UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator rustovych regulatori

Stanoveni 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a jejich metabolita

v rostlinné matrici pomoci imunoafinitni chromatografie

BAKALARSKA PRACE
Autor: Barbora Parizkova
Studijni program: B1501 Biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Mgr. Ondiej Novak, Ph.D.

Termin odevzdani prace: 30. bfezna 2013



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Kli¢ova slova

Pocet stran
Pocet piiloh

Jazyk

Barbora Patfizkova

Stanoveni 2, 4 - dichlorfenoxyoctové kyseliny a jejich
metabolith v rostlinné matrici pomoci imunoafinitni

chromatografie

Bakalarska

Laboratof ristovych regulatort
Mgr. Ondiej Novak, Ph.D.

2013

Tato prace se zabyva vyvojem metodiky pro stanoveni
kyseliny 2,4—dichlorofenoxyoctové (2,4-D) a jejich
potencionalnich metabolitd v rostlinném materialu.
Teoreticka cCast se vénuje reSerSi na téma auxinl
vyuzivanych v zemédélstvi jako herbicidy, predevSim
pak na mechanismus ucinku 2,4-D. Dale se vénuje
principim jednotlivych analytickych metod, které
byly k izolaci a stanoveni 2,4-D a jejich metabolitt
vyuzity. V experimentalni casti byla vyvinuta nova
metoda  vyuzivajici rychlou chromatografii
s hmotnostni  detekci, které predchazela izolace
danych latek z rostlinného materidlu pomoci extrakce
tuhou fdzi a imunoafinitni chromatografie. Metoda
byla vyuzita kidentifikaci a kvantifikaci 2,4-D
a jejich metabolitii z osetfené¢ho kalusu. Zjistili jsme,
ze se v materidlu nachazi v kvantifikovatelné mife
pouze konjugity 2,4-D skyselinami glutamovou
a asparagovou.

2,4—dichlorfenoxyoctova kyselina, 2,4-D, herbicidy,
imunoafinitni chromatografie, SPE, LC-MS

57
3
Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Barbora Pafizkova

Determination of 2, 4 - dichlorophenoxyacetic acid
and its metabolites by  immunoaffinity

chromatography in plant matrices
Bachelor

Laboratory of Growth Regulators
Mgr. Ondrej Novak, Ph.D.

2013

We have developed the method for quantification
of 2,4—dichlorophenoxyacetic acid and its potential
metabolites in plant matrices. The theoretical part
consists of knowledge summaries about auxins-
based herbicides, especially about the status
of mechanism and the mode of action of 2,4-D as
well as the principles of analytical methods used
for isolation and quantification of 2,4-D
metabolites. In  the  experimental  part,
the optimizing method based on a fast liquid
chromatography with mass spectrometric detection
was developed including SPE and IAC purification
of the compounds from complex plant matrices.
This method was used for identification and
quantification of these compounds in the treated
tobacco BY-2 callus. We found two conjugates
of 2,4-D with glutamic and aspartic acids in the

treated matrices which we were able to quantify.

2,4-dichlorophenoxyacetic acid, herbicides,

immunoaffinity chromatography, SPE, LC-MS
57

3

Czech



PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou préci vypracovala samostatné pod vedenim

Mgr. Ondieje Novaka, Ph.D. s pouzitim citované literatury.

V Olomouci dne 20. 4. 2013



Touto cestou bych chtéla podekovat piedevSim svému vedoucimu
diplomové prace Mgr. Ondieji Novéakovi, Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady a
trpé€livost pii zpracovani této prace a Mgr. Jan€ Oklestkové Ph.D. za odborné
vedeni v oblasti imunoafinitni chromatografie.

Dale dékuji Mgr. Ludkovi Eyerovi, Ph.D. z Vyzkumného ustavu
veterinarniho 1ékafstvi v Brné za ptipravu pouzitych monoklonalnich protilatek a
za seznameni s metodikou ELISA.

V neposledni tadé deékuji Mgr. Tomdasi PospiSilovi, Ph.D. za syntézu
pouzitych standarda i vSem ostatnim pracovnikiim Laboratofe ristovych regulatort

za ochotu a vstficnost.



1 Uvod @ il baKAIATFSKE PIACE ..o -9-
2 Literarni Prehled.......coovvveieeiiiccie e s -10 -
2.1 RUSOVE TEGUIALOTY ..oeeeviieiieeciie ettt e e e ens -10 -

B B N 1< 11 SRR -10 -
2.1.2 Syntetick@ QUXINY ......eeeeviiieiiiieciie et e e -13 -
2.1.3 HerbDICIAY ..uvveeeiieiieeieeieeee ettt e -14 -
2.1.4 Mechanismy UCINKU 2,4—D ......ccoooiiriiiniiiniieiieeie et -15-

2.2 Analyza biologického materialu............ccoevuieriieriiiniiiieeieeeece e -17 -
2.2.1 Izolace biologicky aktivnich 1atek ..........ccccoeviiviieniiniiiiecieeieeee, -17 -
2.2.2 Purifikani Metody .......ccevieruieiiieiieeieeiiecte et -18-
2.2.2.1 Extrakce tuhou fAzi (SPE).....cccoooiiiiiieiieiiceeeeee e -19 -
2.2.2.2 Imunoafinitni chromatografie (IAC).......ccceeveriieviienieeiieene, -20 -

2.2.3 Instrumentaln¢ analytick€ metody ..........ccccveevieriienieniieieeieeeee, -22-
2.2.3.1 Kapalinova chromatografie (LC) ......ccccceevieniiiiniiiiienieeee -23-
2.2.3.2 Hmotnosti spektrometrie (MS) ......ccccoevvveriiiiiienieeieecieeeeeen, -24 -

3 Materidl @ MEtOAY......eeviieiiieiieiie e e -27 -
3.1 ChemMIKANE ..o -27 -
3.2 MALETIAL ..ottt -29 -
3.3 PHISIIOJE c.nveeeeteeeee ettt -29 -
3.4 PracoVNI POSTUPY ..eeeeeirieiiiieiiieeeite ettt ettt et e et e st ee st esneeeeas -30 -
3.4.1 Péstovani biologického materidlu ............coceeveeieniininiiniiniiicee, -30 -
342 EXITAKCE. ... ittt -30 -

3. 4.3 PUIKACE ..o -32-
3.4.4 Charakterizace a validace purifikacnich postupt..........cccccvvvveveennneen. -33-
3.4.5 Parametry LC-ESI(-)MS/MS metody ......c.ccccceevvereeniniieneineeieneenne. -35-

4 DISKuze @ VYSIEAKY ....uviieiiieeiiiecie e s -37-
4.1 Vyvoj izola¢ni metody pomoci SPE .........ccccooiiiiiiiiiniiniieeee -37-
4.2 Vyvoj izola¢ni metody pomoci TAC .......cccvvieviiieiieeieeeee e -39 -
4.3 Vyvoj podminek pro UHPLC—MS analyzu .........ccccceovveviveencieeeniieeiene -40 -
4.4 Validace vyvinuté metody..........cccceevieriiiiiieniieiienie et -42 -
4.5 Stanoveni potencialnich metabolith v rostlinném materialu..................... -44 -

5 ZLAVET .ttt et e -47 -
SeZNam THEIATUTY ...c.eeiviiiiiiiiieiietee e s -48 -
PEIONY .ottt -53-



2,4-D
2,4-DB
2,4-D-Asp
2,4-D-Glu
2,4,5-T
4-CI-IAA
C18

CE
DEDCTA
ELISA

ESI

FA

FW
FWHM

GC
[*Hs]-2,4-D
HLB

HPLC
HRAC
TAA
IAC
IBA
IMS
IS
LLE
LC
LLOD
LLOQ
MALDI

Seznam pouzitych zkratek

2,4—dichlorfenoxyoctova kyselina
2,4—dichlorofenoxymaselna kyselina
2,4—dichlorfenoxyacetyl-L—asparagova kyselina
2,4—dichlorfenoxyacetyl-L—glutamova kyselina
2,4,5—trichlorfenoxyoctova kyselina

kyselina 4—chlor—indol-3—yloctova

typ SPE kolony (sorbentu), oktadecylova faze vazana na nosici
kapilarni elektroforéza

diethyldithiokarbamat sodny

Enzyme—Linked ImmunoSorbent Assay

ionizace pomoci elektrospreje

kyselina mravenci

cerstva hmota

full width half maximum

plynové chromatografie

deuterizovany standard 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny
typ SPE kolony (sorbentu), kopolymer divinylbenzenu
vinylpyrrolidinonem

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

Herbicide Resistance Action Committe

kyselina indol-3—yloctova

imunoafinitni chromatografie

kyselina indol-3—ylmaselna

1on mobility spektrometry

interni standard

liquid/liquid extraction

kapalinova chromatografie

limita detekce

limita kvantifikace

ionizace laserem za pfitomnosti matrice

S



MAX

MCPA
MCPB
MCPP
MCX

MIP
MS
NAA
PAA
SPE
RIA
ROS
TCDD
TOF
TLC
UV
VIS

smésnd faze kombinujici aniontové vyménné a reverzni Casti
sorbentu

2—-metyl-4—chlorfenoxyoctova kyselina
2—-metyl-4—chlorfenoxymaselna kyselina
4—chloro—2—metylfenoxypropionova kyselina

smésnd fadze kombinujici kationtové vyménné a reverzni Casti
sorbentu

molekularné vtisténé SPE

hmotnostni spektrometrie

a—naftyloctova kyselina

kyselina fenyloctova

extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)

Radioimmunoassay

reaktivni kyslikové derivaty

dioxin

hmotnostni analyzator doby letu (7Time—of—Flight)

tenkovrstva papirova chromatografie

ultrafialova oblast spektra

viditelna oblast spektra



1 Uvod a cil bakala¥ské prace

2,4—dichlorofenoxyoctova  kyselina  (2,4-D) je jednim  zcelosvétove
nejpouzivanéjSich herbicidi vyuzivanych ke kontrole rustu pleveli zejména
v zemédé@lstvi a zahradnictvi. Patfi mezi auxinové herbicidy (analoga indol-3—
yloctové kyseliny), které¢ v nizkych koncentracich vykazuji podobné fyziologické a
biochemické tcinky jako auxiny pfirozené. Ve vysokych koncentracich zpisobuji
poruchy systému oxidativni fosforylace a stim spojené pietvareni tylakoidnich
membran vedoucich ke smrti rostliny.

Fenoxyoctové kyseliny jsou v piid€ a vodé méné stalé¢, mohou se v nich tedy
hromadit v podobé riznych rezidui. Pro ¢lovéka i vodni organismy jsou piedevsim
chlorované formy toxické. Cilem mé bakalaiské prace je tedy vyvoj metodiky
pro stanoveni 2,4-D a jejich potencidlnich metabolitli v rostlinném materidlu
pomoci  imunoafinitni  chromatografie za  pouziti  ocharakterizovanych
monoklonélnich protilaitek vazanych na Affi-Gel snaslednou analytickou
koncovkou kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii (LC—MS).
Vysledky této prace (potencidlni pfirozené metabolity) mohou byt nésledné
podrobeny toxikologickym testim. Vysledky by v dal§im studiu také mohly vést
ke zjisténi vzniku rezistence proti auxinovym herbicidim. Ta by poté mohla slouZit
k vyvinu novych herbicidl s jinymi mechanismy u¢inku.

Moznymi studovanymi metabolity byly 2-metyl-4—chlorfenoxyoctova
kyselina (MCPA), 2-metyl-4—chlorfenoxymaselna kyselina (MCPB), 2,4,5-
trilorofenoxyoctova kyselina (2,4,5-T), 2,4—-dichlorofenoxymaselna kyselina (2,4—
DB), 4-chloro—2—metylfenoxypropionova kyselina (MCPP), a konjugaty
s kyselinou asparagovou (2,4-D—Asp) a kyselinou glutamovou (2,4-D—Glu). Jejich

seznam a chemické struktury jsou uvedeny v Piiloze 2.



2 Literarni prehled

2.1 Rustové regulatory

Rustové regulatory jsou chemické latky, které se vyznamné podileji na ristu a
vyvoji rostlin a jejich organti. Do této skupiny latek fadime latky jak ptirodni, tak
synteticky pfipravené. Bez ohledu na toto kritérium je mizeme rozdélit na rostlinné
hormony (fytohormony) a dalsi latky ovlivilujici rGst a vyvoj rostlin.
Mezi fytohormony fadime cytokininy, auxiny, gibereliny, kyselinu abscisovou a
etylen. Mezi dalsi latky s regulacnimi uCinky patii brassinosteroidy, polyaminy,
kyselina jasmonova a jeji derivaty, oligosacharidy a fenolické latky (Prochazka a
kol., 2003).

