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Abstrakt

Obranny sekret potapnikii (Dytiscidae) produkovany jejich prothorakalnimi zldzami
obsahuje fadu steroidnich latek. Pro analyzu obranného sekretu potapnika druhu Ilybius
fenestratus byla vyuzita ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie ve spojeni
s detekci diodovym polem a hmotnostni detekci. Analyza methanolického extraktu
sekretu probihala na koloné¢ Acquity BEH Cig za podminek gradientové eluce
s dvouslozkovou mobilni fazi tvofenou methanolem s 0,1% obsahem amoniaku a 0,1%
vodnym roztokem amoniaku. V sekretu byla zjisténa pfitomnost dvou steroidnich
hormont, a to boldenonu a testosteronu a jejich identifikace byla potvrzena na zakladé

shody jejich reten¢nich ¢asti i hmotnostnich spekter s pfislusSnymi standardy.

klicova slova: ultra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, hmotnostni detekce,

potapnici, llybius fenestratus, steroidni latky
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1. Seznam zkratek a symbolu

APCI

APPI

a.u.
DAD
El
ELISA
ESI
GC

HPLC

MS
m/z

NP

QQQ

RP

t

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (z anglického
Atmospheric Pressure Chemical lonization)

fotoionizace za atmosférického tlaku (z anglického Atmospheric
Pressure Photoionization)

relativni jednotka (z anglického arbitrary unit)

detektor diodového pole (z anglického Diode Array Detector)
elektronova ionizace (z anglického Electron lonization)

z anglického Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ionizace elektrosprejem (z anglického Electrospray lonization)
plynova chromatografie (z anglického Gas Chromatography)
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z anglického High
Performance Liquid Chromatography)

iontova past (z anglického lon Trap)

hmotnostni spektrometrie (z anglického Mass Spectrometry)
pomér molekulové hmotnosti a ndbojového ¢isla

normalni faze (z anglického Normal-Phase)

kvadrupdl (z anglického Quadrupole)

trojity kvadrupol

reversni faze (z anglického Reverse-Phase)

retencni ¢as



TIC

TOF

UHPLC

uv

VIS

viv

celkovy iontovy proud (z anglického Total lon Current)
pruletovy analyzator (z anglického Time-of-flight)
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického
Ultra-High Performance Liquid Chromatography)
ultrafialova oblast

oblast viditelného svétla

objem/objem

vlnova délka



2. Uvod

Chemicka ekologie se zabyva studiem chemickych signala, kterymi se
dorozumivaji jednotlivé zivé organismy. Studium téchto signalt zahrnuje jak sledovani
syntetické cesty v produkci téchto latek, tak i jejich identifikaci. Vysledky mohou byt
dalezité u ochrany rostlin nebo u kontroly skiidcti apod. Zatimco suchozemské prostiedi
bylo z hlediska chemické ekologie intenzivné studovano jiz v 70. letech minulého
stoleti, se studiem akvatického prostiedi se v této dobé teprve zacinalo.

Béhem nékolika poslednich desetileti bylo zjisténo, ze nékteré druhy hmyzu
produkuji steroidy, které jsou pro né nepostradatelné. V ptipad¢ celedi potapnikoviti
bylo zjisténo, ze tito brouci ve svych zlazach produkuji velkou $kalu steroidnich
hormont, vyskytujicich se také u obratlovci. Tyto hormony vykazuji u brouki
nehormonalni aktivitu. Navic u potadpnikl existuje fada steroidd, jejichz hormonalni
nebo jiné aktivity jsou u obratlovcli i bezobratlych neznamé. Zajem o vyzkum
zamétujici se na identifikaci a zjisténi jejich pfesnych biologickych ucinkl je spojen
S moznosti vyuzit tyto latky v budoucnu jako potencialni hormonalni preparaty.

Cilem piedkladané prace bylo vyuzit ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie spojené s detekci diodového pole a hmotnostni detekci pro analyzu
obranného sekretu potapnika druhu llybius fenestratus. Rada latek v sekretu jiz byla
identifikovana, nej¢astéji metodou plynové chromatografie. Metoda ultra-vysokoug¢inné
kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekci pro tento ucel doposud
vyzkouSena nebyla. Na rozdil od plynové chromatografie s hmotnostni detekci, kterad

vyzaduje derivatizaci vzorku, je prediprava vzorku pro tuto metodu minimalni.



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Potapnici

Celed’ potapnikoviti, latinsky Dytiscidae (z feckého dytikos — uméni potapét se)
patii do skupiny dravych, vodnich broukl. Do této ¢eledi patii okolo 4200 druhii a tim
se stavd jednou znejpocetnéjSich skupin vodniho hmyzu. Potapnici se vyskytuji
prakticky po celém svété [1].

Dravi potapnici patii mezi predatory zijici ve sladkovodnim prostiedi. Obvykle
vyhledavaji stojaté vody, jako naptiklad jezera, rybniky a ptehrady, nebo se zdrzuji u
bfehu s vodni vegetaci. Nékteti dospélei dobte 1étaji, hlavné v noci a dokazi tak osidlit
nové vodni plochy. Z tizemi Ceské republiky je v soudasnosti doloZen vyskyt 120 druht
¢eledi Dytiscidae, konkrétn€ napt. Potapnik vroubeny, Potdpnik Siroky nebo Potapnik
bahenni [2].

Potapnici vykazuji zivotni cyklus, ktery za¢ina vajickem, ze kterého se vylihne
larva, ta se nasledné zakukli a z kukly se nakonec vyvine dospély jedinec. Jde o tzv.
proménu dokonalou, ktera je patrna u riznych druht hmyzu jako napft. u blanoktidlych,
kdy larva je nepodobné dospélym jedincim.

