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Anotace

Predkladand prace zahrnuje zvladnuti metody GC/FID (kapalinovd chromatografie
s plamenovym ionizacnim detektorem) a ji predchéazejici ptipravy vzorku pomoci SPE
(extrakce na tuhé fazi) a transesterifikace. Soucasti prace je reSerSe na téma energeticky
metabolismus hmyzu s dirazem na mobilizaci lipidii. Do reSerSe byl zahrnut i soubor

informaci o pokusném hmyzu ruménici pospolné - Pyrrhocoris apterus.

Anotation

This study deals with analytical technique — Gas chromatography coupled with flame
ionization detector. The aim of the thesis is to handle the GC/FID method including sample
preparation techniques (raw biological material extraction, solid phase extraction followed by
transesterification derivatization). This study also provides literature review of energetical
metabolism of insect with emphasis on lipid metabolism and mobilization. These thesis also

include information about popular insect model Pyrrhocoris apterus.
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1. Uvod do problematiky — mobilizace lipidi

Energeticky metabolismus hmyzu je pfedmétem zajmu jiz po mnoha desetileti. Intenzivni
vyzkum na tomto poli ndm pfinesl nemalé mnozstvi poznatkli a daleko vice otazek. Dnesni
moderni chemicko-analytické metody ndm umoznuji studovat metabolické jevy mnohem
detailnéji, nez tomu bylo v minulosti. Na zakladé¢ dosavadnich informaci o energetickém
metabolismu hmyzu jej lze rozdélit podle vyuzivani energetickych zdroji na tfi skupiny.
Prvni nejrozsitenéjsi zahrnuje hmyz, jehoz primarnim zdrojem energie je cukr a to konkrétné
trehaléza (Beenakeers et al, 1984). Dalsi skupina, zahrnujici fa4dy orthoptera, nékterd
heteroptera a lepidoptera, pouziva jako zdroj energie lipidy, konkrétné triacylglyceroly
(TAG). Posledni skupinou jsou nékteré diptera ¢i coleoptera, které vyuzivaji jako
energetického paliva aminokyselinu prolin (Beenakeers et al, 1984; (Arrese and Soulages,
2010).

At uz je zdroj energie jakykoliv, je cely proces energetické mobilizace ftizen
hormonalné a to pomoci jednoduchych okta az dekapeptidi zvanych adipokinetické hormony
(AKH). AKH jsou pfitomny u vSech zkoumanych druhti hmyzu a také korysu (Gade et al.,
2006). Adipokinetické hormony u hmyzu funguji podobné jako adrenalin u savcii, proto jim
fikdme stresové hormony. Jiz byly publikovany mnohé prace, které se zabyvaji mechanismem
funkce adipokinetickych hormonti u hmyzu, vyuzivajiciho jako hlavni zdroj energie lipidy,
ale jen malo praci se zabyva detekci konkrétnich molekul souvisejicich s energetickym,
respektive lipidickym metabolismem. Obvykle pouzivand detekéni metoda je na bazi
sulfovanilinové eseje, kterd detekuje pouze Cetnost dvojnych vazeb mastnych kyselin, nikoliv
vsak konkrétni molekuly, které tyto mastné kyseliny piedstavuji (Tomcala et al, 2010). NaSim
novym piistupem je pouziti instrumentalnich analytickych technik, jako je LC/MS
(kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekci) pro identifikaci celych

molekul a dale pak popularni metoda plynné chromatografie s plamenové ioniza¢ni detekci

(GC/FID).



2. Cile prace

Tato prace je primarné metodicka a ma za ukol zvladnout a aplikovat metodu GC/FID.
Jedna se o sofistikovanou chemicko-analytickou metodu, ktera vyzaduje zvladnuti metody
samotné, a také nutnou pfipravu vzorki. V piipadé studia acylglyceroli jako jsou TAGs a
DAGs (diacylglyceroly) je nutné nejdiive vzorky pievést do podoby vhodné pro GC/FID, coz
zahrnuje jak samotnou extrakci, nasledné rozdéleni na jednotlivé lipidické tiidy, a kone¢nou
transesterifikaci.

Primérnim cilem detekce jsou TAG a DAG. Jejich hlavni, ale nikoliv jedina, funkce
v organismu, je zasobni. Pro préci byl tedy vybran fyziologicky problém mobilizace lipidd,
pfi kterém pravé zminéné tuky hraji nezastupitelnou ulohu. Dal$im cilem prace je tedy

vypracovani kratké reserse na toto téma.



3. Teoreticka ¢ast
3.1 Biologicka ¢ast

3.1.1 Tukové téleso

Tukové téleso hmyzu je dynamicky orgdn ovlivitujici svou funkci fadu metabolickych
pochodil v organismu. Hlavni funkci ale zistava ukladani a uvoliiovani energie z energeticky
bohatych substratii - zdsob. Hmyz uklada energii ve formé glykogenu a TAG v builkach
tukového télesa. V tukovém télese se také syntetizuje vétSina hemolymfalnich proteinti
(lipophorin, vitellogenin). Tukové téleso produkuje i nékolik antibakteridlnich peptidd, 1ze jej
tedy nazvat multifunkénim organem (Arrese and Soulages, 2010).

Akumulace zéasob je velmi diilezita hlavné u holometabolniho hmyzu, jelikoz tvorba kukly
a celkovd preména v dospélce jsou energeticky nesmirné ndro¢né. Krmenim v larvalnim
stddiu se ukladd mnozstvi energetickych substratii, které pozdé€ji organismus vyuzije pro
metamorfozu a Casto i pro pocateéni obdobi dospélosti. Bez dostatku ulozené energie je
metamorfoza pro jedince smrtelna. Zasoby jsou dulezité i pro plodnost a nasledny spravny
vyvoj vajicek. Ten pravé vyzaduje pomérné znacnou mobilizaci energie ve formé pienosu
energeticky bohatych substrati z tukového télesa do vaje¢niku (Arrese and Soulages, 2010).

Tukové téleso je pomérné velky organ analogicky savéim jatrim, obklopujici stievo a
reprodukéni organy. Na rozdil od jater jde o pomérn¢ volnou tkan bez pevné struktury.
Tukové téleso je heterogenni organ a vykazuje dokonce regionalni morfologické diferenciace.
Tvofi velké laloky, které jsou omyvany hemolymfou, diky ¢emuz je maximalné vyuzit povrch
tukového télesa. Toto je predev§im u hmyzu dulezité jelikoz pfi zvySené ndmaze organismu
zde miize snadno dochdzet az k 50-100x vétsi spotfebé energie nez v klidovém stavu.

Zékladni bunikou tukového télesa je .
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Adipocyty mohou ulozit velké mnozstvi energie v lipidickych rezervach formou
cytoplazmatickych lipidovych kapének. Dale jsou v tukovém télese obsazeny urocyty, které
slouzi k uskladiiovani mocoviny. Byly popsany u Svabl a sarancat, ale nikoli u skupiny
Lepidoptera. Tietim druhem bunék tukového télesa byl identifikovan mycetocyt, nalezeny u
msic a §vabl. Obsahuje mikroorganismy zijici uvnitt vakuol a jsou s hostitelem v symbioze.
Predpoklada se, ze diky symbiose dokéze hostitel vyuzit z potravy slozky, které by sam
nevyuZil (Arrese and Soulages, 2010).

Lipidy tvoii asi 90% celkového obsahu tukového télesa. Vétsinu lipidickych komponent
tvoti TAG a jsou vyuzivany pro pokryti energeticky ndro¢ného chovani hmyzu jako je
naptiklad let. Jiné metabolické potieby jsou uspokojovany glykogenem. Ten se mize béhem
metamorfozy témér vycerpat. Jakmile se v§ak za¢ne jedinec krmit, zacne se glykogen ukladat.
Je syntetizovan z UDP-glukozy, ktera slouZzi jak k syntéze glykogenu tak i trehalozy. Kdyz je
dosazeno urcité koncentrace trehaldozy v tukovém télese, inhibuje se jeji syntéza a UDP-

glukéza syntetizuje glykogen (Arrese and Soulages, 2010).

3.1.2 Energeticky metabolismus hmyzu — mobilizace energie

Jak uz bylo v uvodu feeno, hmyz obecné se da z hlediska mobilizace energie rozdé¢lit do
tii zédkladnich skupin. Na ty co vyuzivaji k pokryti svych energetickych potfeb cukernych
substratii, TAG a prolin (Beenakkers et al., 1984; Arrese and Soulages, 2010).

