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UvoD

Juvenilni hormon je klicovou latkou hmyzi fyziologie, jelikoz ovliviiuje témér
vSechny aspekty hmyziho zivota. Hlavnim motivem pokust s juvenilnim hormonem a jeho
analogy je pochopeni jejich plsobeni a vyuziti téchto znalosti pro regulaci ekonomicky
vyznamnych druhG hmyzu. Jako piiklad je mozno uvést pouZziti juvenoidii pro mistni
vyhubeni mravence farabna Monomorium pharaonis'. Stanoveni titru juvenilniho hormonu
ma také dilezitou roli pfi zakladnim vyzkumu fyziologie hmyzu.

Problémem pfi stanoveni juvenilniho hormonu analytickymi metodami jsou v prvni
fadé¢ jeho velmi nizké koncentrace v télech hmyzu, které se obvykle pohybuji v fadech
pikogrami az nanogrami. V soucasnosti jsou nejvice pouzivané dva metodické pfristupy.
Prvnim je vyuziti metody RIA pii in vitro méteni rychlosti biosyntézy juvenilniho hormonu
zlazou corpora allata, druhym je derivatizace juvenilniho hormonu a nasledné stanoveni
metodou plynové chromatografie s hmotnosti detekci. Druhda zminéna metoda se ukéazala jako
dostatecné citliva, avSak dosud pouzivany zplsob pfipravy vzorku zahrnoval dvé sloupcové
chromatografie a nékolik odpafovani, coz vedlo k fddovym rozdilim v naméfenych

koncentracich u stejného modelového organismu riznymi vyzkumnymi tymy.

CiLE PRACE

Cilem této prace je vypracovani a optimalizace metody stanoveni juvenilniho hormonu
v hemolymf¢é¢ hmyzu. Metoda by méla zahrnovat co nejméné purifikacnich krokd, aby se
minimalizovaly ztraty, méla by vyzadovat co nejmensi spotfebu hmyziho materialu a méla by
byt jednoducha a rychla, aby ji bylo mozné rutinn€ vyuzit pfi studiu hmyzi fyziologie.

Dalsim cilem je ovéfeni vyvinuté metody stanovenim hladin juvenilniho hormonu
v realnych vzorcich hmyziho materialu. Hlavnim modelovym organismem je termiti druh
Prorhinotermes simplex (lsoptera: Rhinotermitidae), u kterého dosud nebyly studovany

rozdily v titru juvenilniho hormonu u riznych kast a vyvojovych stadii.
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1 Literarni prehled

1.1 Juvenilni hormony (JH)

Juvenilni hormon (JH) byl identifikovan v roce 1934 u ploStice Rhodnius prolixus, kdy
se o ném zacalo uvaZzovat jako o mozném faktoru, jenZ zabranuje metamorféze nymfy
v dospélce. V roce 1956 byl poprvé izolovan z abdomenu miry Hyalophora cecropia.® Dnes
je jiz juvenilni hormon diky svym rozmanitym funkcim povazovan za kli€¢ovy hormon hmyzi
fyziologie. V prvni fadé je JH univerzalnim regulacnim Cinitelem fidicim metamorfézu, jehoz
zvySena koncentrace udrzuje jedince v larvalnim (juvenilnim) stadiu a zamezuje metamorféze
v dospelce. Teprve pri poklesu jeho koncentrace se vyviji kukla a
az pfi aplném vymizeni vznika dospély jedinec. Odtud také nazev hormonu, tj. ,,juvenilni* ¢i
status quo™ hormon’. U dospélci se pak JH zasadné podili na Fizeni a nadasovani
rozmnozovani, spousti reprodukéni chovani, reguluje vitellogenezi u samic, stimuluje ¢innosti
ptidatnych pohlavnich Zlaz samcl. Mezi dalsi funkce JH patti fizeni diapauzy, metabolismu,

343 JH také ovliviuje polyfenismus samotaiského hmyzu, napk. fazovy a barevny

pigmentace.
polymorfismus sarancat a msic, a prebira mnoho funkci u hmyzu spolecenského. Zde hraje
hlavni ulohu pfi diferenciaci kast, nebot’ jeho pfitomnost ¢i absence béhem urcitych kritickych
obdobi rozhoduje o vyvojové cesté nediferencovanych stadii. JH se dale ucastni délby prace a
stimulace vyvoje dominantnich jedinci’.

Z chemického hlediska patfi juvenilni hormony mezi sesquiterpeny. Jejich struktura je
odvozena od farnesolu a je pro né charakteristickd epoxidova skupina na jednom konci a

methylesterova skupina na konci druhém. Jsou znamy &tyfi pfirodni analogy, které se lisi

substituci fetézce (obr. 1.)
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Obr. 1. JHO....R=R'=R’=C,H; JHI...R=R'= C,Hs. R*=CH;
JHII...R= C,Hs; R'=R’*= CH;, JH III...R=R'=R*= CH;



Zatimco JH 0 byl nalezen pouze u vajicek liSaje tabdkového (Manduca sexta)aJH 1 a

JH I se vyskytuji jen u motylt, JH III byl identifikovan nap#i¢ mnohymi ostatnimi fady

hmyzu’.

Hmyz ma mezi bezobratlymi nejdokonaleji vyvinuty endokrinni systém (obr. 2).

Syntéza juvenilnich hormont probiha sérii enzymatickych reakci mevalonatové cesty

v corpora allata’, co? je parova zlaza s vnitini sekreci v zadni &asti hlavy v blizkosti hltanu.

Jeji pivod je ektodermalni, ma ovalny nebo vejcity tvar, velikosti je srovnatelna s primérem

v ;oo . v ’ e e J 5
aorty, ale méni se v zavislosti na véku, pohlavi, polymorfismu a aktivité tohoto organu’.

Obr. 2. Endokrinni systém hm
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Nové syntetizovany juvenilni hormon je ptimo uvoliiovan do hemolymfy, kde je
transportovan specialnim bilkovinnym nosi¢em, tzv. juvenile hormone binding proteinem
(JHBP), ktery také byva oznacovan jako juvenile hormone carrier protein (JHCP). Navazani
juvenilniho hormonu na pfenaseé zajistuje jeho ochranu pred esterazami hemolymfy’.

Syntéza juvenilnich hormonu je regulovana mozkovymi neurohormony allatotropinem
a allatostatinem’, dale zpétnovazebnym mechanismem, kdy sniZeni koncentrace JH
v hemolymfé podporuje jeho syntézu a naopak, pfitomnosti gonad, které syntézu stimuluji,
a inervaci corpora allata’. Koncovym ¢&lankem v regulaénim cyklu JH je jeho enzymaticka
degradace. Juvenilni hormon byva nejcastéji degradovan pfimo v hemolymf€, kdy se
hydrolyzuje jeho esterova vazba ucinkem esterazy JH. Aktivita tohoto enzymu je ovlivnéna
mnoha faktory, jako je fotoperioda, vyziva, stres a dals$i. JH mize byt také odbouravan

epoxidovou hydrataci, oxidaci a konjugaci molekul”.



