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Souhrn

Fytohormony jsou latky s regulacni aktivitou, které hraji dulezitou roli pii vyvoji ¢i
rustu rostlin. Vyvinuli jsme metodu pro efektivni a rychlé soubézné stanoveni vice skupin
fytohormonti. Predkladand metoda byla optimalizovana pro stanoveni auxinl, cytokininl
a kyseliny abscisové.

Extrakci do vhodného rozpoustédla a precisténim pomoci extrakce na pevné fazi
(SPE) vyuzivajici kombinaci smésnych kolon Oasis® MCX a MAX byly ziskany tii frakce
oddéleny od kyselejSich auxinti a kyseliny abscisové za soucasné eliminace interferujicich
neCistot. Byla testovana ndvratnost jednotlivych analyti ovlivnéna vybérem vhodného
extrakéniho ¢inidla. Pouziti 80% methanolu bylo zvoleno jako kompromis mezi pozadavky na
typ extrakcniho ¢inidla a chemickymi vlastnostmi rtiznych analytii. Dale byl pro tandemové
spojeni SPE kolon ovéfovan vliv odpafovani pouzitého rozpoustédla na ztratu analytu a vliv
matricniho efektu. Vyvinutd metoda byla validovana pomoci zékladnich valida¢nich
ukazateli (relativni navratnost, denni a mezidenni variabilita, pfesnost a spravnost metody)
na tiech koncentracnich hladinach (0,1; 1 a 10 pmol) ptidanych k rostlinnému extraktu.

Pouzitelnost navrhované metody vyuzivajici tandemové SPE uspotadani pro izolaci
vybranych fytohormont byla ovétena aplikaci vyvinutého postupu na biologickém materidlu
Arabidopsis thaliana. Zavére¢na analyza poskytla vysledky endogenni hladin auxint,
cytokininii a kyseliny abscisové u 14- a 21-dennich rostlin riznych ekotypt Arabidopsis
(Br-0, Cvi-0, GOT-1, RRS-7 a Van-0).

Podle naméfenych parametrti a ziskanych vysledkti lze usoudit, ze SPE metoda
popsana v této praci mize byt dale rozsifena o dal§i metabolity studovanych hormonii nebo
aplikovana na jiné rostlinné matrice. Samotné portfolio studovanych skupin fytohormont 1ze

rozsitit napiiklad o gibberelliny, jasmonaty ¢i kyselinu salicylovou.



Summary

Plant hormones are substances with control activity and play an important role in
plant development and growth. We have developed a multiple method for efficient and rapid
determination of phytohormones. The present method was optimized for the determination of
auxins, cytokinins and abscisic acid.

Extraction in efficient solvent and purification using solid-phase extraction (SPE)
combined Oasis® MCX and MAX columns divided the samples on three fractions, based on
their acid and base properties. The basic cytokinins were separated from acidic auxins and
abscisic acid together with elimination of interfering impurities. A suitable extraction solvent
as a major impact on the recovery of individual analytes was tested. The use of 80% methanol
was chosen as a compromise between the requirements for type of extraction and chemical
properties of various analytes. Moreover, the loss of analytes during evaporation step and the
effect of plant matrix were elucidated for tandem SPE protocol. Basic validation parameters
(relative recoveries, intra- and inter-day variabilities, method precision and accuracy) were
calculated with phytohormone standards added in plant extract at three different
concentrations (0.1, 1 and 10 pmol).

The applicability of the proposed methods using tandem SPE protocol for the
quantification of the phytohormones selected was verified by application of the procedure
developed on biological material of Arabidopsis thaliana. The final analysis showed
endogenous levels of auxins, cytokinins and abscisic acid at 14-day and 21-day old
A. thaliana plants (ecotypes Br-0, Cvi-0, GOT-1, RRS-7, and Van-0).

Finally, according to the parameters and results measured, the developed method for
phytohormone extraction and purification seems to be suitable not only for their
quantification in Arabidopsis but also for the measurement of hormonal levels in other plant
materials. The whole SPE protocol can be further extended to other studied metabolites and

hormonal groups such as gibberellins, jasmonates or salicylic acid.
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1. Uvod

Auxiny hraji dulezitou roli v riznych fyziologickych procesech, jako apikalni
dominance, tropismus, rust buiiky, zakladani pupent a iniciace kofent.. Cytokininy reguluji
mnoho rostlinnych procesii, véetné déleni a rastu bunck, vyvoje chloroplastu, senescenci
a diferenciaci bunék. Kyselina abscisova je kli¢ovy hormon v oblasti stresu rostlin, zvlaste
rostlinné reakce na nedostatek vody, osmoticky stres ¢i nizkou teplotu.

Obecné je znamo, Ze rostlinny extrakt obsahuje fytohormony ve velmi malych
koncentracich, coz klade naroky na velmi specifické postupy extrakce a purifikace, které musi
omezovat zbytecné ztraty molekul analytu a eliminovat moZné balastni latky. Je Casové
1 financn€ narocné stanovovat fytohormony jednotlivymi analyzami s ohledem na jejich
chemickou rtiznorodost, vhodnost riznych extrakénich ¢inidel a purifika¢nich krokt. Z tohoto
davodu jsme se snazili navrhnout izola¢ni postup, ktery by byl dostatetné robustni a byl
schopny podat informace o koncentracich studovanych fytohormonti soucasn€. Ve spojeni se
zvolenou analytickou koncovkou, kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie,
je mozné vyvinuty purifikacni postup dale rozvijet a rozSifovat o dalsi mozné metabolity

a nové fytohormonalni skupiny.



2. Teoreticka Cast

2.1 Rostlinné hormony

V rostlinach se vyvinul specificky systém biologicky aktivnich latek, které
vykonavaji klicovou roli pifi riznych fazich vyvoje, jako je kliceni, rast, reprodukce,
senescence ¢i bioticka a abiotickd obranna reakce na lokalni stres.'” Mira fyziologické
odpovédi na piitomnost fytohormond v rostlinach je p¥imo umérna jejich koncentraci.*
Rostlinné hormony se ve svych Ucincich na Zivotni pochody rostlin vzajemné ovliviuji
avtomto ohledu vstupuji do synergickych, popt. antagonistickych vztahd. Mechanismy
téchto interakci jsou rtizné a nejsou jesté plné objasnény. Nekteré hormony kromé vlastni
signalni ulohy ovliviiuji transkripci a tim 1 biosyntézu hormonil jinych.

Prvni fytohormon byl objeven vroce 1926 a byl pojmenovan auxin.’ Rostlinné
hormony jsou rozdé€lovany do n€kolika hlavnich tfid: auxiny, cytokininy (CK), kyselina
abscisova (ABA), gibberelliny (GA), ethylen, jasmonaty (JA), kyselina salicylova (SA)
a brassinosteroidy.® Nejnovéjsi skupinou jsou latky terpenoidni povahy (seskviterpenoidni
laktony) nazvané strigolaktony.”®

Vzhledem k tomu, Ze fytohormony jsou typicky ptitomné v rostlinnych pletivech
v nizkych koncentracich, stanoveni jejich koncentrace je velmi obtizné. Naptiklad
endogennich auxiny se obvykle vyskytuji kolem 1-100 ng v gramu zeleného materialu.’
Mnoho fytohormonti existuje v nékolika strukturnich modifikacich s riznymi funkénimi
skupinami ¢i rliznymi postrannimi fetézci. Vyskytuji se soucasné vedle jinych endogennich
organickych sloucenin, které mohou ovliviiovat jejich zavére¢né stanoveni.'® V této praci
jsme se zamétili na izolaci a stanoveni tif hormondlnich skupin — auxind, cytokinini

a kyseliny abscisové.

2.1.1 Auxiny

Auxiny reguluji vSechny aspekty ristu a vyvoje rostlin.'' Hraji dalezitou roli
vruznych fyziologickych procesech, jako apikalni dominance, tropismus, rlst bunky,

zakladani pupent a iniciace kofent.>'?

Jsou to chemicky riiznorodé latky, z nichz vétSina
tvofi aromaticky systém, jehoz ¢lankem mize byt indol, fenyl nebo naftalen, s postrannim

e o 13
fetézcem obsahujicim karboxylovou skupinu.



Primarni auxin u vétiny rostlin je kyselina indol-3-yloctova (IAA).>'?

CAS mizeme najit IAA pod &islem 87-51-4. Molarni hmotnost je 175.189 g.mol™."*

V registru

Mezi hlavni syntetické auxinové regulatory ristu rostlin s vysokou aktivitou patfi:
kyselina naftalen-1-octova a latky odvozené od benzenového jadra se substituenty na mistech
2 a 4, napt. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova. Izomer kyseliny naftalen-1-octové, kyselina
naftalen-2-octova, ma niz§i biologickou aktivitu. Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
se pouziva jako herbicid.'’> Vybrané struktury ptirodnich a syntetickych auxin jsou uvedeny

na Obrazek 1.
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‘ | COOH ’ | COOH ’ ’ COOH
N N N
H H H
Indol-3-yloctova kyselina Indol-3-ylmaselna kyselina 4-chlorindol-3-yloctova kyselina
COOCH
COOH
B | OO
o
N N
H H
Indol-3-ylacetonitril Indol-3-ylpyrohroznova kyselina Naftalen-1-octova kyselina
cl
o} COOH
OO COCH COOH /@,/ e
cl
Naftalen-2-octova kyselina Fenyloctova kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

Obriazek 1 — Vybrané struktury p¥irodnich a syntetickych auxini."”

Biologie auxinii patfi mezi nejstarSi oblasti experimentalniho vyzkumu rostlin.
Charles Darwin provadél prvotni pokusy s auxiny pozorovanim Uc¢inkii hypotetické latky
ovliviiujici stadeni a prodluzovani vyhonkii rostlin za svétlem.'® Na zakladé Darwinovych
experimentll rozs§itil vyzkum Theophil Ciesielski zkoumanim gravitropismu, tedy ohybu

v o % . 17
kotenli podle sméru gravitace.



2.1.1.1 Biosyntéza auxini

Vyssi rostliny mohou [AA syntetizovat v listech, déloznich listcich (kotyledonech)

v

av kofenech. Nejvyssi biosynteticka kapacita byla u Arabidopsis thaliana pozorovana
v mladych listech.'"® K regulaci produkce IAA piispiva n&kolik biosyntetickych drah."
Rostliny pouzivaji k biosyntéze IAA dveé zékladni drdhy: na tryptofanu zavislou a na
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tryptofanu nezavislou drahu. Stale probihd vyzkum k objasnéni jednotlivych

biosyntetickych drah na Grovni poznani jednotlivych ptisluinych gent a enzymi.'’
Za zminku stoji Ctyfi na tryptofanu zavislé drahy: indol-3-ylacetaldoximova;
tryptaminova;  pfes  kyselinu  indol-3-ylpyrohroznovou a  indol-3-ylacetamidova

(viz Obrazek 2).*!

Tp T :
/ wgs |
I 1
] ]
TAAT| | IAOX |
TAM ! !
v ! I
I ]
A l PA | / :
IAAId i IAN :
] ]
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AMI1 :
v/ i
AA <T_________1
GH3
IAA-Asp
IAA-Glu

Obrazek 2 — Schéma biosyntézy IAA:
Indol-3-ylacetaldoximova (IAOx) draha (ramecek); tryptaminova (TAM) draha; draha pies kyselinu
indol-3-ylpyrohroznovou (IPA) a indol-3-ylacetamidova (IAM) draha; barevné jsou oznaceny nové navrzené zmény v popisu
biosyntézy*****

2.1.1.2 Metabolismus auxinu

Odbouravani kyseliny indol-3-yloctové probihd riznymi metabolickymi drahami,

které jsou bud’ nevratné &i podléhaji enzymatické hydrolyze.”> TAA mize byt vazana
esterickou vazbou na cukr nebo amidovou vazbou k aminokyselinam, peptidam'**



&i bilkovinam'®. Obecné plati, Ze jednod&lozné rostliny akumuluji konjugaty estert, zatimco
dvoudélozné hromadi pfedev§im amidové konjugaty. Funkce konjugati IAA mize byt
rozlicna (depozice, transport, kompartmentace nebo ochrana proti peroxidativni
degradaci).'”* Bylo zjisténo, Ze Arabidopsis ziskava volnou IAA z t&chto typa konjugati: asi
90% je ulozeno diky amidové vazbg, asi 10% diky esterické vazbé a asi 1% ve volné IAA.*
IAA muze byt také deaktivovana oxidaci na 2-oxoindol-3-yloctovou kyselinu (oxIAA) nebo
tvorbou nehydrolyzovatelného konjugatu, ktery mize byt opét oxidovan.!' Metabolismus

IAA je naznacen na Obrazek 3.
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Obrazek 3 — Metabolismus IAA:
Slouceniny kvantifikované u Arabidopsis thaliana jsou oznaceny modie, geny Cervené (neidentifikované geny oznaceny
otaznikem) a mutanti kurzivou.

2.1.2 Cytokininy

Tato skupina rostlinnych hormont reguluje mnoho aspektii riistu a vyvoje, véetné
déleni a ristu bungk, vyvoje chloroplastu, senescenci a diferenciaci bungk.**’ CK také

podporuji nutriéni mobilizaci ¢i dlouhovekost listt. 2 CK mohou také zvySovat vynosnost



skliznd obilovin tim, e aktivuji kvétenstvi meristému (napf. u ryze Oryza sativa).”’
Akumulace CK v tabaku (Nicotiana tabacum) vede k toleranci viéi extrémnimu suchu.*
Mezi vyznamné zastupce této fytohormonalni skupiny patii trans-zeatin (tZ)
a isopentenyladenin (iP). Systematicky nazev tZ je 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-
enylamino)purin. V CAS registru je tato latka evidovana pod Cislem 1637-39-4. Jeho bilé az
nazloutlé¢ krystalky maji bod tani 208-215 °C.>' Molarni hmotnost zeatinu je 219,243.%
Systematicky nazev iP je N°-(8-2-isopentenyl)-adenin. CAS registracni &islo je 2365-40-4.

Jde o bilou krystalickou latku s molarni hmotnosti 203,24.%

OH
HN/—[—B /\)\ H\I/\A\/OH HN/\/i

fi ﬁiﬂ L

iP tZ cZ

T @ JUI

Obrizek 4 — Struktury cytokinini. ™
(Kin = kinetin; iP = isopentenyladenin; cZ = cis-zeatin; tZ = trans-zeatin; BA = 6-benzyladenin; TD = thidiazuron)

=
b=
]

Ptirozené¢ se vyskytujici cytokininy jsou relativné jednoduché derivaty adeninu
modifikované na atomu dusiku na pozici 6 v Sesticlenném heterocyklu (viz Obrazek 4).*
Cytokininy s navazanym isopentenylovym fetézcem pravé na této pozici se nazyvaji
isoprenoidni cytokininy. Aromatické cytokininy obsahuji misto alifatického fetézce
benzylovy zbytek. Fytohormony, u kterych se isopentenylovy fetézec nemodifikuje, se fadi do
podskupiny cytokininii isopentenylového typu (iP-typ).>> Rostlinné enzymy hydroxylujici
alifaticky fetézec na koncovém uhliku zapficinuji vyskyt podskupiny zeatind (Z-typ).
U zeatinu jsou mozné dva stereoizomery: cis-zeatin (koncova hydroxy skupina je orientovana
smérem k adeninu tak, aby vznikla vodikova vazba mezi vodiky OH skupiny a atomem

dusiku v poloze 1 na adeninu) a frans-zeatin (isopentenylova skupina je orientovana smérem



ven z adeninového heterocyklu).’® Dal§imi piirodnimi cytokininy jsou: dihydrozeatin
(redukovana dvojna vazba v postrannim fetézci), 6-benzyladenin®® a topoliny (aromaticky
cytokinin s N°-substituovanym hydroxybenzylovym zbytkem)’’. Mezi syntetické cytokininy
patii derivaty mocoviny a thiomocoviny, napft. thidiazuron nebo N,N’-difenylmocovina.