Jako prvni se myslenkou regulace riistu a vyvoje u rostlin pomoci chemickych
signald a jejich specifickych receptorti zabyval némecky botanik Julius von Sachs
(1832-1897). Fytohormony jsou nezbytnym prvkem komunikace mezi builkami,
pletivy a organy rostlin. Regulace metabolismu, ristu a morfogeneze velice Casto
zavisi na prenosu chemickych signalli zjedné c¢asti rostliny do druhé. Témito
signdly jsou pravé rostlinné hormony rozpoznavané specifickymi receptory
v buiikkach riznych pletiv. Rostlinné hormony ptsobi ve velmi malych
koncentracich a mnohé procesy v rostliné jsou Casto fizeny skupinou riznych
hormont, které mohou ptisobit spolecné nebo protichidné. Na koncentracich
fytohormonti také zéavisi jejich ucCinek, ktery mlze byt na urcité koncentracni

hlading stimulujici a na jiné naopak inhibujici (Prochazka a kol., 2003).

2.1.1 Auxiny

vvvvvv

ucinky jsou predevSim stimulace dlouzivého ristu a déleni bunék, regulace
fototropismu a apikdlni dominance. Dale reguluji vyvojové procesy jako
diferenciaci vodivych pletiv a meristému, zahdjeni rlstu listd, fylotaxie ¢i
senescenci (Grossmann, 2009). Ve spolupraci s cytokininy se také ucastni
organogeneze, pii které auxiny podminuji tvorbu adventivnich koteni.

Auxiny jsou nejdéle znamou skupinou fytohormont. Jejich objeveni je

spojeno se studiem fototropismu a gravitropismu, jimiz se zabyval jiz Charles
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Darwin (1809-1882) (Prochazka a kol.,, 2003). Ten zjistil, ze organ chranici
vzrostny vrchol rostliny (koleoptile) je vysoce citlivy na svétlo, a to predev§im o
krats$i vlnové délce (modré svétlo). Pokud je koleoptile osvétlen z jedné strany,
béhem chvile se ohne smérem ke zdroji tohoto svétla. Pokud je tento organ zakryt
neprichodnym materidlem, k ohybu nedojde (Hopkins a Hiiner, 2009). Za ohyb
rostliny ke svétlu je zodpovédna oblast, kterd se nazyvd prodluzovaci zéna a

nachazi se né¢kolik milimetra pod koleoptile (Taiz a Zeiger, 2010).

Svétla 0\ A, A _

gy — _.r-;y_."
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Obr. 1 — Schéma Darwinova pokusu ke studiu ucinku neznamého rustového faktoru
(Cambell a Reece, 2008)

Na Darwinovu praci navazal holandsky botanik Fridrich Went (1863—1935),
ktery dokézal tyto rostlinné hormony izolovat. Jeho pokus spocival v oddé€leni
koleoptile ovsa set¢ho (4Avena sativa L.) a jejich pfenosu na agarové bloCky
(Cambell a Reece, 2008). Pokud oddélené ¢asti zpétné k rostlinam pfilozil, nedoslo
k Zddnému ohybu. Potvrdil tedy, Ze latky potiebné ke stimulaci fototropismu
difundovaly do agarovych blocki. Po ptilozeni téchto blockt k rostlinam dochazelo
k ohybu 1 v podminkach sniZené intenzity svétla. Went tyto latky nazval auxiny
(z teckého auxein — rust). Stimuluji totiz dlouzivy rist bunék na stran¢ odvracené

od svétla, coz zptisobuje ohyb rostliny smérem k tomuto zdroji.

-11 -



Obr. 2 — Schéma izolace auxinu F. Wentem (Cambell a Reece, 2008)

Prvnim identifikovanym auxinem byla kyselina indol-3—yloctova (IAA),
kterd byla nalezena v lidské moci (1933) a teprve v roce 1946 ve vyssi rostlin€. Tato
latka byla po dlouhou dobu jedinym zndmym pfirozenym auxinem (Prochézka a
kol., 2003). V dnes$ni dobé zname dalsi pfirozené auxiny, napi. kyselinu indol-3—
ylmaselnou (IBA), 4—chlor-indol-3—yloctovou kyselinu (4-CI-IAA) nebo kyselinu
fenyloctovou (PAA). Tyto latky jsou vSak méné& ucinné nez IAA, proto pusobi
ve vétSich koncentracich.

Auxiny jsou syntetizovany v meristematickych oblastech a dalSich aktivné
rostoucich organech jako v jiz zminéném koleoptile, kofenovych Spickach, klicicich

semenech ¢i apikélnich pupenech rostoucich stonki. (Hopkins a Hiiner, 2009).

\CEM@E{Q/Y"

N
H
[AA [BA 4-Cl-1AA

Obr. 3 — Chemicke struktury prirozenych auxini
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2.1.2 Syntetické auxiny
Pfi studiu piirozenych auxinii byla objevena tada syntetickych latek s podobnym
mechanismem uc¢inku. Syntetické auxiny jsou chemicky pfipravena analoga
pfirodnich fytohormont, které v nizkych koncentracich vykazuji fyziologické a
biochemické procesy velice podobné TAA, ovSem s déle trvajici a vétsi intenzitou
uc¢inku v dasledku jejich vétsi stability v rostlinach (Mithila a kol., 2011).
Syntetické auxiny jsou proti inaktivaci (disledkem napi. konjugace nebo oxidace)
¢i degradaci v rostlindch odolngj$i nez auxiny pfirozené, proto v nich tyto procesy
probihaji pomaleji a jsou metabolizovany delsi dobu (Taiz a Zeiger, 2010).
Spole¢nym znakem syntetickych auxinl je pfedev§im aromaticky kruhovy
systém obsahujici v postrannim fetézci karboxylovou skupinu. Mezi -COOH
skupinou a aromatickym kruhem musi byt alespon jeden uhlikovy nebo kyslikovy
atom. Struktura téchto latek je fadi mezi slabé organické kyseliny. Podle té je také

muzeme rozd¢lit do 4 hlavnich skupin (Prochéazka a kol., 2003):

1. naftalenové kyseliny — a—naftyloctova kyselina (NAA)
2. chlorfenoxykyseliny — kyselina 2,4—dichlorfenoxyoctova (2,4-D)

— kyselina 2,4,5—trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T)

— kyselina 2—metyl-4—chlorfenoxyoctova (MCPA)
3. benzoové kyseliny — kyselina 2,3,6—trichlorbenzoova

4. derivaty kyseliny pikolinové — picloram.

Syntetické auxiny jsou komerén€ vyuZivany piedevSim v zemédélstvi a
zahradnictvi. Jejich vyuziti spoc¢iva predevsim v ochrané pied opadem listl a plodu,
navozeni partenokarpie (vytvafeni plodu bez oplozeni vaje¢né bunky) ¢i
zakofenovani zastfizenych c¢ésti rostlin urenych k mnozeni. Navozeni syntézy
etylenu u¢inkem auxint se vyuziva k urychleni kveteni a dozravani plodl (Taiz a
Zeiger, 2010). Nejvice jsou ovSem syntetick€é auxiny vyuZzivany jako herbicidy
ke kontrole rhstu plevel. Ve vySSich koncentracich totiZ zplsobuji nevratna
poskozeni az smrt rostliny. Riizné skupiny auxinli maji pak rizné spektrum tc¢inku.
Kromé koncentrace zavisi u¢inky hormoni také na fyziologické fazi ristu rostliny,
rostlinném druhu a citlivosti pfisluSného rostlinného pletiva k danému herbicidu

(Hopkins a Hiiner, 2009). Jak syntetické, tak pfirozené auxiny ve vysokych
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koncentracich davaji vzniku jiz zminénému rostlinnému hormonu etylenu, ktery
nasledné spousti biosyntézu dalSiho fytohormonu, kyseliny abscisové. Ta se také
podili na inhibici ristu rostlin (Grossmann a Hansen, 2000).

Hlavni roli v selektivité auxinovych herbicidii hraje rozdilny metabolismus a
jina mista ucinku u jedno- a dvoudéloznych rostlin, ¢ehoz se v zeméd¢€lstvi hojné
vyuziva. Strukturni podminkou ucinku téchto hormoni je silny zaporny naboj
na disociované karboxylové skupiné, ktery je oddéleny od slabsiho pozitivniho
naboje na rovinném aromatickém kruhu (Grossmann, 2009). Vzhledem k jejich
rozpustnosti ve vodé se snaze dostavaji do zemédé€lskych ekosystémi, kde
zpisobuji znecisténi povrchovych i podzemnich vod. Naptiklad fenoxyoctova
kyselina vykazuje stfedni stupen toxicity, nicméné jeji chlorované metabolity
mohou byt toxické pro ¢lovéka 1 vodni organismy (Cserhati a Forgacs, 1998).

Velkou pozornost k syntetickym auxiniim pfivedla také valka ve Vietnamu,
kde se smés n-butyl esteri 2,4-D a 2,4,5-T, nazyvana Agent Orange, pouzivala
jako biologicka zbranl. Tato smés obsahuje jako vedlejsi produkt jedovaty dioxin
(TCDD), ktery zptusobuje chlorakné a pro cloveéka je karcinogenni (Raven a kol.,
1999).

0
” 0 OH i
OH 0 X cl. _N |
o I | N OH
\/\ Cl Cl
OH
Q0 X 2%
cl cl Cl NH,
NAA 2,4-D kys. 2,3,6—trichlorbenzoova picloram

vvvvvv

2.1.3 Herbicidy
Herbicidy jsou chemické latky, které¢ fadime mezi pesticidy, tedy ptipravky urcené
k hubeni organickych $ktdci, v tomto ptipadé rostlin. Jsou proto Siroce vyuZivané

v zemédé€lstvi a zahradnictvi k omezeni mnozstvi plevelll ve prospéch péstovanych

vvvvv

fytotoxicity (poskozeni péstovanych rostlin), zatéZzovani zivotniho prostiedi ¢i
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ve form¢ rezidui v potravé a krmivech vyrobenych z uzitkovych rostlin (Jursik a
kol., 2010).

Naprosta vétSina herbicidu postihuje rostliny zablokovanim fyziologickych
procest dulezitych pro spravny rist a vyvoj rostliny. Aktivni slozka herbicidu
obvykle inhibuje jeden nebo vice enzymi nezbytnych pro pribéh reakei spojenych
s biosyntézou organickych sloucenin. Zpisob, jakym herbicid inhibuje urcity
biochemicky proces v rostlin€, nazyvame mechanismus pusobeni herbicidu (Mode
of Action) a misto, ve kterém se herbicid vaze na dany protein, nazyvame mistem
plsobeni herbicidu (Site of Action). V dne$ni dob¢ je znamo piiblizné¢ 20 mist
pusobeni herbicidl, coz je neimérné proti tisicim chemickych reakei, probihajicich
v kazdé rostliné. Opakované uZzivani herbicidi se stejnym mistem U¢inku miiZze
Casto vést ke vzniku rezistence k danému herbicidu, naopak stiidani herbicida
s riznym mistem uc¢inku tento efekt snizuje (Jursik a kol., 2010).

Herbicidy 1ze zakladné rozdélit do dvou skupin — totalni a selektivni. Totélni
herbicidy ve vét§iné pfipadi maji jako ucinnou latku  glyfosat
(N-(fosfonomethyl)glycin), popt. jeho stl, ktera hubi téméf veskerou vegetaci.
Selektivni (vybérové) herbicidy naopak plisobi na vybranou skupinu rostlin,
vyuzivaji naptiklad jiz zminéné rozdilné fyziologické procesy jedno- a
dvoudéloznych rostlin. V soucasné dob¢ je v Evrop¢ zavedena klasifikace herbicida
podle mista plisobeni HRAC (Herbicide Resistance Action Committee), kterd ¢leni
herbicidy do patnacti hlavnich skupin podle mista uc¢inku, podobnosti symptomu
poskozeni a piisluSnosti k chemické skupiné (viz Ptiloha 1) (Jursik a kol., 2010).
Jednou z dulezitych skupin auxinovych herbicidd jsou tzv. fenoxyoctové kyseliny,
kam ftadime také 2,4-D. Zékladni mechanismus ucinku téchto kyselin spociva
vrozruSeni systému oxidativni fosforylace a nasledné modifikaci struktury

tylakoidni membrany (Cserhati a Forgécs, 1998)

2.1.4 Mechanismy u¢inku 2,4-D

2,4—dichlorofenoxyoctova kyselina byla prvnim syntetickym auxinovym analogem

[AA. Je jednim z nejpouzivanéjSich herbicidl ve svété, ktery byl vyvinut za druhé
svétové valky (Jursik a kol., 2010).