1.2 Termiti (Isoptera)

Termiti jsou nejstar$i eusocidlni skupinou hmyzu’. Vyznaduji se vysoce rozvinutym
kastovnim systémem, kdy se pfislusnici jednotlivych kast déli o ulohy reprodukéni, obranné,
pedovatelské a stavebni'’. Délime je na niZsi termity, kam fadime Geledi Mastotermitidae,
Kalotermitidae, Hodotermitidae, Termopsidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae, a na vyssi
termity s jedinou pocetnou Celedi Termitidae. Termiti nalezi k primitivnimu hmyzu,
nejbliz§imi pribuznymi jsou $vabi''. Jejich vyvoj je hemimetabolni, jsou tedy zastupci hmyzu
s nedokonalou proménou, kdy se jedinec vyviji sledem svlékani doprovazenych postupnym
vyvojem znaki dospélce, kterymi jsou kfidla, slozené oci, gonady. Schazi stadium kukly,
a tedy i metamorféza'?. Jedinec tak narozdil napfiklad od blanokidlého spoleenského hmyzu
nenalezi celozivotné k jedné kasté, mize naopak promérnovat smér svého vyvoje, a tedy
i svou kastovni pfislusnost na zakladé stimull z okoli. Tyto vnéj$i socidlni a environmentélni
vlivy ur¢uji hladinu JH v hemolymfg€, ktera rozhoduje o spusténi genové exprese smérem

k vyvoji uréité kasty. Kastovni prislusnost tedy neni uréena geneticky®'*'?.

Zakladatelem kolonie termitii je par primarnich pohlavnich jedincii - kral a kralovna'?
(obr. 3). Nejpocetnéjsi kastou v kolonii jsou délnici (obr. 4), ktefi se vyznacuji schopnosti
slozité kooperace pfi plnéni riznych ukold. Dalsi kategorii, ptitomnou s vyjimkou nékolika
malo druhli u vSech termitl, je kasta vojaka (obr. 5), extrémné specializovana svou stavbou
téla a chovanim k plnéni obrannych dloh. Diky své specializaci jsou ale vojaci zcela zavisli
na délnicich, nebot’ nejsou schopni samostatné vyzivy. Termiti vojaci jsou vybaveni

pro mechanickou obranu, tvarem hlavy a zejména kusadel, nebo pro obranu chemickou, zde

se jedna o exokrinni zlazy uréené k syntéze jedd, iritantd, repelentd a lepivych latek'*'".

Obr. 3. Kral a krdlovna Obr. 4. Délnik Obr. 5. Vojak Obr. 6. Bily vojak
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Pocet vojaka v termitich koloniich je druhové specificky a zéalezi na obranné a hnizdni
strategii. V pfirodé se tak mizeme setkat s druhy s méné nez | % vojaku stejné jako s druhy
s vice nez 25 % vojaka'®. Pii nizkém stavu je regulaénim mechanismem stimulovana tvorba
vojaku, zatimco nadbyte¢ni vojaci jsou odstranovani kanibalistickymi utoky ze strany délnik
nebo hynou vyhladovénim'”'*,

Experimentalné bylo opakované ovéfeno, ze izolace délniki vede k biochemickym a
fyziologickym zménam, jejichz vysledkem je nastartovani vyvoje ve vojaka'’. Piedpokladem
takové socialni regulace je existence inhibi¢niho feromonu, ktery je syntetizovan vojaky a
zamezuje tvorb¢ dalSich vojaku. PrestoZe zdroj a chemicka podstata tohoto feromonu jsou
stale neznamé, jeho fungovani je popsano jiz nékolik desetileti. Vyvoj délnika ve vojaka vede
vzdy pres pfechodné stadium bilého vojaka a je predchazen zvysenim titru JH**?'. Bily vojak
(obr. 6) ma jiz n¢které morfologické znaky vojaka, ale chybi mu pigmentace (odtud oznaceni
.bily™ vojak), je malo aktivni a neucastni se obrannych aktivit. Po 8-20 dnech se svléka
ve vojaka.

V pribé¢hu stadia bilého vojadka je titr JH nejvys§i, mirné naopak klesa
u definitivnich vojakt®*'*?. Zmény koncentrace JH v hemolymf& nediferencovaného jedince

jsou popsany v modelu uvedeném na obr. 7.

» vojak
* nahradni pohlavni jedinec

= 4

titr JH

— - » délnik
* nymfa,dospélec
L N B B | BN LR R B N |
sexualni znaky  nesexualni  vojenské znaky
adultni znaky

Obr. 7. Pribéh titru JH v hemolymfé nediferencovaného jedince (délnika) v obdobi
mezi dvéma svilékanimi a vysledny smér dalsiho vyvoje. Dole ¢arkované periody
citlivosti k expresi riznych sad znaku, Sipky naznacuji charakter nasledujiciho svlékani.
Podle literatury®.
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U termitd v piirodé dochazi k sezonnim zménam v titru juvenilniho hormonu. Tato
variabilita a sni spojené kolisani v po¢tu vojaku v kolonii byly studovany u druhu
Coptotermes formosanus (Rhinotermitidae)®. Titr JH vojakii byl obecné vy3si nez délnika,
ale sezonni variace méla stejny trend u obou kast. V kvétnu dochazelo ke zvySeni titru,
v Cervnu a Cervenci bylo dosazeno nejvysSich hodnot a jiz od zafi nastal pokles, ktery
pfetrval béhem podzimu a zimy. Tato variabilita ma své logické vysvétleni, protoze prave
v letnim obdobi dochazi ke zvySené tvorbé vojakl potfebnych pro obdobi rojeni. Z toho
plyne i zména titru JH a také zména vysledného poctu vojakd v kolonii pfi pfesunu
do laboratornich podminek®.

Vice nez 40 let jsou provadény pokusy s pouzitim juvenilniho hormonu a jeho
analogd u termitu s cilem pfipadné regulace jejich populaci. Po prvnich experimentech, kdy
byla transplantovana funkéni zlaza corpora allata, nasledovalo testovani mnoha umélych
analogii na pocetnych skupinach nebo celych koloniich.

Hlavnim  modelovym druhem v této praci je Prorhinotermes simplex
(Rhinotermitidae) pivodem z Karibské oblasti (Kuba), pro néjz je typicky vysoky pocet
vojaki a jeho chov v laboratofi je pomérné snadny (obr. 8). Titr JH jednotlivych kast tohoto
druhu dosud nebyl stanovovan. DalSim je pivodem asijsky druh Coptotermes formosanus
(Rhinotermitidae), ktery byl zavie¢en do USA a pacha zde obrovské skody na majetku. Titr
JH u jednotlivych kast byl u C. formosanus opakované studovan, avsak vysledky rtznych
vyzkumnych tymi se lisi az o dva fady. Poslednim druhem uzivanym v této praci je
Kalotermes flavicollis (Kalotermitidae) z Chorvatska, jehoz vojaci vazi az 9 mg a titr JH

u n¢j dosud studovan nebyl.

! Obr. 8. Vyvojové schéma rodu

. . . 26
Prorhinotermes  podle  Roisina™.

Neo, Ny Vysvétlivky: v - vajicko; LI-L5 -

'\..-wmrf// PO . larvéalni instary; L6-L9 - pokrogilé
( Ps } | BV *’@ larvy (pseudergati); BV - bily vojak;
NV V - vojék; Ny - nymfa; | - imago;
Neo < L5 r - regresivni svlékani.
Teckované ohraniceni oznacuje
Neo +-- L4 > BY > V skupiny jedincl riznych stadii, ktefi se
LT3 v BY vzajemné lisi jen v morfologickych
' detailech. Teckované Sipky oznacuji
L2 s BY > V vyvojové linie, které jsou platné jen pro
¢ incipientni kolonie.
L1
t
A
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1.3 Cmelici (Hymenoptera: Apidae: Bombini)

Cmelaci patii mezi blanokfidly spoleéensky hmyz. Jejich piivod se datuje do ttetihor,
kdy se zacali vyvijet soubézné s krytosemennymi rostlinami. Centrem vyvoje byla stfedni
Asie, nyni jsou vsak roz§ifeni v celém mirném pdsu severni polokoule, na severu Afriky, jihu
Ameriky a jihovychodé Asie?’.