Hmyzi 1étaci sval patii mezi metabolicky nejvice aktivni tkané. ProtoZe se v 1étacim svalu
nemuze ukladat energie v podobé vysoce energetickych substrati, musi byt tato tkan zasobena
prostiednictvim hemolymfy pomoci energetickych cirkulujicich substrati. Pro let jsou
vyuzivany lipidy a to hlavné kviili jejich energetické vyhodnosti, maji oproti glykogenu vyssi
obsah kalorii (na hmotnostni jednotku) a uvoliiuje pti oxidaci 2x vice vody (Beenakkers et al.,
1984).

Zasoba energie v létacim svalu je obycejné limitovdna, proto se béhem letu musi
mobilizovat a transportovat TAG rezervy akumulované v tukovém télese. VétSinovy
hemolymfalni lipid vSak tvofi DAG (Beenakkers et al., 1984). Nejdiive tedy musi dojit
k rozstépeni TAG na DAG a jejich ptenos do hemolymfy, kde jsou piendSeny pomoci low-
density-lipophorin (LDLp) a specifickd lipophorin-lipaza hydrolyzuje DAG od LDLp a
vysledkem jsou masné kyseliny (FAs) a glycerol, které jsou pfijimany létacim svalem (Arrese

et al., 2001; Canavoso et al., 2001).



3.1.2.1 Zdroje energie pro let

Hemolymfalni trehal6za je obnovovana pomoci glykogenové zasobarny v tukovém télese,
V hemolymf& Locusta migratoria je trehal6za hlavnim zdrojem energie béhem prvnich 20 az
30 minut letu, pficemz jeji koncentrace postupné klesa az dosdhne pomérné rovnovahy.
Vytézena mira energie z hemolymfalni trehal6ézy je béhem rovnovahy oproti prvni periodé
letu mnohem niz§i. Hlavnim substratem pro let se nyni stavaji lipidy. Trehaloza stale
poskytuje stale okolo 25 % energie z celkové energetické podpory pro let. Klidova faze
trehal6zy je udrzovana pomoci mobilizace jinych uhlovodikovych zdroja, hlavnim z nich je
glykogen z tukového télesa (Beenakkers et al., 1984).

Kromé¢ udrzovani energetické bilance metabolismu je tedy trehal6za vyuzivana i jako
casteCny substrat pro let. Hmyz, ktery 1éta na dlouh¢é vzdalenosti (sarancata, komari, motyli),
zacind uzivat nejprve trehalozu a az po ¢ase piejde na spotiebu lipidt. Hmyz 1étajici na kratké
vzdalenosti, jako tfeba mandelinky (Leptinotarsa decemlineata), oxiduje jako energeticky
substrat pro let prolin, také potiebuji souCasné vyuziti glukdézy k produkci pyruvatu a

umoznéni pribehu prolin-alaninového cyklu (Arrese and Soulages, 2010).
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Obr. 2.: Schéma syntézy trehalozy

Trehaloza je tedy esencidlni sloZkou energetického metabolismu hmyzu. Syntéza
trehalozy byla objasnéna u Schistocerca gregariana. Trehaloza je syntetizovana z UDP-

glukozy a glukézy-6-P (viz Obr. 2). Katalyzujici enzymy jsou trehaldza-6-P syntaza a



trehaloza-6-fosfatdza. Syntéza glykogenu vyzaduje UDP-glukézu také, ale aktivatorem
syntézy glykogenu je glukéza-6-P. UDP-glukdza je inhibovana pii vysokych koncentracich
trehaldzy. Takze pokud je koncentrace trehalozy vysoka, je jeji syntéza inhibovana. Naopak
hladina UDP-glukozy se zvySuje ¢imz se zvysi syntéza glykogenu. Pokud se napiiklad béhem
letu koncentrace trehaldzy snizi, pak jeji vyssi afinita k UDP-glukéze dovoli ptrednostni
syntézu trehalézy (Beenakkers et al., 1984). Syntéza trehalozy v tukovém télese je
energeticky zavisly proces. Studie na dvou druzich Svabl ukazaly, Ze syntéza a uvoliiovani
trehalozy je spojeno s oxidaci mastnych kyselin. Ve skutecnosti snizeni f-oxidace zabramuje
AKH-indukované uvolnéni trehaldzy (Arrese and Soulages, 2010).

Prolin je bohaty substrat nalezeny témet u vSech druhti hmyzu. Je syntetizovan v tukovém
télese z acetyl-CoA a alaninu a poté uvoliiovan do hemolymfy. U hmyzu jako naptiklad u
mandelinek a mouchy tse-tse je prolin pouzivan jako primarni energeticky zdroj predevs§im
diky enzymatické vybavé mitochondrii ve svalech, kterd je nezbytnd pro oxidaci prolinu, a
také protoze ma tento hmyz snizenou schopnost oxidace mastnych kyselin a pyruvatu. Vyuziti
prolinu v priabéhu letu je doprovazeno zvysSenou koncentraci alaninu v hemolymf€. Alanin je
znovu pouzit pro syntézu prolinu. V tukovém télese tedy funguje jako transportni element
pfepravy acetatovych jednotek z tukového télesa do svalii (Beenakkers et al., 1984; Arrese
and Soulages, 2010).

Glykogen se mobilizuje pro uziti tkani hlavné formou trehal6zy. Spotieba glykogenu
zavisi na aktivité¢ glykogen-fosforylazy, kterd poskytuje glykosylové zbytky pro syntézu
trehaldzy. Mira fosforylace se v tukovém télese zvySuje béhem larvalniho vyvoje. Tento
nartist pred kuklenim je spojeno se spotiebou energie pro syntézu chitinu, jehoz je glykogen

prekurzorem (Arrese and Soulages, 2010).
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Mobilizace glykogenu je zavisla na aktivité glykogen-fosforylazy, kterd katalyzuje
odbourdvani glykogenu na glukozu-1-fosfat. AKH stimuluje aktivaci glykogen-fosforylazy
v tukovém télese pomoci fosforylace proteinu, ktery pfevadi B formu (aktivni pouze
v pritomnosti AMP (adenosinmonofosfatu) na A formu (aktivni samu o sob¢), coz znamena,
ze tukové téleso je schopné meénit glykogen na trehaldzu v zavislosti na potiebach jinych tkani

(Arrese and Soulages, 2010).
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Obr. 5: Nasycené a nenasycené mastné kyseliny

Dal$im vyznamnym zdrojem energie jsou bezpochyby jiz zminéné lipidy. Analyzou
extraktll lipida se zjistilo, Ze hlavni lipidickou slozkou v télech organismil jsou TAG, které
slouzi predevsim jako zdsobarna energie, jez miize byt spotfebovdna nebo ulozena podle
momentalnich pozadavkid organismu. TAG jsou proto hlavnim zdrojem energie pfi obdobi,

které¢ neumoziuje krmeni jedince (Downer, 1978; 1985). Nejvice energie z TAG je ulozeno



v ¢astech mastnych kyselin, kterd je ziskdvana pomoci procesu B-oxidace. V jednom druhu
hmyzu bylo identifikovano 23 druhti mastnych kyselin, nicméné vétSinou se na obsahu podili
8 mastnych kyselin a to: nasycené (myristovd, palmitovd, stearovd), 1-nenasycené
(myristylova, palmitoleovd, olejovd) a n-nenasycené (linolovd, linoleova) (Downer, 1985).
Transportni formou lipida jsou DAG putujici hemolymfou ulozené v lipophorinu. 90% DAG
v hemolymf¢€ je v podobé¢ 1,2 isomeru (Beenakkers et al., 1984; Arrese et al., 2000). Mastné
kyseliny také slouzi jako prekurzory pfi syntéze eikosanoidili, feromont a jsou nezbytné i na

syntézu fosfolipidl a voski.

