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1. Cile prace

Cile této bakalaiské prace byly stanoveny takto:

e vypracovat literarni reSerS$i na téma ckdysteroidy, fytoekdysteroidy a

zooekdysteroidy

e provést screening pritomnosti a obsahu zvolenych fytoekdysteroidi ve
vybranych rostlinnych druzich pomoci dvou nezavislych instrumentalnich

metod

e na zikladé¢ =ziskanych wvysledkii porovnat obé metody pro stanoveni

fytoekdysteroidii v rostlinnych pletivech



2. Teoreticka cast

2.1. Uvod

Ekdysteroidy (ECs) byly objeveny prvotné jako svlékaci hormony u hmyzu (Dinan,
2001). V pozdgjsich vyzkumech se ukazalo, ze se ECs vyskytuji i u rostlin, a to ve vétsim
mnozstvi nez u hmyzu. Ekdysteroidy tedy byly na zaklad¢ tohoto poznatku rozdéleny na
rostlinné ECs (fytoekdysteroidy) a ECs zivocisné (zooekdysteroidy). Nejvyznamnéj$im a
nejéastéji izolovanym ekdysteroidem je ptitom 20-hydroxyekdyson (20E), ktery ma, co se
tyCe rostlin, nejvétsi zastoupeni v parSe saflorové (Leuzea carthamoides, viz kapitola

2.2.3.1).

2.2.Teoreticka ¢ast a reSersni cast

2.2.1. Ekdysteroidy - historie a soucasnost

Ekdysteroidy (ECs) tvoii V soucasnosti skupinu asi 476 polyhydroxylovanych
triterpenoidd, které jsou strukturné ptibuzné hlavnimu steroidnimu hormonu bezobratlych

a-ekdysonu (Obr. 1).

Obr. 1. Chemicka struktura o-ekdysonu.

Ten byl prvné izolovan v roce 1954 Butenandtem a Karlsonem z kukly bource morusového
(Butenandt a Karlson, 1954), ale jeho struktura byla objasnéna az v roce 1965 pomoci
prostiedktt OFX-ray krystalografie (Huber a Hoppe, 1965). ECs jsou steroidni hormony

-10 -



vSech tfid ¢lenovcl a pravdépodobné i dalSich bezobratlych a byly uznany jako prvni
steroidni hormony fidici svlékani a metamorfoézu u hmyzu (lat. ecdysis = svlékani; Dinan,
2001). V soucasné dob¢ jsou tyto steroidni latky pFitomny ve vSech stadiich vyvoje hmyzu,
pricemz reguluji mnoho dulezitych biochemickych a fyziologickych procest jako napf.
embryonalni a postembryonalni vyvoj dospélcti, jiz zminénou metamorfézu, rozmnozovani
a Vneposledni fad¢ diapauzu (Koolman, 1989). Ackoli je vztah mezi strukturou a
biologickou aktivitou ekdysteroidii znam jen ¢astecné, bylo nalezeno nékolik strukturnich
pozadavkti na tyto molekuly jakozto biologicky aktivnich molekul. S ohledem

na chemickou strukturu ECs (Obr. 2) jde tedy pfedevsim o:

a) cis konfiguraci spojeni kruhu A/B

b) ptitomnost 7-en-6-on skupiny

c) kompletni sterolovy vedlejsi fetézec obsahujici kyslik v poloze 22R a
v nékterych ptipadech dalsi alkylové skupiny v poloze 24a,

d) kyslik obecné ve formé 33-OH

e) dalsi OH skupiny na C-14 a C-23, a v mnoha piipadech také na C-20 and C-25

Obr. 2. Struktura typického ekdysteroidu (20-hydroxyekdyson) znazornujici ¢islovani
uhlikovych atomt (Dinan, 2001).