Cmelaci slouzi jako modelové organismy pii studiu vztahG v ekosystémech a
mechanismi vzniku a vyvoje socialni hierarchie. Jsou také citlivym indikatorem zmeén
v krajiné. Ve vét3ing evropskych zemi véetné Ceské republiky patti mezi chranéné nebo
ohrozené druhy zvitat. Charakteristickym znakem je husta srst na povrchu téla, jez zajistuje
tepelnou izolaci. Pred predatory jsou chranéni jednak vystraznym zbarvenim, jednak
zihadlem. Potravou je pfevazné nektar kvétd, ktery pro ¢melaka piedstavuje zdroj energie,
tepla a umoznuje mu létat, a pyl jako zdroj bilkovin.

Cmelagi spolecenstvo (obr. 9) je tvofeno matkou a podfizenymi délnicemi. Kolonii
zaklada sama matka, kterd se probouzi ze zimniho spanku v obdobi bfezna a dubna
v zavislosti na teploté, délce prohrati pidy a také na velikosti a konkrétnim druhu ¢meldka.
Jakmile matce dozraji vajicka ve vajecnicich, zac¢ind hledat vhodné misto pro zaloZeni
hnizda®. Do voskové buiiky naklade vajicka, ze kterych se po 4-6 dnech vylihnou larvy. Ty
po priblizné dvaceti dnech vytvori kokony. Z povrchu kokonli matka seskrabe kusadly vosk a
asi po dvou tydnech se ze zamotkt lihnou délnice. Tyto délnice jsou malého vzristu, nejdfive
pomahaji matce s péci o dalsi generace larev, poté hledaji a pfinaseji potravu. Béhem léta se
pfi dostatecné velikosti hnizda narodi samci a nové matky, jez se spafi a jako jediné preckaji
zimu. Jedna se tedy narozdil od véel o kolonii jednoletou. Samci se lihnou z neoplozenych

vajicek, které matka klade po tzv. bodu zvratu®’.

Obr. 9. Cmelaéi spolegenstvo

13



Dilezitou roli v Zivoté &émeldkil hraji feromony®. Pomoci feromonu, ktery brani
vyvoji vajecniku, udrzuje matka délnice v podfizeném stavu. Jakmile matka toto dominantni
postaveni ztrati, dojde k vyvoji vajecnikt délnic a stoupne jejich agresivita. DalSimi feromony
matka oznacuje plod, aby ho dé€lnice v temném hnizd¢ nalezly a zahtivaly. K orientaci uvnitf
hnizda slouzi tzv. stopovaci feromony vznikajici v Dufourové zldze na zadecku délnic.
Bohaty zdroj potravy oznacuji pomoci tékavych slozek sekretu tarsalnich zldz umisténych
na chodidlech. Do urcité koncentrace jsou dé€lnice lakany témito pachovymi stopami,
pfi vysokych hodnotach jsou naopak odpuzovany. Feromony maji zasadni vyznam
pfi rozmnozovani. Samecci opakované Iétaji po urcité draze a znackuji objekty druhové
specifickym feromonem, ktery pfitahuje neoplozené samicky. Tento typ chovani samci se
nazyva patrolovani®’.

Kli¢ovou ulohu zastava také juvenilni hormon, ktery reguluje socialni hierarchii a tedy
cely rocni cyklus kolonie. Jeho titr koreluje svySe popsanym dominantnim chovanim
kraloven. V prvnich dnech maji ovSem kralovny nizkou hladinu JH, pfi jeho experimentalni
aplikaci mladym kralovnam se zastavuje vyvoj tukového télesa, hemolymfa pak obsahuje
stejny podil lipidi jako hemolymfa délnic. Tyto kralovny neopoustéji hnizdo a ucastni se
praci jako délnice. JH vsak zaroven ovliviiuje vyvoj vajeéniki. U délnic Zijicich bez kralovny
byl zjiStén rychlej$i vyvoj vajecniki, rychlejsi in vitro biosyntéza JH a vyssi titr JH
v hemolymfé ve srovnani s podobné starymi délnicemi Zijicimi s kralovnou®'%3,

Modelovym druhem v této praci je Bombus terrestris (Emeldk zemni), ktery je
v Evropé jednim z nejpocetnéjSich a snadno se chova v laboratofi. Velikost kralovny je

2 -2.7 cm a délnice 1,5 - 2 cm (obr. 10).

Obr. 10. Délnice ¢melaka zemniho



1.4 Stanoveni JH

V soucasné dobé¢ jsou pro stanoveni juvenilniho hormonu pouzivany prevazné dva
metodické pristupy. Prvnim z nich je méfeni rychlosti syntézy JH parovou Zlazou corpora

3 Y y: y N
343536 ¢oz bylo pouzito napt. k méFeni titru

allata in vitro metodou radioimunoassay (RIA)
JH u délnikt druhu Reticulitermes flavipes (Rhinotermitidae). Zlaza CA byla roziezana
v solném roztoku, bylo piidano modifikované medium TC199 a L-('*C-methyl)methionin.
Po 5 hodinach bylo provedeno radiochemické méfeni. U délnikii nasmérovanych k vyvoji
ve vojaky byly takto naméfeny 2,5x vyssi hodnoty nez u délnikd, ktefi smérovali ke svlékani
ve vys3i stadium délnika®,

Druhym pfistupem je derivatizace JH a stanoveni titru uzitim plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC/MS). Bylo vyzkouseno mnoho typu derivatizace. Jednim z nich je
pouziti n-1H,1H.2H,2H-perfluorohexanolu (NFH-OH) k ziskani stabilnich 10-hydroxy-11-
NFH derivati, které poskytuji velmi vyrazny a specificky pik pfi m/z 305 pro JH IIl a
ethylester JH 111 a pii m/z 319 pro JH I a JH 1. Touto metodou byla stanovovana koncentrace
JH I napf. u riznych vyvojovych stadii vcelich délnic a kraloven, ktera se pohybovala
v hodnotach mezi 0.7-20 ng/g*’.

Vroce 1981 vysla prace Bergota a kol.®, kdy je JH urCovan z hemolymfy lisaje
tabakového (Manduca sexta, Lepidoptera). Vzorek o objemu 3-6 ml byl rozpustén
ve smési pentan, acetonitril a 4% vodny roztok chloridu sodného a nasledn¢ extrahovén
acetonitrilem. Cidténi bylo provedeno pies sklenénou kolonku naplnénou neutralnim oxidem
hlinitym. Derivatizaci s 0,08M TFA v deuterovaném methanolu byly ziskany
d;-methoxyhydrinderivaty JH, jez ve spektru poskytuji unikatni fragmenty m/z 76 a 225.
Nasledovalo ¢isténi kapalinovou chromatografii (LC) a detekce pomoci GC/MS v SIM modu.
Jako vnitini standard byl pouzit tritiem znaceny analog JH. Tento zptsob derivatizace vynikal
spotfebou biologického materialu. Proto byl s uréitymi Gpravami vyuZzit ve vétsiné dalSich
praci zabyvajicich se stanovenim koncentrace JH.

V roce 1997 Shu a kol.*” modifikovali vyse popsany postup pii stanoveni titru JH
u rdzné starych samicek sktdce Diatraca grandiosella (Lepidoptera) a ke zjisténi role JH
pfi vyvoji vajicka. Hemolymfa (1pl) byla rozpusténa v acetonitrilu a 2% roztoku soli,
nasledovala extrakce hexanem a piecisténi pres kolonu naplnénou neutrdlnim oxidem

hlinitym. Frakce obsahujici JH a vnitini standard, kterym byl v tomto piipadé ethylester

15



juvenilniho hormonu 111, byla derivatizovana pfidavkem deuterovaného methanolu v kyselém
prosttedi 5% TFA v deuterovaném methanolu. Druhé ¢isténi pomoci LC nahradili opét
sloupcovou chromatografii.