Larva i dospélec jsou predatofi mensSich, vodnich organismi, disponujici
riznymi zpusoby loveckého chovani a vyuzivajici Sirokou Skalu chemikalii pro svou
obranu a komunikaci. Jedinym rozdilem je, Ze larvy se Zivi pouze Zivymi vodnimi
organismy, kdezto dospélci i mrtvym vodnim organismem. K dychani kysliku potapnici
vyuzivaji vzduch, jejz nabiraji pti vynotfeni zade¢ku nad hladinu a dospé€lci ho mohou
hromadit v prostoru pod krovkami [3].

Celkovy tvar a velikost dospélct 1 larev potapnikll jsou velmi variabilni a pro
jejich vzajemné odliSeni je dileZité posouzeni jak jejich vnéjSich znak (tvar, struktura,
barva aj.), tak i struktury vnitinich ¢asti, tedy jejich anatomie [4].

Mezi potapniky existuji velké mezidruhové rozdily. Velikost dospélci se
pohybuje v rozmezi 1 — 45 mm, tvar jejich téla je ovalny, hydrodynamicky a spolu se
setami (brvami) na zadnich nohach je t€lo velmi dobfe adaptovano na vodni prostiedi
[5]. Zbarveni potapniki slouzi hlavng k obrané proti predatorim. Dospélci jsou vétSinou
tmavi (hnédi az Cerni), nékdy se zlutymi okraji nebo teckami, u nékterych druht lze

pozorovat 1 barvy odliSné, jako je krémova, olivové zelend nebo Cervena az Cerveno-



hnéda [6]. Pro ilustraci je na obr. 1 zobrazen dospélec potapnika druhu Ilybius
fenestratus [4].

Podobné¢ jako u dospé€lci i velikost larev je zna¢né rozdilna a obvykle se
pohybuje v rozmezi 1 — 70 mm. Larvy maji vyrazné trojuhelnikovitou hlavu, dlouha
Savlovita kusadla a nohy jsou opatfeny brvami napomahajicimi pohybu. Jejich zbarveni

se pohybuje od Zluté, pies Sedozelenou po tmavé hnédou az ¢ernou s barevnymi pruhy.

Obr. 1: Dospélec potapnika druhu Ilybius fenestratus [4].

Béhem evoluce si zivo€ichové vyvinuli fadu zplsobd, jak se navzéjem detekovat
nebo se branit, obecné komunikovat a interagovat jeden s druhym. Vedle vizualni
komunikace, kterd je ve vodném prostiedi znacné snizena Spatnou viditelnosti,
vyuZivaji potapnici 1 zptsoby chemické interakce pomoci tzv. semiochemikalii [7].
Semiochemikélie jsou latky vyuZivané pro pfenos informaci mezi organismy pomoci
chemickych signali (tzv. chemickd fe€) a rozdé€luji se na feromony, pienasejici
informace mezi jedinci stejného druhu a allelochemikalie, zprostfedkovavajici

informace mezi jedinci rtizného druhu. Mezi allelochemikalie patii tzv. allomony, coz
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jsou chemické signaly vyhodné pro producenta zpravy a velmi casto funguji jako
chemické ochrana pied predatory. Naopak tzv. kairomony jsou vyhodné pro piijemce
chemického signalu. Allomony tedy reprezentuji latky produkované a uvoliiované
jednotlivci daného druhu a ovliviyji chovani jednotlivet jiného druhu [8, 9].

Mezi allomony patii 1 obranné sekrety, které jsou produkovany v komplexnich
pygididlnich a prothorakalnich parovych zlazach potapnika a obsahuji prevazné steroidy
a aromaty. Jejich dulezitou funkci je ochrana potapnikli proti rybim a savéim
predatorim [10].

Mimo tyto dva druhy zlaz disponuji dospélci i1 larvy tzv. rektalni ampuli,
ze kter¢ je jedinec, v ptipad¢ obrany, schopen velmi rychle uvoliiovat pachnouci plyny
jako je H,S nebo NHj. Tato rektalni ampule pfedstavuje prvni obranny systém, ktery
predchazi zapojeni zejména prothorakalnich zlaz [9].

Ptiblizné slozeni sekretu produkovaného pygididlnimi parovymi zlazami bylo
poprvé popsano Ghidinim a kol. vroce 1957. Sekret obsahuje fadu aromatickych i
alifatickych sloucenin a metabolity tryptofanu. Neékteré molekuly identifikovanych latek
maji jak lipofilni, tak hydrofilni ¢ast, coz jim proptjcuje amfifilni charakter. Sekrece
pygidialnich zlaz ma multifunkéni biologicky vyznam. Latky, obsazené v sekretu, maji
fungicidni a baktericidni vlastnosti a také inhibuji rostlinny rist. T¢la potapnikl jsou
pokryta timto sekretem, ktery funguje jako jejich ochrana pted bakteriemi, proti
napadeni fasami a plisnémi, a protoze se vesmes jedna o vodu odpuzujici latky, brani i
promoceni jejich téla a také snizuje odpor vody pfi plavani [11].

Prothorakalni parové zlazy (viz obr. 2) uvoliiuji pii podrazdéni mlécné
zabarveny sekret. Bylo zjiSté€no, Ze sekret obsahuje velkou Skalu steroidnich hormont,
které se vyskytuji u obratlovci, napf. estratrieny, androstadieny, pregnany, pregneny,
pregnadieny aj a také fadu novych, casto specifickych steroidd, které nejsou u
obratlovcll znamy. Pfedpokladd se, Zze nékteré z téchto molekul jsou syntetizovany

z cholesterolu, ktery potapnik ziskava ze své kofisti [12].

11



Obr. 2: Vypreparovana prothorakalni zlaza druhu llybius fenestratus; res — reservoar

prothorakalni obranné zlazy, al — apikalni (vrcholové) zakonceni reservoaru [9].

Jak jiZ bylo uvedeno vyse, ¢eled’ potapnikl je velmi rozsahla a zahrnuje okolo
4200 druhti, z nichz pouze velmi mala ¢ast byla po chemické strance prozkouména a
testovana na produkci obrannych latek hormonalniho ptivodu [9].