Jako u vSech syntetickych herbicidi i u 2,4-D je ucinek zavisly

na koncentraci, jejiZz rozdilné hladiny vytvaii rozdil mezi ristovym stimuldtorem a
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herbicidem (Pazmifio a Rodriguez-Serrano, 2011). V nizkych koncentracich 2,4-D
podnécuje rast, ve vysokych koncentracich vyvolava v rostlindich smrtelné
poskozeni. Mezi bézné viditelné priznaky zplisobené 2,4-D jsou senescence,
inhibice riistu kofenti a vyhonkt, zakfiveni stonkl a poruchy epinastie. Tyto jevy
dale doprovazi poruchy asimilace uhliku, poskozeni priduchii, poruchy transpirace,
lokalizovana buné¢na smrt a nasledny tpadek celé rostliny (Grossmann a Hansen
2000).

Na molekularni urovni je mechanismus ucinku 2,4-D organové specificky.
Toxicita spojend s oxidativnim metabolismem a vznikem reaktivnich kyslikatych
derivati (ROS — Reactive Oxygen Species) je podobna u listd a kotent, lisi se vSak
u stonk (McCarthy-Sudrez a kol., 2011). V prvnim ptipadé¢ dochézi k rozpoutani
tzv. oxidativniho stresu a enzymt s nim spojenych. V listech a kotfenech oSettenych
rostlin se vyskytuji vysoké koncentrace H,O, zenzyml pak lipid peroxidazy,
xantin oxidazy, endoprotedzy ¢i DNA a RNA polymerazy. Také vznikd velké
mnozstvi karboxylovanych proteinli. Naopak k poklesu hladin dochazi u chlorofylu
a nukleovych kyselin. Béhem oxidativniho stresu také vzriistd proteolyticka aktivita
za ucelem degradace oxidovanych proteini (McCarthy-Suarez a kol., 2011).
U stonki aplikace 2,4-D inhibuje aktivitu xantin oxidazy, ktera zptisobuje tvorbu
superoxidovych radikali O, , a naopak stimuluje antioxida¢ni enzymy jako jsou
katalaza, guaiacol peroxidaza, askorbat peroxidiza, glutation reduktiza, NAD'-
isocitrat dehydrogenaza, ucastnici se Krebsova cyklu a acyl-CoA-oxidaza, kterd ma
zasadni roli v B-oxidaci mastnych kyselin. Vys§i hladiny antioxidantii pisobi
preventivné proti vzniku oxidativniho stresu a zptsobuji jeho lepSi odolnost. Tomu
také napomaha nadprodukce etylenu v oSetfenych rostlinach, kterd blokuje polarni
transport 2,4-D do stonki a snizuje v nich tak hladiny tohoto herbicidu (McCarthy-
Suérez a kol., 2011).

Mirné hladiny ROS jsou spojeny s indukci a proliferaci bunék, naopak jejich
nadmérné koncentrace jsou spojeny se senescenci a programovanou bunécnou
smrti. U listl a kofenti dochazi ptisobenim 2,4-D k inhibici rdstu, u stonki naopak
k indukci nadmérného riistu kvali proliferaci bun¢k vodivych pletiv a naslednému
poskozeni floému i xylému. Disledkem tohoto riistu maji oSetfené rostliny
nadbytek vody, iontl, cukrl, vitamind, dusiku, aminokyselin, proteinti a

nukleovych kyselin, ale velice nizkou nukledzovou aktivitu. Také maji vyssi
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hladiny kyseliny askorbové, kterd hraje dilezitou roli pfi riistu a déleni rostlinnych

bun¢k (McCarthy-Suérez a kol., 2011).

2.2 Analyza biologického materialu

2.2.1 Izolace biologicky aktivnich latek

Prvnim krokem analyzy biologického materidlu po jeho odbéru, pievozu
do laboratofe a piipadné dekontaminaci je jeho homogenizace. Tou dochézi
k uvolnéni analytu z matrice. K homogenizaci se nejCastéji vyuziva tfeci miska
s tlou¢kem, vibra¢ni kulickovy nebo rota¢ni bfitovy mlynek v zdvislosti
na pozadovaném stupni rozmélnéni vzorku.

Homogenizovany material je dale nutné prevést do roztoku. Tento krok se
nazyva extrakce a je pro néj velice dulezité predem ziskat povédomi o chemickych
a fyzikdlnich vlastnostech hledaného analytu (polarita, pfitomnost funkcnich
skupin apod.). Cilem extrakce je prevod analytu do extrakéniho Ccinidla
s maximalnim vytézkem. Je dulezité, aby extrakce probihala v chladném prostiedi,
¢imz se zmensi riziko metabolickych zmén a chemické degradace cilovych sloucenin
(Fu a kol., 2011). Zadouci také je, aby byl vytézek extrakce dostateén& vysoky
pro potencidlni metabolity studovaného analytu (Tarkowski a kol., 2004). Mezi
nejcastéji pouzivana extrakéni Cinidla patti organickd rozpoustédla jako methanol,
ethanol ¢i aceton, jejichz hlavni vyhodou je vyborna rozpustnost analytu, nebo pufr
o neutrdlnim pH (napf. fosfatovy), ktery sniZuje riziko kontaminace extraktu
nepolarnimi balastnimi latkami (Novak a kol., 2012). Hojné vyuZivanymi jsou také
viceslozkové extrakéni smési, z nichZ nejvyuzivané€jSim pro extrakci fytohormont
je Bieleského fixaZz (methanol-chloroform—kyselina mraven¢i—voda; 12:5:1:2)
(Podlesékova a kol., 2012).

Po extrakci nasleduje odstranéni pevnych slozek vzorku. K tomu jsou
nejcasnéji vyuzivany metody centrifugace popt. ultracentrifugace nebo filtrace
(Tarkowski a kol., 2004). Pokud je vzorek jiz na zacatku zpracovéani ve vodném
roztoku, 1ze kroky homogenizace a extrakce vynechat a chemickd analyza se mtlize

provadeét ihned.
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2.2.2 Purifika¢ni metody

Cilem purifika¢nich kroki preanalytické faze ptipravy vzorki je maximalni
odstranéni interferujicich balastnich latek a s tim spojeného matricniho efektu.
Jednotlivé metody se vybiraji s ohledem na pouziti nasledné analytické koncovky.
Vybrand purifikacni metoda musi poskytovat dostate¢ny stupenn precisténi
s uspokojivou névratnosti analyti. Purifika¢ni proces se Casto sklada z né€kolika
stupnii a vysledny piecistény materidl by nem¢l obsahovat latky, které by mohly
rusit naslednou kvalitativni ¢i kvantitativni analyzu.

Jednou zprvnich technik pro pfipravu vzorku pfed analyzou byla
tzv. extrakce kapalina/kapalina (liquid/liquid extraction - LLE). Je zalozena
na rozdilné rozpustnosti analytu ve dvou nemisitelnych rozpoustédlech (Novakova
a VIckova, 2009). Pro kyselé rostlinné hormony, jako IAA, se nejcastéji vyuziva
kombinace Na-fosfatovy pufr/ethylacetat, okyseleny 80% methanol/diethylether,
nebo voda/chloroform (Liu a kol., 2002; Schmelz a kol., 2003; Durgbanshi a kol.,
2005; Quittenden a kol, 2009). Jelikoz se ovSem jedna pouze o hrubé rozdé¢leni
latek o podobné polarité, je v dnesni dobé LLE vytlaCovana nové&jsimi metodami.
Pro izolaci fytohormont je dnes nejcastéji vyuzivana extrakce tuhou fazi (SPE),
Casto nasledovand vysoce specifickou imunoafinitni chromatografii (IAC)
(Tarkowski a kol., 2004).

Jeden znejmodernéjSich ptistupli je vyuziti tzv. molekuldrné
vtisténych polymert (MIP — moleculary imprinted polymers) vyuzivajicich
syntetické polymery suméle vytvofenymi vazebnymi misty pro cileny analyt,
popft. latky strukturné velice podobné (Du a kol., 2012). Pti vyrobé dochézi nejdtive
k reakci monomeru s templatovou molekulou za tvorby komplexu, ve kterém se
uplatiuji kovalentni vazby, elektrostatické interakce a tvorba vodikovych mustki
(Novékova a Vickova, 2009). Vytvafi se tak jeden ¢i n€kolik funkénich monomert
s vtiSténym tvarem cilového analytu, které nasledné prochéazi polymeraci. Vznikly
polymer vlastni strukturni i chemickou pamét’ pro templat a slouzi tak jako sorbent

pro SPE kolony (Novékova a VI¢kova, 2009).

-18 -



I

Obr. 5 — Schéma purifikace pomoci SPE
(obrazek prejat z  http://services.leatherheadfood.com/mycotoxins/item.asp?

sectionid=3&mytype=training&number=2&fsid=61)

2.2.2.1 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Metoda SPE spociva v zachyceni vzorku na sorbentu umisténého v plastové ¢i
sklenéné kolonce (cartrige), jenz je nasledné vhodné zvolenou mobilni f4zi eluovan
(viz Obr. 5). SPE muZe slouzit jak k purifikaci analytu, tak k jeho zakoncentrovani
¢i prevedeni do jiného rozpoustédla (Poole 2003). Vybér pfislusného sorbentu
zavisi na mechanismech, které se uplatiiuji pii interakcich mezi pevnou a mobilni
fazi, ale také pfi interakcich jednotlivych fazi s analytem. DuleZité je proto znat
hydrofobni, polarni a ionogenni vlastnosti uUcastnénych molekul. K dal§im
interakcim podilejicich se na vazbé mezi sorbentem a analytem muzeme fadit
Van der Waalsovy ¢i1 elektrostatické sily (Wells a kol., 2000).

Obecny postup pro praci s SPE kolonkou spoc¢ivé v potifebné uprave vzorku,
nasledné aktivaci kolonky, aplikaci vzorku, promyti vzorku (odstranéni balastu) a
v zavérecné eluci analytu zvolenym rozpoustédlem. Purifikace analytu pomoci SPE
muze probihat dvéma zptisoby v zavislosti na jeho koncentraci v ptivodnim vzorku.
Pii vysokych koncentracich se vyuziva zachyceni balastnich latek na koloné,
zatimco analyt se na koloné¢ nezadrzuje. V opacném piipadé muizeme vyuzit
adsorpci  analytu na  koloné a  nasledné  vymyti interferentil
(http://www.waters.com/waters/nav.htm?locale=en CZ&cid=10083845).

V dnesni dob& existuje Siroka Skdla sorbentd s riznymi chemickymi

vlastnostmi, ze kterych miZzeme pfi extrakci tuhou fazi vybirat. Jejich u€innost také
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z4avisi na typu nosicl, které nesou funkcni skupiny. Ty mohou byt silikagelové nebo
polymerni (Poole, 2003). Nosic¢e na bazi silikagelu jsou pti vyrobé SPE kolon hojné
pouzivané, nejsou ovSem vhodné ve vSech piipadech. Obsahuji malé mnozstvi
ionizovanych silanovych skupin, které zachycuji bazické molekuly a mohou tak
ovlivnit jejich navratnosti. Dal§i nevyhodou je nestabilita pfi extrémnich hodnotach
pH (2 > pH > 8). Resenim pro tyto piipady jsou polymerni nosiée, které neobsahuji
zadné silanové skupiny a jsou stabilni v celém rozsahu pH (Poole, 2003).
Mezi nejcastéji vyuzivané sorbenty pak patii kolony s reverzni fazi (hlavné C18),
které jsou ucinné predevs§im pii odstraiiovani polarnich latek a rostlinnych barviv
(Fu a kol., 2011). Pro analyzu vice skupin fytohormont lze jednotlivé druhy
sorbentii kombinovat. Piikladem mliZzou byt iontové vyménné kolony (napt. smésné
kolony Oasis MCX ¢i MAX vyuZzivané v této praci). Polymerni sorbent téchto
kolon je tvofen kromé hydrofobnich ¢asti molekul také navazanymi sulfoskupinami
nebo kvartérnimi aminoskupinami, které zajistuji vlastnosti katexu popf. anexu
(Obr. 6). Vymyti kolony se provadi pfisluSnym kyselym ¢i zasaditym roztokem
organického rozpoustédla. Funkéni skupina katexu ma kladny naboj, proto se
na ném mohou zachycovat zaporn¢ nabité molekuly. Slouzi tedy k odstranéni
aniontli z vodného roztoku. Naopak funkéni skupiny anexti nesou ndboj zéporny,
zachycuji tedy kladn€ nabité molekuly, ¢imZ se podili na odstranéni kationtii. (Fu a

kol., 2011).

