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1 UVvoD

Fytoekdysteroidy (PECs, z angl. phytoecdysteroids) jsou piirozené se vyskytujici
polyhydroxylované latky steroidni povahy. Jde o tetracyklické slouceniny slozené bud’ z 27,
nebo 28-29 atomu uhliku, nebot’ jsou biosynteticky odvozeny od cholesterolu (27 uhlikt) nebo
jinych rostlinnych sterold. Jejich fyziologické role v rostlinach zatim nebyly zcela prozkoumany
a jejich vyskyt neni univerzalni. Nicméné mnohé studie ukazuji, ze jsou pfitomny ve vysokych
koncentracich v ruznych rostlinnych druzich véetné nékterych bézné konzumovanych druht
zelenin. U savcll bylo prokdzano Siroké spektrum farmakologickych a 1écivych vlastnosti
ekdysteroidi vcetné¢ ucinkd hepatoprotektivnich, hypoglykemickych, antimikrobialnich
¢i protinddorovych. V neposledni fadé je znam jejich anabolicky efekt, kdy jsou schopny
podporovat riist svalové hmoty bez vedlejSich androgennich ucinkd. Nelze také opominout
jejich schopnost zvysit resistenci organismu vuéi stresu zvySenim vitality a fyzického vykonu
organismu. Latky tohoto typu jsou obecné oznafovany jako tzv. adaptogeny.

PECs jsou analoga hmyzich steroidnich hormonti ekdysteroidi (ECs, z angl. ecdysteroids)
a pravé jako hormony regulujici svlékani kutikuly a metamorféozu u hmyzu byly ECs poprvé
popsany. Dnes uz ale vime, ze u hmyzu, stejné¢ jako u koryst, reguluji mnoho jinych
biochemickych a fyziologickych procest ve vSech stadiich jejich vyvoje. ECs se ale nenachazeji
jen u rostlin a zivoCichd, ale na pocatku 90. let byly latky podobné struktury objeveny
i v houbach. Byly oznafeny jako mykoekdysteroidy, analogicky jako byly ECs ziskané
z zivocichli nazvany zooekdysteroidy a z rostlin PECs. Rozdéleni ECs na jednotlive skupiny ale
neni zcela striktni, protoze n€které z nich se vyskytuji jak v rostlinné, tak v zivoci$né tisi. Dnes
se mezi ekdysteroidni latky fadi bez mala 500 riznych sloucenin (z toho zhruba 300 sloucenin
se fadi mezi PECs), jejichz chemické a fyzikalni vlastnosti, véetné jejich piirodniho zdroje, jsou
prehledné shrnuty ve volné pfistupné databazi na webovém portale Ecdybase

(http://ecdybase.org). Nomenklatura ECs je obecné odvozena od nazvu ekdysonu. Trivialni

nazev, zejména u PECs, je spojen s ndzvem organismu, ze kterého byl poprvé izolovan.

Na rozdil od velmi dobie zndmé hormonalni funkce ECs u hmyzu nebylo u rostlin
prokazano, ze by mély tyto slouCeniny charakter hormonu. Jednak vykazuji velice slabou nebo
nulovou aktivitu v bézné pouzivanych biotestech pro jednotlivé skupiny rostlinnych hormont
(fytohormonti), mimoto nebyl dodnes v rostlinach nalezen jejich receptor a rovnéz jejich
koncentrace je v rostlinnych pletivech pfili§ vysoka na to, aby mohly byt za hormony, ptisobici
obvykle ve velice nizkych koncentracich, povazovany. Proti jejich hormonalni vlastnosti hovoii
rovnéz fakt, ze se nevyskytuji univerzalné u vsech rostlinnych druht, ale pouze u zhruba 6 %
vSech dodnes prozkoumanych suchozemskych rostlin. Z téchto vSech divodi jsou tedy zatim
fazeny mezi sekundarni metabolity. Navzdory svym nehormonalnim vlastnostem se ale presto

uréitym zptsobem podileji na regulaci fady fyziologickych procesi in planta. Hlavni hypotézou
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tykajici se funkce PECs Vv rostlindch je, Ze poskytuji rostliné ochranu proti bezobratlym
sktidcim. ZvySenim endogennich hladin PECs nebo modulaci jejich profilu pomoci $lechténi
nebo genetickymi modifikacemi lze takto docilit ochrany nékterych zemédélsky vyznamnych
kulturnich rostlin.

Nékter¢ PECs produkované rostlinami také ptisobi jako alelochemikalie, tj. slouceniny,
které jsou uvolnovany rostlinami do pidy a stimuluji nebo negativng ovliviji rist a/nebo vyvoj
sousedicich organismi (rostlin, hmyzu, hub, popt. mikrobt). Posledni zatim publikovanou
fyziologickou funkci PECs je jejich ucast na regulaci fotosyntézy u rostlin. Exogenni aplikaci
PECs lze docilit jak zvyseni rychlosti fotosyntézy, tak zvySeni vytézku ribuldzy-1,5-bisfosfatu,
tj. produktu prvni reakce Kalvinova cyklu (temnostni faze fotosyntézy).

Tato prace se vénuje studiu vybranych PECs béhem ontogeneze Spenatu setého Spinacia
oleracea L., rostliny ktera byla pro tuto praci vybrana jako modelova. Spenat sety je jednoleta
krytosemenna rostlina z ¢eledi laskavcovitych, jenz je vyznamnou listovou zeleninou a zaroven

patii mezi rostliny produkujici vyznamna mnozstvi PECs.
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2 CILE PRACE

Cile této diplomové prace byly stanoveny takto:

vypracovat literarni reSersi na téma fytoekdysteroidy, jejich biosyntéza, metabolismus

a vyskyt v rostlinach z ¢eledi laskavcovitych (Amaranthaceae)

vyvinout metodu vhodnou pro kultivaci rostlin $§penatu setého Spinacia oleracea L. jak

za podminek in vitro, tak i ex vitro

vyvinout metodu pro stanoveni vybranych fytoekdysteroidi pomoci superkritické
fluidni chromatografie ve spojeni s hmotnostni a UV detekei (SFC-UV-MS) a aplikovat

tuto metodu na vybrané realné vzorky extrakt $penatu setého Spinacia oleracea L.

kvantifikovat hladiny 20-hydroxyekdysonu (20E) a polypodinu B (polB) jako hlavnich
fytoekdysteroidi v pletivech Spenatu setého be&hem vegetativni faze jeho

ontogenetického vyvoje pomoci UHPLC-MS/MS

na zakladé ziskanych vysledki porovnat ob& pouzité instrumentalni metody pro

stanoveni fytoekdysteroidd v rostlinnych pletivech

provést diskuzi k vysledkiim tykajicich se hladin 20E a polB béhem vyvoje semenacki

Spendatu setého a porovnat ji s vysledky jiz diive publikovanymi v odborné literatuie

kvantifikovat hladiny 20E a polB v chloroplastech vyizolovanych z pletiv $penatu

setého

-12 -



3 TEORETICKA CAST

3.1 EKDYSTEROIDY — HISTORIE

Vyzkum v zivoCisSnych védach je vétsinou o krok napfed pfed vyzkumem ve védach
rostlinnych, proto byvaji Casto pfirodni latky objevovany nejdiive v Zivoci$né tiSi a pak az
nasledné v #i8i rostlinné. To je i pfipad ECs, které byly nejdfive objeveny u hmyzu a az pozdéji
se zjistilo, Ze se vyskytuji hojné také v rostlinach. Prvni EC se podafilo vyizolovat z kukly
bource morusového Bombyx mori v roce 1954 (Butenand a Karlson, 1954). Nazvali jej ekdyson
(E; Obr. 1), protoze bylo zaroven zjisténo, ze ma hormonalni funkci spocivajici v kontrole
svlékani (angl. ecdysis) a metamorfozy hmyzu. Jeho struktura ale byla popsana az roku 1965

Huberem a Hoppem pomoci X-ray krystalografie (Huber a Hopp, 1965).

Ekdyson, R' = CH,, R°=H

20-hydroxyekdyson, R' = CH,, R? = OH

Obr. 1: Struktura ekdysonu (E) a 20-hydroxyekdysonu (20E) s vyznaCenim c¢islovani

atomu molekuly.

Prvni izolace ECs z rostlinného materialu byla dilem nahody. Kdyz Nakanishi et al. (1966)
studoval chemické slozeni listd jehlicnanu Podocarpus nakaii se snahou objevit latky
s protinadorovou  aktivitou, podafilo se mu vyizolovat polyhydroxylované steroidy
ekdysonového typu, ponasteron A (ponA), ponasteron B a C (Obr. 2). O rok pozdéji byl
izolovan 20-hydroxyekdyson (20E; Obr. 1) a inokosteron z kotent rostliny Achyranthes fauriei
(Takemoto et al., 1967a). V této dobé byl 20E nalezen také ve dievé stromu Podocarpus elatus

(Galbraith a Horn, 1966), v oddencich kapradiny osladi¢e obecného Polypodium vulgare
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(Heinrich a Hoffmeister, 1967) a v listech jiné kapradiny — hasivky orli¢i Pteridium aquilinum
(Kaplanis et al., 1967).

CHy CHg

CHg CH;

HO,,

Ho™"
o o

ponasteron A (ponA) ponasteron B (ponB) ponasteron C (ponC)

Obr. 2: Chemické struktury ponasteronu A (ponA), ponasteronu B (ponB) a ponasteronu C
(ponC).

Skupina piirozen¢ se vyskytujicich ECs v rostlinach byla pojmenovana jako
fytoekdysteroidy, aby byly tyto latky odliSeny od téch, které byly izolovany z Zivo¢isnych
zdroji. Nicméné, jak jiz bylo zmin€no, toto rozdéleni neni striktni, nebot’ nékteré ECs jsou
ptitomny jak v rostlinach, tak i v ZivociSich (napf. E, 20E a ajugasteron C — ajuC). Mimo
cévnaté (vyssi) rostliny byly ECs nalezeny i v rostlinach nizsich jako jsou houby a fasy (Dinan
et al., 2009).

3.2 FYTOEKDYSTEROIDY — BIOSYNTEZA A METABOLISMUS

Znalosti o biosyntetickych drahach PECs jsou omezené, piestoze prvni studie biosyntézy PECs
zacaly uz cca pied 30 lety, hned poté, co byly PECs objeveny a ptiblizné ve stejnou dobu, kdy
se zaCinala studovat biosyntéza ECs u hmyzu. Diky vysokym hladindm PECs u nékterych
rostlinnych druhti, by se mohlo zdat, Ze objasnéni biosyntézy nebude slozity tkol, ale tyto
vysoké hladiny jsou vysledkem dlouhodobé akumulace, coz nevyzaduje vysokou rychlost
biosyntézy stejné€ jako je tomu tieba u hmyzu. Kromé toho nejsou zndma presna mista produkce
PECs. Neni jasné, jestli biosyntéza probiha ve vSech buinkach nebo jen v nékterych,
specializovanych, av8ak doposud neidentifikovanych buiikach (Grebenok et al., 1996; Canals
etal., 2005). Co bylo ale v 90. letech prokazano, je, ze aktivni biosyntéza PECs probiha
ve vyvijejicich se pletivech (Grebenok a Adler, 1991; Grebenok a Adler, 1993) a nasledné jsou
PECs transportovany do jinych organt (Ripa et al., 1990; Grebenok a Adler, 1991; Tomas
etal., 1993).

