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1. UVOD A CILE

Fenolické latky, alkaloidy a terpenoidy, které patii mezi sekunddrni metabolity rostlin, slouzi jako
ochranné latky pted parazity, k lakani opylovacl nebo k regulaci ristu. Fenolické latky zahrnuji
fenolické kyseliny, kumariny, flavonoidy, lignany a stilbeny. Fenolickymi kyselinami jsou zde
minény kyseliny hydroxybenzoové a hydroxyskoticové, kam patii také velmi malo prozkoumané

sulfatované fenolické kyseliny.

Fenolické kyseliny jsou cenéné pro svou antioxida¢ni aktivitu. Vyskytuji se v mnoha
rostlinach, véetné zeleniny, ovoce, cerealii, obilovin, olejnin, lusténin nebo bylin. O funkcich
sulfatovanych fenolickych kyselin je toho naopak znamo jen malo. Doposud byly identifikovany
pouze v fasach, motskych travach a v jednod€lozné rostliné ovsu setém (Todd et al., 1993; Kurth
etal., 2015, Supikova, 2018). Daleko prozkoumanéjsimi metabolity jsou napf. glukosinolaty,
z rostlin ¢eledi brukvovitych, které maji stejné jako sulfatované fenolické kyseliny ptitomny atom
siry oxidovaném stavu (Mugford et al., 2011). Dal§imi ptibuznymi, o néco lépe popsanymi,
metabolity jsou sulfatované flavonoidy, které se nachazi zejména v rostlinach rodu Flaveria

(Kleinenkuhnen et al., 2019).

V soucasnosti je znamo nékolik zastupci sulfatovanych fenolickych kyselin, a to kyseliny
4-(sulfooxy)benzoova (S-BA) a 4-(sulfooxy)fenyloctova (S-PhAA), detekované v fase Dasycladus
vermicularis (scopoli) Krasser (Kurth et al., 2015), a kyselina zosterova (S-CA), poprvé
zaznamenana v motské travé Zostera marina (Todd et al., 1993). Nedavno byly S-CA a S-BA
detekované také v ovsu v mé bakalafské praci (Supikova, 2018). Tyto latky vykazuji anti-
biofilmovou aktivitu (Catto et al., 2015), coZ je schopnost odpuzovat a inhibovat mikroorganismy
rostouci na pevném povrchu v souvislé vrstveé. Fyziologickd funkce sulfatovanych fenolickych
kyselin vSak neni pfesné znama. Sulfatace by se mohla uplatiiovat napf. pii inaktivaci metabolitl

nebo pii skladovani obrannych metabolitd (Kurth et al., 2015; Thoms & Schupp, 2008).
Cile
1. Vypracovat resersi na téma sulfatované latky v rliznych organismech.

2. Vyhledavani novych sulfatovanych metabolitd v rostlinach a dalSich organismech pomoci

detekce neutralni ztraty SO; UHPLC-MS metodou.

3. Kvalitativné a kvantitativné analyzovat obsah S-BA, S-PhAA a S-CA napfi¢ riznymi
organismy pomoci UHPLC-MS.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Sira jako prvek

Sira je desatym nejbéznéjSim prvkem ve vesmiru a patym na Zemi. Patii mezi zakladni
makrobiogenni prvky a je esencialni pro vSechny organismy, v kterych tvoii primarni i sekundarni

metabolity plnici specifické funkce (Greenwood & Earnshaw, 1997).

Atomova hmotnost siry je 32,065 u. Sira ma velké mnozstvi izotopt, celkem jich je znamo 23,
Z nichz stabilni jsou pouze S, S, S a *S (Meija at al., 2016). Sira patii mezi chalkogeny, proto
jsou fyzikalné-chemické vlastnosti siry podobné vlastnostem kysliku, selenu a teluru. Napft. vidime
podobnost chovani organosirovych sloucenin (napf. thioly) s organokyslikovymi (napt. alkoholy)

(Klikorka et al., 1989).

Elementarni siru Ize ziskat tavenim z jiz vytéZzenych hornin nebo pfimym vytavenim ze zemég.
Elementarni sira ma ptivod bud’ vulkanicky nebo biologicky, kdy je sira mikroorganismy
redukovana ze siranti. Dal§im zdrojem siry jsou fosilni paliva, uhli, zemni plyn a ropa, kde se vSak
sira Casto vyskytuje ve formé¢ sloucenin (Klikorka et al., 1989). V pfirod¢ se elementdrni sira
vyskytuje ptevazné jako cyklicka molekula tvofend osmi atomy (Sg). Sira tvofi vice nez 30 riznych
allotropnich modifikaci, které dale mohou tvofit rozlicné polymorfy. Ziskat lze i amorfni siru, a

to pti prudkém chlazeni roztavené siry (Greenwood & Earnshaw, 1997).

Molekula siry dokaze reagovat pii oxidaci slabymi oxidacnimi Cinidly v silné kyselych
rozpoustédlech za vzniku polykationtl (napt. Sg?*, Ss2*a Si**) (Shriver, 2010). Sira dale tvofi
mnoho anorganicky slouéenin. Podobné jako kyslik reaguje sira s vodikem za vzniku plynného
sulfanu (H»S). JelikoZ sira nema schopnost tvorby vodikovych mustk®, neni sulfan kapalny jako
analogicka sloucenina kysliku s vodikem, voda. Kromé bézného sulfanu existuji jesté polysulfany
(H2Sx), coz jsou kapalné nebo tuhé latky, jejichz molekuly tvoii nevétvené fetézce. Od sulfanu jsou
odvozeny sulfidy. Technicky vyznamné sulfidy jsou napi. pyrit (FeS2), galenit (PbS), chalkosin
(Cu,S), sfalerit (ZnS) nebo cinnabarit (HgS). S uhlikem tvofi sira slou¢eninu sirouhlik (CS;). Dale
tvofi sira s kyslikem oxidy a z nich odvozené oxokyseliny a thiokyseliny, které mohou tvofit soli

sifi¢itany, sirany a thiosirany (Klikorka et al., 1989).

24

ktery je pfijiman rostlinami, houbami a bakteriemi z pidni nebo moiské vody. V organismech je
anorganicky sulfat redukovan a asimilovan do organické formy, kterou je thiolova skupina
L-cysteinu (Patron et al., 2008; Takahashi et al., 2011). Lidsky organismus a obecné zivocichové
schopnost redukce anorganického sulfatu a asimilace siry postradaji. Pro Zivocichy jsou proto
zdrojem redukované siry aminokyseliny L-cystein a L-methionin obsazené v rostlinné potrave
(Patron et al., 2008).



2.2. Organosirové slou¢eniny

Organosirové slouceniny lze rozdelit do tii skupin. Prvni kategorie organickych sloucenin se sirou
obsahuje C-S vazbu (R-C-S-R’). V druhé Kategorii jsou estery sulfatu s vazbou siry na uhlik
ptes kyslik (R-C-O-S-R"). Posledni kategorii tvoii slou¢eniny s vazbou dusiku a siry, N-S (R-N-
S-R’) (Linder, 2018).

Do prvni kategorie patii, pro zivé organismy nejvyznamnéjsi organosirové slouceniny, thioly
(-C-SH), mezi které fadime napi. L-cystein a L-methionin (Obr. 1). Dalsi pro zivot dulezité
organosirové slouceniny jsou disulfidy (-C-S-S-C-), které vznikaji oxidaci dvou thiolovych skupin.
Napf. v proteinech vnikaji disulfidické mustky mezi SH skupinami dvou L-cysteint, a umoziuji
tak spravné skladani proteinii do tercidrnich struktur. Oproti slabym interakcim v sekunddrnich

strukturach proteint maji disulfidické mustky kovalentni charakter (Bulaj, 2005).

0 0
_S
HS OH HiC OH
NH, NH,

Obr. 1 L-cystein a L-methionin

Do prvni kategorie organosirovych sloucenin dale patii thioethery (R-C-S-C-R"), thioestery
(R-C-S-CO-R"), thioketony (C=S), sulfoxidy (R-C-S(=0)-R’), sulfony (R-C-SO2-C-R’) a
sulfonové kyseliny (sulfonaty) (R-C-SO3H) (Linder, 2018). Vyznamny thioester je napf. kofaktor
enzymu koenzym A. Vazbu C-S obsahuji také heterocyklické slouceniny (pf. thiofen, thiazol).
Mezi heterocykly se sirou nalezneme zastupce, ktefi maji v metabolismu nezastupitelnou roli, napt.
kyselina lipoova (Obr. 2), slouzici jako prosteticka skupina mnoha enzymt, nebo thiamin (vitamin

B1) a biotin (vitmin B7).

Obr. 2 Kyselina lipoova

V koenzymech se sira vyskytuje také ve formé klastrti, kde sira netvori klasickou kovalentni

vazbu ale koordina¢né-kovalentni vazbu s kovem, napft. typicky se zelezem (Fe-S). Fe-S klastry

10



obsahuji metaloproteiny, napt. ferredoxiny nebo také NADH dehydrogenaza (Lippard & Berg,
1994).

Do druhé kategorie patii sulfooxy kyseliny (-C-O-SO3H). Zastupci téchto latek mohou byt
napt. zlidského metabolomu sulfatovany derivat dehydroepiandrosteronu,  Kkyselina
2-(sulfooxy)octova, glykodeoxycholat 3-sulfat sodny (Obr. 3) nebo synteticky sulfoxyethyl
methakrylat (PubChem; The Humane Metabolome Database).

(o]
(o]

Obr. 3 Glykodeoxycholat 3-sulfat sodny

Do tieti kategorie organosirovych slou¢enin s vazbou siry na dusik patii sulfonamidy
(-C-SO2-NH2) a sulfamaty (-C-O-SO2-NH2), napf. sulfanilamid (Obr. 4), sulfadiazin, estriol
sulfamat nebo estrol sulfamat (Linder, 2018; PubChem).

[Pe]
HQNQ \4
NH>

Obr. 4 Sulfanilamid

2.3. Sulfonace vs. sulfatace a nazvoslovi sulfo latek

Sulfonace je z chemického pohledu substitu¢ni reakce, kdy je sulfo skupina (téZ sulfonat; -SOs)
vyménéna za vodik na uhliku akceptorové molekuly za vzniku sulfatu. Sulfonace je substituéni
reakci vyuzivanou napi. v organické syntéze. Kromé sulfonace, kdy vnika vazba mezi uhlikem a
sirou (C-S), mize dochéazet ke vzniku vazby mezi sirou a kyslikem na uhliku (C-O-S), resp.
Kk pfenosu sulfonatu na kyslik hydroxylové skupiny. Pokud je vSak sulfonat pfenesen na hydroxyl,
jedna se jiz o sulfataci nikoli sulfonaci. Pfi této reakci vznika esterova vazba. Sulfatace v lidském

organismu mé svlj vyznam pii metabolizaci malych molekul endogenniho plvodu (napf.
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hormont), 1é¢iv a xenobiotik. K sulfataci dochazi ve fazi II. metabolismu za Kkatalyzy
sulfotransferazami (Strott, 2002). Skupina na uhliku pak muze byt nazyvana také jako sulfooxy
skupina, popf. pouzijeme ndzev piivodni molekuly a ptfiponu sulfat. Jedna latka tedy mutze byt

nazyvana napf. jako kyselina vanilova 4-sulfat nebo kyselina 4-(sulfooxy)-3-methoxybenzoova.

Sulfat ve formé& soli (SO4)* reaguje pouze v organickych nebo anorganickych chemickych
reakcich s anorganickymi prvky/slou¢eninami nebo organickymi molekulami v substitu¢nich
reakcich. V zivych organismech musi byt anorganicky sulfat pred vyuzitim v metabolizmu nejprve

asimilovan a redukci zabudovan do organické formy (Takahashi et al., 2011).

2.4. Chemicka sulfatace malych molekul

Chemickou syntézou lze sulfatované molekuly pfipravit pomoci kyselin sirové, sulfamové nebo
pomoci komplexu oxid sirovy-pyridin (SOs * Pyr ). Kyselina sirova sulfonuje alkeny a cykloalkeny.
Déle lze kyselinou sirovou Sulfatovat jednosytné alkoholy, vicesytné alkoholy, polysacharidy
(Gilbert, 1965).

Silna acidita kyseliny sirové nemusi byt kompatibilni s nékterymi vychozimi latkami. Mize
dochazet k dehydrataci, neselektivni sulfataci a degradaci struktury, coz lze obejit vyuzitim
ptidavného agens dicyklohexylkarbodiimid (DCC). V poméru 1:5:1 (alkohol : DCC : H,SOs)
muzeme sulfatovat alkoholy s regioselektivnim tGc¢inkem v zavislosti na koncentraci (Al-Horani &

Desai, 2010; Mumma, 1966).

K sulfataci I1ze dale pouzit komplex oxidu sirového (SOs) s organickou latkou. Komplexy je
mozno pfipravit probublavanim oxidu sirového vybranym rozpoustédlem tvotricim adukt.
Nejcastéji jsou pfipravovany komplexy oxidu sirového s organickymi bazemi pyridinem (Pyr),
trimethylaminem (NMes), triethylaminem (NEts) nebo amidem, napt. dimethylformamin (DMF).
Pro sulfataci sacharid, alkoholli, fenold, amind, thiold a dal§ich funk¢nich skupin je
nejpouzivangjsi SOs-Py. Komplexy NMesz a NEt; s SOz jsou vhodné pro sulfataci alkoholickych
skupin sacharidl, steroidt a alifatickych nebo alicyklicych molekul. Fenolické latky s vice
kyselymi hydroxylovymi skupinami jsou snadnéji sulfatované pomoci komplexti SO3 se slabymi

bazemi jako je DMF nebo Py (Al-Horani & Desai, 2010).

Byly také vyvinuty metody sulfatace s vyuzitim mikrovinného zafeni pro zvySeni stupné
sulfatace u mnohonasobnych fenolickych skupin v molekule. Metoda by mohla byt prospésna
v pfipravé  organickych latek napodobujici  glykosaminoglykany (mukopolysacharidy)
(Raghuraman, 2007).

2.5. Kolobéh siry

Sira koluje v zivém i nezivém prostfedi v rznych formach, které se mohou vzijemné ménit

Vv procesech asimilace a disimilace siry. Schéma kolob¢hu siry na Zemi je zobrazeno na obrazku 5.

12



Redukce a asimilace anorganické siry do organické formy probiha v rostlinach, houbach, fasach a
bakteriich. Mikroorganismy jsou zase schopné degradovat organickou siru v odpadni hmoté v padé
na anorganické sulfidy. V procesu disimilace siry mohou sulfat- a siru-redukujici bakterie
pti anaerobnich podminkach redukovat anorganické sulfidy a ziskavat tak energii. Kolobéh siry
zasahuje krom¢ pudy také doprosttedi vod a atmosféry. Moiské fasy produkuji
dimethylsulfoniopropionat, jehoz tékava forma, dimethylsulfid, je uvoliiovana do ovzdusi. Oxid
sifiCity se vyskytuje v atmosféie jako produkt erupcni cinnosti sopek a té€zkého prumyslu.
Ve srazkach se dostava do plidy a mofi jako kyselina sirova, ktera vznika oxidaci a hydrataci oxidu

sifi¢itého. Anorganické sirany jsou opét asimilovany organismy (Takahashi et al., 2011).

sulfates in the

[ 2 atmosphere l

SO,
dry deposition

wet deposition
(acid rain, snow)

' / organic
deposition

Obr. 5 Kolob¢h siry (pievzato z Encyclopaedia Britanica, 2010)

2.6. Asimilace siry

Asimilace siry je ,,pfipodobiiovani® anorganické siry v sulfatu do organické formy. Pfi asimilaci
dochazi k redukei sulfatu a jeho inkorporaci do organickych slouc¢enin. Schopnost asimilace siry
maji rostliny, fasy, houby a bakterie (Takahashi et al., 2011). Zivogichové jsou viak zcela zavisli
na dodani jiz redukované siry v aminokyselinach v rostlinné potrave (Bick et al., 2000; Kopriva &
Koprivova, 2004). Schopnost redukce sulfatu je jednim z hlavnich rozdilti v metabolismu siry mezi

zivoCichy a ostatnimi organismy (Gunal et al., 2019).

Samotnou asimilaci pfedchazi transport sulfatu v roztoku z okolniho prostiedi do organismu,

v rostlinach probihd absorpce napt. kofenovym systémem z pudy (Takahashi et al., 2011).
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Absorpce a nasledna metabolizace sulfatu je schematicky znazornéna na obrazku 6. V prvnim
kroku asimilace dochazi k adenylaci sulfatu za vzniku adenosin 5’-fosfosulfatu (APS). Reakce je
katalyzovdna ATP sulfurylazou. APS je nasledné redukovan na sifi¢itan enzymem APS reduktdza.

Siti¢itan je poté redukovan na sulfid, ktery je zabudovan do L-cysteinu.