H:.'![:
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Oasis MCX Oasis HLB Oasis MAX

Obr. 6 — Strukturni vzorce sorbentii vyuZivanych v této praci

2.2.2.2 Imunoafinitni chromatografie (IAC)
Imunoafinitni chromatografie je vysoce specifickd purifikaéni metoda, kterd
vyuziva funkéni vazby mezi antigenem a protilatkou vazanou na gelovém nosici

umisténém v kratké kolon¢ (viz Obr. 6).
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Protilatky jsou molekuly proteinové povahy (imunoglobuliny), které jsou
soucasti imunitniho systému organismil. Jsou schopné rozpoznévat cizi molekuly
(antigeny) a tim vyvolavat bunécnou odpoveéd’. Pfesnéji feceno nerozpoznavaji celé
molekuly, ale pouze jejich specifické sekvence — tzv. epitopy. VétSina antigenit ma
vetsi mnozstvi epitopil, reakce na jejich ptitomnost tedy vyvolava vznik vice typi
protilatek — proti kazdému epitopti jiny. Vznikd tak heterogenni smés
tzv. polyklonalnich protilatek. Pfi vétSin€ imunochemickych analytickych metod
vcetné IAC se ovSem vyuziva protilatek monoklonalnich. Ty vznikaji klonem pouze
jediného aktivovaného B-lymfocytu (popf. plazmatické bunky), jsou proto
specifické pouze proti jedinému epitopu. Monoklonalni protilatky se v dnesni dobé
vyrabi hybridomovou technologii, za jejiZ objev v roce 1975 ziskali G. Kohler a C.
Milstein Nobelovu cenu (Swaczynova, 2001). Jde o fuzi B-lymfocytu
produkujiciho vyzadované protilatky s myelomovymi bunkami, ¢imz ziskdme
tzv. hybridom. Ten nese vlastnosti obou matefskych bunék — produkuje cilové
monoklondlni protilatky a je schopny rychlé a t¢émét neomezené proliferace.

Jak jiz bylo fecCeno, imunoafinitni chromatografie patii mezi
chromatografické metody, kde stacionarni faze je nejCastéji tvofend prave
monoklondlnimi protilditkami vézanymi na vhodném nosi¢i, které interaguji
s cilovym epitopem. Tato vysoce efektivni Cistici technika se Casto pouziva
ve spojeni s dalSimi analytickymi metodami (Hage, 1999). Jednou z dulezitych
charakteristik protilatek je jejich kiizova reaktivita. Pfipravena protilatka nemusi
vzdy rozpoznéavat pouze dany antigen, proti némuz byly vyvinuty, ale také dalsi
latky s podobnou strukturou. To mize byt v mnoha piipadech Zadouci, jelikoz
k izolaci né€kolika strukturné blizkych latek (napf. metabolitll) lze vyuzit pouze
jedné protilatky. Mira kiizové reaktivity se vyjadiuje jako podil koncentrace
kiiZzové reagujici latky a antigenu nezbytné pro 50% nasyceni vazebnych mist
protilatky (Tarkowski a kol., 2004).

Dal§im vyznamnym parametrem imunoafinitnich kolon je jejich kapacita.
Névratnosti analytd totiZz nejsou konstantni a rozsah kapacity neni linearni
v ptipad¢, Ze jsou kolony pietizené (overloaded). Kapacita sorbentu je definovéna
jako maximalni mnozstvi analytu, které miize byt pfedem koncentrovano danym

objemem imunosorbentu (Hradecka a kol., 2007).
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Obr. 6 — Schéma purifikace pomoci IAC
(obrazek pfejat z  http://services.leatherheadfood.com/mycotoxins/item.asp?

sectionid =3&mytype=training&number=2&fsid=61)

2.2.3 Instrumentalné analytické metody

Z dtvoda komplexnosti rostlinné matrice je pfesné stanoveni jednotlivych skupin
fytohormonti obtizné. Kromé selektivnéjsich izola¢nich postuptll je potieba zapojit
dostatecné citlivé instrumentélni analytické metody (Du a kol., 2012).

Mezi  nejrozSifenéjSi v dneSni  dobé patii  bezesporu = metody
chromatografické. Prvni chromatografickou metodou v analyze fytohormont byla
tenkovrstva kapalinova chromatografie (TLC), kterd je dnes nahrazovana
sofistikovanéj§imi kapalinovou (LC) ¢i plynovou (GC) chromatografii s vysokou
separacni ucinnosti a vysokou citlivosti (Tarkowski a kol., 2004). Vyhodou LC je
spektrometrii (MS), UV spektrometrii, imunoanalytické metody (RIA, ELISA) ¢i
biotesty, které mohou ukazovat biologickou aktivitu jednotlivych frakci (Tarkowski a
kol., 2004). Dalsi dnes hojn¢ vyuzivanou separacni technikou je kapildrni elektroforéza
(CE) a jeji rizné modifikace, jako napi. miceldrni elektrokinetickd chromatografie,
kapilarni gelova elektroforéza ¢i kapilarni izoelektricka fokusace. Detek¢énimi
technikami CE jsou predevS§im hmotnostni spektrometrie, detekce UV—VIS pomoci

diodového pole nebo laserem indukovana fluorescence (Du a kol., 2012).
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2.2.3.1 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinovéa chromatografie (pfedevSim vysoce u¢inna kapalinova chromatografie —
HPLC) je v dnesni dobé jednou z nejrozsifenéjSich metod vyuzivanych k separaci,
identifikaci a kvantifikaci latek rozpusténych v kapaling.

Zakladnim principem této techniky je rozdilnd interakce sloucenin
obsazenych ve vzorku se stacionarni fazi, upevnéné v chromatografické kolong¢,
popt. s mobilni fazi, kterd kolonou rovnomérné protéka. Castice, které jsou
na zaklad¢ raznych fyzikaln¢ — chemickych vlastnosti pfitahovany silnéji k sorbentu
jsou zpomalovany, zatimco castice, které vice atrahuji k mobilni fazi, opousti
kolonu rychleji. Tim dochazi k jejich rozdéleni v Case
(http://www.waters.com/waters/nav.htm?locale=en_CZ&cid=10048919). Tento ¢as
se nazyva retencni a je charakteristicky pro kazdou slouc¢eninu za danych podminek.

Klasickd chromatografie v plastovych kolonach podobnych napi. SPE ¢i
IAC kolondm dokaze pomoci gravitace ¢i vakua oddélovat Castice o priméru
veétsim nez 50 um. Mensi Castice jsou odolngjsi viici toku mobilni faze, k vytvoreni
pozadovaného pritoku rozpoustédla je tedy nutné vytvorit vétsi tlak. V takovém
ptipadé mluvime o HPLC. V pocatcich, kdyz se tlak pohyboval kolem 35 bart
(500 psi), se tato zkratka prekladala jako vysokotlakd kapalinova chromatografie
(high pressure liquid chromatography). Od 70. let 20. stoleti, kdy jsou pfistroje
schopny vyvinout tlak az 400 bart (6000 psi) byla zkratka pfejmenovéna
na vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (high performance liquid
chromatography). V posledni dekad¢ dokazi moderni kapalinové chromatografy
pracovat pii zpétnych tlacich az 1000 bar (15000 psi) a hovotime tedy o UHPLC —
ultra ufinné kapalinové chromatografii  (ultra-high performance liquid
chromatography) UHPLC dosahuje, vyss8i rychlosti separace, vét$iho rozliSeni a
citlivosti nez klasickd HPLC technika.

Vystupem kazdé¢ chromatografie je tzv. chromatogram, graficky zaznam
zéavislosti intenzity signalu detektoru na Case, ze kterého lze vycist hned nékolik
informaci. V prvni fad€¢ je to jiZz zminény retencni Cas. Napi. maji — li dvé
slouceniny blizky retencni c¢as, pfedpokladd se jejich strukturni podobnost.
Z chromatografického piku dané latky je také mozné urcit jeji mnozstvi, které je
piimo umérné ploSe zaznamenaného piku. Aby se ovSem latka mohla byt

kvantifikovéna, je nutné pomoci standardi o zndmé koncentraci vytvofit kalibra¢ni
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ktivku. V neposledni fadé¢ miizeme ze ziskaného chromatogramu zjistit fyzikalné—
chemickou povahu latek, v zavislosti na vybraném typu kolony. Ty mohou byt
s reverzni stacionarni fazi, kdy dochazi k pomalé eluci nepolarnich latek a rychlé
eluci latek polarnich. U kolon s fazi normalni jsou poléarni latky eluovany pomaleji
nez latky nepolarni. Pfi stanoveni rostlinnych hormont je vzhledem k jejich
strukturnim a fyzikdlné—chemickym vlastnostem nejéastéji pouzivanou fazi C18

(Du a kol., 2012).

2.2.3.2 Hmotnosti spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je v dneSni dobé jednou z nejpouzivanéjSich detekénich
metod v analytické chemii. Velice Casto se vyuZiva jeji on-line spojeni s GC nebo
LC, které muze poskytovat informace jak kvalitativni (stanoveni molekulové
hmotnosti a struktury analytu) tak kvantitativni (s pouzitim vné&jSich nebo vnitinich
standardu).

Tato technika spociva v ptfevedeni molekul analytu na ionty, které jsou
v elektromagnetickém poli separovany na zdkladé¢ poméru hmotnosti ku néboji
(m/z) a nasledn¢ detekovany. Detektor tedy poskytuje analogovy signal piimo
umeérny mnozstvi dopadajicich iontt.

Ptevedeni molekul na ionty (ionizace) muize probihat n¢kolika zplsoby
v Casti nazyvané ionizani zdroj. Mezi nejbéznéj$i ionizacni techniky patii
napf. ionizace narazem elektrond, chemickd ionizace, ionizace fotony, ionizace
elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku ¢i ionizace
laserem za ptitomnosti matrice (MALDI).

Dalsi dutlezitou soucasti spektrometru je hmotnostni analyzétor.
Ten umoziuje rozdélit smés iontdl podle m/z. Mezi nejvyuzivangj§i patii
napt. analyzator doby letu (TOF — Time—of~Flight), kvadrupdlovy analyzator (Q) ¢i
iontova past (IT — Jon Trap). Analyzatory mizou byt také kombinované a to
hybridné (QqTOF, Q-Trap) nebo tandemoveé (TOF/TOF, QqQ).

Kvadrupélovy hmotnostni analyzator, pouzivany 1 v této praci, se sklada
ze Ctyf rovnobéZnych kovovych ty¢i rovnomérné rozmisténych kolem centralni osy,
okolo které jsou transportovany ionty. Na dvé protilehlé tyce je pfivedeno kladné
jednosmérné napé€ti a na druhé dvé zaporné jednosmérné napéti. Ionty piivedené
do stfedu osy osciluji. S danym napétim jsou tyto oscilace stabilni pouze pro iont
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s ur¢itym m/z. Ten prochdzi kvadrupolem a je zachycen detektorem, zbylé ionty
jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupdlu. Vzniké tak jakysi hmotnostni filtr. Plynulou
zménou hodnot stejnosmérného napéti dochazi k postupnému propousténi vsech
ionta k detektoru (Willoughby a kol., 1998).

Kvadrupoly jsou casto pouzivany jako kvantifikacni néstroje. Nejvyhodnéjsi
je pouziti selektivniho zaznamu jednoho nebo vice iontl (Selected Ion Monitoring,
SIM) nebo selektivniho zaznamu jedné nebo vice reakci (Selected Reaction
Monitoring, SRM). K ziskani strukturnich informaci o jednotlivych slozkach
vzorku slouzi dvé cesty. Tzv. jednoduchy mod je zavisly na procesu ionizace, ktery
produkuje strukturné¢ vyznamné fragmenty (in-source fragmentation). Tyto
fragmenty jsou analyzovany a struktura je ndsledné objasnéna ze zjiSténych hmot a
relativnich intenzit. Trojity kvadrup6l (MS/MS) umoZiiuje fragmentaci iontl uvnitf
hmotnostniho analyzatoru (post-source fragmentation). Kvadrupoly jsou umisténé
za sebou, pfi¢emz v prvnim analyzatoru dochazi k rozliSeni prekurzorovych iontl a
vybéru jednoho z nich. Druhy analyzétor slouZzi jako kolizni cela, kde po zavedeni
kolizniho plynu dochéazi k fragmentaci vybranych iontl, které jsou rozliSeny
ve tfetim kvadrupdlu. Vysledkem je tedy hmotnostni spektrum vykazujici vztah
prekurzorového iontu s jeho specifickymi produktovymi ionty (Willoughby a kol.,
1998).

Mezi nové trendy patii spektrometrie vyuZivajici mobility ionth (lon
mobility spektrometry — IMS) umisténych v oblasti s elektrickym polem a inertniho
plynu, napf. helia (ca. 10™ Pa). Tontova mobilita zavisi na velikosti, tvaru a néboji
molekuly, proto muze slouzit k separaci izomerd, izobarG ¢i konformerti a
k vyznamnému potla¢eni chemického Sumu (Kanu a kol., 2008). lonty putuji
smérem k detektoru letovou trubici, kde inertni plyn plsobi proti sméru tohoto
proudu a dochazi tak k jejich separaci — ¢im je iont vétsi, tim vEétsi ma plochu
umoznujici kolizi s prostiedim. Ta prichod iontu trubici zpomaluje a iont potiebuje
delsi cas k migraci skrz hnaci trubici k detektoru. Migracni ¢as (Drift Time) je
za danych podminek charakteristicky pro jednotlivé ionty (HolCapek a kol., 2012).