Hmyz a ¢lenovei nejsou schopni syntetizovat steroly, nebot’ postradaji schopnost

cyklizovat skvalen (30uhlikaty nenasyceny alifaticky uhlovodik slozeny z isoprenoidnich
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jednotek) za vzniku cyklickych terpenoidi. Protoze je potiebuji zejména na stavbu bunéénych
membran a jako prekurzory ECs, nezbyva jim nez je ziskat ze své rostlinné potravy (Nes
a McKean, 1977). Pro tvorbu ECs u hmyzu jsou zapotiebi C,; steroly, k ¢emuz slouzi nékolik
biosyntetickych drah umoznujicich metabolizovat C,s a Cyy rostlinné steroly (fytosteroly).
Na rozdil od Zivocichii (hmyzu) jsou rostliny vybaveny kompletnim biosyntetickym aparatem
schopnym produkovat ECs (ackoli naSe znalost jejich biosyntézy a lokalizace biosyntetickych
enzymi neni zcela kompletni). Z historického pohledu byla biosyntéza rostlinnych steroli
(triterpenoidll) popisovana nejdiive jako cytosolickd drdha vychazejici z kyseliny mevalonové
(MVA) jako prekurzoru (tzv. mevalonatova draha; Goldstein a Brown, 1990). O nékolik let
pozdé&ji bylo ale zjisténo, Ze isoprenoidni stavebni jednotky (isopentenyl difosfat a dimetylallyl
difosfat; IPP a DMAPP) potiebné pro syntézu terpentt nevznikaji pouze MVA drahou
Vv cytosolu rostlinnych bungk, ale také v plastidech tzv. 2C-metyl-erytritol-4-fosfatovou drahou
(MEP), nékdy nazyvanou jako draha 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfatova (DOXP; Lichtenthaler
1999; Rohmer 1999). IPP slouzi jako zakladni pétiuhlikata stavebni jednotka pro biosyntézu
vSech terpenoidi véetné Cjy triterpenoidnich sterolti (Piironen et al., 2000). Bylo prokazano,
ze IPP, ktery je pouzit na jejich syntézu, pochazi vyhradné z MVA drahy. Jiné studie ale
ukazuji, ze napf. v kli¢icich zrech kukufice nemtze byt MVA plivodcem isoprenoidnich
jednotek pro syntézu fytosterolti a IPP musi byt tedy tvofen jinymi drahami (Guo et al., 1995).
Na zakladé téchto skutecnosti tedy vznikaji pochyby o stézejni roli MVA drahy v syntéze
fytosterolii. Do soucasné doby ale byly v ramci objasnéni biosyntézy PECs pouzity jen ty
postupy, jichz se ucastni molekuly zapojené do drahy mevalonatové, tzn., Ze se predpoklada,
7e biosyntéza PECs je lokalizovana cytosolu (Grebenok a Adler 1993; Bakrim et al., 2008),
to bylo studovano na nékolika rostlinach, napt. Spinacia oleracea (Grebenok a Adler, 1993;
Bakrim et al., 2008), Zea mays (Devarenne et al., 1995), Polypodium vulgare (Reixach et al.,
1999) a Ajuga reptans (Ohyama et al., 1999; Hyodo a Fujimoto, 2000). Strategie pro objasnéni
biosyntetické drahy PECs jsou zaloZeny zejména na pouziti molekuly prekurzori biosyntézy
isoprenoidnich latek, které nesou radioaktivni zna¢ku, napf. tritium (*H) nebo radioaktivni
izotop uhliku (**C) a sledovani zda jsou zabudovany do molekuly PECs. To mize byt
provedeno napi. s acetitem nebo mevalonatem, se steroly (cholesterol) nebo s jinymi
dostupnymi meziprodukty (Grebenok a Adler, 1993). Tyto latky mohou byt pouzity také
pro charakterizaci enzymii zapojenych do biosyntetické drahy. DalSim zplsobem studia
biosyntézy ECs je pouziti stabilnich izotop vodiku (°H) nebo uhliku (**C) s naslednou NMR
analyzou (Hyodo a Fujimoto, 2000). Na kukufici seté byl napiiklad proveden experiment
s radioaktivné znaCenymi prekurzory — s kyselinou mevalonovou, cholesterolem (Obr. 3) a E,
jez vedly k tvorbé radioaktivné znacenych konjugata E a 20E (Devarenne et al., 1995). DalSim
prekurzorem pro ECs muze byt acetat (Obr. 3), ktery je pfeménovan v biosyntéze Cy;, Cag @ Cog
ECs (Tomas et al., 1993) nebo lathosterol (Obr. 3; Grebenok a Adler, 1993).
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(3B)-cholest-5-en-3-ol (3B, 50a)-cholest-7-en-3-ol

cholesterol lathosterol
0 o}
)}\ HO_  .CHs
HaC o HO OH
acetat kyselina mevalonova (MVA)

Obr. 3: Struktury nékterych prekurzora biosyntézy ECs.

Zaroven neni vylouceno, ze Cyg @ Cyg steroly by mohly byt prekurzory pro odpovidajici
ECs, napt. clerosterol pro cyasteron (Okuzumi et al., 2003). Studium biosyntézy
S hydroxylovanymi derivaty cholesterolu, tedy 25-hydroxycholesterolem
a 22R-hydroxycholesterolem, bylo provedeno na kalusu a proklu (stélkaty haploidni utvar
v zivotnim cyklu kaprad’orostt) osladi¢e obecného, kde byly tyto molekuly velmi acinné
preménovany na E a 20E (Reixach et al., 1999). Testy s hydroxylovanymi derivaty cholesterolu
byly uskute¢nény i S jinymi rostlinami, napf. se stalozelenym jehli¢cnanem Podocarpus elatus
(Joly et al., 1969). Ty vsak byly hodnoceny negativné.

ECs jsou inaktivovany hlavnimi dvéma cestami: 1) pfeména na polarnéjsi metabolity nebo
2) konjugaci, a to nejcast&ji s mastnymi kyselinami (Snyder a Chang, 1991a; 1992; Kuppert
et al., 1978) a sacharidy — glukdzou a galaktozou (O’Reilly et al., 1992). Dale mohou vznikat
(poly)fosforylované konjugaty, které byly objeveny ve $penatu a podle Grebenoka et al., (1994)
mohou byt spoluodpovédné za ,,down* regulaci biosyntézy ECs. Pfemény ECs na polarn&jsi
metabolity vyuzivaji napf. nékteré druhy hmyzu pii detoxikaci ECs pfijatych z rostlin (Rharrabe
et al., 2007). Tato metabolicka reakce vyZaduje modifikaci postranniho fetézce na pozici C-26
a to bud’ hydroxylaci, nebo oxidaci. 20E miize byt metabolizovan za i¢asti CYP26-hydroxylazy
(Williams et al.,, 2000) na 20,26-dihydroxyekdyson a ponA pak na inokosteron
(25-deoxy-20,26-dihydroxyekdyson; Bocking et al., 1995; Snyder a Chang, 1991a; 1991b;
1992; Lachaise a Lafont, 1984). Oxidaci v poloze C-26 vznikaji ekdysonové kyseliny. Napf.
z20E wvznika 20-hydroxyekdysonova kyselina a z ponA vznikd potom kyselina
25-deoxy-20-hydroxyekdysonova (Snyder a Chang, 1991a; 1991b; 1992; Lachaise a Lafont,
1984; Lafont et al., 1986). ECs mohou byt také pievedeny pomoci 3a-reduktazy na své
3a-hydroxy epimery (Ikeda a Naya, 1993).
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ECs jsou latky velmi strukturné rozmanité a do budoucna bude potieba provést vice
biosyntetickych studii, které by objasnily vznik riznorodé skaly ptirodnich ECs, pfedevsim téch
rostlinnych (Dinan et al., 2009). Pokud vezmeme v tvahu kombinace riznych modifikaci
(Obr. 4), je mozné piedpokladat, Ze existuje vice nez 1000 individualnich struktur, které
se mohou Vv rostlinach vyskytnout (Dinan et al., 1999). Mnohé z téchto modifikaci,
nachazejicich se u PECs, se vyskytuji i u jinych skupin rostlinnych triterpenoidii (napf.
brassinosteroidli, popt. jinych fytosterolit). Tento fakt vede k predpokladu, ze enzymy
metabolickych drah téchto latek jsou u rostlin spolecné. Nedostatecnd specificnost téchto
enzymt muze zpusobit vznik riznych metabolitd nebo biosyntetickych produktti, aniz by bylo
nutné, aby rostlina méla nadbyte¢né mnozstvi genti, které by odpovidaly t€émto enzymtim (Kreis

a Miiller-Uri, 2010).

( hydroxylace
Konjugace ’—\ 9
’_-\ OH » laktonizace
OH:

( oxidace

hydroxylace n, : a a
y OH hydroxylace

hydroxylace

Obr. 4: Neéktera bézna mista modifikaci PECs (pfevzato a upraveno z Kreis
a Miiller-Uri, 2010).

3.2.1 20-HYDROXYEKDYSON

Polyhydroxylovany steroid 20E je spolu s E (oba Obr. 1, kap. 3.1) druhym zakladnim
regulaénim hormonem, ktery ovliviiuje vyvojové pochody vétSiny druhtt hmyzu a dalSich
¢lenovced. Je iniciatorem svlékani kutikuly a dalSich morfogenetickych procesu, véetné rustu
a metamorfozy (Henrich et al., 1999).

20E je produktem hydroxylace E v poloze C-20, kterou zprostiedkovava
E-20-monooxygenasa. E je tedy prekurzorem pro 20E, piestoze i on sam muze pusobit jako
hormon (Warren a Gilbert, 1986; Hiruma et al., 1997). Tuto reakci Grebenok et al. (1996)
prokazal za pouziti mikrozomalni frakce izolované z listll Spenatu. PfestoZe je znamé, Ze se

enzym E-20-monooxygenasa nachazi v endoplasmatickém retikulu (Feyereisen a Durst, 1978)
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a mitochondriich (Bollenbacher et al., 1977; Blais a Lafont, 1986), nepodatilo se ho ani
purifikovat ani zaklonovat jemu odpovidajici gen (Petryk et al., 2003).