Syntéza APS je vétvicim bodem metabolismu siry, jelikoz APS mutze byt kromé redukce také
fosforylovan APS kinazou na 3’-fosfoadenosin 5-fosfosulfat (PAPS). APS reduktaza a APS kinaza
jsou proto klicové pro uréeni, zda se sira bude dale podilet na primarnim (v redukované formge)
nebo sekundarnim metabolismu (v oxidované formg), tedy zda sira vytvoii thiol nebo sulfat. PAPS
pak slouzi jako donor aktivované sulfo skupiny pro sulfataci molekul, které zprostiedkovavaji

sulfotransferazy (Strott, 2002; Takahashi et al., 2011; Hirschmann et al., 2014).

U hub a u nékterych bakterii se vyskytuje modifikovana draha biosyntézy L-cysteinu. Tyto
organismy syntetizuji PAPS, ktery neni vyuzit pouze pro sulfataci, ale je v prvé fadé prekurzorem
pro L-cystein. PAPS je nejprve redukovan na sitfi¢itan. Reakce je katalyzovana enzymem PAPS
reduktaza. Sifi¢itan je nasledné redukovan na sulfid, ktery slouzi k syntéze L-cysteinu (Carroll et
al., 2005).

OH OH (503)2'

)

S L-Cys

> 0
HS/\‘)kOH —> Proteiny
NH

Obr. 6 Schéma metabolizace sulfatu v rostlinach

2.7. Sulfata¢ni drahy

Metabolismus siry lze komplexné rozdélit na ¢ast oxidacni a redukéni (Obr. 6). Redukéni
metabolismus siry zahrnuje syntézu primarnich metabolitd, coz jsou sirné aminokyseliny nebo

kofaktory enzymu se sirou v thiolové formé. Oxida¢ni metabolismus siry predstavuje predevsim
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sulfata¢ni drahy a biosyntézu sekundarnich metaboliti obsahujicich siru, pievazné ve formé sulfatu
(Gunal et al., 2019). Sulfata¢ni drahy a jejich metabolity jsou oproti primarnim metabolitim se
sirou mnohem méné prozkoumany a zahrnuji velké mnozstvi doposud nepopsanych latek. Jsou

proto z hlediska sou¢asného vyzkumu zajimav¢jsi.

U témét vSech organismu jsou pro sulfataci klicové sulfotransferdzy a donor aktivovaného
sulfatu PAPS (Strott, 2002). Sulfotransferazy pienasi sulfo skupinu z PAPS na hydroxylovou nebo
na amino skupinu akceptoru. Akceptorovou molekulou miZze byt napf. sacharid, lipid, peptid,

prekurzor hormonu, xenobiotikum nebo jina molekula (Dias et al., 2019; Coughtrie, 2016).

U bakterii mtize sulfatace probihat modifikovanym zptsobem. Nékteré bakterie vyuZzivaji jako
donor sulfo skupiny rizné fenolické sulfaty. Enzymy ptenasejici sulfo skupinu PAPS-
independentni cestou se nazyvaji aryl sulfotransferazy, nebo také arylsulfat sulfotransferazy
(Maloj¢i¢ et al., 2014). Arylsulfat sulfotransferazu obsahuje napi. Desufitobacterium hafniense.
Donorem sulfo skupiny mize byt napt. para-nitrofenol sulfat (Horst et al., 2015).

2.7.1. Syntéza PAPS

K syntéze PAPS jsou nezbytné dva jiz vySe zminéné enzymy: ATP sulfurylaza a APS kinaza
(Strott, 2002). V rostlinach je ATP sulfurylaza ptitomna jak v plastidech, tak v cytosolu.
Napf. Arabidopsis ma tii ze ¢ty ATP sulfurylaz ptritomny v plastidech a jen jednu izoformu ma
cytosolickou. APS kinaza, ktera katalyzuje fosforylaci APS na PAPS, je v rostlinach lokalizovana
paraleln¢ s ATP sulfurylazou (Mugford et al., 2009).

Puvodné vSak bylo predpokladiano, Ze APS je fosforylovan v cytosolu a PAPS se pak
V cytosolu ucastni sulfata¢nich reakci, zatimco k redukci APS dochazi v plastidech. AvSak PAPS je
syntetizovan soucasné Vv plastidech i v cytosolu. Sulfatace pomoci sulfotransferaz probiha pouze
v cytosolu, proto jsou v membrané plastidech piitomny specifické transportéry pro PAPS. Z jakého
dtivodu maji rostliny syntézu PAPS v plastidech doplnénou syntézou PAPS v cytosolu neni znamo.
Napf. mutantni rostliny Arabidopsis bez genu pro cytosolickou ATP sulfurylazu nevykazuji oproti
,wilde type® rostlinam zadné fenotypové zmény (Bohrer et al., 2014; Mugford et al., 2009).

Zivogichové nejsou schopni sulfat redukovat a asimilovat, nicméné vyuzit jej v oxidované
formé pro sulfataci molekul mohou. Proto i zivocichové dokéazi syntetizovat PAPS, ale misto
enzymu ATP sulfuryldzy a APS kinazy maji jeden zfuzovany enzym PAPS synthaza (Patron et al.,
2008).

2.7.2. Sulfotransferazy

V soucasnosti je znamo 21 cytosolickych sulfotransferaz v Arabidopsis. U ¢lovéka bylo popsano
13 cytosolickych sulfotransferdz. Popis sulfotransferdz byl umoznén predev§im diky analyze

sekvenci genti. BliZsi role téchto enzymu je z vétsi ¢asti neprozkoumana (Hirschmann et al., 2014;
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AtSOT17 a AtSOTI18, které se uplatituji v poslednim kroku syntézy glukosinolatt (Hirai et al.,
2005). Nekteré sulfotransferazy vykazuji také vysokou substratovou specifitu k brassinosteroidiim,
kyseling salicylové, 11-hydroxyjasmonatu, 12-hydroxyjasmonatu (Marsolais et al., 2007; Gidda et

al., 2003). Nicmén¢ sulfatované formy vétsiny vyse zminénych nebyly in vivo detekovany.

Prvni izolace dvou sulfotransferaz byla provedena z rostliny Flaverie chloraefolia, jednalo se
0 3- a 4'-flavonol sulfotransferazy. Flaverie jsou znamé pro sviij vysoky obsah flavonoidu, které se

ve Flaverii vyskytuji i v sulfatovanych formach (Varin et al., 1992).

Dalsim prikladem sulfotransferazy mutize byt cholin sulfotransferdza ptitomna v halofytnich
rostlinach rodu limonka (Limonium) a dalSich halofytnich druzich. Za podminek nadmérného
salinniho stresu rostliny je sulfotransferaza aktivovana a z cholinu tvofi cholin O-sulfat, ktery

funguje jako osmoprotektivni latka (Rivoal & Hanson, 1994).

Jind funkce sulfatace byla popsana v rostlinném druhu brukev fepka (Brassica napus),
kde byla detekovana sulfotransferaza sulfatujici 24-epibrassinolid. Sulfatace ma vliv na zruseni
biologické aktivity fytohormonu a ovlivnéni homeostazy brassinosteroidnich hormonti v rostling.
Metabolit vSak byl doposud detekovan pouze pii in vitro testech s izolovanym enzymem (Rouleau
etal., 1999).

Bylo charakterizovano nékolik dalSich sulfotransferaz z riznych druhti rostlin, ale stale jich
k detekci mnoho zbyva. Prozatim jsou znamé funkce a produkty sulfotransferaz uplatiujicich se
pfi syntéze glukosinolatl. O ostatnich sulfatovanych metabolitech toho vime jen pomérné maélo.
Skutecné zmétenych sulfatovanych metabolith v rostlinnych vzorcich bylo doposud pouze par

(Koprivova & Kopriva, 2016).

U kvasinek nebo hub nebyly identifikovany zadné sulfotransferazy (Koprivova & Kopriva,
2016). Nicméné u nékterych kvasinek a hub byla pozorovana sulfatace molekul za vyuziti jako
donoru sulfatu PAPS (Patron et al., 2008; Kopriva & Koprivova, 2004).

2.7.3. Tyrosylprotein sulfotransferazy
Tyrosylprotein  sulfotransferazy jsou ukotveny v membrané Golgiho aparatu rostlinnych
i zivo¢isnych bunék. Maji odlisnou sekvenci a strukturu oproti cytosolickym sulfotransferazam a

jejich substratem jsou peptidy a proteiny. U rostlin jsou tyrosylprotein sulfotransferazy zodpovédné

také za sulfataci peptidovych fytohormoni fytosulfokinti (Komori et al., 2009).

2.7.4. Lidské sulfotransferazy

Lidské sulfotransferazy maji zkratkové oznaceni SULT. Zkratka tak jasn¢ odliSuje sulfotransferazy

lidské od rostlinnych, u kterych je pouzivéna zkratka SOT. Uéinek, biologicka aktivita a celkova
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charakterizace lidskych, zvitecich ale i bakterialnich sulfotransferaz jsou v porovnani s rostlinnym

pomérné dobte znamy (Gunal et al., 2019).

Cytosolické sulfotransferazy maji v organismu piedevs§im funkci detoxifikacni. Sulfatace
zvySuje rozpustnost a usnadiiuje eliminaci. Dochézi k ni pii II. fazi metabolismu, kdy mohou byt
rizné malé endogenni i exogenni molekuly kromé sulfatace také methylovany nebo
glukuronidovany (Williamson & Clifford, 2010; Paul et al., 2012). Sulfatace ma téz funkci
skladovaci, kdy je latka aktivovana az $tépenim esterové vazby hydrolazami (Al-Horani & Desai,
2010). Bézn¢ sulfatovanymi molekulami v lidském organismu jsou napf. steroidni hormony,

neurotransmitery, Zlucové kyseliny, 1é¢iva nebo xenobiotika (Paul et al., 2012).

Vedle cytosolickych sulfotransferaz jsou dalSim typem sulfotransferazy Golgiho aparatu.
V Golgiho aparatu jsou sulfatovany napf. endoteliarni glykoproteiny, které jsou soucasti povrchu
endoteliarnich bunék cév (De Graffenried & Bertozzi, 2003). Sulfotransferazy sulfatuji sacharidové
jednotky glykoproteinii za vzniku sulfoadhezind, které funguji jako ligandy L-selektint leukocyta.
K reakci dochazi pii zanétu za ucelem vychytani leukocyti do mista zanétu. Kromé sulfatace

mohou byt glykoproteiny také fucosylované nebo sialylované (Hemmerich et al., 1995).

Sulfotransferdzy lze také rozliSit podle substratové specificity. Mohou katalyzovat bud’
sulfataci nizkomolekularnich nebo vysokomolekularnich latek jako jsou proteiny, sacharidy a
glykoproteiny. Vysokomolekularni latky jsou vétSinou sulfatovany membranové vazanymi
sulfotransferazami, zatimco nizkomolekuldrni latky jsou obvykle sulfatovany volnymi

sulfotransferazami (Coughtrie, 2016; Chapman et al.,2004).

Sulfotransferazy jsou potencidlni terapeuticky cil v 1é€bé napt. nddorovych onemocnéni a
zanétl (Hemmerich et al., 2004, Paul et al., 2012). SouCasny vyzkum se proto zaméfuje

na vyhledavani a design nizkomolekuldrnich inhibitorii sulfotransferdz (Paul et al., 2012).

2.8. Metabolity obsahujici siru

Sira se v metabolitech vyskytuje v redukované nebo oxidované podobé. Redukovanou siru obsahuji
primarni metabolity, zatimco oxidovana forma, ktera je snadnéji metabolizovatelna a dostupna
pro sulfotransferazy, je typicka pro sulfatované sekundarni metabolity. Oxidovana sira pochazi
predev§im z PAPS nebo z oxidace thioli (Takahashi et al., 2011). Sulfatované metabolity jsou
vysoce strukturné rozmanité a jejich identifikace je tudiz velmi obtizna. Napf. v rostling
Arabidopsis thaliana bylo detekovano nékolik desitek siru obsahujicich metabolitd, jejichz

struktura je v8ak neznama (Glaser et al., 2014).

2.8.1. Glutathion

Nejrozs§ifenéjs$im peptidem ve vSech organismech, na jehoz stavbé se podili L-cystein, je glutathion

(Obr. 7). Jedna se o tripeptid y-L-glutamyl-L-cysteinylglycin (Jez, J. M., 2019). Glutathion je
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zodpovédny za vychytavani vétSiny ,,neproteinové* redukované siry v organismu (Hell and Wirtz,
2011). M4 klicovou funkci pfi udrzovani homeostazy, bunééné obrané, redoxnich dé&jich, pfenosu
signalti a detoxifikaci (Noctor et al., 2011). Glutathion dokaze tvofit konjugaty s elektrofilnimi
latkami, napt. ionty tézkych kovii nebo xenobiotiky. Konjugace probihd na sulthydrylové skupiné
bez nebo spomoci glutathion S-transferazy, ktera se uplatfiuje pii detoxifikaci organismu
od xenobiotik nebo pfi udrzovani redoxniho stavu organismu (Edwards and Dixon, 2005; Cummins
etal., 2011).

HS
0 0
HO
N OH
H
0 NH,

Obr. 7. Glutathion

2.8.2. Fytosulfokiny

Peptidy mohou krom¢ thiolové skupiny obsahovat siru také v oxidovaném stavu. Sulfat mize byt
ptipojen k hydroxylové skupiné na L-tyrosinu, napt. u peptidovych fytohormont fytosulfokind.
Fytosulfokiny jsou oligopeptidy o péti aminokyselinach. Jejich sulfatace je katalyzovana
tyrosylprotein sulfotransferazami (Matsubayashi & Sakagami, 1996; Komori et al., 2009).
Fytosulfokiny se Gcastni mezibuné¢né komunikace a signalizace inhibice proliferace. Napi. byly
detekovany v kultuie kalusovych disperznich bun¢k za podminek velké hustoty bunék v prostoru,
kdy dochazi ke kontaktni inhibici (Matsubayashi, 2013).

2.8.3. Sulfatované fytohormony

K sulfataci mtize dochazet u fytohormoni kyselina hydroxyjasmonova, kyselina salicylova a
nékteré brassinosteroidy (Gidda et al., 2003; Marsolais et al., 2007; Baek et al., 2010). Vsechny
tyto fytohormony obsahuji volnou hydroxylonou skupinu, na které muze byt sulfat pfipojen.
Jedingm  sulfatovanym  fytohormonem detekovanym pfimo vrostliné je kyselina
5'-(hydroxysulfonyloxy)jasmonova. Konkrétné se jednalo o rostlinu Tribulus cystoides, coz je druh
kotvicniku (Achenbach et al., 1994). Stejny derivat kyseliny jasmonové byl také identifikovan
v rostliné€ kyjovnik (Laguncularia racemosa, L.) rostouci jako mangrovy (Xue et al., 2008). Izomer

kyselina 12’-(hydroxysulfonyloxy)jasmonova byla detekovana v kakau (Hurst et al., 2014).

Z Arabidopsis thalina byly izolovany sulfotransferazy, které in vitro katalyzovaly produkci
24-epibrassinolid sulfatu. Nicméné sulfatované brassinosteroidy doposud nebyly ptimo v rostliné

detekovany (Marsolais et al., 2017). Dale byla v Arabidopsis identifikovana sulfotransferaza
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AtSOTI12, ktera je exprimovana pii rostlinném stresu. AtSOT12 katalyzuje sulfataci kyseliny
salicylové, jejiz sulfatovana forma byla detekovana také pouze pii in vitro testech s vyuzitim

AtSOT12. V rostling sulfatovana kyselina salicylova nebyla detekovana (Baek et al., 2010).

2.8.4. Glukosinolaty

Glukosinolaty jsou sekundarni metabolity nachazejici se v rostlinach rodu Brassicaceae
(napt. brokolice, kvétak, hoicice nebo kien). Jsou to glykosidy obsahujici B-D-glukopyranosovy
zbytek pripojen k hydroximinosulfat esteru pomoci sulfatového mustku (Obr. 8). Sira je pfiblizné
ve stejném mnozstvi inkorporovdna do glukosinolati jako do aminokyselin, proto ma biosyntéza
glukosinolati velky efekt na rovnovahu obsahu siry vrostlindich (Mugford et al., 2011).
Dale obsahuji R-skupinu, jak je znazornéno na obrazku 8, ktera je odvozena od alifatické (alanin,
leucin, isoleucin, methionin, valin) nebo aromatické aminokyseliny (L-fenylalanin nebo L-tyrosin),
nebo od indolu (L-tryptofan) (Collett et al., 2014). Pro indolové glukosinolaty je charakteristicka
hotka chut’ (Halkier and Gershenzon, 2006).

Doposud bylo detekovano pies 130 riznych molekul glukosinolati. Bylo zjisténo, ze dokazi
regulovat zanét a odpoveéd’ na stres. Maji antioxida¢ni a antimikrobialni aktivitu (Bischoff, 2016;
Collett et al., 2014; Halkier and Gershenzon, 2006). Dale maji obrannou funkei pii reakci rostlin
na poskozeni houbami, bylozravci nebo bakteriemi (Fahleyet al., 2001; Bednarek et al., 2009; Fan
etal., 2011; Muller et al., 2010; Sonderby et al., 2010).