Prvni identifikovany cytokinin, 6-furfurylaminopurin (kinetin), byl izolovan roku
1955 v autoklavovaném sledim spermatu.’® O téméf dvacet let pozdgji byl piipraven kinetin
poprvé synteticky.** Prvni prirodni cytokinin, zeatin, byl izolovan v Australii v $edesatych
letech z kukufice (Zea mays).”® Biosyntéza isoprenoidnich cytokinin v rostlindch
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je intenzivné studovana a CasteCné objasnéna. Biosyntéza aromatickych cytokinint

prozatim vysvétlena nebyla.

2.1.2.1 Biosyntéza cytokinini

Biosyntéza CK je naznaCena na Obrazek 5. Isoprenoidni postranni fetézce
N°-(2-isopentenyl)adeninu a frans-zeatinu pochazi prevazné z methylerythritol fosfatu (MEP),
zatimco velkd Cast cis-zeatinu (cZ) je odvozena z mevalondtové drahy (MVA). Rostlinné
isopentenyltransferasy (IPT) vyuzivaji adenosintrifosfat nebo adenosindifosfat jako
isoprenoidni  akceptory k  formovani = CK-nukleosidovych  tri- a  difosfati
(iPRTP a iPRDP).* Defosforylace iPRTP aiPRDP fosfatasou, fosforylace
isopentenyladeninosinu (iPR) adenosinkinasou a konjugace fosforibosylu na iP diky
adeninfosforibosyltransferase =~ vytvafi  metabolicky @ fond iPRMP a  iPRDP.
Adeninfosforibosyltransferasa vyuziva nejen iP, ale 1 dalsi isoprenoidni CK. Nukleotidy CK
jsou ptfevedeny na odpovidajici tZ-nukleotidy pomoci cytochromu P450 monooxygenasa
(CYP735A). tRNA-IPTs katalyzuje prenylace na tRNA, coz vede k produkci cZRMP. CK-
nukleosidové monofosfaty jsou pfimo katalyzovany na aktivni formu CK (volné baze), diky
genu pojmenovanému jako LONELY GUY (LOG). ¢Z a tZ mohou byt enzymaticky
konvertovany zeatin cis-trans isomerazou.” Cytokininy jsou syntetizovany nejen v kofenech,

ale 1 v listech, stoncich ¢i kvétech. Exprese genu CYP735A probiha pfedevsim v kofenech.
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Obriazek 5 — Model biosyntézy cytokininii u Arabidopsis thaliana.*
Sitka Sipek a linek udava silu metabolického toku.

2.1.2.2 Metabolismus cytokinini

Inaktivace cytokininii probihd degradaci nebo konjugaci (viz Obrazek 6). Degradaéni
krok hraje dtleZitou roli pfi regulaci aktivity CK a byva realizovan katalyzou

cytokinindehydrogenasou (CKX).***

Relativni aktivita cytokininii se miize u rostlinnych
druhti li§it a rizna je také citlivost CKX pro jednotlivé cytokininové baze.**® Obecné plati,
ze volné baze a ribosidy od iP a tZ jsou lepSimi substraty pro CKX neZ c¢Z a aromatické
cytokininy. Oproti tomu dihydrozeatin je odolny vii¢i CKX.*

Konjugace CK s cukernymi zbytky miize probihat na pozicich N°, N7 a N’

purinového kruhu &i na hydroxylové skuping prenylového postranniho fetézce.*” Konjugace



a dekonjugace tZ je naznaCena na Obrazek 6. O-glykosylované formy isoprenoidnich

a aromatickych CK se nejéastdji vyskytuji u vyssich rostlin.*®

O-glykosilaty a O-xylosylaty

CK jsou dilezité pro skladovani, pfepravu a ochranu pted degradujicimi enzymy. Navic tyto

metabolity lze snadno pfeménit B-glukosidazou na aktivni formu CK (viz Obrazek 7).*
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Obriazek 6 — Konjugace a dekonjugace CK na N° isoprenoidnim postrannim fetézci.”
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Obrizek 7 - Interkonverze CK bazi, nukleosidii a nukleotidi. ™

2.1.3 Kyselina abscisova

S-(+)-kyselina abscisova (Obrazek 8) je kliCovy hormon hrajici vyznamnou roli
zejména pii stresu rostlin.’ Reguluje embryonalni vyvoj a fyziologické adaptace na riizné
podnéty Zivotniho prosttedi, jako jsou napt. nedostatek vody, osmoticky stres ¢i nizka teplota,
coz se vdanou chvili vrostliné projevi zmé€nou koncentrace ABA. Kyselina abscisova
podporuje uzavieni praduchii tim, ze rychle méni iontové toky v krycich bunkach. Tento d¢j
nastava zvlasté v obdobi sucha, ve snaze omezit unik vody z listii, kdy je ABA nejdiive
syntetizovana v kofenech a nasledng transportovana do listt.>® Obecné plati, Ze ABA puisobi
jako inhibitor, ktery ovlivituje riist pupend a osiva &i klidové stadium pupend.”'? Zajimavy je
1 vyznam reverzibilni fosforylace proteinti a upravy cytosolické hladiny vapniku a pH jako

meziprodukti pi transdukci signalu ABA.>°

1a, (+)-(S)-ABA 1b, (-)-(R)-ABA 24

Obrazek 8 — Struktura S-ABA, R-ABA a 2-trans-ABA.5!

S-(+)-kyselina abscisova je fytohormon vedeny pod registratnim Cislem

CAS 21293-29-8. Jeji systematicky ndzev je [S-(Z,E)]-5-(1-hydroxy-2,6,6-trimethyl-4-
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oxocyklohex-2-en-1-yl)-3-methylpenta-2,4-dienova kyselina. Teplota varu je 120 °C

(sublimuje) a molarni hmotnost je 264,321 g/mol.”
Od objeveni struktury ABA v Sedesatych letech dvacatého stoleti byly syntetizovany
stovky analogt kyseliny abscisové a jejich metabolitti. Rostliny syntetizuji pouze S-ABA. Jeji

R-enantiomer se v piirod¢ nevyskytuje. Pro biochemické studie se proto doporucuje pouzivat

S-ABA, pticemz néklady na jeji

’ sv ey s 51
vyrobu se snizuji fermentaci.’

Pyruvate GA-3-P DXP MEP
o o| DXS OH DXR OH
OYLOH + K‘/\OP — O“\\(k(\op _— oP
OH OH OH OH
Y
GGPS Y HDR
GPP PPO\/\Y\/\Y _—— PPO\/\(
GGPS ¥ PP
FPP  PPOL_ X =3
GGPS J'
GGPP  FFi . ms A B~ e
2x PSY l
/K/\WW Phytoene
Y PDS
ZDS

CRTISO
X R R R R R R R R X Lycopene

Obriazek 9 — Potatek biosyntézy ABA — mevalonova draha vedouci Kk trans-lykopenu.>
Enzymy: DXS: 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfatsyntasa; DXR: 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfatreduktoisomerasa;
HDR: hydroxymethylbutenyldifosfatreduktasa; GGPS: geranylgeranyldifosfatsyntasa; PSY: fytoenesyntasa;
PDS: fytoenedesaturasa; ZDS: {-karotendesaturasa; CRTISO: karotenoidizomerasa. Zkratky chemickych sloucenin:
GA-3-P: D-glyceraldehyd-3-fosfat; DXP: 1-deoxy-D-xyluloso-5-fosfat; GPP: geranyldifosfat; FPP: farnesyldifosfat;
GGPP: geranylgeranyl difosfat

2.1.3.1 Biosyntéza kyseliny abscisové

Je velmi téZké popsat univerzalni biosyntézu ABA, kterd by byla pouzitelnd pro
vSechny organismy, v nichZ byla jeji pfitomnost zjiSténa. Dva rody hub, Cercospora

a Botrytis, obsahujici znacné mnozstvi ABA, syntetizuji tuto kyselinu z isopentenyldifosfatu
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Obrizek 10 - Biosyntéza kyseliny abscisové z lykopenu k ABA.”
Enzymy podilejici se na tomto komplexnim dé&ji: LCY-B: lykopen-f-cyklasa; BCH: B-karoten hydroxylasa;
ZEP: zeaxanthinepoxidasa; VDE: violoxanthindeepoxidasa; NSY: neoxantinsyntasa;
NCETI: 9-cis-epoxykarotenoid-formujici izomerasa; NCED: 9-cis-epoxykarotenoiddioxygenasa;
AS-SDR: ABA specificka dehydrogenasa/reduktasa s kratkym fetézcem; AS-AO: ABA specificka aldehydoxidasa.
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(IPP) a dimethylallydifosfatu (DMAPP), které byly syntetizovany z mevalonatu. Dva IPP
a jeden DMAPP vytvaii slou¢eninu zvanou farnesyldifosfat.”* Piesny sled kroka vedoucich
od farnesyldifosfitu k ABA se u riiznych druhii hub 1ii.>> Tento zptisob biosyntézy ABA se
&asto oznaduje jako ,.pfima cesta“.”

V rostlinach je biosyntéza ABA mnohem slozitéjsi a oznacuje se jako ,nepfima
cesta®. Ackoliv rostliny syntetizuji mnoho terpenoidi z IPP a DMAPP molekul, které byly
syntetizovany v cytosolu pies MVA drahu, ABA mezi n¢ nepatii. Xantofylové prekurzory
ABA v rostlinaich jsou syntetizovany zIPP a DMAPP vytvofenych z pyruvatu
a D-glyceraldehyd-3-fosfatu v plastidech, které produkuji MEP (viz Obrazek 9).°%’

V nezralych zelenych rajcatovych plodech ¢i u obecnéjSich pletiv umoziujicich
fotosyntézu (listy), dochazi v chloroplastech k syntéze cerven¢ho barviva znamého jako
trans-lykopen. Ten je vyzadovan jako meziClanek pii syntéze mnoha karotenoidl, vcetné
xantofylli, které mohou byt vyuZity jako prekurzory pro ABA. Lykopen-B-cyklasa, enzym

4

katalyzujici vznik p-ionon kruhu na kaZzdém konci lykopenu, vytvaii bicyklicky
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Obrazek 11 — Oxidativni metabolickd draha ABAS!
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B-karoten. Pomoci kaskady enzymatickych reakci jsou pak z [-karotenu syntetizovany
xantofyly az po xanthoxin, ktery je pfetvaten na ABA aldehyd a nasledné¢ oxidovan

na ABA.” Cely tento proces mapuje Obrazek 10.

2.1.3.2 Metabolismus Kkyseliny abscisové

ABA miiZe byt metabolizovana na fadu sloudenin oxidaci, redukei & konjugaci.'
Hlavni oxidativni cesta (+)-(S)-ABA enantiomeru je pfes C8 hydroxylaci tvofici
8'-hydroxyABA, ktera samovolné izomerizuje na kyselinu faseovou. Ta mtize byt redukovana
z velké cCasti na kyselinu dihydrofaseovou, z mens$i €asti na epi-dihydrofaseovou kyselinu.
Vedlejsi oxidativni cesta zahrnuje tvorbu 7'-hydroxyABA, zatimco z menSi ¢asti vznika
redukci nestabilni ABA-1,4-diol. Také byly popsany metabolity 9'-hydroxyABA ¢i cyklicka
neofaseova kyselina.”™’

ABA a jeji metabolity mohou konjugovat s glukézou (viz Obrazek 12) a tim tvofit
odpovidajici estery na C1 nebo glykosidy na C1 &i C4. ***° Napiiklad semena salatu (Lactuca

sativa L.) prechodné vykazuji zvySenou hladinu glukosylesteru kyseliny abscisové (ABAGE)

pti kli¢eni.*

conjugation o)
16a, ABA-GE: R4=H; R,=p-D-glucosyl
16b, ABA-GS: R{=p-D-glucosyl; R,=H

1, (+)-(S)-ABA R -

reduction

HO

17, 1'4'-diol-ABAs

Obriazek 12 — Dalsi metabolické drahy ABA™'
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2.2 Metody analyzy fytohormoni

2.2.1 Matri¢ni efekt

Po zavedeni ionizac¢nich zdrojii pracujicich za atmosférického tlaku se stalo spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) standardni analytickou
metodou pro analyzu sloucenin v biologickych matricich. Pfimé vstfikovani téchto vzorki
nelze zavést vzhledem k ptitomnosti endogennich latek, které mohou ucpat kolonu ¢i ménit
intenzitu MS signalu. Tyto zmény byly studovany u ionizace elektrosprejem (ESI) po extrakci
na pevné fazi (SPE). Pii ptipravé biologickych vzorkl je dilezit¢ riznymi metodami
selektivné redukovat mnozstvi interferentdi, jako jsou proteiny, lipidy, cukry ¢i soli.
Nejpouzivan&j§i jsou precipitace proteint, extrakce kapalina-kapalina (LLE) a SPE.%'¢%%
Tyto metody odstraniuji hlavni ¢ast endogenniho materialu, ale Casto ve vzorku zlstdva mala
cast interferujicich latek indukujicich matri¢ni efekt.

Matri¢ni efekt by mél byt proto testovan béhem vyvoje metody pro kvantifikaci
analytu. PouZivaji se tfi zdkladni techniky. Prvni vyuziva k dosazeni kvalitativniho vysledku
infuzni systém za chromatografickou kolonou. Principem je infuze roztoku analytu mezi
kolonu a MS detektor a snaha o dosaZeni konstantniho signalu pro studovany analyt.** Druha
technika podava kvantitativni informace. Testuje rozdil mezi naméfenymi znamymi
koncentracemi, které byly ptidavany ke vzorkim pied a po extrakci® Treti technika
hodnoceni matricniho efektu porovnava vliv nemodifikované mobilni faze vici mobilni fazi
obohacené o latky podezielé z matri¢niho efektu na MS signal.®® Vliv matri¢niho efektu pro
13 fytohormona byl naptiklad testovan v fepce olejné pro spojeni HPLC-ESI-MS v roce
2011.”