Ptestoze byly ECs ptivodné objeveny v zivocisnych zdrojich, bylo zjisténo, Ze jsou
ptitomny rovnéz ve vice nez 100 druzich suchozemskych rostlin (kapradiny, nahosemenné
I krytosemenné rostliny - Fukuzawa a kol., 1986). Zajimavosti je, Ze prvni izolace ECs z

rostlinnych zdroji probihaly téméf soucasné. Napiiklad pti zkoumani chemického slozeni
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listt nahosemenného jehlicnanu Podocarpus nakaii ve vztahu k protinddorovym latkam,
byly izolovany tfi polyhydroxylované steroidy - ponasteron A, B a C (Nakanishi a kol.,
1966). Ve stejném obdobi skupina védce Takemota izolovala 20-hydroxyekdyson (20E,

Obr. 3) a inokosteron (struktura viz http://ecdybase.org) z kofenti Achyranthes fauriei,

krytosemenné rostliny z ¢eledi laskavcovitych (Takemoto a kol., 1967). Tyto Casné zpravy
o vyskytu ECs v rostlinach podporovaly dalsi vyzkum v této oblasti a brzy se ukazalo, ze
ekdysteroidy byly pii evoluci spiSe rozsifeny v rostlindich nez v zZivociSich (ptehledny

referat viz Hikino a Hikino, 1970; Horn, 1971; Lafont a Wilson, 1996).

o e}
20-hydroxyekdyson (20E) polypodin B (polB)

oH OH OH .OH

o} (0]

ajugasteron C (ajuC) ponasteron A (ponA)

oH OH

0]

stachysteron C (stachC)

Obr. 3. Fytoekdysteroidy vybrané pro ucely této bakalarské prace. Chemicka struktura 20-
hydroxyekdysonu (20E), polypodinu B (polB), ajugasteronu C (ajuC), stachysteronu C
(stachC) a ponasteronu A (ponA).
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Od objevu analogti ECs v rostlinach bylo navrzeno oznacit tuto skupinu
jako fytoekdysteroidy (PECs) a odlisit je tak od téch, které byly izolovany z hmyzu, koryst
a jinych zivo¢isnych zdroju (tzv. zooekdysteroidy, viz kapitola 2.2.2.). Nicméné tento

navrh nemusi byt povazovan za Upln€¢ smérodatny, protoze mnoho ekdysteroidi (napf.

20E, makisteron A - http://ecdybase.org nebo ajugasteron) je pfitomno jak v zivocisnych,
tak i v rostlinnych zdrojich (Fukuzawa a kol., 1986).

2.2.2. Zivoé¢isné ekdysteroidy (zooekdysteroidy)

Zooekdysteroidy (ECs) jsou skupinou asi 200 polyhydroxylovanych latek
odvozenych od a-ekdysonu (Obr. 1) a 20E (Obr. 3), pficemz vyskyt 20E byl prokazan asi
u 2/3 druhii z celkového mnozstvi zivoc¢isnych druhil, v nichz byl ECs detekovany (Baltaev
a Shangaraeva, 2000). Je uvadéno, ze pomér ekdysonu a 20E zavisi na druhu hmyzu, jeho
pohlavi a vyvojovém stadiu. Zatimco u mladych housenek jsou koncentrace ECs vysoké, u
dospélych larev pak klesaji. 20E lze tedy povazovat za hlavni aktivni ekdysteroidni
hormon, ktery reguluje svlékaci proces u hmyzu (Insecta nebo také Hexapoda) a korysu
(Crustaceae) — Dinan, 2001. Byva také nazyvan ,hmyzi svlékaci hormon®, popt. f-
ekdyson, ekdysteron, kommisteron A, isoinokosteron nebo polypodin A. Vznika aktivaci
ekdysonu jako prohormonu (Pavlik a kol., 2010). K zooekdysteroidim se ale fadi i velka
skupina latek, které ekdysonovou aktivitu nevykazuji, ackoli spliuji strukturni kritéria
(chromofor konjugovaného ketonu 7-en-6-on cholestanového typu cytoskeletu Cy7 a 5B-
vodik, tj. cis konfigurace spojeni kruhtt A/ B).