Obr. 8 Obecna struktura glukosinolatu

Pro vykonavani své funkce glukosinolaty vyzaduji aktivaci, ke které dochazi odstépenim
glukozové jednotky vlivem enzymu myrosinaza. Bézné se glukosinolaty vyskytuji ve vakuolach,
zatimco myrosinaza je pfitomna voIné Vv cytoplazmé. Myrosindiza ma B-thioglukosid
glukohydrolazovou aktivitu. Pfi poSkozeni rostlinného pletiva dojde k vyliti obsahu vakuol
do cytosolu, coz pii neutralnim pH zpusobi hydrolyzu glukosinolati pisobenim myrosinazy

zauvolnéni glukézové jednotky (Bones, & Rossiter, 2006). Aglykonova ¢ast glukosinolatu tvoii
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metabolity s konkrétni biologickou funkci, coz mohou byt napt. isothiokyanaty nebo nitrily (Bones,
& Rossiter, 2006; Cavaiuolo and Ferrante, 2014).

O glukosinolatech je znamo, ze jejich vysoky obsah v potravé je nevhodny pro hospodaiska
zvifata, ktera by neméla byt brukvovitymi rostlinami krmena. Vyjimkou je fepka olejka, typicka
velmi nizkym obsahem glukosinolatti, z niZ jsou jako krmivo pouZzivana semena (Bell, 1984).
Vyznamnym glukosinolatem je napt. glukorafanin (4-methylsulfinylbutyl glukosinolat), ktery je
obsazen predevsim v brokolici. Jeho hydrolyzou vznika isothiokyanat sulforafan, ktery ma
protinadorové vlastnostmi, jelikoz dokaze blokovat bunéény cyklus a podporuje apoptozu. Diky

svym ucinkim je fazen mezi nutraceutika (Halkier and Gershenzon, 2006, Bischoff, 2016).

2.8.5. Turgorin

Zajimavym sulfatovanym glykosidem z rostlinné fiSe je molekula zodpovédna za seismonastické
pohyby citlivky stydlivé (Mimosa pudica), 4-O-(B-D-glukopyranosyl-6"-sulfat) kyseliny gallové
neboli turgorin (Obr. 9). Turgorin je téZ nékdy nazyvan podle svého u¢inku Faktor periodického
pohybu listi 1 (periodic leaf movement factor 1, PLMF-1) (Varin et al.,1997). Na zaklad¢ biotesti
a zkoumani schopnosti citlivky uzavirat listy na mechanické podnéty bylo zjisténo, Ze kli¢ovou
strukturou pro biologickou aktivitu PLMF-1 je sulfatova skupina v pozici 6°, karboxylova skupina

na aromatickém jadie a specificky substituéni vzor fenolického jadra (Kallas et al, 1989).
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Obr. 9 Turgorin
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2.8.6. Alicin

Alicin, nebo také diallyldisulfid-S-oxid (Obr. 10), je obsazen v rostlinach celedi cibulovitych
(Alliaceae). Poprvé byl alicin izolovan roku 1944 v laboratoti Chestera J. Cavallita. Jeho typickymi

vlastnostmi jsou antibakterialni a antifungalni G¢inky (The Human Metabolom Database).

S
|

/\/S\O/\/

Obr. 10 Alicin

2.8.7. Sulfatované flavonoidy

Flavonoidy maji v rostlinach riznorodé funkce. Jsou zodpovédné za barevnou pigmentaci rostlin,
podileji se na regulaci vyvoje, na interakci s rostlinnymi mikroby nebo na fotoprotekci (Koes et al.,
1994; Taylor & Grotewold, 2005; Hassan & Mathesius, 2012; Cao et al., 1997). O funkcich
sulfatovanych flavonoidl je oproti tomu znamo jen velmi malo (Kleinenkuhnen et al., 2019).

Predpoklada se, ze by se mohly uplatiiovat jako:

o ko-pigmenty spolu s flavonoidy,
o jaderné vazebné faktory (z angl. nuclear binding factors),
o latky s vlivem na snizovani efektu efluxu auxinu,

o latky ovliviwjici adaptaci rostliny na vlhka a mokra stanovisté

(Alluis & Dangles, 2001; Ananvoranich et al., 1994; Ibrahim, 1995; Toméas-Barberan et al., 1987).

Flavonoidy mohou byt sulfatovany v jedné nebo vice polohach, nejcastéji v polohach 3 a 7
(Barron et al., 1988). Sulfotransferazy specifické pro flavonol byly detekovany v Arabidopsis
thaliana (Gidda & Varin, 2006; Hashiguchi et al., 2014) a v n¢kolika dalsich druzich rodu Flaveria
(Varin et al., 1992; Ananvoranich et al., 1994; Marsolais & Varin, 1998). U rostlin rodu Flaveria
byly detekovany také piimo sulfatované flavonoidy. Celkem rod Flaveria obsahuje 21 druhti, kdy
kazdy druh obsahoval odlisnou kombinaci sulfatovanych flavonoidi (Hannoufa et al., 1994).
Sulfatované flavonoidy byly celkem detekovany v nejméné patnacti jednodéloznych a sedmnacti
dvoudé€loznych rostlinnych rodech, mezi nimiz bylo celkem 250 druht (Barron et al., 1988; Teles

et al., 2018). Detekovany byly také glykosidy sulfatovanych flavonoidt (Barron et al., 1988).

Zajimavym sulfatovanym flavonoidem je isorhamnetin 3-sulfat (téz persicarin; Obr. 11), ktery
je nejcastéji izolovan z haluchy z celedi mitikovitych. U persicarinu byly zjistény antidiabetické

vlastnosti. Persicarinu byl testovan na mysich, kterym byl navozen diabetes mellitus |. typu.
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Persicarin snizoval hladinu oxida¢niho stresu, kyslikovych radikali a zanétlivé odpovédi u mysi
S hyperglykemii, a to pfedev§im v jaternich bunikach. Protektivni ucinek persicarinu na jatra by
tak potencialné mohl byt vyuzit u pacienti s diabetem jako 1é¢ivo (Lee et al., 2017). Pozitivni
vysledky mé persicarin také vtestech na neuroprotektivni aktivitu. Testy byly provadény

na kulturach krysich kortikalnich bune¢k, u kterych byla neurotoxicita navozena glutamatem (Ma et
al., 2010).

Dalsi sulfatované flavonoidy byly detekovany napf. v rostliné Zostera marina, coz je trava
rostouci na motském dné. Ze Zostery mariny byly izolovany flavonoidy luteolin 7-sulfat, diosmetin

7-sulfat, apigenin 7-sulfat, chrysoeriol 7-sulfat a luteolin 7,3 -disulfat (Todd et al., 1993).

Obr. 11 Persicarin

2.8.8. Sulfolipidy

Sulfolipidy jsou soucasti membrany chloroplastu rostlin a fas (Koprivova & Kopriva, 2016). Jsou
tvofeny pii nedostatku fosfatu jako kompenzacni produkt v disledku redukce fosfolipidi
(Hammond et al., 2003). Zajimavy faktem je, Ze jejich sulfatova skupina nepochazi z PAPS ale
ze sifi¢itanu (Sanda et al., 2001). Ptikladem molekuly sulfolipidu je sulfoquinovosyldiacylglycerol,
jehoz hlava je modifikovana galaktézou se sulfatem na 6° uhliku. Detekovana byla napft.
v membrané chloroplastd narcisu, bramboru nebo kvétaku (Schmid & Ohlrogge, 1996). Sulfolipidy
jsou obsazeny také v mnoha bakteriich, v kterych byly dokonce ptivodné objeveny, konkrétné

v druhu Mycobacterium tuberculosis (Middlebrook, 1959).

2.8.9. Sulfatované metabolity moiskych organismu

2.8.9.1. Psammaplin A sulfat

O sulfatovanych metabolitech je zndmo, ze jsou v hojném poctu obsazeny piedevs§im v moiskych
organismech. Jejich funkce jsou rGznorodé, nicmén¢ dodnes nejsou vSechny presné objasnény.
Predpoklada se, ze sulfatace mize slouzit k uskladnéni nebo deaktivaci aktivni formy metabolitu,
kdy biologicka funkce je aktivovana az desulfataci (Welling et al., 2009). Tak tomu je napf.

u houbovce Aplysinella rhax, jehoz metabolit psammaplin A sulfat je pii poskozeni stélky
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desulfatovan za vzniku aktivniho psammaplinu A, ktery ma obrannou funkci (Thoms & Schupp,
2008).

2.8.9.2. Metabolity produkované Fasou Dasycladus vermicularis

Dasycladus vermicularis (Scopoli) Krasser (Obr. 12) patii do fadu Dasycladales. Rasu lze nalézt
v mélkych vodach v oblastech napf. Stfedozemniho mote, Stfedni Ameriky, Karibskych ostrovi,
Brazilie nebo Jizni Ciny (Hartmann et al., 2018). Dasycladales pati s fadem Bryopsidales, do t¥idy
zelenych fas Ulvophyceae, které maji sifonokladalni stélku slozenou z mnohojadernych bunék
propojenych Vv unicelularni thallus. Propojeni bungk je pro fasu rizikovy faktor, pokud by doslo
k poskozeni stélky (Kurth et al., 2015; Hartmann et al., 2018). Rasa ma proto vytvofeny
mechanismus obrany, kdy jsou pii poskozeni stélky poranéna mista utésiovana produkty
biopolymerizaénich reakci (Welling et al., 2009; Ross et al., 2006; Welling et al., 2011).
V Dasycladus vermicularis (Scopoli) Krasser bylo objeveno nékolik sulfatovanych metabolitd,
vcetné 6,7-dihydroxykumarin-3-sulfatu, ktery se ucastni na opravé defektu stélky fasy. Neaktivni
6,7-dihydroxykumarin-3-sulfat je sulfatizami preménén na aktivni 3,6,7-trihydroxykumarin, a
ten je nasledné oxidovan a vyuzit jako cross-linker proteinti. V misté defektu stélky tedy vznikaji
ko-polymery, které poranéné misto mechanicky opravuji (Welling et al., 2011; Kurth et al., 2015).
Dale byly v fase detekovany kumariny sulfatované na dvou pozicich, a to 7-hydroxykumarin-3,6-
disulfat  (dasycladin  B) a 5,8°-di-(6(6"),7,(7")-tetrahydroxy-3-sulfoxy-3 -sulfoxykumarin
(dasycladin A) (Hartmann et al., 2018).

Obr. 12 Dasycladus vermicularis (Scopoli) Krasser
(Huang & Lu, 2006)
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2.8.9.3. Sulfatované fenolické kyseliny

Mezi prvnimi detekovanymi sulfatovanymi fenolickymi Kkyselinami byla sulfatovana kyselina
para-kumarova, jinak také 4-(sulfooxy)skotricova (S-CA; Obr. 13). Latka byla objevena rostling
Zostera marina, podle které byla pojmenovana také jako kyselina zosterova (Todd et al., 1993).
Zostera marina patii do rodu Zosteraceae ze skupiny moiskych trav, které¢ dokazi jako jediné
z rostlinné tiSe rist ve slané vodé na moiském dné (den Hartog & Kuo, 2006). Kyselina zosterova
ma anti-biofilmovou aktivitu (z angl. anti-biofouling), coz je schopnost inhibovat rist souvislé
biofilmové vrstvy tvofené mikroorganismy na pevném povrchu. Bylo vSak zjisténo, ze vEtsi anti-
biofilmovou aktivitu ma desulfatovana forma, kyselina para-kumarova (Catto et al., 2015). Latky
s anti-biofilmovou aktivitou jsou vyuzivany pii oSetfovani povrchu lodi proti mofskym
mikroorganismim a drobnym korystim, ktefi ulpivaji na povrchu, poskozuji jej a zpomaluji lod’
pii plavbé (Achamlale et al., 2009). Krom¢ kyseliny zosterové byly ze Zostery izolovany i
nesulfatované fenolické kyseliny: para-kumarova, ferulova, kavova, vanilova, gallova,

protokatechova, gentisova, para-hydroxybenzoova a ortho-protokatechova (Todd et al., 1993).

Sulfatované fenolické kyseliny 4-(sulfooxy)fenyloctova a 4-(sulfooxy)benzoova (Obr. 13)
byly nedavno detekované v fase Dasycladus vermicularis (Scopoli) Krasser. Pfesna funkce latek
neni znama. Predpoklada se, Ze by mohly slouzit jako prekurzory latek s anti-biofilmovou aktivitou
(Kurth et al., 2015; Catto et al., 2015). Kyseliny 4-(sulfooxy)benzoova a zosterova byly detekovany
také v suchozemské rostlin¢ oves sety (Supikova, 2018 - bakalaiska prace). Je proto
pravdépodobné, Ze se fenolické sulfooxy kyseliny vyskytuji i v mnoha dalSich suchozemskych

rostlinach.

o] OH
o)
o) OH
= OH
Q o)
\\S/O N e O\\S/O
HO™ \\ A\ .
[o) HO o) HO \\o

Obr. 13 Kyseliny zosterova, 4-(sulfooxy)fenyloctova a 4-(sulfooxy)benzoova
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2.8.9.4. Sulfatované polysacharidy

Sulfatované polysacharidy jsou produkovany motskymi fasami. Hlavnimi skupinami sulfatovanych
polysacharidii jsou karagenany z ¢ervenych fas, ulvany ze zelenych fas a fukoidany (Obr. 14)
z hnédych ftas. Sulfatované polysacharidy vykazuji mnoho zdravi prospé$nych vlastnosti, napf.
antioxidaéni, protialergické, protivirové, protinadorové, anti-imunodeficientni a antikoagula¢ni

(Ngo & Kim, 2013).

Obr. 14 Strukturni jednotka fukoidanu

2.8.10. Zivotisné glykosaminoglykany

Glykosaminoglykany (mukopolysacharidy) jsou polymery glukosaminu nebo galaktosaminu a
uronovych kyselin (glukuronova, iduronova). VétSina glykosaminoglykanti obsahuje sulfatové
substituenty. Zastupci jsou napi. heparansulfat nebo chondroitinsulfat. Strukturni jednotkou
heparansulfatu je disacharid sulfatované kyseliny D-glukuronové a sulfatovaného glukosaminu.
Vyskytuje se ve tkanich (napf. v bazalni membrané, aorté, plicich, mozku nebo kosternich svalech)
ve formé proteoglykanu, kde vypliiuje extracelularni prostor. Je vazan k povrchu bunék
a extracelularnim proteinim (Velleman & Liu, 2005). Chondroitinsulfaty jsou vysoce sulfatované
glykosaminoglykany, také Casto tvorici proteoglykany. Vyskytuji se v chrupavce, kostni tkani,
meziobratlovych ploténkach nebo ve velkych cévach (Gallagher & Lyon, 2000). Podobnou
strukturu jako heparansulfat ma heparin, ktery ale obsahuje mnohem vice sulfatovych skupin, a
muze obsahovat i N-acetyly misto N-sulfatu (sulfamidova skupina) (Volpi, 2006). Heparin je
produkovan bazofilnimi granulocyty a Zirnymi bufikami a pasobi jako protisrazliva latka krve

mechanismem inhibice funkce trombinu (Lincova & Farghali, 2007).
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2.9. Souhrn sulfatovanych metabolit u v§ech organismu

Na obrazku 15 jsou zobrazeny sulfatované metabolity popsané vySe podle detekce v riznych
organismech.

fytosulfokiny
glukosinolaty
turgorin

rlzné sulfatované

flavonoid
diosmetin 7-sulfat

kyseliny
4-(sulfooxy)benzoova a

sulfatované

flavonoidy (napi. 7-sulfat  cholin-O-sulfat 4-(sulfooxy)fenyloctova polysacharidy
chrysoeriolu a apigeninu; (karagenﬂ_ny, ulvany,
7.3 -disulfat luteolinu) a fukoidany)

kyselina zosterova sulfolipidy kumariny dasycladin A a

dasycladin B,
dihydroxykumarin-3-sulfat

glykosaminoglykany psammaplin
A sulfat

jejich glykosidy

sulfatovany hydroxyjasmonat

Bakterie
4

rhizobialni nod faktor
endosymbiotickych bakterii
(Truchet et al., 1991)

sulfatované hormony a endogenni
molekuly (napi. katecholammy,
cholecystokinin steroidy,
1odothyroniny)

Obr. 15 Souhrn detekovanych sulfatovanych metabolitt podle vyskytu ve skuping organismi

V organismech fiSe hub nebyly detekovany zadné znamé sulfatované metabolity. Pouze u
askomycet Fusarium proliferatum byla detekovana produkce enzymu sulfataz, které askomyceta
vyuzivaji pro asimilaci uhliku ze sulfatovaného polysachariu fukoidanu z hnédych fas. Sulfatazy
jsou vsak produkovany jen v piipadé, kdy houby rostou na pudé obsahujici sulfatovany
polysacharid jako jediny dostupny zdroj uhliku (Shvetsova et al. 2015).

