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Seznam zkratek

2,3-DHBA kyselina 2,3-dihydroxybenzoova

2,5-DHBA kyselina 2,5-dihydroxybenzoova

4CL kumarat-CoA-ligaza

AAO4 Arabidopsis aldehyd oxidaza 4

ADCL aminodeoxychorismat lydza

ADCS aminodeoxychorismat syntaza

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

BA kyselina benzoova

BAE glukosylester kyseliny benzoové

Cl chemicka ionizace

c™M chorismat mutasa

DAHP 3-deoxy-D-arabinoheptulosonat-7-fosfat

DAHPS 3-deoxy-D-arabinoheptulosonat-7-fosfat syntaza
DHD-SDH dehydrochinatdehydratdza-Sikimatdehydrogendza
DHQS 3-dehydrochindtsyntaza

E4P D-erythrosa-4-fosfat

El elektronova ionizace (Electron Impact)

EPSP 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat

ERLIC Electrostatic Repulsion-Hydrofilic Interaction Chromatography
ESI ionizace elektrosprejem

ES+ ionizace elektrosprejem v negativnim maédu

ES- ionizace elektrosprejem v pozitivnim médu

FAB bombardovani rychlymi atomy

FT-ICR iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
HILIC Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

ICS isochorismat syntdza
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LC
MALDI
MeBA
MelA
MeSAG
MS
MW
pABA
PAL
PEP
pHBA
PhCNL
PhCHD
PhKAT1
RT
S3H
SABP2
SAG
SAR
SAS
SCX
SGE
SOT
tCA
THF
TOF
UGT
UHPLC

UPLC

kyselina jasmonova

kapalinova chromatografie

matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
methylester kyseliny benzoové

methylester kyseliny jasmonové

methylester glukosidu kyseliny salicylové

hmotnostni spektrometrie

hmotnost molekuly (molecular weight)

kyselina para-aminobenzoova

L-fenylalaninamoniumlyaza

fosfoenolpyruvat

kyselina para-hydroxybenzoova

Petunia hybrida cinnamoyl-CoA ligdza

Petunia hybrida cinnamoyl-CoA hydrataza-dehydrodenaza
Petunia hybrida 3-ketoacyl-CoA thiolaza

retencni ¢as

kyselina salicylova 3-hydroxylaza

Salicylic Acid Binding Protein 2

glukosid kyseliny salicylové

systémova ziskana odolnost (Systemic Acquired Resistance)
kyselina salicylova syntaza

kolony s kationtové vyménnou fazi (Strong Cation Exchange)
glukosylester kyseliny salicylové

sulfotransferaza

kyselina trans-skoficova

tetrahydrofolat

praletovy analyzator (Time Of Flight)
uridindifosfat-glukosyltransferaza

ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra Performance Liquid Chromatography



1. Uvod

Fenylpropanoidy tvofi jednu z nejpocetnéjsich skupin sekundarnich metabolitl vyskytujicich se
ve vyssich rostlinach. Zakladni podskupinou fenylpropanoid( jsou skoficové kyseliny, které jsou
strukturné i biosynteticky propojeny s benzoaty. Slouzi primarné k obrané vici Sirokému spektru
abiotickych i biotickych stresovych faktor( zahrnujicich napf. patogeny, byloZravce, mechanické
poskozeni, UV zareni, plsobeni ozonu nebo znecisténi prostredi (Korkina et al., 2011). Dale jsou
klicové pfi vzniku rezistence rostlin vici pesticiddm (La Camera et al., 2004). Kromé obranné
funkce maji nékteré odvozené polymery i funkci strukturni. Napft. lignin, ktery vznikd polymeraci
alkohold skoficovych kyselin, je zakladnim stavebnim prvkem suchozemskych rostlin. Vzhledem
k vysokému obsahu fenolickych kyselin a flavonoidl v rfadé zemédélskych plodin jsou navic
vyznamnou slozkou lidské stravy a jejich obsah je spojovan s funkénosti a kvalitou potravin.
Pochopeni jejich biosyntézy proto mizZe byt zdsadni nejen pro zemédélské aplikace zamérené
na zvyseni odolnosti plodin vic¢i environmentdlnimu stresu, ale soucasné i pro produkci

kvalitnéjsich potravin pfip. nutraceutik.

Cilem této prace je studium biosyntetickych drah benzoovych kyselin vcetné jejich
navazani na metabolismus fenylpropanoidid. Jako modelova rostlina byl zvolen oves sety, ktery je
vyznamnou kulturni plodinou a zastupcem pomérné malo prozkoumanych jednodéloznych rostlin.
Zakladnim postupem pro studium byla metabolomicka analyza rostlin oSetfenych izotopové

znacenymi prekurzory.
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2. Teoreticka cast
2.1. Biosyntéza benzoovych kyselin a jejich derivatu

Benzoové kyseliny a jejich derivaty jsou rostlinami syntetizovany jako sekundarni metabolity a
signalni molekuly. Jejich funkcemi je napt. zprostfedkovani odpovédi rostliny na biotické a
abiotické stresory. Jejich biosyntéza mlze probihat v rGznych rostlinnych, popf. Zivocisnych ci
bakteridlnich, druzich odlisSnym zplsobem. Také v rdmci jednoho organismu miZe biosyntéza
probihat vice moznymi dréhami (Dempsey et al., 2011). Uvodem je nutno zminit, e biosynteticka
draha benzoovych kyselin dosud nebyla zcela popsana a fada reakci, enzym0 a genu stale ¢eka

na objasnéni (Widhalm & Dudareva, 2015).

2.1.1. Draha kyseliny sikimové/chorismové

2.1.1.1. Kyselina sikimova

Kyselina Sikimova, jejiz strukturu Ize vidét na obrazku 1, byla prvné izolovana z plodu badyaniku
posvatného (lllicium religiosum) (Obr. 2) Johanem Fredrikem Eykmanem v roce 1885 v Japonsku,
kde se rostlina nazyvd shikimi-noki (Eykman, 1885). Kyselina Sikimova v rostlindch slouzi
predevsim jako prekurzor aromatickych aminokyselin L-fenylalaninu, L-tyrozinu a L-tryptofanu.
Déle je vychozi latkou pro biosyntézu benzoovych kyselin, alkaloidd, indoll, fenylpropanoidd,
vitaminu K1, vitaminu B9, taninl nebo ligninG (Tzin & Galili, 2010, Maeda & Dudareva, 2012).
Kyselina se vyskytuje ve velké koncentraci predevsim v anyzu, plodech stromu /llicium verum,
ktery je hlavnim pfirodnim zdrojem kyseliny Sikimové pro preparativni extrakci (Payne &
Edmonds, 2005). Sikimova kyselina je vyuZivana ve farmaceutickém pramyslu k vyrobé légivych
latek, nebot bylo zjisténo, Ze ma antikoaguladni, protizanétlivé, analgetické, antioxidacni,
protirakovinné a antibakteridlni Uc¢inky na lidsky organismus (Chen et al.,, 2014). Podle této
kyseliny je pojmenovana celd biosynteticka draha kyseliny Sikimové, téz nékdy podle vysledného

produktu oznacovana jako draha kyseliny chorismové (Widhalm & Dudareva, 2015).

R
0
HaC " CHy
éH3 Fruit of Illicium verum
Obr. 1 Kyselina Sikimovd Obr. 2 Plod badyanu pravého,

prevzato od Wang et al., 2011
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2.1.1.2. Biosyntéza kyseliny Sikimové

Sikimatovad draha zahrnuje sedm reakci lokalizovanych v plastidech. V prvnim kroku reaguje
fosfoenolpyruvat (PEP) pochazejici z glykolyzy s D-erythrosa-4-fosfatem (E4P)
z pentosofosfatového cyklu za vzniku 3-deoxy-D-arabinoheptulosonat-7-fosfatu (DAHP). Reakci
katalyzuje DAHP syntdza (DAHPS, EC2.5.1.54), kterd je prvnim enzymem Ucastnicim se
biosyntetické drahy vzniku benzoovych kyselin. Aktivita tohoto enzymu je zpétnovazebné
inhibovdna aromatickymi aminokyselinami (Tzin & Galili, 2010, Maeda & Dudareva, 2012). Bylo
zjisténo, ze pro DAHPS jsou u rostlin pfitomny dva geny, z nichZ jeden je exprimovan trvale a

druhy pouze pfi obranné reakci rostliny jako zdroj benzoovych kyselin (Maeda & Dudareva, 2012).

Pfi konjugaci PEP a E4P dochazi k uvolnéni jednoho fosfatu. Druhy fosfat je uvolnén
v nasledujicim kroku za vzniku 3-dehydrochinatu, kde katalyzujicim enzymem je 3-dehydrochinat
syntaza (DHQS). Nasleduje vznik 3-dehydrosikimatu pomoci dehydrochinatdehydratazy-
Sikimatdehydrogenazy (DHD-SDH; EC 4.2.1.10 a EC 1.1.1.25). Tento enzym katalyzuje zaroven dvé
reakce na jedné molekule, kterymi jsou dehydratace 3-dehydrochindtu za vzniku 3-
dehydrosikimatu a redukce oxo-skupiny na tretim uhliku 3-dehydrosikimatu pomoci NADPH.
Pribéh téchto reakci je zobrazen na obrazku 3. Vysledkem reakci je vznik Sikimatu. (Maeda &

Dudareva, 2012).

OH H

H,0,PO

o CH,0POM; 0 0
Erythrose-4-phosphate m« : OH oH OH
& 0
HO = ; HO = oo _ ve
n-oxpOJLc-‘w HOC = HOL o o o
5 DAMP 3-Dehydroquinate 3-Dehydroshikimate

Phosphoenolpyruvate (PEP)

OPOH;

OH OPOH;
ATP  ADP o .
OH OH & OH CH
s \_6 { 0 7 il
— ] —_—
. § + PEP i ' JJ\ 2 AN P )L v
HO,C OH HOLC "OH HO,C (¢] COH HOC (o] COH

Shikimate Shikimate-3-phosphate EPSP Chorismate

Obr. 3 Drdha kyseliny Sikimové, prevzato a upraveno podle Zucko et al., 2010

2.1.1.3. Biosyntéza kyseliny gallové

Enzym DHD-SDH ma dvé domény. Doména Sikimat SDH muZe 3-dehydrosikimat preménit na
kyselinu gallovou. Tato reakce byla prokazana v rostlinach a v bakterii Escherichia coli (Miur et al.,

2011). Dalsi zpusob biosyntézy kyseliny gallové byl nalezen ve fazolich mungo, kde biosyntéza
12
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probihd ve dvou krocich. Nejdfive je 3-dehydrosikimat transformovan na kyselinu
protokatechovou (3,4-dihydroxybenzoovou) (Dewick, 2009). Posléze je kyselina protokatechova
metabolizovdna na kyselinu gallovou (Tateoka, 1968). Mechanismy obou rekci jsou vsak zatim

neznamy (Widhalm & Dudareva, 2015).

2.1.1.4. Biosyntéza chorismatu

Kyselina Sikimova muze byt dale kromé kyseliny gallové metabolizovana na chorismat, jak je
patrno na obrazku 3. Kyselina Sikimova podléha fosforylaci hydroxy skupiny na tfetim uhliku
za pomoci $ikimat kindzy. Sikimat-3-fosfat je poté konjugovan s fosfoenolpyruvatem (PEP), reakce
je katalyzovana enzymem 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntdzou (EPSP syntazou) za vzniku EPSP.
Kone¢nym krokem drahy kyseliny Sikimové je defosforylace EPSP a vznik chorismatu, pribéh
reakce umozZnuje chorismatu syntdza (Maeda & Dudareva, 2012). Chorismat je zdrojem
aromatickych aminokyselin L-Phe, L-Tyr a L-Trp. Dale slouZi také jako prekurzor phyllochinonu
(vitamin Ki). Chorismat je metabolizovan isochorismat syntazou (ICS) za vzniku isochorismatu
(Wildermuth, 2001). Ten je nasledné transformovdan enzymem PHYLLO na kyselinu
ortho-sukcinylbenzoovou (Gross et al., 2006). Kyselina ortho-sukcinylbenzoova je enzymaticky
transformovana na phyllochinon, ktery je vyuzivan fotosyntetizujicimi organismy ve fotosystému |
pfi transportu elektrond. U cervenych fas a eubakterii se misto phyllochinonu tvofi menachinon

(vitamin K3) (Widhalm & Dudareva, 2015).

2.1.1.5. Biosyntéza kyseliny para-aminobenzoové a anthranilové

Dale je zchorismatu biosyntetizovdna kyselina para-aminobenzoova (pABA). Nejdfive vznika
v mezikroku aminodeoxychorismat, tato reakce je katalyzovana aminodeoxychorismat syntazou
(ADCS), a nasledné enzym aminodeoxychorismat lyaza (ADCL) odstépi pyruvyl z tfetiho uhliku
benzenového kruhu za vzniku pABA (Widhalm & Dudareva, 2015). Spolu s pterinem a glutamatem
je pABA soucasti kofaktoru tetrahydrofolatu (THF, vitamin Bg), slouziciho jako prenasec
jednouhlikatych zbytk(. Tato biosyntetickd draha byla prokazana v huseni¢ku (Arabidopsis
thalliana) a v rajceti (Lycopersicon esculentum) (Basset at al., 2002). Navazani amino skupiny do
ortho pozice chorismatu je katalyzovano anthranilat syntdzou za vzniku kyseliny anthranilové
(kyselina ortho-aminobenzoova). Kyselina anthranilova souzi jako prekurzor L-Trp, auxind nebo

indolového alkaloidu camalexinu (Dempsey et al., 2011).
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2.1.1.6. Biosyntéza prephenatu

Posledni moznou pfeménou chorismdtu je transformace na prephendt chorismat mutasou (CM).
Prephendt je prekurzorem aromatickych aminokyselin L-Phe a L-Tyr, z nichZ L-Phe je prekurzorem

benzoovych a jinych fenolickych kyselin (Dempsey et al., 2011).
2.1.2. Biosyntéza kyseliny benzoové (BA) a salicylové (SA)

Kyselina salicylova mGze byt v rostlinach syntetizovana dvéma cestami, a to bud' z L-Phe pomoci
L-fenylalaninamoniumlyazy (PAL, E.C. 4.3.1.24) nebo zisochorismatu, ktery mulze byt
metabolizovan vice moznymi enzymy (Widhalm & Dudareva, 2015). Obé tyto cesty maji spolecny
prekurzor chorismat, ktery vznika jako konecny produkt v Sikimatové draze (Dempsey et al. 2011).

Biosyntézu BA a SA z chorismatu lze vidét na obrazku 4.