3.1.2.2 Hormonalni Fizeni mobilizace energie — AKH

Metabolismus lipidi je u hmyzu fizen hormondlné. Zajistuji to hormony AKH -
adipokinetické hormony, malé okta, nona nebo dekapeptidy patiici do Red pigment
concentrating hormone (RPCH) rodiny. Oba konce malého peptidu jsou blokované, na N —
konci kyselinou pyroglutamovou a C — konec je amidovy. Nazyvaji se stresové hormony,
protoze slouzi k uvolilovani energie, potiebné pii vysoké zatézi organismus, napiiklad pfi
dlouhém letu. AKH hormony se syntetizuji v corpora cardiaca, odkud jsou vyplavovany pii
zvysené energetické potiebé organizmu. Cilovym organem vyplavenych AKH je tukové
téleso. Tyto hormony aktivuji mobilizaci metabolismu tukd z tukového télesa (Downer, 1985;

Arrese et al., 2000 and 2010; Kodrik et al, 2000; Goldsworthy et al., 2002; Kodrik,. 2008).

3.1.3 Regulace metabolismu lipida

Pokud se adipokinetické hormony z corpora cardiaca dostanou do hemocoelu, zvysuji
koncentraci DAG v hemolymf€. Corpus cardiaca je misto ukladani mozkovych neurosekretti
a anatomicky jde o oblast Zlazového regionu. AKH jsou tedy vypoustény z corpora cardiaca
jako odezva na pozadavky energie organismu, respektive jeho létacich svalil. Injekce
trehal6ozy nebo lipidi do hemocoelu Locusta migratoria snizuje mnozstvi AKH. Jako hlavni
inicidtor uvolnovani AKH je navrhovan oktopamin. Pokusy také indikuji, ze tento biogenni
amin moznd slouzi k vypousSténi hormoni zprostiedkovaném pies oktopamin-citlivym
adenylat cyklazovymi receptory, které se nachdzeji na bunééné membrané specifickych bunék
v corpora cardiaca. Cili po zvyseni hladiny oktopaminu, které nasleduje po za¢atku letu,
nastava nabuzeni organismu a je podporovana sekrece AKH z corpora cardiaca. Nasledné
snizeni hladiny oktopaminu asi po 15 az 30 minutach letu je doprovazeno snizenim hladiny

trehalozy v hemocoelu, coz vede k zvySeni tvorby AKH. AKH tedy indukuje zvySeni



hemocelarnich DAG zrezerv odebranych z tukového télesa ve form¢ TAG (Roger G. H.
Downer, 1985).

Plsobeni oktopaminu bylo také zkoumano pomoci inkubace corpora cardiaca se
samotnym oktopaminem, avsak jeho vliv na sekreci AKH pfi této in vitro studii se nepodafilo
prokézat (Arrese and Soulages, 2010).

Studie mobilizace DAG pomoci AKH prokazaly tyto skutecnosti: 1. Distribuce
jednotlivych DAG vnmol/ ml v hemolymf€ po aplikaci adipokinetického hormonu je
rozdilna. 2.Jednotlivé Locmi AKHs stimuluji u Locusta migrtoria také riizné mastné kyseliny
a to predevsim C16 a C18. 3. FAs tukového télesa s fetézcem delSim nez C18 se neucastni
mobilizace tukti (Tomcala et al., 2010).

AKHs mobilizuji lipidy prostiednictvim transdukce signdlu. Kaskada je iniciovéna diky
AKHs, které se po uvolnéni z corpora cardiaca do hemolymfy navazi na G protein spojeny
s receptorem. Tento proces vede ke konformacni zméné G proteinu, ktery aktivuje
adenylatcyklazu, vysledné zvySujici vnitrobunécnou uroven cyklického adenosin-monofosfatu
(cAMP). Tento sekundarni posel spole¢nd s vnitro a vnébunsénym Ca’" aktivuje TAG-
lipazu, a ta Stépi pfitomné TAG na 1,2 DAGs, které jsou transportovany k cilovym tkanim
pomoci transportni partikule lipophorinu (Beenakkers et al., 1984; Arrese et al.,, 2001;
Canavoso et al., 2001).

U Locusta migratoria signal transdukce AKH I, II a III asi zahrnuje také formace cAMP.
Zvyseni cAMP a aktivace fosforylazy zalezi na piitomnosti extracelularniho Ca®". Pii absenci
Ca®" v médiu (in vitro pokus) nenastala 7adna fosforylace, prestoZe koncentrace Ca** okolo
1,5 mM v médiu byla vhodna k maximalni aktivaci kazdého z hormonti. Mimoto se dokézalo,
7e AKH L, I a III zvysily pritok iontd extracelularniho Ca*” do tukového télesa. (Vroemen et
al., 1995).

Corpus cardiaca sarancete Locusta migatoria syntetizuje 3 strukturné¢ podobné hormony,
pricemz vSechny 3 jsou schopné aktivovat glykogen fosforylazu z tukového télesa. Potencial
hormont je rozdilny, AKH III zahrnuje nejsilngjsi a AKH I nejslabsi cAMP formaci. Zatimco
aktivace fosforylazy diky AKH vyZzaduje extracelularni Ca™", aktivace diky zvy$enému cAMP
je nezavisla na extracelularnim Ca®. Pitok vapenatych iontdi byl prokazatelnd zvysen
kazdym z AKH (I az III), ale nebyly patrné zadné rozdily mezi nimi (Vroemen et al., 1995).

Mobilizace energetickych rezerv se také aktivuje pifi akutni stresové reakci hmyzu. Tato
reakce je fizena neurohormonem oktopaminem, coZ je protéjSek obratlovciho noradrenalinu.
Aktivita oktopaminu je zprostfedkovdna pomoci G-protein-vazanych receptorti, které jsou

spojeny bud’ se snizenim nebo se zvysenim intracelularni hladiny cAMP nebo s generovanim



intraceluldrniho signalu vapniku. Oktopamin stimuluje mobilizaci lipidii u mnoha druhd, ale

odezva je nizka ve srovnani s odezvou na AKH (Arrese and Soulages, 2010).

3.1.4 Transport lipida

Lipidy hmyzi hemolymfy jsou ve vodé nerozpustné. Stejné tak DAG nejsou
v hemolymf¢ jako volné molekuly, ale jako komponenty makromolekuldrnich komplexti —
lipoproteidli, u hmyzu zvanych lipophorini. Jedna se hlavné o dvé skupiny: diglycerid-nosici-
lipoproteiny I a II (DGLp I a DGLp II). DGLP I pfijima DAG z tukového télesa a volny sterol
ze stfeva a funguje jako pfenaSec téchto substratii mezi tkdnémi. Druhy lipoprotein DGLp II
nebere DAG z tukového télesa. Byl nalezen pouze u samicek v kuklach a jeho hladina se
zvySuje v dobé vyvoje vajecnikl. Proto se usuzuje, ze funguje jako vitellogenin (Downer,
1978).

Lipophorin je hlavnim lipoproteinem nalezenym v hemolymf& hmyzu. Skldda se na
povrchu z fosfolipidii a proteinti. Fosfolipidy jsou esencidlni slozkou membran a jsou tedy
piitomny ve vSech druzich tkani. Bylo dokdzano, ze PC (fosfatidylcholiny) a PE
(fosfatidyletanolaminy) jsou majoritni sloZzkou u hmyzu a zaru€uji okolo 70% z celkovych
fosfolipidii (Downer, 1985; Canavoso et al., 2001).

DAGs jsou ptevladajici neutralni lipidy lipophorinu, ten dale obsahuje niz§i mnozstvi
sterolli, uhlovodikt, karotenoidt a dalSich acylglyceroli. Lipophoriny DGLp I se nejcastéji
vyskytuji v podob¢ hight density lipophorin (HDLp) - D ~ 1,15 g/ml. Kazda ¢astice HDLp se
sklada ze dvou apolipoproteinti: apolipophorinu I (ApoLp I') - 250 kDa a apolipophorinu II
(ApoLp II) - 70 kDa. Apolipophorin III (ApoLp I III) - 18 kDa je volné v hemolymf€ nebo
spojen s LDLp (low density lipophorin, ~ 1,03 g/ml) a ma predevsim stabilizujici funkci.
Slozeni lipidl v jadie LDLp je rozdilné u riznych druhtt hmyzu. Lipidy nejcastéji pfenaSené
lipophorinem jsou DAG, nicméné tieba u nékterych druhi skupiny diptera (Aedes aegypti) jde
spiSe o TAG. LDLp také transportuje i malé procento steroll, volnych mastnych kyselin
(FFAs), karotenoidli, monoacyglyceroli (MAGs), atd.. ApoLp I, II jsou syntetizovany

v tukovém télese (Arrese et al., 2001; Canavoso et al., 2001).
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Obr. 6.: Lipophorin
Lipophoriny jsou také zndmé u obratlovcl a to az né¢kolik druhi. Jakmile dorué¢i uréeny
lipid na misto spotieby, dochazi k jejich dezintegraci a tiplné degeneraci. Hmyzi lipoproteiny
se na rozdil od obratlovCich po doruceni DG na misto spotieby nerozpadaji, ale recykluji se,
nedochazi k jejich degradaci. Obratlov¢i lipophoriny jsou specializované na specificky druh
substratu, kdezto jeden hmyzi lipophorin mize transportovat rozli¢né tfidy lipidi k rozlicnym
mistim v organismu. V podstaté¢ to znamena, Ze produkce hmyziho LDLp je regulovana

dostupnosti DAG a nikoliv translaci apolipoproteinu II (Canavoso et al., 2001).