2.10. Biologicky aktivni latky obsahujici siru
2.10.1. Peniciliny

Peniciliny jsou skupina p-laktamovych antibiotik puisobici na bunécnou sténu bakterii. Jsou
produkovany plisnémi (mikromycety), kdy poprvé byl penicilin objeven ve plisni $tétickovec
(Penicillium). Peniciliny pusobi baktericidné. Vazi se na enzymy syntetizujici peptidoglykan

vV bunééné sténé bakterii. Peniciliny ve struktufe obsahuji bicyklus tvofen beta-laktamem a
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thiazolidinovym kruhem (Schlager et al., 2006). Mezi peniciliny patii nékolik desitek latek.
Muizeme rozligit §irokospektré a uzkospektré (zakladni) peniciliny. Uzkospektré peniciliny jsou
napf. penicilin G a penicilin V. Sirokospektré peniciliny jsou aminopeniciliny ampicilin, amoxicilin

(Obr. 16) nebo karboxypenicilin ticarcilin (Lincova & Farghali, 2007).

NH,
H
N,
How s
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o

Obr. 16 Amoxicilin

2.10.2. Sulfonamidy

Dalsi skupinou latek s atomem siry a s antimikrobialnimi G¢inky jsou sulfonamidy. Jejich struktura
je zobrazena na obrazku 17. Sulfonamidy obsahuji sulfonamidovou funkéni skupinu
(-S(=0)2-NH2). Molekula mize byt substituovani na atomu siry nebo na dusiku misto jednoho
nebo dvou vodikt. Sulfonamidy jsou synteticka antibiotika. V bakteriich puasobi jako
antimetabolity a omezuji metabolismus kyseliny listové. Zastupci sulfonamida jsou
sulfamethoxazol, sulfasalazin nebo sulfathiazol. Sulfamethoxazol se spolu s trimetoprimem
vyuziva velmi Casto k 1é¢b€ mocovych infekci jako synergicky ptisobici kombinované antibiotikum

co-trimoxazol (Votava, 2005).
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Obr. 17 Struktura sulfonamidu

2.10.3. Nereistoxin

Nereistoxin (4-N,N-dimethylamino-1,2-dithiolan; Obr. 18) je metabolit moiského krouzkovce
Lumbriconereis heteropoda (Nitta, 1934). Toxin ptisobi na neuromuskularni aparat, kde blokuje
iontové kanaly acetylcholinovych receptori (Eldefrawi et al., 1980). Toxicky pusobi na lidské
i zivo¢isné organismy. Toxickych u¢inkt se vyuziva u hubeni hmyzu (Hashimoto & Okaichi,
1960). Nereistoxin a jeho dalsi analoga (napf. cartap a charatoxin) mohou byt pouzity jako
pesticidy a insekticidy (Sakai a Sato, 1971; Nielsen a Pedersen, 1984).
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Obr. 18 Nereistoxin

2.11. Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(UHPLC-MS)

Metoda ultravysokot¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC, z angl. Ultra-High Performance
Liquid Chromatography) byla vyuzita v této diplomové praci Kk analyze sulfatovanych metabolitd.
Jedna se o moderni chromatografickou separa¢ni techniku, ktera byva velmi Casto spojena s detekci
hmotnostni spektrometrii (MS) s ionizaci elektrosprejem (ESI). UHPLC-MS se vyznacuje vysokou
specificitou a citlivosti vhodnou pro analyzu stopového mnozstvi analyti (fmol). UHPLC lze

pouzit k detekci nizko i vysokomolekularnich latek s riznou polaritou (Guillarme & Luc, 2012).

UHPLC funguje na principu rozdilné retence analytll na pevné stacionarni fazi (SF). Analyty
maji k SF riiznou afinitu a jsou za vysokého tlaku eluovany kapalnou mobilni fazi (MF) v rtiznych
retenénich ¢asech (RT). Vyhodou UHPLC oproti klasické vysokou¢inné kapalinové chromatografii
je vetsi rychlost analyzy. SF je umisténa v chromatografické koloné ve formé sorbentu, ktery ma
velikost ¢astic < 2 um. Sorbenty mohou mit rizné chemické vlastnosti, napi. mohou obsahovat
polarni (normalni faze, NP) nebo nepolarnimi skupiny (reverzni faze, RP). Dale existuji napf.
iontové vyménné kolony (Strong Cationt Exchange/Strong Aniont Exchange) nebo HILIC kolony
(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography). Analyty jsou z NP eluovany nepolarnimi a z RP
polarnimi rozpoustédly (Guillarme & Luc, 2012).

Detekce analyti probiha v hmotnostnim spektrometru, ktery je sloZzen ziontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. V iontovém zdroji dochazi k ionizaci latek eluovanych
z kolony. Velmi ¢astym typem iontového zdroje je ESI, kde je na kapilaru, kterou protéka MF
s analytem vkladano vysoké napéti (2-5 kV). Nakonci kapilary vznika aerosol s nabitymi
kapi¢kami, z jejichz povrchu je vlivem zahifivani rozpoustédlo odpafovano. Po dosazeni limitu
povrchového napéti se nabité molekularni ionty z kapi¢ky uvoliiuji do plynné faze. ESI pracuje
negativnim nebo pozitivnim modu, kdy jsou produkovany zaporné nebo kladné nabité ionty

(Hoffman & Stroobant, 2007; Friedecky & Lemr, 2012).

lonty jsou separovany V hmotnostnim analyzatoru podle jejich m/z (hmotnost/naboj).
Hmotnostni analyzatory mohou byt zalozeny na rtuznych principech. Existuji napf. analyzatory

sektorové, priletové (TOF, zangl. Time of flight), kvadrupélové (Q), linearni nebo sférické
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iontové pasti, analyzatory s iontovou cyklotronovou rezonanci (ICR) nebo Orbitrap. lonty
po separaci v hmotnostnim analyzatoru dopadaji na detektor, kde dochazi ke generaci signalu, napf.
vznikem sekundarnich elektront a zesilovanim signalt (elektronové nasobiée a fotonasobice) nebo
indukci proudu (Faradayova klec). Vysledkem analyzy je tedy hmotnostni spektrum s hodnotami

m/z detekovanych iontli na ose x a intenzitami iontt na ose y (Hoffman & Stroobant, 2007).

2.11.1. Tandemova hmotnostni spektrometrie

K identifikaci molekul nebo ke kvantifikaci jsou ¢asto pouzivany tandemové/hybridni hmotnostni
analyzatory poskytujici fragmentacni spektra (MS/MS spektra) vybranych iontd. Je zde zapojeno
vice analyzatord za sebou. Prvni je vétSinou zapojen Q, kde jsou prekurzorové ionty separovany,
popi. pouze izolovan jeden vybrany prekurzorovy ion. Typické je napf. uspotadani kvadrupol
s praletovym analyzatorem (QqTOF) nebo trojity kvadrupol (QqQ) (Obr. 18). K analyzatoru TOF
muze byt navic ptifazen reflektron prodluzujici drdhu letu iontil a zvySujici tak rozliseni (Friedecky

& Lemr, 2012).

Dale je zapojena kolizni cela, nejcastéji se konstrukéné jedna o dalsi Q, kde je prekurzorovy
ion fragmentovan mechanismem kolizi indukovana disociace. Nasledné jsou fragmentové ionty
separovany V tretim hmotnostnim analyzatoru. Kazdy molekularni ion ma specificky fragmentacni
vzor, ktery se pfi pouziti uréitého kolizniho napéti neméni. Vysledkem jsou MS/MS spektra, ktera
lze pouzit k identifikaci nebo piedbézné charakterizaci (Friedecky & Lemr, 2012; Hoffman &
Stroobant, 2007).

MS - typ analyzatoru Vlastnosti skenu  RozliSeni
m/z = 100 az 1000
QQQ
A A Bl o "
. W 1 C 1 pomalé skenovani nizké
-
3 i | 3 . mensi citlivost <10 000
Q fragmentace (CID) Q d
Q-)TOF p
r BEals o =) ﬂ : . o .
3 ! A '_'TE;';;_" 3 velmi rychlé skenovani vysoké
' 1 B | dobré citlivost >30 000
Q fragmentace F
(CID) -

reflektron

Obr. 18 Schéma usporadani tandemovych hmotnostnich analyzatort a jejich vlastnosti
(pfevzato a upraveno podle Rochat, 2012)
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2.11.2. Monitorovani vybranych reakci (MRM)

V modu monitorovani vybranych reakci (MRM, z angl. Multiple Reactions Monitoring) byly v této
diplomové praci kvantifikovany vybrané sulfatované fenolické kyseliny Vv riznych ptirodnich
extraktech. V MRM modu méfi hmotnostni analyzator QqQ, ktery muze kromé MRM modu dale
pracovat v rezimech sken produktovych ionti, sken iontl prekurzoru, sken neutrdlnich ztrat (viz.
kap. 2.11.2.) a m6d monitorovani vybrané reakce (SRM, z angl. Selected Reaction Monitoring),
ktery je totozny s MRM modem, jen jde o sledovani pouze jedné misto nékolika reakci (Friedecky

& Lemr, 2012).

V médu SRM je vprvnim kvadrupolu selektovan jeden iont prekurzoru, ktery je
fragmentovan v druhém kvadrupoélu, tedy Vv kolizni cele. V tfetim kvadrup6lu je selektovan jeden
produktovy ion, typicky ten s nejvétsi intenzitou. Dvé hodnoty m/z odpovidajici prekurzorovému a
produktovému iontu piedstavuji tzv. hmotnostni pfechod. SRM je velmi selektivni a citlivy mod,
proto je vyuzivan pro kvantifikaci. V praxi jsou ¢asto méfeny rizné hmotnostni ptechody v jednom

analyzovaném vzorku najednou. Pak se jedna 0o MRM mdd (Friedecky & Lemr, 2012).

2.12. Pristupy k analyze metabolitii Se sirou v rostlinach

2.12.1. Znaceni stabilnimi izotopy siry

K detekci metaboliti se sirou lze vyuzit latky obsahujici stabilni izotopy siry. Latky jsou
aplikovany v do média, ve kterém dochazi ke kliceni rostlin. Napt. mtize byt pouzit sulfatovy anion
(3*S04)?, ktery je hlavnim zdrojem siry v rostlinach. Paralelné je aplikovan i sulfat S pfirozenym
izotopem siry (3S04)?. Sulfat je asimilovan do organické formy a inkorporovan do metabolitti
(Takahashi et al., 2011). Metabolity se sirou jsou timto zpltisobem znaeny in vivo. Extrakty
znacenych rostlin jsou analyzovany pomoci HPLC-MS. Vysledkem je detekce m/z metabolitd.
Metabolity obsahujici prekurzorovou siru jsou ve spektrech rozpozniny na zakladé posunu m/z
molekularnich ionti s %S nebo s **S. Tento experiment byl proveden pfi analyze metabolomu siry
v Arabidopsis thaliana (Glaser et al., 2014). Vysledkem byla detekce cca 12 000 features

V negativnim ioniza¢nim moédu, z nichz 1,2 % obsahovalo siru.

Stupen izotopového znaCeni metaboliti, na kterém zavisi i pravdépodobnost detekce co
nejvetsiho poctu metabolitll se sirou, je ovlivnén koncentraci sulfatového aniontu ve vyzivovém
roztoku. Jako nejucinnéjsi byla stanovena koncentrace sulfatu 0,36 mM. Idealni doba inkubace
klicka Arabidopsis s prekurzory je 2 tydny, kdy je ucinnost znaceni metaboliti 70 % (Glaser et al.,
2014).

Znédmé metabolity obsahujici siru jsou dostupné v databéazich, s kterymi je mozné vysledky
inkorporacnich ~ studii  porovnavat. Lze  wvyuzit  napf. databazi KNApSAcK
(http://kanaya.naist.jp/KNApSAcK),  PlantCyc  (http://www.plantcyc.org) nebo KEGG
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(http://www.genome.jp/kegg) (Shinbo et al., 2006; Afendi et al., 2012; Altman et al., 2013). Napt.
databaze KNAp-SACK obsahuje 626 latek rostliny Arabidopsis thaliana, véetné 89 metabolitt

obsahujicich jeden az tfi atomy siry.

2.12.2. Vyuziti ICP-MS pro stanoveni celkového obsahu siry

Technika MS s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP, z angl. Inductively Coupled Plasma) je
vyuzivana k multielementarni analyze kovt, polokovl a nékterych nekovii, véetné siry (Pluhacek,
2017). Detekce a kvantifikace siry ve vzorku mutze byt uzite¢né napt. k porovnani obsahu siry
v riznych rostlinnych organech. Z rostlinného extraktu je také mozné nejprve extrahovat a
kvantifikovat L-cystein a glutathion, abundantni siru obsahujici metabolity v celkovém
metabolomu, které neni cilem stanovit a které by zbyte¢né zastinovaly obsah jinych zajimavéjsich
metabolitt. Nasledné mutze byt pomoci ICP-MS zméfen obsah siry ve zbylych metabolitech
v extraktu (Almario et al., 2017; Kleinenkuhnen, 2019).

Prvkova analyza se vyuziva také ve spojeni HPLC-ICP-MS, kdy je mozné Vv konkrétnim
reten¢nim Case stanovit obsah prvku (Pechancova et al., 2018). Pokud by se data z HPLC-ICP-MS
zkombinovala s daty napt. z HPLC-ESI-MS/MS se stejnymi podminkami separace, bylo by mozné
retencni casy piki se sirou zvysledki HPLC-ICP-MS prifadit k danym retencnim castim
molekularnich iontt v MS a MS/MS spektrech, a tak popf. identifikovat metabolit obsahujici siru

(osobni komunikace s dr. Tomasem Pluhackem).

2.12.3. Sken neutralni ztraty sulfatové skupiny
Sken neutralnich ztrat mod, ktery se pouziva na hmotnostnim spektrometru s trojitym kvadrupdlem
(QQQ). Prvni a tieti kvadrupol skenuji zaroven ionty s konstantni diferenci m/z, ktera predstavuje
neutralni fragment vznikly v kolizni cele pfi kolizi indukované disociaci (Friedecky & Lemr,
2012). To lze vyuzit k detekci neznamych sulfatovanych latek, které pii fragmentaci ztraci sulfat
jako neutralni molekulu oxidu sirového 0 hmotnosti 80 Da. Sulfatova skupina obsahuje zaporny
naboj, proto je pro jeji stanoveni pii ESI ionizaci vyuzivan negativni mod. Sken neutralnich ztrat

1ze vyuzit také ke kvantifikaci (Kleinenkuhnen, 2019).
2.12.4. Vyhledavani sulfatovanych metaboliti v MS/MS spektrech

Pro vyhledavani sulfatovanych latek, nasledované také jejich charakterizaci, je vhodné pouzit
hmotnostni analyzator s vysokym rozliSenim, jako je napf. QqTOF, Orbitrap nebo ICR (Rochat,
2012). Vysoka piesnost stanoveni hodnot m/z je pfedpokladem pro vypocteni sumarniho vzorce
molekuly. Dale jsou ptesné hodnoty m/z molekularniho iontu a jeho fragmenti vyuzivany
pro detekci neutralni ztraty, ktera je vypocétena jako rozdil dvou m/z. U sulfatovanych metaboliti
Ize ve fragmenta¢nich spektrech odeéist charakteristickou neutralni ztratu 79.957 Da, ktera
piedstavuje presnou monoizotopickou hmotnost oxidu sirového (Kurth et al., 2015). Odchylka

0d hodnoty 79.957 Da vétsi nez 0,01 Da, popf. i odchylka 0,001 Da, uz znaci ztratu jiné molekuly,
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proto je nutné k analyze pouzit ptistroj s adekvatnim rozliSenim. Oxid sirovy by mohl byt zaménén
napt. se zbytkem kyseliny fosfore¢né (-POsH; 79.967 Da), methyldisulfidem (CHs-S-SH; 79.975
Da), methylendifosfinem (H:P-CHz-PH,; 79.995 Da) nebo s kyselinou methansulfinovou (CHs-
SO;H; 79.993 Da) (zdroj: Chemspider web).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Material

Nemorena seminka

oves sety (klicek) (Seva-SEED; Olomouc, CR), p3enice seta (kli¢ek), je¢men sety (klidek), proso
seté (kli¢ek), kukutice seta (klicek), por pravy (kliek), rajée keti€kové (kli¢ek), mrkev obecna
(klicek), ostropestrec mariansky (klicek), brokolice - brukev zelna (kli¢ek) a kapusta hlavkova
(klicek) (Seva Moravia s.r.o., Valtice, CR)

Rostliny

pazitka pobtezni (kofen, list), snézenka podsnéznik (list), narcis zluty (list), cibule kuchynska (list),
hyacint (list), bananovnik (mladé vyhonky), orchidej (list), modiin opadavy (3isky), btiza bélokora
(jehnédy), mata rolni (list), kopfiva dvoudoma (list), meduiika 1ékaiska (list), tis Cerveny (jehlicky),
prysec trojuhly (list), stovik kysely (list), sakura ozdobna (pupeny), Magnolia denudata (pupeny),
violka vonna (list), hruskovce pielahodny/avokado (list), jitrocel vétsi (list) a febficek obecny (list)

(vlastni vypéstované vzorky nebo sbirané v ptirod¢, Olomouc)
Zakoupené vzorky/potraviny

bananovnik (plod a slupka plodu), ananasovnik (plod a listy), rajée (plod), mitik celer (bulva) a
fedkev setd (bulva) (v8e Supermarket Albert, Praha, CR); produkty rostliny olivovnik evropsky -
olivovy olej Giana (Gaston s.r.o., Zlin, CR) a &erné olivy v nalevu (Franz Josef Kaiser, Gaston
s.r.0., Zlin, CR); Hermelin (Sedl¢ansky hermelin, Slavencia Fromage & Diary Czech Republic,
a.s., Praha, CR) obsahujici pliseni Penicilium candidum; Niva (Syr s modrou plisni Albert Quality,

Praha, CR) obsahujici pliseni Penicillium roqueforti

Lisejniky

teréovka bublinata a provazovka obecna (sbirané v piirodé, Rakovecky les, Repisté)
Lyofilizované vzorky fas a hub

fasa hroznovice (Sargassum — (hijiki)), houba houZevnatec jedly (shiitake) a houba vaclavka,

vypijcené z databdze vzorkl Laboratofe riistovych reguldtorti (Olomouc, UP)
Pouzity biologicky material je také shrnut v tabulce 7 v kapitole 4.4.