Mezi ECs patii i produkty hmyzich detoxifikaénich (katabolickych) drah, které vedou
k tvorbé jejich hormonalné neaktivnich analog, vétSinou konjugatd. Jde predev§im o0
konjugaty s kyselinou fosfore¢nou (napt. 20E-22-fosfat, Williams a kol., 1997), se
sacharidy (napt. 22-glukosidy, Rharrabe a kol., 2007) nebo s mastnymi kyselinami (C22-
acylestery, Rharrabe a kol., 2007). Dalsimi dvéma zpusoby deaktivace bioaktivnich ECs u
zivocichu je hydroxylace a dalsi oxidace az na ptislusnou kyselinu na uhliku C26, a tvorba

3-dehydroekdysteroidi za katalyzy ekdysonoxidasy (Sommé-Martin a kol., 1988).
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2.2.3. Rostlinné ekdysteroidy (fytoekdysteroidy)

Fytoekdysteroidy (PECs) jsou rostlinnymi analogy zivoc¢iSnych steroidnich
hormonit ekdysteroidi a nckteré spadaji, diky svému vyskytu, jak do skupiny
zooekdysteroidi, tak do skupiny fytoekdysteroidi. Typickym piikladem je nejbéznéjsi
PEC 20E, ktery, jak uz vime, je zaroven i biologicky aktivnim zooekdysteroidem (Dinan,
2001). Za poslednich 40 let bylo vice nez 300 jeho strukturnich analogi izolovano
z raznych rostlinnych zdroji (strukturalni, spektralni a biologické udaje a literatura jsou

shrnuty na webové databazi Ecdybase (http://ecdybase.org; Lafont a kol., 2002). Dalsi

analoga jsou izolovana rychlosti 10-20 latek za rok (pro nedavné ptiklady identifikace
novych typt PECs viz Liktor-Busa a kol., 2008; Ho a kol., 2008). Pocet dikaz(i naznacuje,
Ze vétSina, ne-li vSechny druhy rostlin, maji genetickou schopnost generovat PECs (Dinan,
2001). Na zakladé¢ vyhodnoceni vzorkt semen vyplyva, Ze by se mohlo zdat, ze 5 - 6%
suchozemskych druhti rostlin hromadi detekovatelné hladiny ekdysteroidi (Dinan, 1995),
ale na zéklad¢ vzork listl by to mohlo byt az 40% druhi (Dinan a kol., 2001). Rostlinné
druhy obvykle obsahuji 0,01 - 0,1% PECs z hmotnosti susiny (angl. dry weight, DW,
Dinan, 2001). Nicmén¢ u hrstky rostlinnych druhti bylo zjisténo, ze obsahuji i vice nez 1%
DW jako je tomu napt. u parchy saflorové (Leuzea carthamoides, 2 % v semeni; Koudela a
kol., 1995) nebo tfeba u Diploclisia glaucescens (3,2% ve stonku; Bandara a kol., 1989).
Neni bez zajimavosti, Ze koncentrace ekdysteroidii nalezenych v rostlinach jsou alespoii
1000krat vyssi nez ty, které se nachdzeji témeét u vSech Clenovci. Jak jiz bylo feceno
Vv ivodu této prace, fytoekdysteroidy se vyskytuji ve vice nez 100 pozemskych rostlinach
zahrnujici pfedevSim kapradiny, nahosemenné a krytosemenné rostliny. Nachézeji se jak
Vv jednoletkach, tak i v trvalkéach. Jak ukazuji dfivéjsi studie japonskych rostlin (Imai a kol.,
1969), 5-6% testovanych rostlin bylo aktivnich na ekdysteroidy. Ve vyskytu
fytoekdysteroidl v rostlindch se nezda byt na prvni pohled Uplné piesny evolucni trend, ale
spiSe trend nahodny. Nicméné, nedavné studie zaméfené na véEtSi pocet druhll ve
specifickych skupinach ukazuji, Ze vyskyt ekdysteroidi mize byt spojen s fylogenetickou
pozici (Dinan a kol., 1998; Savchenko a kol., 1998; Zibareva, 2000). Napiiklad zatimco
jsou ECs ptitomny témét ve vsech rostlinach v ramci rodu Chenopodium (merlik), pak na
druhou stranu naopak chybi ve vSech ¢lenech podrodu Ambrosia (ambrozie, Dinan a kol.,
1998).
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Drahy biosyntézy a metabolismu fytoekdysteroidl 1 vzdjemna pfeména jejich analog jsou
pochopeny pouze ¢astecné (Lafont, 1998; Dinan, 2001). Navic neni prakticky nic znamo o
regulaci téchto drah v rostlinach (Dinan a kol., 2009). Jedina skute¢né Zivotaschopna
hypotéza, kterd byla piedlozena pro funkci fytoekdysteroidi v rostlinach je, Ze slouzi k
zastraSeni fytofagnich bezobratlych predatord, a to bud’ tim, Ze je ekdysteroid toxicky pti
poziti a/nebo tim, ze ma antifidantni uc¢inek (pfitazlivost potravy snizujici - Descoins and
Marion-Poll, 1999; Marion-Poll and Descoins, 2002; Calas a kol., 2006, 2007).