2.2.2 Metody extrakce

Obecnym cilem extrakénich technik je pfevod analytu do extrakéniho Ccinidla
s maximalnim omezenim jeho degradace (oxidativni, enzymatickd, tepelna, svétlem
indukovand). Také je velmi dualezité, aby byl extrakéni vytézek optimaln€ vysoky ipro
ptipadné Siroké spektrum metabolitd studovaného analytu.®®

Ptiprava vzorkil je Casto kli¢ovou ¢asti v postupu analyzy rostlinnych hormont.
Je dulezité, aby rostlinny materidl ziistal v chladném prostiedi, pro zabranéni enzymatické

indukce metabolickych zmén nebo chemické degradace cilovych slougenin.”” Na zakladg
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obsahu vodné slozky v extrakénim ¢inidle se teplota extrakce pohybuje v intervalu -20 °C
az 4 °C. Doba extrakce je obvykle 4 az 24 hodin.®® Napf. auxiny snadno oxiduji - reaguji
s kyslikem, degraduji na svétle i s vysokou teplotou. Casto se tedy k extrakénimu &inidlu
pridava antioxidant (napf. diethyldithiokarbamat).” Cytokininy mohou byt degradovany
endogennimi enzymy, proto by biologicky material mél byt po vzorkovani okamzit¢ zmrazen
nebo extrahovan vhodnym rozpoustédlem. Pozornost je tfeba veénovat fosfatdzam, které
mohou katalyzovat hydrolyzu CK nukleotidi béhem extrakce. V tomto sméru vynika
extrakéni Cinidlo Bieleského fixaz, které je vhodné k inaktivaci fosfatdzy, ale bohuzel
pritomnost trichlormethanu v rozpoustédle extrahuje lipofilni slozky z rostlinného pletiva, coz
znesnadiiuje naslednou purifikaci. Vybér extrakéniho rozpoustédla zavisi nejen na
fyzikalné-chemickych vlastnostech (napt. polarit€) cilovych analyti, ale 1 na typu rostlinného
materialu (jaky druh &i &ast rostliny je analyzovana).”

Nejcastéji  pouzivané¢ extrakéni ¢inidlo pro CK je Bieleského fixaz
(CH;0H:CHCl;:HCOOH:H,0 v poméru 12:5:1:2, v/v)'*"°, dale se pouzivaji: modifikovana
Bieleského fixaz (CH;OH:HCOOH:H,O v poméru 15:1:4, V/V)74, 80% methanol™ & 70%
methanol”. PouZivana extrakéni &inidla pro IAA jsou sodno-fosfatovy pufr o pH 7,0’
100% methanol®, 90% methanol®', 80% methanol’®**** nebo kombinovany pufr o pH 7,0
(65% 2-propanol a 35% 0,2 M imidazol)™. Nejiasté&ji pouzivané extrakéni ¢inidla pro ABA
jsou: okyseleny methanol (CH;OH:H,0:CH;COOH 10:89:1 v/v)*’ & (CH;OH:HCOOH:H,0
15:1:4 v/v)®, extrakéni smés tvofend 1-propanol:H,O:konc. HCI (2:1:0,002 v/v)* nebo
modifikovana Bieleskiho fixaz (CH;OH:HCOOH:H,0 v poméru 75:20:5, v/v)*.

Star§im typem extrakcni techniky je homogenizace vzorku pod kapalnym dusikem,
extrahovani do pfisluSného ¢inidla (vétsi objem solventu - napt. 20ml) a odstranéni tuhych
podili centrifugaci. Vyhodnou alternativou je Casové mén¢ naro¢na mikroextrakce za vyuziti
vibra¢niho kulového mlynku, ultrazvuku, mechanického rotitoru a centrifugace. Tato
technika vyuzivd kombinovany Uc¢inek tieni a narazu mleci kovové koule. Dalsi vyhodou této
techniky je moZznost malého objemu extrakéniho rozpoustédla (napf. Iml) 1 mald hmotnost

vzorku (napf. cca 25mg rostlinného materialu).”’
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2.2.3 Metody purifikace

Vzhledem k tomu, ze hormony se vyskytuji v rostlinném materidlu ve velmi nizké
koncentraci a jejich stanoveni mohou naru$it rizné primdrni ¢i sekundarni metabolity,
je Gasto rozhodujici purifikaéni a obohacovaci krok.® Purifikaéni metoda by méla odstranit
mozné interferenty ze vzorku tak, aby odliSny metabolicky profil rostlinného extraktu vyrazné
neovlivnil celkovou ndvratnost. Je zde také vazba na zvolenou analytickou koncovku
(zde LC-MS). Purifikovany vzorek tedy obsahuje analyt ¢i ptipadné latky, které nerusi

kvalitativni nebo kvantitativni analyzu.

2.2.3.1 Extrakce kapalina-kapalinou (Liquid-Liquid Extraction) - LLE

Jedna se o nejjednodussi techniku frakcionace, precisténi a zakoncentrovani analyti,
jejiz zékladem je rozdélovani rozpusténého analytu mezi dv€é navzijem nemisitelnd
rozpoustédla. Obvykle se jednd o kombinaci vodného a organického rozpoustédla.
K purifikaci fytohormonti se pouzivaji rizna organickd rozpoustédla, jako je ethylacetat,
dichlormethan nebo diethylether. Nicméné¢, tradicni LLE je Casové naro¢na, zahrnuje mnoho
extrak&nich kroki a ¢asto miva nizkou navratnost.*”

Za inovativni a moderngjsi ptistup lze povazovat naptiklad disperzni mikroextrakci
kapalina-kapalina. V kombinaci s kapalinovou chromatografii a fluorescenc¢ni detekci byla
publikovana metoda pro analyzu auxinii, kde jako extrakéni rozpoustédla byl pouzit
trichlormethan (extrakéni solvent) a aceton (disperzni solvent).’? Dal§i novou mikroextrakéni
metodou byla prace soustfed’ujici se na Ctyii rostlinné hormony s kyselou povahou
(IAA, ABA, SA, JA). Metoda byla testovana na kokosové stave, kdy analyt piechazel
z vodného prostiedi do jiného vodného prostiedi s rozdilnym pH a nasledné byl extrahovan

do organického rozpoustédla.”

2.2.3.2 Extrakce na pevné fazi (Solid-Phase Extraction) - SPE

Pii SPE je vzorek nanesen na kolonu obsahujici loZe vhodnych c¢astic (stacionarni
faze). Rozpoustédlo (mobilni faze) protékd loZzem. Vybérem vhodné kombinace stacionarni
a mobilni fdze mohou latky prochdzet pifimo z kolony nebo mohou byt selektivné zadrZeny.

Pouziti slabsiho rozpoustédla zplsobuje pomaly prichod ¢&i silné zachyceni. Silnéjsi
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rozpoustédlo urychluje priichod latek pres loze a vymyva analyt z kolony. Eluce analytu se
obvykle provadi zvySenim sily mobilni faze v sérii n€kolika krokt, béhem kterych jsou
vybrané analyty ¢&i interferenty bud’ stale zadrzovany nebo rychle eluovany.”*

SPE je dobrou volbou v pfipadé nutnosti odstranéni specifickych interferenti ze
vzorku tak, aby nezpusobovaly problémy pfi detekci a nasledné kvantifikaci. Naptiklad mize

dochézet k piekryvu interferujicich latek s analytem na chromatogramu (viz Obrazek 13).”

Spatna piiprava vzorku

(nazloutly vzorek).

Sprévna ptiprava vzorku

(bezbarvy vzorek).

_A

Obrizek 13 — Piiklad interferentii piekryvajicich se s analytem na chromatogramu®®

Tato purifikacni metoda je také vhodna pro zvysSeni koncentrace ve vzorku tak,
aby analyt mohl byt snadno detekovan a snadné¢ji kvantifikovdn vhodnou analytickou
technikou. Analyt obsazeny ve velkém objemu mtize byt nanesen na SPE kolonu a nasledné
zachycen. Poté mize byt eluovan z kolony vhodnym rozpoustédlem ve velmi malém objemu,
diky ¢emuz je jeho koncentrace ve vzorku vyssi a miize byt analyzovan vybranou analytickou
koncovkou.”

U SPE kolon se pouZivaji dvé obecné strategie: adsorpce matricnich interferentd,
zatimco analyt neni na kolon€ zadrzen (vhodné pro analyt ve vysoké koncentraci v ptivodnim
vzorku) nebo adsorpce analytu, zatimco matri¢ni interferenty prochazi kolonou bez zadrzeni
(nizkd koncentrace analytu v matrici). Zakladni postup pii praci s SPE kolonou se sklada
zneékolika krokl: predbéZna uprava vzorku, kondicionace kolony, davkovani vzorku,

promyvani vzorku a eluce selektivnim rozpoustédlem.”
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V soucasné¢ dobé je mozné vyuzit Sirokou skalu komerénich SPE kolon. Zakladni

prehled je uveden v Tabulka 1.

Tabulka 1 — Vybér typu SPE — zakladni pi‘ehled *"***°

C18 Pro analyzy organickych latek z vodnych matric (napf. 1éky v moci, pesticidy, fytohormony, atd.)
C8 Pro extrakei stfedn€ polarnich latek z vodnych matric (pro latky zadrzené pfilis siln€ na C18)

C1 Pro extrakci nepolarnich latek z vodnych matric (pro latky zadrzené pfilis silné na C18)

Fenyl Pro extrakci nepolarnich aromatickych latek

CN Extrakce méné polarnich latek nez na silikagelu

Silika Extrakce polarnich latek (alkaloidy, barbituraty, atd.)

Diol Extrakce polarnich latek (peptidy, antibiotika,) atd.

NH, (amino) Mozno pouzit ve dvou médech - normalni faze nebo slaby ionex (nukleotidy, atd.)

SCX Extrakce kationovych analytti (hormony, vitaminy, atd.)

SAX Extrakce aniontovych latek (hormony, nukleové kyseliny, atd.)

Reverzni taze C18 (RP-C18) je mezi sorbenty nejpouzivanéjsi. Kdyz je SPE kolona
vystavena slab¢ kyselému prostiedi a pH rostlinného extraktu je upraveno mirné kysele,
hormonalni latky kyselé¢ povahy zlstanou v neutrdlni formé vazany na stacionarni fazi.
Poté je analyt vymyvan odpovidajicim okyselenym vodnym roztokem methanolu ¢i ethanolu
(kyselost se obecné upravuje kyselinou mraven¢i nebo octovou). C18 faze je velmi efektivni
pii odstrafiovani polarnich slougenin a rostlinnych pigmenti.®

Kombinace dvou a vice druhti SPE sorbentli je vhodna k analyze rtznych skupin
fytohormont. lontové vyménné kolony jsou vhodné pro kyselé nebo bazické analyty. Béhem
extrakce se pH vzorku upravi tak, aby cilové molekuly mohly byt adsorbovdny na opacné
nabitd mista sorbentu. Poté se anion nebo kation analytu vymyvaji odpovidajicim kyselym
nebo zasaditym vodnym roztokem organického rozpoustédla. Napt. cytokininy jsou amfoterni
latky s pKa; okolo 4 (atom dusiku na C6 purinu) a s pKa, okolo 10 (atom dusiku
v imidazolovém kruhu). CK mohou byt protonizovany ¢i deprotonizovany, jsou-li vystaveny
pH <3 a pH >11. Zatimco jejich nukleotidy nesou fosfatové skupiny, které maji pKa, okolo
1,0 a pKa, okolo 6,0. Diky témto vlastnostem mohou byt cytokininové skupiny snadno
oddéleny a rychle CiStény pomoci kombinované SPE (reverzni fize a iontové vyménna

faze).”
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Tabulka 2 pfehledn¢ ukazuje pouzivané SPE kolony v této praci a naznacuje jejich vlastnosti

a pouziti.

Tabulka 2 — Prehled a charakteristika testovanych SPE kolon.

C18 Reverzni Siln¢ hydrofobni sililovana baze Nepolarni az 2,0-17,5 JA, ABA,
faze mirné polarni IAA, IBA,
GA, CK
HLB  Reverzni Makroporézni kopolymer - lipofilni Nepolarni az 1,0-14,0 TAA,
faze divinylbenzen a hydrofilni vinylpyrrolidon mirné polarni ABA, GA,
CK
MAX Reverzni Zakladem je HLB kopolymer s navazanou Anion/nepolarni 1,0-14,0 TAA,
faze / Anex  kvartérni amoniovou skupinou, ktera umoziuje ABA,
anexové interakce a zaroven i reverzni retenci. . CK
MCX Reverzni Zakladem je HLB kopolymer s ptitomnou Kation/nepolarni 1,0-14,0 TAA,
faze / Katex  sulfoniovou skupinou, ktery vedle reverzni ABA, GA,
retence poskytuje katexové interakce. CK

Pro stanoveni cytokininii byly publikovany rizné purifikatni metody vyuZzivajici
hlavné reverzni a iontové vymeénné staciondrni faze: kombinace DEAE Sephadex
a RP-C187741%  Rrp.C1871%" SCX'" nebo MCX (kombinovand C18 s SCX)'°'.
Pro purifikaci vzorki obsahujicich IAA jsou vhodné SPE kolony s RP-C8°, RP-C182:%!0%103
nebo NH, kolony®. Pro analyt ABA jsou obvyklé kolony HLB*’, DEAE Sephadex a nasledné
RP-C18'™ ¢ RP-C18 s kombinovanou SPE (C8/SCX)'?.

2.2.4 Analytické metody

Plynova (GC) a kapalinova (LC) chromatografie jsou b&€Zné analytické koncovky
vhodné pro kvantitativni analyzu fytohormonti. Vysoka separa¢ni uc¢innost a jejich kombinace
s ruznymi detektory z nich €ini ideédlni techniku pro separaci rostlinnych hormont z jejich
slozité matrice jiz od sedmdesatych let minulého stoleti.*’

Fytohormony vyZzaduji pfi pouziti GC derivatizaci pro zvySeni jejich t€kavosti a ke
zlepSeni tepelné stability. Derivatizace se realizuje béhem ptipravy vzorku, coz mize jeSté
zvysit jiz tak vysoké Casové naroky. LC muze pracovat s polarnimi slou¢eninami piimo.
U vétSiny rostlinnych hormonti 1ze pouzit UV detektor bez derivatizace. Jeho nevyhodou
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je vSak niz8i citlivost. ™ Ve srovnani s UV detekci je citlivost fluorescencniho detektoru
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o nékolik fadt vyssi.'” Pouziti obou detekénich metod je ale zaloZeno jen na shodé retenénich
Cast a hrozi zde komplikace pii méfeni vzorkll s komplikovanou matrici. Z tohoto diivodu
patii mezi velmi oblibena spojeni GC-MS nebo LC-MS.* V této praci bylo pro stanoveni
zvolenych skupin fytohormonti (CK, IAA a ABA) pouzito LC-MS jako analyticka koncovka,

proto bude tomuto spojeni vénovan vétsi prostor.

2.2.4.1 Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

Vysoce G¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je dnes jednim z nejmocnéjSich
nastroji v analytické chemii. Ma schopnost separovat, identifikovat a kvantifikovat
sloudeniny, které mohou byt rozpustény v kapaling.'” Zakladnim principem HPLC
je rovnovazna distribuce slozek vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi (podminéno existenci
fazového rozhrani). Mobilni faze obtéka stacionarni fazi za neustalé tvorby rovnovaznych
stavli separovanych latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Zakladni instrumentace HPLC
(Obrazek 14) obsahuje rezervoar rozpoustédel (mobilni faze), vysokotlaké Cerpadlo (typicky
prutok byva fadoveé mililitr mobilni faze za minutu), autosampler (zavedeni vzorku do toku

mobilni faze), kolonu HPLC (stacionarni faze pro separaci analyti) a detektor.'®

HPLC Colsmn
Packing Nalird Chromatogram
e Poaks = Yellow Hed, Bl
Injecior
AultoSampler

Sample Manager

Solvent sl

[Mobile Phaze) Sample
Rasanoir

Computer Data Station

Pump
Solvent Manager
Solvent Delvery System

¥Wiaste

Obrazek 14 — Zakladni instrumentace HPLC'"”
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Od roku 2004 se zacala pouzivat UHPLC (Ultra High Pressure Liquid
Chromatography; extrémné vysokotlakd kapalinova chromatografie). Tyto pfistroje dosahuji
vysokého rozliSeni, rychlosti a citlivosti. Kolony obsahuji sorbent s ¢asticemi mensimi nez
2.0 mikrometru a dosahuji tlaku az 100 Mpa.''® V soucasnosti se ujalo n&kolik oznadeni
téchto vysokotlakych zatizeni, které 1ze rozdélit podle pracovnich tlakti na Rapid Resolution
LC (az do 60 MPa), Rapid Separation LC (az do 80 MPa) a Ultra Performance LC (az do 100

vvvvvv

1.0 mikrometru) a schopnosti dosahnout tlaku az 690 MPa.''