Do ¢eledi potapnikoviti patii mimo jiné i rod Ilybius, ktery ¢ita okolo 70 druht a
jednim z nich je i druh llybius fenestratus. Druh Ilybius fenestratus je jednim z téch, u
kterého byla objevena produkce velkého mnozstvi hormonu typu estratriend (Cig),
androstadient (Cig), pregn-4-enti (Cy1), pregna-4,6-dieni (Cy;) a velké mnozstvi
seskviterpenti, konkrétné¢ 3-hydroxyestra-1,3,6(10)-trien-17-on  (estron), 3,17f-
dihydroxyestra-1,3,5(10)-trien (17p-estradiol), 17B-hydroxyandrost-4-en-3-on
(testosteron), 17pB-hydroandrost-1,4-dien-3-on (boldenon), 2a,17p-dihydroxyandrost-4-
en-3-on (2a-hydroxytestosteron), 2B,17B-dihydroxyandrost-4-en-3-on (2B-
hydroxytestosteron),  17f,19-dihydroxyandrost-4-en-3-on  (19-hydroxytestosteron),
3B,17p-dihydroxyandrost-5-en, 3a,17p-dihydroxyandrost-5-en, 20a-hydroxypregn-4-
en-3-on, 20,2 1-dihydroxypregn-4-en-3-on, 150,20B-dihydroxypregn-4-en-3-on,
3B,20a,21-trihydroxypregn-5-en,  3p,16a,21-trinydroxypregn-5-en-20-on,  (16a,21-
dihydroxypregnenolon), a-kopaen, a-muurolen, y-muurolen, e-muurolen, y-kandien, &-
kandien, a-kubeben, B-kubeben, torreyol, trans-B-fanesen, y-gurjunen a 7a,5B,100-
endesin-4(14)-en-12,6a-diol (platambin). V sekretu llybius fenestratus byly dale
identifikovany methylisobutanoat, methylestery leucinu a isoleucinu a dokonce 1
alkaloid methyl-8-hydroxy-chinolinkarboxylat, diky jehoz Zluté barvé vykazuje sekret

nazloutlé zabarveni [9, 13, 14].
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3.2 Metody pouzité pro analyzu obrannych sekretii potapniki

Pro analyzu steroidii se nejcastéji pouzivaji metody plynové a vysokoucinné
kapalinové chromatografie. VétSina praci je soustiedéna na analyzu steroidnich
hormonit ve vzorcich zivotniho prostfedi a Vv potravinach [15]. V minulosti se pro
screening steroidnich latek pouzivaly zejména imunologické techniky jako
radioimunoanalyza nebo ELISA (z anglického Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
[15].

Identifikaci latek steroidni povahy v obrannych sekretech se zabyva pouze velmi
omezeny pocet praci. V minulosti byly organické extrakty obrannych sekreti riznych
druhti potapnika analyzovany napi. metodou tenkovrstvé chromatografie nebo pomoci
infratervené spektroskopie [9, 13, 14]. V soucasné dobé prevlada metoda plynové
chromatografie spojena s hmotnostni detekci (GC-MS). Touto metodou byl analyzovan
obranny sekret produkovany prothorakalni zlazou potapnikti druhd Graphoderus
cinereus a Laccophilus minutus. Vlastni GC-MS analyze piedchazela derivatizace
vzorku trimethylsilylaci. Bylo zjisténo, ze majoritni slozkou v Graphoderus cinereus je
3a,11a-dihydroxy-5p-pregnan-20-on a v Laccophilus minutus to je 3a,12a-dihydroxy-
5B-pregnan-20-on [16]. Jedenact steroidnich latek bylo identifikovano metodou GC-MS
v obrannych prothorakalnich zlazach potapnika druhu Agabus guttatus [17]. Metoda
HPLC pro analyzu obranych sekretd byla pouzita jen vyjimecné. Sekrety ziskané
z pygidialni a prothorakalni zlazy tfi druht potapnikd, a to Acilius semiculcatur, Acilius
sylvanus a Acilius mediatus, byly analyzovany metodou HPLC s UV detekci. Pro
analyzu byl pouzit jak normalni, tak reverzni separacni mod. Normalni mod byl
realizovan za pouziti pPorasil kolony (300 x 4 mm) smobilni fazi o sloZeni
dioxan/hexan 15/85 (v/v) a prutokové rychlosti 1 ml/min. Reverzni mod byl slozen
z uBondapak Cig kolony a mobilni faze tvofené acetonitrilem a vodou za podminek
gradientové eluce, kdy linedrni gradient za¢inal na 30 % acetonitrilu a 70 % vody a
konc¢il na 60 % acetonitrilu béhem 10 min. Pratokova rychlost mobilni faze byla 1,5
ml/min. Obranny extrakt z potapnika byl ziskan vydrazdénim potapnika elektrickym
proudem, poté byl sekret okyselen na pH = 1 a obranné slozky sekretu byly extrahovany
z vody chloroformem, ktery byl poté odpafen pod proudem dusiku. Takto upraveny
vzorek byl nasledné analyzovan metodou HPLC. V obraném sekretu byly nalezeny

nasledujici latky: benzoova kyselina, p-hydroxybenzaldehyd, methyl-p-hydroxybenzoat,
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testosteron a 11-deoxykortikosteron. Prvni tii latky byly pravdépodobné produkovany
pygididlni Zzlazou, zatimco posledni dvé jmenované latky patfi do produkce
prothorakalni zlazy. Obsah latek se pohyboval v jednotkach az desitkach mikrogramii
na brouka a bylo zjisténo, ze je sezoénné zavisly [18]. Nalezeni testosteronu a 11-
deoxykortikosteronu bylo ve shodé s praci Millera a Mummy z roku 1976, popisujici
vyskyt steroidti typu 4-pregnen-3-on a jejich derivati v obranném sekretu prothorakalni
zlazy [19].