20E je nejhojnéji zastoupenym PEC v rostlinné fisi, jehoz funkci, jak jiz bylo uvedeno,
je nejspi$ obrana rostliny pied bezobratlymi Skudci (Dinan, 2001; Lafont et al., 2002). Navic
vznikla studie, kterd naznacuje, ze 20E zvySuje antioxida¢ni ochranu, pfesnéji ovliviiuje
askorbat-glutationovy cyklus, a umoziuje rostlinam Ilépe odolavat stresu vyvolanému
pusobenim tézkych kova (Lamhamdi et al., 2016). Také byla provedena studie, kdy pouzitim
exogenniho 20E, bylo dosazeno stimulace elongace koleoptile u psSenice Triticum vulgare
(Golovatskaya, 2004). V jiné studii bylo pozorovano, ze po piidani 20E nebo E ke kultuie
jednobunééné zelené tasy Chlorella vulgaris se zvysilo bunééného déleni a doslo ke zménam
metabolickych drah (Bajguz a Dinan, 2004). 20E ma také vliv mj. na kli¢eni. U semen rajcat
osetfenych 20E (10 a 10° M) byla nasledné pozorovéana stimulace jejich kli¢eni a akumulace
proteinogenni aminokyseliny prolinu (Bakrim et al., 2007). Tyto studie naznacuji, ze PECs
nebudou mit nejspi$ Vv rostlinach jen roli obrany proti Skidcim. Na rozdil od hmyzu u nich ale
nebyla prokdzana hormonalni funkce (Hendrix a Jones, 1972; Dreier a Towers, 1988;

Machackova et al., 1995).

3.2.2 POLYPODIN B

Druhym nejcastéji se vyskytujicim PEC u rostlin je polypodin B (polB; Obr. 5; BudéSinsky
et al., 2008). Tento steroid byl poprvé izolovan v roce 1967 z osladi¢e obecného Polypodium
vulgare (kapradina) a byl oznacen jako nejvice hydroxylovany EC. Nese celkem sedm
hydroxylovych skupin (Jizba et al., 1967) a od 20E se lisi tim, ze obsahuje navic jednu
hydroxylovou skupinu v poloze C-5. Proto ho lze v literatufe nalézt i pod nazvem
5B, 20-dihydroxyekdyson (Harmatha a Dinan, 1997).

Obr. 5: Struktura polypodinu B (pol B).
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3.3 CHEMICKE A FYZIKALNI VLASTNOSTI EKDYSTEROIDU

ECs mohou byt charakterizované bud’ podle jejich biologické aktivity (svlékaci hormony), nebo
podle jejich struktury. ECs reprezentuji specifickou skupinu sloucenin, které nesou spole¢né
strukturalni rysy ve steroidnim jadfe (Obr. 6): cis (5B-H) spojeni kruhd A a B, 7-en-6-on
chromofor v B kruhu a trans (14a-OH nebo -H) spojeni kruhti C a D (Lafont et al., 2012).

Obr. 6: Spole¢né strukturni rysy ECs. Hlavni charakteristiky jsou barevné oznaceny.

Spousta ECs si nese ze svého prekurzoru hydroxylovou skupinu v poloze 3B, ale mohou
obsahovat i dalsi hydroxylové skupiny, a to jak na steroidnim jadfe, tak na postrannim fetézci,
coz ¢ini ECs pomérné rozpustné ve vodé. Nejvetsi rozmanitost ECs vyplyva prave z rozdilného
poctu a ruznych pozic hydroxylovych skupin. ECs se mezi sebou lisi také v postrannich
fetézcich i poctem uhlikti (0d Cy9 po Cyg a nékdy i Csg, piedevsim ale od Cy; do Cy). Mohou
obsahovat rtzné hydroxy-, 0Xxo0-, OXy-, isopropoxy-, acyloyl-, aryloyl-, glykosyl- a dalsi
substituenty. Nejvétsi skala ECs byla nalezena ve vajiécich a embryich hmyzu u skupin
rovnokiidli a motyli, pravdépodobné proto, ze obsahuji velké mnoZstvi téchto latek — vic nez
40 mg/g cerstvé hmoty (FW, z angl. fresh weight), tj. deseti az stonasobna koncentrace
detekovana u larev a kukel (Lafont et al., 2012; Dinan et al., 2009)

Diky 7-en-6-on chromoforu v B kruhu (Obr. 6) lze ECs detekovat pomoci
UV spektroskopie. Uhlikovy skelet 7-en-6-on ma v etanolu (EtOH) relativné silnou absorbanci
Pl Amax ~ 243 Nm s molarnim absorpénim koeficientem & ~ 10-16- 10° I'mol™*-em™. Naptiklad
E absorbuje pfi Amax ~ 242 nm s & ~ 12.4- 10° I'mol™-cm™. Toto absorp¢ni maximum se ve vode
posouva na Amax ~ 247 nm (Lafont et al., 2012).

U ECs je indukovana fluorescence v pritomnosti kyseliny sirové nebo ve vodném roztoku

amoniaku (Horn, 1971). Typické hodnoty pro excitacni a emisni vinové délky jsou v oblasti
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380 a 430 nm, ale u nékterych ECs jsou tyto vinové délky odlisné, mimo to lze také pozorovat
rozdily v intenzit¢ fluorescence (Koolman, 1980).
Pfitomnost hydroxylovych skupin zajistuje u vétSiny ECs silnou absorpci paprski

infraderveného spektra v oblasti 3340-3500 cm™ (Louden et al., 2001; 2002).

3.4 1ZOLACE A CISTENI FYTOEKDYSTEROIDU Z ROSTLINNEHO

MATERIALU

Pfed samotnou extrakci a naslednou izolaci PECs je potfeba rostlinny material, at’ je vysuseny
(DW, z angl. dry weight) nebo ve formé FW, zhomogenizovat kvili rozbiti buné¢nych stén
v pletivu (Harrison, 2011). Obvykle se homogenizace provadi drcenim pomoci tieci misky
s tlou¢kem pod kapalnym dusikem a naslednym mletim v homogenizatoru. PO homogenizaci
v tieci misce je rostlinny material pfemistén do mikrozkumavek, poté je pfidano vhodné
extrakéni ¢inidlo s homogenizaénimi kulickami (z karbidu wolframu nebo oxidu zirkoni¢itého)
a nasledné je provedeno mleti na kulovém mlynku (Tarkowska et al., 2014).

PECs tvofi skupinu pomérné polarnich sloucenin, a proto se pfi jejich extrakci obvykle
pouziva polarni rozpoustédlo, jako je napt. metanol (MeOH). Dalsi krok piedstavuje vétsinou
pouziti jednoho nebo vice rozpoustédel s cilem odstranit pfevaznou ¢ast polarnich a nepolarnich
necistot pfed samotnou analyzou (Lafont et al., 2012).

Piestoze se nejcastéji pouziva k extrakci MeOH, alternativou mohou byt i jeho smési
s vodou, méné toxicky EtOH nebo aceton, piip. acetonitril (ACN). Extrakce se mize provadét
pii pokojové teploté, ale mirnym zahfivanim (< 60°C) nebo dokonce pii pouziti Soxhletova
extraktoru se mize uéinnost extrakce vyznamné zvysit (Lafont et al., 2012).

Surovy extrakt se zahusti za snizeného tlaku a tim vznikne koncentrat olejovitého
charakteru. Polarita PECs umoznuje jejich purifikaci pomoci rozdélovacich metod. V piipadé,
kdy jsou pfitomné jak polarni tak nepolarni PECs (napt. fosfatové konjugaty a acylové estery)
je jasné, Ze se tyto derivaty budou purifikovat odliSnymi zptisoby v zavislosti na jejich polarité
a ze tedy mize dojit ke ztraté jedné z téchto dvou skupin. V ranych studiich (Horn, 1971) bylo
rozdélovani provedeno pomoci vodného roztoku a 1-butanolu. Butanolovy zbytek, do kterého
se vyextrahovaly PECs, se rozdélil mezi vodny roztok MeOH a hexan za celem odstranéni
nepolarnich latek jako jsou napt. lipidy. Nasledné ale bylo zjisténo, Ze obraceny postup byl
vyhodnéjsi. Vedl ke snizeni tvorby emulze v prubcéhu rozdélovani a bylo méné problému
S pénénim pii odpafovani. Dalsim vhodnym rozpoustédlem pro odstranéni lipidi je smés
hexan/MeOH (7:3, v/v), lehky petrolej (o teploté varu 40 — 60 °C) nebo smés hexan/1-propanol
(1:3, v/v), pticemz ECs ziistavaji ve vodné bazi. Také se zjistilo, Ze piidani siranu amonného

(NH4):SO, zlepsuje separaci fazi. Separace polarnich necistot od PECs muze byt dosazeno
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rozdélenim mezi vodu/l-butanol (PECs zistavaji v organické fazi) a vodu/etylacetat (PECs
zlstavaji ve vodné fazi). Mezi hlavni faktory, kterymi se tidi vybér rozdé€lovaci techniky, je typ
necCistoty, ktera ma byt odstranéna (napf. snaha zbavit se hlavné lipidd nebo hlavné polarnich
latek apod.), a povaha PECs, které maji byt izolovany. Kombinace dvou po sobé jdoucich
purifika¢nich krokti umoznuje eliminaci jak polarnich tak nepolarnich necistot. Pouzitim dvou
kroki, které maji jedno spolecné rozpoustédlo, se 1ze vyhnout odpafovani mezi témito kroky.
Je tedy mozné kombinovat chloroform/voda a voda/l1-butanol (chloroform mutize byt nahrazen
polarngjsim rozpoustédlem, napf. isobutylacetatem) a PECs zistavaji ve vodné fazi (Matsumuto
a Kubo, 1989).

Protiprouda extrakce (CCD, z angl. courter-current distribution) mezi 1-butanol a vodu
je uéinna pii odstranovani polarnich necistot (Horn a Bergamasco, 1985). Butenand a Karlson
(1954) pouzili pro purifikaci E z kukel bource metodu Craigovy protiproudé extrakce s pouzitim
rozpoustédel butanol/cyklohexan/voda (6:4:10 v/v/v). Tato metoda umoznila ti€¢innou separaci
dvou raznych frakci obsahujici E a 20E. Stejné dva ECs byly pozdéji také izolovany z extraktu
kukel bzucivky (Karlson, 1956).

Kapkova protiprouda chromatografie (DCCC, =z angl. droplet counter-current
chromatography) zajist'uje uc¢innou purifikaci vzorku (aZz v hodnotach grama) a patii do skupin
chromatografickych metod zalozenych na déleni v systému kapalina-kapalina. Za ptiznivych
podminek lze ziskat pomoci tohoto postupu i ¢isté slouceniny (Kubo et al., 1985). Obecné ale
plati, ze pro ziskani cistych PECs je nutné dale pouzit vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC, z angl. high-performance ligiuid chromatography). Nové&jsi verzi
protiproudé chromatografie je vysokorychlostni protiprouda chromatografie (HSCCC, z angl.
high speed counter-current chromatography), kdy kolonou je vicevrstevna spirala, v ni je
kapalna stacionarni faze a za pomoci odstiedivé sily je kapalna mobilni faze (MF) tlatena ptes
kolonu. Tato metoda poskytuje vysoky vytézek a Cistotu latky a separace je dosazeno béhém
nékolika hodin na misto dnti jako je tomu u DCCC (Ito, 1986; Sethi et al., 2009).