3.1.5 Prijem energie v podobé lipida
Jednou z hlavnich funkci stfeva je stravit piijaté lipidy, absorbovat a zpracovavat stravené
produkty k exportu do hemolymfy. Vétsinovou lipidovou slozkou potravy a zdroveil majoritni
formou pro ukladdni mastnych kyselin jsou TAGs. Export lipidii z enterocytl ve stievé u
hmyzu se li§i od obratlovéiho ve dvou dilezitych cestich: 1.DAGs jsou hlavni
transportovanou formou lipidd, u obratlovct jsou to FFAs, a 2. uvoliiovani DAGs nezahrnuje
syntézu lipoproteinové Castice ve stieve, ale spise je DAG vypoustén piimo do existujiciho

lipophorinu v hemolymfe.
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Regulace exportu DAGs ze stfeva zahrnuje integraci nékolika procesi: 1. mechanismy
traveni a absorpce lipid uvnitt lumenu stfeva, 2. cesty pro syntézu DAG v enterocytech a 3.
mechanismy pienosu DAG z enterocytu na lipophorin v hemolymf¢.

Proces traveni v lumenu stfedniho stfeva ptredstavuje kompletni hydrolyzu TAG na
glycerol a mastné kyseliny a formovani FFAs a MAGs.

Lipidovy transport uvnité epitelidlnich bunck stfeva je zprostiedkovan specifickymi
vnitrobunéénymi proteiny vazici na sebe mastné kyseliny napiiklad u Manduca sexta nebo
lutein vazici protein u Bombyx mori. Jejich funkce je zatim nejasna, ale je mozné, ze tyto
proteiny zabranuji toxickym akumulacim mastnych kyselin v burice, nebo také ze mastné
kyseliny vazané na proteinech jsou urceny pro specifické metabolické cesty (Arrese et al.,
2001).

Pienos DAG z enterocytu do hemolymfy je velmi slozity proces. K vytvoteni LDLp na
membrang enterocytu dojde prenosem DAG pies membranu pomoci DAG — binding proteinu.
Jakmile se DAG dostane za membranu je pievzat HDLp, ktery za pomoci Castice
transportujici lipidy vytvoii LDLp. Na cely lipophorinovy komplex se pak navaze stabilizujici
apoLp-III. Jakmile je LDLp kompletni, je hemolymfou unaSen bud’ do tukového télesa
k ulozeni ziskanych lipidii, nebo do svalu, ¢i jiné tkané s energetickym deficitem (Obr. 7.). Po
té co dojde ke kontaktu s cilovou tkéani, je DAG hydrolyzovan lipophorinovou lipazou,
odtrhne se apoLp-IIl a vznika HDLp, ktery je pak hemolymfou unaSen bud k enterocytu

sttevniho lumenu nebo k tukovému télesu (Canavoso et al., 2001).

FLIGHT
MUSGCLE

Obr. 7.: Kolobéh lipophorinu pfi pfenosu DAG

12



3.1.6 Vydej energie

Tukové téleso mobilizuje lipidy ve formé DAG. Corpora cardiaca kontroluje lipidovou
mobilizaci z tukového télesa prostiednictvim vylouc¢enych AKH. Obsah MAG v tukovém
télese zustava nezménén po aktivaci DAG syntézy diky AKH. Jedinou prokazatelnou zménou
mezi lipidovymi komponenty v tukovém télese indukovanymi diky AKH je akumulace sn-
1,2-DAG. Bylo prokazano, ze AKH rapidné¢ indukuje zvySeni A-kindzové aktivity, coz
predchazi aktivaci TAG-lipazy tukového télesa a mobilizaci DAG v hemolymf¢.
Vnitrobunééné umisténi TAG-lipazy tukového télesa je v cytosolu. Aktivace lipolyzy
vyzaduje premisténi této lipadzy z cytosolu k substratu uzavieném v tukovych kapénkach.
Mobilizace lipidi tedy zahrnuje dva dualezité procesy. 1. hydrolyzu ulozenych TAG na
transportni DAG a 2. transport DAG ztukovych kapének do hemolymfy pomoci
cytosolového prenaSece (Arrese et al., 2000).
hydrolyza TAG pomoci lipaz, pticemz se produkuje DAG z TAG a navrhuji se 2 cesty:

1. monoacylovy rozstép ulozenych TAG jako primarni cesta produkce 1,2-DG a 2. degradace
TG na 2-monoacylglycerol (2-MQG) nasledovana reacylaci na 1,2-DG (Beenakkers et al.,
1984).

Jak se ukazalo, tukové kapénky nejsou jen pasivni organela, ale jsou dynamicky aktivni.
Skladaji se z jadra z neutralnich lipidi (TAG a estery cholesterolu) a ty jsou obklopené jednou
vrstvou fosfolipidii a cholesterolu, kde jsou ukotveny specifické bilkoviny. Pfi nutnosti
aktivace lipidickych zasob a vzhledem k malé rozpustnosti, predstavuji fosfolipidy velkou
prekdzku. Tento proces (rozpusténi obalové vrstvy), zda se, kontroluji evolu¢né¢ pomérné
konzervované proteiny zPAT rodiny, coz je skupina proteini, ktera sdili sekvencni
podobnost i umisténi jako tukové kapénky samotné. Hmyzi genom koduje 2 PAT proteiny
Lsdl a Lsd2. Celkovéa sekvencni podobnost s obratlovéi genovou rodinou je velmi mala.
Nicméné informace zLsdl a Lsd2 ukazuje, Zze podporuji a podileji se na hmyzim
metabolismu tukl (Arrese and Soulages, 2010).

Lsd2 puisobi jako bariéra pro lipazy. Zatimco studie na Manduca sexta ukazuji, Zze Lsd1
hraje velkou roli pfi aktivaci lipolyzy. Lsd1 a Lsd2 se odliSuji i fyzikalnimi vlastnostmi. Lsdl
je rozpustné ve vodném prostiedi pokud je vazan na lipidové Castici nebo v pfitomnosti
chaotropnich latek a detergentli, nicméné Lsd2 je rozpustny ve vodném prostiedi 1 bez
detergentii. Diky tomu se pfedpokladd, ze Lsdl se nachdzi pouze spojen s lipidovymi

strukturami, zatimco Lsd2 mtize byt v cytosolu (Arrese and Soulages, 2010).
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Mastné kyseliny jsou uvolnovany z kapének tukového télesa z mnoha divodu, at’ uz
k dodani energie do Iétaciho svalu formou DAG, ¢i transportu lipidd do vajecniki a
v neposledni fad¢ z celkové metabolické potieby udrzovéani energetické bilance ve vsech
tkanich organismu. Prvni krok pfi mobilizaci lipidii spociva v aktivité lipazy na TAG
v tukovém télese, aby katalyzovala hydrolyzu TAG v kapénkach. Dv¢ lipazy byly objeveny
nedavno a to insect adipose triglyceride lipase (ATGL), jinak nazyvand Brummerova lipaza a
triglyceride lipase (TGL). Lipolytickd aktivita AKH se spousti fosforylaci Lsdl, ktery
aktivuje TGL. Toto je v kontrastu s aktivitou Brummerovy lipazy, kterd je na AKH nezavisla
(Arrese and Soulages, 2010).

Dalsim krokem je vypousténi DAG ztukového télesa do hemolymfy, coz vyzaduje
pfitomnost hemolymfarniho proteinového akceptoru. Dokazalo se, Ze pfidanim proteinového
syntetizujiciho inhibitoru (cykloheximid), dojde béhem inkubace k zastaveni vydeje DG do
hemolymfy. Jakmile dojde k znovuvytvoieni LDLp, jsou DAG transportovany do létaciho
svalu ¢i jiné tkané (Arrese at al., 2001).