Uvedena modifikovana metoda byla vyuzita dvéma vyzkumnymi tymy ke stanoveni
titru JH jednotlivych kast termitt Coptotermes formosanus. Narozdil od predchozi prace se
vzhledem k velikosti pouzivala celd zvifata. Zatimco jeden tym stanovil koncentraci JH
u délnikii na 13 pg/mg. vojakt na 25 pg/mg a u bilych vojaki az 596 pg/mg®, druhy tym urgil
titr délnikii na 3.5 pg/jedinec a vojakii 7 pg/jedinec’. Vezmeme-li v Gvahu primérnou
hmotnost termita Coplotermes formosanus, kterd je 3 mg, jedna se o Ffadové rozdily
v naméfenych titrech.

V praci od Teala a kol.* byla na vzorcich lisaje tabdkového zkousena dalsi GC/MS
metoda, ale bez derivatizace, uzitim iontové pasti s chemickou ionizaci a jako reak¢ni plyn
byl pouzit isobutan. Vnitinim standardem byl farnesyl-acetat. Tuto metodu poté pouzili
ke stanoveni JH Il u vrtule Anastrepha suspensa (Diptera), 21 pg/pul hemolymfy.

V jedné znov¢jSich praci bylo provedeno srovnani metody RIA a LC-MS/MS
pro stanoveni juvenilniho hormonu z hemolymfy saranéete Melanoplus sanquinipes
(Orthoptera) a z celych t&l msice Acyrthosiphon pisum (Hemiptera), kdy se ukazala
kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci jako citlivej$i, nebot bylo
dosazeno meze detekce pro JH 111 8,25 + 1,44 pg, zatimco metodou RIA 13,75 + 2,39 pg*'.
Jako vnitini standardy byly pouzity methopren a prekocen.

V praci od Cornetta a kol.** byly koncentrace JH v hemolymf& japonského druhu
termitd  Hodotermopsis sjostedti pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
stanoveny v rozmezi 20 — 720 pg/ul. Hemolymfa byla rozpusténa v 50% roztoku isooktanu

v methanolu, vnitfnim standardem byl fenoxykarb.



1.5 GC/MS

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS) je jednou z nejefektivné)Sich
technik pro analyzu slozitych smési organickych latek. Plynova chromatografie je analyticka
separaéni metoda zaloZena na distribuci latek mezi nemisitelnymi fazemi. Probiha v kapilarni
koloné, ktera obsahuje stacionarni fazi, a mobilni fazi je nosny plyn. Hmotnostni
spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda ur€ujici hmotnost atomi, molekul nebo
molekulovych fragmenti po jejich prevedeni na ionty®.

Vramci této prace byly vyuzity dva typy ionizace. Elektronova, kdy dochézi
k ionizaci svazkem elektrond emitovanych z wolframového nebo rheniového vlakna,
chemicka, kdy je vzorek ionizovan ionty reakéniho plynu.

Méfeni bylo provadéno na pristrojich s riznymi typy hmotnostnich analyzatori, coz
jsou zafizeni separujici ionty v plynné fazi podle poméru hmotnost/ndboj pomoci
elektromagnetickych poli.

Kvadrupdlovy analyzator je tvofen ¢tyfmi paralelnimi ty¢emi s kruhovym nebo
hyperbolickym prifezem, na které je vkladano napéti. Vstupujici ionty za¢nou oscilovat a
pouze ionty s ur¢itym pomérem hmotnost/naboj kvadrupdlem projdou, ostatni jsou zachyceny
na tyCich. VSechny ionty z pozadovaného rozsahu spektra jsou postupn€ propoustény
skenovanim.

lontova past je tvofena prstencovou a dvéma koncovymi elektrodami. Uvnitf pasti je
helium, které slouzi ke snizeni kinetické energie iontl, ¢imz zvySuje rozliSovaci schopnost a
citlivost a pomoci trojrozmérného RF pole je mozné ionty selektivné vypuzovat a uchovavat
uvnitf pasti.

Priletovy analyzator (TOF) méfi dobu, za kterou ionty piekonaji urcitou drahu.
Vysokonapétovym pulzem jsou ionty urychleny a vstupuji do letové trubice, kde neni
elektricky proud a na jejimz konci je detektor. lonty s riznym m/z ziskaji stejnou energii, ale

Byla také vyzkouSena tandemova hmotnostni spektrometrie pomoci iontové pasti.
Dany ion je nejprve izolovan a poté podroben fragmentaci (kolizné indukovana disociace).
Vzniklé fragmenty jsou postupné detekovany pomoci elektronového nasobice. Timto

zplisobem dosdhneme vyssi selektivity a lepsiho poméru signalu k Sumu.
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EXPERIMENTALNI CAST
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2 Material a metody

2.1 Chemikalie

acetonitril
bromundekan
ds- methanol
ether
ethylacetat
hexan
hexadekanol
chloroform
JH I
kyselina sirova
methanol
methopren
NaCl

oxid hlinity
TFA

Rozpoustédla pouzivana pro chromatografie byla predem destilovana.

Sigma Aldrich
Fluka
Acros
Penta
Penta

Merck

z laboratornich zasob Dr. Stranského

Penta

Fluka

z laboratornich zasob

Lach-Ner s.r.o.

z laboratornich zasob Doc. Hrdého

Lach-Ner, s.r.o.
M. Woelm
Riedel de Haén



2.2 Biologicky material

2.2.1 Termiti

Termiti druhu Prorhinotermes simplex pivodem z Pinar del Rio, Kuba, jsou chovani
v laboratornich podminkach od roku 1964. Termiti druhu Coptotermes formosanus pochézeji
z Hsui hui, provincie Kanton, a jsou chovani v laboratornich podminkach od roku 1963.
Termiti druhu Kalotermes flavicollis  byli nasbirani v ¢ervenci 2006 v Chorvatsku
na ostrové Mali LoSinj.

Termiti kolonie jsou umistény ve sklenéném akvariu. Potravou a hnizdnim materialem
jsou platy smrkového dieva. VétSina kolonie se zdrzuje ve svazcich téchto platt, ostatni je
mozno nalézt v pfirozeném substratu, ktery je tvofen smési hliny, vykali a ulomki dreva.
Kolonie je umisténa ve tmé v chovné mistnosti s topnym télesem a termostatem kontrolujicim

teplotu 27,5 °C. Vlhkost v mistnosti kolisa mezi 50-70 %.

2.2.2 Cmelaci

Cmelaci druhu Bombus terrestris byli ziskani z laboratorniho chovu Pfirodovédecké
fakulty Masarykovy Univerzity v Brné. Kolonie jsou zde zalozeny kaskadovou metodou dvou
kraloven ke stimulaci kladeni vajicek v laboratornich podminkach. Vsechny kralovny matky
byly sbirany na pfirodnich stanovistich béhem obdobi vyzkumu, aby byly minimalizovany

vlivy umélych podminek.
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2.3 Pristroje

V ramci této prace bylo vyzkouseno 5 GC/MS pfistrojii:
e Thermo Finigan Focus GC, Fisons Instruments MD 800 s kvadrup6lovym
hmotnostnim analyzatorem
e Agilent Technologies 6890N, Agilent 5975B inert XL MSD s kvadrupdlovym
hmotnostnim analyzatorem
e Focus GC, Thermo Scientific DSQ II s kvadrupélovym hmotnostnim analyzatorem
e Varian, Saturn 2000 — hmotnostnim analyzatorem je iontova past
e Leco PEGASUS 4D, Agilent Technologies 6890N GC, Leco Corporation USA
s praletovym analyzatorem (obr. 11), dvourozmérné chromatografie je docileno
vyuzitim kombinace dvou kolon rozdilné polarity:
a) DBS - 25 m x 0,25 mm, nepolarni faze
b) DB50 - 1,9 m x 0,1 mm, stfedné polarni faze

hmotnostni spektrometr

Obr. 11: Leco PEGASUS (podle manualu Leco)