Co se tyka testovani biologické aktivity ekdysteroidi, nejvice biotestl je provadéno pravé
na hmyzu. Zatimco entomologové vychazeji z biologické funkce PECs, a uvadéji, ze
funkce PECs spociva v obrané rostliny proti herbivornimu hmyzu (Adler a kol., 1999;
Soriano a kol., 2004), Iékati a farmaceuti se naopak priklanéji k nazoru, Ze biologicka
funkce PECs je spojena se steroidnimi ucinky na byloZravce nebo vSezravce. Prese
vSechny tyto poznatky vsak stale neni uloha PECs v rostliné plné ziejma (Pavlik a kol.,
2010). Pfi studiu fytohormonalni aktivity pomoci standardnich rostlinnych biotestii bylo
zjisténo, ze aktivita bud’ chybi, nebo je velmi nizkd. Zda se momentaln& nepravdépodobné,
ze PECs by mohly mit hormonalni roli v rostlinach, nebot jejich vyskyt neni univerzalni.
Pokud se vyskytuji, jejich hladiny mohou byt cCasto velmi vysoké, coz nepfislusi
molekulam hormonalniho charakteru. Nicméné bylo prokazano, ze PECs maji naptiklad
zna¢ny vliv na rust, bunéénou velikost a biochemické vlastnosti v sinici Nostoc (Marsalek
a kol., 1992) a v Chlorella vulgaris (Bajguz a Dinan, 2004).

Kromé vyssich rostlin byla pfitomnost ekdysteroidi prokazana také v nékterych houbach
(Fungi, diive Mycophyta, odtud "mykoekdysteroidy"; Kovganko, 1999, Sun a Yasukawa,
2008). Zatim ale neni jasné, zda houby generuji tyto latky de novo nebo piebiraji a
upravuji PECs ze substratu, na kterém rostou. Ekdysteroidim podobné slouceniny se
vyskytuji také v fasach, tj. nizSich rostlinach (napf. v Cervené moiské fase Laurencia

pinnata - Fukuzawa a kol., 1981, 1986).

2.2.3.1. Parcha saflorova (Leuzea carthamoides)

Parcha saflorova se fadi mezi vytrvalé byliny, je také znama jako marali kofen ¢i
ruska leuzea. Obvykle dortsta vysky az 150 cm. Jeji endemicky vyskyt je v sajano-altajské
oblasti jizni Sibife, kde se pfirozené vyskytuje v nadmoiské vysce 1200-2300 m n.m.
(Selivanova, 1979; Lotocka a Geszprych, 2004).
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V priibéhu poslednich desetileti byla rostlina rozsifena do riznych regiond stfedni a
vychodni Evropy, kde se nyni Siroce péstuje pro své vyznaéné 1é¢ivé vlastnosti (Opletal a
kol., 1997).

