs et al., 2007; Ramesh a Brockmann, 2019; Sasaki et al., 2020; Davla

et al., 2023). Podstatn¢ vyssi mnozstvi BAS je zpusobeno slozenim vzorku, kdy v této
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préci bylo pouzito celych véelich hlav, ale ve zminénych studiich byly testovany vzorky
pouhych cerebralnich ganglionti. V praci Zhanga et al. (2020) byla popsana kvantifikace
dopaminu a histaminu ve vzorcich v¢eliho jedu vybranych poddruhti Apis mellifera,
pricemz vysledné mnozstvi dopaminu a histaminu v jedu téchto poddruhti vcel bylo vyssi
nez naméfené mnozstvi danych BAs v této praci. To mlze byt zplisobeno rozdilnym

slozenim v¢eliho jedu v zavislosti na druhu, stafi, stddiu vyvoje a stresorech vcelich

jedincii (Abd EI-Wahed et al., 2019).
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8 ZAVER

V piedlozené praci byly v teoretické c¢asti popsany biologické funkce dopaminu,
oktopaminu a histaminu a jejich tkanovy vyskyt v téle véely medonosné (Apis mellifera)
a ostatnich druzich hmyzu. To zahrnovalo nejprve popis anatomie hmyziho mozku
s lokalizaci tkani zodpovédnych za produkci ptislusSnych BAs. Nésledné byla popséana
chemicka struktura BAs a rozdily v jejich vyskytu u bezobratlych zivoc¢ichi a obratlovct.
Obsahla kapitola byla vénovana receptorim BAs, kde byly také specifikovany signalni
dréhy spojené s prenosem signalu zprosttedkovaného GPCRs, jez jsou aktivovany BAs.
Kapitola byla néasledné¢ zaméiena na receptory dopaminu, oktopaminu a histaminu
VvV hmyzim téle a funkce plynouci zjejich aktivace. ReSerSe obsahuje také detailni
specifikaci metabolismu zminénych tfi BAs pocinajici biosyntézou a koncici jejich
degradaci. V predlozené praci byl také kladen diiraz na shrnuti metodického zpracovani
BAs v minulych letech, a to v rdmci celého postupu zpracovani — pojednano bylo o
zpisobech extrakce, derivatizace, separace a kvantifikace vzorku obsahujiciho

pozadované analyty.

Experimentalni ¢ast byla rozdélena do dvou hlavnich kapitol vyobrazujici ptistupy ke
zpracovani ruznych tkani véely medonosné — postup bez derivatizace a s derivatizaci
vzorku. Takto byla vedena i metodicka ¢ast prace, kdy jsou popsany odlisné postupy
zpracovani hlavy, TT, jedové zlazy a jedu vcel. Pii zpracovani vzorku bez vyuziti
derivatizace bylo zvoleno c¢inidla slozeného z 80% MeOH s 0,1% TFA, pomoci kterého
byl vzorek extrahovan. Nasledné byl separovan na chromatografické kolon¢ ARION®
Polar C18 v reverzni fazi a jeho kvantifikace probihala prostfednictvim hmotnostné
spektrometrick¢é analyzy na pfistroji Compact qTOF s vyuzitim ESI. V rdmci
experimentalni ¢asti diplomové prace bylo zjisténo, Ze ptivodni postup bez derivatizace
poskytuje neuspokojivé vysledky kvantifikace BAs. Z toho diivodu byl plivodni postup
opustén a zvolen byl alternativni postup zahrnujici derivatizaci. Extrakce vzorku
s naslednou derivatizaci byla zalozena na pouziti Cinidla sestavajictho z 90% ACN s
0,01% FA, vzorek byl poté podroben derivatiza¢ni reakci s vyuzitim BzCl a detekovan
s vyuzitim HPLC-MS/MS analyzy. Pfi ni byla kombinovana chromatograficka separace
na kolon¢ Restek RAPTOR C18 v reverzni fazi opét s MS/MS analyzou na pfistroji
Compact qTOF.

