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CiLE PRACE

Teoreticka cast

e Pripravit literarni reSersi na téma souvisejici s experimentalni ¢asti.

Prakticka Cast

e Vyvoj metody superkritické fluidni chromatografie ve spojeni s tandemovou

hmotnostni spektrometrii (SFC-MS/MS) pro selektivni separaci kyselych

rostlinnych hormonti s ohledem na citlivost detekce, rozliSeni a tvar

chromatografickych piku:

o

o

o

vybér vhodné stacionarni faze

optimalizace slozeni mobilni faze: vybér aditiv a jejich koncentrace
optimalizace gradientové eluce

optimalizace slozeni rozpoustédla vzorku a nastfikového objemu
optimalizace dalSich parametr, které maji vliv na chromatografii (napf.,

teplota, tlak)

e Experiment: Pouziti metody SFC-MS/MS k analyze kyselych fytohormont v

mechanicky stresovanych rostlinach Arabidopsis thaliana s cilem ukazat zmény

jejich hladin v poranénych listech a ve vzdalenych listech v prubéhu casu.



1 UVOD

Kyselé fytohormony jako jsou auxiny, jasmonaty, abscisaty, salicylova kyselina a jejich
derivaty jsou strukturalné rozmanité signalni molekuly regulujici rist, vyvoj a imunitu
rostlin (Davies, 2010). Pro analyzu kyselych fytohormonti jiz bylo pouzito nékolik metod,
jako jsou naptiklad biotesty, imunotesty, kapilarni elektroforéza, plynova chromatografie
nebo kapalinova chromatografie (LC). Podle literatury pro analyzu kyselych

fytohormont vsak jesté superkriticka fluidni chromatografie (SFC) pouZita nebyla.

V posledni dobé je SFC znacné se vyvijejici separacni technikou, a to zejména diky
zlepSeni v instrumentaci SFC vedoucimu k vySs8i spolehlivosti a robustnosti systému
(Pilarova et al., 2019). SFC vyuziva superkriticky oxid uhli€ity jako mobilni fazi, ktery
1ze smichat s organickym modifikatorem, kterym je vétsSinou alkohol, naptiklad metanol.
Pridavkem modifikatoru a jinych aditiv l1ze zvysit silu eluce, zlepsit tvary pika a separacni
selektivitu. Diky moznosti analyzovat Sirokou §kéalu chemicky odlisnych latek (poléarni i
nepolarni, chiralni i achiralni latky) je SFC v fad¢ ptipadt lepsi volbou nez LC (Liu et

al., 2020).

Superkriticka tekutina je latka, kterda ma vlastnosti plynu a tekutiny zaroven. Vlastnosti
plynu se projevuji tim, ze je to stlaCitelnd tekutina. A vlastnosti tekutiny se projevuji
podobnou hustotou a solvata¢ni silou (Hitchen & Dean, 1993). Hlavnimi vyhodami SFC
jsou vysoka ucinnost separace soub&zné s niz§imi hodnotami zpétného tlaku, kratka doba
analyzy, separa¢ni mechanismus ortogonalni k LC a Setrnost k zivotnimu prostredi, diky
menS$i spotiebe organického rozpoustédla (Pilarova et al., 2019). SFC m4 ale také nekteré
limitace, jako je nutnost optimalizace vice operacnich parametrd, velky efekt

rozpoustédla, a pridavek vody pouze do 5% (M. Chen et al., 2022).

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka detek¢ni metoda, jejiz princip spociva
v pfeménéni molekul na ionty, které rozdéli podle poméru jejich hmoty k naboji (m/z), a
poté zaznamenava jejich intenzity. Trojity kvadrupdl je tandemova MS metoda (MS/MS),
kde prvni a tfeti kvadrupdl slouzi jako filtr hmoty, a druhy zprostfedkovava fragmentaci
analytu skrze interakci s koliznim plynem. Touto metodou Ize tedy ziskat kvalitativni ale

1 kvantitativni informace (Guan & Eichler, 2011).

Navrh experimentu je vhodnym nastrojem pro optimalizaci vicerozmérnych systémd,

jako je naptiklad SFC-MS/MS. Jedna se o chemometricky pfistup, ktery se pouziva ke



studiu vlivu kazdého experimentalniho faktoru soucasné na rtiznych urovnich s predem
definovanym poctem experimentl, ktery pfihlizi ke v§em moznym interakcim mezi
faktory. Proces optimalizace téchto metod zahrnuje mnoho experimentalnich faktort,
které je tfeba souCasné optimalizovat, aby se dosahlo maximalni citlivosti a rozliSeni pfi

minimalnim retencnim ¢ase (Thorsteinsdottir & Thorsteinsdottir, 2021).