V soucasné dob¢ se extrakty nebo nekteré latky z jejich kofent a oddenkl pouzivaji pro
své adaptogenni (Brekhman a Dardymov, 1969) a budivé G¢inky v riznych potravinovych
doplicich nebo nutri¢nich ptipraveich na podporu ristu svalové hmoty. Pripravky z parchy
dale 1é¢i impotenci, eliminuji fyzickou slabost a dusevni unavu (Winston a Maimes, 2007)
a doporucuji se také pro zotaveni po operaci, 1é¢bu infekéni onemocnéni nebo chemickou
detoxikaci. Nové jsou soucasti ruznych nealkoholickych napoji, kosmetickych a
koupelnovych produkti (Opletal a Opletalova, 1990; Opletal a kol., 1997).

Kofen parchy slouzi pro mnoho biologickych a chemickych tcelii. Pouziva se casto
Vv laboratofich jako vhodny zdroj zakladnich fytoekdysteroidi jako jsou 20E, polB, ajuC,
makisteron A a nékteré z jejich mono- ¢i diacetonida (Pi$ a Harmatha, 1992; Pis a kol.,
1992; Pis a kol., 1994).

2.2.4. Chemické a fyzikalni vlastnosti fytoekdysteroidi

Fytoekdysteroidy (PECs) jsou rlznoroda tfida rostlinnych triterpenoidi, které
obsahuji steroidni kostru a 1i§i se v poctu, poloze a orientaci hydroxysubstituentd i
konjugovanych ¢asti. PECs jsou pfedev§im molekuly obsahujici 27 az 29 atomu uhliku a
jsou odvozené od fytosteroll, které byly rtizné¢ modifikovany. Vétsina ECs (Obr. 2)
obsahuje hydroxy skupinu v poloze 140 a methylova skupina na uhliku C-10 a C-13 ma
konfiguraci beta. Spojeni kruhu B/C a C/D je vZdy orientovano do polohy trans, zatimco
spojeni kruhu A/B naopak cis (54-H). Konfigurace 5a-H se vyskytuje jen ziidka. Na rozdil
od jinych rostlinnych latek steroidni povahy, brassinosteroidli, obsahuje molekula ECs
chromofor (14a-hydroxy-7-en-6-on), coz umoziuje témto slou¢eninam absorpci svétla
v UV oblasti elektromagnetického spektra pii vinové délce 242 nm (v alkoholu)

predstavujici maximum jejich absorpéniho pasu (Dinan a kol., 2001).

2.2.5. Extrakce a izolace ekdysteroidu

Homogenizace a piiprava biologického vzorku je rozhodujici fazi jak pii jeho

purifikaci (odstranovani nezadouci biologické matrice), tak pfi izolaci vybranych analytd
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(cilené obohacovani) z biologického materialu. Cely postup zahrnuje zpravidla tii zakladni
kroky:

1. Drceni, mleti, extrakce vzorku rostlin a tprava hrubého extraktu

2. Koncentrace extraktu nebo podilu pii extrakci kapalina-kapalina

3. Izolace nebo ¢isténi extraktu vzorku chromatografickymi technikami — napft. extrakce na

pevné fazi (SPE), iontové-vyménna nebo imunoafinitni chromatografie

Krok 1 slouzi k homogenizaci rostlinného vzorku a odstranéni pevného podilu rostlinného
pletiva z hrubého extraktu at uz filtraci nebo centrifugaci. Primarnim ukolem
homogenizace je pak rozbiti bunécnych stén pletiv, aby byla nasledné¢ umoznéna extrakce
latek obsazenych uvniti bunck, nebot’ mnoho latek vznika a je pfeménovano pouze uvnitt
bungk a nikoliv v mezibunéénych prostorech pletiv. Pokud Kk rozbiti stén rostlinnych bunék
vzorkll pletiv nedojde, v mnoha pfipadech pak neni co izolovat ani purifikovat.
K homogenizaci se pouzivaji nejéastéji kulové mlynky, které v poslednich letech témé&r
zcela nahradily homogenizaci pomoci tekut¢ho dusiku v tfeci misce s tlouckem
(Tarkowska a kol., 2014). V extrakénim kroku, ktery obvykle nasleduje po homogenizaci
vzorku, je pak doporuéeno pouzit nejméné desetinasobek vhodného organického
rozpoustédla (obvykle methanol, aceton, etylacetat apod.), aby doslo ke kvantitativni
extrakci vybranych pfirodnich latek z rostlinného vzorku. Extrakty latek, které podléhaji
rozkladu at’ uz vlivem vyssich (laboratornich) teplot nebo vlivem oxidace, je zapotiebi
navic zpracovavat s ohledem na tyto skutecnosti (zajistit chlazeni vzorku, oSetfit extrakt
pridavkem antioxidantu apod.). Dals§i kroky ptipravy vzorku se pak tidi selektivné
sohledem na chemickou povahu a vlastnosti analytd, resp. povahu matrice a obsah
primarnich a sekundarnich metabolitl,, popf. jinych latek, které mohou nasledné
nezadoucné interferovat s koncovou analyzou (napft. proteiny, lipidy, rostlinné barviva).

Ptiprava vzorku pro ucely analyzy ekdysteroidi byla v minulosti zalozena zejména na
jejich rozpustnosti, resp. jejich schopnosti rozdélovat se mezi rozpoustédla rizné povahy
(extrakce kapalina-kapalina). Obecné platilo, Ze organickym rozpoustédlem prvni volby
byl aceton, kterym byly odstranény slouceniny polarnéjsi, nez jsou ECs. V dalsim kroku
byl pro vytiepani z acetonového extraktu pouzit vodny roztok methanolu a hexanu (nebo
jiného rozpoustédla, ktera jsou misitelna s nepolarnimi uhlovodiky), pfi¢emz hexan m¢l za
ukol odstranit vétsinu latek s charakterem méné polarnim, nez byly ECs. Tento krok se
obvykle i nadale v soucasnosti provadi s cilem ekdysteroidového obohaceni pti vyrobé

produkta pro zdravi (potravinové dopliky prodavané jako adaptogeny).
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V laboratornim analytickém méfitku je extrakce kapalina-kapalina nyni ¢asto nahrazovana
extrakci na pevné fazi (angl. solid-phase extraction, SPE). Tato metoda slouzi také k
obohacovani ECs z rostlinnych extraktti na principu odstraiovani nékterych latek majicich
podobnou polaritu jako ECs, ale lisicich se substituenty na aromatickém kruhu. SPE se
pouziva piedevsim pii izolaci Cistych ECs, tj. hlavnim cilem SPE je zde efektivni snizeni
mnozstvi neéistot. Casto pouZivanym sorbentem pro SPE je polyamid, jehoz podstatnou
vyhodou je to, Ze ECs jsou z n&j eluovany diive nez znecistujici latky (napt. fenoly), ¢imz
je snizeno riziko dalsi kontaminace na minimum (Bathori, 2002). SPE na bazi polyamidu
zde predchazi homogenizace rostlinného pletiva (drceni a mleti) a extrakce rostlinnych
steroidit do vodnych roztokti metanolu o koncentraci 30-50% (viz Schéma 1 nebo Bathori
a kol., 1986, 1988).
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PLANT MATERIAL

@) | (b)
extraction with 30% MeOH
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identification by ms, ir, 'H nmr

Schéma 1. Schéma izolace rostlinnych ekdysteroidu. Ptejato z Girault a kol., 1990.
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Princip SPE

Analyty jsou zakoncentrovany diky sorpci ze vzorku na pevném sorbentu (viz
Schéma 2), k némuz maji vétsi afinitu nez k rozpoustédlu, ve kterém jsou na SPE kolonku
nanaSeny (krok B). Rozpoustédlem stejného sloZeni je kolonka pied nanesenim vzorku
kondicionovana (krok A). Ostatni komponenty vzorku jsou zachycovany co nejméné.
Analyty jsou po promyti sorbentu (eluce interferentd, krok C) uvolnény ze sorbentu eluci

vhodnym rozpoustédlem (krok D), které ma vyrazné solvata¢ni schopnosti pro sledované

analyty.