2.2.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd technika separujici molekuly pfevedené na
ionty podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Analyt se ionizuje v iontovém zdroji, kde
jsou ionty akcelerovany, poté separovany v analyzatoru a nasledné detekovany v detektoru.
Veskeré tyto procesy probihaji ve vakuu (107 az 10° Pa). Ve vysledném hmotnostnim
spektru je vynesen zdznam relativnich intenzit jednotlivych iont oproti m/z. Signal
prislusejici ur¢itému iontu je obvykle reprezentovan nékolika piky odpovidajicimi
statistickému zastoupeni jednotlivych izotopli ve struktufe iontu. Charakteristicky soubor
izotopickych pikl tvofi izotopicky profil, ktery je charakteristicky pro danou strukturu. Pik
reprezentujici nejvice zastoupeny izotop daného atomu se nazyva monoizotopicky pik. MS
podava informace kvalitativni (urc¢eni molekulové hmotnosti, struktury) nebo kvantitativni
(diky pouziti vnitinich nebo vnéjsSich standardii) s dosahovanymi detek¢nimi limity fadu
pikomolt az femtomold.'"!

Mezi nejcastéj$i zpusoby ionizace patii elektronova ionizace, chemicka ionizace,
ionizace narazem urychlenych neutrdlnich atomli nebo iontl, ionizace a desorpce polem,
jonizace desorpci laserem v pfitomnosti matrice, termosprej & elektrosprej (ESI).'!
Chemicka ionizace a ionizace elektronem jsou Siroce pouzivané tvrdé ioniza¢ni metody,
zvlasté pfi kombinaci GC/MS. Pro spojeni s kapalinovou chromatografii
se pouzivaji nejcastéji mekké ionizacni techniky - ionizace elektrosprejem a chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Tyto ionizacni techniky jsou vhodné pro strukturni
analyzu organickych latek ve smésich. Pfevod iontl z kapalné faze do vakua je realizovan

rychlym odpafenim mikrokapicek za vzniku iontd s vysokou relativni intenzitou
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molekularnich aduktt (napi.: [M+H]', [M+Na]", [M+K]", [M-H], [M+CI]) & duktd
s mobilni fazi. ESI je vhodnou ioniza¢ni technikou pro polarni a iontové slouc¢eniny, APCI
pro slab¢ polarni a neutrélni latky.

Typy hmotnostnich analyzatorG se dé€li na magnetické a elektrostatické, iontovou
past, ion-cyklotronovou rezonanci, priletové analyzatory a kvadrupélové filtry.""! Mezi
zakladni parametry hmotnostnich analyzatorii patii rozsah analyzovanych hodnot m/z (dolni
hranice je od "0" nebo od vyss$i hodnoty; horni hranice je maximalni detekovana hodnota),
rychlost skenu (pocet skenli za minutu; méné nez 1 = mald rychlost, 1 az 10 = stiedni
rychlost, 10 az 500 = velkd rychlost) a moznost pfepinani riznych rezimi (plny sken;
segmentovy sken selektivniho zaznamu jednoho nebo vice iontli, SIM; selektivni zdznam
jedné nebo vice reakci, MRM), rozliSovaci schopnost (vyjadieni miry schopnosti rozlisit
blizké hodnoty m/z; fadové 10° az 10°), presnost uréeni hodnoty m/z (mira shody mezi
naméfenou a vypoctenou hodnotou m/z) a schopnost vicenasobné analyzy (v prostoru jako
sériova kombinace stejnych nebo riznych hmotnostnich analyzatord,

v I s ’ v . ’ v oy 112
napt. analyzator - kolizni cela - analyzator; v Case za pomoci postupnych zmén parametrit).
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Obrizek 15 - Princip selektivniho ziznamu vice reakci (MRM) na tandemovém hmotnostnim spektrometru.®
MS1 monitoruje prekurzorovy ion, CID znaci kolizni celu a MS2 monitoruje produktovy ion. IS znaci stabilni izotopove
znaceny interni standard a P znazorfuje ionty fytohormonu.

Separace iontl na zdkladé m/z skvéle dopliluje pouziti purifikacnich technik.
V precisténych rostlinnych extraktech mohou byt sledovany charakteristické ionty
produkované hmotnostnim spektrometrem s extrémné vysokou selektivitou. Citlivy SIM mod
u jednoduchého kvadrup6lu miiZze byt pouzit pii analyze rostlinnych hormonti. V SIM modu
je méfen jen specificky charakteristicky ion cilové sloueniny, napt. CK nebo ABA.”>'**

Tento moéd poskytuje vyssi citlivost a selektivitu na rozdil od meéfeni, kdy skenujeme
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hmotnostni spektra v celém studovaném rozsahu m/z. Pro nékteré nizké koncentrace
fytohormonti v komplikovanych matricich stale dochazi k interferenci s analytem i pii pouziti
SIM skenovacitho modu. Vhodngjsi variantou se tedy zdd byt pouziti multiplexni analyzy
(MRM), rezimu s vyS$s§i selektivitou na zakladé¢ tandemové hmotnostni spektrometrie
(MS/MS). Tato technika mtize byt realizovana ve vice Casech ¢i prostorech, které odpovidaji
trojité kvadrupolové hmotnostni spektrometrii nebo iontové pasti. V MRM je vybran ion
prekurzoru v prvni fazi kvadrup6lu, poté dochazi k fragmentaci v kolizni cele a nakonec jsou
vzniklé produktové ionty filtrovany ve tfetim kvadrupdlu. Signal je detekovan pouze tehdy,
pokud vybrany ion proleti prvnim kvadrupdlem a vybrany fragment z kolizni cely proleti
tfetim kvadrupélem (Obrazek 15).%

MRM modd poskytuje vyssi selektivitu a citlivost nez SIM mod a dovoluje vyrazné
snizeni pocate¢niho mnozstvi vzorku.”” Pouziti rychle skenujicich MS technik umoziiuje
spojeni s UHPLC. Mensi castice UHPLC kolon s vyssi separacni u€innosti dokdzi rozdélit
1 slozit€j§i smési (napi. rostlinné extrakty) béhem nckolika minut, coz vede k velkym
c¢asovym usporam nejen v oblasti analyzy fytohormonti. Po uvedeni prvnich komer¢nich
UHPLC pfistrojit bylo publikovano nékolik praci kombinujicich rychlou chromatografii
s rychlou a citlivou hmotnostni detekci pro rizné skupiny fytohormonii: CK'®', ABA”"'"
aGA''",

Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii
je vhodnou analytickou koncovkou pro stanoveni rostlinnych hormonii. Je mnoho publikaci

NP . c 075,101,115 o
vyuzivajicich MS ke stanoveni cytokinini'™ " >, auxinl

59,104,105, 115 w ot . 116
a dalsich fytohormonalnich skupin .

279115 derivatt  kyseliny

abscisové
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie a pouzity material

Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko) dodala methanol (99,9%) a kyselinu
octovou (99%). Acetonitril (99,9%), amoniak (25%) a kyselinu mravenéi (98-100%) vyrobila
firma MERCK (Darmstadt, Némecko). Ethanol (96%), dihydrogenfosforeCnan sodny
a chlorid sodny pochézi z firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika). Fosfatovy pufr byl
piipraven ze 7,8 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného a 0,877 g chloridu sodného, pH 7,2.
Murashige & Skoog médium pochdzi z Duchefa Biochemie B.V. (Haarlem, Nizozemsko).
Pouzité chemikalie splituji podminky "analytical-reagent grade" nebo "HPLC gradient grade".
Deionizovana voda (Milli-Q) byla pfipravovana ptistrojem Simplicity 185 (Millipore,
Bedford, Massachusetts, USA).

Kolony Spe-ed"™ C18 (500 mg/3 ml a 100 mg/l ml) pochazi z firmy Applied
Separations (Allentown, Pensylvanie, USA); Oasis® MAX (30 mg/l ml), Oasis® MCX
(30 mg/l ml) a Oasis® HLB (30 mg/l ml) byly vyrobeny firmou Waters (Milford,
Massachusetts, USA). Z laboratorniho skla byly pouzivany napi. jednorazové sklenéné

zkumavky, odmérné banky a kadinky.

3.2 Specifikace analytii vybranych ze studovanych skupin fytohormoni

Z sirokého spektra CK byly vybrany tfi isoprenoidni typy tZ, ¢Z a iP a jejich
metabolity (N-glukosidy, 7G a 9G; ribosidy, R). Jako interni standardy (IS) byly pouzity
deuterované standardy [*Hs]-tZ, [*Hs]-tZR, [*Hs]-tZ9G, [*He]-iP, [*He]-iPR, [*He]-iP7G
a [*Hg]-iP9G. Jako zastupci auxinii byly zvoleny IAA a oxIAA s jejich izotopové stabilng
znacenymi standardy [*Hs]-oxIAA a [C¢]-IAA. Treti skupinou fytohormont, ktera je v této
praci studovana, je ABA a jeji metabolit ABAGE. Ze znacenych standard jsme ziskali
k dispozici pouze [*Hs]-ABA.

Cytokininové standardy, izotopové stabiln¢ znacené standardy CK, oxIAA
a ABAGE byly zakoupeny od firmy Olchemim (Olomouc, Ceskd republika).
IAA a (+)-cis, trans- ABA byly zakoupeny u firmy Sigma (St. Louis, USA). [*Cs]-IAA byla
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ziskana od firmy Cambridge Isotope Laboratories (Andover, USA) Standardy [*He]-ABA

a [*Hs]-oxIAA byly syntetizovany v Laboratofi ristovych regulatori (Olomouc).””

3.3 Pristroje

Acquity UPLC™ System (Waters, Milford, USA), obsahujici Binary solvent
manager, Sample manager a 2996 PDA detektor kombinovany s Quattro micro' ™ API
(Waters MS Technologies, Manchester, Spojené kralovstvi) byl vyuzit pro méfeni CK, TAA
a ABA. Dalsi ptistroje: pH metr CyberScan 500 (Eutech Instruments Europe B.V., Nijkerk,
Nizozemi), kulovy mlynek Retsch® MM301 (Retsch GmbH, Haan, Némecko), rotator SB3
STUART® (Keison Products, Chelmsford, Spojené kralovstvi) a vakuova odparka Univapo
150 H (UniEquip, Mnichov, Némecko). VSechna data byla zpracovavana programem

MassLynx' ™ (verze 4.1, Waters, Milford, USA).

3.4 Rostlinny material

Rostliny Arabidopsis thaliana (ekotyp BR, COL, CVI, GOT, RRS, VAN) byly
vypéstovany in vitro na Petriho miskéch, které obsahovaly médium Murashige & Skooga
vcetné vitamina (4,4 g MS média, 10 g sacharozy, 10 g rostlinného agaru, pH 5,7) pii 23 °C
pii 16 h fotoperiodé¢ (16 h svétlo a 8 hodin tma). Vysadba byla provedena ve sterilnim
prostiedi, aby se eliminoval vyskyt plisni. Ctrnactidenni a dvacetijednadenni rostliny byly
sklizeny, vzorkovany po cca 25 mg cCerstvé hmoty, okamzit¢ zamrazeny v tekutém dusiku

a ulozeny pti -80 °C.

Obrazek 16 - Arabidopsis thaliana'"
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3.5 Extrakce a purifikace fytohormonii

K rostlinnému materidlu (cca 25 mg) ve 2 ml mikrozkumavkach byl napipetovan 1ml
80% methanolu (-20 °C), ptidana smés IS (10 pmol/vzorek) a vloZzena homogeniza¢ni
kulicka. Vzorek byl homogenizovan ve vibracnim kulovém mlynku (3 minuty, intenzita
27 kHz) a umistén na 3 minuty do ultrazvuku ulozeného v lednici ¢i obsahujicim chlazenou
vodu. Nasledujicich 30 minut byly vzorky promichdvany pomoci mechanického rotatoru
v lednici pii 4 °C, poté centrifugovany (3 minuty, otacky 15000 rpm pii teplot¢ 4 °C)
a supernatant byl poté odpipetovan. Zbyly sediment byl reextrahovan 80% methanolem za
stejnych podminek, spojen s primarnim supernatantem a nakonec pteciStén pomoci prvniho
purifika¢niho kroku.

SPE kolona C18 (100 mg/1 ml) byla aktivovana 2 ml 100% methanolu a 2 ml
deionizované vody. Spojené extrakty byly naneseny na reverzni kolonu, eluat sbirdn
a odpaien pod proudem plynného dusiku.

Odpaten¢ vzorky byly rozpuStény v chladném 5% vodném roztoku kyseliny
mravenci (4 °C, pH cca 2,7) a ptecistény pres Oasis MCX kolonu (30 mg/1 ml) aktivovanou
I ml 100% methanolu, promytou 1 ml 5% roztokem kyseliny mravenci a 1 ml deionizované
vody. Po aplikaci okyseleného vzorku probéhlo promyti 1 ml 5% roztoku kyseliny mravenci.
Eluce neutrdlnich a kyselych latek (frakce A) byla provedena 1 ml 100% methanolu
a zkoncentrovana pod vakuem na vodnou fazi (cca 0,1 ml). Eluce bazickych latek (frakce B)
probéhla roztokem 1 ml 10/90 (v/v) voda/methanol:hydroxid amonny (95:5 v/v), frakce byla
odpaiena pod vakuem do sucha a uloZzena pii -20 °C.

K vodné fazi frakce A byl napipetovan 1 ml 5% roztoku hydroxidu amonného (cca
pH 12) a vzorek byl nanesen na aktivovanou Oasis MAX kolonu (30 mg/1 ml). Aktivace byla
provedena 1 ml 100% methanolu, 1 ml 5% roztokem hydroxidu amonného a1l ml
deionizované vody. Na SPE koloné byl vzorek uzamknut 1 ml 5% roztoku hydroxidu
amonného. Eluce neutralnich latek (frakce C) byla provedena 1 ml 100% methanolu a eluce
kyselych latek (frakce D) 1 ml 10/90 (v/v) voda/methanol:kyselina mravenci
(98:2 v/v). Obe¢ frakce byly vysuSeny pod vakuem do sucha a ulozeny opét pti -20 °C.