. injektor

. primarni kolona

. kryomodulator

. sekundarni kolona

. ioniza¢ni komora

. turbomolekularni pumpa
. pruletovy analyzator

. reflektor ionth

. detektor

O 01NN W —
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Ptistroj Thermo Scientific DSQ II:
- kolona DBS5, 30 m x 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 um
- hmotnostni analyzator — kvadrupdl
- ionizace — El, pozitivni ionty
-  metoda: Full scan i SIM (m/z 135)
pocet skentd 2/min
rozsah hmot 29-500 Da
teplota iontového zdroje 200°C
teplota nastfikové komory 200 °C
pratok nosného plynu I ml/min
teplotni program GC: pocatecni teplota 70 °C po dobu | min
nasledné 10 °C/min do 300 °C (5min)

2.4 Metody

Odbér a zpracovani hemolymfy ¢melakia

Cmelaci byli narkotizovani oxidem uhli¢itym. Jemnym entomologickych $pendlikem
byla porusena intersegmentalni membrana mezi 4. a 5. tergitem (obr.12) a za jemného tlaku
na zada byla pomoci kapilary odebirana hemolymfa (asi 10x z jednoho hmyziho téla).
Z kapilary byla vytlacena injekéni stiikackou do mikrozkumavky. Po odbéru byl pitvou
zkouman stav ovarii. Na jeden vzorek byla spojena hemolymfa 3-5 ¢melaki, celkové byl
ziskan objem asi 100 pl. K takto ptipravenému vzorku bylo ptidano 0,5 ml acetonitrilu a
0.5 ml 2% roztoku NaCl v destilované vodé. Vzorek byl centrifugovan 10 minut pfi 4600

otaCkach a nasledné 3x extrahovan hexanem. Hexanova faze byla davkovana na kolonu.

Obr. 12. Tergit ¢melaka
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Priprava vzorku z termitu

Pocet termiti potfebnych na jeden vzorek se lisil dle druhu a kasty v zavislosti
na o¢ekdavaném mnozstvi juvenilniho hormonu. V ptipadé druhu Prorhinotermes simplex byli
na jeden vzorek pouziti 3 bili vojaci, 5 vojak( nebo 10 délnikG, u druhu Coptotermes
formosanus 10 vojaki nebo 30 délniki a u druhu Kalotermes flavicollis tvotilo jeden vzorek
11 vojaku z incipientnich (zacinajicich) kolonii nebo 22 vojakl z dospélych kolonii. Termiti
byli po odebrani z kolonie ponechani minimalné pal hodiny v mrazaku pfi teploté -20 °C a
nasledné rozdrceni ve 100 pl hexanu ve specidlnim sklenéném homogenizatoru. Extrakt byl
bud’ naddvkovan Pasteurovou pipetou na kolonku nebo pomoci sklenéné kapilary nanesen
na TLC desku se silikagelem. Poté byly provedeny jesté 2 oplachy homogenizatoru 100 pl

hexanu.

Vyvolani svlékani délniki v bilé vojaky

U druhu Prorhinotermes simplex bylo vyuzito faktu, Ze se disledkem odstranéni
vojakud ze skupiny nastartuje vyvoj vojakt z pritomnych délnikt. Po nékolika tydnech pak Ize
v takové skupiné pozorovat pritomnost bilych vojaki, ktefi se za normalnich podminek
vyskytuji vzacné. Ze stiedné velké kolonie (800 jedinci) byli odebrani vSichni vojaci a
po tfech tydnech bylo v kolonii nalezeno téméF tolik bilych vojaka, kolik bylo pivodné
odebrano vojaku. Odebrani bili vojaci byli na zakladé vnéjsi anatomie rozdéleni do dvou
skupin, tj. jedinci "mladi" (kratce po svlékani v bilého vojaka) a "stafi" (kratce pred svlékanim

ve vojaka).
Priprava neutralniho oxidu hlinitého

Oxid hlinity byl 5 hodin promyvan v Soxhletové extraktoru methanolem, poté zihan
v peci pfi teploté 300 °C po dobu 3 hodin. Po ochlazeni bylo pfidano 6 % destilované vody
a k diikladnému promiseni 30 minut tfepano.

Separace sloupcovou chromatografii

Kolonka, vytvoifena zkracenim Pasteurovy pipety, byla naplnéna 1 g neutralniho oxidu

hlinitého. Na kolonku byl nanesen vzorek a 10 pl standardniho roztoku methoprenu
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o koncentraci 500 pg/ul. Kolonka byla promyta nejprve 2 ml hexanu, poté 2 ml 10% etheru
v hexanu a nasledné 3 ml 30% etheru v hexanu. Posledni frakce obsahujici JH 111 a methopren
byla zakoncentrovana na rota¢ni vakuové odparce, pfevedena do insertu, odpaiena do sucha a

k odparku bylo pfidano 10 pl standardniho roztoku I-bromundekanu o koncentraci 500 pg/pl.

Derivatizace JH 111

Posledni frakce ziskana sloupcovou chromatografii byla zakoncentrovana na rotacni
vakuové odparce na objem asi 200 ul, bylo pfidano 75 pl ds-methanolu a 75 pl 5% TFA
v dg-methanolu. Takto pfipraveny vzorek byl 20 minut zahtivan v 1azni pfi teploté 60 °C, poté
byla derivatiza¢ni reakce zastavena pridavkem 500 pl hexanu. Roztok byl ndsledné odpaien
do sucha, znovu rozpustén ve 200 ul hexanu a nadavkovan na kolonku s 1g neutralniho oxidu
hlinitého. Kolonka byla promyta 2 ml hexanu, 2 ml 30% etheru v hexanu a 3 ml
50% ethylacetatu v hexanu. Posledni frakce obsahujici derivat JH byla odpafena na vakuové

rotacni odparce a bylo pfiddno 5 pl standardu I-bromundekanu o koncentraci 500 pg/pl.

Separace pomoci TLC

Sklenéné desticky pokryté vrstvou silikagelu byly nejprve predmyty ve fazi 30%
etheru v hexanu. Hmyzi téla (5-30 dle typu vzorku) byla rozdrcena ve 100 ulhexanu
ve specidlnim sklenéném homogenizatoru a nanesena na desticku. Byly provedeny jesté 2
oplachy 100 pl hexanu, které byly také naneseny na vrstvu silikagelu. Desti¢ka se vzorkem
byla vyvijena ve stejnou chvili ve stejné vyvijeci komurce jako analyticka destic¢ka, na kterou
byl nadavkovan roztok standardu JH III o koncentraci | mg/ml. Jako mobilni faze byla
pouzita 30% sm¢és etheru v hexanu. Analyticka desticka byla poté mineralizovana kyselinou
sirovou a vysuSena horkovzdusnou pistoli k detekci JH I1I. Podle retencniho faktoru byl
na desticce se vzorkem urcen pas, ktery byl seskraban a nasledné promyt 2 ml etheru. Ether
byl odpafen na rotacni vakuové odparce a bylo pfidino 5 ul standardniho roztoku

1-bromundekanu o koncentraci 500 pg/ul.
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VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Mez detekce pro JH 111

Prvnim ukolem mé prace bylo vybrat z dostupnych GC/MS piistroji ten s nejnizsi
mezi detekce pro JH I1ll. Kdispozici byly 3 pfistroje s kvadrupélovym hmotnostnim
analyzatorem, jeden s iontovou pasti a jeden s prilletovym analyzatorem (TOF).