COOH Os_-OH Os_-OH
HOOC COOH  CO,
CH, cm ", NH:  pAL
/lk _— Q0 ——p —
0~ COOH

OH Chorismic acid OH Prephenic acid L-Phenylalanine (Phe)  Trans-Cinnamic acid (~-CA)

I g

Os__-OH
COOH oy k.
OH k.
CH, OH
o/l\coon

Isochorismic acid (IC) Benzaldehyde ortho-Coumaric acid
l IPL? A A()l i
COOH COOH COOH
@/OH @ BA2H? o
_—
Salicylic acid (SA) Benzoic acid (BA) Salicylic acid (SA)
Biosyntéza SA pres isochorismat Biosyntéza BA a SA pres PAL

Obr. 4 Biosyntetické cesty vzniku BA a SA skrz PAL a isochorismat; prevzato a upraveno podle

Dempsey & Klessig, 2017

2.1.2.1. Vznik SA z isochorismatu
Pfi vzniku isochorismatu z chorismatu hraji dileZitou roli enzymy isochorismat syntaza 1 (ICS1) a
isochorismat syntdza 2 (ICS2) (Dempsaey et al. 2011). Enzymy ICS1 a ICS2 byly prvné objeveny
14



v huseni¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana). PGvodné vsak byl vznik isochorismatu z chorismatu
objeven v bakteriich, kde se na vzniku podili bud enzym isochorismat syntdza (EC 5.4.4.2),
napf. u druhl Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, nebo SA synthasa (SAS),
ktery se vyskytuje u Yersinia enterocolitica nebo Mycobacterium tuberculosis (Pelludat et al.,
2003; Kerbarh et al., 2005; Harrison et al., 2006). JelikoZ plastidy maji plvod v endosymbiotickych
bakteriich, predpokladalo se, Ze také biosyntetické drahy v plastidech mohou byt podobné
bakterialnim draham. Tudiz v rostlinach mohl vznikat isochorismat ptfimo z chorismatu (Verbene
et al., 1999). Tato domnénka byla potvrzena objevem gen( pro ICS1 a ICS2 v Arabidopsis. Ze je SA
syntetizovana prdvé pres isochorismat potvrdilo studium exprese ICS1 genu. Listy rostliny byly
inokulovan houbovymi plisnémi nebo bakteriemi, coz vedlo k akumulaci SA a indukci exprese genl
PR-1 (Pathogen related) a ICS1 (Wildermuth, 2001). Bylo zjisténo, Ze ne pouze rostlinné patogeny,
ale i stresory zahrnujici UV zafeni, ozon nebo exogenni aplikace SA indukuji expresi ICS1 genu

(Dempsey et al., 2011).

Je velmi pravdépodobné, Ze ICS gen maiji vSechny rostlinné druhy. Doposud byly homology
ICS identifikovany v rostlinnych druzich: barvinkovec rliZzovy (Catharanthus roseus), paprika seta
(Capsicum annuum), tabak virginsky (Nicotiana tabacum), réva vinna (Vitis vinifera), ¢irok obecny
(Sorghum bicolor), skocec obecny (Ricinus communis), rajce jedlé (Solanum lycopersicum), ryze
setd (Oryza sativa), séja lustinata (Glycine max) nebo topol chlupatoplody (Populus trichocarpa)
(van Tegelen et al., 1999a; Ogawa et al., 2005; Uppalapati et al., 2007; Catinot et al., 2008; Yuan
et al., 2009).

Isochorismat muzZe byt metabolizovan tfemi zplUsoby (Obr. 5), prvni za vzniku
phyllochinonu (i), druhy za vzniku SA (ii) a treti za vzniku kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové
(2,3-DHBA) (iii). VSechny tfi pfemény probihaji v plastidech. Kroky vedouci ke vzniku SA a
2,3-DHBA dosud nebyly objasnény (Wildermuth, 2001; Widhalm & Dudareva, 2015).

Isochorismat

A?/ l? PHYLLO

Kyselma ortho-sukcinylbenzoova

OH

OH  2,3-DHBA (iii) \

OH Phyllochinon (i)

SA (ii)

Obr. 5 Schéma tfech moZznych metabolizaci isochorismdtu na SA, 2,3-DHBA nebo phyllochinon
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2.1.2.2. Vznik BA a SA z L-fenylalaninu

Biosyntéza BA, a jeji mozna konverze na SA, mlze probihat biosyntetickou cestou skrz enzym PAL
(viz. Obr. 4). Biosyntéza zacind transformaci L-Phe za vzniku kyseliny trans-skoticové (tCA)

mechanismem neoxidativni deaminaci za soucasného uvolnéni amoniaku (Adamkova et al., 2006).

L-Phe je vychozi latkou pro tvorbu fenylpropanoidl. Fenylpropanoidy obsahuji v zakladni
strukture kyselinu skoficovou (napf. kyseliny kumarova a ferulova) a jsou zdkladem fenolickych
sloucenin jako jsou lignin, lignany, suberin, kutin, flavonoidy, stilbeny a také benzoové kyseliny.
Biosyntéza vsech téchto latek zacind pravé transformaci L-Phe na tCA pomoci PAL (Addmkova

et al., 2006).

Pfi biosyntéze BA muZe nasledné tCA reagovat tfemi moZnymi zpUsoby: B-oxidaci (i),
neoxidativni cestou zavislou na koenzymu A (CoA) (ii) a neoxidativni cestou nezavislou na CoA (iii).
Dalsi moznosti je konverze tCA na kyselinu para-kumarovou (kyselinu para-hydroxyskoticovou),
ktera poté R-oxidaci reaguje podobné jako tCA s tim rozdilem, Ze z kyseliny para-kumarové vznika

pHBA, zatimco z tCA vznika BA a nasledné SA (Wildermuth, 2006).

(i) R-oxidace L-Phe vrostlindch probiha v peroxisomech. Jednd se o reakci analogickou
R-oxidaci mastnych kyselin (Qualley et al., 2012). Zkoumana byla predevsim v okvétnich
listcich rostliny petunie (Petunia hybrida cv Mitchell) pomoci radioizotopl a stabilnich
izotopll znaceného [*Hs] Phe. Petunie je pro studium biosyntetickych drah benzoovych
kyselin idedlnim modelovym organismem, nebot produkuje velké mnozstvi volatilnich
benzenoidnich latek (Boatright et al., 2004). V petunii byl popsan nasledujici mechanismus
R-oxidace. V prvnim kroku dojde k aktivaci tCA enzymem cinnamoyl-CoA ligdza (PhCNL)
za vzniku thioesteru tCA-CoA (Klempien et al.,, 2012). Nasleduji tfi kroky, které konci
formaci BA-CoA. Treti uhlik na postrannim fetézci tCA je hydroxylovan za vzniku
3-hydroxy-3-fenylpropionyl-CoA, ktery je poté oxidovdn na 3-oxo-3-fenylpropionyl-CoA.
Oba kroky jsou katalyzovany bifunkénim enzymem cinnamoyl-CoA hydratasa-
dehydrodenasou (PhCHD) (Qualley et al., 2012). V posledni fazi 3-ketoacyl-CoA thiolaza
(PhKAT1) katalyzuje vznik benzoyl-CoA (Van Moerkercke et al., 2009). V peroxisomech je
BA-CoA hydrolyzovan, a nasledné je BA volnou difuzi nebo pomoci transportéru uvolnéna
do cytosolu burky (Widhalm & Dudareva, 2015). Obdobna cesta R-oxidace s homolognimi
enzymy byla identifikovana také v Arabidopsis. Zaroven bylo zjisténo, Ze také dalsi
skoficové kyseliny podléhaji R-oxidaci stejnym mechanismem a za vzniku pfislusné
benzoové kyseliny (Bussell et al., 2014). V tabulce 1 jsou vypsany jednotlivé skoticové
kyseliny a jejich produkty B-oxidace. Na obrdzku 6 jsou pak reakce schematicky zobrazeny

se vzorci jednotlivych kyselin.
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Tab. 1 Vychozi latky B-oxidace skoficovych kyselin a jejich derivaty - benzoové kyseliny, podle
Widhalm & Dudareva, 2015

Vychozi latka B-oxidace (skoFicova kys.) Derivat skoricové kyseliny (benzoova kys.)
1 kyselina skoficova = kyselina benzoova
2 kyselina ortho-kumarova =4 kyselina salicylova
3 kyselina para-kumarova =4 kyselina para-hydroxybenzoova
4 kyselina kdvova - kyselina protokatechova
5 kyselina ferulova = kyselina vanilova
6 kyselina sinapova =4 kyselina syringova

(ii)

(iii)

> 5 é é é

CH3 CH3

IETEE L,

Obr. 6 Schéma R-oxidace skoficovych kyselin za vzniku benzoovych kyselin
podle Tabulky 1

Alternativni neoxidativni cesta zdvisla na CoA zacind aktivaci tCA enzymem
4-kumarat CoA-ligasa (4CL). Plisobenim hydratasy je treti uhlik postranniho fetézce
hydroxylovan. 3-hydoxy-3-fenylpropionyl-CoA je poté podléhd reverzni aldolové
reakci za vzniku acetyl-CoA a benzaldehydu (Widhalm & Dudareva, 2015).

Benzaldehyd je meziproduktem také neoxidativni cesty nezavislé na CoA. V prvnim
kroku dochdzi k hydroxylaci tfetiho uhliku postranniho Ffetézce tCA.
3-hydoxy-3-fenylpropanova kyselina je nasledné stépena reverzni aldolovou reakci

na kyselinu octovou a benzaldehyd (Widhalm & Dudareva, 2015).

Benzaldehyd vznikajici cestami (ii) a (iii) mU0Ze byt transformovdan na BA enzymem

Arabidopsis aldehyd oxidaza 4 (AAO4), tato reakce byla zaznamenana u Kklicicich semen

Arabidopsis. AAO4 spadd do rodiny enzymu aldehyd oxidaz (Ibdah et al., 2009). BA mUze byt

hydroxylovana do ortho pozice BA 2-hydroxylasou (BA2H), enzymem s monooxygenazovou

aktivitou,

za vzniku SA (Leén et al., 1995). Ke vzniku SA dochazi zejména pfi stresovych

17



podminkach. Pokud na rostlinu Zadné stresové faktory neplsobi, pravdépodobné dojde spise

ke konjugaci BA napf. s glukosinolatem za vzniku benzoylglukosinolatu (Ibdah et al., 2009).

Na modelové rostliné Petunia hybrida bylo inkorporacnim experimentem s deuteriem
znaCenym Phe zjisténo, Ze BA je cCastéji syntetizovana bez vyuziti CoA pres meziprodukt
benzaldehyd. V petunii je biosyntéza BA touto cestou dvakrat intenzivnéjsi nez pres B-oxidaci a

benzoyl-CoA (Boatright et al., 2004).
2.2. Modifikace benzoovych kyselin

Biosyntézy kyselin salicylové, gallové, para-aminobenzoové, protokatechové, anthranilové,
2,3-dihydroxybenzoové probihaji v plastidech, zkterych jsou nasledné transportovany
do cytosolu. Vétsina transportérQi téchto kyselin neni zndmad, v Arabidopsis byl identifikovan
transportér pro SA v membrané plastidu EDS5. Kyselina benzoova vznikd neoxidativnimi cestami
v cytosolu a R-oxidaci v peroxisomu (Widhalm & Dudareva, 2015). Benzoové kyseliny mohou byt
v cytoplasmé modifikovany. Modifikace reguluji mnoZstvi aktivniho hormonu SA v cytoplasmé,
upravuji vlastnosti benzoovych kyselin jako je tékavost, stabilita nebo biologicka aktivita.
Biologickd aktivita SA a ostatnich benzoovych kyselin je modifikacemi obvykle utlumena,
proto maji tyto derivaty zpravidla funkci uskladriovaci (Dempsey & Klessig, 2017). Opacné tomu je
u modifikace koenzymem A, kterd typicky vede ke zvyseni reaktivity cilové molekuly. Konkrétni
vyznam modifikaci vSak neni objasnén, napf. neni zndmo, pro€ v rostlindch dochazi k sulfonaci.
Mezi nejcastéjsi modifikace benzoovych kyselin patti modifikace glykosylaci, methylaci, konjugaci
s aminokyselinami, hydroxylaci, sulfataci nebo aktivaci CoA. VySe zmifnovanym modifikacim
podléha nejen samotna BA, ale také fada jejich derivatl zahrnujici SA, kyselinu anthranilovou

nebo 3-hydroxybenzoovou (Wildermuth, 2006).

2.2.1. Glykosylace

Ucel glykosylace benzoovych kyselin v rostlindch neni dosud plné definovan. Pravdépodobné
slouzi k zvySeni rozpustnosti benzoovych kyselin, aby mohly byt nasledné transportovany
k uskladnéni do vakuol. Ddle glykosylace omezuje volnou difuzi benzoovych kyselin
pres membrany, zpfistupriuje molekuly transportériim, které rozpoznavaji glykosylované
molekuly, nebo je glykosylaci sniZovana toxicita BA a SA (Bowles & Lim, 2010). Glykosylovana SA,
spolu s nemodifikovanou SA, byla detekovdna zejména pti abiotickém a biotickém stresu rostliny,
kdy se celkové mnoiZstvi SA v rostliné zvySuje aZz 10-krat (Wildermuth et al., 2006). Benzoové
kyseliny mohou byt glykosylovany do raznych poloh. UDP-glukosyltransferazou mlze byt BA

modifikovdna pfipojenim glukdzy na karboxylovy kyslik za vzniku glukosylesteru kyseliny benzoové
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(BAE). Tento metabolit byl identifikovan napr. v tabaku (Lee & Raskin, 1999). Stejné tak mUze byt
SA glykosylovana UDP-glukosyltransferdzou za vzniku glukosylesteru kyseliny salicylové (SGE)
(Obr. 7). MUzZe také dojit ke konjugaci glukdzy na hydroxy skupinu SA za vzniku glukosidu SA (SAG)
(Obr. 7). | tuto reakci katalyzuje UDP-glukosyltransferaza (UGT) (Dean & Delaney, 2008).
V rostlinach se nachazi velké mnoistvi enzym patficich do skupiny UGT, napt. Arabidopsis ma
UGT celkem 107 (Wildermuth, 2006). V Arabidopsis katalyzuji vznik SAG hned dva UGT enzymy
kéddované geny UGT74F1 a UGT74F2, kde enzym kdédovany genem UGT74F2 katalyzuje také
esterifikaci SA na SGE. Oba enzymy se uplatiuji také pfi konjugaci glukdzy s dalsimi derivaty
benzoovych kyselin jako jsou kyselina anthranilova nebo methylsalicylat (MeSA) (Dean & Delaney,

2008).

Pti syntéze SA indukované reakci rostliny na patogen je potfeba nadbytek SA uschovat a
inaktivovat, protoZe volnd SA ma fytotoxicky ucinek. V tomto pfipadé je SA glykosylovana a
transportovana ve formé SAG z cytoplazmy do vakuol (Dean et al., 2005). Glykosylace propujcuje
SA hydrofilitu, stabilitu, bioaktivitu a uréuje rozmisténi SA v rostlinné burnce na zakladé transportu
SAG do vakuol (Bowles at al., 2005). V pfipadé potfeby mize byt SAG hydrolyzovana za uvolnéni
aktivni molekuly SA a glukdzy (Dean et al., 2005). Pfesny mechanismus hydrolyzy SAG v rostlinach
neni dosud znam (Dempsey et al., 2011). Jak bylo zjisténo u Arabidopsis, SAG je pro dlouhodobéjsi
uskladnéni prevazné transportovan do vakuol, zatimco SGE z(stava volné v cytoplasmé. V pfipadé
potfeby SA je SGE rychlejSim zdrojem nez SAG, jelikoz hydrolyza SA z konjugdtu probihd

v cytoplazmé (Vaca et al., 2017).