Dalsi technikou izolace PECs muze byt nizkotlaka kolonova chromatografie. Pomoci
preparativnich kolon mize byt vzorek snadno obohacen. Lze pouzit bud’ systému normalnich
fazi (NP, z angl. normal phase — napt. silikagel nebo alumina gel), nebo systému z reverznich
fazi (RP, z angl. reversed phase — napt. hydrofobni pryskyfice, polyamid, C18). Eluce obvykle
probihd pouzitim MF se zvysenou elucni silou, frakce se sbiraji a nasledn€ separuji pomoci
tenkovrstevné chromatografie (TLC, z angl. thin-layer chromatography) nebo dnes castéji
pomoci HPLC. Malé kartridze nebo stiikacky obsahujici 0.2 - 1 g RP-HPLC se ideédln¢ hodi
pro rychlé vy¢isténi malych vzorkd. Mohou byt také pouzity pro ucely odsoleni, napf. 1ze ptimo
adsorbovat PECs z kultivaéniho média nebo z pufru pouzivaného pro enzymatickou hydrolyzu
konjugatn (Lafont et al., 2012).
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V této praci byla pro purifikaci PECs pouzita technika extrakce na pevné fazi (SPE, z angl.
solid-phase extraction; Obr. 7), ktera je dnes hojn¢ vyuzivana k purifikaci riznych latek, ale Ize
ji pouzit i pro izolaci Cistych latek. SPE slouzi k obohaceni analytt, napi. pravé PECs,
efektivnim odstranénim nékterych balastnich latek s odlisnou polaritou. Jako stacionarni faze se
¢asto vyuziva polyamid a jeho pomér mize byt ke vzorku okolo 1:10 (w/w). PECs jsou
na polyamidu eluovany dfiv neZz necistoty, napf. fenoly, ¢imz se vyrazn¢ snizuje riziko

kontaminace (Bathori, 2002).
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Obr. 7: Obecné schéma izolace analytu pomoci SPE kolony, kde dochazi nejdiive k eluci
necistot a nasledné k eluci analytu (upraveno dle Su et al., 2014).

3.5 METODY STANOVENI FYTOEKDYSTEROIDU

Pro separaci PECs je nejpopularnéjsi technikou HPLC a to jak pro analytické, tak
pro preparativni ucely. U NP systémia (stac. fazi je silikagel) se obvykle pouziva smés
chlorovaného rozpoustédla (napt. dichlormetan CH,Cl,) a alkoholu (napf. MeOH, EtOH,
2-propanol). Nasledné se piidava voda kvali symetrii pik. Piislusné podily téchto tii
komponent se optimalizuji podle polarity vzorku (Lafont et al., 1979). Mohou byt pouzity
i kolony s modifikovanym silikagelem jako napi. aminopropylsilan (APS), které se ukazaly byt
efektivni pfi separaci 30-OH, 33-OH a 3-oxo PECs (Dinan et al., 1981). RP systémy (stac. faze
na bazi C18) jsou pouzivany nejvice a pro eluci se pouziva napt. smés MeOH/voda. Pro polarni
konjugaty a 26-kyseliny je zde naprosto nezbytnd suprese iontl, napt. pouzitim kyselejsich
pufrt (Lafont et al., 2012).
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V této praci byla pouzita technika ultrauc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC, z angl.
ultra-high performance liquid chromatography). Diky tomuto formatu LC doslo oproti HPLC
Kk urychleni analyzy a ke zvySeni schopnosti rozliseni separovanych latek, a to diky vyvoji kolon
S poréznimi Casticemi o velikosti méné nez 2um. S pouzitim takto malych Castic je ale potfeba
systém, ktery je schopny odolavat velmi vysokym tlakiim (vy$sim nez 400 bar). Proto je napf.
prvni volbou mobilni faze ACN oproti MeOH, ktery je vice viskdzni. Systém by mél byt také
upraven na provoz v rychlém rezimu, ¢ehoz se dosahuje snizenim objemu kolony. Kolony
s menSim pramérem jsou sice limitovany zahfivanim, které vznika tfenim zpisobenym
vysokymi tlaky a velkym prutokem. Na druhou stranu se tim ale snizuje spotieba solventl
(Guillarme a Veuthey, 2008).

Dalsi vhodnou metodou pro separaci steroidi mutze byt superkriticka fluidni
chromatografie (SFC), ktera vyuziva jako MF kapalinu v superkritickém stavu. Jde o latku
(nejéastéji plyn) stlacenou nad kriticky tlak (p;) a zahfatou nad jeji kritickou teplotu (Tg).
Superkritické kapaliny jsou znamy uz zhruba sto let, ale jejich obrovsky potencial byl
registrovan teprve od roku 1980, kdy se pouzily pro chemickou syntézu (Lancaster, 2002). Prvni
uskute¢néna separace za teploty a tlaku ptresahujici kritické hodnoty byla uskute¢néna uz v roce
1962 a svym instrumentalnim uspofadanim se podobala spiSe plynové chromatografii (GC,
z angl. gas chromatography; Klesper et al., 1962). Prvni komer¢ni pfistroj pro SFC byl uveden
na trh az o dvacet let pozdgji jako rozsifeni chromatografu pro HPLC. Po rtiznych vyvojovych
zménach se dnesni SFC chromatografy podobaji HPLC pfistrojim, od nichz se odlisuji hlavné
regulatorem zpétného tlaku (ABPR, z angl. automated back pressure regulator). Kolony
pro SFC jsou pievazné naplnové o rozmérech 15 az 30 cm s vnitinim primérem 2 az 4.6 mm
a velikosti ¢astic 3 az 5 mm. Pro ultrat¢innou SFC (UHPSFC) se vyuzivaji kolony obsahujici
Castice mensi nez 2 pum a vzhledem k parametrim dneSnich pfistroji mivaji rozmér
3.0x100 mm. Stacionarni faze (SP, z angl. stationary phase) kolony jsou materialové podobné
SP pouzivanym v HPLC, silikagel, popf. jeho modifikace s polarnimi (kyanopropyl,
aminopropyl, diol) nebo nepolarnimi skupinami (oktyl, dodecyl nebo oktadecyl). Superkriticka
kapalina ma hustotu blizkou kapalinam, viskozitu podobnou plyntim a nulové povrchové napéti.
Jednou z hlavnich a velmi dileZitych vlastnosti je rozpustnost latek v téchto kapalinach, ktera
pfi konstantni teploté roste s jejich hustotou. Diky nizké viskozité superkritické kapaliny
je pfenos hmoty velmi rychly a analyza maze probéhnout v kratkém Case pii zachovani jeji
efektivity. MF je obvykle nadkriticky oxid uhli¢ity CO, (T, = 35 °C, p. = 75 bar = 7.5 MPa)
obsahujici malé mnozstvi organického ¢inidla, napf. MeOH. Nadkriticky CO; je nepolarni,
a proto je SFC vice mén¢ ekvivalentni s NP-HPLC. Chromatografické parametry, které mohou
byt optimalizovany, jsou teplota, tlak a podil organického rozpoustédla, kterym lze regulovat
eluéni silu (Morgan et al., 1988; Raynor et al., 1988, 1989). Vyhodou SFC pted HPLC jsou

krat$i reten¢ni Casy a moznost pouziti FTIR detektorti (angl. Fourier transform infrared),
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protoze CO, neovliviiuje absorpci IR paprsku (Lafont et al., 2000). Oproti GC ma SFC i LC
Vv ptipadé analyzy steroidii vyhodu v tom, Ze neni nutna jejich derivatizace. Z tohoto diivodu
neni GC v dnesni dobé¢ tak hojné pro analyzu PECs vyuzivana (Lafont et al., 2012).

Kapilarni elektroforéza (CE, z angl. capillary electrophoresis) umoziiuje také efektivni
separaci celé fady biologicky vyznamnych latek az do molekulovych hmotnosti cca 10°.
S relativnim tspéchem byla pouzita i pro separaci PECs (Demlova, Bakalarska prace, 2015;
Large et al., 1992; Davis et al., 1993). CE je velmi G¢innou separacni technikou pro Sirokou
Skalu ionizovanych i neionizovanych latek. Analyty putuji kapilarou od anody (nastiikovy
prostor) smérem ke katodé (detektor) vlivem elektroforézy, elektroosmozy a zejména diky
elektroosmotickému toku (KasSicka, 1997). Separace probihd na zaklad¢ jejich elektroforetické
pohyblivosti p, ktera je funkci celkového naboje Castice, jeji hmotnosti, tvaru a odporu
(viskozity) okolniho prostedi. Protoze vétSina PECS nema iontovy charakter, je mozné tyto
latky pomoci CE separovat pouze ve form¢ micel, tj. tzv. micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC, zangl. micellar electrokinetic chromatography). Do nosného
(zakladniho) elektrolytu se v tomto piipad¢ piida povrchové aktivni latka (surfaktant, napf.
dodecylsulfat sodny, SDS), a to o koncentraci vyssi nez je jeho kritickd micelarni koncentrace
(CMC; koncentrace, pii niz za¢ina dochazet k tvorbé micel). Micely jsou c¢astice skladajici
se z hydrofobni c¢asti (hydrofobni fetézce) a cCasti hydrofilni (hlavicka). Hydrofilni hlavicka
je orientovana do vodného prosttedi a hydrofobni ¢ast tvofi nepolarni jadro, které muze
rozpoustét slozky vzorku. Nejcastéji maji micely kulovity tvar, ale mohou vytvaret i elipsoidy,
valce a dvojvrstvy. Nepolarni jadra vytvareji tzv. pseudostacionarni fazi. Micely SDS maji
zaporny naboj a migruji proti elektroosmotickému toku, ktery je dostateéné silny na to, aby
je unasel k detektoru. Slozky vzorku se rozd€luji mezi pseudostacionarni fazi v micelach
a vodny pufr jako MF, pfi¢emZ nastava jejich retence obdobné jako v HPLC. Latky vice
zadrzované v micelach maji del$i migraéni &asy (t,) a naopak (Cesky 1ékopis, 2009).

PECs lze v eluatu detekovat n€kolika zpusoby. Jak jiz bylo feceno, tyto latky absorbuji
zéafeni pfi cca 245 nm, coz umoznuje jejich snadnou detekci pomoci UV detektoru. S vyhodou
Ize pouzit detektor s diodovym polem, kde je mozné odecist absorpéni spektra vSech
eluovanych pika (Lafont et al., 2012).