Urcité mnozstvi lipidi je ulozeno 1 ve vajickdch béhem procesu vitellogeneze. Jejich

mobilizace za pomoci lipaz vajicka je patticné nacasovana (Beenakkers et al., 1984).
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3.1.7. Pyrrhocoris apterus, morfy, adipokinetické hormony a hemocyty

TR ¥

Rie: Zivogichové (Animalia)
Kmen: ¢lenovci (Arthropoda)
Podkmen: Sestinozi (Hexapoda)
Ttida: hmyz (Insecta)

Rad: poloktidli (Hemiptera)
Podrad: plostice (Heteroptera)

Celed’: ruménicoviti (Pyrrhocoridae)

Pyrrhocoridae je rodina phytophagnich plostic, zahrnujici asi 300 druhd. Jejich
charakteristickou vlastnosti je varovné zbarveni. VétSina druhil je spiSe subtropickd, ale
Pyrrhocoris apterus je jeden z druhti Zijicich v temperatni zon€. Pyrrhocoris apterus se diky
kratké generacni dobé¢, nendro¢nym podminkach chovu a z4jmu pracovnik Entomologického
ustavu stal vyznamnym fyziologickym modelem. Dilezitou vlastnosti tohoto druhu je také
jeho dimorfizmus. V ptirod¢ jsou znamy dvé formy této plostice: kratkokiidla (brachypterni)
a dlouhoktidla (makropterni). Obé dvé formy se vyrazné lisi jak ve fyziologii tak v chovani a
jsou uréeny geneticky, ale také zavislé na prostedi. Makropterni forma je recesivni a obvykle
je rozmnozovani indukovano az kratkou fotoperiodou ¢i vystavenim chladu, coz je také davod
pro¢ ma delsi zivotni cyklus (Socha, 1993). V laboratoii se podafilo diky vné&jSim
fotoperiodickym podminkdm vytvofit tfeti morfu - diapauzni (Socha and Kodrik, 1999).

Larvy prochézeji péti instary. Pfi béznych laboratornich podminkach (long-day 18L:6D a
26°C) trvaji prvni 4 instary okolo 10-14 dni, pficemz posledni paty, trva sam o sob¢ 7 az 10
dni. OvSem v pfirod¢, je tento vyvoj o poznani pomalejsi. Dospélé samicky P. apterus mayji
par telotropickych vajecnikli se sedmi ovariolami, ve kterych jsou vajicka. Po ovulaci jsou
folikuly zvrasnéné (scvrklé) a formuje se zluté té¢lisko. Snisky jsou kladeny v intervalech 2 az
5 dnd. Samc¢i pohlavni organy se skladaji ze sedmi testikularnich tubulii pokrytych
membranou. Kazdy tubulus obsahuje skupiny bunék — spermatogonie, spermatocyty I a II,
spermatidy a spermatozoidy. Pafeni je jednoduché, nebylo pozorovano zadné chovéni
podobné namluvam. Samecek najde samic¢ku pomoci ¢ichu. Diapauzni samci nekopuluji,
oproti tomu diapauzni samicky, u kterych je diapauza vyvolana diky podminkam kratkého
dne, jsou schopny se pafit pokud se sparuji s aktivnim samcem. V piirod¢ zivotni cyklus (od

vajicka po dospélce) trva okolo 2 az 3 mésict. Velikost téla je okolo 6,5 — 11 mm u samecka
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a 7- 12 mm u samicek. Délka zivota dospélce je riznd, mize byt od 2 mésicu tieba po rok.
Okolo 20 % dospélych sameckl se doziva skoro 2 let. Samicky si vyhloubi malou diru a do ni
nakladou vajicka. Béhem pozdniho podzimu, zimy a pocatku jara jsou inaktivni v humusu
pod lipami. Nezrald stadia P.apterus se shlukuji a to pomoci visudlnich a chemickych
stimuld. Nejcastéji preferuji rostliny ze skupiny slézovitych (Malvales). P. apterus je fytofag,
ktery se adaptoval na potravu ve formé zralych suchych semen. V piipadé chovu v zajeti se
nejlépe osvédcila lipova seminka, kterd jim poskytuji potravu ve formé rostlinnych TAG.
Profil FA byl velmi podobny v tukovém télese, ovariich nebo v celém téle hmyzu, a to:
linoleova (18:2) okolo 50%, olejova (18:1) okolo 20 %, palmitova (16:0) okolo 10 %, zatimco
stearova, linoleova, a jiné dalsi maji jen okolo 12 % (Joan Stadler Martin, 1969).

Nékteré druhy hmyzu nemohou 1état i pokud jde o makropterni exemplaie. Piikladem
toho je také P. apterus. AKH stimuluje nejen let ale také pohyb po zemi. Uéinky na
pohybovou aktivitu P. apterus pomoci injekce AKH byly zaznamenany jako téméf
zdvojnasobené a pritom stimulacni ucinek Pyrap-AKH na pohyb, c¢asové koreloval
s mobilizaci lipidii (Socha and Kodrik, 1999; Goldsworthy et al., 2002). U 10 dni starych
brachypternich reprodukénich samicek byla naméfena mnohem nizsi odpovéd’ na AKH nez u
brachypternich diapauznich anebo makropternich samicek. Jiné méteni ukazalo, ze AKH
stimulace pohybu je u P.apterus nezavislé na stadiu.

U P. apterus dojde k maximalni mobilizaci lipidi béhem fotofaze coz koreluje i
s pohybovou aktivitou. Denni pribéh pohybového rytmu také koreluje s obsahem AKH
v CNS. Regulace lipidii v hemolymf¢ zahrnuje tedy rovnovahu 3 procest: 1. Zmény
v uvolnéni (nebo uskladnéni) AKH, dale 2. zmény v poctu nebo citlivosti receptortit na AKH
v bunkach tukového télesa a nakonec také 3. zmény v rozkladu a vylu¢ovani AKH (Kodrik,
2008).

Neuropeptidy AKH, byly identifikovany témét u vSech fadi hmyzu, véetné Heteroptera,
kde byly dva octapeptidy Pya-AKH a Pea-CAH II objeveny nedavno (Kodrik et al., 2000).

AKH neslouzi jen k mobilizaci energie z tukd, ale 1 k aktivaci glykogenfosforylazy nebo
inhibici syntézy tuki, jednoduse feceno, stimuluji katabolické reakce, €ini energii dostupné;si
a mezitim inhibuji syntézu latek (Kodrik, 2008).

U 10 dni starych brachypternich reprodukénich samicek byla naméfena mnohem nizsi
odpovéd’ na AKH nez u brachypternich diapauznich anebo makropternich samicek. Jiné

méteni ukazalo, Ze AKH stimulace pohybu je u P.apterus nezdvislé na stadiu.

16



Profil FA byl velmi podobny v tukovém télese, ovariich nebo v celém téle hmyzu, a to:
linoleova (18:2) okolo 50%, olejova (18:1) okolo 20 %, palmitova (16:0) okolo 10 %, zatimco
stearova, linoleova, a jiné dalSi maji jen okolo 12 % (Joan Stadler Martin, 1969).

Hlavnimi hemolymfalnimi lipidy jsou jiz zminéné DAGs, které jsou neseny LDLp.
Lipophoriny vsak nejsou jedinou slozkou hemolymfy. Majoritni slozku tvofi cirkulujici
hemocyty, které hraji diilezitou roli pfi obrannych mechanismech proti mikroorganismim
v hemocelu. Jde o hemocyt-zprostiedkovanou reakci jako je fagocytoza, nodulace a
zapouzdieni. Mezi nejCastéj$i hemocyty patii prohemocyty, plasmocyty, granulocyty,
spherulocyty, adipocyty a oenocyty.

V hemolymf& P. apterus byly nalezeny 4 druhy hemocytl: prohemocyty (15-29%),
plasmocyty (23-40%), granulocyty (34-60%) a spherulocyty (0-4%), pficemz nebyl
pozorovan prokazatelny rozdil mezi pohlavimi. Prehemocyty jsou malé kulaté az elipticke,
pficemz jadro témét zapliuje buniku. Obsahuji par mitochondrii a malé mnozstvi
endoplazmatického retikula. Jsou podobné obratlovéim lymfocytim. Plasmocyty maji
protahly tvar. Jejich jadro je také protahlé a obsahuje masivni jadérko. Maji vice
endoplazmatického retikula. Obsahuji 1 vakuoly. Granulocyty jsou nejcastéj$im typem
hemocytt u dospélych P. apterus. Cytoplazma je bazofilni a obsahuje granule. Granulocyty

jsou nejsnadnéji odlisitelné od ostatnich hemocytii (Berger and Slavi¢kova, 2008).