3.2. Chemikalie

Pro identifikaci a kvantifikaci metabolita byly pouZity standardy:

o kyselina 4-(sulfooxy)skoficova/zosterova (S-CA)
- ziskana darem - syntetizovana prof. dr. Ronem Weverem z Van 't Hoff Institute

for Molecular Sciences, Universiteit van Amsterdam
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- vlastni synteticky standard
o kyselina 4-(sulfooxy)fenyloctova (S-PhAA)
o kyselina 4-(sulfooxy)benzoova (S-BA)
- ob¢ izolovany z fasy Dasycladus vermicularis a ziskany darem od Anji
Hartmann, Ph.D; University of Innsbruck
o kyselina vanilova 4-sulfat (S-VA)

- vlastni synteticky standard

Jako IS byla pouzita deuterovana kyselina para-hydroxybenzoova (dpHBA) (Cambridge
Isotope Laboratories, Inc., Tewksbury, USA). Pii extrakci a chromatografii byly pouzity >99,9%
methanol (LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Germany) a kyselina mraven¢i (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA). Deionizovana destilovana voda byla ptipravena Vv ptistroji Simplicity 185 (Millipore
Corp., Billerica, USA). Jako MF slouzil >99,9% acetonitril (LiChrosolv, Merck, Darmstadt,
Germany). V hmotnostnim spektrometru Synapt G2-Si byl pouzit lockspray leucin-enkefalin
0 koncentraci 5 ng/ul (Waters, Milford, USA).

3.3. Kliéeni a lyofilizace

Seminka byla ponechana v uzavienych Petriho miskach na bunic¢iné vlhéené kohoutkovou vodou
po dobu 5-ti dni. Po vykli¢eni byly rostliny extrahovany. Vzorky cerstvé sbiranych rostlin,
zakoupenych rostlin, ovoce a zeleniny byly vysuseny Vv lyofilizaitoru FreeZone 2,5 Liter
(LABCONCO, Kansas City, USA) a poté homogenizovany na kavovém mlynku (Bosch,

Gerlingen, Némecko). Vzorky plisni ze syrt a olivovy olej byly extrahovany ptimo.

3.4. Extrakce

Na analytickych vahach Pioneer PA214C (Ohaus, Parsippany, USA) bylo navazeno 20 mg
lyofilizovaného materialu (dry weigh, DW) nebo 100 mg ¢erstvého materialu (fresh weigh, FW), t].
kli¢ky, plisn€ a olivovy olej. K navazenym vzorkim byl pfidan 1 ml 100% methanolu obsahujici
0,1% kyselinu mraven¢i a 2:10° M dpHBA. Vzorky byly homogenizovéany na kulovém oscilaénim
mlynu Verder MM400 (Retsch GmbH, Haan, Némecko) skovovymi (FW) nebo sklenénymi
kulickami (DW) pii frekvenci 27 Hz po dobu 10 min a nasledné ponechany 10 min na ultrazvukové
lazni (VWR International, Radnor, USA). Poté byly vzorky centrifugovany po dobu 10 min
narotacni centrifuze 5424 (Eppendorf, Hamburg, Germany) pii 20238 g. Supernatanty byly
odpafeny na dusikové odparce TurboVap® LB (Biotage, Uppsala, Svédsko). Odparky byly
rozpustény v 200 ul 20% methanolu s 0,1% kyselinou mravenéi. Vysledna koncentrace roztoku
Cinila v zavislosti na navazce cca 20 mg DW/200 pl nebo 100 mg FW/200 pl. Extrakty (Obr. 20)

byly zfiltrovany na membranovych mikrofiltrech z recyklované celulézy Micro Spin Filter s pory
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opraméru 0,2 pum (Ciro Manufacturing Corp., Deerfield Beach, USA). Extrakty poté byly

pteneseny do vialek.

Obr. 20 Extrakty z rostlin a dal$ich organismi

3.5. UHPLC-TOF MS analyza

Systém UHPLC byl slozen z PDA detektoru (Acquity Ultra Performance), Sample manageru (FTN
Acquity UPLC) a pump (Quaternary Solvent manager Acquity UPLC Class H) (vSe Waters).
Nastfikovy objem vzorku byl 2 ul. Teplota vzorki byla 4 °C. Pouzity byly MF A (acetonitril) a B
(5 mM kyselina mravenci). Vzorek byl separovan na RP na koloné¢ Waters ACQUITY UPLC®
BEH C18 1.7 um, 2,1 x 150 mm, ktera byla vyhiivana na 30 °C. Eluce probihala v gradientu
(Tab. 1).

Tab. 1 Gradient MF A (acetonitril) a B (5 mM kyselina mravenci)

Cas (min) Prutok (ml/min) %A %B Curve
0 0.25 5 95 6
0.1 0.25 5 95 6
1 0.25 10 90 6
12 0.25 35 65 6
17 0.25 70 30 6
17.5 0.25 100 0 6
19 0.25 100 0 6
19.5 0.25 5 95 6
22 0.25 5 95 6
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Detekce byla provedena na hmotnostnim spektrometru Synapt G2-Si (Waters) s hybridnim
hmotnostnim analyzatorem QQTOF s ESIionizaci v negativnim ioniza¢nim moédu. Parametry
nastaveni iontového zdroje jsou vypsany v tabulce 2. Jako zmlzujici plyn a plyn na vstupni §térbiné
byl pouzit dusik. Rozsah métenych hmotnosti byl 70 - 1500 Da. Kolizni energie pii fragmentaci
byla 20 eV. Data z TOF analyzatoru byla ziskavana v rezimu DDA (Data-Dependent Acquisition).
Rozsah mé&fenych hmotnostni MS/MS spekter byl 50 - 1500 Da. Sbér dat probihal v médu centroid.
Data byla zpracovana a vyhodnocovana v programu MassLynxw software, ver. 4.0 (Waters,
Milford, MA, USA).

Tab. 2 Parametry nastaveni iontového zdroje

Parametr Hodnota
kapilarni napéti 2 kv
teplota zdroje 120 °C
napéti na koné 15 kV
desolvatacni teplota 500 °C
pritok desolvataéniho plynu 600 L/Hr
prutok plynu na koné 30 L/Hr

3.6. Vyhledavani sulfatovanych metabolitu

Automatickd metabolomickd analyza surovych dat z MS analyzy byla provedena v programu
vytvofeném v Laboratofi Rustovych Regulatord (UP, Olomouc). Vysledkem procesovani
byla tabulka (Microsoft Excel) se seznamem features (m/z prekurzorovych iontd + RT), jejich
deseti nejintenzivnéjsimi fragmenty a intenzitami. Pomoci analyzy fragmentac¢nich spekter bylo
zjistovano, zda néktera ze struktur obsahuje sulfatovou kupinu. Ve spektrech sulfo-latek je patrna
neutralni ztrata oxidu sirového (SOs) 0 molekulové hmotnosti 79.957 Da. Proto byly vypocteny
rozdily m/z prekurzoru (m/zp) a m/z kazdého z deseti fragmentt (m/z1-10), tj. (M/z, — M/z4, ..., Miz, —
mM/z10). Rozdil, ktery byl roven molekularni hmotnosti oxidu sirového, pfedstavoval neutralni ztratu
této molekuly u dané feature. Rozdil 79.957 + 0,01 byl vyhledavan ve vSech spektrech u celkem
Ctyticeti vzorkt (kap. 3.1.). Features, které obsahovaly neutralni ztratu 79,957 + 0,01 Da byly

manualné provéfovany a charakterizovany v softwaru MassLynx.

3.7. UHPLC-MS/MS analyza

Systém UHPLC je popsan V predeslé kapitole. Teplota vzorkd byla nastavena na 8 °C a teplota
kolony na 35 °C. Nastiikovy objem vzorku byl 5 ul. Jako MF byly pouZity acetonitril a 10 mM

kyselina mravenci. Gradient je zaznamenan v tabulce 3.
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Tab. 3 Gradient MF A (acetonitril) a B (10 mM kyselina mravenci)

Cas (min)  Pritok (m/min) %A %B Curve
0 0.25 5 95 0
2 0.25 15 85 6
4 0.25 100 0 6
4.5 0.25 5 95 6
6.5 0.25 5 95 6

Detekce probihala na hmotnostnim spekrometru Micromass Quattro microw APl benchtop

V negativnim ionizaénim modu (ionizace ESI Z-spray, hmotnostni analyzator QqQ, vse Waters).

Teplota zdroje byla nastavena na 100 °C a desolvatac¢ni teplota na 350 °C. Pratok desolvata¢niho

plynu byl nastaven na 500 L/Hr. Standardy byly zméfeny v rezimu sken produktovych ionth

(daughter scan), kdy byly optimalizovany hmotnostni pfechody, napéti na koné a kapilafe a kolizni

energie (kap. 4.3.) pro stanoveni latek v extraktech v MRM modu. Rozsah skenovanych hmotnosti

v MS! i MS? byl 40 — 2048 Da. Data byla zpracovana a vyhodnocena v MassLynxm softwaru

(version 4.0, Waters). Analyza vzorki a standardi byla provedena v MRM moédu (Tab. 4).

Parametry analyzy v MRM modu jsou zobrazeny v tabulce 4. Naméfené chromatogramy byly

hodnoceny v programu TargetLynx™ (Waters).

Tab. 4 Parametry MRM moédu potiebné pro stanoveni sulfatovanych fenolickych latek v extraktech

pti kvantifikaci pomoci UHPLC-MS/MS na reverzni fazi v negativnim ioniza¢nim modu.

¥ , Dwell , Napétina Napéti Kolizni
, . Casové Hmotnostni . L. . Delay
Latka RT [min] okne [min] piechod m/z kapilafe na kéné energie [s]
[s] [kV] \ [eV]
S-BA 3.236+0.025 3.00-390 0.2 217 > 137 15 30 16 0.1
S-PhAA 3.601+0.039 3.00-390 0.2 231>151 15 30 16 0.1
S-CA 4.099+0.045 3.90-445 0.3 243 > 163 15 30 16 0.1
dpHBA 4.207+0.005 3.90-4.45 0.3 141> 97 15 25 16 0.1

3.7.1. Kvantifikace sulfatovanych litek metodou interniho standardu

Sulfatované fenolické kyseliny byly ve vzorcich kvantifikovany metodou interniho standardu.

Vzorky byly analyzovany na hmotnostnim spektrometru Micromass pracujicim v MRM modu.

Latkova mnozstvi kyselin ve vzorcich byla stanovena a vypoctena podle kalibraénich piimek

standardi S-BA, S-PhAA a S-CA. Standardy pro kalibraci byly pfipraveny v koncentracich 1:10,
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1-105, 1-10°, 1-107 a 1-:10® M. V3echny standary obsahovaly IS o finilni koncentraci 10° M.

Koncentrace latek ve vzorcich byly nasledné vypocteny dle vztahu:

(Greaz) — e

Ninj = b

Ninj — latkové mnozstvi stanovované latky v nasttiku [pmol/inj]
Areax — plocha piku stanovované latky
Areais— plocha piku IS
b — smérnice kalibra¢ni ptimky
c—usek na osey.
Vysledny obsah latky ve vzorku byl vyjadien Vv jednotkach ng/g DW nebo FW vzorku.
Molekulové hmotnosti latek ¢ini 218 Da (S-BA), 232 Da (S-PhAA) a 244 Da (S-CA).
3.8. Syntéza sulfatovanych fenolickych kyselin

3.8.1. Chemikalie

Kyseliny para-hydroxybenzoova (pHBA) a vanilova, bezvody pyridin, komplex oxid sirovy-
pyridin (SOs - Pyr), ethyl acetat, hydroxid draselny, kyselina sirova, methanol, methanol (HPLC
grade), dimethylsulfoxid (DMSO) a aceton (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; Lach-ner s.r.o., CR).

3.8.2. Syntéza kyseliny 4-(sulfooxy)benzoové (S-BA)

HO5S
HO o

Podminky (i): SOs - Pyr, H20, 48 h, lab. teplota

Schéma 1 Syntéza kyseliny 4-(sulfooxy)benzoové

Syntéza S-BA (Schéma 1) byla provedena jen s malymi upravami podle protokolu z publikace
Kurth et al. (2015). V 25 ml bezvodého pyridinu byla pod argonovou atmosférou rozpusténa pHBA
(1,5 g; 10,86 mmol). K roztoku bylo pfidan SOz - Pyr (1,72 g; 10,86 mmol), kdy doslo k zakaleni
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roztoku a zbarveni do Sedo-riizové barvy. Reakce probihala pii laboratorni teploté za stalého
michani 48 h na laboratorni magnetické michacce s ohfevem Heidolph MR 3001 K (Heidolph,
Nemécko). Vysledkem reakce byl olejovy produkt Zluto-hnédé barvy v ¢irém pyridinu. Pyridin byl
odpaten na rota¢ni vakuové odparce Interface 1-300 (Biichi, Svycarsko) za vzniku bilo-oranzového
produktu mazlavé konzistence. Produkt byl rozpustén v 20 ml deionizované vody. Hodnota pH
byla 6-7.

Vodny roztok byl 3-krat promyt 20 ml ethyl acetatu. V prvnim a druhém promyvacim kroku
doslo k vytvoreni krystalkti soli v organické fazi. Vodna faze s produktem byla odd€lena spolu
s organickou fazi pomoci dé¢lici nalevky. Vodny roztok byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce.
Produktem byl bilo-zluty prasek, ktery byl rozpustén v 20 ml deioniz. Vody. pH bylo upraveno
na 6-7 pomoci 25% hydroxidu draselného. Roztok byl 3-krat promyt ethyl acetatem a vodna faze
byla odpafena, kdy byl ziskan bily prasek. Prasek byl opét rozpustén v 20 ml deioniz. vody a pH 2
bylo upraveno na pH 10 pomoci 25% roztoku hydroxidu draselného. Roztok byl za stalého michani
zahtivan pii 60 °C v olejové lazni po dobu 1 h. Roztok byl neutralizovan 0,1M kyselinou sirovou a

poté odpaten na rota¢ni vakuové odparce.

Produkt byl rozpustén pii 40 °C v 20 ml deioniz. vody. K roztoku byl pfidan dvojnasobny
objem methanolu. Precipitat byl zfiltrovan na frit¢, promyt 40 ml methanolu a ponechan
bez michani pfes noc v lednici pro precipitaci zbylych soli. Precipitat byl odfiltrovan a filtrat byl

dale odpaten.

Produkt byl rozpus§tén v 2 ml methanolu (HPLC grade) a filtrovan na frit€. Filtrat byl odpaten
a nasledné znova promyt dal$imi 2 ml methanolu. Tento krok byl opakovan jesté jednou. Produkt
byl nakonec rozpustén v methanolu (HPLC grade) a pftecistén na pomoci preparativni HPLC
sdetekci MS v negativnim ioniza¢nim moddu, kdy byla izolovana frakce s molekularnim

iontem S-BA s m/z 216,9. Ptitomnost produktu byla ovéfena pomoci 1D NMR analyz.