Hmotnostni spektroskopie (MS, z angl. mass spectrometry) byla pii objasnovani
ekdysteroidové struktury neocenitelna a je zvlast uzite¢na pro stanoveni PECs ve vzorcich
snizkou hladinou téchto latek. Ve vétSin€ ranych studii bylo pouzivano relativné
nesofistikovanych technik MS s pfimym nastfikem (napt. elektronova ionizace — EI),
ale pouzitim novych ioniza¢nich technik se vyuziti MS zvysilo. Pti EI, fadici se k tzv. ,,tvrdym*
ioniza¢nim technikam, se pouziva svazek rychle leticich elektront, které z molekuly analytu
V plynném stavu vyrazi elektron za vzniku kladné nabitého iontradikalu, jenz je dale Stépen

na mnozstvi fragmentt (Friedecky a Lemr, 2012). Pro netékavé relativné hydrofobni latky, jako
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jsou PECs, se pouziva ioniza¢ni napéti okolo 70 eV. Technika poskytuje bohata fragmentacni
spektra umoziujici identifikaci analyzované slouceniny. Pro steroidy lze nalézt fragmenty
odpovidajici steroidnimu jadru a dale fragmenty nalezejici postrannimu fetézci. Jde tedy
o0 techniku s vysokou vypovidaci hodnotou zejména pro kvalitativni analyzu, tj. pro objasnéni
struktury steroidu. Alternativou EI mize byt vyuziti chemické ionizace (Cl). U této techniky
je nejprve ionizovan reakéni plyn, napf. metan, a az potom molekuly analytu. Tém je pfi
ionizaci pfedavano méné energie a nedochazi k tak rozsahlé fragmentaci jako u EI. Analyt
poskytuje [M+H]" iont a umoziuje tak ziskat jeho molekulovou hmotnost. Metoda byla tispésné
aplikovana i pro stanoveni molekulovych hmotnosti PECs (Lafont et al., 1981). lonizace
urychlenymi atomy vyuziva paprsku neutralnich atomt (argonu nebo xenonu) nesouci vysokou
kinetickou energii. Pouziva se pro ionizaci netékavych iontovych nebo neiontovych sloucenin
vV pevném skupenstvi nebo V glycerolové matrici. Tato technika je vhodna zejména pro polarni
PECs, tedy fosfatové konjugaty (Isaac et al., 1981; Modde et al., 1984), ekdysonové kyseliny
(Isaac et al., 1984), ale funguje i s neiontovymi PECs (Rees a Isaac, 1985). Metodu lze pouzit
V pozitivnim modu (charakterizace derivati mastnych kyselin, Dinan, 1988) i v modu
negativnim (Wilson et al., 1982). Ionizaci urychlenymi atomy lze stanovit také pocet
hydroxylovych skupin v molekule zapouziti deuterované matrice (Pis a Vaisar, 1997).
Pro analyzu biologickych vzorkl se v soucasné dobé §iroce vyuziva ionizace elektrosprejem
(ESI, z angl. electrospray ionisation). ESI patfi k ,,mékkym® ioniza¢nim technikdm a umoziuje
zisk iontd s vysokou intenzitou. Je urCena pro molekuly, Které by pti ionizaci nékterou
z ,tvrdych® ionizaénich technik poskytly spoustu fragmentd, ale nizké intenzity (Hellou et al.,
1994). Ionizace probiha za atmosférického tlaku vlozenim vysokého napéti na elektrodu
(2-5 kV). Nejcastéji se pracuje ve spojeni s LC, kdy na hrotu elektrody/kapilary vznikaji nabité
kapicky — aerosol, do kterého vstupuje roztok (MF s analyty). Tvorba aerosolu je podporovana
koaxialné proudicim zmlzujicim plynem a rozpoustédlo je z nabitych kapicek béhem velmi
kratkého Casu postupné odpatovano proudem plynu za zvysené teploty, ¢imz se docili zvySeni
jejich povrchového néaboje. Coulombické odpuzovani v jistém okamziku ptfekond povrchové
napéti a dochazi k explozi nabité kapi¢ky. Tim dojde k uvolnéni iontd z jejich povrchu
do plynné faze. ESI je robustni ioniza¢ni technikou pouzitelnou pro valnou vétSinu analytl
vyjma soli, které zplisobuji potlaceni tvorby iontd analytu (ion suppression; Fridecky a Lemr,
2012).

Podstatnou soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru je analyzator, ktery
je zodpovédny za separaci iontll na zakladé poméru hmotnosti k naboji (m/z). Analyzatory lze
rozdglit do nékolika skupin podle zptuisobu separace iontu a jejich propousténi k detektoru. Prvni
skupinu tvofi analyzatory, které kontinualné v ¢ase separuji a vysilaji k detektoru ionty s urcitou
hodnotou m/z. Typickymi zastupci jsou kvadrupo6lové analyzatory nebo sektorové pfistroje.

Druha skupina analyzatori pousti vSechny ionty soucasné do letové trubice, kde pak dochazi
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K jejich separaci diky rozdilné dobé letu (zavisi na hmotnosti iontu) k detektoru. Jde o tzv.
pruletové analyzatory (TOF, z angl. time of flight). Nejrozsifengjsim analyzatorem je pak
kvadrupdl. Jedna se o kombinaci Ctyf tyCi, na které je pfivedena kombinace stiidavého
a stejnosmérného napéti (elektrody naproti sobé maji vzdy stejnou polaritu). Na zaklade
velikosti stejnosmérného napéti a amplitudy stiidavého napéti v daném okamziku se ionty
surcitou hodnotou M/z pohybuji po stabilni trajektorii dale k detektoru, popt. dalsi ¢asti
analyzatoru. V této praci byla pouzita tandemova hmotnostni spektroskopie (MS/MS)
vyuzivajici tzv. trojity kvadrupol. Jde o soustavu dvou kvadrupélt, mezi nimiz je umisténa
kolizni cela. lonty letici z prvniho kvadrupolu (prekurzorové ionty) jsou v kolizni cele
vystaveny srazkdm s molekulami ¢i atomy kolizniho plynu (dusik, argon) a za soucasné
aplikovaného elektrického pole (kolizni energie) jsou urychleny, ¢imz dojde ke zvySeni jejich
vnitini energie, a tim k jejich fragmentaci na specifické fragmenty (produktové ionty).
Ty nasledné vstupuji do druhého kvadrupoélu. Jedna se o tzv. kolizné indukovanou disociaci
(CID, zangl. collision-induced dissociation). Trojity kvadrupol mizZe pracovat ve Etyfech
rezimech: 1) sken produktovych iontil, 2) sken prekurzorovych iontl, 3) sken neutralni ztraty
a 4) monitorovani rozpadu iontu (MRM, z angl. multiple reaction monitoring) — Friedecky
aLemr, 2012. Posledni ze zminénych skenovacich rezimu trojitého kvadrupdlu byl pouzit
pro kvantifikaci PECs v této praci.

Fragmentacim PECs dominuji ionty odpovidajici steroidnimu jadru a postrannimu fetézci
(Nakanishi, 1971). Vzhledem k tomu, Ze pii EI-MS se snadno odstépuje z polyhydroxylovanych
PECs voda, molekularni ionty jsou obykle slabé (< 1 %) a ionty s m/z = 18 jsou Gasto jasné
patrné. Oblast spektra PECs ma sklon byt tedy charakterizovana pomoci iontd s m/z = 18, které
odpovidaji postupnym ztratam vody (Horn, 1971). Ptitomnost 20,22-diolu umoziiuje $té€peni
bo¢niho fetézce, coZz vede ke vzniku napadnych fragmentt o m/z = 99 pro 20E (hodnota m/z
zavisi na struktuie postranniho fetézce), ktery Casto tvoii zdkladni pik EI spektra. lont
0 m/z = 81 je také Casto pozorovan, coz je pravdépodobné dusledek odstépeni vody z fragmentu
postranniho fetézce (Horn, 1971; Nakanishi, 1971). Pii absenci 20,22-diolu je pozorovana
fragmentace mezi uhlikem C-17 a C-20, coz je méné obvykld fragmentace. V pfipade,
Ze V postrannim fetézci byl ptitomen na uhliku C-24 metyl nebo etyl (napt. u makisteronu A
nebo C) jsou fragmenty 0 m/z = 99 a 81 vyssi o 14 nebo 28 hmotnostnich jednotek (Nakanishi,
1971).

Pro stanoveni struktury PECs Ize také pouzit metodu nuklearni magnetické rezonance, kde
se obecné pouziva 'H-NMR nebo *C-NMR a u fosfatovych konjugatti pak **P-NMR (Hetru
et al., 1985; Rees a Isaac, 1985).

Mimo fyzikalné-chemickych technik byly v minulosti také pouzivany biotesty
a imunoanalytické metody. K analyzam se pouzivalo surovych extraktti nebo frakci odebranych

ze separaci napf. pomoci TLC nebo HPLC. Imunoanalytické metody vyuzivaji protilatky
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ziskané imunizaci zvifat pomoci vhodné upraven¢ho PEC, ktery sam neni imunogenni.
Nejcasteji se k tomuto tcelu pouzivalo pfipojeni k vhodnému proteinu. Tim vznikl protein-
ekdysonovy komplex, ktery uZz byl silné imunogenni (Lafont et al., 2012). Ke stanoveni
koncentrace ECs v zivoc¢isnych nebo rostlinnych extraktech byly pouzivany i ruzné druhy
in vitro a in vivo biotest (Butenand a Karlson, 1954). Ty zaroven slouzily ke stanoveni relativni

biologické aktivity riznych ECs.