Tato diplomova prace se vénuje vyvoji a optimalizaci SFC-MS/MS metody pro
analyzu vybranych kyselych fytohormont a naslednému aplikovani metody na vzorky

mechanicky poranénych listd rostlin Arabidopsis thaliana.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kyselé rostlinné hormony

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou signalni molekuly dilezité pro regulaci riistu a
vyvoje rostlin a zprostfedkovavaji odpovedi na biotické a abiotické stresy (Y. Liu et al.,
2019). Obecné jsou jejich endogenni hladiny v rostlinach velice nizké (fmol-pmol'g!
Cerstvé hmotnosti), avSak pfi reakci na stres se mohou mnohonasobné zvysit. Obecné,
dostupnost t€chto hormont a jejich biologicka aktivita zavisi na rychlosti biosyntézy a
metabolismu, a také na bunécné lokalizaci, transportu, vnimani a transdukci signalu

(Davies, 2010).

Kysel¢  fytohormony  jsou  strukturné  rozmanité  sloucCeniny  (indoly,
cyklopentanony/cyklopentenony, izoprenoidy i fenolické latky) obsahujici volnou ci
substituovonou kyselou (karboxylovou) funkéni skupinu (napf., estery, amidy). Mezi
rostlinné hormony kyselé povahy se tfadi auxiny (AUX), jasmonaty (JAs), abscisaty
(ABAs), salicylaty a gibereliny (GAs; Jiang et al., 2020). Funkce jednotlivych
fytohormont v riznych vyvojovych procesech je prevazné specificka. Avsak regulace
pomoci fytohormonti byva casto komplexni proces, ktery zahrnuje interakce mezi
raznymi tfidami fytohormont (Vanstraelen & Benkova, 2012). Je tedy dulezita moznost
jejich presné kvantifikace v rostlinach, aby bylo mozné studovat hormonalni funkce,

signalni drahy hormon a jejich propojeni s ostatnimi tfidami hormont (Cai et al., 2019).

2.1.1 Abscisaty

Kyselina abscisova (ABA) patfi do skupiny metaboliti znamych jako izoprenoidy,
nazyvané také terpenoidy. ABA je syntetizovana v plastidech z prekurzoru s péti uhliky
(C5), isopentenyldifosfatu, ktery je syntetizovan 2-C-metyl-d-erythritol-4-fosfatovou
(MEP) drahou (Eisenreich et al., 2004; Rodriguez-Concepcion & Boronat, 2002). V
rostlinach ABA vznika §tépenim karotenoidi C40 (zeaxanthin, resp. violaxanthin)
pochazejicich z MEP drahy. Stépenim t&chto karotenoidd vznika xanthoxin, ktery je dale

dvakrat oxidovan za vzniku ABA (HIRAI et al., 2000; Nambara & Marion-Poll, 2005).

ABA je pfitomna v riznych pletivech a organech, kde se podili na regulaci mnoha
aspekta rastu a vyvoje rostlin, jako je dormance semen, starnuti listd, pohyb priduchu, a
stresové reakce rostlin (Wu et al., 2023). Hladiny ABA v buiikach jsou také indukovany

environmentalnimi stimuly, jako je svétlo, voda, sucho a stres ze slanosti (Cutler &



Krochko, 1999). Regulace metabolismu ABA zavisi na vnitinich a vnéj$ich signalech, ale

1 na vyvojovych stadiich, organech nebo pletivech (Nambara & Marion-Poll, 2005).