R//j " 0 _OH 0. _o_ 0.0
AN
SAG S I OH I OH j 00—
=0 =U
o NF NF NF
L~ SA MeSA MeSAG

Obr. 7 Glukosid SA (SAG), glukosylester SA (SGE), metyl salicylat (MeSA),
metylsalicylat glukosid (MeSAG); prevzato z Vincente & Plasencia, 2011

Dalsi glykosylovanou benzoovou kyselinou v rostlinach je kyselina gallova, kterd mize byt
konjugovana s glukdzou za vzniku B-glukogallinu. B-glukogallin je glukosylester kyseliny gallové.
K této reakci dochdazi za ucasti UGT v prvnim kroku biosyntézy gallotaninii a ellagitanin(

(Niemetz & Gross, 2005).
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2.2.2. Methylace

Methylaci  benzoovych  kyselin u  Arabidopsis  zprostfedkovavaji BA/SA  karboxyl
methyltransferazy 1, které patfi do rodiny enzyml SABATH. Methylovou skupinu transferuji
z koenzymu S-adenosyl-L-methionu na karboxyl BA nebo SA za vzniku methylesterq,
tj. methylbenzoatu (MeBA) a methylsalicylatu (MeSA) (Obr. 7). Methylovan mizZe byt také SAG
za vzniku methylsalicylat glukosidu (MeSAG). Methylestery jsou oproti samotnym benzoovym
kyselindam tékavé. Rostliny vyuZivaji tékavych vlastnosti methylesterli (napf. MeBA, MeSA),
produkuji je zejména v kvétech, které diky methylesterim specificky voni a ldkaji opylovace
(Wildermuth, 2006). Nicméné také v listech dochazi k syntéze MeSA, a to za uUcelem spusténi
obranné reakce pfi napadeni rostliny. Obranna reakce spociva v lakani predator(, ktefi zbavi
rostlinu parazitd ¢i bylozravc(. Tato kooperace rostliny, parazita ¢i byloZravce a predatora se
nazyva tritrofickd interakce (Dempsey & Klessig, 2012). Rostlina mlZe napt. reagovat na napadeni
housenkami, konkrétné na jeji slinné sekrety, které se pfi okusovani listl dostavaji do rostlinné
tkané a jsou signdlem pro obrannou reakci. Dojde k syntéze MeSA, ktery se diky své volatilité

dostava do ovzdusi a 1dka potencialni predatory housenky (Taiz & Zeiger, 2010)

MeSA prispivd ke spousténi systémové ziskané odolnosti (SAR, Systemic Acquired
Resistance) pfi napadeni rostliny mikrobidlnimi patogeny (Park et al.,, 2007). MeSA také
pravdépodobné reguluje, jestli se ptiodpovédi na stresovy podnét uplatni SA nebo kyselina
jasmonova (JA) (Robert-Seilaniantz et al., 2011), jelikoZ JA a SA se uplatiiuji pfi rozdilnych typech

stresUd a v(ci sobé plsobi antagonisticky (Dempsey & Klessig, 2017).

Dale MeSA umoznuje mezirostlinnou komunikaci vzduchem. Mechanismus byl prokazan
exogenni aplikaci MeSA znadeného radioaktivnim izotopem uhliku [**C] na rostlinu tabdku. MeSA
se vzdu$nou cestou dostal do rostliny, ve které hydrolyzoval na [**C]SA (Shulaev et al., 1997).
Pomoci MeSA tak mohou rostliny napadené patogenem transportovat SA do nenapadenych
rostlin a vyvolat v nich SAR jesté pred napadenim patogenem (Park et al., 2007). Hydrolyza MeSA
na SA je vrostlindch umoznéna enzymy s esterasovou aktivitou SABP2 (SA Binding Protein 2)
(Kumar, 2014). Mechanismus transportu MeSA mezi rostlinami je znazornén na obrazku 13

v kapitole 2.4.2.

2.2.3. Sulfatace

Sulfatované aromatické kyseliny byly objeveny v fase Dasycladus vermicularis (Obr. 8) z celedi
Dasycladaceae a u Celedi moiskych tav Zosteraceae, konkrétné u druhu Zostera marina (Obr. 9)
(Kurth et al., 2015). U savcl je znama sulfatace neurotransmiter a hormona (thyroidni hormony,

estrogeny). Sulfataci se tyto molekuly aktivuji nebo deaktivuji, dale dochazi ke sniZeni toxicity
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nebo zvyseni rozpustnosti a hydrofility hydrofobnich molekul (Gidda et al., 2003). U Arabidopsis
existuji sulfatované derivaty fytohormonl (JA, MelA, brassinosteroidy) a dalsich sekundarnich
metabolitl (napf. flavonoidy, glukosinolaty) (Baek et al., 2010). Za sulfataci jsou zodpovédné
sulfotransferazy (SOT), které transferuji sulfatové skupiny zdonoru, coZ je nejcastéji
3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat, na hydoxy nebo amino skupiny molekul (Paul et al.,, 2012).
Sulfatované benzoové kyseliny v rostlindch nejsou dobfe prozkoumané. U Arabidopsis bylo
zZjiSténo, Ze dochazi k sulfataci hydroxy skupiny SA, konkrétné enzymem SOT12, za vzniku kyseliny
2-(sulfooxy)benzoové. SOT12 sulfatuje vrostlinach také brassinosteroidy. Enzym je
pravdépodobné exprimovan pfi salinnim stresu nebo pfi biosyntéze kyseliny abscisové pfi kliceni.
Pfi sulfataci SA vrostliné Arabidopsis dochazi k biosyntéze volné SA azvysSovani hladiny

koncentrace SA za Ucelem zvySeni rezistence rostliny (Baek et al., 2010).

Obr. 8 Dasycladus vermicularis, zaliv Obr. 9 Zostera marina, Ostrovni
Pagasitikos, Recko; zdroj: more, jihozapadni Finsko; zdroj:
http://www.projectnoah.org/spottings https://www.nature.com/article
/2005286002 s/nature16548/figures/1

Sulfatované benzoové kyseliny jsou spiSe rozsifené u mofrskych organismi z fiSe fas.
V morské travé Zostera marina byla objevena kyselina 4-(sulfooxy)trans-skoficova (Obr. 10),
kterd se téZ trividlné nazyva kyselina zosterova. V fase Dasycladus vermicularis byla objevena
4-(sulfooxy)benzoova (Obr. 10) (Kurth et al.,, 2015). U této fasy je zndm také metabolit

trihydroxykumarin, jehoz sulfonylovana forma je vyuzita pro skladovani (Welling et al., 2011).

Kyselina zosterova se diky svym vlastnostem v nedavné dobé stala pfedmétem védeckého
zajmu. Bylo zjisténo Ze dobre likviduje a inhibuje vrstvu biofilmu, predevsim inhibuje rist bakterii
(Escherichia coli, Bacillus cereus) a hub (Aspergillus niger, Penicillium citrinum) (Villa et al., 2010).
Dale bylo zjisténo Ze ucéinné odstranujé biofilmovou vrstvu (drobni korysi, bakterie, fasy apod.) na

lodich, ¢ehoz mize byt vyuZito pfi oSetfovani povrchu lodi, které jsou kolonizaci ponofeného
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povrchu lodi poskozovany. Kyselina zosterova je tedy vhodnd pro inhibici mnoZeni a rlstu
mikroorganism0 a dalSich drobnych organism(. Avsak bylo zjisténo, Ze Ucinnéjsi antimikrobidlni a
»protibiofilmovou” aktivitu ma funkéni hydroxy derivat kyseliny zosterové - kyselina kumarova

(Kurth et al., 2015).

V/

0:?:0 O:?:O
OH OH

Obr. 10 Zleva kyseliny
4-(sulfooxy)benzoova
a zosterova

2.2.4. Konjugace s aminokyselinami

Konjugace benzoovych kyselin s aminokyselinami u rostlin neni pfilis prozkoumana. U nékterych
rostlinnych druhG (napf. hroznové vino, fazole, Arabidopsis) byl detekovan saliyloyl-L-aspartat
(Obr. 11), jehoZ presny ucinek neni definovan. Protein umoznujici konjugaci Asp a SA je GH3.5
(Zhang et al., 2007). Byla objevena také aktivita PBS3 proteinu, ktery konjuguje aminokyseliny
na benzoové kyseliny substituované na 4. uhliku, napf. pHBA, pABA (Okrent et al., 2009).

o) OH
o

dj\NH
N
OH HO lo]

Obr. 11 Salicyloyl-L-aspartat

Vice toho vime o konjugaci aminokyselin s fytohormony JA a IAA, kdy maji oba konjugaty
odlisné funkce. Konjugat isoleucin s JA hormon aktivuje (Suza et al., 2010). Naopak konjugace IAA

s vice druhy aminokyselin tento auxin inaktivuje (Woodward & Bartel., 2005).
2.2.5. Hydroxylace

SA mlze byt hydroxylovana na tfetim nebo patém uhliku. U Arabidopsis k reakcim dochazi
zejména pfi  infekci patogenem. Rostlina na infekci reaguje tvorbou kyseliny

2,3-dihydroxybenzoové  (2,3-DHBA), vmensim mnoistvi se tvofi téZ  kyselina
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2,5-dihydroxybenzoova (gentisova). Transformace SA na 2,3-DHBA je katalyzovana enzymem SA
3-hydroxylasou (S3H), tato reakce je pro rostlinu dlleZitd pro udrzovani normalni hladiny
koncentrace SA v cytosolu, coz bylo zjisténo pfi experimentu ss3h mutantnimi rostlinami,

ve kterych byla koncentrace SA v cytosolu nepfimérené vysoka (Zhang et al., 1013).
2.3. Vyskyt benzoovych kyselin a jejich derivata

Vrostlindch je zbenzoovych kyselin nejrozsifenéjsi a klicovou molekulou SA, fytohormon
uplatiujici se pfi abiotickém a biotickém stresu. Nachazi se v nes¢etném mnozstvi rostlinnych
druh(l. Napf. derivaty MeSA a MeBA byly detekovany v kvétech u vice nez 30 celedi (Wildermuth,
2006). Zajimavym prikladem jsou kyseliny gallova a gentisova, které se spolu nachazi v rostliné
citlivka stydlivd (Mimosa pudica). Koncentruji se bunkach pulvinisu v oblasti rapiku listu a ovliviuji
turgor, ktery pfi zméné podnicené napr. dotykem, vétrem nebo destém spousti seismonastické
pohyby listd citlivky (Macholan, 2003). Kyselina gallovad se v rostlinach téZz casto vyskytuje v
polymerni formé hydrolyzovatelnych taninl (Ossipov et al., 2003). Hydrolyzovatelné taniny jsou
obsaZzeny v Caji, viné, kavé a fadé dalsich pfirodnich produktl a zpUsobuji trpknou chut (Velisek &
Hajslova, 2009, I). Dalsi derivaty BA, které se v konkrétnich rostlinnych druzich vyskytuji ve znacné

koncentraci, jsou zaznamenany v tabulce 2.

Tab. 2 Pfiklady rostlinnych druh( obsahujici vybrané derivaty benzoovych kyselin (zdroj: Dr.
Duke's Phytochemical and Ethnobotanical Databases)

Kyselina Rostlinny druh, popf. organ
b i sturac (Styrax sp.) - pryskyrice benzoe; pivorka ¢inska (Paeonia lactiflora) — koren;
enzoova
brusinka velkoploda (Vaccinium macrocarpon); jablonn doméci (Malus domestica)
para-hydroxy- jalovec obecny (Juniperus communis); vanilka prava (Vanilla planifolia) — plod; tis
benzoova Cerveny (Taxus baccata); koriandr sety (Coriandrum sativum)
salicvlova Iékofrice lysa (Glycyrrhiza glabra) - oddenek a kofen; pSenice setd (Triticum aestivum) -
icylov
v obilnd zrna; zlatobyl obrovsky (Solidago gigantea); tis Cerveny (Taxus baccata) - list
L, hefmanek pravy (Matricaria chamomilla); pelynék estragon (Artemisia dracunculus);
gentisova

kien selsky (Armoracia rusticana) — koren; salvéj (Salvia sp.) - seminka

KoFicova skorice cejlonska (Cinnamomum verum) — klira; ambron zapadni (Liquidambar
skoricova . o . - . .
styraciflua) - pryskytice, exudat; vaviin vzneseny (Laurus nobilis); aloe vera

Kumarova pomerancovnik ¢insky (Citrus sinensis) — plody; levandule Iékarska (Lavandula
u Vi
angustifolia); jablon domaci (Malus domestica)

. 3 slunecnice rocni (Helianthus annuus) — seminka; bazalka posvatna (Ocimum
sinapova ) L, . . . L
tenuiflorum); oresak vlassky (Juglans regia) - ofechova skorapka
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Benzoové kyseliny jsou vyuZivany téz bakteriemi pro biosyntézu siderofor(, latek vazicich
Zelezo. Napf. SA a 2,3-DHBA jsou prekurzory pro vyrobu sideroforu phyochelinu v bakterii
Pseudomonas aeruginosa nebo enterobactinu v druhu Escherichia coli (Serino et al., 1995;

Gehring et al., 1997).

Lidsky organismus a organismy ZivocCisné fiSe nedokazi syntetizovat aromaticky kruh,
tudiz nesyntetizuji ani benzoové kyseliny (Macholdn, 2003). Benzoové kyseliny a dalsi fenolické
latky pfijimané v potravé se v organismu transformuji na kyselinu hippurovou (konjugat BA

s glycinem), ktera je vylu¢ovana moci (http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB00714).

OH
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Obr. 12 Kyselina hippurova

2.3.1. Oves sety

Oves sety (Avena sativa) byl vybran jako modelova rostlina a zastupce jednodéloznych rostlin
pro experimentalni ¢ast, kdy na ovsu byla zkoumdna biosyntézy a metabolismu benzoovych a
skoficovych kyselin. Oves sety je jednodéloznd (Monocotyledonae), jednoletd rostlina z celedi
lipnicovitych (Poaceae) a ze skupiny trav Gramineae. Oves ma 60 az 150 cm vysoka stébla, ploché
Cepele listl, kvétenstvi lata stypem kvétd dvoukvété klasky, které jsou sevieny v plevach
s pluchou. Roste hojné v polohach mirného pasma. Oves patfi mezi obilniny a zadrover picniny.
Ovesné vlocky jsou ziskavany drcenim obilek ovsa. V minulosti se z ovsa také vyrabél alkohol, pivo
(napf. v Belgii) nebo se z ovsa dokonce mlela mouka (T¥iska, 1979). V soucasnosti je kazdy rok
sklizeno pramérné 23 mil. tun ovsa rocné. Nejvétsi vynosy sklizné ovsa byly zaznamenany
v severni Evropé (Boczkowska et al., 2016). Z vyzivového hlediska oves obsahuje predevsim skrob,
cukry, dextriny, mnoho vlakniny (0,8-2,6%) a lipid( (2-12 %), kterych je aZ trojndsobné mnozstvi
oproti jinym obilnindm (napft. pSenici), a bilkovin s mnoha esencidlnimi anikokyselinami, zeOves je
nejbohatsi z obilnin na beta-glukany, které jsou soucdsti vlakniny, ve struktufe obsahuji linedrni
nerozvétvené tetézce polysacharid(l, a maji vlastnost dobfe absorbovat tekutiny (Gajdosova &
Sturdik, 2004; ASP et al., 1999, Triska, 1979). Vlaknina ma proto dobry vliv na traveni a plisobi
preventivné proti stfevnim onemocnénim (Vojtassakova et al., 1999). Pfi konzumaci ovesnych
vyrobkU je snizovan obsah cholesterolu v krvi. Oves je také vhodna potravina pro diabetiky, pro

osoby trpici problémy stravenim, sZaludkem, se zapaly Zahy nebo pro nékteré pacienty
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s chudokrevnosti (Aman & Graham, 1986; Davidson, 1999). Z hlediska obsahu fenolickych kyselin
byly v ovsu detekovany napf. kyseliny vanilova, 2,4-dihydroxybenzoovd, para-kumarova, ferulova,
skoficova, syringova, ortho-kumarova nebo syringaldehyd. Vyskytuji se jak volné, tak konjugované
s dalSimi latkami (Multari et al., 2018). Fenolické kyseliny maji stejné jako ostatni fenolické latky
silnou antioxidacni aktivitu, a tim padem mohou v lidském organismu pUsobit protektivné proti

oxidaci DNA, proteinli nebo membranovych lipida v bunikach (Yu et al., 2002).