V posledni dobé také dochdzi k vylepSeni rozliSeni hmotnostnich
spektrometrii. Vysoké rozliSeni ur€uje schopnost pfistroje rozeznat dva piky
s nepatrnym rozdilem v poméru m/z a je udavan v jednotkdich FWHM (full width

half maximum — §itka piku v poloviné maxima intenzity). Zatimco se tyto hodnoty
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diive pohybovaly okolo 20 000 FWHM, v posledni dob¢ se posunujeme k tzv. ultra
vysokému rozliseni nad 100 000 FWHM (Russel a Edmondson, 1997). Vysoké
rozliSeni se projevuje zUzenim chromatografickych pikii a umoznuje separaci
izobarickych iont, ¢imZz se podili na vyrazném potlaceni faleSn¢ pozitivnich

vysledkd zahrnutych do integrace plochy piki (Meulebroek a kol., 2012).
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie

Methanol (> 99,9%) — Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
Amoniak (25%) — Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

Kyselina mravenci (98%) — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
DEDCTA — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)

Azid sodny (> 99,9%) — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
NaH,POy, . 2 H,0 (99,6%) — Lach—Ner s.r.0. (Neratovice, CR)
Na,HPO, . 12 H,0 (98,5%) — Lach—Ner s.r.o. (Neratovice, CR)
NaCl — Lach—Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

Sachardza — Lach—Ner s.r.0. (Neratovice, CR)

Murashige & Skoog médium — Duchefa Biochemie B. V. (Haarlem, Nizozemsko)
Agar — Duchefa Biochemie B. V. (Haarlem, Nizozemsko)

Standardy: 2,4-D ( 99,8%) — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
[*H5]-2,4-D (> 99%) — CDN Isotopes (Quebeck, Kanada)
2,4-D—Asp — Laboratof ristovych regulatori (Olomouc, CR)
2,4-D-Glu — Laboratof riistovych regulatorti (Olomouc, CR)
MCPA — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)

MCPB — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
MCPP — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
2,4,5-T — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
2,4-DB — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)

Cinidla:

Médium Murashige & Skooga: Do jednolitrové sklenéné kadinky s menSim
objemem redestilované vody bylo navdzeno 4,4 g¢ MS média, 30 g sachardzy
a 8 g rostlinného agaru a vSe dikladné rozpusténo. Pomoci roztoku KOH bylo
pH média upraveno na 5,6 a doplnéno do 1 1 redestilovanou vodou.

IPT médium s pridavkem 2,4-D: Ke 250 ml média bylo vyuzito 25 ml MS média

(viz vyse), 2,5 ml roztoku inositolu, 2,5 ml roztoku glycinu, 7,5 g sacharozy,
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2 g rostlinného agaru, 1,25 ml roztoku smési vitamint, 0,5 ml roztoku
kinetinu (10 mg/100ml zasobni roztok), 0,25 ml roztoku kanamycin sulfatu
(100 mg/ml zéasobni roztok) a 0,25 ml roztoku claforanu (250 mg/ml zasobni
roztok). Médium bylo oSetieno 2,5 ml zasobniho roztoku 2,4-D (10 mg/100
ml) a pH bylo upraveno pomoci KOH na 5,6.

Mobilni faze pro UHPLC: 0,1% FA (v H,O, v MeOH) — K pfipravé 1 | mobilni faze
byl k men$imu mnozstvi ptislusného rozpoustédla ptidan 1 ml FA a roztok
byl rozpoustédlem doplnén do 1 1.

Solny fosfatovy pufr (PBS) pro IAC: Na 1 1 roztoku bylo spotiebovano 3,9 g
NaH,PO, . 2 H,O a 0,87 g NaCl, které byly rozpustény v mensim mnozstvi
redestilované vody. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 7,2 a objem
doplnén do 1 1.

Sodno-fosfatovy pufr pro SPE: K ptipravé 100 ml 50mM roztoku o pH 7 bylo
vyuzito 3,9 ml 0,5M zésobniho roztoku NaH,PO, . 2 H,O (17,25 g do 100 ml
H,0), 6,1 ml zésobniho roztoku Na,HPO, . 12 H,O (17,745 g do 100 ml H,O)
a 0,02 g DECTA a objem doplnén do 100 ml. pH pufru bylo upraveno pomoci
0,1M NaOH, popi. 0,1M HCI.

IM HCI: Na 100 ml roztoku bylo pouzito 8,1 ml 37% HCl a 91,9 ml redestilované
vody.

5% FA: K 95,5 ml redestilované vody bylo napipetovano 4,5 ml zasobniho roztoku
98% FA.

5% NH,OH: Na ptipravu 100 ml roztoku bylo pouzito 80 ml redestilované vody a
20 ml 25% zasobniho roztoku NH,OH.

Okyseleny roztok MeOH: Vodny roztok MeOH byl pfipraven smichanim 10 ml
redestilované vody a 88,2 ml 100% MeOH. Ten byl nasledné okyselen
pfidavkem 1,8 ml zdsobniho roztoku 98% FA.

Zasobni roztoky standardi: Zasobni roztoky byly vytvofeny v koncentraci
1.107 mol.I" ve 100% MeOH (MCPP — 1 mg do 4,659 ml, MCPA — 1 mg
do 4,984 ml, MCPB - 1,08 mg do 4,723 ml; 2,4-DB — 1,15 mg do 4,617 ml;
2,45-T — 0,96 mg do 4,256 ml; 2,4-D-Asp — 0,93 g do 2,767 ml a
2,4-D-Glu — 1,26 g do 3,598 ml). K experimentim byly vyuzivany

koncentrace nizsi, které byly ptipraveny desitkovym fedénim.
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MIX: Smés standardii o koncentraci 1.10” mol.I"' byla pfipravena smichanim 10 pl
zasobniho roztoku kazdého standardu (celkem 80 pl) a objem doplnén
do 1 ml (920 pl) roztokem 10% MeOH. NiZz8i koncentrace smési standardi

byly ptipravovany desitkovym fedénim.

3.2 Material
Pipety — Eppendorf, Hamilton, ThermoScientific

Vakuovd komirka Visiprep™ — Supelco — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
Chromatografické kolona AQUITY UPLC® BEH Shield RP18 1,7 um,
2,1 x 150 mm — Waters (Wexford, Ireland)
SPE kolony: Oasis® HLB, 30 mg/1 ml — Waters (Milford, USA)
Oasis® MAX, 30 mg/1 ml — Waters (Milford, USA)
Oasis® MCX, 30 mg/1 ml — Waters (Milford, USA)
Centrifuga: Avanti™ 30 - Beckman (Brea, USA)
Heracus Biofuge Stratos Centrifuge — ThermoScientific (Osterode,
Neémecko)
Laboratorni sklo — odmérné banky, vélce, kadinky, jednorazové zkumavky
Ctvercové Petriho misky pro vysev A. thaliana — Greiner bio-one (Kremsmuenster,
Rakousko)

Keramické homogenizacni kulicky — Retsch (Haan, Némecko)

3.3 Pristroje

Systém UPLC-MS/MS — Acquity' Ultra Performance LC  (Binary  solvent
manager, Sample manager) s hmotnostnim detektorem Micromass® Quatro
micro™™ — Waters (Milford, USA)

pH metr Oakton® pH 700 Benchtop Meter — Cole - Parmer (Vernon Hills, USA)

Kulovy mlynek Retsch® MM301 (Retsch GmbH, Haan, Némecko)

Dusikova odparka TurboVap® LV — Caliper Life Sciences (Hopkinton, USA)

Ultrazvukova lazen Transsonic 310 — Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co.;
(Singen, Némecko)

Milli-Q Simplicity 185 — Millipore Corp. (Billerica, USA)

Rotator SB3 STUART® — Keison Products (Chelmsford, Spojené kralovstvi)
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3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Péstovani biologického materialu
Rostliny Arabidopsis thaliana (ekotyp Columbia, Col-0) byly péstovany
ve ¢tvercovych Petriho miskach obsahujicich sterilni médium Murashige & Skooga.
Seminka Arabidopsis Col-0 byla vysterilizovana pomoci roztoku 0,01% Tweenu
v 70% ethanolu. Vysev byl provadén v laminarnim boxu za sterilnich podminek,
aby se snizilo riziko kontaminace. Rostliny byly péstovany ve fytotronu pfti 23°C
pii fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma ve vertikalni poloze. Ctrnactidenni
semenacky byly sklizeny do mikrozkumavek (cca 50 mg zivé hmoty), zamrazeny
v tekutém dusiku a uchovéavany v -80°C.

Kalusy tabdkové linie BY-2 byly pasdZovany a nasledné péstovany
v Erlenmayerovych bailkkdch obsahujici IPT médium s pifidavkem 2,4-D
(1 mg.1™"). PasaZovani i kultivace probihaly za sterilnich podminek. Kalusy rostly
21 dni pfi 23°C a pfti fotoperiodé¢ 16 hodin svétlo/8 hodin tma. Pii sbéru byl
rostlinny materidl vzorkovéan pfiblizné po 500, 250, 100 a 50 mg, zamrazen

v tekutém dusiku a uchovavan v -80°C.

3.4.2 Extrakce

Zamrazené semendcky A. thaliana (200 - 300 mg) byly nejprve zhomogenizovany
ve tfeci misce za chlazeni kapalnym dusikem a ndsledné pteneseny do Cistych
mikrozkumavek. K materidlu byl pfidan 1 ml Na-fosfatového pufru (pH 7) a tfi
keramické homogeniza¢ni kulicky. Mikrozkumavky byly vloZeny a vzorky byly
extrahovany v kulovém mlynku po dobu 3 minut pfi frekvenci 27 Hz. Po té byly
pfeneseny na rotator a inkubovany béhem 30 minut pii 4°C. Po dokonceni byly
v centrifuze oddéleny pevné ¢asti vzorku (15 minut, 20 000 rpm pi1 4°C) a
supernatanty ze vSech mikrozkumavek spojeny do ¢isté zkumavky.

Pro testovani purifika¢nich postupti byl spojeny supernatant rozdélen
na casti, které objemoveé odpovidaly ptiblizné 20 mg rostlinného materialu
v zavislosti na plvodnich navazkach. VSechny vzorky byly doplnény

Na-fosfatovym pufrem na celkovy objem 500 pl (viz Obr. 7).
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Pro vysledné stanoveni 2,4-D a jejich metaboliti byly pouzity tabakové
kalusy BY-2. 50 mg materialu v mikrozkumavkach bylo extrahovaho s 1 ml
Na-fosfatového pufru (pH 7). Z divodi presného a spravného stanoveni bylo
ke kazdému vzorku pfiddno 100 pmol interniho standardu [*Hs]-2,4-D (10pl
zdsobniho roztoku 1.10° mol/l). Do mikrozkumavek byly opét pridany
3 homogeniza¢ni kulicky a vzorky byly vloZzeny do kulového mlynku
(27 Hz/3 min). Nasledn¢ byly vzorky promichavany na rotatoru (30min/4°C),
zcentrifugovany (15 minut, 20 000 rpm, 4°C) a supernatanty byly odpipetovany
kazdy do ¢isté mikrozkumavky. K peletim byl pfidan 1 ml Na-fosfatového pufru,
vzorky byly stejnym postupem reextrahovdny a vysledné supernatanty spojeny
s primarnimi (viz Obr. 7). Ke kazdému vzorku bylo na zavér ptiddno 100 pl
25% NH4OH a celkovy vysledny objem nanesen na SPE kolonu. 2,4-D spole¢né
s predpokladanymi metabolity byly izolovany pomoci kolon Oasis MAX
(viz Kapitola 3.4.3, Protokol A).

ZmraZeny zeleny material |
4 mikrozkumavky—cca 200 m,
+1 ml sodnofosfatového pufru pH 7
+3 homogenizacnikulicky

+100 pmol IS (kalusy)

Homogenizace —
(lkulovy mlynek— 27 Hz/3min)
o
Inkubace g
mechanicky rotator = 30 min/4°C) x
3
=
(n]
Centrifugace ®
(20 000 rpm/4 °C/ 15 min)
A. thaliana Tabakové ka]usy
Spojeni
supernatantt Prcpmctovamsupcrnatantu

- Pelety + 1 ml sodnofosfatového pufru pH 7

TV

Rozde]emobjemu
po 20 mg materialu

WWWW Doplnénido 500 pl sodno-fosfatovym pufrem

Obr. 7 — Schéma popisovaného postupu extrakce
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3.4.3 Purifikace

Z purifikac¢nich postupt byly testovany 3 zékladni metody — extrakce tuhou fazi
pomoci SPE kolon Oasis MAX (A), Oasis HLB (B) a imunoafinitni chromatografie
(C). Vzorky pfipravené raznymi izolacnimi postupy byly vzdy odpafeny
na dusikové odparce dosucha a uchovavany pii -20°C. Pied méfenim byly odpafené
vzorky rozpustény ve 100 pl 30% MeOH, popt. 50 pl (extrakty Arabidopsis)
nebo 30 ul (u kalusovych extraktl) a analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS.