Metabolismus ABA je z Casti zavisly od prostiedi, ve kterém se rostlina nachazi. Za
nepiiznivych podminek (abioticky stres) je zvySena de novo biosyntéza ABA a nékteré
jeji konjugaty mohou byt preménény zpét na ABA (Kumar et al., 2022). Za pfiznivych
podminek je ABA biologicky inaktivovana na neaktivni formu prostfednictvim
hydroxyla¢nich a konjugacnich drah (L. M. Ng et al., 2014). Existuji tfi rizné cesty pro
hydroxylaci ABA (Obr. 1), které oxiduji jednu z metylovych skupin na kruhu v pozicich
C-7, C-8 nebo C-9'.7"-hydroxy ABA (7-OH-ABA) se vyskytuje pouze jako minoritni
metabolit. Hydroxylace v poloze C-8'se bézné povazuje za nejCastéj§i metabolickou
drahu ABA a je tak dajné hlavnim regulacnim krokem v mnoha fyziologickych dé&jich,
které jsou fizené ABA. V souladu s touto drahu jsou jejimi nejhojnéj§imi metabolity (-)-
kyselina fazeova (PA) a kyselina (-)-dihydrofazeova (DPA). PA vznika izomeraci 8'-
hydroxy-ABA a je poté redukovana na DPA. ABA je v prub&hu metabolismu postupné
biologicky inaktivovana. 9'-hydroxy ABA spolu sjejim izomerem kyselinou
neofazeovou (neoPA) se vyskytuji v nezralych semenech Brassica napus, nebo také
v jinych rostlinnych druzich, jako je hrach, pomeranc, jeCmen a Arabidopsis (Nambara &
Marion-Poll, 2005; Zhou et al., 2004). Inaktivace ABA je také zprostiedkovana konjugaci
ABA s glukosou za vzniku ABA glukosového esteru (ABA-GE). Pti abiotickém stresu je
ABA-GE enzymaticky pfeménéna zpét na ABA (Xu et al., 2012). Je také pifedpokladana
konjugace ABA s aminokyselinami, ovS§em tento piedpoklad byl zatim studovan pouze
in vitro (Todoroki et al., 2011). Podle dostupné literatury tyto konjugaty v rostlinném

materialu zatim nebyly identifikovany.
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Obrazek 1. Metabolické drahy ABA. Zobrazeny jsou tfi rizné hydroxyla¢ni cesty. Upraveno z
(Nambara & Marion-Poll, 2005).

2.1.2 Auxiny

Auxiny (AUX) jsou indolové slouceniny, prekurzory a metabolity bioaktivni
kyseliny 2-(1H-indol-3-yl)octové (IAA), ktera je kli¢ova pro regulaci témef kazdého
aspektu rustu a vyvoje béhem zivota rostlin (Casanova-Saez et al., 2021). Auxin byl
identifikovan jako rostlinny ristovy hormon kvili své schopnosti pfispét ke zméné ristu
rostliny v reakci na gravitacni nebo svételné podnéty. IAA je hlavni pfirozené se
vyskytujici auxin v rostlinach (Zhao, 2010). Pouze 25 % IAA je pfitomno jako volna IAA
v zavislosti na pletivu a rostlinném druhu (Ludwig-Miiller, 2011). Lokalni biosyntéza
IAA hraje zasadni roli v mnoha vyvojovych procesech vcCetné gametogeneze,

embryogeneze, ristu semenackt a vyvoje kvétt (Zhao, 2010).

Biosyntéza IAA v rostlindch je poméme¢ slozitd. Je pravdépodobné, ze k de novo
produkci TAA pfispiva vice cest, dosud vSak nebyla pevné stanovena uplna cesta de novo
biosyntézy IAA v rostlinach (Zhao, 2010). Tryptofan (Trp) je hlavnim prekurzorem
syntézy IAA v rostlinach a bakteriich produkujicich TAA. Trp-dependentni biosyntéza
IAA zahrnuje paralelni drahy a jejich meziprodukty (napf. indol-3-acetaldoxim, indol-3-
acetamid, kyselina indol-3-pyrohroznova), které vedou k produkci IAA (Casanova-Saez
& VoB, 2019). Krome popsanych biosyntetickych drah IAA zavislych na Trp mohou k

homeostaze IAA prispivat také biosyntetické drahy nezavislé na Trp, ovSem tyto drahy



zatim nejsou zmapovany (Normanly et al., 2010). Ackoli je IAA syntetizovana hlavné v
listovych primordiich a mladych listech, mize byt produkovana i v riznych pletivech
vyhonk a kofent. Lokalni biosyntéza IAA spolu s polarnim transportem je nezbytna pro
vytvareni AUX gradienti béhem vyvoje rostlin (Brumos et al., 2018). IAA muze byt také
uvolnéna ze svych konjugata hydrolytickym stépenim (Zhao, 2010).