Obrazek 17 (Nasledujici strana) — Schéma popisovaného postupu mikroextrakce a purifikace stanovovanych
fytohormoni: zelené je oznacena frakce B obsahujici CK, svétle oranzové je oznacena neutralni frakce C (napt. ABAGE)
a frakce D pro kyselé latky — IAA a ABA.
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cca 25mg rostlinného materidlu

v

extrakce do 1ml 80% methanolu

v

pridavek smési IS

'

vloZzeni homogenizac¢ni kulicky

STANOVENI CK, IAA A ABA

Piehled IS:
CK: [*Hs]-tZ, [*Hs]-tZR, [*Hs]-tZ9G,
[*He]-iP, [*He]-iPR, [*H¢]-iP7G
a [*Hs]-iP9G
TAA: [*Hs]-0xIAA a [Ce]-IAA
ABA: [*H¢]-ABA

v

homogenizace v kulovém mlynku

(intenzita 27 kHz, 3 min)

v

ultrazvuk (4 °C, 3 min)

v

mechanicky rotator (4 °C, 30 min)

y

centrifugace

(15000 rpm, 4 °C, 3 min)

v

Purifikace ptes kolonu C18
(aktivace 100% methanol/voda)

'

vysuseni pod plynnym dusikem

v

purifikace pies kolonu MCX

ELUCE neutralnich a kyselych
slozek frakce A

v

zakoncentrovani do vodné faze

v

purifikace na koloné MAX

v

ELUCE neutralnich slozek
frakce C

v

odpareni do sucha ve vakuu

pomoci LC-ESI-MS/MS
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v 50 pl 10% methanolu pro stanoveni




3.6 Parametry LC-ESI-MS/MS metody

Uvedeny postup (Obrazek 17) je univerzalni pro stanoveni CK, IAA a ABA
v rostlinném vzorku a vysledné frakce obsahuji analyty dle jejich acidobazickych vlastnosti.
K odparkiim bylo ptidano 50 pl 10% methanolu, ¢imz byl vzorek pfipraven pro analyzu
pomoci LC-ESI-MS/MS.

Acquity UPLC™ Systém obsahoval kolonu Symmetry C18, 100 A, Sum,
4,6 x 250 mm (Waters, Milford, USA). Mobilni f4zi A byl methanol a mobilni fazi B byla
10mM kyselina mravenci, kterd se piipravovala Cerstvé pred kazdym méfenim v odmérné
bance (189 ul koncentrované kyseliny mravenci, doplnéno deionizovanou vodou do objemu
500 ml). Celkovy Cas analyzy byl 24 minut. Linearni gradientova eluce probihala pii pritoku
0,25 ml/min. Poc¢atek gradientu byl 5% A a 95% B. V 15. minuté byl gradient 90% A a 10%
B, v17. minut¢ 5% A a 95 % B a poté nasledovala ekvilibrace kolony v pocatecnich
podminkéach. V autosampleru byly uloZzeny vzorky a kalibra¢ni roztoky pii 4 °C a postupné
nastiikovany (10-15 pl) na kolonu, kterd byla termostatovdana na 30 °C. Na zacatku
1 vpribé¢hu analyz byla Cistota systému oveéfovana nastiiky kontrolniho roztoku
odpovidajiciho pocatecnimu poméru mobilnich fazi z gradientu.

Na zakladé¢ vlastnosti studovanych fytohormont byla analyza provadéna pomoci MS
v rezimu MRM. Byla vytvofena 4 ¢asova okna (1,00 az 7,80; 7,80 az 11,25; 10,80 do 14,20;
14,10 do 16,00 minut). V prvnim az tietim ¢asovém okné probihalo skenovani vybranych
analytii za pomoci ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu - ESI(+) a ve ctvrtém C¢asovém
okn¢ se pracovalo v zdporném modu - ESI(-). Na kapilaru bylo ptfivedeno napéti 0,6 kV,
extrakeéni Stérbina byla pod napétim 4 V a pritok zmlzovaciho plynu byl 550 1/hod. Rozliseni
LM/HM bylo 12,5; iontova energie na Q1 byla 0,3 V; iontova energie na Q2 1,5 V; vstupni
a vystupni napéti 2 V a detektor pracoval pod napétim 650 V. Tyto podminky méfeni byly
shodné pro vSechny studované latky. Zaznam dat probihal za optimalizovanych podminek
napéti vlozené¢ho na vstupni Stérbin¢ a kolizniho napéti (viz Tabulka 3) a tlaku kolizniho
plynu, jim? byl argon, 2,18-10° mbar. V Tabulka 3 jsou také uvedeny zvolené MRM
pfechody, namétfené retencni Casy a pocty datovych bodii vypoctenych pies celou Sitku

chromatografického piku na zékladé skenovacich ¢ast.
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Tabulka 3 — Pi‘ehled nastaveni podminek pro MS u jednotlivych sledovanych latek

Casové Analyt MRM piechod R¢ Napéti na Kolizni Cas Pocet
okno [min] Stérbiné  napéti [V] | skenu [s] datovych
[V] bodii
CK
1 tZ 220>136 4,98 24 14 0,1 30
cZ 220>136 5,60 20 14 0,1 33
tZ9G 382>220 5,96 22 17 0,1 23
cZ9G 382>220 6,42 22 17 0,1 24
iP7G 366>204 7,28 33 21 0,1 34
2 tZR 352>220 8,52 22 15 0,1 16
¢ZR 352>220 9,09 22 15 0,1 19
iP 204>136 10,10 22 15 0,1 37
iP9G 366>204 10,83 33 21 0,1 16
iPR 336>204 13,72 30 15 0,1 37
[*Hs]-tZ 225>137 4,90 26 18 0,1 33
[*H;]-tZ9G 387>225 5,91 34 23 0,1 32
[*H¢]-1P7G 387>225 7,21 35 22 0,1 32
2 [*Hs]-tZR 357>225 8,54 30 19 0,1 31
[*Hg]-iP 210>137 9,96 22 15 0,1 23
[*H¢]-iP9G 372>210 10,74 33 21 0,1 17
3 [*H¢l-iPR 342>210 13,63 20 19 0,1 31
TAA
2 oxIAA 192>146 9,56 17 15 0,1 18
3 TIAA 176>130 12,46 17 15 0,1 27
2 [*Hs]-oxIAA 197>151 9,48 17 15 0,1 20
3 [PCol-TAA 182>136 12,50 17 15 0,1 26
ABA
3 ABAGE 427>247 11,15 20 14 0,5 16
4 ABA 263>153 14,51 25 10 0,5 19
4 [*H¢]-ABA 269>159 14,49 23 10 0,5 19

Po smichdni zasobnich roztokd vybranych fytohormont (methanolické roztoky
o koncentraci 1.10° mol/l) a jejich znatenych standardd byl stanoven kalibraéni rozsah
metody. Redéni bylo provadéno vyluéné deionizovanou vodou. Vysledné koncentrace
neznaenych standardi byly v rozmezi 10° mol/l a2 10° mol/l, zatimco koncentrace
znaGenych standardii byla vzdy stejnd (5-107 mol/l). Na kolonu bylo nasttikovano

10ul jednotlivého kalibra¢niho roztoku.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Ovéreni podminek analyzy fytohormoni

Skupina cytokininii byla méfena pomoci elektrospreje v pozitivnim modu za ptijeti
protonu na purinovém kruhu. Vybrané auxiny byly schopny poskytovat signal v pozitivnim
(protonizace indolového skeletu) 1 negativnim modu (deprotonizace karboxylové skupiny).
Pro zavérecnou detekci byl nakonec vybran z diivodl vyssi citlivosti pozitivni mod. Kyselina
abscisova je schopna lehce odstépovat proton, proto jako jedina ze stanovovanych
fytohormonti v této praci byla méfena pomoci elektrospreje v negativnim moédu. Na pocatku
analyzy je skupina fytohormonl odseparovana od sebe i1 od ostatnich latek (interferentl)
na reverzni fazi. Poté jsou latky detekovany selektivnim MRM modem (sledovani zdznamu
vice reakci) probihajicim v tandemovém hmotnostnim spektrometru. Pro korekci moznych
ztrat b&hem Upravy rostlinného materidlu je pro dané analyty pfiddna smés internich
standardt. Pro kvantifikaci CK, IAA a ABA byla vyuzita metoda izotopového zied’ovani.

Byla proméfena hmotnostni spektra standardi CK, TAA a ABA (koncentrace
1.10° moll) v rozsahu 50 — 500 m/z. Byla ovéfena existence iontu prekurzori
o charakteristickych nominalnich hmotach — viz Tabulka 3. Ziskali jsme MS/MS spektra pti
ruznych koliznich energiich (10 eV, 15 eV, 20 eV a 25 eV) a pro kazdou latku byl nalezen
nejintenzivnéj$i fragment pii urCité kolizni energii. Stejny experiment byl opakovan
pro znacené standardy. Timto zpiisobem byly nalezeny charakteristické MRM piechody pro
jednotlivé latky, které korespondovaly s jiz diive publikovanymi vysledky.>'"" Byla
nastavena Casovd okna pro sledovani nalezenych MRM piechodii a pro piepinani
elektrospreje z pozitivniho do negativniho médu.

Optimalizaci vhodnych chromatografickych podminek jsme dosahli potlaceni
moznych kontaminantd, snizeni matri¢nich efektii u redlnych vzorkl i redukci chemického
pozadi. Na koloné¢ Symmetry C18 byla ziskdna pomérné rychla a robustni separace s velmi

dobrou stabilitou retencnich ¢asti (kolem 0,03 minuty).
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Obrazek 18 - Separace CK, IAA a ABA diky zvolené analytické koncovce.

Tabulka 4 — Data linearni regrese CK, IAA a ABA

14.56 Tic
207e4
T T T 1
1500 16.00
3 MRM of 3 Channgls ES+
Tic
1.78e5
T T T 1
1500 16.00
2 MRM of 4 Channgls ES+
Tic
4 465
T T T R
1500 16.00
1- MRM of 3 Channels ES+
Tic
31085
e T
1500 16.00

tZ 0,005-100 y=0,888x + 0.567 0,9992 0,5
tZR 0,005-100 y=0,887x - 0.099 0,9992 1,2
tZ9G 0,005-100 y=0,876x +0.318 0,9986 0,6
cZ 0,01-100 y=0,865x - 0.117 0,9992 4,0
c¢ZR 0,005-100 y=0,903x - 0.758 0,9974 1,5
¢Z9G 0,005-100 y=0,914x - 0.493 0,9981 1,3
iP 0,005-100 y=0,871x - 0.239 0,9975 0,4
iPR 0,005-100 y=0,952x - 0.658 0,9984 0,5
iP7G 0,005-100 y=0,715x — 0,944 0,9975 1,4
iP9G 0,01-100 y=0,922x - 1,141 0,9975 3,5
IAA 0,1-100 y=0,982x - 0,370 0,9978 40
oxIAA 1-100 y=0,986x — 0,132 0,9981 500
ABA 0,1-100 y=0,865x + 0,621 0,9993 55
ABAGE 0,05-100 y=1,114x - 0,505 0,9603 8,5

Pro tvorbu kalibra¢ni kiivky bylo méfeno deset kalibra¢nich bodii o koncentracich

10° az 10®° mol/l, tedy 0,01 pmol aZ 100 pmol pii nasttiku 10pl smési na LC kolonu.
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Ose x odpovidala koncentrace stanovovaného fytohormonu v pmol/néstiik a na osu y byla
vynesena odezva (Response), kterd je ddna pomérem plochy piku nezna¢eného ku znacenému
standardu nasobeném znamou (konstantni) koncentraci interniho standardu (pmol/nésttik).
Dosazené koeficienty determinace R’ byly kolem 0,999 (Tabulka 4). Limita detekce byla
definovana jako trojnasobek poméru signal/Sum a byla stanovena na koncentracnich
hladinach 5 az 10 fmol pro CK, 40 fmol pro IAA a 500 fmol pro oxIAA a pro posledni
sledovanou skupinu fytohormonit ABA: 55 fmol pro ABA a 8,5 fmol pro ABAGE. Limita

kvantifikace (signal/Sum = 10) se shodovala s nejniz§im prvnim bodem kalibrace

(viz. Tabulka 4).

4.2 Vliv odparovani na ztratu analytu

Béhem kazdého extrakéniho a purifikacniho kroku dochdzi ke ztrdtdm analytu.
Krok, ktery se nc¢kolikrat opakuje je odpafovani, tedy zkoncentrovani vzorku. Tento krok je
dilezity pro zménu rozpoustédla — prostiedi, ve kterém se analyty nachdzeji. Divodt, proc je

nutné toto prostiedi zménit, mize byt nékolik. V naSem extrak¢nim a purifikaénim postupu to

Navratnost po odpaieni STND na vakuové odparce
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80%

60%

Navratnost [%]

40%

20%

0%

74 tZR  tZ29G cZ cZR  ¢Z9G iP iPR  iP7G iP9G TAA oxIAA ABA ABAGE

Obrazek 19 — Navratnosti u testu prispévku ke ztraté analytu vakuové odparky
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je pouziti smésnych iontovévyménnych SPE kolon. Vzorek naneseny na MCX f4zi musi mit
kyselé¢ pH. Kolona MAX vyzaduje, aby vzorek vykazoval zasadité pH. Po aplikaci vzorku na
tyto kolony standardné dochazi k odpafovani ve vakuu (na vodnou fazi ¢i do sucha). Pri
dlouhodobém vystaveni vzorku vakuu dochazi ke ztratdm analytu. Proto je velmi dilezité
eliminovat pobyt vzorku ve vakuové odparce na nezbytné nutnou dobu.

Pti odpafovani realného vzorku v ném byvaji bézné obsazena rizna Ccinidla:
pro CK - 1 ml 10/90 (v/v) voda/methanol:hydroxid amonny (95:5 v/v); pro IAA a ABA - 1 ml
10/90 (v/v) voda/methanol:kyselina mraven¢i (98:2 v/v). Testovani ztraty analytu pfi
odparovani vzorku ve vakuové odparce bylo realizovano piipravou Iml 90% methanolu
obsahujiciho 100 pmol neznacenych standardl.. Preparaty byly vlozeny do vakuové odparky
a odpafovany do uplného vysuseni rozpoustédla. Tento proces trval cca 1 hodinu. Odparek
byl rozpustén v 50 pl 10% methanolu a zméten pomoci LC-MS/MS.

Vysledky jsou graficky prezentovany na Obrazek 19. Z hodnot vypocitanych
navratnosti jasné¢ vyplyva, ze prispévek ke ztrat€¢ analytu béhem odpatovaciho kroku je
zavisly na volatilni povaze sledovanych latek. Po odpaieni vzorku na vakuové odparce doslo
ke sniZzeni ndvratnosti u CK primérné o 4,36% a u ABA/ABAGE o 4,88%. U tékav¢jSich
auxinit je to vpriméru az 12,23%. Zde by bylo moZné dosahnout lepSich hodnot pii
odparovani pod proudem dusiku. Naméiené hodnoty jsou pouze orientacni, pfi opakovaném
odpafovani nemusi byt pfispévek linearné kumulativni. To je zapfi¢inéno dalSimi faktory,
které ovliviiuji celkovou navratnost SPE protokoli, napt. nestalosti vybranych analytii pti

vyssi teploté nebo jejich citlivosti na svétlo.

4.3 Navratnost u riznych typa SPE kolon

Pro vybér SPE kolony je dulezité zvazit typ analytu, ktery by se mél na koloné
zachytit. Jde zejména o posouzeni jeho acidobazickych vlastnosti pro iontovyméné kolony
nebo jeho polarnosti (napt. pro RP-C18). Po teoretickém vybéru SPE kolony je dilezité
otestovat jeji sorpcni vlastnosti vzhledem ke stanovovanému analytu. Pokud se jedna o vice
analytli s riznymi vlastnostmi, musi byt zvolena takova SPE kolona ¢i soustava SPE kolon,
kteréd by zachytila celé spektrum stanovanych latek.