IH NMR (500 MHz, Methanol-ds) § = 7.29 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.95 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.55
(broad s, 1H, SOsH) ppm.*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § = 123.9, 133.3, 136.8, 156.4, 177.7

ppm.
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3.8.3. Syntéza Kkyseliny vanilové 4-sulfat (S-VA)

HO o

(o] (o]

7 Z
Podminky (i): SOz - Pyr, H-0, 48 h, lab. teplota

Schéma 2 Syntéza kyseliny vanilové 4-sulfat

K syntéze (Schéma 2) byl pouzit podobny protokol jako v ptredeslé kapitole. 1,84 g kyseliny
vanilové (10,86 mmol) bylo rozpusténo v 25 ml bezvodého pyridinu pod argonovou atmosférou.
K roztoku bylo pfidano 1,73 g SOs; - Pyr (10,86 mmol). Reakce probihala za stalého michani
pfi laboratorni teplot¢ 48 h na laboratorni magnetické michacce s ohfevem. Produktem byl
oranzovo-hnédy roztok, ktery byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce za vzniku zluto-hnédého
oleje. Olejovy produkt byl rozpustén v 20 ml deioniz. vody. Hodnota pH byla upravena pomoci
25% roztoku KOH na hodnotu 6-7.

Vodny roztok byl promyt 3-krat 20 ml ethyl acetatu. Vodna faze byla oddélena pomoci d€lici
nalevky. Vodny roztok byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce. Hnédo-Zluty olej byl nasledné
opét rozpustén v 15 ml deioniz. vod¢, a pH bylo upraveno na 10 pomoci 25% KOH. Poté byl
produkt hydrolyzovan po dobu 1 h pii 60 °C v olejové lazni. Pomoci 0,1 M kyseliny sirové bylo
upraveno pH hodnotu 7. Roztok byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce. Praskovy produkt mél
po odpafeni bilo-zlutou barvu a pti 40 °C byl rozpustén v 15 ml deioniz. vody. Pomoci 30 ml
methanolu byly v roztoku vysrazeny soli. Po pfidani methanolu doslo zakaleni roztoku a zmény
barvy ze Zluté na bilou (zakaleni). Roztok byl filtrovan na frité. Frita byla poté promyta dal§imi

15 ml methanolu. Methanolové frakce byly spojeny a ponechany v -4 °C v lednici po dobu 1 tydne.

V roztoku vznikly bilé krystalky, které byly odfiltrovany na frit€. Filtrat byl odpafen na rota¢ni
vakuové odparce. Vyslednym pieéisténym produktem byl Zluto-bily prasek, ktery byl rozpustén
v methanolu (HPLC grade) a precistén preparativni HPLC-MS V negativnim ionizaénim modu.
Izolovana frakce s molekularnim iontem S-VA 0 m/z 247. Ptitomnost produktu byla ovéfena

pomoci 1D NMR analyz. NMR spektrum S-VA je zobrazeno v ptilohach v obrazku 1.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 3.75 (s, 3H), 7.35 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 8.3,
1.9 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 1.9 Hz, 1H) ppm. 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 = 56.2, 114.6, 121.5,
12255, 122.57, 144.6, 151.4, 172.0 ppm.
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4. VYSLEDKY

Tématem sulfatované fenolické Kyseliny v rostlinach a dalSich organismech jsem navazala
na vysledky své bakalaiské prace, kdy byly pii analyze benzoovych kyselin v ovsu setém
identifikovany sulfatované fenolické kyseliny S-BA a S-CA, o jejichz piitomnosti
v suchozemskych rostlinach doposud nebylo znamo. Cilem této diplomové prace bylo proto rozsifit
zakladni poznatky o této skupin¢ latek. Byla provedena kvantitativni analyza sulfatovanych
fenolickych kyselin (S-BA, S-CA a S-PhAA) a také analyza zaméfena na vyhledavani novych
sulfatovanych latek v riznych organismech. Soucasti byla také syntéza né€kterych sulfatovanych

fenolickych kyselin, které slouZily jako standardy pro potvrzeni identifikace a ke kvantifikaci.

4.1. Vyhledavani novych sulfatovanych metabolitt

Pro detekci a charakterizaci novych sulfatovanych metabolitti byla provedena analyza 40 riznych
vzorkd rostlin, hub a fas pomoci UHPLC-TOF MS. Ve fragmentacnich spektrech sulfatovanych
latek je vzdy patrna typicka neutralni ztrata 80 Da (monoizotopicka hmotnost 79,9567 Da), ktera

predstavuje molekulu SOz odstépenou z prekurzorového iontu.

Bylo detekovano 22 prekurzorovych iontl, V jejichZz fragmentaénich spektrech byla patrna
neutralni ztrata 79,957 + 0,01 Da. U vybranych iontd bylo manuilné ovéfovano, zda se jedna

0 molekularni ionty [M-H]" a zda se jedna o neutralni ztratu pravé molekuly SOs.

Celkem bylo detekovano 9 molekularnich iontd [M-H] (Tab. 5) obsahujicich sulfat. Sulfatova
skupina byla pfevazné navazana ptes hydroxylovou skupinu, popt. ptes amino skupinu. U 13 z 22
analyzovanych features bylo zji§téno, ze se nejedna o ztratu molekuly SOs. Vysoké rozliseni TOF
analyzatoru umoziuje stanoveni presné hmotnosti azna 1 mDa, coz je podstatné pro co
nejpresnéjsi odvozeni sumarniho vzorce. S vyuzitim sumarnich vzorcd a fragmenta¢nich spekter
byla dale detailngji charakterizovana struktura detekovanych latek. Vysledna piedbézna
identifikace (anotace), popi. piesna identifikace struktury molekul, je shrnuta v tabulce 5. Postup
charakterizace molekularnich iontd pomoci fragmenta¢nich spekter je popsan v nasledujici

kapitole.
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Tab. 5 Molekularni ionty [M-H] sulfatovanych metabolitt s jejich RT a s pifedpokladanymi
sumarnimi vzorci pro molekularni ionty. Detekované v riznych organismech pti UHPLC-ESI(-)-
TOF MS analyze. Kolizni energie pti fragmentaci byla 20 eV.

Molekuldrni Piedpokladany Anotace
FoleRutar RT  sumarni vzorec Vzorek (¢ast) (pop¥. strukturni
ion [M-H] - - e
iontu identifikace)
247.007 4.68 CgH707S oves (nadzemni ¢ast) kyselina vanilova 4-sulfat?
188.978 5.25 CeHsOsS Penicilium candidum hydrochinon sulfat”

(povrch hermelinu) a
hermelin (vnitini Cast)

239.989 6.70 CoHeNOsS Penicilium candidum neznama sulfatovana latka
(povrch hermelinu) a (pravdépodobné obsahuje indol)
hermelin (vnitini ¢ast)

244.018 6.34 CgH10NOsS pSenice (klicek) sulfatovany fenylalanin®
272.994 6.58 C10Hq07S celer (bulva) sulfatovand kyselina ferulova®
272.995 7.45 C10H07S celer (bulva) sulfatovana kyselina izo-ferulova®
230.91 5.10 CgH706S brokolice (riizice) kyselina 4-(sulfooxy)fenyloctova?
216.967 4.84 C7Hs06S oves (nadzemni ¢ast) kyselina 4-(sulfooxy)benzoova?
243.015 6.32 CoHsO6S oves (cela rostlina) a kyselina zosterova?

jecmen (cela rostlina)

strukturni identifikace pomoci standardu
bpredbézna identifikace (anotace)

4.2. Charakterizace vybranych sulfatovanych metaboliti pomoci MS/MS spekter

U kazdého charakterizovaného prekurzorového iontu bylo nejdiive potvrzeno, Ze se jedna
0 molekularni ion [M-H]". Molekularni ion je zpravidla nejintenzivnéj§i m/z v MS spektru. Dale jej
Ize poznat podle typickych aduktt, které tvofi napt. s kyselinou mravenci [M+HCOOH-H] nebo

s chlorem [M+CI]’, a dimert [M+M-H] vznikajicich v iontovém zdroji.

Dale byla charakterizovana struktura molekularniho iontu, a to podle fragmenta¢nich spekter,
sumarniho vzorce a on-line dostupnych databazi (napt. METLIN™), kde Ize vyhledat potencialni
struktury latek i s fragmentaénimi spektry pfi ruznych koliznich energiich. Kone¢na identifikace

miZe byt potvrzena aZ na zakladé porovnani latky se standardem.

Vsechny nové detekované latky byly fenolické kyseliny nebo latky fenolické povahy.
Na obrazku 21 je fragmentacni spektrum S-BA, ktera byla ptivodné detekovana v ovsu setém v mé
bakalatské praci. Bylo zjisténo, ze se vyskytuje Vv mnoha dalSich rostlinach, napf. v pSenici seté,
bananovniku, fedkvi seté nebo v modiinu opadavém, ale také v plisni Penicillium candidum a v
fase hroznovici (Sargassum) (kap. 4.4.). S-BA detekovana v P. candidum sRT 4,2 min je
zaznamenana v chromatogramu (Obr. 22). Ve spektru S-BA je nejintenzivnéjsi fragment m/z 137

predstavujici neutralni ztratu molekuly SOz (-80 Da) z molekularniho iontu 217. Stejnou neutralni
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ztratu maji ptibuzné latky S-PhAA (Obr. 23) nebo S-CA (Obr. 24). Ve spektrech latek S-PhAA a
S-CA jsou také intenzivni fragmenty m/z 107 a m/z 119, které piedstavuji neutralni ztratu

karboxylové i sulfatové skupiny z molekularniho iontu.

Kyselina 4-(sulfooxy)benzoova TOF MS/MS
RT 4.8 min m/z216.96
100+ 137 [M-SO;-H] ESI-

%

217 [M-H]
119 138
=T 1]

4 R S E— rT——————————————————— i  gz
50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250

Obr. 21 Fragmentaéni spektrum kyseliny 4-(sulfooxy)benzoové s m/z 217
detekované pti UHPLC-TOF MS analyze V negativnim ionizaénim modu
pfi kolizni energii 20 eV.

Penicillium candidum na hermelinu TOF MS ESI-
] 4.20 m/z217
100
®J

J

0 T T t T T T T T 7 T T T ™ T T 1 T T T T T T T T T T RT [m i n]
0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Obr. 22 Chromatogram vybraného molekularniho iontu m/z 217 (kyselina 4-(sulfooxy)benzoova)
detekovaného ve vzorku plisné Penicillium candidum z povrchu hermelinu v UHPLC-TOF MS
analyze na reverzni fazi v negativnim ionizaénim modu (ESI-).

43



S-CA (Obr. 24) byla také detekovana v mé bakalaiské praci v ovsu setém. V této praci vSak
bylo zjisténo, ze se S-CA vyskytuje i v dalsich rostlinnych druzich, napt. v pSenici seté, koptive
dvoudomé, mitiku celeru nebo mrkvi seté (kap. 4.4.). S-PhAA (Obr. 23), doposud znama jen v
fasach, byla poprvé detekovana v rostlinach (napf. bananovnik, ananasovnik a mifik celer) a
v plisni Penicillium candidum (kap. 4.4.). S-BA, S-PhAA a S-CA byly v riznych organismech také
kvantifikovany (kap. 4.5.).

Kyselina 4-(sulfooxy)fenyloctova TOF MS/MS
RT 5.1 min m/z230.91
. ESI-
100 151 [M-SO,-H]
®
107
m/z 231 = [M-H]
152 230
143| 169 ‘ 454
0 | [ T | m/z

60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460

Obr. 23 Fragmentacni spektrum kyseliny 4-(sulfooxy)fenyloctové s m/z 231
detekované pti UHPLC-TOF MS analyze Vnegativnim ioniza¢nim modu
pti kolizni energii 20 eV.
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Kyselina zosterova TOF MS/MS
RT 6.3 min m/z 242.91

119 -
100 - ESI

163 [M-SO,-H]"

——————

%

m/z 243 = [M-H]

164

12‘0 1‘30

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290

m/z

Obr. 24 Fragmenta¢ni spektrum kyseliny zosterové s m/z 243 detekované
pti UHPLC-TOF MS analyze v negativnim ioniza¢nim modu pfi kolizni energii
20eV.

Latka poprvé detekovana jako pfirozeny metabolit v rostlinach byla kyselina vanilova 4-sulfat
(S-VA). S-VA byla detekovana v nadzemni ¢asti ovsa setého, ale uz ne v kofenech, a také v bulvé
celeru. Nejintenzivngjsi fragmenty ve spektru S-VA (Obr. 25) jsou m/z 167 (neutralni ztrata SO3),
m/z 123 (neutralni ztrata SOz i CO2), m/z 152 (neutralni ztrata SO3 a methylu) a m/z 108 (ztrata
vSech tfech skupin). Navrzena struktura S-VA byla ovéfena porovnanim MS/MS spektra a RT
syntetického standardu s MS/MS spektrem a RT metabolitu ze vzorku. Standard S-VA jsem
syntetizovala v Laboratofi ristovych regulatort pod vedenim doc. Jifiho Pospisila, a to metodou
reakce kyseliny vanilové s komplexem oxid sirovy-pyridin, a jeho struktura byla potvrzena pomoci

NMR (P¥ilohy 1 a 2).
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Kyselina vanilova 4-sulfat TOF MS/MS
RT 4.7 min m/z 247.06

ESI'
167 IM-SOS-H I-

[M-SO;-CH;-H] 152

%

[M-505-CH,-CO,-H]"

108 (M-s04-cq,-HI-

123

‘ 168 [M-H]
169

0 I5;4 T T 9\0 T ‘Il T + T T \IL T ‘\ T T T T T |2?7 T T T m’,Z

60 100 140 180 220 260

Obr. 25 Fragmentacni spektrum kyseliny vanilové 4-sulfat s m/z 247
detekované pii UHPLC-TOF MS analyze v negativnim ioniza¢nim
modu pii kolizni energii 20 eV.

Dalsi nové detekovanou latkou je sulfatovana kyselina ferulova (S-FA). Byl detekovan také
strukturni izomer této latky, pravdépodobné sulfatovana kyselina isoferulova (S-iFA). Oba
metabolity byly objeveny v rostliné mitik celer v bulvé. MS/MS spektra obou metabolitl
obsahovala fragment kyseliny ferulové (m/z 193), jehoz pseudo MS? spektrum odpovidalo spektru
standardu kyseliny ferulové, dostupné napf. v databdzi Metlin™. Piesto se jednd pouze o
piedbéznou identifikaci, popt. anotaci. Pro plnou identifikaci by byl potfebny standard. S-FA ma
na uhliku C4 sulfooxy skupinu a na C3 methoxy skupinu (Obr. 27), zatimco u S-iFA jsou skupiny
na C4 a C3 prohozené (Obr. 28). Latky byly odliseny pomoci RT, kdy S-FA byla detekovan v ¢ase
6.58 min a S-iFA v ¢ase 7,45 min. V chromatogramu mél pik S-FA mnohonasobn¢ vyssi intenzitu
nez pik S-iFA. Lze tedy pfedpokladat, Ze je intenzivnéj$i metabolit skute¢né derivat kyseliny
ferulové, kterd se v pfirod¢ vyskytuje Castéji a ve vétSim zastoupeni nez kyselina isoferulova.

v

V MS spektru detekovaném v RT 6,6 min (Obr. 26) je nejintenzivnéjsi iontem molekularni ion
S-FA s hodnotou m/z 273. V MS/MS spektrech S-FA (Obr. 27) i S-iFA (Obr. 28) jsou
nejintenzivnéjsi fragmenty m/z 193 (ztrata SOz), m/z 149 (ztrata SOz i CO2), m/z 178 (ztrata SOz a
methylu) a m/z 134 (ztrata vsech tfech skupin).
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RT 6.6 min TOF MS

. 273.0080 [M-H]
100 ES-

2
[M-SO5-H]
[M-CO,-CH;-SO5-H]F  193.0511
134.0379 274.0103
I 167.0356 275.0062 369.1172
0 — I| S | . \I N — | N EEE——————— m/z
100 140 180 220 260 300 340 380 420

Obr. 26 MS spektrum molekularniho iontu m/z 273 v RT 6.6 min, anotovany jako sulfatovana
kyselina ferulova, detekovany v mifiku celer (Apium graveolens) v negativnim ionizaénim modu
pomoci UHPLC-TOF MS, pfi kolizni energii 20 eV.

Sulfatovana kyselina ferulova TOF MS/MS
RT 6.6 min m/z 272.95
- ESI-

100- 193 [M-S0;-H]

m/z 273 = [M-H]
[M-CO,-CH;-SO5-HJ"
134

%

178[M-CH;-503-H]

[M-CO,-505-H]
149

194
50 ‘
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Obr. 27 Fragmentacni spektrum sulfatované kyseliny ferulové (anotace) s m/z
273, detekované v mitiku celer (Apium graveolens) v RT 6.6 min,
V negativnim ionizacnim moédu pii UHPLC-TOF MS analyze pfi kolizni
energii 20 eV.
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Sulfatovana kyselina isoferulova TOF MS/MS

RT 7.5 min m/z 272.96
193 [M-SO,-HJ"
100 - [M-505-H] ESI-
134 [M-CO,-CH3-505-H]
178 [M-CH,;-S0,;-HJ-
[ ) ’ ] 134
c,\'3 -
149[M-CP,-S05-HI m/z 273 = [M-H]
194
95 133 195
0 ' m/z

75 100 125 150 175 200 225 250 275
Obr. 28 Fragmenta¢ni spektrum sulfatované kyseliny isoferulové (anotace)
sm/z 273, detekované v mitiku celer (Apium graveolens) v RT 7.45 min,
V negativnim ionizaénim moédu pfi UHPLC-TOF MS analyze pii kolizni
energii 20 eV.