Diléi experimenty postupu zpracovani vzorku s jeho naslednou derivatizaci zahrnujici

optimalizaci MF, porovnani riznych extrak¢nich Ccinidel, optimalizaci extrak¢nich
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podminek a koncentrace AcN v analyzované smési daly vzniknout optimalizovanému
pracovnimu protokolu zpracovani vybranych casti téla véely medonosné za ucelem
kvantifikace BAs (dopamin, oktopamin a histamin), ktery muize byt pouzit i pro
analogické biologické vzorky a BAs (Obr. 44). Metodu zpracovani se podafilo ve
srovnani s puvodni metodou i pifi zaclenéni derivatizacniho kroku do postupu vyrazné
zkratit (pfiblizné¢ ze dvou pracovnich dnli na jeden). Protokol byl ovéfen na vzorcich
hlavy, TT, jedové Zlazy a jedu vcel chovanych za riznych podminek s cilem ovéfit, zda
je vyvinutou metodou mozné analyzovat rizné tkdné¢ a také zjistit, jak se méni
koncentrace BAs v téle vcel pifi riznych podminkach. BAs byly kvantifikovany
Vv koncentra¢nim rozmezi desitek az stovek nmol na vzorek hlavy, TT a jedové zlazy vcel,

nebo na 1 g lyofilizovaného v¢eliho jedu.

V ramci této diplomové prace byl vyvinut a optimalizovan protokol extrakce a
HPLC-MS/MS analyzy pro kvantifikaci dopaminu, oktopaminu a histaminu. Dopamin i
histamin byl detekovan ve vcelich tkéanich, zatimco oktopamin byl detekovan a
kvantifikovan pouze v omezeném poctu biologickych vzorkl. Vyvinuty protokol
umoznuje detekovat a kvantifikovat BAs, ovSem pro jeho findlni ovéteni je jesté potieba
jej validovat. Zavedeni metody do laboratorni praxe by nasledné znamenalo piispévek k
rozsifeni znalosti o vlivu BAs na imunitu a chovani riznych druht hmyzu a k rozvoji

vyzkumu imunity v¢el, jakoZto hlavniho opylovace rostlin.
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pmol.dm

S-HT
6,7-ADTN
9-ODA
AADC
AANAT
AC

AcN
AMK
ATP
BA/s
BASi®

bbCID

BzCl
Bz-Dopamin
Bz-Histamin
Bz-Oktopamin
C

CAMP

nasobek gravitacniho pietiZzeni (pouZzivan pii centrifugaci)
mikrolitr (jednotka objemu)
mikrometr (jednotka délky)

mikromol na decimetr krychlovy (jednotka molarni koncentrace);

znaceno také uM

5-hydroxytryptamin (zndm také pod ndzvem serotonin)
6-amino-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-2,3-diolhydrobromid
kyselina 9-oxo-decenova

dekarboxylasa aromatickych aminokyselin
arylalkylamin N-acetyltransferasa

adenylatcyklasa

acetonitril

aminokyselina

adenosintrifosfat

biogenni amin/y

spole¢nost BioAnalytical Systems

Sirokospektra disociace iontll indukovana jejich kolizi (,,broadband

collision-induced dissociation®)
benzoylchlorid

benzoylovany dopamin
benzoylovany histamin
benzoylovany oktopamin
cystein

cyklicky adenosinmonofosfat
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CNS
D

D1
D2
Ds
D4
Ds
DAG

DANADB

DAO

DmHCLCA

DmHCLCB

Dop/Ecd
Dopl
Dop2
Dop3

DUM neurony

,»cross-linked product (zesitovany produkt degradace dopaminu

vedouci ke sklerotizaci kutikuly)

centralni nervovy systém

aspartat

prvni skupina dopaminovych receptort u obratlovci
druha skupina dopaminovych receptort u obratlovcii
tieti skupina dopaminovych receptorti u obratlovct
ctvrta skupina dopaminovych receptort u obratlovci
pata skupina dopaminovych receptorti u obratlovct
diacylglycerol