Na zacatku byla studovana optimalni koncentrace organické faze v elu¢nim cinidle. Pfi tomto

experimentu byla pouzita kolona s reverznim polymernim sorbentem (Oasis® HLB),
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(a)
HLB - rozdéleni dle eluce
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10% methanol 30% methanol 50% methanol 80% methanol

Elucni ¢inidlo

EtZ MtZR mtZ9G WcZ McZR WMcZ9G WiP WMiPR miP7G WiP9G mIAA moxIAA = ABA 1 ABAGE

(b) HLB - eluce okyselenym methanolem
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10% methanol + FA 30% methanol + FA 50% methanol + FA 80% methanol + FA

Elucni ¢inidlo

HtZ mtZR WtZ9G WcZ HMcZR mcZ9G WiP WiPR miP7G miP9G mIAA moxIAA = ABA 1 ABAGE

Obrazek 20 - Eluce CK, IAA a ABA z kolony HLB pii pouZiti neokyseleného (a) a okyseleného (b) methanolu

kde jsou analyty zachycovany na zakladé hydrofilnich a lipofilnich rovnovah. Na SPE kolonu
aktivovanou methanolem a deionizovanou vodou byla aplikovana smés neznacenych
standardl v 10% methanolu (100 pmol). Kolona byla promyta 10% methanolem a poté byla
zahajena eluce analytii z kolony pouzitim 10%, 30%, 50% a 80% roztokli methanolu. Stejny
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experiment byl opakovan i s okyselenymi methanolickymi roztoky (75ul koncentrované
kyseliny mravenéi na 1 ml eluéniho c¢inidla). Podle ocekavani se latky eluovaly se
vzristajicim obsahem methanolu podle svych polarit (Obrazek 20a). Rozdil byl také pti
pouziti okyseleného methanolu jako elu¢niho cinidla, kdy byly testované analyty ze
zvoleného sorbentu vymyvany rychleji (Obrazek 20b). I kdyz byly fytohormonalni skupiny
zadrzovany na zvoleném sorbentu dostateéné, lze predpokladat, ze pouziti jednokrokového
SPE cisténi neni nejvhodnéjsi pro komplexni matrice jako je napf. rostlinny extrakt.
V takovém pripadé musi byt snizena navazka, aby se limitoval vliv interferujicich latek,

ovSem za cenu snizeni celkové citlivosti vyvinuté metody.

Tabulka 5 - Piehled kolon MAX a MCX a eluce jednotlivych analyti

Oasis® MAX Oasis® MCX
m Eluce Eluce Naneseni m
(neutralni/ (kyselé) (neutralni/ (bazické)

bazické) kyselé)
tZ X X X v X X X v
tZR X X v X X X X v
tZ29G X X v X X X X v
cZ X X X v X X X v
¢ZR X X v X X X X v
c¢Z9G X X v X X X X v
iP X X X v X X X v
iPR X X v X X X X v
iP7G X X v X X X X v
iP9G X X v X X X X v
oxIAA X X X v X X v X
IAA X X X v X X v X
ABA X X X v X X v X
ABAGE X X v X X X v X

Proto jsme se zaméfili na pouZiti purifika¢nich kolon kombinujicich iontové
vyménné a reverzni faze sorbentu (Oasis® MCX a MAX firmy Waters). Na aktivované SPE
kolony bylo naneseno 100 pmol smési neznaenych standardli a kolony byly promyty 1 ml

¢inidla pro vytvofeni pH pro zachyt stanovovanych latek. Pro eluci slozek vazanych
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neiontovymi interakcemi byl u obou typa kolon pouzit 1ml 100% methanolu. Kone¢nym
krokem bylo uvolnéni analytu zménou pH na koloné. Z kolony MAX byly kyselé slozky
smési uvolnény nanesenim 1 ml 10/90 (v/v) voda/methanol:kyselina mravenci (98:2 v/v).
U kolony MCX byly bazické komponenty vymyty po napipetovani 1 ml 10/90 (v/v)
voda/methanol:hydroxid amonny (95:5 v/v). Po proméfeni vSech frakci na analytické
koncovce byl ziskan podrobny piehled vyskytu jednotlivych analyti v jednotlivych frakcich
(Tabulka 5).

Kolona Oasis® MCX
120%

100%

80%

60%

Navratnost [%]

40%

20%

0%
Naneseni Promyti Eluce Eluce (bazické)
(neutralni/kyselé)

Ht7Z MtZR MtZ9G W cZ McZR W cZ9G W iP HiPR W iP7G HiP9G MIAA W oxIAA ™ ABA " ABAGE

Obrazek 21 — Prehled navratnosti neznacenych standardu eluovanych z kolony MCX

Byly vypocteny navratnosti jednotlivych slozek testované smési, které jsou uvedeny
na obrazcich Obrazek 21 a Obrazek 22. Po naneseni neznacenych standardii na smésnou fazi
MCX doslo k zachyceni celého spektra obsaZzenych fytohormonii. Pti eluci 100% methanolem
byla ziskdna frakce A obsahujici kyselé a neutralni latky (IAA, oxIAA a ABA, ABAGE).
Aplikaci alkalického methanolu byly uvolnény vSechny cytokininy. Ve shodé s dfive
publikovanymi vysledky''®, sm&sna kolona Oasis® MCX je tedy vhodna pro zadrzeni CK.
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Kolona Oasis® MAX
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Navratnost [%]
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Naneseni Promyti Eluce Eluce (bazické)
(neutralni/kyselé)

HtZ MtZR MtZ9G WM cZ McZR W cZ9G W iP WiPR W iP7G HiP9G MIAA W oxIAA ™ ABA " ABAGE

Obrazek 22 — Eluce CK, IAA a ABA z kolony MAX

Kolona Oasis® MAX ve vztahu k cytokininim dokaze odseparovat jejich neutralngjsi
zastupce od kyselejSich (Obrazek 22). V ptipad¢ potieby tak ziskame ve dvou frakcich CK
baze a CK ribosidy spole¢n¢ s N-glukosidy. Vzhledem k tomu, Ze tato separace nema pro
stanoveni téchto latek v nasem experimentu zvlastni vyznam (U€inné separace je provedena
na chromatografické kolon¢ v analytické koncovce), nebyl tento fakt vice studovan. Pro dalsi
testované fytohormony kyselé povahy se ukazala Oasis® MAX kolona jako dobra alternativa.
V nasi testovaci smesi nebyla obsazena latka ABAGE, ktera ma spiSe neutralni charakter. Jak
bylo pozdéji zjisténo, ABAGE je z kolony MAX vymyvan v neutralni frakci C (Tabulka 5).
Pro Spatnou odezvu oxIAA na zvoleném detektoru nebyla tato latka v pribéhu experimentu
detekovana. Z pozd¢jSich méfeni bylo zjisténo, ze oxIAA je eluovana v kyselé frakci D.
Kolona MAX je tedy vhodna pro oddé€leni kyselych a neutralnich latek, tedy IAA, oxIAA
a ABA od ABAGE.

4.4 Test spojeni smésnych SPE kolon MCX-MAX

Na zékladé¢ testu navratnosti u riznych typt SPE kolon lze vyslovit zavér, Ze pro
stanoveni fytohormonil o rtiznych acidobazickych vlastnostech je nejvhodné;jsi spojeni dvou

iontovévyménnych fazi v tandemu. Spojeni dvou Oasis” kolon (MCX-MAX) bylo déle
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studovano za pouziti smési standardfi (100 pmol), stejnych ¢inidel a principt zachdzeni s SPE

kolonou jako v ptfedchozim testu.

SPE kolona
Oasis® MCX
30mg/ 1cc

neutralni

a kysel4 frakce bazicka frakce

FRAKCE A FRAKCE B

SPE kolona
Oasis® MAX
30mg/1cc

neutralni frakce kysela frakce

FRAKCE C FRAKCE D

Obrazek 23 — Schéma vysledného usporadani SPE kelon MCX a MAX

Kone¢né usporadani SPE kolon je zobrazeno na Obrazek 23. Pro purifikaci
a rozdéleni fytohormont podle jejich acidobazickych vlastnosti do tfi frakci (B, C a D)
je postacujici pouziti jedné kolony MCX a jedné kolony MAX. Frakce A, methanolicka eluce
pochazejici z prvniho SPE kroku (kolona MCX), se odpafi na vodnou fazi a z divodu zmény
na alkalické pH (kolem 12.0) se doplni vhodnym ¢inidlem (5% hydroxidem amonnym). Poté
je tato frakce nanesena a preciSténa pomoci smésné faze kombinujici aniontové vyménnou
a reverzni fazi sorbentu (kolona MAX).

Tabulka 6 ndzorné ukazuje vyskyt sledovanych analytl v jednotlivych frakcich.
Tandemové spojeni SPE kolon bylo testovano nejen nanesenim smési neznacenych standardi
(1-10° mol/), ale také aplikaci navrzeného postupu na vzorky obsahujici rostlinnou matrici.

Byly pfipraveny tii typy vzorkl: (i) vzorky obsahujici neznacené standardy (100 pmol),
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(i1) vzorky obsahujici pouze 25 mg rostlinného materidlu, (iii) vzorky cca 25 mg rostlinného
materidlu s piidavkem smési neznaCeného standardu (100 pmol). K extrakci byl pouzit

80% methanol. Vysledky piehledné ukazuje Tabulka 7.

Tabulka 6 - Piehled frakci a vysledny vyskyt analytd

B

tZ v X X
tZR v X X
tZ9G v X X
cZ v X X
c¢ZR v X X
cZ9G v X X
iP v X X
iPR v X X
iP7G v X X
iP9G v X X
TAA X X v
oxIAA X X v
ABA X X v
ABAGE X v X

Tabulka 7 — Prehled nalezenych navratnosti pro spojeni MCX/MAX

Navratnost [%]

Frakce Analyt 100 pmol Rostlinny extrakt + 100 pmol
tZ 87 + 6% 86 = 7%
tZR 89+ 9% 92 + 6%
tZ9G 93 + 4% 92 +5%
cZ 90+ 3% 91 £ 6%
c¢ZR 88 + 4% 85+ 4%
¢Z9G 84 + 6% 95+ 9%
iP 82+ 8% 84+ 3%
iPR 98+ 11% 93+ 9%
iP9G 96 + 5% 96 + 6%
iP7G 91 +£3% 94 + 8%
C ABAGE 103 3% 103+ 1%
IAA 84 £1% 107 £ 4%
D oxIAA 80 £ 2% 124 +4%
ABA 93 +£5% 107 £ 12%
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Z tohoto testu lze usoudit, ze navrhované spojeni smésnych SPE kolon,
tedy MCX-MAX, je vhodné pro stanoveni vybranych skupin fytohormonti. Spojeni poskytuje
vyborné navratnosti (primérné¢ kolem 90%). Z divodl dosazeni vySs$iho stupné piecisténi
byla tandemovému usporadani smésnych kolon v dalSich testech pfedifazena reverzni faze

C18 pro zachyceni rostlinnych pigmentt, které by mohly zvySovat efekt matrice.®

4.5 Vybér vhodného extrak¢niho ¢inidla

Vybér extrakéniho ¢inidla pro vyvinuty purifikacni protokol ma velky vliv na
celkovou navratnost. Pokud bychom stanovovali pouze jednu latku, feSenim je jedno
extrakéni ¢inidlo, které je vhodné pro dany analyt a z celého spektra extrakénich ¢inidel dava
nejvyssi extrakéni vytéznost. V piipade, kdy stanovujeme vice analyti v jedné analyze,
musime feSit situaci, kdy kazda latka ma své vlastni vhodné extrakéni Cinidlo. Proto je
nejlepsi najit kompromisni feSeni.

Pro testovani navratnosti v zavislosti na vyberu extrakéniho ¢inidla byly vybrany tyto
média: Bieleskiho pufr (60% methanol, 25% trichlormethanu, 10% kyselina mravenci
a 5% voda) cCasto pouzivany pro extrakci CK, sodno-fosfatovy pufr (50mM; pH 7,0)
s ptidavkem antioxidantu 0,02% diethyldithiokarbamatu sodného, obvykly pii extrakci [AA,
10% methanol (neokyseleny a okyseleny) a 80% methanol (neokyseleny a okyseleny).

Vhodnost pouziti extrak¢niho Cinidla

120%
—100%
S = CK
2 80%
g
g 60% mIAA
=
“ 40%
= ABA

- .
0%
Bieleski pufr Na-fosfatovy ~ 10% methanol 10% methanol + 80% methanol 80% methanol +
pufr FA FA

Extrakéni ¢inidlo

Obrazek 24 — Vhodnost pouziti extrakéniho ¢inidla pro stanoveni CK, IAA a ABA.

41



Rostlinny materidl (asi 25 mg) byl extrahovan testovanym rozpoustédlem
v triplikatech dle postupu v kapitole 3.5. Po prvnim purifikacnim kroku a odpateni na vodnou
fazi bylo u kazdého vzorku zkontrolovano pH. Aby vzorky mohly byt naneseny na kolonu
MCX, musely mit kyselé pH. Pokud by byla tato podminka porusena (obzvlasté u pufit), tak
by bylo nutné vzorek okyselit, napi. malym mnozstvim kyseliny octové ¢i kyseliny mravenci.
Pfi tomto testu nebylo tfeba eluaty dodatecné okyselovat, pH bylo mirn¢ kyselé
(cca 2,7 — 4,7). Pro sledovani extrakénich uc¢innosti jednotlivych ¢inidel byly pouzity znacené
standardy (viz. Tabulka 3), jejichZ vyslednd odezva (plocha piku) v pfecisténém extraktu byla
porovnana s odezvou plvodni smési IS. Pro zjednoduSeni byly ndvratnosti jednotlivych
latek zprimérovany dle svého =zatazeni mezi fytohormony a hodnoty vyneseny do
grafu (Obrazek 24).

Vysledky ukazuji, Ze pro extrakci CK je nejvhodnéjsi Bieleskiho pufr (standardné se
pouziva). Zatimco pro auxiny a ABA bylo nejvysSSich ndvratnosti dosazeno pii extrakci do
80% methanolu. I kdyz byl pro stanoveni IAA publikovan Na-fosfatovy pufr jako vhodné
&inidlo,”® nase vysledky tento fakt nepotvrdily. Z nejvétsi pravdépodobnosti bylo piiginou
nedostate¢né okyseleni vzorkli po extrakci pred nanesenim na prvni SPE kolonu (RP-C18).
Tento krok je uvadén jako kriticky pfi stanoveni auxini.”’ Z vysledkil jasnd vyplyva, ze
vhodnym extrakénim €inidlem pro sou€asné stanoveni CK, auxinii a ABA je 80% methanol
bez ptidavku nebo s ptidavkem kyseliny mravenci. Okyseleny 80% methanol zvyhodiiuje CK
a poskytuje niz§i navratnost stanovovanym kyselinam (IAA a ABA). Opacény trend byl
nalezen pii pouziti 80% methanolu. Celkovd extrakéni UCinnost dosahovala nejlepSich
vysledki pti pouziti neokyselen¢ho 80% methanolu. Z téchto divodi byl 80% methanol

zvolen jako standardni extrak¢ni ¢inidlo pro spole¢né stanoveni CK, auxinli a ABA.