2.4. Zastupci benzoovych kyselin

Benzoové kyseliny patfi do skupiny sekundarnich metabolitd - fenolickych latek. Jsou to latky
obsahujici karboxylovou skupinu navdzanou na Sestiuhlikaty aromaticky kruh. Mohou byt
substituovany hydroxy-, amino-, methoxy- nebo metylovymi funkénimi skupinami. Mezi benzoové
kyseliny patfi BA, SA, 2,3-DHBA, pHBA, pABA, kyselina gentisova nebo gallova (Obr. 12). Benzoové
kyseliny mohou byt modifikovany za vzniku jejich derivatl, napf. glukosidd, glukosinolatd,
glukosylesterl, methylesterd nebo konjugatd saminokyselinami. Metabolity biosynteticky
odvozené od benzoovych kyselin, které jiz ve struktufe pfimo neobsahuji skelet kyseliny
benzoové, zahrnuji napf. vitamin B9 (kyselina listova), ubichinon, fenylpropanoidy (kyselina
Skoficova, ortho-kumarova, kavova, chlorogenova), aromatické aminokyseliny (Tyr, Phe, Trp),

meta-tropolin, gallotaniny, ellagitaniny a mnoho dalsich latek (Widhalm & Dudareva, 2015).

o gl o ot gt

2,3-DHBA pHBA PABA kys. gallova kys. gentisova

Obr. 13 Zastupci benzoovych kyselin

2.4.1. Kyselina benzoova

BA, sumarnim vzorcem CgHsCOOH, je bezbarvd krystalickd latka rozpustna ve vodé.
Monoizotopickd molekuldrni hmotnost BA je 122.0368 Da. Je nejjednodussi aromatickou
karboxylovou kyselinou. Soli BA se vyuZivaji pro konzervaci potravin, jelikoZz BA ma dobré
fungicidni vlastnosti. V lidském organismu BA reaguje s glycinem za vzniku kyseliny hippurové
nachazejici se v modi, ktera ma podobné  jako BA  baktericidni  efekt
(http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB00714; Del Olmo et al., 2017). V pfirodé se BA vyskytuje

volné nebo také ve formé esterl s glukosou. Vétsina benzoovych kyselin v rostlinach existuje
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prevainé ve formé ester(, napr. estery kyseliny gallové v hydrolyzovatelnych taninech (Ossipov
et al.,, 2003). Redukéni produktem BA je benzaldehyd (CeHsCHO). Ma charakteristicky zapach
po horkych mandlich. Je bezbarvy aZ nazloutly, rozpustny ve vodé. VyuZivan je hlavné v pramyslu
pfivyrobé anilinovych barev, parfémil, kosmetiky a farmaceutickych pripravkd. Snadno
prostupuje k0zi, plicemi a distribuuje se vorganismu, nicméné se v ném nekumuluje, je
metabolizovan na BA a vylou¢en modi (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). DalSimi derivaty BA

mohou byt benzyl alkohol, amidy, chloridy, anhydridy nebo parabeny (Del Olmo et al., 2017).

2.4.2. Kyselina salicylova

SA, strukturné kyselina 2-hydroxybenzoovd, je fenolickd ldtka a hydroxy derivat BA. Je
syntetizovand rostlinami, kde plni funkci fytohormonu. SA ovliviiuje celou fadu fyziologickych
procesl zahrnujici rlst, vyvoj, kveteni, fotosyntézu, transpiraci, produkci ethylenu, senescenci,
rezistenci rostliny vici patogenlm a odpovéd na abiotické stresové faktory, jako jsou chlad,
sucho, plsobeni ozonu nebo UV zareni (Viot et al., 2009). JakoZto zakladni signalni molekula se SA
vyskytuje ve vétsiné znamych rostlin, avsak v rdznych koncentracich zavislych na rostlinném
druhu, zkoumaném organu i environmentdlnich podminkach. Mechanismy, kterymi rostlina
reguluje aktivitu volné SA, jsou esterifikace a glykosylace, popf. nékteré dalsi modifikace. Kromé
SAG, SGE, MeSA a MeSAG jsou zajimavymi, dosud nezminénymi, pfirodnimi derivaty SA salicin,
salicortin a saligenin (salicyl alkohol) (Obr. 14). Spolu s SA se nachazi zejména ve vrbé (Salix sp.) a
topolu (Populus sp.) (Dempsey & Klessig, 2017; Dr. Duke's Phytochemical and Ethnobotanical

Databases). Salicin a salicortin jsou derivaty glukdzy. Saligenin je ¢asto soucasti salicinu.
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Obr. 14 Zleva salicin, salicortin a saligenin

V soudasnosti se v mediciné nejCastéji pouziva derivat SA, kyselina acetylsalicylova
(aspirin) (Obr. 15), kterd pusobi jako antipyretikum (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).
Vyznamné medicinské Ucinky ma ale i samotnd SA, pouziva se k Ié¢bé koZnich nemoci a bradavic.
SA se vyuZiva také v kosmetice v pripravcich na vlasy a pokozku (https://www.drugbank.ca).
Lécivé ucinky SA na lidsky organismus jsou zkoumany jiz stovky let, zatimco jeji efekt na fyziologii

rostlin byl objeven relativné nedavno.
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Obr. 15 Kyselina acetylsalicylova

SA v rostliné indukuje systémovou ziskanou odolnost (SAR) indukovanou mikrobidlnimi
patogeny. Nejprve dochazi k lokalni obrané proti patogenu, v misté napadeni se syntetizuje a
akumuluje SA. SA je posléze methylovana a ve formé MeSA se Sifi floémem i do vzdalenych list a
Casti rostliny, kde zatim nedoslo k napadeni, a zde spousti obranné reakce jesté pfed pripadnym
napadenim dané ¢asti rostliny. Diky své tékavosti se MeSA vzduchem Sifi i do sousednich rostlin,
kde spousti obranné reakce. Vysledkem je zvySeni koncentrace SA a systémové odolnosti
i v sousednich rostlindch. Tento mechanismus SAR byl popsan vtabdku, jak lze vidét na
obrazku 13 (Park et al., 2007). Pti SAR se ddle exprimuji PR geny (Pathogen Related) za syntézy PR
proteinli pfispivajich k rezistenci rostlin proti patogenu (Taiz & Zeigler, 2010). Dochazi také
k biosyntéze JA, kterd ma vétSinou oproti SA antagonistické ucinky. SA obvykle zodpovidd
zaobranu v(ci biotrofnim patogentm, zatimco JA reguluje obranu vici nekrotrofnim patogenim a
hmyzu (Dempsey et al., 2017). Jednim zregulatord, ktery rozhoduje, jaky hormon bude
pfi konkrétnim stresu napadenim patogeny vyuzit, je pravdépodobné MeSA. Pfesny mechanismus

tohoto déje vsak neni jasny (Robert-Seilaniantz et al., 2011).

CH,
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Salicylic acid (SA) Methyl salicylate (MeSA)
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signal to other plants
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Pathogen
infection
A phloem-mobile signal results

in higher levels of salicylic acid (SA),
its volatile ester (MeSA), and
Infected plant  pathogenesis-related proteins (PRP).

Obr. 16 Mechanismus zvySovani rezistence rostlin pfi napadeni
patogeny, syntéza PRP, SA a MeSA a mezirostlinna komunikace pres
MeSA,; prevzato z Taiz & Zeigler, 2010

27



2.4.3. Kyselina para-hydroxybenzoova

Dalsim isomerem hydroxy derivati BA je kyselina para-hydroxybenzoova (pHBA). Jejim hlavnim
zdrojem v rostlindch je reakce zkracovani postranniho fetézce kyseliny para-kumarové. Znamé a
prdmyslové vyuZivané derivaty pHBA jsou alkylestery neboli parabeny. Parabeny maji
antimikrobialni vlatnosti a pouZivaji se jako aditiva s konzervaénimi ucinky. S délkou jejich
alkylového fetézce roste antimikrobidlni Gcinnost a klesa rozpustnost parabenu ve vodé (VelisSek &
Hajslova, 2009 Il.). pHBA je zapojena do biosyntézy ubichinonu, kterému poskytuje své benzenové
jadro (Block et al., 2014; Tohge et al., 2014). Ubichinon neboli koenzym Q10 je kofaktorem
v dychacim rfetézci. pHBA slouzi jako prekurzor také pro biosyntézu Sikoninu, u kterého byla
zjisSténa protinddorova aktivita a schopnost inhibovat HIV virus (Gaisser & Heide, 1996; Chen

et al., 2011).
2.4.4. Kyselina gentisova

Kyselina gentisovd je dihydroxy derivat BA (2,5-DHBA). V lidském organismu vznika degradaci
aspirinu a SA vledvindch. M4 protizanétlivé, antirevmatické a antioxidacni vlastnosti
(http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0000152). V rostlinach vznika 2,5-DHBA hysroxylaci SA
(Dean & Delaney, 2008). 2,5-DHBA lze téz syntetizovat uméle karboxylaci hydrochinonu (Hudnall,
2000 Hydroquinone. Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry). 2,5-DHBA je vyuZivana
v hmotnostni  spektrometrii  pfi  ionizaci pomoci MALDI (Matrix-Assisted  Laser
Desorption/lonisation = matrici asistovana laserova desorpce/ionizace), kde slouzi jako matrice

pro vzorek. Kromé tohoto derivatu BA se pouzZivaji jako matrice i derivaty skoficovych kyselin,

napf. kyselina sinapova (Manz et al., 2015).

2.4.5. Kyselina skoricova

Kyselina skoficova (CeHsCH=CHCOOH) je bild krystalickd latka mirné rozpustnd ve vodé.
Jeji monoizotopickda molekulovda hmotnost je 148.0524 Da. Existuje ve formé trans a cis isomerd,
v pfirodé je béiny trans isomer. tCA patfi do skupiny fenylpropanoidl. tCA je spolu se svym
derivatem trans-cinnamaldehydem pfitomna hlavné ve skoficovniku (Cinnamomum sp.).
Obé latky jsou slozkou esencialniho oleje ziskdvaného z kliry skoficovniku. Trans-cinnamaldehyd je
viskdzni kapalina Zluté barvy a je nositelem specifické skoficové viné. Dale se tCA vyskytuje
napr. v brusinkach (Velisek & Hajslova, 2009, I.). V pfirodnich produktech se tCA velmi casto

vyskytuje ve formé esterl s glukosou.
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2.4.6. Kyseliny kumarové

Kyseliny para-kumarova, ortho-kumarova a meta-kumarova jsou isomery a hydroxy derivaty tCA.
V prirodé je nejrozsitenéjsi kyselina para-kumarova, béiné se vyskytujici vrostlindach a
jejich plodech. Kyselina ortho-kumarova tvori zaklad struktury kumarinG, kterych v ptirodé

existuje pres 1000 druh( (VeliSek & Hajslova, 2009, II.).

2.5. Metabolomika

Metabolomika je jednim z ,-omics” pFistupl studia organisml. Zkouma celkovy metabolom,
soubor vSech metabolitd Ucastnicich se metabolickych drah na udrovni bunék, tkani nebo
organismud. Metabolity jsou chrakterizovany nizkou molekuldrni hmotnosti, kterd je vétsinou
mensi nez 1 kDa. Latky s velkou molekulovou hmotnosti, coz jsou zejména proteiny, uz jsou
predmétem studia proteomiky nebo dalsich ,-omics” technologii. Stanoveni metabolitd ma
informacni hodnotu vypovidajici o expresi genomu a o stimulech z vnéjsiho prostredi plsobici
na buniky. Metabolomika tedy odrazi aktudlni stav bunky (Musilovd & Glatz, 2011). Celkovy
metabolom dosud nebyl definovan u zadného z organismd, oproti tomu napt. v genomice byl

kompletné identifikovan genom jiz mnoha organismu (Viant et al., 2017).

Metabolity nachazejici se v intraceluldrnim prostfedi zkouma endometabolomika, jejich
rychlou analyzou bez potreby identifikace metabolitl je ,fingerprinting” (otisk prstu). Metabolity
v extraceluldrnim prostfedi se zabyvd exometabolomika, a jejich kompletni analyzou
bez identifikace metabolitli je ,footprinting” (otisk nohy). Identifikaci a kvantifikaci metabolitd,
popf. jejich zapojeni do spole¢né metabolické drahy, zahrnuje metoda ,Metabolite profiling”
(profilovani metabolitl) (Musilovd & Glatz, 2011). Mezi identifikacni metody wvyuZivané
v metabolomice patfi 'H- nebo 3C-nukledrni magnetickd rezonance, plynova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS, Gass Chromatography-Mass Spectrometry), vysokoucinna
kapalinova chromatografie s MS (HPLC-MS, High Performance Ligiud Chromatography-MS),
kapilarni elektroforéza sMS, MS sptimou infuzi vzorku do iontového zdroje, Ramanova
spektrometrie nebo infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci. Metody analyzy
metabolomu miZeme podle pfistupl rozdélit na cilenou a necilenou analyzu (Roberts et al.,

2013).
2.5.1. Cilend a necilena analyza

Cilenou analyzou rozumime kvalitativni a kvantitativni analyzu chemicky a strukturné
charakterizovaného metabolitu (Roberts et al., 2013). Vybranou skupinu metabolitl je tfeba

ze vzorku co nejlépe separovat. Mnoho metabolickych informaci o vzorku je tak z analyzy
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vyfazeno. Necilend analyza je naopak analyza celého metabolomu v komplexnim vzorku. Necilena
analyza tak miZe slouzit jako metoda objektivniho vyzkumu. (Internetovy clanek: Targeting

the untergeted, https://theanalyticalscientist.com/issues/0614/targeting-the-untargeted/).

Pfi necilené analyze metabolomu je navrzen experiment, pfipraven vzorek, z kterého jsou
metabolity vhodnou metodou extrahovany, a ndsledné je vzorek podle svého charakteru
separovan. Metabolity jsou vétSinou semipoldrniho charakteru, proto je vhodna HPLC na reverzni
fazi. Méreni separovanych analytl probihd nejc¢astéji v hmotnostnim spektrometru. Ziskavany
jsou hruba data, ktera je potfeba zpracovat a vyhodnotit. MS/MS spektra a data z chromatogramu
mohou byt zpracovana pomoci programovych nastrojd, existuji napr. MetAlign, MZmine nebo
XCMS, které umoZznuji rozpoznani signald, jejich separaci od pozadi a kvantifikaci (Commisso et al.,
2013). Casto je nutné vyuiit chemometrické techniky zahrnujici vicerozmérnou analyzu
pro redukci velkého objemu ziskanych dat na mensi podskupiny (Roberts at al., 2013). Zméreny
signal, tzv. feature, muze byt porovnan se spektry a daty z databazi jako jsou MassBank, Metlin
nebo MS2T (Commisso et al., 2013). Tyto databdze obsahuji experimentalné zmérena data
nebo pocitaCové generované in silico knihovny spekter (Roberts at al., 2013). Cilem je
feature/metabolit identifikovat nebo anotovat. Vlivem velké diverzity metabolomu se mize
jednat o latku neznamou, kterou lze identifikovat pouze po jeji izolaci v dostateéném mnozstvi.
Pro identifikaci metabolitd byly zavedeny <¢tyfi Urovné (The Metabolomics Society

http://metabolomicssociety.org; Summer et al., 2007):

1) Identifikace (ldentification)

2) Predbézna identifikace (anotace) latky (Putatively annotated compounds) - pro latky
nejsou standardy pro srovnani, anotace je zalozend na fyzikdlné-chemickych
vlastnostech, a na podobnosti spekter s podobnymi latkami z databazi;

3) Predbéina charakterizace strukturnich skupin (Putatively characterized compound
classes) - zaloZzeno na charakteristickych fyzikalné-chemickych vlastnostech nebo
na spektrdlni podobnosti se znamymi latkami z databazi;

4) Neznamé latky (Unknown compounds) — znamy mazZe byt sumarni vzorec.