2-(3’, 4’-dihydroxyfenyl)-3-acetylamino-6-
(N-acetyl-2"-aminoethyl)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin

degradace dopaminu vedouci ke sklerotizaci kutikuly)
diamin oxidasa

histamine-gated chloride channel A (ionotropni

(produkt

receptor

propoustéjici chloridové anionty typu A) u druhu Drosophila

melanogaster

histamine-gated chloride channel B (ionotropni

receptor

propoustéjici chloridové anionty typu B) u druhu Drosophila

melanogaster

¢tvrta skupina dopaminovych receptorii u hmyzu

prvni skupina dopaminovych receptorti u bezobratlych
druhé skupina dopaminovych receptorii u bezobratlych
treti skupina dopaminovych receptorii u bezobratlych
,dorsal

unpaired median“ (klastr

dorsalnich  bilateralné

symetrickych neuroni nachazejicich se v centrdlni nervové

soustavé hmyzu)
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ECD
ER
ES
ESI

EtOH

FA
FAH
g.mol™
GABA
Gi

GPCR

Gs
Gai
Guq
Gos
Ha
Ho
Hs
HCI

HCLC

HCIO4

kyselina glutamova

elektrochemickéd detekce

endoplazmatické retikulum

extracelularni smycka

ionizace elektrosprejem (,,electrospray ionization®)
ethanol

fenylalanin

kyselina mravenci (,,formic acid®)

fenylalanin-4-monooxygenasa

gram na mol (jednotka molekulové hmotnosti slouc¢enin)

kyselina y-aminomaselna

inhibi¢ni G-protein (zprostfedkovavajici inhibici AC)

G-protein-coupled receptor (receptor sprazeny s G-proteinem)

ttida G-proteinil zprostfedkovavajici aktivaci PLC
stimulujici G-protein (zprosttedkovavajici aktivaci AC)
a podjednotka inhibi¢niho Gi-proteinu

a podjednotka Gg-proteinu

a podjednotka Gs-proteinu

prvni skupina histaminovych receptorti u obratlovct
druha skupina histaminovych receptort u obratlovcii
tieti skupina histaminovych receptort u obratlovcii
kyselina chlorovodikova

histamine-gated  chloride  channel (ionotropni

propoustéjici chloridové anionty)
kyselina chlorista

105

receptor



HD

HESI

HPLC

HPLC-ECD

HPLC-MS

HPLC-MS/MS

HPLC-UV

HVA

IEC

IP3

IP3R

IS*

IsoP

kPa

LC-MS

L-DOPA

histidin dekarboxylasa

ionizace elektrosprejem s vyhiivanim vaporizéru (,,heated

electrospray ionization*)

vysokou¢inna kapalinova chromatografie (,,high-performance

liquid chromatography*)

metoda vyuzivajici kombinaci separacni metody vysokoucinné

kapalinové chromatografie spojené s elektrochemickou detekci

metoda vyuzivajici kombinaci separacni metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie spojené s detekci pomoci hmotnostni

spektrometrie

metoda vyuzivajici kombinaci separacni metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie spojené s detekci pomoci hybridni (¢i

tandemové) hmotnostni spektrometrie

metoda vyuzivajici kombinaci separacni metody vysokoucinné

kapalinové chromatografie spojené s detekci v UV oblasti

svételného zatfeni

homovanillylalkohol

iontoménicova chromatografie (,,ion-exchange chromatography*)
inositol 1,4,5-trisfosfat

receptor IP3

intracelularni smycka

interni standard/interni standardy

isopropanol

kilopascal (jednotka tlaku)

kapalinovd chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii

(,,Jiquid chromatography mass spectrometry*)