Diferenciace

Plasmatocyt

Déleni

Prohemocyt

Diferenciace

Granulocyt

Obr. 9.: Hemocyty u hmyzu
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3.2 Chemicka ¢ast

3.2.1 Plynova chromatografie/ s plamenové ioniza¢nim detektorem (Gas
chromatography/Flame ionization detektor GC/ FID)

Chromatografie patii mezi nejrozsSitencj$i analytické metody poskytujici kvalitativni a
kvantitativni informaci o jednotlivych slozkdch smési. SlouZi k identifikaci, separaci a
stanoveni velkého mnozstvi jak organickych tak anorganickych latek. Rozd¢leni
chromatografickych metod neni zcela jednoznaéné, protoze se nékdy uplatituje soucasné vice
mechanizmii. Déleni miize byt zaloZzeno tfeba na druhu skupenstvi mobilni a stacionarni faze
(Schneedorferova, 2009).

Mezi jeji charakteristiky patii jednoduchost, citlivost a vysoka separani ucinnost.
Vyuziva se k identifikaci nejen plynt, ale i latek, které lze prevést na pary. Podle druhu
stacionarni faze délime GC na Gas-Liquid Chromatography (GLC), kde je stacionarni faze
kapalina zakotvena na nosici, a Gas-Solid Chromatography (GSC), kde je touto fazi tuha
latka. Neni velky rozdil v pracovnim postupu ani konstrukci zatfizeni, ale v principu déleni.
V ptipadé GSC se latky dé€li na zaklad€ rozdilné absorpcni schopnosti jednotlivych slozek, u
GLC je principem rozdélovani latek mezi nosnym plynem a kapalinou na inertnim nosici

(Schneedorferova, 2009).
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Obr. 10.: Schéma GC/FID Obr. 11.: FID - Shimadzu
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Zdrojem nosného plynu byva nejcastéji tlakova nadoba spojena se zatizenim na ¢isténi
plynu, regulaci a méfeni tlaku. Poté nasleduje zatizeni pro davkovani vzorku, které jej vpravi
do proudu nosného plynu a pokracuje s nim do kolony. Z kolony jde smés do detektoru, poté
do vyhodnocovaciho zafizeni. Souc¢ésti chromatografu je termostat, ktery udrzuje piesnou
teplotu davkovace, kolony a detektoru

(http://en.wikipedia.org/wiki/Flame_ionization_detector).

Plyn z chromatografické kolony je zavadén do kysliko-vodikového plamene, kde probihaji
chemionizaéni reakce vedouci ke vzniku nabitych ¢astic. Dochazi ke vzniku elektrického
proudu. M¢fi se zde ionizacni GcCinnost hofeni. FID poskytuje odezvu téméf na vSechny
organické latky (u uhlovodiki je odezva umérna poctu uhlikovych atomli v molekule)
(http://tomcat.prf.jcu.cz/sima/analyticka_chemie/separb.htm).

Nevyhodou techniky FID je to, ze po méfeni dochdzi k zniceni vSech zkoumanych

komponent, tudiz dal$i méfeni vzorku neni mozné, proto se uziva jako terminalni detektor.

3.2.2 Extrakce na tuhou fazi (Solid phase extraction — SPE)

SPE je metoda, kterd slouzi k ptipravé vzorkti, coz  je velmi dulezita faze
chromatografické analyzy. Princip SPE je podobny jako u kapalinové chromatografie.
Analyzy, které nas zajimaji, jsou v kapalné fazi zadrzovany na tuhém sorbetu. Tuhy sorbent je
ulozen v SPE kolonkach a ma vétsi zrnéni, nez sorbent v kapalinové chromatografii, proto je
mozné pracovat pii nizkém podtlaku. Tato metoda mé urCité vyhody, jako selektivnost,
reprodukovatelnost, jednoduché provedeni, moznost zpracovani vice vzorkii najednou, nizka
spotieba organickych rozpousStédel a casovd nendro¢nost. Dilezitou roli zde hraje volba
kolonky (sorbentu). Sorbenty vyuzivané v SPE jsou podobné sorbentiim v kapalinové
chromatografii (normalni, reverzni nebo iontové-vyménné faze). SPE se nejcastéji pouziva
k ¢isténi vzorkl (Schneedorferova, 2009).

SPE vyuziva afinity mobilni faze, kterd se vstfikuje na fazi stacionarni umisténou
v riznych typech kolonek. VétSina SPE zatizeni je vybavena vakuovym portem, coz celou
techniku zna¢né urychluje. VéEtSina stacionarnich fazi je zalozena na bazi oxidu kfemicitého,
na ktery se nadale vazi konkrétni funk¢ni skupiny

(http://en.wikipedia.org/wiki/Solid_phase_extraction).
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Obr. 12.: Vakuové zafizeni pro SPE

3.2.3 Transesterifikace

V plynové chromatografii je esterifikace nejobvyklejsi derivatizacni reakci. Estery patfi
k latkdm s dobrymi chromatografickymi vlastnostmi (jsou tékavéjsi nez jim odpovidajici
kyseliny, netvofi vodikové mustky a nedimerizuji nebo nedisociuji). Nejvice tékavé a
nejcastéji pfipravované jsou methylestery mastnych kyselin (FAME)
(http://en.wikipedia.org/wiki/Transesterification).
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Obr. 13.: Schéma transmethylace H,C—0 | Na'

Derivatizace slouzi jinak ke zlepSeni nebo dokonce umoznéni analyzy. Jde zde o urcité
zavedeni atomi nebo funkénich skupin do molekuly analyzované latky a tim jeji pfevedeni na
latku s odliSnymi vlastnostmi. Vznika slouc¢enina podobné vychozi latce, tj. derivat, ktery ma
jiné funkéni skupiny a to ma za nasledek rozdilnou reaktivitu, rozpustnost a jiné

(http://en.wikipedia.org/wiki/Derivatization).
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4. Prakticka cast
4.1 Metodika GC/FID
Pro analyzu mastnych kyselin pomoci GC/FID je nutné, aby byly mastné kyseliny
pfevedeny na jejich methylestery. To zajiStuje pfedchozi krok derivatizace methanolatem
sodnym. Vzorek byl pomoci autosampleru (AOC — 20S, Shimadzu) a injektoru (AOC — 20i,
Shimadzu) vstiiknut na kolonu BPX-70 (SGE) do pfistroje GC-2014 (Shimadzu). Kolona
byla kondiciovana na 140°C a v prliibé¢hu patnactiminutové analyzy kontinualné zahtivana na

230°C, coz je dostatecny retencni ¢as a teplota i k eluci mastnych kyselin s 22 uhliky.

4.1.1 Prace s definovanymi standardy methylesterii mastnych Kkyselin
Pii analyze pomoci GC/FID je identifikatnim atributem retenc¢ni cas. Pro zjiSténi
jednotlivych retencnich Casti mastnych kyselin byly naméfeny vzorky obsahujici pouze
jedinou mastnou kyselinu. Na zdklad¢ téchto namétfenych dat bylo mozno urcit potadi
jednotlivych mastnych kyselin v pribéhu chromatografické analyzy. Vysledek je prezentovan

na chromatogramu (Obr. 14).
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Obr. 14.: Chromatografie standardd FAME

Z ptiloZzeného chromatogramu je patrné, Ze eluce jednotlivym mastnych kyselin je
ovlivnéna dvéma faktory. Prvnim znich je délka uhlikového fetézce mastné kyseliny a
druhym je mnoZstvi dvojnych nenasycenych vazeb. Cim vyssi je mnozstvi uhliki tim je

retencni Cas delsi a totéz plati 1 o mnozstvi nenasycenych vazeb, ¢im je jejich pocet vétsi, tim
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je také delsi retenéni Cas. Pii vétSich poctech dvojnych vazeb miizeme dokonce pozorovat
prodlouZeni reten¢niho Casu vétsi, neZ u mastnych kyselin vys§Sim poctem uhliki tzn., Ze

mastna kyselina C 22:00 se pfedbiha pted C 20:5n3.