Vétsina bunécné IAA je inaktivovana tvorbou pfechodnych zasobnich forem nebo
nevratnou degradaci. V raznych rostlinnych druzich bylo identifikovano nékolik
neaktivnich forem IAA, z nichz nékteré lze pievést zpét na volnou [AA, ¢imz je
vyvazovan gradient IAA (Korasick et al., 2013). IAA v rostlinnych butikach je pfevazné
pfitomna v konjugovanych formach, obvykle s aminokyselinami nebo cukry.
Metabolismus IAA muze byt bud’ reverzibilni prostiednictvim tvorby [2-(1H-indol-3-
yl)acetyl]aspartatu (IAA-Asp) a [2-(1H-indol-3-yl)acetyl]glutaméatu (IAA-Glu). Tato
konjugace s aminokyselinami je zprostfedkovana rodinou enzymt Gretchen Hagen 3
(GH3 TAA amidosyntetasy; Obr. 2; Staswick et al., 2005; Hayashi et al., 2021). [AA-Asp
a IAA-Glu jsou zasobni formy IAA a mohou byt konvertovany zpét na IAA pomoci IAA-
LEUCINE RESISTANT1 (ILR1) amidohydrolas (Hayashi et al., 2021). Dioxigenasa pro
oxidaci auxinu 1 (DAO1) nevratné oxiduje IAA-Asp a IAA-Glu na [2-(2-oxindol-3-
ylacteyl]aspartdt a  [2-(2-oxindol-3-yl)acteyl]glutamét, které jsou nasledné
hydrolyzovany enzymem ILR1 na neaktivni 2-(2-oxindol-3-yl)-octovou kyselinu
(oxIAA; Obr. 2; Hayashi et al., 2021; K. Miiller et al., 2021). Tato draha je navrzena jako
hlavni cesta inaktivace IAA a je proto kliCovym mechanismem pfispivajicim

k homeostaze AUX u Arabidopsis (Hayashi et al., 2021).
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Obrazek 2. Metabolismus [IAA. Zasobni (reverzibilni inaktivace) a degradacni formy IAA
(ireverzibilni inaktivace). DAO1 —dioxygenasa pro oxidaci AUX 1, GH3 - gretchen hagen 3
amidosyntetasa katalyzuje konjugaci IAA na Asp a Glu, ILR1 — ILR amidohydrolasa. Vytvofeno
v programu ChemSketch.

2.1.3 Jasmonaty

Jasmonaty (JAs), jsou tfidou oxylipinovych fytohormoni odvozenych od
polynenasycenych mastnych kyselin. Hlavnim ¢lenem této tfidy je kyselina jasmonova
(JA), dale také jeji prekurzory a metabolity (Browse, 2009). JAs jsou cyklopentenony
nebo cyklopentanony, které jsou syntetizovany v rostlindich v reakci na mechanické
poskozeni nebo na atok nekrotrofnich patogent a bylozravci. Reaguji také na abiotické
stresy, jako je poranéni, UV zafeni, stil nebo sucho. JAs také piispivaji k regulaci ristu

rostlin a vyvojovych procesti (Wasternack & Hause, 2013; Wasternack & Song, 2017).

Biosynteticka draha JA zacina v chloroplastech, kde z kyseliny a-linolenové (C18:3)
nebo analogické 7Z, 10Z, 13Z-hexadekatrienové (C16:3) kyseliny pomoci lipoxygenasy
(LOX), alenoxidsynthasy (AOS) a alenoxidcyklasy (AOC) vznika kyselina cis-(+)-12-
fytodienoovou (cis-OPDA; C18 Obr. 3; Monte, 2023), respektive kyselina dinor-oxo-
fytodienova (dn-OPDA; C16; Obr. 3;(Acosta & Farmer, 2010; Dave & Graham, 2012;
Weber et al., 1997). cis-OPDA a dn-OPDA obsahuji cyklopentenonovy kruh, jehoz
dvojné vazba je v peroxisomech redukovana OPDA reduktasou 3 (OPR3) za vzniku

kyseliny (Z)-8-[3-oxo0-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl]Joktanové (OPC-8; z cis-OPDA),



respektive kyseliny (Z)-6-[3-oxo-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl]hexanoveé (OPC-6; z dn-
OPDA). Tyto OPC poté vstupuji do 3 nebo 2 cyklu B-oxidace, kde je postranni fetézec
zkracen o 2 uhliky za vzniku (Z)-4-[3-0x0-2- (pent-2-enyl) cyklopentyl]butanové
kyseliny (OPC-4) a nasledné JA (Mik et al., 2023; Monte, 2023).

JA i cis-OPDA mohou byt konjugovany s aminokyselinami (aa) (JA-Ile; Fonseca et
al., 2009) (JA-aa; J. Yan et al., 2016) (cis-OPDA-aa; Mik et al., 2023). JA se dale ucastni
glukosylace, hydroxylace (za vzniku 11-hydroxy a 12-hydroxyjasmonové kyseliny; 11-
OH a 12-OHJA), karboxylace, sulfatace a metylace, a vede tak ke tvorbé sloucenin
o razné biologické aktivité (Obr. 3; Wasternack & Strnad, 2016).