Podobny separacni systém skladajici se z kolony pBondapak Cig a mobilni faze
methanol/voda 50/50 (v/v) a prutokova rychlost mobilni faze 2 ml/min byly pouzity pro
separaci vybranych slozek v obranném sekretu potapnika druhu Acilius sulcatus.
V sekretu byly zjistény derivaty pregnanu jako kortexon, 20a-hydroxy-4-pregnen-3-on
spolu s nékterymi dieny: 6,7-dehydroxykortexon, 20a-hydroxy-4,6-pregnadien-3-on a
4,6-pregnadien-3,20-dion [20].

3.3 HPLC

Vysokouc¢innd kapalinovda chromatografie (HPLC, zanglického High-
Performance Liquid Chromatography) je chromatografickd technika, ktera slouzi
k separaci, purifikaci nebo izolaci slozek vzorku. Historie HPLC saha az do pocatku 20.
stoleti, kdy rusky botanik M.S. Cvét jako prvni rozdélil na sloupci sorbentu uhli¢itanu
vapenatém listova barviva (chlorofyly a karotenoidy). Pojem chromatografie vznikl
z feckych slov chroma = barva a graph = psati, tedy popis barevného experimentu.
V dnesni dobé je kapalinova chromatografie jednou z nejpouzivangjsich technik
Vv analytické chemii.

Princip kapalinové chromatografie spoc¢iva v distribuci separovanych latek mezi
dvé faze, a to fazi stacionarni a mobilni. Na rozdil od plynové chromatografie, kde
mobilni faze analyt pouze unasi kolonou, se v kapalinové chromatografii ob¢ tyto faze
na separaci aktivné podili. Separace probihd v chromatografické kolon¢ na zakladé
rozdilné afinity analytl ke staciondrni a mobilni fazi. Cim v&t$i méa analyt afinitu ke
stacionarni, nepohyblivé fazi, tim je siln€ji zadrzovéan a jeho retencni Cas (Cas straveny
jednotlivé zény se v zaznamu (chromatogramu) objevi jako piky neboli eluéni kiivky,

které charakterizuji koncentracni profily analyt v zonach [21].
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Nejcastéji pouzivanym typem kapalinové chromatografie je dnes rozd€lovaci
chromatografie. V rozdélovaci chromatografii se slozky rozdéluji mezi dvé nemisitelné
faze. U rozdé€lovaci chromatografie rozliSujeme nasledujici zakladni uspofadéni:
chromatografii s normalnimi fazemi (NP — zanglického Normal-Phase) a
chromatografii s obracenymi fazemi (RP — zanglického Reverse-Phase). V
chromatografii s normalnimi fazemi je stacionarni faze polarni a mobilni fize nepolarni.
Uspotadani RP-HPLC je opacné, tedy staciondrni faze je nepoldrni a mobilni faze
polarni a nejéastéji se pouziva k separaci nepolarnich latek. V RP chromatografii se
stacionarni faze obvykle sklada ze dvou slozek, a to nosi¢e a na ném navazané¢ho
ligandu. Jako nosi¢ se nejvice vyuziva silikagel (SiO»), ktery se vyrabi z kfemicitanu
sodného. Na povrchu silikagelu jsou silanolové (-SiOH) a siloxanové (-Si-O-Si-)
skupiny. Pfitomnost silanolovych skupin proptjcuje silikagelu kysely charakter a tyto
skupiny jsou vhodné pro chemickou reakci, zavadéjici na nosi¢ pozadovanou skupinu
(ligand). Tim je nejcastéji nepolarni oktadecylovy (-Cig) nebo polarnéjsi oktylovy (-Cg)
uhlikaty fetézec, nebo fenylova ¢i fenyl-hexylova skupina aj. Jednotlivé ligandy se od
sebe navzajem mohou liSit nejen polaritou, ale i typem interakci, které jsou schopny
poskytovat (napf. fenylova skupina disponuje i -  interakcemi) [22].

Soucasna vyspéla technologie vyroby napliovych kolon pro HPLC poskytuje
stacionarni faze o Siroké $kale velikosti ¢astic v bézném rozsahu od 2,4 po 10 pm. Jako
mobilni faze v reverznim mddu se pouzivaji nejcastéji smési vody ¢i pufru s polarnimi
organickymi rozpousStédly (zejména acetonitrilem ¢i methanolem). Pfes vSechny
uvedené vyhody vSak v fad¢é ptipadi poskytuje metoda HPLC a zejména RP-HPLC
pouze omezenou separacni ucinnost nebo separace vyzaduji del$i cas. Jednim
z moznych feSeni je modifikace HPLC v tzv. ultra-vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii - UHPLC (z anglického  Ultra-High  Performance  Liquid
Chromatography), poprvé piedstavenou v roce 2004. Princip UHPLC spociva v pouZiti
kolon naplnénych ¢asticemi menSimi nezZ 2 um. PouZiti takto malych ¢astic generuje
v chromatografickém systému podstatné vyssi zpétny tlak az do cca 1000 bart (oproti
HPLC s maximdalnim zpétnym tlakem do cca 350 bar). Kvili vysokému zpétnému
tlaku je nutné pouzivat specialni instrumentaci, ktera témto tlakiim odola. Na druhé
stran¢ vSak pfina$i podstatné vysSi separacni ucinnost, lepsi citlivost, krat$si dobu