Pro identifikaci metabolitu ve vzorku je potfeba porovnani s autentickym standardem,
kdy standard a analyzovany metabolit se musi ve dvou nezavislych/orthognalnich veli¢inach,
ziskanych za stejnych experimentdlnich podminek. Nezavislymi veli¢inami minény
napf. hmotnostni spektra a retencni ¢as nebo NMR spektra a retencni ¢as. Dodatecna data
jako jsou selektivni extrakce rozpoustédlem, spektrum fotodiodového pole, pfesnd hmota,
infracervené spektrum nebo isotopické znaceni poskytuji dikaz k identifikaci metabolitu a casto

jsou také nutna pro urceni stereo konfiguraci sloucenin (Summer at al., 2007).
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2.5.2. Princip LC-MS

BéZiné wvyuzivanou separacni technikou pro necilenou i cilenou analyzu je kapalinova
chromatografie (LC). Analyzovany vzorek je nutné prevést do roztoku s kapalnou mobilni fazi,
kterd je pumpovana skrz pevnou staciondrni fazi v koloné. Jedna faze je obvykle hydrofobni
a druhd hydrofilni. Diky rozdilné polarité analytll ve smési dochazi k rlizné silnym interakcim
analytll se staciondrni fazi. Analyty jsou stacionarni fazi v koloné zadrZovany a z kolony jsou
eluovany ve specifickém retencnim c¢ase. Komponenty smési a jejich intenzity jsou detekovany
na detektoru v ¢ase a zaznamenany v chomatogramu (Manz et al., 2015). Pro lepsi ucinnost je

dnes vyuzivana HPLC nebo ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC).

Existuji dva mddy LC, normalni a na reverzni fazi. U normdlni chromatografie jsou kolony
plnény hydrofilnimi, polarnimi materidly (napt. kiemicité castice) a mobilni faze je nepolarni
(napf. hexan). LC na reverzni fazi (RP-LC) ma naopak kolony plnéné hydrofobnimi materialy a
mobilni faze je polarni (napf. smés vody, acetonitrilu a methanolu). RP kolony byvaji plnény
Casticemi s navazanymi uhlovodikovymi fetézci o rGzné délce (napf. C18 - oktadecyl silan; C8 —
oktyl silan), velikost ¢astic je obvykle 3,5-5 pum. RP-LC je pfi metabolomické analyze casto
vyuzivanou technikou pro separaci, jelikoz se metabolity diky své polarni a netékavé povaze dobre
rozpousti v polarni mobilni fazi a v koloné jsou poté zadrzovany podle interakci s hydrofobni
stacionarni fazi (Manz et al., 2015). Kromé kolony je soucasti LC pistové nebo membranové
cerpadlo, smésovaci zafizeni pro mobilni faze a davkovaci zafizeni pro vzorek (Klouda, 2003).

Schéma HPLC je zobrazeno na obrazku 17.

fizeni sloZeni

mobilni faze
— pumpaA
smésovaci . davkovaci
e . cerpadlo "
Zésobnl'kv s zarizeni zarizeni
mobilnimi
fazemi pumpa B
kolona
detektor

Obr. 17 Schéma HPLC, podle Manz et al., 2015 a Klouda, 2003

Separace analytl na LC kolonach je zaloZena na rliznych mechanismech. Kromé RP kolon a

kolon pInénych polarnimi fazemi byly zavedeny také kolony s kationtové vyménnou fazi (SCX,

31



Strong Cation Exchange), kolony zaloZené na hydrofilni interakci (HILIC, Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography) nebo kolony s elektrostaticky odpuzovanymi hydrofilnimi interakcemi
(ERLIC, Electrostatic Repulsion-Hydrofilic Interaction Chromatography) (Choi, 2012). Vybér kolony
ovliviiuje Ucinnost separace, kterd roste s vétsi délkou kolony (25-50 cm) a s mensim prdmérem
kolony (1-2 mm) (Klouda, 2003). Detektory v LC vyuzivaji metod UV-spektroskopie, méreni indexu
lomu, fluorescence, elektrochemické metody a pfedevsim MS (Manz et al., 2015). Pfi LC-MS
rozlisujeme off-line separaci, kdy je mozné provést zvlast separaci a zvlast detekci, a on-line

separaci, ktera je pfimo spojena s MS analyzou (Dvorakova et al., 2014).

Princip hmotnostni spektrometrie je zaloZen na interakci nabitych ¢astic s elektrickym
nebo magnetickym polem ve vakuu. Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj,
hmotnostniho analyzator a detektor. Prvnim krokem je ionizace latek viontovém zdroji
hmotnostniho spektrometru za vzniku molekuldrnich nebo aduktovych iontl, popfipadé u malo
stabilnich latek fragment(. Pti analyze metabolomu se analyty nejcastéji ionizuji elektrosprejem

(ESI) (Friedecky & Lemr, 2012). Princip ESI je uveden na obrazku 18.

vstup do MS

hrot kapilary
A @ +++
i odparovani odparovani 2%
e 8 @ . @ L
2K @ o oo e

Vzdroj
napéti

Obr. 18 Mechanismus elektrospereje: vznik nabojl v kapilare
vlivem vysokého napéti, odparovani kapek a zmensovani jejich
povrchu vlivem odparovani rozpoustédla, uvolfiovani plynného
nabitého vzorku, pfevzato z Dvorackova et al., 2014

ESI Fadime mezi mékké ionizacni techniky, protoze pfi ionizaci vétsiny latek nedochazi
k jejich fragmentaci. ESI ma proti ostatnim ionizacnim technikdm témér univerzalni vyufZiti.
Pracuje za atmosférického tlaku, je vhodna pro ionizaci latek stfedné poldrnich az iont( a ionizuje
velké i malé molekuly (Friedecky & Lemr, 2012). Kionizaci analytu dochazi aplikaci vysokého
napéti (1-5 kV) mezi kapildrou a protielektrodou. Prltok mobilni faze kapilarou je
obvykle 1 - 200 pl/min. V kapaliné se vlivem vysokého napéti tvofi naboje. Ve vystupu kapilary

se kapalina formuje do tvaru Taylorova kuZele (Obr. 18). Z vrcholu kuZele se uvoliuji aerosol s

32



naboji, kdy se kapky postupné rozpadaji na mensi kapicky. Vlivem odparovani rozpoustédla
se povrch kapek zmensuje, hustota ndboje a elektrického pole na povrchu se zvysuje. Elektrosprej
se tvofi pfi prekroceni povrchové hustoty ndboje dané Rayleighovym limitem, kdy se nabité

kapicky se rozpadaji na molekularni ionty v plynné fazi (Hoffman & Stroobant, 2007).

Pro nepolarni latky je vhodnéjsi elektronova ionizace (El), coZ je tvrda ionizacni technika
vedouci k hojné fragmentaci molekul. Kombinuje se s GC-MS. Dalsi technikou ionizace je chemicka
ionizace (Cl), coz je mékka ionizacni technika a pracuje stejné jako El ve vakuu. Pfi Cl je ionizovan
reakéni plyn, napf. methan, amoniak, ktery poté reaguje s analytem za vzniku molekuldrnich
iontd. Byla vyvinuta také Cl pracujici za atmosférického tlaku (APCI), kdy je primarné ionizovan
reakéni plyn vybojovou jehlou (Hoffman & Stroobant, 2007). Mezi mékké ionizacni techniky patfi
i MALDI, vyuZiva se hlavné pro analyzu peptid( a proteind. Pfi MALDI dochazi k absorpci energie
laseru matrici s analytem, desorpci matrice s analytem a ionizaci matrice, kterd predava ndaboj
analytu (Friedecky & Lemr, 2012). Dalsi ionizacni techniky jsou napf. bombardovani rychlymi

atomy (FAB) nebo fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) (Manz et al., 2015).

Hmotnostni analyzatory jsou zaloZeny na rlznych fyzikalnich principech, vsechny vsak
pracuji zavysokého vakua. Podstatou je separace iontd podle jejich hodnoty m/z
(hmotnost/naboj) (Dvorakova et al.,, 2014). V analyzatorech doby letu (TOF, Time Of Flight)
dochazi k separaci iontd pfi priletu drahy mezi zdrojem a detektorem. lonty maji kazdy jinou
dobu letu, podle které je vypocétena hodnota m/z. Rozliseni TOF analyzator( muze byt vylepseno
zarazenim reflektronu (iontového zrcadla), které otaci smér letu iontd o 180° a prodluZuje
tak drahu letu, kterd se projevi lepsim rozliSenim s uzSimi piky v chromatogramu. Analyzatory
linedrni nebo sférickd iontovad past, elektrostatickd iontova past (orbitrap) nebo iontova
cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) pracuji na principu zachycovani iont(
v cele, kde jsou separovany podle rezonancni frekvence. Kvadrupdl separuje a vysild ionty o urcité
m/z k detektoru. lonty se pohybuji po stabilni trajektorii podélné uprostied mezi ¢tyfmi tyCemi,
na které je vloZzeno stejnosmérné nebo stfidavé napéti a polarita dvou protéjsich tyci se sttida
s danou frekvenci. lonty se vlivem stfidani napéti pohybuji po trajektorii k detektoru a ionty
s nestabilni trajektorii na detektor nedoleti (Friedecky & Lemr, 2012; Dvorakova et al., 2014;
Holcapek et al., 2012). Detektor mlze byt napf. elektronovy nasobic, ktery je bud ve formé sady
dynod nebo kontinualniho dynodového elektronového nasobi¢e (channeltron). V FT-ICR nebo
orbitrapu jsou ionty detekovany v analyzatoru pfi dopadu na elektrody, kdy je indukovan proud,

jehoz velikost je prevedena flourierovou transformaci na intenzitu (Friedecky & Lemr, 2012).

Pro identifikaci molekularnich iontl v metabolomické analyze jsou potfebna fragmentacni

MS/MS (také MS?) spektra generovana pfi tandemové MS. Vtandemovém uspofadani se
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kombinuji alespoi dva hmotnostni analyzatory, kde na prvnianalyzator navazuje disociacni
proces zpusobujici fragmentaci (Hoffman & Stroobant, 2007). Usporadani v tandemové MS jsou
napf. dva kvadrupdly (QgQ) nebo kvadrupdl a priletovy analyzator (QqTOF) (Dvorackova et al.,
2014).

ionizace prvni hmotnostni kolizni cela druhy hmotnostni
analyzator analyzator

i@. S A@ -
—> —=> 03092 > 0 0g®
& - el a®

B OTe

C
izolace iontu A vznik fragment analyza fragmentl
mz mz
hmotnostni spektrum fragmentaéni spektrum

Obr. 19 Schéma tandemové hmotnostni spektrometre, pfevzato z Dvorackova et al., 2014

Na obrazku 19 je zobrazeno schéma principu tandemového hmotnostniho spektrometru,
ktery mUzZe predstavovat napf. QqTOF. V prvnim hmotnostnim analyzatoru je selektovan jeden
molekuldrni ion. Za prvnim hmotnostnim analyzatorem je zatazen dalsi analyzator, ktery je kolizni
celou, kde dochazi ke kolizi indukované disociaci prekurzorovych iontl (Manz et al.,, 2015).
Selektovanym prekurzorovym iontdim je dodana kolizni energie (10-60 eV), coz zpUsobi srazky
urychlenych iontQ s koliznim plynem, nejcastéji argonem, a vznik produktovych iontd, které jsou
analyzovany druhym analyzdtorem. Podle fragmentacnich spekter pak mizeme molekulu
identifikovat. Fragmentacni spektrum molekuly se muzZe liSit podle pouZité kolizni energie

(Dvorackova et al., 2014; Hoffman & Stroobant, 2007; Manz et al., 2015).

Produkce fragmentacnich spekter je spojena s nastavenim ziskavani dat. Sbér dat mize
byt nastaven na DDA (Data Dependent Acquisition) nebo DIA (Data Independent Acquisition)
mad. Pfi DDA dochdzi k detekci molekularnich iontl v prvnim analyzatoru, poté jsou vybrané
nejintenzivnéjsi prekurzorové ionty fragmentovany. V dalSim hmotnostnim analyzatoru jsou
detekovany produktové ionty vybranych prekurzorovych iontd. Pfi DIA metodé jsou detekovany

vSechny ionty vstupujiciho do hmotnostniho spektrometru (Liebler, 2004).
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3. Experimentalni cast

3.1. Rostlinny material

Oves sety (Avena sativa) - seminka (nemorena), od Seva-SEED (Olomouc, Czech republic)
3.2. Chemikalie

Jako prekurzory byly pouzity kyseliny benzoova (BA), trans-skoficova (tCA) (obé Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), [2,3,4,5,6-2Hs] BA, [ring-13C¢] tCA (ob& Cambridge Isotope Laboratories, Inc.,
Tewksbury, USA) a zosterova (ziskana darem od prof. dr. Rona Wevera z Van 't Hoff Institute
for Molecular Sciences, Universiteit van Amsterdam). Pro pfipravu mobilnich fazi byly pouzity
kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 299,9% acetonitril pro LC-MS (LiChrosolv,
Merck, Darmstadt, Germany) a 299,9% methanol (LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Germany).
Semenacky byly homogenizovany kapalnym dusikem (Linde, Munich, Germany). Jako lockspray

slouzil leucin-enkefalin o koncentraci 5 ng/ul (Waters, Milford, USA).
3.3. Priprava extrakt( ovsa setého na UHPLC-MS

3.3.1. Péstovani a oSetreni rostlin prekurzory

Seminka ovsa setého (Avena sativa) byla péstovana na Petriho miskdch, na které byla umisténa
bunicina tak, aby pokryvala cely povrch misky. Na bunicinu bylo rozmisténo cca 7 seminek a
pfidano 10 ml kohoutkové vody. Misky pfiklopené vickem byly umistény na denni svétlo, teplota
byla nastavena na 23 °C. Po48 h byla seminka oSetfena prekurzory. Nejprve byla seminka
pfenesena na nové Petriho misky s bunic¢inou a k seminkiim bylo pfidano 5 ml 600 uM roztoku
vybraného prekurzoru v destilované vodé. Pouzité prekurzory byly BA, tCA, deuterii znacend
[2,3,4,5,6-*Hs] BA nebo najadfe znalend [ring-3Cs] tCA. Do jedné Petriho misky bylo
napipetovano 5 ml destilované vody (kontrola). Misky byly priklopeny vicky, oblepeny parafilmem,
aby bylo zamezeno ztratam vlhkosti, a umistény na denni svétlo. Teplota byla nastavena na 23 °C.
Doba pusobeni prekurzor(i byla 72 h. Na obrazku 20 jsou vyfoceny pétidenni rostliny ovsa pred
sklizenim. Po 72 h byly do mikrozkumavek sklizeny rostlinné orgény (cca 100 mg), zvlast kofeny a
zvlast nadzemni ¢asti — délozni listky (cotyledon). V tabulce 3 jsou zaznamenany navazky vzorkd
(Analytické vahy Pioneer PA214C, Ohaus, Parsippany, USA). NavaZeny rostlinny material byl pred

dalsi manipulaci uskladnén v - 80 °C.
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Obr. 20 Pétidenni rostliny ovsa setého po 72 h inkubaci s prekurzorovymi l[atkami

Tab. 3 Navazky sklizeného rostlinného materialu ovsa setého z péti vzorkd na Petriho miskach,
po 72 h pusobeni prekurzorovych latek

Prekurzor BA [2,3,4,5,6-*Hs] BA tCA [ring-13Cs] tCA  Kontrola

Sklizeny material -
. 92.4 91.0 96.9 63.9 79.1
kofeny [mg]

Sklizeny material —
“i v s 1335 114.4 135.5 111.5 112.9
délozni listky [mg]

3.3.2. Extrakce

Schéma extrakce je zobrazeno na obrazku 21. Do mikrozkumavek obsahujici rostlinny material byl
pridan 1 ml extrakéniho cinidla (80% methanol a 0,1% kyselina mravenci). Vzorky byly 10 min
homogenizovany na kulovém oscilacnim mlynu Verder MM 400 (Retsch, Haan, Germany)
s kovovymi kulickami pfti frekvenci 27 Hz, a nasledné 10 min sonifikovany na ultrazvukové lazni
(VWR International, Radnor, USA). Extrakty byly centrifugovany na centrifuze 5424 (Eppendorf,
Hamburg, Germany) pti 20238 g po dobu 10 min. Supernatanty byly odpafeny na dusikové
odparce TurboVap LV (Caliper LifeScience, Hopkinton, USA)) a odparky byly nasledné rozpustény
v 20% methanolu s 0,1% kyselinou mravenci tak, aby koncentrace extraktu byla 100 mg/ml. 200 ul
extraktu bylo zfiltrovdno na membranovém 0,2 um mikrofiltru Micro Spin Filter (Ciro
Manufacturing Corp., Deerfield Beach, USA) zrecyklované celulézy pomoci centrifugy 5424
(Eppendorf) pfi 4136 g po dobu 5 min. Filtraty byly preneseny do vialek pro UHPLC-MS/MS

analyzu.
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‘ PFiprava extraktii ovsa setého pro MS
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Extrakce Sklizeni 72 h inkorporace
80% MetOH + 0,1% HCOOH (] (astiofenvaziast ) prekurzor( do

R . ) . nadzemni cast) e
(Kulovy mlyn 10 min, 27 Hz; vortex; ultrazvuk metabolit(l
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o +0,1% HCOOH :> UHPLC-ESI-MS/MS
ha dusikove odparce = koncentrace 100 mg/ml

Obr. 21 Schéma ptipravy extraktl ovsa setého (Avena sativa) pro analyzu UHPLC-ESI-MS/MS

3.4. UHPLC-MS/MS

Extrakty byly separovany na reverzni fazi na koloné Acquity UPLC BEH C18 1,7 um (Waters,
Milford, USA), rozméry kolony byly 150 x 2,1 mm. Systém UHPLC byl slozen PDA detektoru
(Acquity Ultra Performance), Sample manageru (FTN Acquity UPLC) a pump (Quaternary Solvent
manager Acquity UPLC Class H) (vSe Waters). Teplota kolony byla nastavena na 30 °C. Teplota
vzorkd v Sample Manageru byla nastavena na 4 °C. Nastfikovy objem vzorku byl 5 pl. PouZity byly
mobilni faze 299,9% acetonitril (A) a 5 mM kyselina mravenci v deionizované vodé (B).
Deionizovana voda byla pfipravena v pfistroji Simplicity 185 (Millipore Corp., Billerica, USA).