4.1.2 Linearita odezvy FID ve fyziologickych koncentracich analytu
Opakovatelnost metody byla provérena metodou standardniho piidavku a je vyjadiena na

grafu (Obr. 15).

Srovnani linearity odezvy GCFID FAME C 16:0 a vzorku s pridavkem FAME C 16:0
2500,0
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Obr. 15.: Graf je zavislosti koncentrace methylesteru mastné kyseliny na odezvé FIDu.
Jednotlivé hodnoty jsou proloZeny linearni kiivkou.

Modra (horni) kiivka na reprezentuje vzorek ziskany z hemolymfy Pyrrhocoris apterus
s ptidavkem vnitfniho standardu methylesteru kyseliny palmitové (C16:0) a to
v koncentracich 5, 10, 50 a 100 pg/mg. Zelena kiivka piedstavuje Cisty standard ve stejnych
koncentracich. Indexy korelace kiivek jsou blizké krajni hodnot¢ a nabyvaji hodnot 0,9957 a
0,9744. R se blizi k jedné, coZ znamena, Ze jsou témet vSechny body na regresni piimce a
chyba méfeni neni vyraznd. Na grafu lze také v ramci fyziologickych koncentraci mastnych
kyselin pozorovat rovnobéznost obou piimek, coz poukazuje na linearitu odezvy detektoru

v oblasti koncentrace vzorku.
4.2 Extrakce lipida ze vzorku

Pro extrakci lipida z biologického materidlu, v naSem ptipadé se jednalo o hemolymfu,

tukové téleso a ovaria ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus), jsme pouzili metodu podle
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Folcha (Folch et al., 1957) upravenou Kostalem a Simkem (Ko$tal a Simek, 1998) (viz
priloha 2).

4.3 Metoda SPE

Ptinos SPE metody spociva v oddéleni samotnych metabolicky dulezitych latek
diacylglycerolti od jejich prenaSecti v hemolymf€ reprezentovanych lipoproteinem, ktery
obsahuje fosfolipidy. Pii samotné transmethylesterifikaci dochdzi ke sté€peni esterovych vazeb
mezi glycerolem a mastnou kyselinou a nahrazeni glycerolu methylem, ¢imz vznikd v
systému GC/FID méfitelny methylester mastné kyseliny. Tento proces funguje u vSech
glycerolipidu, tedy jak u diacylglycerolti tak u fosfolipidii. Bez SPE by byl vysledek zkreslen
pfitomnosti mastnych kyselin vyStépenych z fosfolipidl a nikoliv, jak je nasim cilem, pouze
z diacylglycerolti. SPE tukového télesa ani ovéria nebylo potieba, jelikoz cilové analyty,
TAGs svou ¢etnosti mnohonasobné prevysuji jinou lipidickou slozku, jako jsou fosfolipidy
(PLs) nebo DAGs.

Vysledny extrakt byl pak pomoci metody SPE (viz ptfiloha 3) rozd€len na tii frakce.
Kvalitativni analyza jednotlivych frakci byla provedena metodou HPLC MS. Znazornéni Ctyt

chromatogrami viz Obr. 16.
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Obr. 16.: Ctyii chromatogramy reprezentuji zaznam z HPLC/MS vzorku pfed SPE a
jednotlivych frakci po SPE.
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Na prvnim chromatogramu je extrakt hemolymfy Pyrrhocoris apterus, po aplikaci AKH.
Je zde patrné vysoké zastoupeni diacylglycerol, coz je pro vzorky hemolymty bézné. Prvni
z frakci znaCend jako A, obsahuje hlavné nepolarni lipidy a to DAGs a TAGs. Ve frakci B
jsou obsazeny volné mastné kyseliny ty byly prokdzany Mgr. J. Okrouhlikem na scintilaénim
ptistroji (osobni sdéleni). Chromatograficky z4dznam frakce B z HPLC/MS obsahuje
v podstaté pouze necistoty, jelikoz u volnych mastnych kyselin nedochazi k ionizaci, tudiz je
pomoci této metody nelze detekovat. Ve tieti frakci C se eluuji polarni lipidy a to predevs§im
fosfatidyletanolamin (PE) a fosfatidylcholin (PC).

Byla také provedena kvantitativni analyza provadéného SPE pii 10 opakovani. Vzesly

graf je prezentovan viz Obr. 17.

SPE haemolymfy Pyrrhocoris apterus
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Obr. 17.: Na grafu je prezentovano 26 nejhojnéjsich lipida v heamolymf¢ Pyrrhocoris
apterus. Hodnoty na ose x vyjadiuji integrované plochy pika lipidii €ili jejich zastoupeni v
jednotlivych frakcich SPE.
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Na grafu je patrné, Ze nejvétsi zastoupeni ve vzorku hemolymfy maji DG. Po provedeni
SPE se valnd vétSina nepoléarnich lipidid (TG 89,2 % vytéznost s odchylkou 14.5% a DG
84,6% vytéznost a odchylka 7%) eluuje ve frakci A. Pfitomnost TG lze pozorovat i ve
procent (PE 11,7% s odchylkou 2,7% a PC 56,7% s odchylkou 35,1%). Je pravdépodobné, ze
dochazi k zadrzeni fosfolipidi v kolonce SPE, proto musi byt posledni krok SPE jesté

doladén.

4.4 Metodika transesterifikace

Jelikoz je naSe prace zaméfena na sledovani dynamiky mastnych kyselin
v diacylglycerolech aktivovanych u hmyzu po poddni AKH, pro transmethylesterifikaci byla
pouzita pouze SPE frakce A (viz pfiloha 4). Pro pfipravu vzorki tukového télesa a ovaria
jsme pouzili ptimo surovy extrakt bez SPE.

Pro opakovatelnost celé metodické Casti je nanejvyse dilezité, aby byly pouzity piesné
chemikalie, které¢ jsou nize uvedeny (viz ptiloha 1). Jakékoliv nahrazeni jinou latkou byt tfeba
pouze zména vyrobce, by mohlo vést ke zhorSeni ba pifimo dokonce k nefunkénosti téchto

metod .
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5. Diskuse

Metoda ke stanoveni obsahu mastnych kyselin pomoci GC/FID trvé jen 15 minut coZ je
srovnatelny ¢as s ostatnimi publikacemi (Zhao et al., 2007; Massod and Salem, 2008).
Vyhodnocovani probihd za pouziti metody vnitintho standardu a na zéklad¢ ploch pika
methylestertt pfisluSnych mastnych kyselin. Technika plynové chromatografie s vyuzitim
plamenového ionizaéniho detektoru se ukazuje jako velmi vhodna k analyze methylestert
mastnych kyselin. Nami ziskané elu¢ni poradi FAME je obdobné jako u chromatogramt

prezentovanych v publikaci Masood and Salem (2008).

Pro extrakci lipidl z biologického vzorku byla pouzita robustni a jednoduchd metoda dle
Folcha (1957). Oproti jinym navrZzenym metodam (Senatore, 1988) je Casové a materialné

nenarocna.

Lipidy extrahované z biologického vzorku jsme separovali pomoci SPE. Vyuzili jsme
metodu uvedenou v ptiloze 3, kterd byla vyzkouSena (kolonky, sorbent a postup) a
modifikovana Mgr. Janem Okrouhlikem (Gstni sdé€leni). Pomoci této metody dosahujeme
v ramci frakce A a B velmi dobrych vysledka separace lipidi. K metodé neni nutné slozité

vybaveni a je obvyklou rutinni separacni metodou.