analyzy a mens$i spotfebu HPLC rozpoustédel [23].
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V klasické HPLC se pouzivaji v podstaté¢ dva typy nosicu. Jak jiz bylo uvedeno
vyse, jsou to jednak nosi¢e zaloZené na silikagelu, které jsou mechanicky odolné.
Nevyhodou je zejména limitovany rozsah pH pouzité mobilni faze (2,5 — 8). Druhou
moznosti je pouziti nosic¢l, které jsou zalozeny na bazi riznych polymert. Ty se
vyznacuji Sirokym rozsahem pouzitelného pH mobilni faze, jsou chemicky stabilni a
nedochdzi na nich k iontovym interakcim. Spojeni vyhodnych vlastnosti obou typtd
nosicl vyuziva patentovana technologie "bridged hybrid particle" nebo "hybrid (silicon-
carbon) particle, kde jsou k zamezeni vlivu volnych hydroxylovych skupin silikagelu a
ke zvySeni mechanické odolnosti pouzity tzv. ethylenové mistky. Tyto nosice,
modifikované pfislusnymi ligandy, jsou pouzivany jako stacionarni faze v UHPLC.
Velikost ¢astic se pohybuje okolo 1,7 um. Porovnani velikosti ¢astic vyuzivanych

v HPLC a UHPLC je znazornéno na obr. 3 [24].
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Obr. 3: Castice o velikosti zrnéni 5 pm, uréené pro HPLC (vlevo) a o velikosti zrnéni

1,7 um, pouzivané v UHPLC (vpravo) [24].

3.3.1 Zpisoby detekce v kapalinové chromatografii

Zatimco vybér kolony je klicovy pro dosaZeni poZadované separace, na vybéru
vhodného zplisobu detekce je zavisla moznost separované latky detekovat, poptipade
kvantifikovat v pozadované citlivosti. V kapalinové chromatografii dnes muze byt
pouzito mnoho zpusobu detekce, k nejdulezitéjsim a nejfrekventovanéj§im detektorim
patii absorpéni fotometrické detektory, fluorescenéni detektory a hmotnostni
spektrometry.

Velmi béznym je absorpéni fotometricky detektor (neboli UV/VIS

(24

spektrofotometr), ktery méfi absorbanci eluované latky ve viditelné nebo ultrafialové
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oblasti vlnovych délek od 190 do 800 nm. Tento typ detekce se pouziva pro latky, které
ve své struktuie obsahuji tzv. chromofory, které jsou schopné v této vlnové oblasti
absorbovat zafeni (barevné latky nebo latky s vicenasobnymi vazbami, s aromatickymi
jadry aj.). Tento typ detektoru je tzv. nedestruktivni, to znamena, Zze v ném nedochazi k
chemické pfeméné detekovaného analytu, a proto za n¢ho Ize zatadit dalsi detektor [25].

Detektor diodového pole (DAD, z anglického Diode Array Detector) snima, na
rozdil od klasického spektrofotometru, celé spektrum vinovych délek nebo jeho vybrany
vysek v redlném case, a to bez preruseni chromatografické separace. Hlavni pfednosti
tohoto typu spektrometru je moznost detekovat latky pii jakékoliv zvolené vinové délce
a také moznost porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter [26].

V posledni dobé je stale castéji pouzivand detekce zaloZzend na hmotnostni
spektrometrii (MS, z anglického Mass Spectrometry). Hmotnostni spektrometr je
zatizeni, které méfi m/z hodnoty, kde m je relativni molekulova hmotnost vzniklého
iontu a z je nabojové Cislo (pocet elementarnich nabojii bez ohledu na polaritu) a
zaznamenava jejich intenzitu. Ionty se déli podle poméru m/z.

V soucasné dobé¢ existuje né€kolik raznych typid provedeni hmotnostniho
spektrometru, ale vSechny typy se skladaji ze tii zdkladnich ¢asti, a to z iontového
zdroje, analyzatoru a detektoru castic. lontovy zdroj pfevadi neutralni molekuly na
nabité ¢astice (kladné nebo zaporné ionty) [27].

loniza¢ni techniky mizeme v zasadé rozdélit do dvou skupin, a to na mekké a
tvrdé. Mezi tvrdé ionizacni techniky patii zeyjména elektronova ionizace (El,
z anglického Electron Ionization), probihajici za sniZeného tlaku, kterd je zaloZena na
principu predavani energie leticich elektronii molekulam analytu. Ionizovana molekula
pii ionizaci ziska nadbytek vnitini energie, coZ se projevi fragmentaci molekulového
iontu na mens$i ¢asti (tzv. fragmentové ionty).

M¢kké ionizacni techniky jsou Setrnéj$i a ionizovand molekula ziskd oproti EI
mnohem menSi mnoZstvi energie, a proto lze ve spektrech pozorovat zejména
protonované a deprotonované molekuly a minimum fragmentovych iontt.

Ve spojeni s kapalinovou chromatografii je casto vyuZzivanou ionizacni
technikou elektrosprej (ESI, z anglického Electrospray lonization), ktery lze pouzit pro
Siroké spektrum analytd. Ionizace probihd za atmosférického tlaku aplikaci silného

elektrického pole (napéti) vloZzeného na elektrodu, na jejimZ hrotu se vytvari drobné
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nabité kapiCky, tzv. aerosol. Rozpoustédlo je z nabitych kapi¢ek postupné odpafovano
proudem plynu o vysoké teploté (okolo 300 °C) a postupné se zmensujici kapicky
aerosolu uvoliuji ze svého povrchu ionty do plynné faze. Tento typ iontového zdroje je
jednoduchy, vyznacuje se vysokou robustnosti a lze jej pouzit i pfi vyssich pritocich
mobilni faze nad 1 ml/min [28].

Dalsi pouzivanou ioniza¢ni technikou je chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI, z anglického Atmospheric Pressure Chemical Ionization). V tomto ptipadé
je mobilni faze s analytem rozpraSovana do vyhfivané komurky. Koronovy vyboj je
zdrojem elektront, které ionizuji plyny v komtrce a vzniklé ionty koliduji s molekulami
rozpoustédla za vzniku sekundarnich reak¢nich iont, které nasledné ionizuji molekuly
analytu. Vyhodou APCI je uplatnéni pro méné polarni latky, nevyhodou je nevhodnost
pouziti pro termaln¢ labilni latky.