4.6 Vliv matri¢niho efektu

Testovani vlivu matriéniho efektu vychazi ze ¢lanku autor Marchi a kol.® a to
ptesnéji z druhé techniky urcovani vlivu matri€niho efektu zamétujici se na kvantitativni
podstatu efektu. Princip této techniky spoc¢iva v pfidani neznac¢enych standarda pied extrakci
a tésn¢ pred analyzou vzorku. Pii pouziti LC-MS/MS metod je vhodné stanovit opatfeni
k eliminaci matri¢niho efektu pfi vyvoji metod. Z tohoto diivodu bylo navrzeno hodnoceni

ucinkii matrice a postup jejiho kvantitativniho stanoveni.
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[] water
biological matrix

&
& spiking solution
/ 0
o
neat post-extraction pre-extraction neat extraction
(@) standard (b) spiked matrix (c) spiked matrix (d)  standard

@ = process efficiency (PE) m = extraction recovery (RE)

@ = matrix effect (ME) = extraction yield (EY)

Obrazek 25 — Grafické znazornéni sloZeni vzorkii a naznaéeni vypoétu hodnoticich kritérii®

Podrobnosti: (a) Cisty standard, ktery nebyl extrahovan; (b) obohacena matrice po SPE extrakci;
(c) obohacena matrice pied extrakci; (d) Cisty extrahovany standard

Kvalita celého purifika¢niho procesu, tzv. G¢innost procesu (PE; process efficiency),
sleduje zmény zpiisobené behem piipravy vzorku a analyzy (napt. pfenos ionti). PE je dana
pomérem ploch pikli neznaCenych standardti ptidanych pted extrakci k biologické matrici
a Cistého standardu nastiiknutého na kolonu. Rezidualni latky obsazené ve vzorku po extrakci
a purifikaci ovliviiuji v MS ioniza¢ni proces. Nasledkem je potlaceni ¢i umély nartst signalu.

Matri¢ni efekt (ME; matrix effect), vliv endogennich latek na LC-MS, ziskame,
pokud podélime plochu piki neznacenych standardi ptidanych po SPE pieciSténi
biologickych vzorkl a ¢istého standardu nastiiknutého na kolonu. Piiprava vzorku (extrakce
a purifikace) obvykle snizuje vytéZnost ve srovnani se situaci, kdy je méteno stejné mnozstvi
standardu, které timto procesem neproslo.

Vytézek extrakce (RE, extraction recovery) se stanovuje z poméri ploch pikt
vzorku, ktery byl obohacen o neznaceny standard pfed extrakci a po SPE purifikaci.
Pfi multianalytickém stanoveni mliZze neefektivni extrakce analytii z biologického materidlu
vést k znehodnoceni parametru RE.® Z tohoto diivodu se zavadi pojem vytéznost extrakce
(EY, extraction yield). Kdy je porovnavan pomér signalu vzorku, ktery obsahoval pouze smés

standardi bez biologické matrice a standardii nasttiknutych na kolonu bez extrakce.
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Vypoctené poméry jednotlivych hodnoticich kritérii je mozné rozd¢lit do osmi ttid:
PE, ktery je kombinaci ME a RE, mlze nabyvat hodnot -1 (nizkd; < 90%), O (dobra,
90% - 110%) a 1 (vysokd; > 110%); ME se dale déli tfemi zptsoby, tedy jako -1 (pokles
signalu), 0 (zddnd zména) a 1 (rozsiteni signdlu vlivem koeluace interferentti); RE predstavuje
pouze dvé mozné hodnoty, -1 (ibytek) nebo 0 (zadny vliv). Pro ptehlednost se pouziva PE
a horni index zna¢ici ME a dolni index jako RE.®

Extrakce a purifikace byla provedena ve tfech opakovanich pro kazdy typ vzorku dle
standardniho postupu uvedeného v kapitole 3.5. Byly pfipraveny tfi typy vzorkl (Obrazek
25): (i) biologické vzorky s pridavkem smési neznacenych standardi pied extrakci;
(i) biologicky vzorek s pridavkem smési neznacenych standardti po extrakci a purifikaci
(pfed méfenim na analytické koncovce) a (iii) vzorky obsahujici pouze smés neznacenych
standardti. Poslednim, ¢tvrtym, typem vzorku byl roztok standard, ktery nebyl extrahovan,
pouze analyzovan. Vzorky obsahovaly 100 pmol smési neznaenych standarda (tZ, tZR tZ9G,

cZ, cZR, cZ9G, 1P, iPR, iP7G, 1P9G, 1AA, oxIAA, ABA a ABAGE; o koncentraci
1-10° mol/l). Byly dodrZeny standardni laboratorni podminky vyzadované typem analytu.

Tabulka 8 - Matri¢ni efekt I — Procentualni poméry hodnoticich Kkritérii pi‘ed extrakci a po SPE pieciSténi.

tZ 77% 94% 82% 82%
tZR 78% 102% 76% 77%
tZ9G 91% 111% 82% 93%
cZ 84% 100% 84% 90%
c¢ZR 85% 97% 88% 88%
cZ9G 95% 116% 82% 84%
iP 84% 92% 91% 82%
iPR 78% 99% 79% 98%
iP7G 89% 115% 77% 91%
iP9G 89% 93% 96% 92%
IAA 94% 100% 94% 88%
oxIAA 96% 97% 99% 65%
ABA 98% 104% 95% 95%
ABAGE 83% 105% 79% 90%
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V prvni ¢asti testu jsme se zamefili na porovnani obohacenych vzorkli pied
samotnou extrakci v 80% methanolu a po purifikacnim kroku kombinujicim tandemové
uspofadani SPE kolon. Tabulka 8 ukazuje procentudlni poméry hodnoticich kritérii
a Obrazek 26 predstavuje rozdeleni matricniho efektu s procentudlnim naznacenim vyskytu
analytl v jednotlivych tfidach. Pro vybrané fytohormony byla t¢innost procesu z 50% nizka
(zapornd) a z 50% vyhovujici (rovna nule). Pro PE se zapornym efektem byl ME nulovy pro
50% sledovanych analyti. Pro nulovy PE byl ME beze zmén pro 36% analytl.
ME vykazoval kladné¢ hodnoty pro 14% analytti, tedy dochézelo k nadbytku signalu vlivem

matrice.

ME
l ?50%' |DD%| l 5 36%' | 214%'
ﬁ E
|00% | |00% || ?50%' |OD%| |536%| | 214%' lgg%l 0 0%
+
i- @ @ @ @ h
0 0% [3 21% |[ 4 29%] [ 0 0% | [0 0% [17%] [ 2 7% |[0 0% [oo0%]

Obrazek 26 — Distribuce matri¢niho efektu
V jednotlivych bunkach jsou uvedeny pocty analytl spliiujici dané kritérium a jejich procentudlni zastoupeni z celkového
poctu stanovovanych latek (14 fytohormont).

Pokud se podivame na cely proces extrakce a purifikace (Obrazek 17) lze fici, Ze vliv
matriéniho efektu byl u 86% sledovanych latek nepatrny a u 14% analytii dochdzelo
k roz§iteni signalu diky interferencim z matrice. Vys8i vytézek extrakce a purifikace byl

nalezen u 36% stanovovanych latek. U 64% fytohormonti byl RE niz8i nez 90%, cozZ je
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zapfi¢inéno stanovenim vice skupin fytohormonti soucasné¢ a pouzitim metody, kterd je

kompromisem z hlediska extrak¢éniho Cinidla.

(a) ME - matricni efekt (b) RE - vytéZek extrakce
14% 0%

36%

64%

86%

M pokles signalu M Zadna zména M rozsitenisignalu M Ubytek signdlu  ®Zadna zména

Obrazek 27 — Sumarni vyjadieni vlivu ME a RE:
u vétsiny ze 14 stanovovanych analytii nedochazi k zménam zptisobenym ME; u RE je u vétsiny ze 14 sledovanych
fytohormonti patrny Ubytek signalu ve vztahu k vytézku extrakce

4

Vzhledem k tomu, ze pouzivame tandemové SPE uspotadani, byl ve druhé ¢asti testu
studovan matricni efekt samotného purifikacniho kroku. Rostlinné extrakty byly obohaceny

smési neznacenych standardl bezprostiedné pred a po SPE purifikaci.

Tabulka 9 - Matri¢ni efekt II — — Procentualni poméry hodnoticich Kkritérii pi‘ed a po SPE precisténi

PE (%) ME (%) RE (%) EY (%)

tZ9G 90% 96% 94% 100%
cZ9G 90% 96% 94% 100%
iP7G 89% 111% 86% 96%
tZR 80% 94% 88% 100%
c¢ZR 78% 92% 89% 98%
iP 80% 87% 92% 95%
iP9G 87% 109% 86% 96%
iPR 83% 91% 92% 105%
IAA 95% 96% 91% 87%
oxIAA 94% 98% 89% 76%
ABA 101% 109% 93% 92%
ABAGE 101% 109% 93% 92%
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Tabulka 9 prezentuje naméfené vysledky a Obrazek 28 predstavuje rozdéleni
matriéniho efektu. Pro vybrané fytohormony byl PE 2z 50% nizky (zdporny)
a z 50% vyhovujici (roven nule), coz byl shodny vysledek jako v prvni casti testu. Pro
ucinnost procesu se zapornym efektem byl ME zaporny pro 3 analyty (21%) a nulovy
pro 4 analyty (29%). Pro PE s vyhovujicimi hodnotami je ME nulovy pro 50% fytohormonti.

ME
l429%| |oo%| loo%l |?50%|
RE
0 0% | 321%|| 429%| |oo%| |00%| |?50%| loo%l 0 0%
* + + + ¥
+
PE
| 4 20%]| [ 0 0% | [0 o%] |2 12%| | 5 36% || 0 0% [0 0%

Obrazek 28 - Distribuce matri¢niho efektu u druhé &asti testu®

Zavérem druhé casti testu hodnotictho matriéni efekt muzeme konstatovat, Ze
purifikacni krok vyrazné neptispivd k ME. Z Obrazek 29 je ziejmé, ze pouze u 3 analyti
(21%) dochazelo k poklesu signalu a u 2 sledovanych latek (14%) byl vytézek extrakce snizen
na hodnoty kolem 86%.

Z celkového hodnoceni studovanych kritérii vlivu matricniho efektu lze usuzovat,
ze samotnd tandemova SPE ovliviiuje vysledné stanoveni podobnou mérou jako extrakce
v 80% methanolu. Celkové je 36% studovanych latek ovlivnéno matri¢nim efektem. Zatimco

porovnanim vytézkl extrakce (Obrdzek 27 a Obrazek 29) obou testil je patrné, ze az 50%
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analytl je zatizeno ubytkem signalu zpisobeného pouze extrakci do zvoleného organického

¢inidla (napt. pfitomnosti rostlinnych pigmentt).

(a) ME - matric¢ni efekt (b) RE - vytéZek extrakce
0%

M pokles signalu B 74dnd zména M rozsifenisignalu M Ubyteksigndlu W Zadna zména

Obrazek 29 - Sumarni vyjadieni vlivu ME a RE u druhé ¢asti testu

4.7 Validace vyvinuté metody

Ptesnost (preciznost) metody znaci tésnost shody mezi vysledky méfeni stejnych
vzorktli. Piesnost je popsana smérodatnou odchylkou. Spravnost metody znaci tésnost shody
mezi vysledkem méfeni a deklarovanou hodnotou meétfeného materidlu. Spravnost je dana
chybou. Pravdivost vysledk, tedy rozdil priméru z vice vysledkl a referenéni hodnoty,
je dana odchylkou (bias)."*’

Pro tento test bylo pifipraveno dvanact vzorku, které odpovidaly 20 mg rostlinného
materialu v 1 ml 80% methanolu. Ke vzorkiim obsahujicim rostlinnou matrici byla pfidana
smés znaCenych internich standardd (10 pmol) a smési neznaCenych standardl
o koncentracnich hladinach (0; 0,1; 1 a 10 pmol). Takto pfipravené vzorky byly pfecistény na
koloné C18, MCX a MAX, posbirany frakce B (bazicka frakce) a frakce D (kyseld frakce)
a odpafeny do sucha. Stejny proces absolvovaly dva slepé vzorky obsahujici po 1 ml

80% methanolu a IS (10 pmol). VSechny odparky byly rozpustény v 50 ul 10% methanolu
a pro LC-MS/MS stanoveni bylo na chromatografickou kolonu nastfikovano 10 pL.
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Tabulka 10 — Intraday a interday pro urceni reprodukovatelnosti metody. (n.d.=nedekovano)

Analyt Intraday (RSD %, n = 3) ‘ Interday (RSD %, n = 3)
0,1 pmol 1 pmol 10 pmol ‘ 0,1 pmol 1 pmol 10 pmol

tZ 7,1% 8,5% 3,3% 14,80% 2,5% 6,6%
tZR 14,4% 4,6% 4,0% 3,5% 3,3% 2,8%
tZ9G 6,8% 3,0% 5,0% 4,6% 0,9% 2,7%
cZ 10,1% 7,3% 6,4% 14,8% 4,9% 4,3%
c¢ZR 8,7% 2,6% 4,0% 4,5% 1,7% 1,7%
cZ9G 6,2% 4,4% 2,5% 2,8% 1,4% 2,7%
iP 4,3% 2,5% 3,3% 6,9% 1,1% 3,5%
iPR 6,8% 1,9% 5,0% 3,6% 2,2% 3,8%
iP7G 8,8% 2,7% 2,0% 2,1% 0,6% 2,0%
iP9G 11,0% 0,6% 2,1% 12,6% 2,6% 3,2%
IAA 4,5% 11,8% 7,8% 23,5% 6,2% 5,6%
oxIAA n.d. 15,5% 7,3% n.d. 12,9% 2,5%
ABA 10,3% 13,9% 9,0% 27,3% 15,6% 2,9%
ABAGE 20,7% 11,2% 5,1% 30,4% 24,9% 9,3%

Tabulka 11 — Presnost (% RSD) a spravnost (% bias) vyvinuté SPE metody

Analyt RSD BIAS
tZ 7,5% 1,7%
tZR 5,9% 7,9%
t29G 3,6% 1,2%
cZ 7,6% -3,2%
c¢ZR 5,6% -1,7%
cZ9G 3,9% -4,5%
iP 2,5% 5,3%
iPR 3,1% 5,3%
ip7G 7,6% -9,9%
iP9G 3,1% -1,9%
IAA 13,5% -0,8%
ABA 6,8% -9,7%
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Tti kontrolni vzorky ke kazdé koncentrac¢ni hlading (0,1 pmol, 1 pmol a 10 pmol)
byly zméfeny opakované pro stanoveni dennich (intraday) a mezidennich (interday)
variabilit. Vysledky jsou uvedeny v Tabulka 10. Hodnoty relativni smérodatné odchylky pro
intraday poskytovaly velmi dobrou reprodukovatelnost v priméru 5,3% pro cytokininy,
9,4% pro auxiny a 11,7% pro ABA. U kontrolnich vzorkt, které byly méfeny v odstupu tfi
dni (interday) se opakoval u CK a IAA podobny trend jako u intraday (4,2% RSD
a 10,1% RSD). Jen u ABA a jejiho glukosylesteru dosahovala primérnd mezidenni
variabilita 18,4% RSD. Na zaklad¢ téchto vysledk lze usoudit, ze LC-MS/MS méfeni
vykazovalo dobrou reprodukovatelnost v celém koncentranim rozsahu pro vSechny
stanovované fytohormony v zavislosti na jejich naméfenych hodnotach LOD (Tabulka 4).