4.3. Optimalizace UHPLC-MS/MS stanoveni sulfatovanych fenolickych kyselin

UHPLC-MS/MS analyza byla optimalizovana pro stanoveni latek S-BA, S-PhAA a S-CA.
Standardy latek byly nejprve zméteny v rezimu sken dcefinych iontl (z angl. daughter scan). Byla
ziskana fragmentaéni spektra molekularnich ionti latek s hodnotami m/z 217 (S-BA), 231
(S-PhAA) a 243 (S-CA). Ve spektrech byly vybrany fragmenty s nejvétsi plochou (area).
Prekurzorové m/z a m/z fragmentu s nejvétsi plochou byly zvoleny jako hmotnostni pfechod
pro kvantifikaci v MRM moédu (Tab. 6). Ve vysledku se jedna vzdy o molekularni iont, ktery ztratil
neutralni molekulu SOs, tj. hmotnostni pfechod [M-H] > [M-SOs-H] s rozdilem 80 Da. Dale byly
zjistény RTs, podle kterych byly latky rozdéleny do ¢tyf Casovych oken (Tab. 6). Jako interni
standard byla pouzita dpHBA (IS).

Byly optimalizovany parametry dwell time, napéti na kapilate, napéti na koné a kolizni
energie. Testované napéti na kapilare byly 1,5 a 2,5 kV. Testovany rozsah napéti na koné byl 10,
15; 20; 25; 30 a 35 kV. Testované kolizni energie byly 8; 12; 16; 20 a 28 eV. Vybrané kombinace

parametru pro citlivé stanoveni latek jsou zobrazeny v kapitole 3.7. v tabulce 4.

Valida¢ni parametry metody pro stanoveni sulfatovanych kyselin jsou shrnuty v tabulce 6.
Patii mezi mé retencni Casy (RT), které jsou primérem vSech RT dané latky, spolu se

smérodatnymi odchylkami (SD), dwell times, limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ),
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parametry kalibra¢ni pfimky (hodnoty ¢ a b) a linearni rozsah metody. Kalibra¢ni piimky standardi

stanovovanych latek jsou zobrazeny v grafech na obrazcich 29 - 31.

Tab. 6 Validaéni parametry metody pro stanoveni obsahu sulfatovanych fenolickych kyselin
v extraktech pomoci UHPLC-MS/MS analyzy Vv negativnim ioniza¢nim moédu a v MRM médu

RT+ Hmotnostni Dwell a b Linearni

Latka SD pfechody  time [plr_n(c?ll/Din'] [plr‘ncgl(/?in.] c R? rozsah®

min]  (MRM) [s] I I [pmol/inj]
3236+

SBA oo 217>137 02 00022 0022  0.0655 -0.0083 0.9913 0.022-10
3.601 +

S-PhAA T 281>151 0.2 0.004 004 00799 -0.0155 0.9934 0.040 - 10
4.099 +

SCA o5 243>163 03 00004 0004 02241 -0.0208 09933 0.004- 10

4.207+
d 141>97
dpHBA 0.005 0.3

alimit detekce - koncentrace analytu, kdy je hodnota signal/Sum (S/N) rovna 3; S/N > 3 (signal); S/N < 3 (Sum)
blimit kvantifikace - desetinasobek LOD

®line4rni rozsah byl vyhodnocen podle kalibraéni ptimky standardu a koeficientu determinace (R?)

dinterni standard

1
2 0,8
< y = 0,0655x - 0,0083
> 2_
g 0,4 R*=0,9913
7))
(5]
o 0,2
= A
<
0 »/‘/ ‘ ‘
0 5 10
n [pmol]

Obr. 29 Kalibra¢ni ptimka kyseliny 4-(sulfooxy)benzoové (S-BA)
vCetné kalibra¢nich parametrti a koeficientu determinace (R?)

49



% 018 y= 0,0799X - 0,0155 /
o R2=0,9934
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Obr. 30 Kalibra¢ni ptimka Kkyseliny 4-(sulfooxy)fenyloctové
(S-PhAA) vCetné¢ kalibra¢nich parametri a  koeficientu
determinace (R?)

2,5
2 A
@ y = 0,2241x - 0,0208
S 15 R?=0,9933
<
I 1
)
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< /
O T T
0 5 10
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Obr. 31 Kalibra¢ni pfimka kyseliny zosterové (S-CA) vcetné
kalibra¢nich parametrii a koeficientu determinace (R?)

4.4, Detekce sulfatovanych fenolickych kyselin ve vzorcich rostlin, hub a fas

Sulfatované kyseliny byly detekovany v celkem 15 vzorcich z51. Na obrazku 32 jsou ve
fylogenetickém stromu zobrazeny vSechy analyzované vzorky s jejich taxonomickycm zafazenim
do ftiSe organismu, kdy organismy, které obsahuji jednu nebo vice sulfatovanych fenolickych

kyselin, jsou zvyraznény tuénym pismem a oznac¢eny symbolem podle detekovaného metabolitu.

Vyskyt sulfatovanych metaboliti je dale popsan v tabulce 7. Analyzované organismy jsou
Vv tabulce rozdéleny do skupin jednodélozné a dvoud€lozné rostliny, houby a fasy, a také je

Vv tabulce popsano zatrazeni organismu do ¢eledi.
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Brassica oleracea var. Itaﬁca‘ A

Brassica oleracea var. sabauda Rap ams.rs sativus
Rrgassum
Rumex acelosg ;
A /. urtica dicica subsp. pubescens e
Brassica oferacea icifli i
Prunus serriata var. lannesiana Penicillium candidofutvum

Farmeliaceas o :

Viola odorats Rodeles Brassicaceae Peniciflium roqueforti

Magnalla denudata Peniciiiium Lentinuiz edoces

Ascomycota
A Daucus carota subsp. commutatus Arriliaria
FLHT Agaricales
A A Apium graveolens i Achiliea miliefalivm
Apiaceae
Asteracege
Persea ameticana Slivbum matianiim
Larix decicua Taxus baccata
eptophyta
Betula pendla Musa A
A Solanum lycopersicum Liliopsidz Ananas comosus A
Larmiacead .
Mentha arvensis anNales oajes Hordeum vuigare A
Aspapgnaies
Melissa officinalis Poaceae riticum aestivum A A
- ) Amaniiaceas .
A S-BA Plantago major Avena sativa A A
S
S-PhAA A Olea europaea m Panicum miliacewm
Allivm cepa Zed mays
A S-CA Aliivm schoenoprasy Hpacinthus
Al arnpeloprasim 4 Phalasnopsis an.

S-VA Galanthus VIS areissis pseudonarcissus

Obr. 32 Fylogeneticky strom analyzovanych rostlin, hub a fas s jejich taxonomickym zatazenim,
kdy jsou tuénym pismem zvyraznény vzorky, u kterych byla detekovana néktera ze sulfatovanych
fenolickych kyselin: 4-(sulfooxy)benzoova (S-BA); 4-(sulfooxy)fenyloctova (S-PhAA), zosterova
(S-CA) a vanilova 4-sulfat

51



Tab. 7 Vyskyt kyselin 4-(sulfooxy)benzoova (S-BA); 4-(sulfooxy)fenyloctova (S-PhAA),
zosterova (S-CA) a vanilova 4-sulfat (S-VA) detekovanych pti UHPLC-MS/MS analyze v rtiznych

vzorcich rostlin, hub a fas

Skupina Celed’ Organismus Latinsky nazev éA;;:lyzovana Metabolit
lipnicovité pSenice seta Triticum aestivum klicek S-BA, S-CA
lipnicovité jecmen sety Hordeum vulgare klicek -
lipnicovité proso seté Panicum miliaceum klicek -
lipnicovité oves sety Avena sativa klicek S-BA, S-CA,

S-VA
2 lipnicovité kukufice seta Zea mays klicek -
% amarylkovité pazitka pobtezni Allium schoenoprasum list a kofen -
2 amarylkovité snézenka podsnéznik Galanthus nivalis list -
E amarylkovité narcis zluty Narcissus list -
° pseudonarcissus
)§ amarylkovité poér pravy Allium porrum klicek -
£ amarylkovité cibule kuchynska Allium cepa list -
-2 chiestovité hyacint Hyacinthus litwinowii list -
bananovnikovité  bananovnik Musa plod, slupkaa S-BA,
vyhonek S-PhAA®
brméliovité ananasovnik chocholaty Ananas comosus list a plod S-BA,
S-PhAA
vstavacovité orchidej Phalaenopsis list -
borovicovité modiin opadavy Larix decidua Sisky S-BA
biizovité bfiza bélokora Betula pendula jehnédy -
hluchavkovité mata rolni Mentha arvensis list -
hluchavkovité kopiiva dvoudoma Urtica dioica list S-BA, S-CA
hluchavkovité medunka 1ékaiska Melissa officinalis list -
lilkovité rajée ketickové Solanum lycopersicum klicek a plod ~ S-CAP
mifikovité mifik celer Apium graveolens bulva S-BA, S-CA
S-PhAA,
S-VA
mifikovité mrkev obecna Daucus carota klicek a kofen S-BA, S-CA
> tisovité tis Cerveny Taxus baccata jehlice -
% olivovnikovité olivovnik evropsky Olea europaea plod a olej S-BA°
§ pryscovité prysec trojuhly Euphorbia trigona pryt -
‘2 rdesnovité $tovik kysely Rumex acetosa list -
E razovité sakura ozdobna Prunus serrulata var.  pupen S-PhAA,
= Lannesiana S-BA
2 sacholanovité Magnolia denudata Magnolia denudata pupen -
2 violkovité violka vonna Viola odorata L. list -
vaviinovité hruskovec pielahodny  Persea americana list -
(avokado)
jitrocelovité jitrocel vetsi Plantago major list -
brukvovité fedkev seta Raphanus sativus Bulva S-BA, S-CA
brukvovité kapusta hlavkova Brassica klicek S-PhAA
oleracea var. sabauda
brukvovité brokolice (brukev Brassica oleracea var. Kklicek a S-BA, S-CA
zelna) botrytis italica rizice S-PhAA®
hvézdnicovité febricek obecny Achillea list -
millefolium L.
ostropestiec Silybum marianum klicek -
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Cast

Skupina Celed’ Vzorek Latinsky nazev : Metabolit
organismu
Physalacriaceae  vaclavka Armillaria plodnice -
teréovkovité ter¢ovka bublinata Hypogymnia physodes stélka -
2 terCovkovité provazovka obecna Usnea filipendula stélka -
§ $pickovité houzevnatec jedly Lentinula edodes plodnice -
(shiitake)
Trichocomaceae  Penicillium roqueforti ~ Penicillium roqueforti  plisefi z nivy -
Trichocomaceae  Penicillium candidum  Penicillium candidum  pliseii na S-BA
hermelinu
>
£ Sargassaceae hroznovice (hijiki) Sargassum stélka EEQAA

2detekovano pouze v mladém vyhonku bananovniku
bdetekovano pouze v plodu rajéete
detekovano pouze v olivovém oleji
ddetekovano pouze Vv rtzici brokolice

45. Kvantifikace metodou UHPLC-MS/MS

Ve vybranych 10 vzorcich byly pomoci UHPLC-MS/MS analyzy v méodu MRM kvantifikovany

analyty S-BA, S-PhAA nebo S-CA. Analyza byla provedena ve tfech opakovanich, ze kterych byl

vypocten prumér. Vysledky kvantifikace jsou zobrazeny v tabulce 8. Koncentrace analytu

ve vzorku je vyjadiena v ug na gram Cerstvé (FW) nebo suché (DW) hmoty vzorku.

Tab. 8 Kvantifikace sulfatovanych fenolickych kyselin v extraktech pomoci UHPLC-
ESI(-)-MS/MS pracujicim v MRM modu. Jako interni standard byla pouzita dpHBA.
Vzorek Analyzovana ¢ast  Material S-BA S-PhAA S-CA
[ng/gl® [ng/gl [ng/gl
brokolice ruzice DwW 1.593+£0.053°  2.495+0.388 -
ananas list DW - 4.459 + 0.068 -
fedkev bulva DwW 1.037 +0.077 - -
sakura pupeny DW - 5.560 + 0.849 -
bananovnik vyhonky rostliny DW - 2.800£0.115 -
pliseti Penicillium  plisefi na hermelinu FW 16.098 + 0.455 - -
candidum
fasa Sargassum stélka DW - 2.935+0.321 -
rajce plod DW - - 0.350 £ 0.025
celer bulva DW 4.419 + 0.333 0.699 = 0.053 2.081+0.184
oves nadzemni ¢ast klicku FW 0.498 = 0.037 - 1.056 £ 0.154

2ug analyzované latky v gramu suché (FW) nebo cerstvé (FW) hmoty
Ppriimér ze ti opakovani + smérodatna odchylka (SD)
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5. DISKUZE

Sulfatované fenolické latky jsou malo prozkoumanou skupinou metaboliti. Prevazné byly
detekované v moiskych organismech (Kurth et al., 2015). Plivodnim organismem, ve kterém byla
objevena S-CA, je moiska trdva Zostera marina. Zostera obsahuje také rtzné sulfatované
flavonoidy jako jsou napf. luteolin 7-sulfat, diosmetin 7-sulfat, apigenin 7-sulfat nebo luteolin 7,3'-
disulfat (Todd et al., 1993). S-BA byla poprvé detekovana v zelené tase Dasycladus vermicularis
(Scopoli) Krasser, ve které byly objeveny také dalsi piibuzné sulfatované latky, jako je S-PhAA
nebo sulfatované kumariny (Kurth et al., 2015; Hartmann et al., 2018). Pfitomnost S-PhAA byla

doposud znama jen u téchto motskych fas.

Vyskyt latek S-BA a S-CA v suchozemskych rostlinach byl poprvé potvrzen v ovsu setém
(Avena sativa) v mé bakalaiské praci (Supikova, 2018). V soucasné piedkladané diplomové praci
jsem potvrdila pfitomnost v rostlinnych organismech také u latky S-PhAA. Daéle byly S-BA, S-
PhAA a S-CA detekovany v mnoha dal$ich rostlinnych druzich, a dokonce i v zastupcich z fisi hub

a fas. Organismy, u kterych byly analyzovany sulfatované latky, byly vybrany ndhodné, s ohledem

vvvvv

Co se tyce biologické aktivity S-BA, S-PhAA a S-CA, latky by podle nékterych studii mohly
slouzit jako inhibitory tvorby biofilmové vrstvy (Catto et al., 2015; Kurth et al., 2015). Jaké jsou
funkce sulfatovanych fenolickych kyselin v suchozemskych rostlinach nebo v houbach neni ptesné
znamé. Sulfatace by mohla slouzit k inaktivovaci latek pro jejich pozdéjsi pouziti nebo jsou
sulfatované latky odpadnimi metabolity, podobn¢ jako v lidském organismu. Vyloucit nelze ani

jiné specifictéjsi fyziologické funkce téchto metabolitu.
Vyhledavani novych sulfatovanych metabolitt

Svou praci mohu do skupiny sulfatovanych fenolickych kyselin pfispét novym zastupcem, a to
metabolitem S-VA, ktery jsem detekovala v rostlinach oves sety (Avena satina) a mifik celer
(Apium graveolens). S-VA byla doposud popsana nikoli jako rostlinny metabolit, ale jako metabolit
detekovany v lidském organismu v krevni plazmé po podani olivového oleje v potravé. S-VA
vznika metabolizaci rostlinného metabolitu kyseliny vanilové, ktera je v jatrech pii metabolismu II.
faze sulfatovana za vzniku S-VA (Suarez et al., 2009). V UHPLC-TOF MS analyze extraktt
olivového oleje a oliv nebyla S-VA detekovand. V extraktu olivového oleje vSak byla detekovana

S-BA.

Dale byl v klicku pSenice seté detekovan molekularni ion (m/z 244), ktery byl pfedbézné
identifikovan jako sulfatovany fenylalanin (Phe-SOs; Obr. 33). Struktura byla navrzena na zaklade
MS? spektra molekularniho iontu. V on-line databazi Metlin™ bylo vyhleddno MS? spektrum

fenylalaninu Porovnanim tohoto spektra s pseudo MS2 spektrem fragmentu fenylalaninu (m/z 164)
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byla struktura latky predbézné potvrzena. Pro uplné potvrzeni identifikace je potieba latku
porovnat se syntetickym standardem Phe-SOs. V. mnohem méné pravdépodobném piipadé by se
mohlo jednat napi. o kyselinu 2-(4-aminofenyl)propanovou (Obr. 33). U obou variant by byla
sulfatova skupina navazana na dusiku -NH. skupiny. Phe-SO3; doposud nebyl v rostlinach popsan,

proto nelze usuzovat, jakou ma v rostliné funkci.