Dalsi velmi pouzivanou ioniza¢ni technikou je fotoionizace za atmosférického
tlaku (APPI, z anglického Atmospheric Pressure Photoionization). APPI vyuziva UV
zafeni a fotony jsou nasledné absorbovany molekulami analytu za vzniku ionti.
Technika APPI je vhodna pro latky, které se Spatné ionizuji v ESI i v APCI [27].

Dalsi soucasti hmotnostniho spektrometru je hmotnosti analyzator, ve kterém
dochazi k separaci iontl na zakladé poméru m/z. Pro tento tcel se vyuziva magneticky
hmotnosti analyzator, kvadrupdlovy analyzator, priletovy analyzator (TOF,
z anglického Time-of-flight) a iontova past (IT, z anglického Ion Trap). Jednim z typt
hmotnostnich analyzatort je kvadrupdélovy analyzator, ktery je tvofen ¢tyfmi kruhovymi
ty¢emi pfipojenymi ke stejnosmérnému a stiidavému napé€ti. Ionty o ur¢itém poméru
m/z se pohybuji az do detektoru, zatimco ostatni jsou vychyleny a do detektoru
nedopadnou.

V poslednich letech byla snaha o spojeni vyhod jednotlivych analyzatort, a tedy
0 vytvofeni tzv. hybridnich analyzatort, neboli sériového zapojeni dvou a vice riznych

analyzatort, napf. trojity kvadrupol (QQQ) [28].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

boldenon (¢istota > 99,0 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

testosteron (Cistota > 99,0 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

acetonitril (Cistota > 99,9 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

methanol (Cistota > 99,9 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

mravenci kyselina (Cistota 98 — 100 %, Merck, Némecko)

amoniak (&istota p.a., Lachner — Neratovice, Ceska Republika)

deionizovand voda (vodivost 1,85 uS, Milli Q purifikacni systém Millipore,

Bedford, USA)

4.2 Instrumentace

UHPLC - Agilent Technologies 1290 Infinity (Waldbronn, Némecko),
sestavajici se z odplynovace mobilni faze, kvartérni pumpy, automatického
davkovace, kolonového termostatu a detektoru:

DAD Agilent Technologies 1290 Infinity detektor diodového pole (Waldbronn,
Némecko)

MS/MS Triple Quad LC-MS Agilent Technologies 6460 tandemovy hmotnostni
spektrometr (Waldbronn, Némecko)

sbér dat byl proveden v programu Agilent MassHunter Workstation Data
Acquisition verze B.06.00 (Agilent Technologies, USA)

zpracovani dat bylo provedeno v programu Agilent MassHunter Qualitative
Analysis verze B.06.00 (Agilent Technologies, USA)

uvedené obrazky 4 — 13 byly extrahovany z programu Agilent MassHunter
Qualitative Analysis verze B.06.00 (Agilent Technologies, USA) a ¢iselné
hodnoty na ose y jsou uvedeny v relativnich jednotkach (tzv. arbitrary units,
a.u.)

kolona — Acquity BEH Cy5 (100 x 2,1 mm, 1,7 um), (Waters, Irsko)

analytické vahy — APX-100 (Denver Instrument, Némecko)

ultrazvuk — Ultrasonic LC 30H (Némecko)

19



4.3 Priprava vzorku

Odbér potapniki druhu llybius fenestratus byl uskuteénén 5.10.2014 v
Modfianech v Praze, konkrétné v Modfanské laguné. Bylo odebrano 8 exemplaia Ilybius
fenestratus. Potapnici byli umisténi do plastového boxu s vodou z mista odbéru, ktera
byla poté zaménéna za odstitou kohoutkovou vodu, a byli krmeni zmraZenymi
niténkami. Vzorek pro analyzu byl z jednoho potapnika odebran 10.10.2014.

K ziskani sekretu produkovaného prothorakalni zldzou potapnika byl potapnik
zmacknut a uvolnény bily sekret byl poté odebran vatovou tycinkou Bel family
(Hartmann-Rico, Heidenheim, Némecko) do vialky s 1 ml 100% methanolu. VVzorek byl
umistén na 15 min do ultrazvuku a byl extrahovan. Poté byl methanolicky roztok
uchovavan v mrazéku a pied samotnou analyzou byl piefiltrovan ptes 0,2 um nylonovy
filtr Spartan 13/0,2 RC (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Jednotlivé zasobni roztoky standardd boldenonu a testosteronu byly ptipraveny
nasledujicim zpusobem: 8 mg boldenonu bylo rozpusténo ve 100 ml methanolu a 1 mg
testosteronu byl rozpustén Vtémze objemu methanolu. Odmérné Dbanky
s methanolickymi roztoky pak byly na 5 min umistény do ultrazvukové lazné pro

usnadnéni rozpousténi. Poté byly standardni roztoky uchovavany v chladnicce pii 5 °C.

4.4 Podminky DAD detekce a hmotnostni detekce
Pomocna DAD detekce predchazela hmotnostni detekci. Methanolické vzorky byly

prométovany v rozsahu od 190 — 400 nm, jednotlivy méfici krok byl 2 nm.
Nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo:

e teplota susiciho plynu (N2): 330 °C
e pritok susiciho plynu: 8 I/min

o tlak nebulizeru: 35 psi

e napéti fragmentoru: 135 V

e napéti sprejovaci kapilary: 4000 V

Snimana spektra: mod MS sken, spektra sniméana Vrozmezi m/z 100 — 2500 jak

V pozitivnim, tak vV negativnim ionizacnim moédu.
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4.5 UHPLC podminky

Pro analyzu sekretu byl vzhledem ke struktufe steroidnich latek zvolen RP-
UHPLC separacni mdd. Byly testovany mobilni faze obsahujici acetonitril nebo
methanol jako organicky modifikdtor v rizném poméru s vodnou slozkou. Vodna
sloZka byla zastoupena 0,1% vodnym roztokem mravenci kyseliny nebo 0,1% vodnym
roztokem amoniaku. VSechny analyzy probihaly pfi pratoku mobilni faze 0,35 ml/min
za podminek gradientové eluce. Kolona byla temperovana na 30 °C a objem nastiiku

vzorku byl 1 nebo 2 pl.
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace separa¢nich podminek