A. Kolony MAX byly aktivovany 1 ml 100% MeOH, 1 ml redestilované vody,
1 ml 5% NH4OH a 1 ml Na-fosfatového (pH 7). Nasledovala aplikace vzorkl
(500 pl). Promyvaci faze byla provadéna 1 ml redestilované vody a 1 ml
5% NH4OH. Prvni eluce pomoci 2 ml 100% MeOH poskytovala neutralni a
bazické latky. Nasledovala eluce 2 ml vodného roztoku methanolu s kyselinou

mravenci (98:2 v/v), kterd byla zachycovana.

B. Kolony HLB byly kondiciovany 1 ml 100% MeOH, 1 ml redestilované vody,
1 ml 5% kyseliny mravenci a 1 ml Na-fosfatového pufru (pH 2,7). Nasledovala
aplikace vzorki (500 pl), u kterych bylo upraveno pH sodno-fosfatového pufru
na hodnotu 2,7 pomoci 1M HCI (20 pl/vzorek). Promyvaci faze byla provadéna
1 ml redestilované vody a 1 ml 5% kyseliny mravenc¢i. Zachycené latky byly
eluovany pomoci 2 ml vodného roztoku methanolu okyseleného kyselinou

mravenci (98:2 v/v).

C. Imunoafinitni kolony s protilatkou E2/G2 navazanou na Affi-Gel 10 byly
postupné regenerovany 3 ml PBS pufru pro IAC, destilované vody,
100% MeOH, opét destilovanou vodou a na zavér znovu 3 ml PBS pufru.
Nasledné byly aplikovany vzorky rozpusténé v PBS pufru. Ty byly ihned
jimany do zkumavky pod kolonou a opét nanaSeny na sorbent. Tento proces byl
praktikovan v sedmi cyklech a pii poslednim opakovani byl pufr odpustén
do odpadu. Nasledovalo promyti 3x 3 ml redestilované vody. Eluce probihala
pomoci 3 ml vychlazeného 100% MeOH do distych zkumavek.
Pred uskladnénim byly zregenerované imunoafinitni kolony opatfeny zatkou,
naplnény PBS pufrem obsahujicim piiblizn¢ 1 mg azidu sodného a uchovavany

v lednici pii 4°C.
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Protokol A Protokol B Protokol C

Zachycenieluatu 7 opakovéni

Obr. 8 - Schema purifikacnich protokoli (A) SPE pomoci kolon Oasis MAX, (B)
SPE pomoci kolon Oasis HLB, (C) pomoci IAC

3.4.4 Charakterizace a validace purifika¢nich postupt
U imunoafinitni chromatografie byla nejprve testovana kapacita kolon

se standardem 2,4-D. Bylo pfipraveno Sest roztokl ve tiech opakovanich s riznymi
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latkovymi mnozstvimi standardu — 5, 10, 50, 100, 500 a 1000 pmol. Vzorky byly
izolovany podle protokolu C (Obr. 8), odpafeny do sucha na dusikové odparce a
uchovavany pfi -20°C. Nasledné byla podle stejného postupu testovana navratnost
standardi jednotlivych potencialnich metaboliti. Pfipraveny a naneseny byly
roztoky s 1, 5, 10, 50, 100 a 300 pmol smési neznacenych standardii ve tfech
opakovanich.

Pti charekterizaci obou SPE metod byla nejdiive sledovéna jejich uc¢innost,
ktera byla stanovena jako navratnost vSech vybranych metabolitli. Nejprve byla
studovana schopnost zachyceni standardu 2,4-D, vSech potencialnich metabolitti a
ptibuznych  strukturnich herbicida na SPE kolonky MAX a HLB
(viz obr. 8 — Protokol A, B). Byla vytvofena smés vSech standardi jednotlivych
metabolitd (ozn. MIX) v koncentracich 1.10° a 1.10° moll' v roztoku
10% MeOH. Byly také ptipraveny dva typy slepych vzorka — ¢isty sodno-fosfatovy
pufr a rostlinny extrakt doplnény pufrem do dané¢ho objemu — také ve dvou
opakovanich. Pfi purifikaci na kolonach HLB byla do Cistych zkumavek jimana
pouze eluce okyselenym vodnym metanolickym roztokem, v ptipadé kolon MAX
byly jimany dv¢ frakce — 100% methanol i okyseleny 90% methanol. Stejnym
postupem byl nasledné testovan vliv rostlinné matrice na navratnost standarda.

Dale byl testovan vliv rostlinné matrice na ndvratnost zvolenych metabolitt
pfi pouzitych obou SPE protokoli A a B. Extrakty semendckit A. thaliana
s piiblizné stejnymi navazkami rostlinné matrice (cca 20 mg Zivé hmoty) byly
doplnény Na-fosfatovym pufrem do 500 pl a znaceny roztoky smési
o koncentracich 1.10” a 1.10° mol.I" (10 pl na vzorek). Vzorky i oba typy blanki
(¢isty Na-fosfatovy pufr a extrakt doplnény pufrem do 500 pl) byly vytvoreny
ve dvou opakovanich. V obou ptipadech jiZ byla do zkumavek jiméana pouze eluce
vodnym roztokem MeOH okyselenym kyselinou mraven¢i.

Poslednim krokem pied méfenim redlného vzorku bylo stanoveni pfesnosti a
spravnosti vybraného purifika¢niho postupu (Protokol A) metodou izotopického
zied'ovani za pomoci interniho standardu ([*Hs]-2,4-D). Pro tento experiment byla
vytvoiena smés standarda vSech potencidlnich metabolitli v koncentraénim rozsahu
9.10° — 9.10° mol.I" s ptidavkem interniho standardu o konstantni koncentraci

1.10”° molL.I"' (100 pmol/vzorek).
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3.4.5 Parametry LC-ESI(-)MS/MS metody

Pro separaci fytohormonii pomoci UHPLC byla vyuzita chromatograficka kolona
AQUITY UPLC® BEH C18 1,7 pm, 2,1 x 50 mm od firmy Waters (Milford, USA).
Mobilnimi fdzemi byly MeOH (A) a v H,O (B) spfidavkem 0,1% kyseliny
mravenci. Mobilni faze B byla pfipravovana nové pied kazdym méfenim, mobilni
faze A byla uchovavana v lednici pfi 4°C. Pfed kazdym méfenim byla kolona
po dobu 3 minut kondicionovana na pocatecni podminky analyzy (35%A/65%B) a
dvakrat byl spustén gradient metody bez nastiiku vzorku. Celkovy cas kazdé
analyzy byl 8 minut pfi pratoku 0,25 ml/min a gradientova eluce méla linearni
priabéh (0,0 min — 35% A; 6,0 min — 61,3 % A; 6,1 min — 100% A; 6,3 min — 100%
A; 6,5 min — 35% A). Vzorky byly ulozeny v autosampleru pii 4°C, kolona byla
vzdy temperovéana na 40°C. Nastiiky vzorka se pohybovaly mezi 10 az 30 pl.

Tabulka 1 — Optimalizace podminek UHPLC-(ESI-)MS/MS metody pro jednotlivé

analyty
Analyt MRM Retencni ¢as Napéti na Kapilarni Kolizni
prechod [min] koloné [V] napéti [V] energie [eV]
2,4-D 219>161 4,74 +0,01 21 4000 10
2,4-D-Asp 334>161 3,55+0,02 30 4250 22
2,4-D-Glu 348>161 4,01+0,01 25 3750 22
2,4-DB 247>161 6,80+ 0,01 17 4000 9
MCPA 199>141 4,93 +0,00 15 3750 12
MCPB 227>141 6,84 £ 0,00 18 3750 9
MCPP 213>141 6,13+0,01 20 4250 11
2,4,5-T 253>195 6,21 +0,01 20 4250 10

Detekce jednotlivych analyti probihala na hmotnostnim spektrometru
ionizaci latek pomoci elektrospreje v negativnim modu ESI(-) a MS podminky byly
optimalizovany (viz Tabulka 1). Pfistroj byl vzdy pted spojenim s UHPLC
vytemperovan — kapilara méla teplotu 350 °C a teplota odpafovaciho bloku byla
100 °C. Na kapilaru bylo pfivedeno napéti 4,0 kV, na vstupni §térbinu napéti
25 V ana extrak¢ni Stérbinu 3,0 V. Pritok zmlzovaciho plynu (dusik) byl 500 1/hod

a pritok plynu (dusik) na vstupni §térbin¢ byl 2 1/hod. Dalsi parametry na QqQ byly
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nasledujici: rozliSeni LM/HM 12,5; iontova energie na Q1 0,3 V; iontova energie
na Q2 1,5 V; vstupni a vystupni napéti 2 V a napéti detektoru 650 V. U standarda
byl vzdy provadén kontrolni nasttik, nasledné zméteny nejintenzivnéjsi prechody a
na zaklad¢ vysledka byla zvolena tii ¢asova okna (Casy + ptfechody), ve kterych
probihala analyza fragmentacnich spekter jednotlivych analytd v rezimu MRM
pfi optimalizovaném koliznim napéti a tlaku kolizniho plynu (argon) 4,3.10~ mbar.
Podle poctu zvolenych MRM piechodii v daném segmencnim okné trvala doba
jednoho cyklu (cycle time) 0,7 — 1,0 s pii dwell time 0,125 s a 0,45 s). Tyto hodnoty
byly zvoleny pii poctu 20 datovych bodii pies celkovou §itku chromatografického
piku z diivodii optimalni integrace plochy chromatografickych pikd.

U vysledné optimalizovan¢ UHPLC-(ESI-)MS/MS metody bylo potieba
prom¢éfit kalibracni kiivky a stanovit limity detekce a kvantifikace. Ze zdsobnich
roztokll bylo odebrano 25 pl od kazdého standardu (tzn. celkem 200 pl) a objem
doplnén do 500 pl roztokem 10% MeOH. Vznikla tak smés o koncentraci
jednotlivych standardé 2.10° mol.I". Postupnym fedénim byla vytvofena fada
roztokdi o objemu 100 pl a o koncentracich 2.10'5, 1.10'5, 2.10'6, 1.10° az
po 2.10” mol.I"". Z kazdého roztoku bylo odebrano 50 pl a piidano 50 pl roztoku IS
o koncentraci 10° mol.I". Vznikla tak kalibraéni fada o koncentracich standardd

1.107,2.10°,1.10° az po 1.10” mol.I" a stalé koncentraci IS (5.10° mol.1™).
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4 Diskuze a vysledky

4.1 Vyvoj izola¢ni metody pomoci SPE

Vybér SPE kolon ¢asto zavisi na chemicko—fyzikalnich vlastnostech analytu, ktery
chceme z daného materialu izolovat (Novakova a VIckova, 2009). V prvni fazi této
prace byla testovana a porovndvana selektivita a specificita dvou vybranych SPE
kolon — Oasis MAX a HLB. Byla studovdna schopnost navézani jednotlivych
analyti na zvolené sorbenty a vliv rostlinné matrice na jejich navratnost. Déle bylo
testovano, ve kterém z purifikanich krokti budou jednotlivé analyty eluovany

z dané SPE kolony.

Tabulka 2 — Srovnani eluci jednotlivych analytit u kolon MAX a HLB. Hodnoty
v zavorkach udavaji navratnosti [%] 10 pmol jednotlivych analyti
v Na-fosfatovém pufru (n=2).