3.6 ROSTLINY S OBSAHEM FYTOEKDYSTEROIDU

V ramci vysSich rostlin byly PECs nalezeny jak u nahosemennych, tak u krytosemennych
rostlin, u jedno- i viceletych, stejné jako u jedno- i dvoudomych. Pfedpoklada se, ze vyznamné
hladiny téchto latek se nachazi u zhruba 5-6 % suchozemskych rostlin (Imai et al., 1969; Dinan,
1995a). Je ovSem potieba zduraznit, Ze do souc¢asné doby bylo na obsah PECs testovano pouze
cca 2 % pozemské flory (Dinan, 2001). Od dob objevu prvnich ekdysteroidt je k dneSnimu dni
znamo jiz vice nez 300 sloucenin ekdysteroidniho charakteruru rostlinného ptvodu, které byly
detekovany ve vice nez 100 druzich suchozemskych rostlin, pficemz 20E je nejrozsifenéji se
vyskytujicim z nich (Lafont et al., 2002). Ma se za to, ze vétSina rostlin si udrzuje genetickou
schopnost produkovat PECs (maji vS§echny geny pro biosyntetické enzymy PECs), ale zaroven
i vétsina druht potlacuje jejich akumulaci (Hikino et al., 1973; Yen et al., 1974). Je zajimave,
ze ke skuping rostlin zmonitorované na obsah PECs nespada vétSina potravinaiskych plodin.
Dtvodem muze byt fakt, ze péstované rostliny byly Slechténé pro produktivitu a tim ztratily
svou schopnost vytvafet sekundarni metabolity véetné PECs. Mezi plodiny, které obsahuji
vyznamna mnozstvi PECs, se fadi $penat, merlik ¢ilsky znamy spiSe jako quinoa (Chenopodium
quinoa), jam (Dioscorea sp.), ktery je podobny batatu a nékdy je nazyvany smldinec nebo
,sveételny kofen®, a také zampion. VétSina ostatnich plodin pouzivanych v potravinatstvi, které
byly na vyskyt PECs testovany, obsahovala bud’ malé, nebo zadné mnozstvi téchto latek (Dinan,
1995b; Grebenok a Adler, 1991; Findeisen, 2004; Sautour et al., 2008). Na druhou stranu
umnoha rostlin pouzivanych v tradicni mediciné byly PECs detekovany ve vyznamném
mnozstvi (Slama a Lafont, 1995; Lafont, 1998; Bathori, 2002). Tyto rostliny vétSinou obsahuji
velmi slozitou smés téchto latek a fadi se mezi né zejména sibif'skd bylina parcha saflorova
(Leuzea cathamoides; Vokac et al., 2002) nebo srpice barvifska (Serratula tinctoria; Rudel
etal., 1992). Parcha patii mezi trvalky a bylo prokazano, ze u ni obsah PECs b&hem rocni
sezony kolisa. Béhem jara jsou nejvyssi hladiny nalezeny v nadzemni ¢asti, zatimco na podzim
dosahuji hladiny PECs nejvySSich hodnot v ¢asti kofenové (Grebenok et al., 1991).
U jednoletych rostlin, jako je napf. Spenat, je nejvyssi koncentrace téchto latek nalezena

zpravidla v mladych listech nebo obecné v téch pletivech, které jsou povazovany za zasadni
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pro preziti rostlin - prasniky, semena apod. (Dinan, 1992a; Grebenok a Adler, 1993; Dinan
et al., 2009).

Biologicky vyznam PECs je stale pfedmétem diskuze. Nejpravdépodobnéjsi hypotézou
0 jejich funkci v rostlinach je, ze ptispivaji k ochrané proti bezobratlym Skidcim tak, ze je
donuti ke snizeni spotieby rostlinného materialu nebo se dokonce diky PECs narusi endokrinni
systém $kadce, coz zplsobi jeho tthyn. PECs takto ptisobi bud’ samostatné, nebo ve spojeni
s jinymi sekundarnimi metabolity (Dinan et al., 2009). Tato hypotéza byla podpofena nékolika
experimenty s vyuzitim exogenni aplikace PECs nebo vyuzitim transgennich rostlin se zvySenu
hladinou endogennich PECs. Napt. Udalova et al. (2004) zjistila, Ze sprejovani rostlin rajcete
roztokem a-E vede k redukci zamoteni $kiidcem Meloidogyne inkognita, coz je hlistice
napadajici kofenovy systém rostliny. Podobné Soriano et al. (2004) pozoroval, Ze vystaveni Cyst
hlistic, které $kodi obilnindm, exogenné aplikovanému 20E o koncentraci vy$si nez 10° M
vyrazné redukovalo jejich kapacitu napadnout kofeny testované rostliny psenice. Bylo zjisténo,
ze parazitujici hlistice vystavené exogennimu 20E nebo zvySenym endogenni hladinam této
substance v rostliné vykazuji abnormalni ekdysi, imobilitu, sniZzenou invazivnost a poruchy
vyvoje vedouci k jejich thynu. V neposledni fadé Schmelz et al. (1999) pozoroval, ze rostliny
§penatu, jez byly inokulované dvéma typy obilnych hlistic a jednim typem hlistic napadajicich
kotfeny, byly méné poskozeny, jestlize hladiny endogennich PECs byly zvySeny v dasledku

oSetieni rostlin metyl jasmonatem (MeJA).

3.6.1  SPENAT SETY (SPINACIA OLERACEA L.)

Spenat patii mezi rostliny, které jsou bohaté na PECs (Dinan, 1995b). Diive se $penat fadil
do ¢eledi merlikovité (Chenopodiaceae), coz byla velka skupina rostlin (kolem 100 rodd
zahrnujici asi 1500 druhil), jejichz vyskyt byl zaznamenan v mnoha &astech svéta. Radilo
se mezi né¢ mnoho zeméde€lsky vyznamnych rostlin, at’ uz $lo o uzitkové rostliny nebo plevelné
rostliny. Ptitomnost PECs Vv ramci této ¢eledi byla potvrzena u spousty druhti, napf. u l1é¢ivé
byliny merliku v8edobru (Chenopodium bonus-henricus), kterému se lidové také tika ,,plany
Spenat* (Bathory et al., 1982) ¢i u merliku bilého (Chenopodium album; Toth et al., 1981), coz
je jedna z nejcastéji se vyskytujicich se rostlin na planeté. Informace o distribuci PECs

ve skupiné merlikovitych jsou pfehledné shrnuty v ¢lanku od Dinana et al. (1998) a v databazi

Ecdybase (www.ecdybase.org).

Dnes se ftadi, jak rod Chenopodium, tak rod Spinacia do celedi laskavcovitych
(Amaranthaceae). Kvili rozdilnym morfologickym znakiim byly dfive laskavcovité
a merlikovité¢ rozdélovany do samostatnych skupin, ale pomoci molekularnich metod bylo

zjiSténo, ze tradicni zatfazeni nckterych rodid neodpovidd prokdzanym evolu¢nim vztahiim
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a pfi posledni upravé taxonomického systému APG III v roce 2009 (Angiosperm Phylogeny
celou ¢eled’ merlikovitych zafadit do ¢eledi laskavcovitych a oznaceni merlikovité uzivat jako
synonymum (Grulich, 2013). Laskavcovité je cCeled rostlin z fadu hvozdikotvaré, ktera
je druhové velmi rozsahla, a nékteré z jejich rostlin jsou relativné starobylé. Lze tak usoudit
Z toho, Ze jejich pyl byl nalezen ve fosiliich z rozhrani druhohor a tfetihor (cca pted 65 miliony
lety; Welsh et al., 2004). V roce 2013 se fadilo mezi laskavcavité asi 170 rodd a 2100-2500
druhit rostlin (Grulich, 2013). Kromé& merlikovitych byl prokazan vyskyt PECs Vv ramci
laskavcovitych také u dal§ich asi 25 rostlin z 11 rodd. Jednim z nich jsou pestrovky
(Gomphrena), napi. pestrovka Haageova (G. Haageana; Sarker et al., 1996; Savchenko 1998),
coz je vytrvala endemitni bylina z Madreanské oblasti Severni Ameriky (Kovat, 2014),
dale druh G. celosioides (Banerji et al., 1971) a G. dispersa (Savchenko, 1998). Také byl
prokazan vyskyt u rostlin rodu Cyathula (Hikino et al., 1968; Shah a De Souza, 1971)
a u jihoamerickych bylin rodu Pfaffia (Nishimoto et al., 1987; Shiobara et al. 1993).
PECs izolované z rostlin poslednich dvou jmenovanych rodu (ale nejen téch) se bézné pouzivaji
pro komeréni ucely - od hedvabnictvi a vcelafstvi aZz po vyrobu potravinovych doplikt
a kosmetiky (Lafont a Dinan, 2009). PECs byly také objeveny u vytrvalé byliny Achyranthes
bidentata (Li et al., 2007; Meng et al., 2005), jejiz kofeny se hojné pouZzivaji v tradi¢ni ¢inské
mediciné diky svym mnohym farmakologickym tG¢inkiim (Meng a Li; 2001). Dale byl prokazan
vyskyt napf. u rostlin rodu Amaranthus (Takemoto et al., 1967b; Wong et al., 1979; Bratoeff
et al., 1996) nebo Alternanthera (Wong et al., 1979; Takemoto et al., 1967b).

Spenat je chladnomilnd rostlina dlouhého dne (pfi vysokych teplotach a dlouhém dnu
vybihaji do kvétu), a proto se vyziva jako jarni nebo ozima zelenina. Rostliny $penatu jsou lysé
az na mladé listy majici méchytkovité trichomy, které tim ziskavaji pomouceny vzhled. Spenat
vytvari pfizemni rizice se syt€ zelenymi listy, jez mivaji trojuhelnikovit¢ vejcitou cepel
(Kubat et al., 2002), mohou se ale tvarové lisit (Skornakovav et al., 1988). Pozdé&ji se vytvaii
vysoka lodyha s kvétenstvim, ktera mtize dordstat vysky 30 cm az 1 m. Lodyzni listy jsou
zaoblené¢ stielovité az hralovité. Z hospodaiského hlediska je tvorba kvétu nezddouci, protoze
kvetouci $penat ma hotkou chut. Spenat je terofyt, tzn.,, e je jednoletou rostlinou
bez obnovovacich pupent a nepfizniva obdobi pieziva pouze v semenech. (Kubat et al., 2002;
Skornakov et al., 1988).

Plivodni plana forma neni znama, ale nejpravdépodobnéji se vyvinul z druhu Spinacia
tetranda, ktery roste plané¢ v Predni a Stfedni Asii (S. oleracea mize také i dnes zplanovat,
aviak k tomu dochazi jen vzacné; Kubat et al., 2002). Poprvé je $penat popisovan Cifany jako
bylina Persie — oblast dnesniho iranu (Nonnicke, 1989; Swiader a Ware, 2002). Odtud pronikl
ptes Syrii nejprve do dalsich arabskych zemi a do severni Afriky a od konce starovéku (6. az 7.

stoleti) se objevuje ve Spanélsku. Prvni recepty, ve kterych se pouziva $penat, jsou dochovany
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v anglické kuchatské knize ,,The Forme of Cury* z roku 1390 (sestaveno Mistry kuchafi krale
Richarda Il.). Ze stiedomofi se péstovani Spenatu pozdéji rozsitilo i do dalich ¢asti Evropy, byl
zadokumentovan v Némecku a od konce 16. stoleti byl jiz v§eobecné znam a péstovan na témért
celém evropském kontinenté (Dicoteau, 2000; Swiader a Ware, 2002). S vyjimkou tropickych
oblasti je Spenat v soucasné dob& péstovan skoro po celém svété. V roce 2013 dosahovala
svétova produkce Spenatu podle FAO (Food and Agriculture Organization) 23 miliont tun,
na kterych se z 90 % podilela Cina nasledovana Spojenymi Staty (1.5 %), Japonskem (1.1 %)
a Tureckem (1.0 %). Ceska republika se v tomto roce podilela na celkové svétové produkci
0.01 % (Food and Agriculture Organization, 2013).