Vzhledem k tomu, Ze byla provadéna analyza komplexniho vzorku o neznamém
slozeni, byl nejprve jako organicky modifikator mobilni faze zvolen acetonitril, ktery
ma v RP separa¢nim modu vyssi eluéni silu nez methanol. Lze predpokladat, ze vzorek
bude obsahovat fadu latek, které se mohou znacné lisit ve své polarité, a proto byla pro
separaci zvolena gradientova eluce, kterd se k tomuto ucelu hodi Iépe nez eluce
izokraticka. Slozku A gradientu tvofil acetonitril, obsahujici 0,1% mraven¢i kyselinu
(HCOOH) a slozkou B byl 0,1% vodny roztok mravenci kyseliny, pouzity gradient je
popsan v tabulce 1. Mravenc¢i kyselina byla ptidavana do mobilni faze pro lepsi ionizaci

analytu. Davkovany objem vzorku byl 1 pl.

Tab. 1: Gradient pouzity pro pocatecni analyzy. Slozka A je acetonitril s 0,1% obsahem
HCOOH, slozka B je 0,1% vodny roztok HCOOH.

¢as (min) A (obj %) B (obj %)
0 15 85
1 15 85
10 90 10
13 90 10
14,5 15 85
16,5 15 85

Pii téchto separac¢nich podminkach byl zméfen methanolicky extrakt sekretu
potapnika pomoci skenu celkového iontového proudu (z anglického Total Ton Current).
Ziskany chromatogram obsahoval fadu pikl, znichz velkd Cast nebyla dostate¢né
oddélena. Ztéchto duvodu byl acetonitril poté vyménén za methanol ve snaze
dosahnout lepsiho rozliseni pikt. Profil gradientu byl az na tuto zménu analogicky,
pouze byla vzhledem k nizsi eluéni sile methanolu prodlouzena délka trvani gradientu,

jak doklada tabulka 2. Nejprve byla vyzkousena mobilni faze s pfitomnosti mravenci
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kyseliny, jako druha byla vyzkouSena mobilni faze s amoniakem. Z porovnani spekter
methanolického extraktu sekretu, zméfenych v mobilni fazi s mravenci kyselinou a
v mobilni fazi s amoniakem bylo zjisténo, ze v pfitomnosti amoniaku dochazi k lepsi
ionizaci latek, obsazenych v sekretu. Pro ziskani vyssSich odezev byl davkovany objem

zvySen z 1 na 2 pl.

Tab. 2: Gradientovy profil s methanolem jako organickym modifikatorem. Slozka A je
methanol s 0,1% obsahem HCOOH nebo 0,1% amoniakem, slozka B je 0,1% vodny
roztok HCOOH nebo 0,1% vodny roztok amoniaku.

¢as (min) A (obj %) B (obj. %0)
0 15 85
1 15 85
10 90 10
21 90 10
22 15 85
26 15 85

5.2 Analyza vzorkiu

V optimalizovaném separacnim systému (mobilni faze methanol s 0,1%
amoniakem/0,1% vodny roztok amoniaku, gradientova eluce viz tab. 2) bylo proméfeno
DAD spektrum v rozmezi 190 — 400 nm a MS spektrum ve sken modu v rozmezi m/z od
100 do 2500 v pozitivnim 1 negativnim ioniza¢nim modu jak blanku, tak vlastniho
vzorku.

Nejprve byl proméfen blank, coz byl methanolicky roztok, ziskany namoc¢enim
samotné vaty (pouzité pro odbér sekretu) do methanolu, jenz pak proSel stejnou
procedurou, jako vzorek se sekretem (viz kapitola 4.3). Zaznam takto ziskaného
chromatogramu s DAD detekci je uveden na obr. 4 a na obr. 5 je uveden zaznam
blanku, pofizeny v MS skenu. Blank neobsahoval zadné latky, které by v méfeném
rozsahu vinovych délek absorbovaly, a na obr. 4 je uveden zdznam pfti vybrané vinové

délce 250 nm.

23



#1103

Apsorbance (a.u.)
]
+

"1 2 3 4 5 E 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 183 13 20 21 22 23 24 2%
€as (min)

Obr. 4: Chromatograficky zaznam analyzy blanku zméfeny pomoci DAD detekce pii

A =250 nm za optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny v kapitole 4.4 a 5.1.
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Obr. 5: Chromatograficky zaznam TIC skenu blanku zméteny Vv rezimu MS skenu za

optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny v kapitole 4.4 a 5.1.

Poté byl stejnym zplisobem zméfen vzorek sekretu, ziskaného z potapnika.
Ziskané chromatogramy jsou uvedeny na obr. 6 a 7. Nejprve bylo porovnano TIC
spektrum ziskané z blanku (obr. 5) s TIC spektrem sekretu (obr. 6). Tim bylo zjisténo,
které piky se vyskytuji pouze v méfeném vzorku sekretu a které pochazeji z blanku.
Porovnanim chromatogramu ziskanych s DAD detekci pro blank (obr. 4) a pro sekret

(obr. 7) je dobie vidét, které piky ze smési absorbuji pii A = 250 nm. Zatimco Vv sekretu



potapnika (obr. 7) Ize vidét nékolik dobfe viditelnych piki, blank Zadny pik neobsahuje
(obr. 4).