V komer¢né dostupném standardu tvori JH Il 80 % celkového obsahu.
Na chromatogramu je mozno vidét kromé piku pro JH Il v t;= 12,93 min také dalSi dva piky
(obr. 13). Podle MS spekter se ziejmé jedna se o juvenoidni struktury, pravdépodobné

..... we

izomery JH. které¢ vznikaji jiz pfi syntéze.
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Obr. 13: Chromatogram JH III (mnozstvi 1,25 ng)
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Obr. 14. Hmotnostni spektrum JH 111

Molekulova hmotnost JH 111 je 266 (obr. 14). Vznik typickych fragmenti m/z 81 a 135

je popsan na schématech 1, 2.

/H
CH3 O H3C O+
. CH
HaC ° o H,C X o e C
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CH
: CH, CH; O \ \
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OH
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CH3 CH3 O L +

\CH3 H3C CH2
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Schéma 1. Vznik fragmentu® m/z 81
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Schéma 2. Vznik fragmentu™ m/z 135

K uréeni nejvhodnéjsiho pristroje (nejcitlivéjsiho) bylo méfeni provadéno v SIM modu
pro nejintenzivnéjsi fragment ve spektru m/z 81. Na kvadrupdlu Fisons jiz koncentrace JH 111
0,01 mg/ml zanikala v Sumu. Na iontové pasti byla vyzkousena tandemova hmotnostni
spektrometrie a chemicka ionizace vzorku (jako reakéni plyn byl pouzit acetonitril). Pfesto
nebylo dosazeno potiebné citlivosti.

Pavodni ideou bylo vyuziti pfistroje Leco PEGASUS, nebot' diky dvourozmérné
plynové chromatografii Ize lépe oddélit analyt od matrice, jak je mozné vidét na obr. 15.
Tento pfistroj se ale ukéazal jako malo citlivy, jelikoz koncentrace JH III termitii se pohybuji

v fadech desitek pikogrami.

Obr. 15. Dvourozmérny chromatogram JH 111 (3D-zobrazeni)
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Vzhledem k dosazené citlivosti byl pro dal$i méfeni vybran pristroj Termo Scientific
DSQ 1. Jeho velkou vyhodou je moznost sou¢asného zaznamenavani celkového proudu ionti

(TIC) a vybraného iontu (SIM). Meze detekce pro JH IlI jsou uvedeny v tab. 1.

Typ Hmotnostni Mez detekce pro
Nazev Metoda
ionizace analyzator JH I (pg)
Fisons Instruments
MD 800,Termo Finigan GC/MS El kvadrupdl 10000
Focus GC
Agilent Technologies
6890N, 5975B inert XL GC/MS El kvadrupol 200
MSD
Termo Scientific DSQ I, GC/MS El kvadrupdl 10
Focus GC
Varian, Saturn 2000 GC/MS/MS Cl iontova past 800
Leco PEGASUS 111, Agilent GCxGC/MS El TOF 200

Technologies 6890N

Tab. 1. Mez detekce pro JH 11 (nastiik vzorku vzdy 1pl)

Pii pozdéjsim méfeni realnych vzorki nebylo mozné pro SIM moéd pouzit ion
m/z 81, protoze se v matrici vyskytoval t¢éméf v celém chromatogramu. Proto byla vybrana
kvuli vyssi unikatnosti hodnota pro SIM m/z 135. V dusledku toho ale doslo k poklesu meze

detekce o cca | Fad.
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3.2 Kalibraé¢ni krivka

V dal§im kroku byla pfipravena sada roztokti JH III v koncentraénim rozmezi
0.16-2.5 ng/pl . Ke kazdému roztoku bylo pfidano stejné mnozstvi standardniho roztoku
bromundekanu o koncentraci 500 pg/pl. Bromundekan byl vybran jako vnitfni standard

vzhledem k délce fetézce a snadné identifikaci v chromatogramu (obr. 16).

/\/\/\/\/\/Br
H,C
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Obr. 16. Spektrum bromundekanu
Z pomérti ploch pikt juvenilniho hormonu a bromundekanu v zavislosti na

koncentraci JH III byla sestrojena kalibraéni kfivka (tab. 2). Integrovany byly plochy v SIM
modu pro fragment m/z 135, ktery je vhodny jak pro JH Ill, tak pro bromundekan.
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Métfeni bylo provedeno ve trech sériich vrizném ¢ase. Srovnatelné vysledky

vypovidaji o dobré opakovatelnosti. K sestrojeni kalibra¢ni kfivky byl pouzit median

namérenych hodnot.

Titr JH 111 A/ Agromundekan

(pg/ul) Méfeni | Méieni 2 Méfeni 3 Median
160 0,009 0,014 0,006 0,009
280 0.017 0,027 0,016 0,017
400 0,028 0,045 0,031 0,031
800 0,082 0,091 0,094 0,091
1120 0,136 0.148 0,136 0,136
1440 0.19 0.216 0,171 0,19
1600 0,209 0,223 0,212 0,212
2400 0.334 0,305 0,338 0,334

Tab. 2. Kalibra¢ni krivka poméru ploch (A) JH Il ku bromundekanu v zavislosti

na koncentraci JH HI.

0.4

©
w

A (JH Il / bromundekan)
o o
a [N)

Kalibraéni kfivka

y = 0.0001x - 0.0239
R? = 0.9983

500 1000 1500 2000
Koncentrace JH lll (pg/ul)*

2500

* Koncentrace pfipravenych roztoku je prepoctena na absolutni mnozstvi JH 111 ve standardu

(obsah JH 111 80%).
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3.3 Optimalizace podminek

Tékavost a stabilita JH IIl byla vyzkouSena porovnanim plochy piku pfi nastfiku
roztoku JH Il o uréité koncentraci do GC/MS a plochy piku roztoku o stejné koncentraci
odpafeného na vakuové odparce a opétovné rozpusténém v pivodnim objemu hexanu. Tento
pokus byl 3x zopakovan a vzhledem ke srovnatelnym plocham vsech tfi opakovani
v porovnani s pokusem bez odpafeni byla rotacni vakuova odparka pouzivana na veskera
odparovani.

Pro experimenty s biologickym materialem byla hledana nejvhodné;jsi kolona. Pivodni
15 m dlouhd kolona DBS5 byla nahrazena méné polarni DBI1, ucinnost separace se nijak
nezlepsila, proto byla znovu vyménéna za kolonu DBS, tentokrat 30 m dlouhou.

Dale byla se standardnim roztokem JH Il vyzkouSena dosud nejcastéji pouzivana
metoda stanoveni juvenilniho hormonu v télech hmyzu, tedy separace sloupcovou
chromatografii a nasledna derivatizace deuterovanym methanolem, kdy dojde k rozevfeni
epoxidového kruhu a vytvoreni methoxyhydrinderivatu (schéma 3).

Po derivatizaci je oviem nutné provést dalSi purifikaci pfes kolonku s aktivnim
oxidem hlinitym a tim dochazi k navySeni ztrat. Derivatizace navic nijak neuleh¢ovala

identifikaci JH v chromatogramu, proto bylo snahou detekovat JH 111 bez derivatizace.