Spenat je piivodné dvoudoma rostlina a saméi rostliny je mozné rozlisit tak, e vybihaji
diive do kv€tu a jsou méné olisténé, vV potravinafstvi jsou proto méné hodnotné nez rostliny
samic¢i. Dnes ale existuji i kultivary jednodomé (Tronickova, 1985).

Tuto rostlinu je mozné sklizet nékolikrat do roka diky pomérné kratké vegetacni dobé
(asi 30 az 45 dni). V obdobi kveteni lze pozorovat drobné, Zlutozelené kvéty, které jsou
nahloucené v pazdi listd (Obr. 8). Plodem je nazka s velmi tvrdym zelenavym oplodim. Piestoze
Spenat pochazi z teplejSich oblasti, uvadi se, Ze je odolny vuci nizkym teplotam (az dokonce
mrazuvzdorny) a pokud nejsou silné holomrazy, celkem dobfe piezimuje. Je ale naro¢ny
na vlahu a vyzaduje humézni a zasadité pudy s dostate¢nou zasobou zivin, hlavné dusiku

(Dolejsi, 1982; Skornakov, 1988; Troni¢kova, 1985).

Obr. 8: Spenat sety Spinacia oleracea L. (A) kultivovany na perlitu po dobu 29 dni
na pracovisti VURV, v.vi. (viz kap. 4.4.1). Jednd se o japonsky kultivar

Flaylander. Detail kvétenstvi na téze rostling (B).
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3.6.2. KULTIVARY SPENATU

Jednotkou taxonomie kulturnich rostlin je kultivar. Jde o jednotku niz8i nez je druh. Nazev
kultivar vychazi z anglického ,cultivated variety”, zkracuje se jako ,,cv.“ a oznacuje uméle
vypéstovany nebo nalezeny uZzitny organismus, ktery ma vlastnosti, jez jej odliSuji od ostatnich
podobnych a tyto vlastnosti si podrzuje i po rozmnozeni (viz zakon ¢. 219/2003 Sh. o ob&hu
osiva a sadby). Spenat existuje ve vice nez 400 kultivarech (Pandy a Kalloo, 1993). Hybridni
kultivary $penatu byly zavedeny v 50. letech 20. stoleti a staly se hlavnimi péstovanymi typy
(Morelock a Correll, 2008). Nicméné farmafi z Iranu (zem& piivodu $penatu, kap. 3.6.1)
v soucasné dobé stale vyuzivaji domorodé druhy této rostliny, které maji dobrou adaptabilitu
vici riznym lokalnim podminkdm péstovani. Jejich vynos je ale velmi nizky (obvykle
cca 2000 kg/ha) ve srovnani s nejvyS$imi vynosy Spenatu napt. v Japonsku (12 471 kg/ha;
Sabaghnia et al., 2014), kde je v soucasnosti k dispozici az 182 kultivart §penatu, a to prevazné
hybridnich (Kaminishi a Kita, 2006). V ramci této diplomové prace bylo pouzito né€kolik
kultivari (viz kap. 4.2), z nichZ vétsina pochazi z genovych bank Holandska, dale z Ceské
republiky, Japonska, USA a Francie. Jednotlivé kultivary se vyznauji zejména riznou
rezistenci vaci vysokym teplotam, rozdilnym kolisanim obsahu §tavelanu (vyznam viz Kap.
3.6.3) béhem rustu rostliny, rozdilnym obsahem karotenoidt ¢i rtiznou rychlosti kli¢eni a s tim
souvisejici rtiznou celkovou rychlosti rustu rostliny. Nékteré z téchto d&u zavisi na rizné
odezvé rostliny na environmentalni faktory, jako je délka dne a teplota, tzn., Ze kultivary jsou
Slechtény tak, aby reagovaly kazdy jinak na jinou délku dne (fotoperioda), popt.
vyZzadovaly/nevyzadovaly nizké teploty k indukci kveteni (jarovizaci). Divoky S$penat roste
nejlépe za nizsich teplot na jafe a na podzim, zatimco rané a pozdni kultivary mohou sezénu

péstovani prodlouzit az do 1éta a zimy.

3.6.3 VYZNAM SPENATU PRO ZDRAVI CLOVEKA

Spenat si dlouhodobé drzi $pi¢kové misto v prodeji a konzumu listové zeleniny. Je to zejména
pro vysoky obsah karotenoidl, vitaminu C a kyseliny listové. Rostliny mohou u nékterych
kultivari obsahovat vysoké hladiny kyseliny $tavelové, jez je schopna chelatovat nckteré
kationy a odvadét je tak bez uzitku z organismu (Libert a Franceschi, 1987). Jde zejména
0 ionty vapniku a zeleza. Navic tato kyselina miize zptisobovat problémy lidem trpicim tvorbou
oxalatovych kament ve vyluGovacim traktu (Massey et al., 1993). Kromé vapniku a Zeleza
obsahuje $penat z mineralnich latek také napf. jod, sodik, draslik a fosfor (Dolejsi, 1982;
Skorniakov et al., 1988). Z aniontl je potieba sledovat obsah dusi¢nanti v rostliné, nebot’

ty zpisobuji v krevnim feéisti oxidaci hemoglobinu na methemoglobin (metHb), v dasledku
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¢ehoz mize dojit az k methemoglobinémii (Gangolli et al., 1994). Tento stav je ohrozujici
hlavné pro déti a projevuje se tak, ze tato forma hemoglobinu neni schopna prenaset kyslik
do tkani a tim dochazi ke tkanové hypoxii (zasahuje hlavné mozek, srdce, plice).

Co se tyka vitaminti, souc¢asné kultivary nejsou bohaté pouze na vitamin C, ale také
na vitamin K, E, a vitaminy skupiny B, konkrétn¢ B;, B, a By — kyselinu listovou (Maeda et al.,
2010). Ta je ve vod¢ rozpustnym vitaminem nezbytnym pro syntézu nukleovych kyselin,
pro krvetvorbu a v neposledni fadé pro normalni rast a vyvod plodu (hlavné mozku a michy,
tj. nervové soustavy). Proto se jeji zvySené mnozstvi doporucuje v dobé téhotenstvi a také
pred nim.

Spenat se ale péstuje hlavné pro své vyznamné fytonutri¢ni slozky zvané karotenoidy
(Bunea et al., 2008). Karotenoidy jsou skupinou pigmentt, které jsou syntetizovany rostlinami
a mikroorganismy, avsak zivo¢ichové tuto schopnost pozbyvaji (Rao a Rao, 2007). Proto jsou
ovoce a zelenina hlavnimi zdroji karotenoidt v lidské stravé (Mangels et al., 1993; Johnson,
2002; Agarwal a Rao, 2000). Bylo prokazano, ze karotenoidy prospivaji lidskému zdravi hlavné
jako prevence kardiovaskularnich, nadorovych a jinych chronickych onemocnéni jako
je osteopordza nebo diabetes (Paiva a Russell, 1999; Astrog et al., 1997). V rostlinach
se karotenoidy ucastni fotosyntézy a poskytuji jim ochranu proti poskozeni vlivem slune¢niho
zateni (antioxida¢ni funkce). Karotenoidy jsou dulezitym potravinovym zdrojem vitaminu A
(retinol) a v posledni dob¢ byly hojné studovany piedevsim jejich antioxidacni vlastnosti (Paiva
a Russell, 1999). Karotenoidy si svou antioxida¢ni vlastnost pfi prechodu do Zivocisné tkané
zachovavaji a pusobi tim padem antioxidaéné¢ i zde. Do soucasné doby bylo v piirode
identifikovano pies 600 karotenoidi (Rao a Rao, 2007). Pouze 40 z nich je jich ale pfitomno
Vv potravé ¢lovéka a jen 20 z téchto 40 karotenoidu bylo identifikovano v lidské krvi a tkanich.
Valnou vétsinu (90 %) z téchto dvaceti karotenoidd reprezentuje f-karoten, a-karoten, lykopen

a a-kryptoxantin (Gerster, 1997; Obr. 9).
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zeaxantin

Obr. 9: Struktury hlavnich karotenoidt v potravé ¢loveéka.

Bylo zjisténo, ze zlutooranzové zbarvené ovoce a zelenina poskytuje hlavné p-karoten
a a-karoten, oranzové plodiny jsou zdrojem spiSe a-Kryptoxantinu, zatimco zelené zeleniny
obsahuji lutein a rajc¢ata a vyrobky z nich pak lykopen (Obr. 9; Mangels et al., 1993; Ong a Tee,
1992).

Spenat se vyznaGuje vysokymi koncentracemi hned né&kolika karotenoidii, zvlasté pak
luteinu a zeaxanthinu (Obr. 9). Tyto dva vyznamné pigmenty jsou selektivné ukladany v sitnici
o¢i, a to presné v misté nejostiejSiho vidéni, v tzv. zluté skvrné neboli makule (centralni ¢ast
ocni sitnice). Makularni pigment je zodpovédny za filtrovani Skodlivého ultrafialové zareni
a pomaha zabrafiovat nemocem oka, jako je napiiklad Sedy zakal (katarakta; dle WHO ve 48 %

pficina slepoty v dospélosti), a makularnim degeneracim vyskytujicim se v souvislosti s vékem
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(vedou az ke slepoté, postihuje lidi star$i 50 let, spiSe Zeny nez muze). Vyzkumné studie
zaméfené na vyzivu prokazaly spojeni mezi zvySenou spotfebou karotenoidii a zvySenym
makularnim pigmentem v ocich ¢lovéka. Kdyz lidé starnou, jejich strava se méni a star$i dospéli
Casto Cerstvou zeleninu nekonzumuji vibec nebo v nedostatecné mife. Omezeni spotieby
zeleniny snizuje ptijem karotenoidid a klesa obsah makularniho pigmentu. Jeden ze soucasnych
americkych vyzkumnych projektti zaméfeny na nutricni hodnoty $penatu ukazal, ze koncentrace
karotenoidd a prvkt, jako naptiklad vapnik, hoicik a draslik se mezi rtiznymi odridami
a kultivary Spenatu liSily az dva a pulkrat. Napt. kultivar Spinner je kultivarem Spenatu
akumulujici vysoky obsah luteinu, zatimco kultivar Springer je naopak kultivarem $penatu
s nizkym obsahem tohoto karotenoidu (Kopsell, 2007). Z tohoto pohledu se tedy vyssi obsahy
zivin pro urcité kultivary mohou stat komercni vyhodou a ti, ktefi cht&ji propagovat zdravotni
vlastnosti svych plodin, potfebuji znat dopad selekce kultivaru na obsah zivin. U Spenatu
prodavaného bez odliseni kultivari tato moznost odpada. Tato informace je rovnéz vyznamna
i pro ty spotiebitele, ktefi si pieji drzet dietu bohatou na karotenoidy.