Oasis® MAX Oasis® HLB
Analyt Eluce 1 Eluce 2 Eluce
(neutralni/ (kyselé) (neutralni/
bazické) bazické/kyselé)

2,4-D x v v
(35,4 £ 0,3) (36,3 0,5)

2,4-D-Asp x v v
(41,240,2) (34,6 + 2,6)

2,4-D-Glu x v v
(46,3+0,2) (46,9 + 1,3)

2,4-DB x v v
(28,6 + 0,4) (49,4 +3,3)

MCPA X v v
(20,3 +0,3) (46,4 +0,1)

MCPB X v v
(20,2 £0,1) (37,3 1,6)

MCPP x v v
(18,2 0,3) (48,2 £1,2)

2,4,5-T x v v
(20,2 £0,1) (61,4 £ 2,4)

Pro test kolony MAX podle postupu A byly pfipraveny smési neznac¢enych
standardi jednotlivych metabolitl o latkovém mnozstvi 10 a 100 pmol v 500 pl
Na-fosfatového pufru (pH 7), popt. v extraktu z pryti semenackid A. thaliana
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ve dvou opakovénich. Do ¢ist¢ zkumavky byly jimény dvé elucni frakce —
100% MeOH a vodny roztok MeOH okyseleny kyselinou mravenci
(viz Obrazek 8, Protokol A). Pro test kolony HLB podle protokolu B byly
ptipraveny okyselené vzorky Na-fosfatového pufru (20 pul HCI na 500 pl vzorku),
popf. extraktu z prytti s ptidavkem 10 a 100 pmol smési neznacenych standardu.
Pomoci analytick¢é koncovky LC-MS/MS byl ziskdn ptehled o zastoupeni
studovanych analyti v jednotlivych frakcich. V Tabulce 2 jsou uvedeny vypoctené
navratnosti analyt bez vlivu komplexni rostlinné matrice pro testované kolony
MAX a HLB. Vysledné hodnoty navratnosti jednotlivych analytd bez pfitomnosti 1

v pfitomnosti pfedpoklddané matrice pro obé testované koncentracni hladiny jsou

shrnuty v Ptiloze 2.

60.0
]

50.0

40.0 -

30.0 -

Intenzita [%]

m MAX
20.0 -

mHLB
10.0 ~

0.0 -

10 pmol 100 pmol 10 pmol 100 pmol
bez RM bez RM sRM sRM

Obr. 9 — Srovnani celkovych navratnosti [%] kolon MAX a HLB s a bez pridavku
rostlinného materialu (RM)

Z kolony MAX byly vSechny testované latky eluovany okyselenym
metanolickym roztokem. Tento vysledek je dan kyselym charakterem téchto latek,
kdy dochdzi pii zméné pH k naruSeni iontovych vazeb a naslednému uvolnéni
analyti z SPE kolony. Pfi porovnani celkovych navratnosti analytii na jednotlivych
typech kolon bylo zjiSténo, Ze bez pouZiti rostlinného materidlu vykazuje vyssi
navratnosti kolona HLB, v pfitomnosti rostlinné matrice naopak kolona MAX

(viz Obrazek 9). Je ziejmé, Ze kolona HLB vyuziva k zachyceni analytu pouze
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hydrofilnich a lipofilnich rovnovah (reverzni faze), proto bez ptitomnosti rostlinné
matrice vykazovala vys$i ndvratnosti nez kolona MAX. V opaéném ptipadé
nedostatecné limitovala vliv komplexni rostlinné matrice, ktera obsahuje velké
mnozstvi interferujicich latek (proteinti, pigmentli, sacharidi a lipidil). Kolona
MAX kombinuje reverzni fazi s iontové vyménnou fazi (anexem) a proto dochazelo
ke specifictéjsi izolaci kyselych analyt od interferentii obsazenych v rostlinné

matrici.

4.2 Vyvoj izolaéni metody pomoci IAC

Ve spolupraci s Vyzkumnym Ustavem veterindrniho Iékafstvi v Brné byly
vytvofeny monoklondlni protilatky E2/G2 proti 2,4-D—thyreoglobulinu, které byly
ocharakterizovany kompetitivni ELISA metodou, kdy byly zjistény kiiZové
reaktivity s jednotlivymi metabolity (Tabulka 3). Ty byly spocitany podle vzorce

IC50 (2,4 — D)

%) =
CR (%) IC (ktizovy reaktant) *

100

kde hodnota ICsy udava koncentraci analytu, pfi které je obsazeno piesné 50 %
celkového mnozstvi vazebnych mist protilatky. NejvysSich kiizovych reaktivit
dosahovaly latky 2,4-D—Asp a 2,4-D-Glu, popi. MCPA. Tyto latky tedy obsahuji
epitop, ktery vytvoiend protilatka rozpoznava.

Monoklonélni protilatky byly navazany na Affi-Gel 10 a nasledné byly

vytvofeny imunoafinitni kolony. Jejich kapacita byla testovana na raznych

Tabulka 3 — Krizové reaktivity jednotlivych analytii s protilatkou proti 2,4-D—
thyreoglobulinu

Sloucenina KFiZova reaktivita [%]

2,4-D 100.0
2,4-D—-Asp 46.4
2,4-D-Glu 60.0
2,4-DB 0.2
MCPA 8.0
MCPB 0.9
MCPP <0.2
2,45-T 3.8
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koncentrac¢nich hladinach 2,4-D pomoci postupu C. Pro tento test byly vytvoreny
vzorky PBS s ptidavkem 5, 10, 50, 100, 500 a 1000 pmol 2,4-D ve tiech
opakovanich.

Z dosazenych vysledkl vyplyva, ze nejvetsi navratnost vykazovaly nejnizsi
koncentrace 5 a 10 pmol (Tabulka 4). S rostouci koncentraci 2,4-D dochdzelo ke
snizovani navratnosti. Mnozstvi 2,4-D v téchto piipadech pifevySovalo pocet
vazebnych mist protilatky vazané na imunoafinitni gelu. Z téchto divodt se velka

cast analytu nezachycovala a vyplavila se béhem promyvaci faze.

Tabulka 4 — Test kapacity pripravenych imunoafinitnich kolon pro izolaci 2,4—D

Koncentrace 2,4-D Navratnost [%]
5 pmol 138 £13
10 pmol 92+7
50 pmol 47 +8
100 pmol 41+3
500 pmol 3216
1000 pmol 19+5

4.3 Vyvoj podminek pro UHPLC-MS analyzu

Vsechny metabolity byly detekovdny pomoci hmotnostni spektrometrie
v negativnim modu, kdy byl za pouZiti elektrospreje (ESI-) odstépovan vodikovy
proton z karboxylové skupiny. K rychlé chromatografické separaci byly vyuzity
mobilni faze 0,1% FA v MeOH a 0,1% FA v H,O. Pro jednotlivé latky separované
na reverzni fazi UPLC kolony byly nalezeny optimalni chromatografické podminky
vykazujici vysokou stabilitu retenc¢nich cast vrozmezi 0,1 — 0,6 % RSD.
Pro vSechny separované latky (viz Obr. 10) byla zméfena hmotnosti a fragmentacni
spektra pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie. U MS/MS spekter byly pro
kazdy analyt vybrany nejintenzivnéjsi produktové ionty. Poté byly nastaveny MRM
pfechody a optimalizovany podminky MS méfeni — napéti na vstupni Sté€rbin€ a
kolizni energie. Za ucelem zvySeni citlivosti detekce a v zavislosti na dobré
stabilit¢ retencnich casit byly nastaveny tifi retenéni segmenty. VSechny

optimalizované podminky shrnuje Tabulka 1.
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Obr. 10 — Chromatografickd separace studovanych metabolitii stanovovanych
metodou UHPLC—-MS/MS.

Pro ovéfeni linearity vyvinuté metody byla pfipravena sada deseti roztokt o
koncentracich 2,5.10° mol.I"" az 2,5.10° mol.l"", které predstavovaly jednotlivé
kalibraéni body kiivky. Koncentrace interniho standardu [*Hs]-2,4-D byla
konstantni v celém rozsahu (5.10°° mol.I™"). Kalibraéni k¥ivka byla méfena ve trech
opakovanich, z namétenych dat byly stanoveny hodnoty linearni regrese, linearni
rozsahy, limity detekce a kvantifikace (Tabulka 5).

Limity detekce (LLOD, stanovené jako pomeér signal/Sum roven 3) se
pohybovaly v rozmezi od 29 do 63 fmol v nastfiku u vétSiny analytl, pouze pro
2,4,5-T byla tato hodnota n€kolikandsobné vyssi — 500 fmol. Limity kvantifikace
(LLOQ, pomér signal/Sum roven 10) se pohybovaly v rozmezi 63 — 270 fmol
v nastiiku, pro 2,4,5-T to opét byla hodnota vyssi — 1000 fmol. Hladiny LLOQ se
blizily prvnimu bodu testovaného kalibra¢niho rozsahu, ktery byl u vSech
metabolitl linedrni v rozmezi od 0,25 do 250 pmol, jen u 2,4,5-T od 1 do 250 pmol
v nastiiku. Déle byly stanoveny rovnice regresnich ptimek, jejich hodnoty

spolehlivosti R?, které se pohybovaly okolo hodnot 0,999.

-41 -



Tabulka 5 — Limity detekce a kvantifikace, linearni rozsah a hodnoty linedarni
regrese pro jednotlivé analyty

LLoD LLOQ L:g::;: ! Rovnice regresni primky R
fmol fmol
[ 1 [fmol] [pmol]

2,4-D 63 144 0,25-250 y=1,037(+0,014)*x+2,108(+0,017) 0,9988

2,4-D-Asp 60 227  0,25-250  y=1,069(+0,025)*x+1,808(0,062)  0,9988
2,4-D~Glu 58 270  0,25-250  y=1,063(£0,020)*x+1,899(+0,034)  0,9987

2,4-DB 57 240 0,25-250  y=1,060(+0,031)*x+1,726(+0,066)  0,9986
MCPA 42 218  0,25-250  y=0,996(#0,014)*x+2,205(+0,074)  0,9991
MCPB 44 63  0,25-250  y=1,035(+0,020)*x+1,828(+0,050)  0,9955
MCPP 29 190 0,25-250  y=1,053(+0,027)*x+2,305(+0,061)  0,9992
2,45-T 500 1000 1,00-250  y=1,099(#0,033)*x+1,625(+0,165)  0,9987

4.4 Validace vyvinuté metody

Pro validaci nové metody je nutné urcit jeji presnost a spravnost. Pfesnost udava
tésnost shody mezi vysledky méfeni vzork pfipravenych stejnym postupem a
udavda se v % RSD. Spravnost neboli mira chyby udava tésnost shody
mezi naméfenymi hodnotami a hodnotou vypocitanou (pravou) a je udévana v
% bias (Honour, 2011). Ob¢ tyto veliCiny byly stanoveny metodou izotopického

zted’ovani pomoci interniho standardu, kdy koncentrace analytu urcuje vztah

plocha piku analytu
A) = |
¢ plocha piku IS *c (1)

Pro validaci metody byly vytvoreny vzorky Na—fosfatového pufru a extraktu z pryta
semenaCkid Arabidopsis ve dvou opakovanich. Ke vzorkim byla pfiddna smés
neznagenych standardii viech studovanych metabolitii o koncentraci 9.10° mol.I"
(9 pmol/vzorek) a interni standard o koncentraci 10~ mol.I"' (100 pmol/vzorek).
Hodnoty pfesnosti a spravnosti udava Tabulka 6. Tyto hodnoty jsou uvadény pouze
pro 2,4-D, jelikoz pro zadny jiny analyt nebyl k dispozici interni standard. Podle
van Rhijn (2001) by se presnost analytickych metod zaméfenych na izolaci
rustovych regulatorii z komplexnich rostlinnych matric méla pohybovat v rozmezi
+25 % RSD. Vyvinuta metoda pro izolaci 2,4-D dosahuje dostacujici ptesnosti
(cca 5%) 1 spravnosti (17% bias).
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Tabulka 6 — Hodnoty presnosti (% RSD) a sprdavnosti (% bias) vyvinuté SPE metody
pro izolaci 2,4-D

Obsah 2,4-D [pmol/vzorek]

Pridavek 9 pmol 2,4-D A.thaliana + 9 pmol 2,4-D
1. opakovani 8,71 11,04
2. opakovani 8,85 10,07
Primér + SD 8,78 £0,09 10,56 + 0,68
Pfesnost [% RSD] 0,75 4,56
Sprdvnost [% bias] -2 17

Pro dosazeni vyssi selektivity izola¢niho kroku bylo testovano zapojeni
imunoafinitni chromatografie. Byla pfipravena smés vSech neznacenych standardi
v PBS puftru o rliznych latkovych mnozstvich vSech sledovanych analyti — 1, 5, 10,
50, 100 a 300 pmol — ve tfech opakovéanich. Tyto vzorky byly piecistény na
imunoafinitnich kolondch pomoci postupu C (Obr. 8) a byla sledovana navratnost
jednotlivych analyti (Tabulka 7). Naméfené vysledky podle ocekdvani korelovaly
s nalezenymi ki#izovymi reaktivitami (viz Tabulka 3). Nejvétsi ndvratnost
vykazovala 2,4-D, proti které byly protilatky pfipraveny. S vysokou navratnosti na
nejnizSich  koncentracich (od 1 pmol) byly vazany také konjugaty
s aminokyselinami (2,4-D—Asp, 2,4-D—-Glu) a MCPA.