0]
H,C
0]
= = CH,
CHs
CH3 CHy, O
CD;OH / TFA
D
5 © CH,
H,C
’ CHj o
= SCH,
H,C o)

Schéma 3. Derivatizace JH 11l d4-methanolem v kyselém prostiedi.
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Derivat byl

(obr.17).
100 55
D OH
90 D
0]
80 D
H,C
o CHj
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o 40 » 60 ' 80 “100 ‘ ;20 ‘ 140 ‘ 166 ‘ 180 h 200
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Obr. 17. Spektrum derivatu JH 111

identifikovan v SIM modu podle typickych fragmentd m/z 76, 225

o
= “CH,
HiC O
225 255 267 298
2 w0 w0 a0 300

32



3.4 Stanoveni titru JH III ¢melaku

Plvodni metoda, ovSsem bez koncové derivatizace, byla vyzkousena na vzorcich
¢melacich kraloven. Tentokrat byly pouzity dva vnitini standardy. Kromé& bromundekanu,
ktery byl opét pridavan po zavéretném odpafeni, byl vnitinim standardem methopren
(obr. 18), jenz byl spole¢né s juvenilnim hormonem davkovan na kolonu, aby dle jeho ubytku
bylo mozno stanovit U¢innost separace. Methopren byl vybran, jelikoz je analogem
juvenilniho hormonu a ma nejen podobnou strukturu, ale i stejné retencni chovani
pfi sloupcové chromatografii, tudiz jde pfi Cisténi ve stejné frakci. Retencni ¢as methoprenu
pfi GC/MS byl 21,43 min. Pro jeho snadnégjsi identifikaci byla metoda upravena a méfeni

SIM modu pro m/z 135 od 13. minuty nahradil SIM m/z 191, ktery je jeho typickym

fragmentem (obr. 18.)

100 73
CH, CH3 CHj o] CHj,
so -~ I
H4C
\ \ o} CH,
80 H;C
70
60
50
40 111
30
20
95 153
o 43 55 BTy ¥
0 40 60 50 100 1 ‘20 140 160 1 60 260 2.20 240 26 280 300 3‘20
m/z

Obr. 18. Spektrum methoprenu
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Bylo provedeno stanoveni JH Il v hemolymf¢ ¢melacich kraloven v riiznych
obdobich jejich Zivota (tab. 3). Vzhledem k ptedpokladanym nizkym hodnotam byly spojeny
hemolymfy vzdy vsech kraloven jednoho typu a byl pfipraven jeden vzorek. Juvenilni hormon
byl nalezen jen u erstvé oplozenych kraloven, u nichz se jeho piitomnost predpoklada. Dle
dostupnych informaci by jej mély mit i kralovny plodujici. Po odebrani hemolymfy v3ak
nebyla provedena jejich pitva, proto nezname skutecny stav jejich ovarii
a tedy neni jisté, ze byly plodujici. V budoucnu bude nutné méfeni zopakovat, coz nebylo

v diplomové praci mozné kvuli nedostatku materialu.

Vzorek Pocet jedinci na vzorek T‘tf JF.[ -
ng/jedinec
kralovny pfed hibernaci 3 /
kralovny cerstvé oplozené 3 2.53
kralovny panenské 4 /
kralovny plodujici 3 /

Tab. 3. Stanoveni JH 11l v hemolymf€ ¢melaka.

Stejnou metodou byly pripraveny i vzorky hlav ¢melacich kraloven (opét spojeny
kralovny stejného typu na jeden vzorek). Juvenilni hormon nebyl nalezen v Zadném, ¢imz byl
potvrzen piedpoklad, Zze je ze Zzlazy corpora allata ihned uvoliiovan do hemolymfy
a neuklada se.

Dale byla zjistovana koncentrace JH Il u kladoucich a nekladoucich ¢melacich
délnic. Tentokrat byla po odebrani hemolymfy provedena pitva a podle stavu ovarii byly
na jeden vzorek spojeny hemolymfy 4 nebo 5 délnic stejného typu. V nékolika opakovanich
bylo ovéien relativné vysoky titr JH III u délnic kladoucich, 1,49 ng/jedinec s intervalem
spolehlivosti + 0,35. Ze statistického zpracovani vysledkt byla vylou¢ena jedna naméiena
hodnota, presto se nemusi jednat o chybu stanoveni, jelikoz pracujeme s variabilnim
biologickym materidlem. U nekladoucich délnic byl v jednom pripadé titr JH 11l na hranici
meze detekce, tudiz ho nebylo mozno kvantifikovat, v dal§im vzorku byl stanoven
na 0,5 ng/jedince. V poslednim vzorku dosahl hodnoty 1.8 pg/jedinec jako u délnic
kladoucich. Tento prekvapivy vysledek lze vysvétlit, nebot’ tyto délnice mohly byt ve fazi
tésné piedchazejici kladeni, titr JH tedy jiz mohl byt zvySeny, oviem zmény na ovariich jesté

nemusely byt patrné, a proto byly tyto délnice po pitvé zafazeny mezi nekladouci (tab. 4).
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Titr JH 111 (ng/jedinec)

Délnice
] 2 3 4 5
kladouci 1.85 4,26 1,38 1.6 1,36
nekladouci 1.8 * 0,5 / /

Tab. 4. Koncentrace JH 11l ¢melacich délnic
* JH 11 detekovatelny, ne vSak kvantifikovatelny, hodnota kurzivou vysvétlena na predchozi

strané

Podle Ubytku mnozstvi methoprenu byl vypocten vytézek separace na koloné,
v rozmezi 20 % - 60 %. Siroky rozptyl vysledkd miZze byt v nékterych pfipadech

zpusoben interferenci piku methoprenu s pikem methylesteru.

3.5 Stanoveni titru JH III termitd

Pti pripravé vzorkd z termitti byla pouZivana vzhledem k jejich velikosti cela téla,
¢imz se samoziejmé navysil pocet interferujicich latek jdoucich pfi purifikaci ve stejné frakci
jako JH I11. Bylo provedeno srovnavaci méfeni vzorku ziskaného homogenizaci termitich tél
ve smési acetonitrilu, hexanu a 2% NaCl v destilované vodé a nasledné extrakci hexanem
se vzorkem ziskanym homogenizaci pouze v hexanu. Vzhledem ke srovnatelnym vysledkiim
byl pii dalSich méfenich pouzivan pouze hexan.

Stejnd metoda jako u ¢meldkd byla pouzita pro stanoveni JH Il u termiti druhu
Kalotermes flavicollis. U vojakt z incipientnich (zacinajicich) kolonii, jejichz primérna
hmotnost je 4 mg, byl titr JH stanoven na 560 pg/jedinec a vojakt z dospélych kolonii, jejichz
primérna hmotnost je 9 mg, byl titr JH 11 400 pg/jedinec.

U druhu Prorhinotermes simplex, jehoz biologie je na nasem pracovisti dobfe
prostudovdna, bylo mozno sledovat zménu koncentrace JH III pii preméné délnika
ve vojaka pies stadium bilého vojaka, kterého lze u tohoto druhu relativné snadno dosahnout
izolaci délnikd. PFfi prvnich experimentech s vojaky vSak bylo detekovano mnoho
nitropentadecenu, jenz je jejich obrannou latkou a dosahuje mnoZstvi az stovek pg,

a hexadekanolu v tak vysoké koncentraci, ze zastiniovaly JH III.
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Proto byl proveden pokus s upravenim GC metody, ale ani pti pouziti velmi pomalého
teplotniho programu nebylo docileno separace. JH 111 byl ptekryvan hexadekanolem, coz bylo
potvrzeno nastfikem standardu tohoto alkoholu. I v retencnim ¢ase pro derivat JH III byly
nalezeny interferujici latky, proto byla zavrzena i derivatizace. K odstranéni hexadekanolu
ze vzorku byla vyzkousSena chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Nejprve byla pouzita faze
hexan:ether 5:5, lepSi separace vSak bylo dosazeno ve fazi hexan:ether 7:3.

Na obr. 19 je mozno vidét separaci standardit methoprenu, hexadekanolu a JH 111, na
obr. 20 separaci hexadekanolu, JH 111, pfipraveného derivatu JH 111 a vzorku extraktu termita
v hexanu. Pouzitim TLC tedy bylo dosazeno pozadované separace, proto byla purifikace

sloupcovou chromatografii nahrazena chromatografii na tenké vrstvé.