Gradient sloZeni mobilnich fazi je zaznamenan v tabulce 4.

Tab. 4 Gradient sloZeni mobilnich fazi A (acetonitril) a B (5 mM kyselina mravendi)

Cas (min) Pritok (ml/min) Obsah A (%) Obsah B (%)
0 0.25 5 95
0.1 0.25 5 95
1 0.25 10 90
12 0.25 35 65
17 0.25 70 30
17.5 0.25 100 0
19 0.25 100 0
19.5 0.25 5 95
22 0.25 5 95
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Detekce separovanych analytd probihala na hmotnostnim spektrometru Synapt G2-Si (Waters).
Jako iontovy zdroj slouZil ESI a analyzatory byly kvadrupdl a TOF v tandemovém usporadani
(QqTOF). Méfeni vzorkd probéhlo v pozitivhim i negativnim maddu. Jako zmlZujici plyn a plyn
na vstupni $térbiné byl pouzit dusik. Jako lockspray byl pouzit leucin-enkefalin (5 ng/ul). Dalsi
parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru jsou vypsdny v tabulce 5. Sbér dat probihal
v DDA (Data Dependent Acquisition) reZimu, kolizni energie pfi MS? byla 20 eV. Data byla

zaznamenavana ve formatu centroid. Celkova doba analyzy jednoho vzorku byla 22 min.

Tab. 5 Nastaveni parametrli hmotnostniho spektrometru pfi detekci

Parametr Nastaveni
Rozsah mérenych hmotnosti 50-1500 Da
Kapilarni napéti 2 kv
Teplota iontového zdroje 120 °C
Cone voltage 15V
Desolvataéni teplota 500 °C
Pratok cone gas 301/h
Pratok desolvatacniho plynu 600 I/h

3.5. Vyhodnoceni dat

Automatickd metabolomicka analyza surovych dat byla provedena pomoci programu vyvinutého
v Laboratofi Rlstovych Regulatort (UP, Olomouc). Pro ucely necileného vyhledavani metabolitl
s pozménénym izotopovym profilem byly srovnany plochy features v rostlinach oSetfenych
izotopové znacenymi a neznaCenymi prekurzory. Srovnani spolivalo ve vybéru features,
které vykazuji minimdlné 300 ndsobny rozdil a maximalni plochu >5000. Vybrana data byla

dale manualné vyhodnocena v programu MassLynx, ver. 4.0 (Micromass, Manchester, UK).
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4. Vysledky

Predmétem této bakaladfské prace bylo studium biosyntézy a metabolismu benzoovych kyselin
v rostlindch pomoci izotopové znacenych prekurzor(l. Jako prekurzory byly vybrany latky,

u kterych se predpokladad, Ze jsou zapojeny v biosyntéze benzoovych/skoficovych kyselin.
4.1. Detekce benzoovych a skoricovych kyselin v ovsu setém

V kontrolnich rostlindch ovsa setého byla cilené zjistovana pfitomnost vybranych benzoovych a
skoficovych kyselin. Analyza byla provedena v negativnim ioniza¢nim mddu, v chromatogramech
byly vyhledavany nasledujici kyseliny a jejich derivaty: BA (m/z 121), SA (m/z 137), dihydroxy-BA
(m/z 153) a kyseliny vanilova (m/z 167) a gallovd (m/z 179). V dalsim kroku byly stejnym
zpUsobem analyzovany skoficové kyseliny v ovsu: CA (m/z 147), kyseliny kumarovad (m/z 163),
kavova (m/z 179), ferulovd (m/z 193) a sinapovd (m/z 223). U vsech detekovanych m/z
benzoovych a skoficovych kyselin Slo pouze o fragmenty molekuldrnich iontl. Benzoové a
skoficové kyseliny se vovsu volné nevyskytovaly. Kyseliny byly ve formé konjugatd s jinymi
latkami. Celkem bylo v kofenech a déloznich listcich ovsa setého detekovano 5 metaboliti

odvozenych od BA a tCA, které jsou shrnuty v tabulce 6.

Tab. 6 Kyseliny benzoové, skoficové a jejich derivaty detekované v negativnim ionizaénim maddu
v koreni a délozZnich listcich kontrolnich rostlin ovsa setého (Avena sativa).

benzoova/skoficova kyselina

(nebo jejich derivat) m/z RT (min) Cast rostliny
benzoyl malat 237 9.06 kofen
hexosylester kyseliny benzoové 283 6.68 kofen
hexosid/hexosylester kyseliny vanilové 329 3.73 déloini listky, kofen
kyselina hydroxy,sufooxy-benzoova 217 4.3 délozni listky
kyselina zosterova* 243 6.03 délozni listky, kofen

Até? 4-(sulfooxy)-trans-skoficova, identifikace kyseliny je v kapitole 1.2.2.

4.2. Studium inkorporace

4.2.1. Detekce metaboliti s pozménénym izotopovym profilem

Pro detekci metabolitl s pozménénym izotopovym profilem byly aplikovany dvé strategie. Prvni

vyuzivala cilené posouzeni izotopovych profilli u benzoovych/skoficovych kyselin detekovanych
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v kontrolnich rostlindch ovsa. Druha strategie vyuZivala srovnani ploch vSech features

detekovanych v rostlindch oSetfenych znacenym vs. neznacenym prekurzorem.
a) Cilenda analyza

Byly vyhledavany derivaty benzoovych a skoficovych kyselin, které byly detekovany v kontrolnich
rostlindch (Tab. 6), a u téchto metabolitd bylo dale pomoci diferen¢ni analyzy zjistovano, zda
metabolity obsahuji inkorporovany prekurzor. Nejprve byly v chromatogramech s neznacenymi
metabolity byly vyhleddavany m/z metaboliti benzoovych/skoficovych kyselin a nasledné byly
v chromatogramech s pfidanou [2,3,4,5,6-2Hs] BA vyhledavany odpovidajici m/z + x, kde x € (1; 5).
U rostlin o3etfenych [ring-13Cs] tCA byly hleddny metabolity skoficovych kyselin m/z + 6. V ovsu
bylo cilenou analyzou detekovano 5 metabolitd sinkorporovanymi prekurzory, a to pouze
v kofenech ovsa. Byly hledany také dal$i m/z béznych derivatli benzoovych/skoficovych kyselin
jako v predeslé kapitole, které vSak nebyly detekovany v kontrolni rostliné. To vedlo k detekci
dvou novych metabolitd, a to derivatu kyseliny benzoové (m/z 371, ES-) a hexosidu/hexosylesteru
kyseliny ferulové (m/z 355, ES-), u kterych také doslo k inkorporaci prekurzor. Metabolity jsou
zaznamenané v tabulce 7. VSechny metabolity byly detekovany také pfti necilené analyze a jsou

zminény v nasledujici kapitole v tabulkach 9 a 10.

Tab. 7 Metabolity, u kterych byla detekovana inkorporace kyseliny benzoové (600 uM) nebo
kyseliny trans-skoficové (600 uM) v koreni ovsa setého (Avena sativa) pomoci cilené analyzy.
Detekovany byly v negativnim mdodu (ES-). Hodnoty m/z odpovidaji molekularnimu iontu [M-H]".

m/z RT (min) Prekurzor Anotace

371 6.93 BA derivat kyseliny benzoové (CisH20010)
237 9.4 BA benzoyl malat

283 6.72 tCA hexosylester kyseliny benzoové
329 3.64 tCA hexosid/hexosylester kyseliny vanilové
355 6.44 tCA hexosid/hexosylester kyseliny ferulové

b) Necilena analyza

Celkovy pocet detekovanych features v obou ionizacnich mddech byl 55 546 v korenech i
nadzemni Casti. Metabolity, u kterych pravdépodobné doslo kinkorporaci celé nebo casti

prekurzorové molekuly byly vybrany na zakladé rozdilG v plochach features detekovanych
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v rostlinach oSetfenych znacenym a neznacenym prekurzorem. ProtozZe signifikantné rozdilnych
features byly fadové stovky, byla stanovena dalsi podminka véetné minimalné 300-nasobného
rozdilu v plochach a minimalni plocha > 5000. Tento seznam kandidatd obsahoval < 100 polozek a
byl dale manualné vyhodnocen. PredevSim bylo potfeba potvrdit, Ze skutecné dochazi
k inkorporaci vyhodnocenim izotopovych profili metabolitl v rostlinach osetfenych znaéenym a
neznacenym prekurzorem. Pfiblizné 5 % kandidatd bylo vyrazeno, protoZe nebyla potvrzena
inkorporace. DalsSim krokem byla redukce dimensionality v datech seskupenim vsech features
pochazejicich z jednoho metabolitu. Tim doslo k redukci poctu kandidatd na pfiblizné 60 %.
Tabulka 1 obsahuje seznam metabolitl, u kterych doslo k inkorporaci prekurzort, detekovanych
v pozitivnim ionizaénim médu v kofeni ovsa setého. VSechny metabolity detekované v ES+ jsou
vypsany v tabulce 8. S vyjimkou m/z 606.1639 byly tyto metabolity detekované v obou ionizaénich
modech. Metabolity detekované v ES- jsou vypsany vtabulkdich 9 a 10 (metabolity

s inkorporovanou BA v Tab. 9; metabolity s inkorporovanou tCA v Tab. 10).

Tab. 8 Metabolity, u kterych byla detekovana inkorporace kyseliny benzoové (600 uM) nebo
kyseliny trans-skoficové (600 uM) v koreni ovsa setého, ionizace analytd v pozitivnim maddu (ES+).
Hodnoty m/z odpovidaji molekuldrnimu iontu [M+H]* pokud neni uvedeno jinak.

a B RT Fragmenty  Fragmenty
m/z ppm® Vzorec (min) Anotace Prekurzor v MS? v MS?

429.1393¢ VAt kvseli
[IVI9-H§(9)3])' 09  CiHuOn 5.9 deEZﬁioZizény BA 267 105,267,193
429.1392¢ derivat kyseli
(Mt2op 05 CwHuOu 598 eg;zzoziz liny BA >67 105, 267,193
547.1448F 07 CoetlO 57 hexosylrhamnosyl- {CA 193 )
[M-Hex+H]* ' 2eT2es ' scopoletin®

derivat kyseliny

308.1971 -1 Ci6H2sN3Os  5.16 v D
skoticové

tCA 147 204, 147

193, 131,

) - . b
606.1639 1  C8H3iNO1S 9.91 derivat scopoletinu tCA 113 275, 414, 378

Aodchylka naméfené hmoty m/z od teoretické hmoty sumarniho vzorce m/z

B Sumarni vzorec neutrdlnim molekuly metabolitu (v nenabitém stavu)

¢[M-H20] (molekuldrni ion po odtépeni vody), prekurzorovy iont m/z 447 nebyl v ES+ detekovén

P predbéZnd charakterizace strukturni skupiny metabolitu

E[M-Hex+H]* (molekularni ion po od$tépeni hexosy), prekurzorovy ion m/z 709 nebyl v ES+ detekovan
FpiedbéZnd identifikace metabolitu; detekovan jako fragment po ztraté hexosy
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Tab. 9 Metabolity, u kterych byla detekovana inkorporace kyseliny benzoové (600 uM) v kofeni

ovsa setého, ionizace analyt( v negativnim maddu (ES-). Hodnoty m/z odpovidaji molekularnimu

iontu [M+H]".
RT MS!: Fragmenty; Fragmenty v
A AV B A !
m/z ppm zorec (min) notace adukty; dimery ms?
237.0408¢ 3.8 C11H100s 9.08 benzoyl malat® 121 121
hexosylester kyselin 121;
283.0819 0.4  CuHiO7  6.72 genzoovg@ Y 329 [M+HCOOH-H]; 121,175,214
319 [M+CIT-
derivat kyseliny 305; 121,125, 305,
427.1242 0.5 Ci9H24011  9.62 benzoovét 855 [M+M-HJ 409
305, 427,
derivat hexosylesteru 635 [M+HCOOH-H]; 427,305, 121
.1764F -0. H .34 ! ! ! !
>83.176 0.8 CasH3O1 8.3 kyseliny benzoovét 625 [M+CIT; 161
1179 [M+M-H]
V4t kvseli
371.0981° 0.8  CiH20010 6.5 derivat kyseliny 746 [M+M-H] 249, 121
benzoové
derivat kyseliny .
413.1453 1.2 Ci9H26011  9.38 E 827 [M+M-H] 269, 161
benzoové
derivat kyselin 413 [M-Hex-H, -
575.1978 0.3  CysHO1s 8.07 benZOZVéE y 621 [M+HCOOH-HJ,
611, 1151 [M+M-H]
. . 121, 179, 283, 351;
4451353 1.6  CisHxOn 6.9 deg:ztzxfs;”y 491 [M+HCOOH-H]; 12 ;g; 175,
481 [M+CI]
derivat kyselin 121,179, 283, 351;
445.135 0.9  CiH26013 6.76 benzoZvéE y 491 [M+HCOOH-HJ; 121
481 [M+CIT
445.1346 0 CioH2O1  5.62 derivat kyseliny 323, 145, 545; 121, 125, 161,

benzoovét

491 [M+HCOOH-H]

400

Aodchylka naméfené hmoty m/z od teoretické hmoty sumarniho vzorce m/z

B Sumarni vzorec neutrdlnim molekuly metabolitu (v nenabitém stavu)

Cbenzoylmalat byl detekovan také v nadzemni ¢asti ovsa (v déloZnich listcich)

P ptedbéind identifikace metabolitu

EpfedbéZnd charakterizace strukturni skupiny metabolitu

Fm/z 589.1764 obsahuje hexosu a fragment 305, které jsou obé navdzané na BA;

Sfragment m/z 249 by podle databaze Yeast Genome mohla byt 4,6-pyruvylated galaktose
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Tab. 10 Metabolity, u kterych byla detekovana inkorporace kyseliny trans-skoficové (600 uM)
v kofeni ovsa setého, ionizace analytd v negativhim mddu (ES-). Hodnoty m/z odpovidaji
molekularnimu iontu [M+H]".