Ptfesnost vyvinuté metody se pohybovala od 2,5% do 13,55% RSD. Spravnost
metody byla hodnocena parametrem bias, ktery byl v intervalu -9,89% az 1,19%.
Tabulka 11 prezentuje obé vypoctené hodnoty. Oba tyto parametry splhovaly zakladni

pozadavky pro pouZitelnost metody pro kvantifikaci sledovanych analytt.>**

Tabulka 12 — Navratnost u valida¢nich vzorku obsahujicich rostlinnou matrici pro t¥i rizné koncentracni hladiny

tZ 81+2 70+ 10 68+ 6
tZR 93+13 107+ 6 85+9
tZ9G 74+9 87+ 11 108 +1

cZ 99 +4 62+4 69+5
c¢ZR 101 £ 10 102+4 72+1
cZ9G 107 +£2 86+ 3 93+8

iP 78+ 13 74+ 4 85+7
iPR 6216 61+4 75+5
ip7G 103+6 98+9 89+5
iP9G 108 £ 12 107+3 79+8
TIAA 116 £ 6 74+ 6 84+3
ABA 609 82+5 62+3

Poslednim sledovanym valida¢nim parametrem je relativni navratnost u vzorkl
obsahujicich rostlinnou matrici testované na tiech koncentracnich hladinach (viz Tabulka 12).

Vsechny koncentra¢ni hladiny (0,1; 1 a 10 pmol) vykazuji hodnoty navratnosti v intervalu
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ptiblizné od 60% do 110%. Tyto vysledky jsou zatizeny kompromisnim feSenim ve vybéru
extrakéniho c¢inidla (80% methanol), ztohoto divodu jsou nekteré ndvratnosti nizsi
(diskutovano v kapitole 4.5). Celkova vytéznost purifikacnich krokl a analytického stanoveni
je také ovlivnéna matri¢nim efektem (viz kapitola 4.6).

Na zaklad¢ vsSech zvolenych valida¢nich parametri (relativni néavratnost, denni
a mezidenni variabilita, pfesnost a spravnost metody) a naméfenych vysledka lze oznadit
metodu za validovanou pro stanoveni cytokinind, kyseliny indol-3-yloctové a kyseliny

abscisové v rostlinném materialu.

4.8 Stanoveni vybranych fytohormoni v rostlinném materialu

Metoda optimalizované extrakce a tandemové SPE purifikace byla na zavér
testovana na rostlinném materidlu ziskaného zrostliny Arabidopsis thaliana. Byly
napéstovany rostliny riznych ekotypt: Br-0, Cvi-0, GOT-1, RRS-7 a Van-0. Biologicky
material (20 mg) byl sklizen 14 a 21 dni od vysadby. Vzorky byly zpravovany dle
prezentovan¢ho extrakéniho a purifikacniho protokolu (Obrazek 17). Jako analyticka
koncovka byl pouzit systém LC-MS/MS s pouzitim optimalizovanych podminek (Tabulka 3).
Grafické znazornéni namétenych vysledkli je zobrazeno v obrazku 30 a vysledné hodnoty
jsou uvedeny v Piiloze 2.

Z pohledu rostlinné fyziologie ziskané vysledky ukazaly trend v obsahu auxini,
cytokininil a kyseliny abscisové v zavislosti na staii rostliny (14 a 21 dnti). Celkové byl patrny
nariist jednotlivych metabolitii (hlavné nedegradabilnich forem) na ukor aktivnich forem
studovanych hormonalnich skupin. Z analytického hlediska bylo z namétfenych vysledka
patrné, ze naSe vyvinuta metoda je dostateCn¢ robustni a vykazuje linearitu v rozsahu nékolika
koncentra¢nich fadi. U sledovanych cytokininovych bazi, ribosidi a N-glukosidii se nalezené
koncentrac¢ni hladiny pohybovaly v rozsahu desitek fmol az stovek pmol na gram Zivé hmoty
(z.h.). U zvolenych auxin, IAA a oxIAA, byly hladiny analyzovany v rozpéti tfech
koncentracnich tadi. Kyselina abscisovd a jeji glukosylester byly nalezeny v rozsahu

0,5 - 8,3 pmol/g Z.h.

Obrazek 30 (Nasledujici strana) — Hladiny nalezenych fytohormonii ve studovanych 14 a 21 dennich ekotypech
A. thaliana: (a) koncentrace cytokinind, (b) koncentrace auxint, (c) koncentrace ABA a ABAGE.
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Koncentrace IAA (pmol/g)

RRS 14 RRS 21 GOT 14GOT 21 CVI14 CVI21 BR14 BR21 VAN 14VAN 21
Ekotyp a stari rostliny

Koncentrace ABA (pmol/g)

RRS 14 RRS21 GOT 14 GOT 21 CVI14 CVI21 BR14 BR21 VAN 14 VAN 21
Ekotyp a stari rostliny
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V piipad€ rozsifeni navrzené metodiky o dalS$i metabolity ¢i nové fytohormonalni
skupiny lze doporucit pouziti citlivejsi analytické koncovky, naptiklad novéjsiho LC-MS/MS
systému s modernéjs$i konstrukci pristroje. Toto spojeni by mohlo poskytnout kvalitativné

i kvantitativné lepsi informace s celkoveé vyssi citlivosti, presnosti a spravnosti.
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5. Zavér

Tato prace predklada optimalizovanou metodu pro stanoveni nékolika skupin
fytohormonti v jedné analyze. Diplomova prace podava zakladni informace o fyzikalnich
a chemickych vlastnostech, biosyntéze, metabolismu a metodach analyzy auxint, cytokinini
a kyseliny abscisové. Na zaklad¢ dfive publikovanych informaci byla navrZzena izola¢ni
metoda, jejiz zdkladem je extrakce a tandemova SPE purifikace. Toto multihormonalni
stanoveni bylo nejen casové vyhodné (v porovndni s provadénim nékolika extrakci
a purifikaci dle klasickych postupti pro jednotlivé fytohormonalni skupiny), ale bylo dosazeno
1 vyhovujicich navratnosti (pohybujici se v rozmezi 60% az 90%). Byl také testovan vliv
odpatovani pouzitého rozpoustédla na ztraty sledovanych analyt. Pfi odpatfeni vzorku na
vakuové odparce doSlo ke sniZzeni celkovych hladin CK primérné o 4%, u ABA/ABAGE
0 5% a u t€kavéjsSich auxini to bylo v priméru az 12%. Pfi testovani tandemového uspotradani
SPE kolon Oasis® MCX a MAX byly navratnosti bez rostlinné matrice kolem 90%. Pfi
analyze obohaceného rostlinného extraktu byly nalezené navratnosti u né¢kterych fytohormont
niz8i z diivodu kompromisu ve vybéru extrakéniho ¢inidla (byl pouzit 80% methanol). Vliv
matri¢niho efektu byl z pohledu celého procesu (extrakce a purifikace) u 86% sledovanych
analytl nepatrny a u 14% dochazelo k rozSifeni signilu diky interferenci latek z matrice.
Vysledna metoda byla validovana pomoci ptidavku smési studovanych fytohormoni na tfech
koncentracnich hladinach (0,1; 1 a 10 pmol). Na zaklad¢ zvolenych validacnich parametri
(relativni navratnost, denni a mezidenni variabilita, pfesnost a spravnost metody) bylo
ukazano, ze vyvinutd metoda je dostatecné robustni v celém kalibra¢nim rozsahu.

Pouzitelnost navrzené metody byla ovéfena aplikaci popisovaného postupu na
rostlinny materidl Arabidopsis thaliana. Zavérecnd analyza ukazala trend v obsahu auxind,
cytokinini a kyseliny abscisové v zavislosti na stafi rostliny (14 a 21 dnd). Vé&fime, Ze
purifika¢ni protokol bude vhodnou metodou pro multidimenzionalni analyzu rostlinnych
hormonil nejen u testované A. thaliana, ale 1 u jinych rostlinnych materiali. Navic je zde
moznost rozsifit metodiku o dal$i metabolity studovanych hormonti nebo celé nové skupiny

fytohormont (napt. gibberelliny, jasmonaty ¢i kyselinu salicylovou).
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7. Seznam pouzitych zkratek

ABA
ABAGE
APCI
C18

C8

CAS
CK
CKX
CYP735A
cZ
cZ9G
cZR
cZRMP
DEAE

DMAPP
ESI
EY
GA
HLB
[AA

iP
iP7G
1P9G
IPP
iPR
iPRDP
iPRMP
iPRTP

kyselina abscisova

glukosylester kyseliny abscisové

chemicka ionizace za atmosférického tlaku

typ SPE kolony (sorbentu), oktadecylova faze vazana na nosici
typ SPE kolony (sorbentu), oktylova faze vdzana na nosici
registracni ¢islo CAS - numericky identifikator chemickych latek
cytokininy

cytokinindehydrogenasa

cytochrom P450 monooxygenasa

cis-zeatin

cis-zeatin-9-glukosid

cis-zeatin ribosid

cis-zeatin ribosid-5 ‘-monofostat

zesitovana dextranova jednotka (Sephadexu)
kationtem

dimethylallydifosfat

ionizace elektrosprejem

vytéznost extrakce

gibberelliny

typ SPE kolony (sorbentu), kopolymer divinylbenzenu s vinylpyrrolidinonem

kyselina indol-3-yloctova
isopentenyladenin
isopentenyladenin-7-glukosid
isopentenyladenin-9-glukosid
isopentenyldifosfat
isopentenyladenosin
isopentenyladenosin-5’-difosfat
isopentenyladenosin-5’-monofosfat

isopentenyladenosin-5’-trifosfat
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IPT
IS

JA
LLE
LOG
m/z
MAX
MCX
ME
MEP
MRM
MS/MS
MVA
n.d.
oxIAA
PE

R2
RE
RP
rpm
RSD
R

SA
SIM
SPE
tRNA
tRNA-IPTs
tZ
tZ9G
tZR
Z.h.

isopentenyltransferasa

interni standard

jasmonaty

extrakce kapalina-kapalina

5‘-monofosfat fosforibohydrolasa

pomér hmotnosti iontu a celkového naboje

smésna faze kombinujici aniontové vyménné a reverzni faze sorbentu
smésna faze kombinujici kationtové vyménné a reverzni faze sorbentu
matricni efekt

methylerythritol fosfat

selektivni zdznam vice reakci

tandemova hmotnostni spektrometrie

mevalonatova drdha

nedetekovano

2-oxoindol-3-yloctova kyselina

uc¢innost procesu

koeficient determinace

vytézek extrakce

reverzni faze

jednotka uhlové rychlosti, otacky za minutu
relativni smérodatna odchylka

retencni Cas

kyselina salicylova

selektivniho zaznam jednoho nebo vice ionta
extrakce na pevné fazi

transferovd RNA

katalasa formujici cytokininy - isopentenylace tRNA
trans-zeatin

trans-zeatin-9-glukosid

trans-zeatin ribosid

Ziva hmota
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8. Prilohy

Ptehled struktur studovanych analytt:

Zakladni skelet CK”®

Priloha 1

Piehled substituovanych skupin CK — navazuje na vy$e uvedeny zakladni skelet.”

H - | Isopentenyladenin iP
CHj, . .
R - | Isopentenyladenosin iPR
—CH, CHj - - | Isopentenyladenin-7-glukosid iP7G
G - | Isopentenyladenin-9-glukosid iP9G
H H | trans-zeatin tZ
CH,OR,
R H | trans-zeatin ribosid tZR
—CH, CHj G H | trans-zeatin-9-glukosid tZ9G

G = p-D-glukopyranosyl; H = vodik; R = p-D-ribofuranosyl
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HO HO
\ \
0 0
o
N N
H H
TAA oxIAA

Struktury stanovovanych latek IAA a oxIAA.

HO
OWOH
OH

H

ABA ABAGE
Struktury studovanych latek ABA a ABAGE.”
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Priloha 2

Namétené hodnoty pro aplikaci navrhovaného postupu tandemové SPE purifikace na

ruznych ekotypech rostliny Arabidopsis thaliana (viz podkapitola 4.8).

RRS GOT CVI
Analyt 14 dni 21 dni 14 dni 21 dni 14 dni
tZ 5,43 +0,99 2,31+0,23 3,47+1,32 2,07 +£0,29 3,47+1,32
tZR 1,05+ 0,46 0,22 +0,02 1,16 £ 0,30 0,17 £ 0,00 1,16 £0,30
t29G 2,49 +£ 0,40 2,42+0,23 2,97 +£1,22 1,05+ 0,05 2,97 +1,22
cZ 0,80 + 0,80 0,71 £0,06 1,48 £ 1,17 0,20+0,11 1,48 £ 1,17
¢ZR 0,33 +0,24 0,08 = 0,00 0,13+0,04 0,02 +0,01 0,13 +0,04
¢Z9G 0,11+0,04 0,22 +0,05 0,10+ 0,06 0,19+0,10 0,10 £ 0,06
iP 0,00 + 0,00 0,03 +0,01 0,03 +0,03 0,02 +0,01 0,03 £ 0,03
iPR 1,17 +0,56 0,31+0,01 0,89 £+ 0,66 0,10+ 0,00 0,89 + 0,66
ip7G 57,18 £ 8,43 62,61 £5,32 17,68 £ 1,24 69,76 + 3,13 17,68 £ 1,24
iP9G 1,33+0,12 0,97 0,10 0,52 +0,04 1,55+0,35 0,52+ 0,04
IAA 542,81 £ 436,10 5,07 £5,07 98,28 +24,30 116,12 £ 116,12 98,28 + 24,30
oxIAA 18402,96 + 5196,87 £1647,41  2094,77 £589,28  3323,35+1605,55  2094,77 + 589,28
9514,89
ABA 0,71 £ 0,31 0,53+0,15 0,65+ 0,37 2,18 +1,53 0,65 +0,37
ABAGE 1,91 +0,87 0,50+0,14 0,45 +0,43 2,06+ 1,86 0,45 +0,43
CVI
Analyt 21 dni 14 dni 21 dni 14 dni 21 dni
tZ 1,54+0,16 3,10+0,02 2,26 £ 0,79 3,02+0,43 2,45 +£0,35
tZR 0,57 +£0,27 1,01 £0,10 0,68 = 0,00 0,32+ 0,06 0,51+0,41
t29G 5,00+£0,32 1,48 £ 0,00 1,73+0,14 1,30 £ 0,08 1,78 £0,20
cZ 0,21 +£0,03 0,66 = 0,08 0,54 +0,15 1,47 £ 0,59 1,09 £ 0,48
¢ZR 0,05+ 0,01 0,05 £+ 0,00 0,07 +£0,01 0,06 = 0,00 0,09 +0,01
¢Z9G 0,07 £ 0,02 0,09 £ 0,02 0,14 +0,04 0,10+ 0,00 0,20 £ 0,04
iP 0,02 + 0,00 0,03 £0,02 0,01 £ 0,00 0,01 +0,01 0,01 +0,01
iPR 0,27 +£ 0,02 1,21 +£0,03 0,57+0,17 0,38 £ 0,02 0,35+0,16
ip7G 15,20 £ 0,75 32,68 = 1,60 26,71 £ 3,51 22,01 £3,79 19,40 £ 3,61
iP9G 0,46+0,18 0,80+0,12 0,70 £0,10 0,64 +0,11 0,45 +0,08
1AA 150,30 + 101,77 744,81 £ 56,99 234,28 £234,28 264,00 + 13,10 132,59+ 5,32
oxIAA 8855,74 £ 5549,51 16902,35 + 5496,07 + 484,86 9419,94 £ 565,01 3776,33 £ 243,44
4112,65
ABA 8,34+ 7,70 0,68 +0,47 4,26 £ 0,05 1,85+£0,73 1,90 £ 0,44
ABAGE 2,20+2,20 0,41+0,36 0,22 +0,09 0,53 +£0,04 0,64 +0,57
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