“"1 ""2-"3"'"“"‘ LT_‘Z 3 4
Obr. 19. TLC hexan:ether 7:3 Obr. 20. TLC hexan:ether 5:5

1. methopren 1. hexadekanol

2. hexadekanol 2.JH I

3. JH I 3. derivat JH 111

4. termiti extrakt

Pti UV detekci na chromoforovych destickach bylo mozno nalézt vyssi koncentrace
JH 111, avSak pfi naneseni vzorku ztermita byl detekovatelny pouze nitropentadecen.
Pti detekci rhodaminem se JH III také neukazal, proto byla vidy zaroven s destiCkou se

vzorkem vyvijena analyticka destic¢ka se standardem JH III.
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Methopren, prestoze se pii TLC dobrfe délil, nebyl po kvantitativnim prevedeni
z desticky a promyti etherem v chromatogramu detekovan. Uginnost separace pomoci TLC
byla tedy zjisténa sadou roztokd o uréitych koncentracich JH III, které prosly stejnou
procedurou jako vlastni vzorky. Uginnost byla ve dvou opakovanich pro kazdy roztok JH III
stanovena na 30 %. Piestoze dochazi k pomérné velkym ztratam, byl timto typem purifikace
stanoven JH [III ve wvzorcich, ve kterych byl dfive po sloupcové chromatografii
nedetekovatelny.

Titr JH 1l byl méfen v nékolika opakovanich u jednotlivych kast druhu
Prorhinotermes simplex, jejichz pramérna hmotnost je 3 mg. NejvysSich hodnot dosahoval
u bilych vojaki, kdy dosahoval primérné hodnoty 590 pg/mg (tab. 5), resp. 1970 pg/mg
pii uvazovani ztrat béhem pripravy vzorku. Na jeden vzorek byli pouziti 3 bili vojaci. Nize
uvedené vysledky naznacuji mozny vékovy trend v titru JH u bilych vojaki: jedinci kratce
po svlékani v bilého vojaka vykazuji vys§i hodnoty nez jedinci v pozdnich fazich
pied svlékanim ve vojaka. Tato ¢asova dynamika v titru JH uvniti pfechodného stadia bilého
vojaka odpovida zavérim publikovanych studii u ostatnich druhl i teoretickému modelu

sny ti X i i 6.10.12.19.202223242
zmény titru JH béhem vyvoje vojaka®™'*'>!"*"- 32425

Hmotnost Titr JH HI
VZOFCk Stéﬁ A]H |||/ ABrom,
vzorku (mg) (pg/mg)
! mladi 9.24 0,180 1100
2 mladi 10,09 0,096 594
3 stafi 10,23 0,040 312
4 stafi 7.77 0.030 347

Tab. 5. Titr JH Il bilych vojakG druhu Prorhinotermes simplex bez prepoctu

na teoretické mnozstvi pti 30% vytéznosti pripravy vzorku.

Na jeden vzorek vojaku bylo pouzito 5 jedincd a titr JH Il se pohyboval okolo
100 pg/mg. U délnikd, kterych bylo na pFipravu jednoho vzorku spotiebovano 10, byl
JH 111 stanoven v rozmezi 40-60 pg/mg. Zatimco v nékterych vzorcich téchto dvou kast byl
JH 11l bez problémi detekovatelny a kvantifikovatelny, pti nékterych méfenich byl ziskan
smésny pik s hexadekanolem, jenz byl pravdépodobné obsazen v tak vysoké koncentraci,

ze se jej nepodarilo na TLC dostate¢né separovat.
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Trend rozdilu titru JH 111 jednotlivych kast je uveden v tab. 6. Naméfené rozdily se
shoduji se zjisténimi v literatufe o ostatnich druzich i s teoretickymi modely variace titru JH

béhem vyvoje termitiho vojaka, tj. vyrazny vzestup titru u bilych vojaki a nasledny mirny

6.10,12.1920.22.23,

pokles béhem stadia vojaka %425 Absolutni hodnoty JH vztazené k hmotnosti se

. e PR , . o . 22024 42
pii pouzité metodice jevi vyssi neZ u ostatnich studovanych druha termiti®*?*42,

Kasta Titr JH 111 (pg/mg) Teoreticky titr JH Il (pg/mg)
délnik 50 170

bily vojak 590 1970
vojak 100 330

Tab. 6. Porovnani obsahu JH III jednotlivych kast Prorhinotermes simplex

Poslednim modelovym druhem termitd byl Coptotermes formosanus. Prumérna
hmotnost jedinclt tohoto druhu je také 3 mg. Bylo pfipraveno nékolik vzork( délnika
a vojakua. JH III se podatilo detekovat, avSak i pfi navySeni jedincii na vzorek (10 vojaki,
30 délnika) se nepodarilo jeho obsah kvantifikovat. PFi¢inou mize byt stafi kolonie, kdy se

titr mize pohybovat ve velmi nizkych hodnotach.
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ZAVER

Byla vypracovana metoda stanoveni juvenilniho hormonu bez derivatiza¢niho kroku,
tedy umoznujici méfeni technikou GC/MS ihned po separaci vzorku bud’ sloupcovou, nebo
tenkovrstvou chromatografii. Jako vnitfni standard byl zvolen bromundekan, ktery je diky
délce ftetézce a typickym fragmentum snadno identifikovatelny v chromatogramu. Jeho
vhodnost se ukazala také pti méfeni v SIM modu, kdy obsahoval fragment m/z 135 stejné jako
JH 1I1.

Vyvinuta metoda byla pouzita ke stanoveni titru JH 111 Cerstvé oplozenych ¢melacich
kraloven, 2,53 ng/jedinec, a kladoucich ¢melacich délnic, 1,49 + 0,35 ng/jedinec. U délnic
nekladoucich bylo prokazano snizeni titru JH I1I. P¥i pokusu s hlavami émelacich kraloven
bylo ovéfeno tvrzeni, ze se JH Il ihned po syntéze uvoliiuje do hemolymfy a neuklada se
ve zlaze corpora allata.

U termita Kalotermes flavicollis byl JH 111 stanoven u vojaki z incipientnich kolonii
na 560 pg/jedinec, u vojaku z dospélych kolonii na 400 pg/jedinec. U dé€lniki a vojaki druhu
Coptotermes formosanus se JH 111 pohyboval na hranici meze detekce, tudiz jej nebylo mozné
kvantifikovat. Dale byly zjistovany zmény titru JH pti preméné délnika ve vojaka
ptes prechodné stadium bilého vojdka u druhu Prorhinotermes simplex. Hodnoty JH 111
(bez uvazovani ztrat béhem pripravy vzorku) se pohybovaly u délnikt v fadech desitek
pg/mg, vojakd kolem 100 pg/mg. U kasty bilého vojaka byl titr JH III vyrazné vyssi,
pramérné 590 pg/mg.

Naméifené rozdily v titru jednotlivych kast odpovidaji trendim popisovanym
v literature, tj. vyrazny vzestup titru u bilych vojaka a nasledny mirny pokles béhem stadia
vojaka. Casova dynamika v titru JH byla pozorovana také uvniti stadia bilého vojaka,
kde jsou vysoké pocatecni hodnoty nasledovany poklesem, zcela v souladu s pozorovanimi
u ostatnich druhii. Odhadované realné hodnoty JH vztazené k jednotce hmotnosti se
pti pouzité metodice jevi vy3si nez u ostatnich studovanych druhéi termitt. Casova
proménlivost titru JH 111 a jeji souvislost s ontogenezi bude predmétem dalsi studie a pfipadné

publikace.
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