Z vysledki je tedy patrné, Ze afinita protilatky ke zvolenym analytim klesa

s prodluzujicim se vedlejSim fetézcem. Lze tedy predpokladat, ze schopnost

Tabulka 7 — Navratnosti jednotlivych analyti pro purifikaci pomoci IAC

1 pmol 5 pmol 10 pmol 50 pmol 100 pmol 300 pmol

2,4-D 91,5+7,9  753%4,3 69,4+49 592+23 476%79 62,6%5,8
2,4-D-Asp  483+9,6 147+24 93+14 7,2+0,2 1,6+0,3 0,8%0,1
2,4-D-Glu  36,1+6,6 31,8+0,6 199+15 180+14 68%12 49%0,1

2,4-DB - 105+3,2 14,7+19 8707  25+04 1,003
MCPA 324+35 236+10 153+16 13,8415 4,0+04 19+0,3
MCPB - - - - - 0,6+0,1
MCPP - - - - 0301 0,2+0,0
2,4,5-T - - 11,9+2,8 9,0+04  23%05 1,103
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vytvoreni nekovalentni vazby zavisi na vzdalenosti karboxylové skupiny acetatu od
kysliku na 2,4—dichlorfenolu. Zapojeni imunoafinitniho kroku by meélo pomoci
k selektivni izolaci moznych 2,4-D metaboliti u rostlin oSetfenych timto

herbicidem.

4.5 Stanoveni potencialnich metaboliti v rostlinném materialu
Vyvinuté metody extrakce a izolace potencialnich metaboliti 2,4-D byly v prvni
fazi testovany na tabakovych kalusech BY-2 oSetfenych 2,4-D. Kalusy rostly
21 dni na médiu sptidavkem 2.4-D (1 mg.l"). Extrahovany byly postupem
uvedenym na Obr. 7 a purifikovany podle protokolu A (obr. 8). Jako analyticka
koncovka slouzil systtm UHPLC-MS/MS s nastavenymi optimalizovanymi
podminkami (Tabulka 1).

V osetfenych kalusech byly identifikovany dva mozné metabolity 2,4-D
s aminokyselinami glutamovou a asparagovou (Obr. 12). Pomoci metody
izotopického zfedovani byly kvantifikovany velmi vysoké hladiny 2,4-D
(6760.6 £612.1 pmol/g zh.) a dale stanoveny koncentrace 2,4-D-Glu
(266.3 + 28.6 pmol/g z.h.) a 2,4-D—Asp (40.7 = 1.0 pmol/g z.h.). Vzajemny pomeér
nalezenych metaboliti bylo pfiblizné 169:7:1 a je prezentovan v grafickém

znazornéni na Obr. 11.
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Obr. 11 — Koncentrace 2,4-D a jejich metabolitii izolovanych z tabdkovych kalusii
oSetrenych timto herbicidem.
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Obr. 12 — Porzitivni identifikace potencialnich metabolitii 2,4-D s kyselinou
asparagovou (A) a glutamovou (B) u oSetrenych tabakovych kalusii
BY-2 na zdkladé shody retencnich casii a sbéru prislusnych
produktovych spekter v porovnani se standardy pripravenymi
organickou syntézou.
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Podle dostupné literatury a naSich predbéznych nepublikovanych vysledka
lze ptredpokladat, ze konjugace 2,4—dichlorofenoxyoctové kyseliny tlumi jeji
herbicidni Gc¢inky. U rostlin byla jiz ocharakterizovana rodina proteinit GH3, ktera
zodpovida za konjugaci aminokyselin s kyselinou indol-3—yloctovou, salicylovou a
jasmonovou, ¢imz dochazi kjejich inaktivaci (Normanly, 2010). Lze tedy

predpokladat, Ze tato rodina zodpovida také za tvorbu 2,4-D—-Asp a 2,4-D—-Glu.
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5 Zavér

Tato prace predkladd vyvinutou metodu pro izolaci a stanoveni
2,4—dichlorfenoxyoctové kyseliny a strukturné podobnych latek v rostlinném
materidlu pomoci SPE a IAC purifikace. Jako analytickd koncovka byl zvolen
systém rychlé chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

U metody SPE dochazelo k vys$im ndvratnostem pfi pouziti kolony HLB
bez ptidavku rostlinného materidlu, u kolon MAX bylo dosazeno vyssich
navratnosti na pozadi komplexni rostlinné matrice. Déle byly ocharakterizovany
monoklondlni protilatky ptipravené proti 2,4-D—tyreoglobulinu, které byly pouzity
k pfipravé imunoafinitnich kolon. Tyto protilatky 1ze vyuzit k izolaci z rostlinného
materidlu také konjugati 2,4-D s aminokyselinami glutamovou a asparagovou,
popf. u 2—metyl—-4—chlorfenoxyoctové kyseliny, jenz vykazovaly vysokou kiizovou
reaktivitu s danou protilatkou.

Pouzitelnost jedné z vyvinutych izolacnich metod vyuzivajici extrakci tuhou
fazi byla testovana na tabdkovych kalusech péstovanych na médiu s ptfidavkem
2,4-D. Zavérecna analyza odhalila pfitomnost kvantifikovatelnych hladin konjugatt
2,4-D s aminokyselinami glutamovou a asparagovou a potvrdila tak pfedpoklad o
existenci této metabolické drahy u 2,4-D.

Do budoucna je planovano spojeni purifikaéni SPE metody s imunoafinitni
chromatografii oSetfenych vzorku, ¢imz se predpoklada zvySeni citlivosti vyvinuté
metody a zvySeni ndvratnosti jednotlivych metaboliti. Ve spolupraci s kolegy
z Umea Plant Sceince Centre ve Svédsku také probihaji testy na mutantnich liniich
A. thaliana objasiujici mechanismy ucinku identifikovanych konjugatt, ve kterych

se potvrzuje piedpoklad, Ze se jedna o zptisob deaktivace ucinkl 2,4—D v rostlinach.
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Priloha 1 — Klasifikace herbicidii podle HRAC (Herbicide Resistance Action Committee)

HRAC Misto tuc¢inku Chemicka HRAC Misto ucinku Chemicka
skupina skupina skupina skupina
A Inhibice acetyl-CoA karboxylasy Aryloxyfenoxy-propionat E Inhibice protoporfyrinogen oxidasy Difenylether
(ACCO) (PPO)
Cyclohexandion Fenylpyrazol
Fenylpyrazolin N-fenylftalimid
B Inhibice acetolaktat syntasy (ALS) | Sulfonylmocovina Thiadiazol
(acetohydroxyacetat syntasy -
AHAS)
Imidazolinon Oxadiazol
Triazolopyrimidin Triazolinon
Pyrimidinyl(thio)-benzoat Oxazolidinedion
Sulfonylaminokarbonyl-triazolinon Pyrimidindion
C1 Inhibice fotosyntézy ve Triazin F1 Inhibice biosyntézy karotenoidu at the phytoene Pyridazinon
fotosystému 11 desaturase step (PDS)
Triazinon Pyridinkarboxamid
Triazolinon F2 Inhibice 4-hydroxyfenyl-pyruvat-dioxygenasy Triketon
(4-HPPD)
Uracil Isoxazol
Pyridazinon Pyrazol
Fenyl-karbamat F3 Inhibice biosyntézy karotenoidl (neznamé misto Triazol
ucinku)
C2 Inhibice fotosyntézy ve Mocovina Isoxazolidinon
fotosystému 11
Amidy Mocovina
C3 Inhibice fotosyntézy ve Nitrily Difenylether
fotosystému II
Benzothiadiazinon G Inhibice 5-enolpyruvylshikiméat-3-fosfat (EPSP) Glycin
syntasy
Fenyl-pyridazin H Inhibicen glutamin syntetasy Kyselina fosforna
D Fotosystém I - odklon elektront Bipyridylium I Inhibition of DHP (dihydropteroate) synthase Carbamate
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HRAC Misto ti¢inku Chemicka HRAC Misto ucinku
skupina skupina skupina
K1 Inhibice shlukovani mikrotubulti Dinitroanilin M Naruseni membran (rozruseni bunéénych spojeni) Dinitrofenol
Phosphoroamidate N Inhibice syntézy lipidli — netyka se inhibice Thiokarbamat
ACCasy
Pyridin Phosphorodithioate
Benzamid Benzofuran
Kyselina benzoova Chloro-Carbonic-acid
K2 Inhibice mitdézy / mikrotubulové Karbamat (0] Utinky podobné indol octové kyseling Fenoxy-karboxylové kyseliny
organizace (syntetické auxiny)
K3 Inhibice dlouhych fetézcti Chloroacetamid Benzoova kyselina
mastnych kyselin (VLCFA)
(Inhibice bunééného déleni)
Acetamid Pyridin-karboxylova kyselina
Oxyacetamid Chinolin-karboxylova kyselina
Tetrazolinon P Inhibice auxinového transportu Ftalaty
Semikarbazon
L Inhibice syntézy bunécné stény Nitrily V4 Jakmile je misto ucinku herbicidt ze skupiny Arylaminopropi-onova kyselina
(celulozy) Z neznamé, pravdépodobné se lisi vlastnim mistem
ucinku od jinych skupin.
Benzamid Pyrazolium
Triazolokarboxamid Organoarsenical
Chinolin-karboxylova kyselina Ostatni

http://www.hracglobal.com

-55-



http://www.hracglobal.com/

Priloha 2 — Struktury, elementarni slozeni a izotopické hmoty studovanych

herbicidi

160.9561 Da
0]

Cl Cl

2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina)
Molecular Formula = C,H.CI,0O,
Monoisotopic Mass = 218.961576 Da

160.9561 Da

2,4-DB (2,4-dichlorfenoxymaselna kyselina)
Molecular Formula = C,;H,Cl,O,
Monoisotopic Mass = 246.992876 Da

194.9171 Da

33[%

2,4,5-T (2,4,5-trichlorfenoxyoctova kyselina)
Molecular Formula = C,H,CI,0,
Monoisotopic Mass = 252.922604 Da

o
Cl Cl /

160.9561 D
@ OH

HO \O

2,4-D-Asp (2,4-dichlorfenoxyacetyl-
L-asparagova kyselina)

Molecular Formula = C,,H,,CI,LNO,

Monoisotopic Mass = 333.98852 Da

141.0107 Da

MCPA (2-metyl-4-chlorfenoxyoctova kyselina)

Molecular Formula = C4H,CIO,
Monoisotopic Mass = 199.016198 Da

141.0107 Da -

@[W

MCPB (2-metyl-4-chlorfenoxymaselna kyselina)
Molecular Formula =C,,H,,CIO,
Monoisotopic Mass = 227.047498 Da

141.0107 Da ~

foent

MCPP (2-metyl-4-chlorfenoxypropoinova kyselina)
(Mecoprop)

Molecular Formula = C,;H,,CIO,

Monoisotopic Mass = 213.031848 Da

(0]
e
N
HO
Cl Cl ‘
160.9561 Da o o
/

OH
2,4-D-Glu (2,4-dichlorfenoxyacetyl-
L-glutamova kyselina)

Molecular Formula = C,;H,,CI,NO,

Monoisotopic Mass = 348.00417 Da
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Priloha 3 — Tabulka navratnosti [%] kolon MAX a HLB

Oasis® MAX Oasis® HLB
10 pmol 100 pmol 10 pmol 100 pmol
bez matrice s matrici bez matrice s matrici bez matrice s matrici bez matrice s matrici
2,4-D 35,4+0,3 42,4 +3,6 27,3+2,8 36,1+2,2 36,3+0,5 22,3+0,0 452+1,8 26,1+1,9
2,4-D-Asp 41,2+0,2 90,4+14,0 51,0+ 2,5 75,1+5,6 34,6+2,6 85,7+0,0 59,8 + 3,2 87,0+0,8
2,4-D-Glu 46,3+0,2 752+115 57,0+2,3 69,7 £4,9 469+1,3 52,2+0,0 68,7+ 4,1 60,2+ 2,5
2,4-DB 28,6 +0,4 40,6 £4,0 29,2+5,3 31,1+1,2 49,4 +3,3 31,5+0,0 61,4+0,7 28,8+1,9
MCPA 20,3+0,3 33,5+2,9 26,7+5,3 40,6 +2,0 46,4+0,1 20,0+0,0 62,2 3,6 28,3+1,4
MCPB 20,2+0,1 23,0+3,4 20,9+4,6 18,5+0,1 37,316 18,3+0,0 43,7+0,4 17,3+1,3
MCPP 18,2+0,3 61,8+5,6 18,5+4,1 57,7+5,1 48,2 +1,2 46,4 +0,0 62,9+0,3 50,6 £3,3
245-T 409+2,1 89,1+15,7 37,5+3,3 75,58,2 61,4+2,4 61,3+0,0 75,8+ 0,0 61,4+5,7
Celkova navratnost 31,4+11,0 57,0+259 33,5+14 50,5+ 21,9 45,1+8,8 42,2+23,8 60,0+109 44,9+23,8
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