Krom jiz relativné dobte prostudovanych karotenoidii (polyisoprenoidni struktury, vétSinou
linearni nebo s cyklizovanymi konci fetézct - viz Obr. 9) obsahuje $§penat i vyznamna mnozstvi
PECs (cyklické isoprenoidy), které jsou predmétem této prace. Ve vztahu k ¢lovéku maji i tyto
slouceniny veskrze pozitivni vliv. Jsou znamy jejich antibakterialni a antimykotické ucinky
(Ahmad et al., 1996), ucinky antidiabetické (Graf et al.,, 2014), antiosteoporetické,
imunoprotektivni, hepatoprotektivni a zejména anabolické bez vedlejsich androgennich ucinkd
(Gorelick-Feldman et al., 2008; Slama a Lafont, 1995; Kapur et al., 2010; Seidlova-Wuttke
etal., 2010; Syrov a Khushbaktova, 1996; Lafont a Dinan, 2003; Badal’yants et al., 1996;
Koudela et al., 1995). Posledné zminé&né stoji zfejmé za riistem svalové hmoty i U pohadkové
postavicky Pepka namotnika (Kennedy, 2014). Pivodni teorie o vysokém obsahu Zeleza
Vv listech $penatu zpusobujici nartst svald (von Wolff, 1871) platna jesté ve 20. letech
20. stoleti, kdy pohadkova postavicka vznikla (The Popeye the Sailor, Disney, 1929), vyvolala
»Spenatomanii®, ale uz zahy poté byla vyvracena prof. Schuphanem (Schuphan, 1940), ktery
zjistil, Ze obsah Zeleza dosahuje pouze 10 %. Zelezo je nicméné dileité pro tvorbu &ervenych
krvinek (hemoglobin), &erveného svalového barviva (myoglobinu) a ve formé Fe?* hraje rovnéz
dilezitou roli v prenosu kysliku, tudiZ je potfebné pro zasobeni mozku, srdce, jater a jinych
tkani, véetné svalu, kyslikem.

Spenat je (vedle brokolice) rovnéz doporucovan jako jedna z nejalkaliétgjsich potravin
(pH ~ 10), kterou lze vyuzit na vykompenzovani pH organismu pii konzumaci vétsiho mnozstvi
potravin kyselého charakteru (maso, vejce, syry, uzeniny, ,,soft drinks*) nebo téch co samy

kyselé nejsou, ale pfi traveni kyselost vyvolavaji (pecivo, té€stoviny, ryZe a jiné obilniny, atd.).
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3.7 BUNECNE ORGANELY

Rostliny patfi mezi eukaryotni organismy, tj. takové, jejichz buiky obsahuji jadra. To je
polymerni fetézce molekul DNA (deoxyribonukleova kyselina), které funguji jako sklad
genetické informace a jsou uzavieny mezi dvé soustiedné membrany — obal jadra. Dal§imi
organelami rostlinné burnky jsou pak mitochondrie, chloroplasty, endoplasmatické retikulum
(ER), Golgiho aparat (GA), vakuoly, ribozomy a peroxizomy. Vodny gel vypliiujici prostor
mezi jednotlivymi organelami je pak oznacovan jako cytosol. Ve vétSiné bunck tvoii jeji
nejvetsi Cast a je mistem mnoha chemickych reakci véetné syntézy proteini — jednoho
zklicovych d&u v buice. Ribozomy jsou nejmensi organely v bufce, jsou tvofeny
z ribozomalni RNA a bazickych proteind. Podileji se na syntéze a translokaci polypeptida.
ER je tovarnou na material, Z néhoz se vyrabi slozky bunéénych membran a materialu urcenych
pro export z buiiky. GA pfijima, a mnohdy méni, molekuly vyrobené v ER. Peroxizomy jsou
pak sférické bunécné organely obklopené membranou, které se tvofi v ER. Mezi jejich hlavni
funkce patii syntéza cholesterolu a zlu¢ovych kyselin, B-oxidace mastnych kyselin s velmi
dlouhym fetézcem (> 24 uhliki) a a-oxidace mastnych kyselin (metabolismus chlorofylu
z potravy). Mitochondrie obsahuji svou vlastni DNA a rozmnozuji se dé€lenim. Pro butiku
funguji jako generator chemické energie. Tu ziskavaji z oxidace molekul potravy, napf.
ze sacharidi. Mimoto produkuji zakladni palivo pro pohon buiky, a tim je ATP
(adenosintrifosfat). Predmetem zajmu pro tuto diplomovou praci byly zejména chloroplasty
(Obr. 10; Alberts et al., 1998).

- thylakoid

granus

Obr. 10: Schematické znazornéni chloroplastu (upraveno dle Rozsypala, 2003).

Ty obsahuji rovnéz svou vlastni DNA (cpDNA), rozmnozuji se délenim a pfedpoklada se, ze se
vyvinuly ze sinic, které byly pohlceny ranou eukaryotni buiikou. Jde o organely, které rostlinam
umoznuji ziskavat energii k rlstu, zivotu a reprodukci piimo ze slune¢niho svétla, na rozdil

od zivocichti, ktefti mohou vyuzivat pouze energii ziskanou potravou. Hlavni ulohou
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chloroplastli je zachycovat energii slunecniho svétla v molekulach chlorofylu a vyuzivat ji
k vyrobé sacharidi (energeticky bohatych molekul), tj. provadét fotosyntézu (Alberts et al.,
1998).

3.7.1 IZOLACE CHLOROPLASTU

Chloroplasty jsou z rostlinnych bun€k nejéastéji izolovany pro studium fotosyntetickych
procesit. Pro tuto diplomovou praci vSak byly izolovany kviili studiu biosyntézy PECs s cilem
zjistit, zda je rostlinnd bunika schopné tyto latky v této organele syntetizovat. Prvnim krokem
frakcionace bunék, a zaroveni i prvnim krokem purifikace/izolace vysoko- i nizkomolekularnich
latek z bun€k, je homogenizace pletiv (pro rostlinnd pletiva vetSinou mechanickd nebo
chemickd). Po homogenizaci Ize k frakcionaci bun¢k obecné pouzit tyto zakladni metody:
diferencialni (frakéni) centrifugace, hustotni gradientova a izopyknicka centrifugace (Alberts
etal.,, 1998). Diferencialni centrifugace je opakovanou centrifugaci, pfi¢emz kazdy
centrifugacni krok se provadi pti vyssi rychlosti nez krok predchozi. To umozni frakcionaci
homogenatu na rizné slozky liSici se hmotnosti. Pfi nizkoobratkové centrifugaci (1000 —
7000 x g) se oddéli celé neporusené builky, jadra a cytoskelet (soustava dlouhych jemnych
vlaken proteinti obsazenych v cytosolu). Stiednéobratkova centrifugace (15 000 — 20 000 x @),
ktera probiha omezenou dobu (10 — 15 min), pak vede k izolaci tézSich organel, jako jsou
mitochondrie, lysozomy, peroxizomy a chloroplasty. Pii zvySeni otacek alespoii ha 100 000 x ¢
po dobu minimalné 30 min lze pak docilit separace leh¢ich organel, jako jsou mikrozomy
(bunééné organely vznikajici uméle z ER jako vacky pti homogenizaci pletiva), ER a GA
(Vertommen et al., 2011). Nejleh¢i ze vSech bunéénych organel (ribozomy) je pak mozné
izolovat po ultracentrifugaci pii cca 150 000 x g trvajici 3 hod (Stanley a Bock, 1965). Tato
metoda vSak nezajistuje Gplné Cistou frakci uréitého typu organel a Casto tato frakce obsahuje
i organely majici podobnou sedimentacni rychlost. Lze ji ale vyuzit pro obohaceni smési
0 urdity typ organel, ktera se dale rozdéluje napf. pomoci hustotniho gradientu (Lee et al.,
2010).

Hustotni (gradientova i izopyknicka) centrifugace je zalozena na principu rozdilu hustoty
castic nezavisle na jejich ostatnich vlastnostech (Alberts et al., 1998). U hustotni gradientové
centrifugace se pro separaci pouziva prostiedi o ménici se hustoté (u izopyknické je hustota
prostfedi konstantni), pfi¢emz rozsah hustot (hustotni gradient) lezi v oblasti ofekdvanych
hustot délenych ¢astic. Bod, v némz je hustota Castice shodna s hustotou média, se nazyva
izypyknicky bod. Pfi prichodu jednotlivych slozek bunék takovymto gradientem dojde k jejich
rozdéleni do pasta (Obr. 11), které pak lze oddélené odebirat (Alberts et al., 1998; de Araujo
et al., 2008).
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Obr. 11: Pasy frakci po hustotni gradientové centrifugaci. Lze vidét frakci poruSenych
chloroplastti (A) a intaktnich chloroplastu (B). Riizné vrstvy jsou dany hustotnim
gradientem, kterého bylo docileno pomoci ruzné koncentrace roztoku Percollu

(upraveno dle Lang et al., 2011).

Hustotni gradient mtze byt kontinualni (zména hustoty je plynula v celém rozsahu drahy,
tj. zkumavky) nebo diskontinualni (gradient je tvofen nékolika rizné hustymi vrstvami, délené
Castice urcité hustoty se soustiedi na hranici mezi dvéma vrstvami. K separaci pomoci hustotni
centrifugace se pouzivaji roztoky sachar6zy, polymert (dextran, albumin, PEG nebo Percoll),
popft. roztoky soli (CsCl). Pro izolaci chloroplasti byla v této praci pouzita diferencialni
centrifugace a nasledna izopyknicka centrifugace za pouziti 40% Percollu, pro separaci frakci
intaktnich a porusenych chloroplasti (Obr. 12). Percoll je koloidni roztok ¢astic oxidu
ktemicitého o velikosti 15-30 nm potazenych polyvinylpyrolidonem (PVP). Neni toxicky
a vykazuje nizkou osmolaritu (Pertoft et al., 1978).

—>
porugeng
stoceni - chloroplasty
40% Percoll
intaktni
chloroplasty

Obr. 12: Schéma izopyknické centrifugace v pfipadé izolace intaktnich chloroplast

(upraveno dle Klinkenberg, 2014).

Pro ziskani frakce intaktnich chloroplastt se doporucuje centrifugace pii 6 000 x g po dobu
5 min. Vytézek izolace byva 0.150-0.250 mg chloroplastovych proteini/g FW (Lang et al.,
2011). V ptipadé izolace thylakoidnich membran by bylo zapotiebi dale izolované chloroplasty
suspendovat v hypotonickém roztoku, aby doslo k osmotickému Soku, tzn., popraskani

membran chloroplastd a uvolnéni thylakoidnich membran do pufru (Casano et al., 1994).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

(nelze zveftejnit)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

(nelze zveftejnit)
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6 ZAVER

(nelze zveftejnit)
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