L-3,4-dihydroxyfenylalanin
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LLE

m/z

MAPK

MeOH
MF

mg.dm-

mmol.dm-

mol.dm™

MS
MS/MS
NADA
NBAD
nmol

nmol.dm™

OctoR
OctpR
OPA

PAM neurony

PKA

extrakce kapaliny kapalinou (,,liquid-liquid extraction®)

hodnota v hmotnostni spektrometrii udavajici pomér hmotnosti
iontu udédvaného v atomovych hmotnostnich jednotkdch a jeho

formalniho naboje

mitogen-activated ~ proteinkinase  (mitogenem  aktivovana
proteinkinasa)

methanol

mobilni faze

miligram na decimetr krychlovy (jednotka hmotnostni

koncentrace)

milimol na decimetr krychlovy (jednotka molarni koncentrace);

znaceno také mM

mol na decimetr krychlovy (zékladni jednotka molarni

koncentrace); zna¢eno také M

hmotnostni spektrometrie (,,mass spectrometry*)
hybridni (¢i tandemova) hmotnostni spektrometrie
N-acetyldopamin

N-B-alanyldopamin

nanomol (jednotka latkového mnoZzstvi)

nanomol na decimetr krychlovy (jednotka molarni koncentrace);

znaceno také nM

rodina a-receptortt oktopaminu podobnych adrenergnim
rodina B-receptori oktopaminu podobnych adrenergnim
o-ftalaldehyd

,protocerebral anterior medial* (klastr neuronii nachazejici se ve

tkani corpora pedunculata u zastupcti hmyzu

proteinkinasa A
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PKC
PLC
PM

pmol

pmol.dm

PO3

PPL1 neurony

PQ

PxHCLCA

PxHCLCB

Q

QMP

QaQ

Q-TOF

Q-TRAP

RLR

RP-HPLC

RP-LC

RT

proteinkinasa C

fosfolipasa C

plazmatickd membrana

pikomol (jednotka latkového mnozstvi)

pikomol na decimetr krychlovy (jednotka molarni koncentrace);

znaceno také pM
fenoloxidasa 3

,protocerebral posterior lateral 1 (klastr neuronti nachazejici se ve

tkani corpora pedunculata u zastupcti hmyzu
paraquat

histamine-gated chloride channel A (ionotropni receptor

propoustéjici chloridové anionty typu A) u druhu Papilio xuthus

histamine-gated chloride channel B (ionotropni receptor

propoustéjici chloridové anionty typu B) u druhu Papilio xuthus
kvadrupdlovy analyzétor

matcin (kralovnin) mandibulérni feromon

trojity kvadrupolovy analyzator

analyzator vznikly spojenim kvadrupolového analyzitoru a

,time-0f-flight* analyzatoru

analyzator vznikly spojenim kvadrupolového analyzatoru a iontové

pasti
rhodopsin-like receptor (receptor podobny rhodopsinu)

vysokoucinnd kapalinovd chromatografie v reverzni fazi

(,,reversed-phase high-performance liquid chromatography*‘)

kapalinova chromatografie v reverzni fazi (,,reversed-phase liquid

chromatography*)

retencni Cas/retencni Casy
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SD
SF

SCH-23390

SPE

STD

TBH
D
TFA
TH
TOF
TPH
TRAP
TRV
TT

TyrR

viv

w/w

serin

sekunda na ! (jednotka frekvence)
smérodatna odchylka/smérodatné odchylky
stacionarni faze

7-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-fenyl-2,3,4,5-
tetrahydro-1H-3-benzazepin

extrakce na pevnou fazi (,,solid phase extraction®)
standard/standardy

threonin

tyramin B-hydroxylasa

tyrosin dekarboxylasa

kyselina trifluoroctova (,,trifluoroacetic acid*)
tyrosin-3-monooxygenasa

,time-0f-flight* analyzator

tryptofan 5-monooxygenasa

analyzator typu iontova past

vialky redukujici residudlni ztraty analytu o témét 100 %
travici trakt

rodina receptort specifickych pro oktopamin a tyramin, ¢i ¢isté pro

tyramin

objemova procenta ptipravovaného roztoku urcité latky vztahnuta

na celkovy objem vzorku

hmotnostni procenta urcité latky vztahnutd na celkovou hmotnost

vzorku
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