RT MS*: Fragmenty v
m/z Appm?  Vzorec® . Anotace Fragmenty; & 5 v
(min) . MsS
adukty; dimery
hexosid/hexosylester 179, 161; 161, 179, 139,
41.0878 1. CisH 4.8
341.08 > 15H1209 ? kyseliny kdvové® 683 [M+M-H]- 203

derivat
503.1408 1.4 C21H28014 45 hexosidu/hexosylesteru
kyseliny kdvové®

197;

1007 [M+M-H]- 341,179, 161,

hexosid/hexosylester 145;
325.0932 2.8 CisH180s 5.94 kyseliny kumarovec 651 [M+M-H]- 145, 163
hexosid/hexosylester 175, 160;
355.1033 1.1  CiH200s  6.46 kyseliny feruloves 711 MM 175 160,217
193: 193,134, 117,
367.103° 0.3 C17H2009 5.85  derivat kyseliny ferulové® ’ 173, 149, 265,
735 [M+M-H]-
325
- hexosylrhamnosyl- 191, 399, 176,
707.1814 Ca6H26013  5.76 scopoletint 161, 545 191,176
L . v 119, 173, 217,
306.1818 0 Ci6H2sN30s  5.16  derivat kyseliny skoFicové® 147

288

A odchylka naméfené hmoty m/z od teoretické hmoty sumarniho vzorce m/z

B Sumarni vzorec neutrdinim molekuly metabolitu (v nenabitém stavu)

C pfedbéZna charakterizace strukturni skupiny metabolitu

P pravdépodobné kyselina ferulovd (C10H1004) konjugovana s kyselinou chinovou (C7H1206)
E pfedbéZnd identifikace metabolitu

4.2.2. Anotace a identifikace metabolitu

Molekularni ionty, které jsou vypsany v tabulkdch predeslé kapitole, byly uréeny na zakladé
chromatogram( a MS?, pfipadné MS?, spekter. Strukturni charakterizace téchto detekovanych
molekuldrnich iontd byla zaloZena na srovnani MS? spekter a sumdrnich vzorcd metabolitd
sonline databazemi (napf. Metlin). Kromé srovnani s databazemi byly hodnoceny rozdily
mezi produktovymi ionty, které odpovidaly typicky neutrdinim ztrdtdm: hexosa (-162), pentosa
(-142), voda (-18) apod. Dalsim nastrojem pro stanoveni struktury bylo uréovani sumarnich vzorcl
na zakladé pfesné hmoty a pfirozeného izotopového profilu. Kombinace elementarniho sloZeni a
MS? spekter byla porovndvand s MS databazemi za Uéelem predbéiné anotace metabolit(.
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Vybrana spektra detekovanych molekuldrnich iontl z tabulek 8 - 10 jsou popsany nize v této
kapitole. Na fragmentacnich spektrech je zaznamenan postup identifikace nebo predbéiné
identifikace (anotace) metabolitd. Jsou zde popsdna MS! spektra, na kterych je znazornéno,
jak byly rozpoznavany molekuldrni ionty. V MS! spektrech jsou ukazany typické adukty nebo
dimery, které se tvofi viontovém zdroji. Detekce dimer( nebo aduktld molekuldrniho iontu je
Casto jedinou moznosti uréeni molekularniho iontu. V negativnim mddu (ES-) tvofi molekuldrni ion
Casto adukty s kyselinou mravenci [M+HCOOH-H]" nebo s chlérem [M+Cl]". V pozitivnim mddu
se vyskytuji adukty molekuldarniho iontu se sodikem [M+Na]* a draslikem [M+K]*, a
také se z molekuldrniho iontu odstépuje molekula vody [M-H,O+H]*; napf. derivat kyseliny

benzoové (MW 446), kde zcela chybi molekularni ion (Obr. 27A).

Benzoyl malat (m/z 237)

Z fragmentacnich spekter na obrazku 22 je patrné, Ze molekularni ion m/z 237 (Obr. 22A)
strukturné odpovidd molekularnimu iontu m/z 242 (Obr. 22B), jejich izotopovy pofil je vsak
pozménény. Metabolit byl pfedbéiné charakterizovdn jako malat kyseliny benzoové. Malat je
konjugovan na karboxylové skupiné BA. Fragment maldtu ve spektrech [A] a [B] predstavuje pik
115. Piky 121 a 126 rozdilem 5 Da predstavuji neznadenou a deuterii znacenou BA, kdy je 5
deuterii navazano na uhlicich C2 az C6. Rozdil 5 Da je patrny také u pik( 77 [A] a 82 [B], cozZ jsou
fragmenty BA po odstépeni karboxylové skupiny. Malat je ke karboxylu BA vazan esterovou

vazbou pres hydroxyl na uhliku C2 podobné, jako je malat vazan napf. v latce sinapoyl-(S)-malat.

Oves kofen RT 9.040 min  TOF MS? ES-

- 121 A 126
Prekurzor m/z 242
[A] % Prekurzor m/z 237 [B] %
77 82
159
115 | . 115 |127
070780 90 100 110 120 70 80 90 100 110 120 130
m/z m/z

Obr. 22 [A] Fragmentacni spektrum molekularniho iontu m/z 237 detekovaného
v kofeni a v nadzemni ¢éasti ovsa setého po oSetieni 600 uM BA. [B] Fragmentacni
spektrum molekularniho iontu m/z 242 detekovaného v kofeni a v nadzemni ¢asti ovsa
po osetfeni 600 uM [2,3,4,5,6-2Hs] BA. Retenéni ¢as (RT) detekce byl 9.04 min. Kolizni
energie pfi fragmentaci byla 20 eV.
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Hexosylester kyseliny benzoové (m/z 283)

Na obrazku 23 je zobrazeno MS? spektrum hexosylesteru kyseliny benzoové. Ve spektru lze vidét
adukt molekuldrniho iontu s kyselinou mravenéi [M+HCOOH-H]" s m/z 329. Adukt s chlorem
[M+CI-H]" s m/z 319 byl ve spektru pfitomen také, ale s mensi relativni intenzitou, proto neni
zobrazen. Na zakladé pritomnosti aduktl je potvrzeno, Ze m/z 283 je molekularni ion. DalSim
dikazem, Ze se jedna o molekuladrni ion, je dimer [2M-H] s m/z 567. Fragment BA odpovida

m/z 121, kde u molekuldrniho iontu doslo k neutralni ztraté 162 Da, coz je ztrata hexosy.

Oves kofen RT 6.75 min TOF MS' ES-
100 121 [M-Hex-H]

283 [M-HJ
329 [M+HCOOH-HJ

% 461

207

[2M-HJ
89 L , 567

0 1 i 24l m/z
100 200 300 400 500

Obr. 23 Uréeni molekularni iontu z MS? spektra vzorku kofene
ovsa setého po osetfeni 600 uM BA. Molekuldrni ion je
m/z 283 [M-H], predbéziné byl identifikovan jako hexosylester
kyseliny benzoové. Detekce v RT 6.75 min.
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Na obrazku 24 jsou zaznamenana fragmentacni spektra molekularnich iontl s m/z 283 a
s m/z 288. Jedna se o jeden metabolit, ktery vSak ma v rostliné s deuterii znaéenou BA o 5 Da vétsi
hmotnost. V MS? spektrech Ize vidét neutralni ztraty 162 Da odpovidajici hexose. Hexosa je zjevné
navazana pres karboxyl (hexosylester), coZ je potvrzeno rozdilem 5 Da mezi znaenym a
neznacenym metabolitem. Fragmenty m/z 121 [A] a m/z 126 [B] odpovidaji BA a deuterii znacené
BA. Po odstépeni COOH skupin vznikly fragmenty m/z 77 [A] a m/z 82 [B] odpovidaji benzenu.
Na obrazku 4 je moZna struktura metabolitu m/z 283. Podle presné zmérené hmoty 283,0819 Da,
programem vygenerovaného sumarniho vzorce Ci3H1607 s odchylkou hmoty 0,4 ppm od (Tab. 1) a
podle fragmentacniho spektra byl metabolit predbéiné identifikovdn jako hexosylester BA.
Hexosa je s velkou pravdépodobnosti v rostlinach bézné se vyskytujici glukdza. Strukturni vzorec

glukosylesteru BA je na obrazku 25.

Oves kofen RT 6.68 min TOF MS? ES-

100 121 [M-Hex-H] — 126 [M-Hex-H]
Prekurzor m/z 283 Prekurzor m/z 288
[A] % [B] %
77 82
[M-HT
122 283
b m/z m/z
60 100 140 180 220 260 ¢ 80 120 160

Obr. 24 [A] Fragmentaéni spektrum molekuldrniho iontu m/z 283 detekovaného
v koreni ovsa po oSetfeni 600 uM BA. [B] Fragmentacni spektrum molekuldrniho iontu
m/z 288 detekovaného v koFeni ovsa po osetfeni 600 uM [2,3,4,5,6-Hs] BA. Detekce
v RT 6.68 min. Kolizni energie pfi fragmentaci byla 20 eV.

OH
HO Q
HO o
OH

Obr. 25 Benzoyl-R-D-glukosid
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Derivat hexosylesteru kyseliny benzoové (m/z 589)

Na obrazku 26 jsou zobrazena fragmentacni spektra molekularnich iontll m/z 589 a m/z 594.

Jedna se o nezndmy metabolit, do kterého byla inkorporovdana BA. Fragment BA
ve fragmentacnich spektrech obou m/z je zastoupen piky 121 na obrazku 26A a pikem 126
s deuterii zna¢enym jadrem na obrazku 26B. Latka obsahuje také hexosu, jejiz neutrdlni ztrata 162
Da je patrna na rozdilu mezi m/z 589 a m/z 427. Po odstépeni hexosy a BA z m/z 589 z(stava
fragment m/z 305, jehoZ struktura neni zndmda. Pro fragment m/z 305 byl stanoven sumarni

vzorec molekuly C1oH1507. Pfesné zmérend hmota iontu m/z 305 je rovna 305,0873 Da.

Oves Kofen, RT 8.2 min TOF MS? ES-

427 [M-Hex-H] 432 [M-Hex-HJ
100 . 100
H D o
OH Prekurzor D Prekurzor
m/z 589 o m/z 594
D D
121 5
593
[A] % 161 305 B] %{ 126
161 305
593
m/. L
O %100 200 300 400 500 600 700" O %00 S55* 500 455 200 8057542

Obr. 26 [A] Fragmentacni spektrum molekuldrniho iontu m/z 589 detekovaného v koreni
ovsa po osSetfeni 600 uM BA. [B] Fragmentacni spektrum molekularniho iontu m/z 594
detekovaného v kofeni ovsa po o3etfeni 600 uM [2,3,4,5,6-*Hs] BA. Detekce v RT 8.2 min.
Kolizni energie pfi fragmentaci byla 20 eV.
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Derivat kyseliny benzoové (m/z 429)

U nasledujiciho derivatu BA byl v ES+ detekovdn pouze fragmentovy ion po odstépeni molekuly
vody [M-H20+H]*, jehoZz m/z bylo 429. Molekularni ion by mél byt m/z 447, ten vsak v ES+
detekovan nebyl. Molekularni ion se vsak podafilo detekovat v ES- s m/z 445. Na obrazku 27A je
spektrum MS?, kde byl metabolit detekovén. Pik 193 k metabolitu nepatfi, je to nejspi$ fragment
z jiné latky. Fragmentacni spektrum m/z 429 detekovaného v ES+ je zobrazeno na obrazku 27 [B].
Tento metabolit obsahuje BA a dvé molekuly hexosy, pravdépodobné glukosy, které jsou
nejrozsifenéjsim cukrem v rostlinach. Rozdil m/z 267 a m/z 429 je 162 Da, odpovida neutralni
ztraté jedné hexosy, ve fragmentacénim spektru na obrazku 27B lze vidét [M-Hex+H]" u piku 267.
Proto je také zfejmé, Ze ztrata vody u m/z 447 nebyla natéto hexose. Pfi odstépeni dalsiho
fragmentu hexosy o 162 Da zm/z 267 vznikd fragment m/z 105, ktery pozorujeme
ve fragmentacnim spektru na obrazku 27B. Pokud bychom kfragmentu 105 pfipocetli vodu
s hmotnosti 18 Da, ziskdme 123, cozZ je prekurzorova BA. V molekuldrnim iontu m/z 447 byla tedy

voda odstépena z BA.

Oves koren RT 5.9 min

TOF MS' ES+ TOF MS? ES+
100, 193 100, 10°

267 [M-Hex+H]*

Prekurzor m/z 429

[A] %1 [B] %

105

429 [M-H20+H]" 267 [M-Hex+H]*
415

/z

m
100 200 300 400 500 600

Obr. 27 [A] Uréeni molekuldrni iontu z MS! spektra vzorku kofene ovsa setého
po osetfeni 600 uM tCA. [B] Fragmentaéni spektrum molekuldrniho iontu m/z 429
detekovaného v koreni ovsa po oSetfeni 600 uM tCA. Detece v RT 5.9 min. Kolizni
energie pfi fragmentaci byla 20 eV.
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Derivat kyseliny ferulové (m/z 373)

Derivét kyseliny ferulové byl identifikovdn pomoci MS? spekter metabolitd m/z 373 a 367
(Obr. 28). V struktufe metabolitu je pravdépodobné obsaZzena kyselina chinovd konjugovana
s kyselinou ferulovou (Obr. 19). Kyselina chinova je odvozenad od 3-dehydrochinatu, ktery je
prekurzorem aromatickych aminokyselin, fenylpropanoidd a fenolickych kyselin (Maeda &
Dudareva, 2012). Kyselina chinova se vyskytuje zejména v chinovniku a v kavé, kde vyrazné
ovlivriuje kyselou chut. Zda je vazba kyselin ferulové a chinové pres kyslik nebo pres uhliky nelze
uznaceni na kruhu urcit. Naobrdzku 28 pozorujeme v obou fragmentaénich spektrech
molekularnich iont neutralni ztraty 174 Da, coz je podle pfesné hmoty kyselina chinova. M/z 193
zastupuje kyselinu ferulovou a m/z 199 kyselinu [ring-13C] ferulovou. Identifikace kyseliny
ferulové byla provedena pomoci pseudo MS? spektra tak, Ze bylo v retenénim ¢ase metabolitu
m/z 367 zobrazeno MS?! spektrum, v kterém byl nalezen fragment m/z 193, a jeho fragmentaéni
spektrum bylo porovndno s fragmentacnim spektrem kyseliny ferulové z databdze Metlin.
Kyselina ferulova fragmentuje za vzniku m/z 134, a méné intenzivnich m/z 133 a 135. M/z 134 je

i ve spektru metabolitu m/z 367.

Oves kofen RT 5.8 min TOF MS? ES-

199 193
100 100; pseudo MS?®
Prekurzor Prekurzor 134
m/z 373 m/z 367 100
prekurzor
134 % m/z 193
[A] % 140 B] o
’ [B1% 133135
700 C
o3 123]1%5 g3 17|19 l104
0 Aot Lt m/z o bk m/z
100 140 180 220 100 140 180 220 260

Obr. 18 [A] Fragmentaéni spektrum molekularniho iontu m/z 373 detekovaného v kofeni
ovsa po osetfeni 600 UM [ring-13Ce] tCA. [B] Fragmentaéni spektrum molekuldrniho iontu
m/z 367 detekovaného v koFeni ovsa po oSetfeni 600 uM tCA a pseudo MS® spektrum
fragmentu m/z 193. Detekce v RT 5.8 min. Kolizni energie byla 20 eV.