Jak jiz bylo uvedeno vyse (kapitola 3.1), druh llybius fenestratus produkuje
velké mnozstvi obrannych latek steroidni povahy [9, 13, 14]. Pro latky, které jiz byly v
minulosti v sekretu identifikovany a popsany, byly vypocéitany jejich relativni
molekulové hmotnosti. JelikoZz na§ vzorek sekretu byl méfen v modu MS sken jak
V pozitivnim, tak i v negativnim ionizaénim modu, byla K jednotlivym vypocitanym
hmotnostem pfi¢tena hodnota +1 a -1. Ziskané hmotnosti, respektive m/z, kde z je
polozeno rovno jedné, byly hledany ve spektrech, zmétenych v pozitivnim, respektive
negativnim ioniza¢nim modu. Ze vSech naméfenych piki odpovidaly pouze dva z nich
hledanym relativnim molekulovym hmotnostem. Pik, eluujici v ¢ase 9,49 min by mohl
odpovidat boldenonu (1) a pik, eluyjici v ¢ase 10,00 min by mohl odpovidat
testosteronu (2).

x
=
=

-l

Intenzita (a.u.)

2 2
J\_,__,,kuwm
14

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
gas (rmin)
Obr. 6: Chromatograficky zaznam TIC skenu methanolického extraktu obranného
sekretu potapnika zméfeny za optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny
v kapitole 4.4 a 5.1. Pik oznaceny ¢. 1, by mohl odpovidat boldenonu a pik ¢. 2

testosteronu.
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Obr. 7: Chromatograficky zaznam methanolického extraktu obranného sekretu
potapnika zméfeny pomoci DAD detekce pfi A = 250 nm za optimalizovanych
podminek, které jsou uvedeny Vv kapitole 4.4 a 5.1. Pik oznaeny ¢. 1, by mohl

odpovidat boldenonu a pik ¢. 2 testosteronu.

Pro potvrzeni identifikace byly zakoupeny standardy téchto dvou steroidnich
latek a jejich vzorky byly zméfeny za stejnych podminek jako vzorek sekretu na
UHPLC za pouziti DAD 1 hmotnostniho detektoru (viz kapitola 4.4 a 5.1).
Chromatogramy standardti boldenonu a testosteronu, které dokazuji, Ze se jejich
retenéni ¢asy shoduji s reten¢nimi ¢asy pikti ze sekretu potapnika (obr. 6) jsou uvedeny
na obrazcich 8, respektive 9. Standardy a latky identifikované v sekretu potapnika se

také shoduji v prislusnych MS spektrech, ktera jsou uvedena na obrazcich 10 — 13.
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Obr. 8: Chromatograficky zaznam TIC skenu standardu boldenonu zméteny za

optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny v kapitole 4.4 a 5.1.

26



#10%

Intenzita (a.u.)

14
0.9
0.8
0.7+
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

2 73 24 %5
gas (min)

1 T T T T T T LI T T T T 1 T
g 9 1m0 1 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21

Obr. 9: Chromatograficky zaznam TIC skenu standardu testosteronu zméfeny za

optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny v kapitole 4.4 a 5.1.
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Obr. 10: MS spektrum piku nalezeného v sekretu Sretenci 9,93 min, zméfeno

V pozitivnim ionizaénim modu za optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny

v kapitole 4.4 a 5.1.
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Obr. 11: MS spektrum standardu boldenonu, zméteno v pozitivnim ionizaénim moédu za

optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny v kapitole 4.4 a 5.1.

w108

Intenzita (a.u.]

148.90

283.10

200

400

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

m/z

Obr. 12: MS spektrum piku nalezeného v sekretu sretenci 10,00 min, zméfeno

V pozitivnim ioniza¢nim modu za optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny

v kapitole 4.4 a 5.1.
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Obr. 13: MS spektrum standardu testosteronu, zmeéteno v pozitivnim ioniza¢nim modu

za optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny v kapitole 4.4 a 5.1.

Data, ziskana pro identifikaci piku 1 (odpovidajici boldenonu) a piku 2
(odpovidajici testosteronu) v sekretu potapnika hmotnostni detekci, jsou shrnuta

Vv tabulce ¢. 3.

Tab. 3: Reten¢ni Casy a nejintenzivnéj$i hodnoty m/z pro piky 1 a 2 a standardy

boldenonu a testosteronu.

t- (min) m/z
pik 1 9,49 287,10; 573,20
standard boldenonu 9,43 287,10; 573,30
pik 2 10,00 289,10; 577,30
standard testosteronu 9,96 289,20; 577,20

Radové odhadnuti koncentrace boldenonu a testosteronu v sekretu bylo zaloZeno
na porovnani ploch ziskanych pro koncentraci standardu boldenonu (0,08 mg/ml),
respektive testosteronu (0,01 mg/ml) s plochami pikt, odpovidajicimi boldenonu a
testosteronu Vv sekretu. Bylo zjiSténo, Zze boldenon by se mohl ve vzorku pohybovat
v fadu 10 mg/ml a testosteron v fadu 10°3-10* mg/ml. Piesné stanoveni koncentrace

pomoci metody standardniho ptidavku bude pfedmétem budouci prace na toto téma.
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6. Zavér

V ramci této bakalaiské prace byla vypracovana nova, moderni analyticka
metoda urcena pro analyzu obranného sekretu, produkovaného prothorakdlnimi zlazami
potapnika druhu llybius fenestratus. Metoda je zaloZzena na spojeni vysoce Ucinné
separacni techniky — ultra-vysokoucéinné kapalinové chromatografie — S univerzalni
DAD detekci a s vysoce citlivou a selektivni hmotnostni detekci.

Ve dvouslozkové mobilni fazi, tvofené methanolem s 0,1% obsahem amoniaku a
0,1% vodnym roztokem amoniaku za podminek gradientové eluce, byl na koloné
Acquity BEH Cjg analyzovan methanolicky extrakt obranného sekretu potapnika Ilybius
fenestratus. V sekretu byly identifikovany dva steroidni hormony, a to boldenon a

testosteron, jejichz pfitomnost byla potvrzena pomoci standardii obou steroiddi.
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