a
"
Schéma 2. Proces zakoncentrovani za pouziti SPE techniky. @ Analyty, B Necistoty

A-kondicionace, B-davkovani vzorku, C-promyvani, D-eluce. Prtejato z

http://www.labicom.cz/spe-kolonky-81/

2.2.6. Instrumentalni metody analyzy ekdysteroidt

Kapalinova chromatografie

Metody zaloZené na pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) byly
v minulosti nejcastéji pouzivanymi metodami pro separaci ekdysteroidti izolovanych
z ruznych biologickych zdroji at’ uz v méfitku analytickém nebo preparativnim (Lafont a
Wilson, 1991). Pro tyto ucely bylo vyuzivano zejména chromatografie na normalnich

fazich (NP; Lafont a kol., 1994a) za pouziti polarné i nepolarné vazanych ,,silica“ kolon,
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ale 1 chromatografickych kolon pro praci v systému reverznich fazi (RP). Pro detekci bylo
nejCastéji vyuzito diode array detektord (UV), radiodetektorii a v neposledni fad¢ i
hmotnostnich spektrometra (MS). Metoda HPLC/UV je v sou¢asné dobé méné pouzivana
vzhledem k tomu, Ze ¢asto dochazi ke koeluci ECs, které nelze pii téze vinové délce (jeden
chromofor u vétsiny analyti) rozlisit. Byva tedy stale cCastéji nahrazovana metodou
HPLC/MS (Lafont a kol., 1994b; Wainwright a kol., 1997). HPLC/MS dosahuje proti
metodé HPLC-UV vyssi citlivosti a zaroven poskytuje velmi spolehlivé stanoveni
ekdysteroidd, a to i v piipadé pouze stopového mnozstvi ECs (Dinan, 1995).

Novym separacnim formatem kapalinové chromatografie vyuzivanym v posledni dob¢ je
ultratcinna kapalinova chromatografie, tj. UHPLC (angl. Ultra-High Performance Liquid
Chromatography - Obr. 4). Pro separaci latek se zde vyuziva sorbenti o velikosti ¢astic
mensich nez 2 pum. Tim je dosazeno zpétnych tlaki az 15 000 psi (1034,2 bar; 103,4 MPa),
pii kterych dosahuji separace vysokych ucinnosti diky zvySenému poctu teoretickych pater
kolony. Krom vyse zminénych vyhod, pifinasi UHPLC i fadu dal$ich pfednosti oproti
klasické HPLC technice, a to konkrétné krat$i dobu analyzy, tj. vyssi prichodnost vzorkt
(vyssi produktivita), snizeni ndkladl (mensi spotieba HPLC rozpoustédel), snizeni meze
detekce a zvySeni citlivosti. K dnesnimu dni ovSem nebyla zadnd metoda vyuzivajici

UHPLC pro separaci ECs publikovana.