V laboratofi existuje jiz zavedeny postup transesterifikace (pfiloha 4), jehoz
spolehlivost byla ovéfena laboratorni praxi. Navod byl sestaven na zdklad¢ prace Heleny
Zahradnickové et al . K této metodé derivatizace neni nutné specialni vybaveni, neni naro¢na
na chemikalie a probiha za laboratorni teploty na rozdil od jinych slozitéjSich metod (Causo,
1996; Massod and Salem, 2008), které ptinaseji vysledky stejné kvality. Pouzitim
transesterifikace v smyslu tvorby methylesteri mastnych kyselin je jednou z nejbéznéjsich
technik a je srovnatelnd s jinymi derivatizacnimi postupy (Sehat et al, 1998; Ulberth et al.
1999; Massod and Salem, 2008). V na$i laboratofi vyvinutd transesterifikace je tedy velmi

rychla, opakovatelna a svou jednoduchosti pfevysSuje ostatni derivatizacni techniky.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo zvladnout metodu GC /FID s nedilnou piipravou vzorku od samotné
extrakce z biologického materidlu, rozdéleni pomoci SPE a nasledné transesterifikace, poté
byl vzorek pfipraven pro samotnou analyzu pomoci techniky GC/FID ¢i GC/MS. Analyza
provedena pomoci GC/FID je U¢innd a Casové nenarocna i pro detekci vysSich mastnych
kyselin. Tato metodika poddvé nejen informace o zastoupeni mastnych kyselin, ale také
umoziluje ziskani realnych koncentraci jednotlivych kyselin s vyuZzitim metody standardniho
ptidavku. Technika GC/FID poskytuje komplementdrni data k hmotnostnim spektrim
ziskanym pomoci HPLC/MS. Zjisténi retencnich Casti i hmotnostnich spekter vyrazné
zjednodusSuje identifikaci sloZzek vzorku. Pomoci této metodiky lze analyzovat celou fadu

mastnych kyselin ve velmi malém objemu télni tekutiny nebo tkan¢.

V zésad¢ se osvédcila metoda SPE pro nepolarni lipidy a volné mastné kyseliny a také
derivatizace methanolatem sodnym. Metoda SPE umoziiuje zpracovani vice vzorkd najednou
a velmi dobfe odde€li molekuly cilovych diglyceridii od pro néas ucel odpadnich fosfolipidii
majicich pouze funkci v transportnim lipoproteinu. Derivatizace vzorku trva ptiblizné 20

minut, probiha za laboratorni teploty a vyuZzivaji se pii ni pouze bézné dostupné chemikalie.

Dalsim cilem bylo vytvofeni reSerSe na téma energetického metabolismu s dirazem na
mobilizaci lipidi. Do reSerse byl zahrnut i soubor informaci o pokusném hmyzu ruménici

pospolné - Pyrrhocoris apterus.
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Seznam pouzitych zkratek

ACoNH4
AKH/s
ApoLp
ATGL
cAMP
DAGT/s
DGLp
EtOH
FA/s
FAME/s
FFA/s
FID
GC
GC/FID
GLC
GSC
HCI
HDLp
CHCls
LC
LC/MS
LDLp
Lsd
MAGs
PC

PE
RPCH
SM
SPE
TAG/s
TGL

Octan amonny

Adipokineticky/¢é hormon/y
Apolipoprotein

Adipose triglyceride lipase
Cyklicky adenosinmonofosfat
Diacylglycerol/y

Lipoprotein pfenasejici diacylglyceroly
Ethanol

Mastna/¢ kyselina/y

Methylester/y mastnych kyselin
Volnd/¢ mastna/¢ kyselina/y
Plamenovy ioniza¢ni detektor
Plynova chromatografie

Plynové chromatografie s plamenovym ionizacnim detektorem
Plynova kapalinova chromatografie
Plynova adsorpéni chromatografie
Kyselina chlorovodikova
Lipophorin o vysoké hustoté
Chloroform

Kapalinova chromatografie
Kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekci
Lipophorin o nizké hustot¢
Proteiny tukovych kapének
Monoacylglycerol/y
Fosfatidilcholin
Fosfatidilethanolamin

Red pigment concentring hormone
Sfingomyelin

Extrakce na tuhou fazi
Triacylglycerol/y

Triglyceride lipase
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Piilohy

Priloha 1: Pouzité chemikalie

Latka Znacka Firma
Acetic Acid 100% Suprapur MERCK
n-Hexan Suprasolv MERCK
Metanol Chromasolv Seidel-deHaen
2-Propanol LC-MS chromasolv Seidel-deHaen
Diethylether EC 200-467 ALDRICH
NH,AC 99,9% - MERCK
Chlorofom 99,8% stab. 1% etanolu Chromasolv SIGMA-ALDRICH
Cisty Na - -
Isooctan - MERCK

H50 destilovana a neionizovana
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Piiloha 2: Extrakce lipidu z biologického vzorku
Extrakéni medium:

Chlorofom : metanol - 2:1

Vzhledem k pouziti chloroformu je velmi dtlezité vyvarovat se kontaktu extrakéniho
média s jakymikoliv plasty, proto pro samotnou homogenizaci a extrakci pouzijeme sklenéné
nadobi. Pfed samotnou extrakci probublame extrakéni medium dusikem, ¢imZ odstranime

kyslik z média a zabranime tak pfipadné oxidaci lipidu.

Postup:

- Vypreparovanou tkan (cca 50mg) prevedeme do sklenén¢ho homogenizatoru s 0,5 ml
extrakéniho média. Homogenizator je neustale podchlazen v ledu.

- Provedeme homogenizaci tkané (n€kolika pohyby tlou¢ku v homogenizatoru, zalezi na
povaze vypreparované tkang).

- Centrifugujeme na 5000g po 10 minut pii 4°C, posbirame supernatant S1 (pouzijeme
Hamiltonovy stfikacky)

- Rehomogenizujeme zbyly pelet s noveé pridanym 0,5 ml extrakénim médiem

- Centrifugujeme na 5000g po 10 minut pii 4°C, posbirame supernatant S2.

Spojime supernatanty (S1+S2)

- K supernatantim pfidame 0,1M octan amonny (AcOHN,) a promichame

- Centrifugujeme na 5000g po 10 minut pii 4°C, posbirdme spodni organickou fazi
obsahujici lipidy

- Organickou ¢ast vysusime v proudu dusiku a uskladnime do -80°C do doby analyzy

Priprava vzorku na analyzu:

Vzorek rozpustime v 0,5 ml CHCl; stabilizovanym EtOH
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Piiloha 3: SPE (solid phase extraction) lipidt

SPE kolonky:
Pro nasi potiebu se nejlépe odsvédcili kolonky BondElut firmy Varian inc. s 500 mg

sorbetu na bazi NH,

Zarizeni na SPE:

Baker

Vymyvaci roztoky:
Solution A: Chloroform : 2-Propanol, pomér 2:1
Solution B: 2% kyselina octova rozpusténa v diethyletheru

Solution C: Metanol

Postup:

- Kondiciovani kolonky: naneseme 4ml n-Hexanu, nechdme prokapat dokud kolonka
nezbéla (je suchd) a hned nanasime vzorek.

- Naneseme 100n] vzorku — vzorek musi byt rozpustén v CHCl; ~ EtOH (nanasime
Hemiltonovou stfikackou)

- Hned za vzorkem naneseme 4 ml Solution A (sklenénou pipetou) a nechame prokapat

- Vypneme vacuum a vyménime vialky na odbér jednotlivych frakei a nalijeme Solution
B. Pot¢ opét zapojime vakuum a nechame prokapat Solution B

- Opakujeme krok 4 se Solution C.

Predpokladany vysledek:
Frakce A —4ml — TAGs a DAGs
Frakce B — 4ml — Volné mastné kyseliny

Frakce C — 4ml — PEs a PCs

Piiprava vzorku pro derivatizaci:
Vsechny frakce pomoci vakuové odparovacky speedvac odpatime do sucha a rozpustime

ve 100 nl CHCl; stabilivanym EtOH
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Ptiloha 4: Priprava metylesterti mastnych kyselin

1 ml sklenéna lahvi¢ka na derivatizaci

pfidame interni standard 50 nl roztoku — 20 ng/ ml rozpusténého v isooctanu

- priddme 50 nl hexanu

- ptidame 100 nl 2 M metanolatu sodného (sodium methoxide) — ptipravime tak, ze
rozpustime 0,46g ¢ist¢ho Na v 10 ml suSeného metanolu

- utésnime derivatizacni lahvicku silné protfepeme 10 vtefin a pak dalSich 15 minut
déame na tfepacku na slabsi tfepani

- ptidame 100 nl hexanu

- pridame 220 nl (v pfipadé PL) nebo 240 nl HCI (1M, rozpusténé ve vode)

protiepeme

upravime pH na 5

odebereme do lahvicky horni hexanovou vrstvu

opét pridame 200 nl hexanu

protiepeme a horni hexanovou vrstvu odebereme a ptidame ji k predchozi hexanové

vrstveé
- lahvicku s hexanovymi fazemi odpatime do sucha

- ptidame 100 nl isooctanu a dame méfit (nutné vialky se spacerem)
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