U cévnatych rostlin je za hlavni biologicky aktivni jasmonat povazovan (+)-7-iso-
jasmonyl-L-isoleucin  (JA-Ile), ktery vznikd Cinnosti konjugacniho enzymu
JASMONATE RESISTANT 1 (JAR1, GH3.11; Obr. 3; Fonseca et al., 2009). JA-Ile
interaguje s COI1-JAZ koreceptorovym komplexem a spousti genovou expresi (Howe et
al., 2018; Chini et al., 2007, 2016; Sheard et al., 2010). COI1-JAZ komplexy jsou u rostlin
konzervovany, ackoliv vykazuji rozdily ve specifité ligandu (Chini et al., 2023; Monte et
al., 2022). Napiiklad u mechorostd mohou byt ligandy izomery dn-OPDA jak bylo
zjisténo u Marchantia polymorfa (Kneeshaw et al., 2022; Monte, 2023; Monte et al.,
2018; Wasternack & Song, 2017).
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Obrazek 3. Metabolismus JAs. LOX - lipoxygenasa, AOS - allendioxidsynthasa, AOC -
allenoxidcyklasa, OPR3 — OPDA reduktasa 3, GH3 - gretchen hagen 3 amidosyntetasa, GH3.11
(JART1 -syntetasa jasmonoyl-L-aminokyselin). Vytvofeno v ChemSketch.



2.1.4 Kyselina salicylova

Kyselina salicylova (SA; Obr. 4) je fytohormon, ktery reguluje termogenezi, starnuti,
bunéény rust, ale nejznaméjsi je pro svou vyznamnou roli v riznych aspektech imunity
rostlin (Zhang & Li, 2019). SA je dulezity regulator systémove ziskané rezistence, coz je
typ systémové imunity, kterd chrani neinfikované Casti rostlin pfed sekundarnimi
infekcemi zptusobenymi Sirokou Skalou patogent (Kachroo et al., 2020). Biosyntéza SA
v rostlinach mize zahrnovat dvé odlisné cesty, a to isochorismatovou a fenylalanin-
amonium-lyazovou drahu (Lefevere et al., 2020). K biosyntéze SA je u obou drah
zapotiebi chorismat, coz je produkt Sikimatové drahy (Ding & Ding, 2020).
Metabolismus kyseliny salicylové zahrnuje hydroxylaci (Zhang et al., 2017), glykosylaci
(Vaca et al., 2017), konjugaci s aminokyselinami (SA-Aspartat; Y. Chen et al., 2013)
nebo metylaci karboxylové skupiny (Gao et al., 2015). Predpoklada se 1 moznost
sulfonace hydroxyskupiny SA, tyto derivaty vSak jesté nebyly v rostlinach identifikovany
(Ding & Ding, 2020).

HO

Obrazek 4. Chemicka struktura SA. Vytvoreno v programu ChemSketch.
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2.2 Analyza fytohormonu

Udaje o koncentracich hormondi odrazeji procesy probihajici v rostlinach a nabizeji tak
dulezity pohled do fyziologie rostlin. A proto nové poznatky souvisejici s funkcemi
fytohormont a jejich regulaci do zna¢né miry zavisi na presné kvantifikaci fytohormont
v rostlinach. Vzhledem k Sirokému rozsahu fyzikalné-chemickych vlastnosti jednotlivych
tfid hormont a nizkého obsahu ve vzorcich rostlin je soucasné stanoveni vice tiid
fytohormont naro¢né, zejména ve velmi drobnych rostlinnych pletivech nebo organech
(Tarkowska et al., 2014). Kazda tfida rostlinnych hormonid ma charakteristické
biologické ucinky a vétSina rostlinnych hormont se ucastni mnoha riznych procesu
béhem ristu a vyvoje rostlin. Jednotlivé tiidy hormont vétSinou neptsobi samostatné, ale
jejich ucinek pii odpovédi na stres zavisi na vzajemném puasobeni. S rozvojem
analytickych technik jsou k dispozici stale presnéjsi a citlivéj§i metody stanoveni

rostlinnych hormona (Du et al., 2012).