HPLC Column
e Chromatogram

Pusks » Yollow, 10ed, B
— —

W ————

Injector
AutoSampler
Sample Manager

L o—
Solvent bl

{Mobile Phase) Sample
Resarvoir

Computer Data Station

Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Obr. 4. Schéma pfistroje pro ultra-u¢innou kapalinovou chromatografii. Pfejato z
http://www.waters.com/waters/en US/How-Does-High-Performance-Liquid-
Chromatography-Work%3F/nav.htm?cid=10049055.
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Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je elektromigra¢ni metoda, kterd se provadi nejCastéji
v kfemenné kapilafe naplnéné nosnym elektrolytem a ponofené obéma konci do
elektrodovych nadobek (viz Obr. 5). Pii separaci latek se zde vedle elektroforetického
principu (pohyb nabitych molekul v elektrickém poli) uplatiiuje téz tzv. elektroosmoticky
tok (angl. electroosmotic flow, EOF), coz je spontanni tok kapaliny v kapilafe v dasledku
vzniku zaporného naboje na vnitini sténé kapilary pii pH vysSich nez 7 (disociace
silanolovych skupin kifemenné kapilary). Nasledné dochazi k tomu, ze kationty se
shromazd'uji u povrchu kapilary a vytvareji tak dvojvrstvu (tzv. Sternova vrstva), ktera se
po umisténi kapilary do stejnosmérného elektrického pole zacne pohybovat ke katod¢ a
strhava s sebou veSkerou kapalinu v kapildfe véetné neutrdlnich molekul, které by jinak
v elektrickém poli nemigrovaly. Vysledny pohyb nabitych molekul je pak souétem
(kationty) ¢i rozdilem (anionty) elektroforetického pohybu a EOF.

Data Acquistition
Sample Zone
UV Detector
Capillary N Capillary
Inlet Outlet

Buffer Reservoir Buffer Reservoir
for Anode for Cathode
High Voltage
Power Source

Obr. 5. Schéma  pfistroje  pro  kapilarni  elektroforézu.  Piejato  z

http://aem.asm.org/content/64/7/2572/F1.expansion.html.

CE byla pouzita pro separaci mnoha biologicky vyznamnych latek. Vzhledem k tomu, Ze
valna vétSina ECs (pokud ne vSechny) nejsou nabitymi molekulami, jednoducha CE
umoziujici separovat pouze latky s ionizovatelnymi skupinami, nemize byt v tomto
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pfipad¢ pouzita. Ztohoto divodu je tedy nutné vyuzit micelarni elektrokinetické
chromatografie (MEKC), pfi niz je do zakladniho elektrolytu pfidan detergent v kritické
micelarni koncentraci (nejcastéji dodecyl siran sodny, SDS) tvofici s molekulami ECs
nabit¢ micely schopné migrace v elektrickém poli. Za téchto podminek byla pak tato
elektromigracni technika uspé$n¢ pouzita pro separaci PECs (Large a kol., 1992; Davis a
kol., 1993).
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5.Zavér

Tato prace byla zaméfena na analyzu 49 druht rostlin metodou UHPLC-MS/MS
s vyuzitim purifikace rostlinného extraktu pomoci extrakce na pevné fazi. U nékterych
rostlin z vybraného souboru byly analyzovany zvlast’ jednotlivé ¢asti rostliny (kvét, stonek,
list, kofen, semeno), takze celkovy pocet rostlinnych vzorka nakonec Cinil 83. V téchto
vzorcich byl sledovan obsah péti vybranych fytoekdysteroidii (20E, polB, stachC, ajuC,
ponA). 20E byl detekovan u zhruba 75% z celkového souboru rostlinnych vzorkt. Jeho
nejvetsi koncentrace byla nalezena v parSe saflorové, dale u Spenatu setého a v hluchavce
nachové, coz je v souladu s literaturou. Vyznamné vysoké koncentrace 20E byly nalezeny
rovnéz v Salveji lékatské, koriandru setém, kustovnici ¢inské, kokoSce pastusi tobolce,
matefidousce vejc¢ité, brusnici borivce a hluchavce bilé. Nejvice zastupcl rostlinnych
druhii mély ve vybraném souboru analyzovanych rostlin rostliny z ¢eledi hluchavkovitych
(Laminaceae), u niz bylo detekovano nejvice 20E v hluchavce nachové, poté v hluchavce
bilé, matefidousce vejCité, Salvéji 1ékarské a majorance zahradni.
Pro orienta¢ni screening potencionalné vysokoobsahovych rostlinnych pletiv bez ptedchozi
purifikace pomoci extrakce na pevné fazi lze s vyhodou pouzit micelarni elektrokinetickou
chromatografii, kterd predstavuje levnéjsi a rychlejsi metodu kvantitativni analyzy

fytoekdysteroid.
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