0] o]
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Obr. 33 Zleva sulfatovany fenylalanin a kyselina 2-(4-aminofenyl)propanova

V rostliné mifik celer byly detekovany dva velmi podobné metabolity, pravdépodobné
izomery. Ob¢ latky doposud v rostlinné #iSi nebyly popsané. Intenzivnéj§i molekularni ion byl
urc¢en jako S-FA a méné intenzivni ion jako S-iFA. Spektra nebyla porovnana se standardem, tudiz
se nejedna o pravou strukturni identifikaci. Nicmén& pseudo MS?® spektrum fragmentu kyseliny

ferulové (m/z 193) bylo totozné s MS? spektrem standardu kyseliny ferulové.

S-FA Ize detekovat v krevni plazmé po konzumaci kavy, ktera obsahuje kyselinu ferulovou.
Podobné jako S-VA je i S-FA produktem metabolismu II. faze. V kavé samotné se vSak S-FA
nevyskytuje (Stalmach et al., 2009). Jako rostlinny metabolit nebyla ani S-FA doposud detekovana.

Pfi vyzkumu biologické aktivity S-FA bylo zjisténo, ze ma S-FA pozitivni G¢inek na
kardiovaskularni systém. V experimentu ex vivo s mySimi arteriemi v tkanovém myografu byl
prokazan vazorelaxacni ucinek S-FA na arterie, ktery byl vyrazngjsi nez uéinek taktéz pozitivné
pusobici nesulfatované kyseliny ferulové. Intravendznim podéani S-FA zivym mysim vedlo ke
snizeni arterialniho tlaku (Rymenant et al., 2017). S-FA ma soucasné protizanétlivy ucinek, nebot’
vyznamné snizuje produkci proteinu VCAM-1 tuéastniciho se zanétlivé reakce (Amin et al., 2015).
nemoci. S-FA dale snizuje adhezi monocyti na endotelialni sténu a migraci makrofagti do cévni
stény, coz podporuje vznik aterosklerotickych plati a vznik kardiovaskularnich nemoci (Olthof et
al., 2003).

Dale byl detekovan zajimavy metabolit hydrochinon sulfat (Obr. 34), a to v plisni Penicillium
candidum rostouci na povrchu hermelinu, a v syru samotném, ktery byl analyzovan jako negativni

kontrola k plisni. Struktura metabolitu byla navrzena ptfedbézné podle fragmentac¢niho spektra.
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Penicillium candidum pravdépodobné vibec prvnim houbovym organismem, ve kterém byl kdy

detekovany sulfatovany metabolit.

OH
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Obr. 34 Hydrochinon sulfat

Hydrochinon sulfat byl popsan Vv lidském organismu, kde je vyluCovan do moci
po metabolizaci ptirodni latky arbutin (Schindler et al., 2002). Arbutin je glykosid obsahujici
monosacharid glukozu a aglykonovou ¢ast hydrochinon. V organismu muze byt hydrolyzovan na
glukézu a hydrochinon, ktery je dale v jatrech sulfatovan. Arbutin se vyskytuje v medvédici
l1ékai'ské (Arctostaphylos uva-ursi), klikvé bahenni (Vaccinium oxycoccos) a dalSich rostlinich
Celedi viesovcovité (Ericaceae). Napi. vyluh z listd zrostliny medvédice lékaiské je diky
ptiznivym G¢inkim arbutinu uzivan v domaci mediciné pii onemocnénich urologického traktu
(Schindler et al., 2002). Arbutin se také ptidava do kosmetickych produkti, jelikoz dokaze
redukovat pigmentové skvrny na kuzi (Chawla et al., 2012). Hydrochinon uvolnény z arbutinu
muze mit podle nékterych studii na organismus také karcinogenni ucinky, a to predevs§im ve stieve,

kde se hydrochinon z arbutinu uvolfiuje piisobenim stfevnich bakterii (Blautt et al., 2006).

Ackoli v houbach doposud zadné sulfatované latky ani sulfotransferdzy nebyly popsané,
podafilo se v Penicilliu detekovat piitomnost jesté dalSiho sulfatovaného metabolitu. Piesnou
strukturu latky nebylo mozné podle MS/MS spektra definovat. Je pouze patrné, Ze obsahuje
strukturu indolového jadra. Penicillium candidum tedy produkuje nékolik sulfatovanych
metabolitt, zatimco v plisni Penicillium roqueforti ze syru niva nebyl detekovany zadny

ze studovanych metabolitl ani ve stopovém mnozstvi.
Kvantitativni analyza S-BA, S-PhAA a S-CA

Sulfatovana latka pfitomna v nejvyssi koncentraci ze vSech analyzovanych vzorkd byla S-BA
(16,098 + 0,455 ug/g FW), piekvapivé vsak ne v rostling ale opét v plisni Penicillium candidum z
povrchu hermelinu. V syru samotném bylo detekovano jen velmi malé mnozstvi S-BA, coz
naznacuje puvod latky z plisn€. Ptislusna desulfatovana forma S-BA, pHBA, byla diive detekovana
v hermelinu, kde se podili spolu s nékolika dal$imi latkami na chuti (Law, 2012). Neni vsak jasné,

zda je pHBA produktem plisn€ nebo latkou vyskytujici se v syru samotném.
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Naopak v kli¢cich ovsa setého, kde byla S-BA ptivodné objevena (Supikova, 2018), byla
stanovena nejniz§i koncentrace S-BA ze vSech vzorku, a to 0,498 + 0,037 pug/g FW. Emmons et al.
(1999) stanovili v ovesné mouce koncentraci pHBA 4,5 ug/g FW. V této obilniné je tedy obsah
pHBA pfiblizné 4% vyS§si nez obsah S-BA, coz je jen pfiblizny odhad, nebot’ koncentrace pHBA a
S-BA mohou byt rizné pro klicky, dospé€lé rostliny nebo ovesné produkty (vlocky, otruby, mouka
apod.). Dale byla S-BA detekovana ve vzorku ruzice brokolice v koncentraci 1,593 + 0,053 ug/g
DW. Pro srovnani, obsah pHBA v brokolici je vyrazné vyssi, a pohybuje se okolo 4,1 ug/g FW
(Mattila & Hellstrom, 2007). Pti obsahu vody v ¢estvém materialu (FW) az 90 % se muze jednat az

0 30-nasbou koncentraci nesulfatované pHBA.

Dale byl analyzovan obsah S-BA ve vyhoncich bananovniku, v duzing a slupce bananu, kde
byla S-BA detekovana pouze ve vyhoncich (1,593 + 0,053 ug/g DW). Nejvyssi koncentrace pHBA
byly stanoveny v duziné bananti u odrid Ney Poovan (85,9 pg/g), Samura B (72,3 ug/g) a Tiaprot
(58,2 ug/g) (Borges et al., 2018).

S-CA byla jako jedina z analyzovanych latek diive kvantifikovana, a to dokonce v rostlinach.
Achamlale et al. (2009) kvantifikovali S-CA v morskych travach Zostera nultii a Zostera marina,
kdy se koncentrace pohybovaly v rozmezi 65 - 456 pg/g DW, resp. 51 - 692 ug/g DW, v zavislosti
na roénim obdobi sbéru travy. V publikaci navrhovali vyuziti téchto moiskych trav pro izolaci
S-CA, ktera by mohla byt dale vpramyslu pouzita jako anti-biofilmova pftisada napt.
do natérovych hmot na lodé (Achamlale et al., 2009). Obsah S-CA v moiskych travach je 50 -
400x vyssi nez v celeru (2,081 + 0,184 pug/g DW), ovsu (1,056 + 0,154 pg/g FW) a rajceti (0,350 +
0,025 pg/g DW).

Obsah S-CA v analyzovanych vzorcich lze, podobné jako u S-BA, porovnat s nesulfatovanou
kyselinou para-kumarovou, jejiz koncentrace jsou 949,2 ug/g DW v celeru (Yao et al., 2010) nebo
590 - 826 pg/g DW v ovsu (ruzné odrudy) (Multari et al., 2018). Celer tedy obsahuje téméi 500x
vys$i koncentraci nesulfatované kyseliny nez S-CA. Kromé toho je mifik celer zajimavy také tim,
7e v ném bylo detekovano nejvice druhii sulfatovanych latek (S-BA, S-CA, S-PhAA, S-VA, S-FA
a S-iFA), coz vede k zamysleni, zda mtze mit tato pestra Skala metabolitti souvislost se zdravi
prospéSnymi vlastnostmi celeru, napt. fapikaty celer je povazovan za superpotravinu. Dale je
dilezité podotknout, Ze v ovsu se jedna o vazanou Kyselinu para-kumarovou, typicky na sacharidy,
zatimco volna kyselina se v ovsu vyskytuje jen minimalné (Multari et al., 2018). Kyselina para-
kumarova je v ovsu pfitomna v 600 - 800x vyS$§i koncentraci nez sulfatovana forma latky. Nizky
obsah S-CA muze byt také dan vazbou na jiné molekuly, kdy se frakci vazané S-CA nepodafilo

detekovat.

Posledni analyzovana latka S-PhAA byla viibec poprvé detekovana v rostlinach. Kromé toho

bylo ve vzorcich provedeno i kvantitativni stanoveni S-PhAA. Doposud byla S-PhAA
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identifikovana jen v motské fase Dasycladus vermicularis (Kuth et al., 2015). Podle dostupnych
publikaci nejsou ani ostatni hydroxyfenyloctové kyseliny (napf. homovanilova nebo
4-hydroxyfenyloctova) ptili§ Casto vyskytujicimi se metabolity, na rozdil od derivata kyselin
hydroxybenzoovych ~a  hydroxyskoficovych.  Desulfatovand  varianta, kyselina  4-
hydroxyfenyloctova, byla detekovana jen v n€kolika bylinach (napf. proskurnik 1ékatsky, pelynék
pravy a pampeliska lékaiska), kakau, olivach a olivovém oleji, vinu a pivu (Phenol-Explorer
Database; Dr. Duke Phytochemical Database). Kyselinu 4-hydroxyfenyloctovou kvantifikovali
Sosulski et al. (1982) v ovesné mouce (0,3 ug/g FW). Nicméné v této praci nebyla jeji sulfatovana

forma v kli¢icich rostlindch ovsa vibec detekovana.

Zcela novym metabolitem, doposud nepopsanym v rostlinach, fasach ani houbach, je S-VA
detekovana v klicku ovsa setého a v bulvé mifiku celeru. Multari et al. (2018) stanovili v riznych
odridach ovsa nesulfatovanou kyselinu vanilovou ve vazané formé na jiné molekuly v rozsahu
koncentraci 4,59 - 7,1 ug/g DW. Podobné jako u S-CA a S-BA lze opét predpokladat

nekolikanasobné nizsi koncentraci S-VA nez nesulfatované latky.

Analyzované organismy byly sestaveny do fylogenetického stromu pro zobrazeni piibuznosti.
Predpokladem bylo, ze v pfibuznych vzorcich nebo celedich bude podobné zastoupeni metabolitd.
Také bylo ptivodné predpokladéano, ze se sulfatované latky vyskytuji spise u fas a jednodéloznych
rostlin, kam patii i Zostera marina a moiské travy. Z vyslekl je vSak patrné, ze se sulfatované

fenolické kyseliny vyskytuji nahodile v riznych celedich a zastupcich 1isi rostlin, fas i hub.
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6. ZAVER

Ve vice nez 50 vzorcich rostlin, hub a fas byly vyhledavany sulfatované latky, k ¢emuz byla pouzita
metoda detekce charakteristické neutralni ztraty oxidu sirového (A m/z 79,956 Da) v UHPLC-
TOF MS analyze. Podaftilo se objevit nékolik novych a dosud nepopsanych metabolitt. VEtsi ¢ast
identifikovanych latek tvotily fenolické kyseliny, popi. se jednalo o latky obsahujici strukturu
aromatického jadra. Takovym piikladem je metabolit plisné Penicillium candidum, hydrochinon
sulfat. V houbach doposud nebyly popsény ani sulfotransferazy ani jejich produkty. Penicillium se
tak stalo pravdépodobné viibec prvni houbou, ve které byla jakakoli sulfatovana latka detekovana.
V rostlinach miftik celer, oves sety a pSenice setd byly detekovany sulfatované fenolické kyseliny
S-FA, S-iFA a S-VA. Mirik celer je potieba vyzdvihnout také pro jeho pfekvapivy obsah nejvétsiho
poctu zastupcii sulfatovanych latek (S-BA, S-CA, S-PhAA, S-VA, S FA a S-iFA), coz muze
naznacovat, ze sulfatace je pro n€které organismy typictéjsi nez pro jiné. Kromé sulfatovanych
fenolickych kyselin byl detekovan také sulfatovany primarni metabolit, aminokyselina L-Phe, kde
sulfat tvoti sulfoamino skupinu na rozdil od ostatnich sulfooxy latek. Funkce sulfatace byla v
minulosti popsana napi. u nékterych moiskych organismil jako inaktivacni a skladovaci (Kurth et
al., 2015; Thoms & Schupp, 2008), takze je mozné, Ze jsou fenolické kyseliny rostlin sulfataci

uskladnény pro pozdé&jsi pouziti.

Dale byly kvantitativné analyzovany kyseliny S-BA, S-PhAA a S-CA, které byly doposud
detekovany pouze v fasach (Kurth et al., 2015), motskych travach (Todd et al., 1993) a v ovsu
setém (Supikova, 2018). V celkem 15 vzorcich z vice nez 50 se podafilo prokazat pritomnost
jednoho nebo vice analytl. Latky byly stanoveny v rozsahu koncentraci 0,35 ug/g DW (S-CA) az
16,096 ug/g FW (S-BA), a to v 10 vzorcich: brokolice, ananas, sakura, oves, bandnovnik,
Penicillium candidum, Yasa Sargassum, rajce, celer a fedkev. V Penicilliu byla ptekvapivé nejvyssi
ackoli se jedna o prvni suchozemskou rostlinu, ve které byly sulfatované fenolické kyseliny
objeveny (Supikova, 2018). Obecné plati, Ze je obsah dané sulfatované latky vzdy vyznaéné nizsi
nez obsah odpovidajici desulfatované formy. Nesporny piinos této analyzy ptedstavuje zjisténi, ze
sulfatované fenolické kyseliny jsou pfitomny v plisnich i dvoudéloznych rostlinach, a to plosné bez

spojitosti s typickou Celedi, jako je tomu napt. u glukosinolati.
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Seznam zkratek

APS
ATP
AtSOT12/16/17/18
DCC
DMF
DMSO
dpHBA
DW
ESI
FW
HILIC
HPLC
ICP
ICR

LOD
LOQ
MF
MRM
MS
MS/MS spektrum
MS?
NEt;
NMe;
NMR
NP
PAPS
PDA

adenosin 5'-fosfosulfat

adenosin trifosfat

Arabidopsis thaliana sulfotransferaza 12/16/17/18
dicyklohexylkarbodiimid

dimethylformamin

dimethylsulfoxid

deuterovana kyselina para-hydroxybenzoova
suSeny material

ionizace elektrosprejem

cerstvy material

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
induk¢éné€ vazané plazma

iontova cyklotronova rezonance

interni standard

limit detekce

limit kvantifikace

mobilni faze

monitorovani vybranych reakci

hmotnostni spektrometrie

fragmentacni spektrum

fragmentacni spektrum

triethylamin

trimethylamin

nukledrni magneticka rezonance

normalni faze

3’-fosfoadenosin 5-fosfosulfat

fotodiodové pole
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pHBA
Phe-SO3
Pyr

Q

QaQ
QqTOF
RP

RT
S-BA
S-CA
SD

SF
S-FA
S-iFA
SOz * Pyr
SOT
S-PhAA
SRM
SULT
S-VA
TOF
UHPLC

kyselina para-hydroxybenzoova
sulfatovany fenylalanin

pyridin

kvadrupol

trojity kvadrupol

kvadrupdl s priletovym analyzatorem
reverzni faze

retencni ¢as

kyselina 4-(sulfooxy)benzoova
kyselina 4-(sulfooxy)skoficova
smérodatna odchylka
stacionarni faze

sulfatovana kyselina ferulova
sulfatovana kyselina isoferulova
komplex oxid sirovy-pyridin
sulfortansferaza (rostlinna)
kyselina 4-(sulfooxy)fenyloctova
monitorovani vybrané reakce
sulfotransferaza (lidska)
sulfatovana kyselina vanilova
praletovy analyzator

ultravysokoucinna kapalinova chromatografie
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Obr. 35 'H NMR spektrum kyseliny vanilové 4-sulfat; (500 MHz, DMSO-ds) & = 3.75 (s, 3H),
7.35(d, J=8.5Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 1.9 Hz, 1H) ppm.
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Obr. 36 **C NMR spektrum kyseliny vanilové 4-sulfat; (126 MHz; DMSO-ds) & = 56.2, 114.6,
121.5, 122.55, 122.57, 144.6, 151.4, 172.0 ppm.
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