HO™ ™" YOH
OH
Obr. 2 Kyselina chinova
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Derivat hexosidu/hexosylesteru kyseliny kavové (m/z 503)

V MS! spektru na obrazku 29 nalevo lze vidét postup identifikace molekuldrniho iontu.
Molekuladrni ion byl uréen na zakladé pfitomnosti m/z 1007, coz je dimer [2M-H]" molekularniho
iontu m/z 503 [M-H]". V ovsu osetfeném izotopicky znacenou tCA byl detekovan stejny metabolit
m/z 509 s pozménénym izotopovym profilem, coz potvrzuje inkorporaci pfidaného prekurzoru.
Molekuldrni ion byl identifikovdn pomoci MS? spektra, které je zobrazeno vpravo na obrazku 7.
Rozdil m/z 503 a m/z 341 je 162, ktery znadi ztratu hexosy. Stejny rozdil je mezi m/z 341 a
m/z 179, proto lze usuzovat, ze metabolit obsahuje dvé hexosy. Nasledné bylo identifikovan ion
m/z 179. Jednd o kyselinu kdvovou, jejiz vzorec je zakreslen v spektru MS?! na obrazku 29. Jedna

fragment molekularniho iontu po ztraté dvou hexos, Ize jej tedy zapsat jako [M-Hex-Hex-H]".

Oves kofen RT 4.51 min TOF MS' ES- TOF MS? ES-
503 [M-H] Prekurzor3r:1/z 503
100 = 100
OH
179
0/O HO
ks 2M-H] % Agp 162308
[M-Hex-Hex-H] 1007 161 ¢
179 533
N o | 208 iy 10 1 il
100 300 500 700 900 100 300 500

Obr. 29 MS! spektrum (nalevo) pfi uréovani molekuldrniho iontu m/z 503 detekovaného
v kofeni ovsa po osetfeni 600 uM tCA, a fragmentacni spektrum m/z 503 (napravo). Detekce
v RT 4.51 min. Kolizni energie pti fragmentaci byla 20 eV.

Kyselina zosterova (m/z 243)

V déloZnich listcich ovsa setého byl identifikovan sulfatovany metabolit tCA. Byl objeven
pfi analyze obsahu tCA v kontrolni rostliné ovsa, kdy bylo zjisténo, Ze m/z tCA v RT 5,7 min je
pouze fragment tCA, a jeho molekularni ion je m/z 243. Metabolit byl podle sumarniho vzorce a
MS? spektra urlen jako sulfooxy-tCA. Srovnhdnim retenéniho ¢asu se standardem kyseliny
4-(sulfooxy)-trans-skoficové (zosterové) bylo potvrzeno, Ze skupina (HSOs) je pripojena pres kyslik
vazany na C4 (Obr. 30). Déle byly porovnany fragmentacni spektra standardu a detekovaného
metabolitu. Spektra jsou zobrazena na obrazku 31. Standard kyseliny zosterové byl poskytnut
prof. dr. Ronem Weverem zVan 't Hoff Institute for Molecular Sciences, Universiteit

van Amsterdam, ktery kyselinu zosterovou nasyntetizoval.
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Obr. 30 [A] Cast chromatogramu standardu kyseliny zosterové o koncentraci 1-10°M
pti zobrazeni TIC — Total lon Current (vSechny detekované m/z). Pik kyseliny zosterové se nachazi
v RT 5.84 min. [B] Zobrazeni vybraného piku kyseliny zosterové (m/z 243) v chromatogramu
extraktu z déloznich listk(i ovsa setého v RT 5.73 min.

Jak Ize vidét na obrazku 31, spektrum kyseliny zosterové (m/z 243) z extraktu déloZnich
listkd ovsa VES- je stejné jako spektrum standardu kyseliny zosterové (¢ = 1:10°M).
Pfi fragmentaci kyseliny zosterové vznikd fragment m/z 163 (kyselina kumarovd). Dochazi
k neutrdlni ztraté 80 Da, kterd je typickou pro sulfooxy skupinu (Hol¢apek et al., 2007). Dalsi

fragmentaci vznika fragment m/z 119, kde doslo k neutralni ztraté -44, tj. odstépeni CO,.

Oves - délozni listky RT 5.7 min Standard kyseliny zosterové RT 5.89 min
TOF MS? ES- TOF MS? ES-
119
100 Y Bosldzei 100 163
m/z 243
Prekurzor
163 m/z 243
[A] =] [B]
120 120 164
152 104 165
. m/z 0 m/z
80 100 120 140 160 80 100 120 140 160

Obr. 31 [A] Fragmentacni spektrum kyseliny zosterové (m/z 243) detekované v déloznich listcich
ovsa setého. RT detekce byl 5,7 min. Kolizni energie pfi fragmentaci byla 20eV.
[B] Fragmentacni spektrum kyseliny zosterové (m/z 243) detekované v standardu o koncentraci
1-10° M. Detekce v RT 5.89 min. Kolizni energie pfi fragmentaci byla 20 eV.
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5. Diskuze

Doposud bylo provedeno nékolik fytochemickych studii ovsa setého zamérenych na analyzu
fenolickych kyselin. Tyto byly ovSsem analyzovany vyhradné v zrnech (ovesnych vliockach/cerealiich
a mouce) a ne v semenaccich jako v této bakalarské préci, ¢imzZ lze vysvétlit vétsinu zjisténych
rozdild. Zasadnim zjisténim, které nebylo zfejmé z publikovanych praci je to, Ze vétSina
rozpustnych kyselin je pfitomna v konjugované formé (estery, glykosidy). Divodem mizZe byt
prakticky vyhradni pouZiti cilenych metod pro analyzu fenolickych kyselin v publikovanych pracich
(Sosulski et al., 1982; Multari et al.,, 2018; Emmons at al., 1999; Durkee & Thiviergery, 1977).
Napf. kyselina ferulova, ktera se podle téchto publikaci vyskytuje v ovsu volné béiné a ve znacné
koncentraci, jsem volnou nedetekovala. U kyseliny ferulové jsem detekovala jeji derivaty
az po aplikaci prekurzoru tCA, ktera byla v ovsu hydroxylovdna a konjugovana, a to dokonce se
dvéma latkami, s hexosou (m/z355,1033; ES-) a s kyselinou chinovou (m/z 367,103; ES-).
Prekvapivé jsem v kli¢icim ovsu detekovala benzoyl malat (m/z 237,0408; ES-) a hexosylester

kyseliny benzoové (m/z 283,0819; ES-) a pfedevsim sulfooxy derivaty BA a tCA.

Sulfatované fenolické kyseliny, tzn. kyseliny zosterova a 4-(sulfooxy)-benzoova, jsou
zndmé z morskych organismi jako je mofska trdva Zostera marina nebo zelena fasa Dasyclades
siphonous. Uloha sulfatovanych metabolitl pravdépodobné spociva ve skladovéni inaktivovaného
metabolitu (Kurth et al., 2015), ale nelze vyloucit ani mnohem specifi¢téjsi funkci. Kromé
pfitomnosti kyseliny zosterové maji oves a Zostera marina spolecné zarazeni do jednodéloznych
rostlin. Je tedy mozné, Ze se kyselina zosterova vyskytuje ve vice druzich jednodéloznych rostlin.
Pfed analyzou benzoovych/skoficovych kyselin ovsa jsem provedla stejny experiment
s modelovou dvoudéloZznou rostlinou Arabidopsis thaliana, ktera vsak kyseliny zosterovou
ani sulfooxy-benzoovou neobsahovala. Pfi studiu inkorporace jsem zjistila, Ze prekurzory v ovsu
nebyly inkorporované ani do jedné ze sledovanych sulfatovanych kyselin. Je tedy moziné, Ze se
kyseliny vyskytuji v ovsu jako plvodni metabolity uz v seminku, nebo jejich biosyntéza probiha
pfiliS§ pomalu, a proto nebyla inkorporace po 72 h detekovatelnd. Posledni mozZnosti je,

Ze prekurzorem jejich biosyntézy jsou jiné Iatky neZ tCA nebo BA.

PFi necilené analyze bylo v ovsu celkem detekovano 18 novych metabolitli u nichz doslo
k inkorporaci molekuly BA nebo tCA. Zadny z téchto metabolitd nebyl podle dostupné literatury
v ovsu detekovan. Tyto metabolity byly obvykle konjugaty prekurzoru s hexosou (glukosou),
napf. hexosylester BA, hexosylrhamonosyl-scopoletin, a hexosid/hexosylester kyseliny kavové.
Je znamo, Ze glykosylace je hlavnim zplsobem metabolizace napf. pfi inaktivaci fytohormonu SA
(Dempsey et al., 2011). Prekurzory byly tedy v ovsu glykosylaci pravdépodobné inaktivovany

a transportovany do vakuol k uskladnéni (Vaca et al., 2017). Pfirozenym derivatem BA, u kterého
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doslo k inkorporaci BA je benzoyl malat, ktery se vyskytoval ve zna¢né koncentraci i v kontrolni
rostliné neosetfené prekurzory. Mezi zajimavé metabolity, u kterych doslo k inkorporaci tCA, jsou
derivat scopoletinu (m/z 606,1639; ES+) a hexosylrhamnosyl-scopoletin (téZ rhamnosylscopolin)
(m/z 707,1814; ES-). Jde o derivaty kumarinu, coZ je latka odvozena od kyseliny ortho-kumarové.
Prekurzorova tCA zde byla pravdépodobné hydroxylovana a ndasledné byl propanovy postranni
fetézec izomerovan na cis formu, aby mohlo dojit kcyklizaci. V Arabidopsis je scopolin

syntetizovan pfi osmotickém stresu v kofenech a pfi nizké teploté v listech (D6ll at al., 2018).

HO™ >y
OH OH

Obr. 3 Scopolin

Zatimco hydroxylace/methoxylace byla béZna u prekurzoru tCA,
napf. hexosid/hexosylester kys. ferulové (m/z 355,1033; ES-), u BA nebyla hydroxylace
detekovand uZzadného metabolitu. To naznacuje, Ze hydroxybenzoové kyseliny nejsou
biosyntetizovdany postupnou hydroxylaci BA, a tedy analogicky ke vzniku kyselin
hydroxyskoficovych. Soucasné nebyl detekovany vznik benzoovych kyselin z tCA ani skoficovych
kyselin zBA. Tyto indicie naznaCuji, Ze vovsu nejsou benzoové kyseliny biosyntetizovany
zkracenim C; retézce kyseliny skoficové jako napf. v Arabidopsis, ale spiSe pfes intermediaty

Sikimatové drahy.

Témér vSechny metabolity s pozménénym izotopovym profilem byly detekovany v koteni.
Pfi studiu inkorporace byly kofinky ovsa oSetfeny prekurzorovou latkou po dobu 72 h, coZ nejspis
nebyla dostatecné dlouhd doba pro transport prekurzorli nebo metabolitd do délozZnich listka
(nadzemni ¢asti). Jediny metabolit detekovany v déloznich listcich a obsahujici prekurzor byl
benzoyl malat. Je ale také mozné, Ze rostlina cizorodé latky primarné metabolizuje v kofeni,
aijejich metabolity v koreni uskladnuje. Benzoyl maldt je vSak vovsu pritomen ptirozeng,

a proto mohl byt distribuovan i do jinych organd.

V tabulce 11 je shrnut prehled nékterych doposud provedenych inkorporacnich studii
zabyvajicich se biosyntézou benzoovych/skoficovych kyselin v riznych rostlinach. Ve studiich byly
analyzovany napfr. SA, BA, tCA, kyselina gallovd nebo L-Phe za vyuZiti rlznych izotopové nebo

radioaktivné znaceného prekurzorl. Pro experimenty byly voleny jak modelové rostliny (tabak,
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Arabidopsis, okurka), tak i méné zndmi zastupci rostlinné fiSe (napt. Skumpa orobincova). Vsechny
rostliny v dohlednych experimentech jsou vSak dvoudélozné. Jednodélozny oves doposud

pro inkorporacni studie fenolickych kyselin pouzit nebyl.

Tab. 11 Prehled vybranych inkorporacnich studii metabolismu fenolickych latek v rostlinach
(popt. houbach), kde prekurzor je latka aplikovand na modelovy organismus
metabolit je latka, do které se prekurzor inkorporoval.

a studovany

Prekurzor Modelovy organismus Studovany metabolit Metoda Autor
Ibrahim &
. _ 2,3-DHBA, kys.
[14C] SA rtzné druhy rostlin o, ? Towers,
gentisova
1959
[1-13C] glukosa, houba Phycorz‘;yces Werner
blakesleeanus, Skumpa kys. gallova NMR
[U-"3Cé] glukosa ) ) etal., 1997
orobincova
o , 2,3-DHBA; Shulaev
[14C] SA rtzné druhy rostlin L, NMR
kys. gentisova etal, 1997
[2H®6, 180] kyselina 3- i Jarvis et al.,
i okurka, tabak BA, SA GC-MS
hydroxy-3-fenylpropanova 2000
Petunia hybrida cv Boatright
[2Hs] Phe . BA GC-MS, LC-MS
Mitchell et al., 2004
[14C] BA, [*4C] tCA, [14C] prvosenka bezlodyzna, ) Chenetal,
. ) j SA, BA, kys. kumarova NMR
Phe libavka poléhava 2009
Chong et al,
[14C] tCA, [1%C] Phe tabak, okurka SA, BA NMR &
2001
L. kys. gentisova, MeSA, Dean et al.,
[7-14C] SA s6ja TLC, HPLC
SAG 2003
Mustafa
[1-13C] glukosa barvinkovec rizovy SA NMR
et al., 2009
HPLC kapalinova b  al
ean et al.,
[7-14C] SA tabak SAG, MeSA, MeSAG scintilacni
. 2004 a 2005
spektrometrie
2,3-DHBA; pentosid a Bartsch
artsc
[2H] SA Arabidopsis 3-0-B-p-xyloside HPLC-MS
. . . etal., 2010
kyseliny gentisové
HPLC,
. 3 Dean &
i kapalinova
[14C] MeSA tabdk SA L Delaney,
scintilacni 2008
spektrometrie
13Cg] CA, [2 Hs] BA,
[ [2:|]] CA[[ 135C] ] ‘ | Gerny salicortin, salicilin, HPLC-MS Babst et al.,
, - opol ¢ern L . -
6 ® P v fenolické glykosidy 2010

salicylaldehyd a dalsi

54



6. Zaver

Teoreticka cast této bakaldfské prace shrnuje biosyntetické cesty a metabolizace skoticovych a
benzoovych kyselin v rostlindch. Na teoretickou ¢ast je navdzano v experimentalni ¢asti, kdy byla
pomoci izotopicky znacenych prekurzor( a diferenéni LC-MS/MS analyzy zkoumana metabolizace
kyselin benzoové (BA) a trans-skoticové (tCA) vovsu setém. V prvni fazi experimentu byly
analyzovany benzoové a skoficové kyseliny a jejich derivaty, které se v ovsu vyskytuji pfirozené.
Bylo zjisténo, Ze majoritni fenolické kyseliny jsou konjugované s dalSimi latkami, napf. hexosou
nebo malatem. Necekanym zjisténim byla detekce sulfatovanych derivatd BA a tCA. U téchto
sulfatovanych metabolitd se ale vdruhé fazi experimentu nepodafilo prokazat inkorporaci
aplikovanych prekurzor(. Inkorporaci se podafilo prokazat u 18 metabolitl detekovanych témér
vyhradné v kofenech. Bylo zjiSténo, Ze metabolity odvozené od tCA jsou typicky
hydroxylovany/methoxylovany a konjugovany, napf. s hexosou (napf. hexosidy/hexosylestery
kyselin kdvové a ferulové). Naproti tomu po aplikaci BA nebyl detekovan Zadny hydroxylovany
derivat, ale vyhradné konjugaty (estery). Soucasné nebyl detekovan Zadny derivat kyseliny
benzoové, jehoz prekurzorem by byla tCA. Tyto vysledky naznacuji, Zze benzoové kyseliny jsou
v ovsu pravdépodobné biosyntetizovany z meziproduktl Sikimatové drahy spise nez zkracovanim

propanového retézce skoficovych kyselin.
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