Bez ohledu na to, jak citlivé a presné jsou moderni analytické pfistroje, je Casto tfeba
vyvoj] ucinné metody pfipravy vzorku vedouci k odstranéni nebo snizeni obsahu
interferujici matrice a zakoncentrovani analytd, protoze fytohormony jsou v rostliné
obvykle pritomny ve velice nizkych koncentracich a rostlinné matrice vzorki jsou slozité.
Metody piipravy vzorku pred analyzou fytohormont zahrnuji extrakci na pevné fazi,
extrakci kapalinou, a jejich miniaturizované varianty (Wang et al., 2017). Kdyz je
pfipravovan vzorek zrostlinnych pletiv pro analyzu fytohormont, je pred extrakci
zapotiebi provést homogenizaci rostlinného materialu. Pfi homogenizaci jsou porusené
bunécné stény v pletivech a je tak umoznéna migrace piitomnych fytohormond do
extrakéniho rozpoustédla (Harrison, 2011). Pro extrakci je k rozemletému materialu
pridano extrakéni rozpoustédlo, obvykle metanol (MeOH) nebo acetonitril s vodnymi
roztoky organickych kyselin jako je kyselina mravenci (FA) nebo octova. Pfi
homogenizaci a extrakci by mél byt rostlinny material udrzovan v chladu, zejména proto,
aby se zabranilo enzymatické nebo chemické degradaci fytohormonu. K rostlinnému
extraktu se Casto pridavaji vnitini standardy (znaCené stabilnimi izotopy), které
kompenzuji ztraty analytu béhem purifikace. Purifikace je primarné ur¢ena k odstranéni
Casti matrice nebo k pfipadnému zakoncentrovani analyti. Purifikace muaze probihat
pomoci extrakce na pevné fazi (SPE). SPE kolona je plnéna sorbentem, ktery vaze
rostlinné hormony. Ostatni latky v matrici jsou odstranény promytim kolony vhodnym

rozpoustédlem. Fytohormony zadrzené na sorbentu jsou nasledné eluovany vhodnym
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rozpoustédlem, ktery narusi vazbu mezi sorbentem a hormony (Du et al., 2012;

Tarkowska et al., 2014).

Hladiny fytohormoni mohou byt stanoveny pomoci biotesti, imunotestl, ze
separacnich metod pak kapilarni elektroforézou (CE) a zejména chromatografickymi
separaCnimi metodami, jako je plynova chromatografie (GC), a kapalinova
chromatografie (LC) ve spojeni s riznymi detektory (Du et al., 2012). V dnesni dobé¢ se
chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii (MS) stala nejucinnéj§i a
nejvykonnéjsi metodou pro identifikaci a kvantifikaci fytohormont. Pro kvantifikaci
fytohormoni je v souCasné dobé hojné vyuzivana vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS; Han
et al., 2011; Chiwocha et al., 2003).

2.2.1 Biotesty

Biotest je metoda, kterd vyuziva ¢ast rostliny (nebo zivy organismus) ke stanoveni
pfitomnosti nebo relativni ucinnosti chemickych latek (napf. fytohormont) (Panuganti,
1970). Poprvé byla tato metoda pouzita pii stanoveni AUX (Went, 1928). Biotest byl také
pouzit pro analyzu ABA. Tento test byl zaloZzen na inhibici prodluzovani hypokotylt
okurky (Cucumis sativus L.) pomoci ABA. Byly pouzity fezy 3-denniho hypokotylu C.
sativus, které mély nejdiive inkubacni dobu ve tmé 20 hod a poté byly vystaveny svétlu
na 24 hod. Za téchto podminek je totiz inhibice prodlouzeni hypokotylu tmeéma ABA
koncentraci (Lin et al., 1988). Tato metoda je zamétfena na detekci jedné slouceniny, je
totiz prilis specificka na to, aby umoznila efektivni identifikaci vice analyt. Navic je tato
metoda Casov€ naro¢na. Ma Spatnou opakovatelnost, neni pfili§ pfesnd, a proto se jiz

v posledni dobé¢ ke stanoveni pfevazné nepouziva (Du et al., 2012; Jiang et al., 2020).

2.2.2 Imunotesty

Imunoanalyza stanovuje koncentrace fytohormoni pomoci afinity mezi antigeny
(fytohormony) a specifickymi protilatkami. Lze ji pouzit pouze ke kvantifikaci ve
vzorcich s vysokymi koncentracemi fytohormont, protoze jeji citlivost a specificita jsou
nizké (Weiler, 1982). Pro analyzu fytohormoni jsou tradi¢né pouzivany enzymové
imunosorbentni testy (enzyme-linked immuno-sorbent assay - ELISA), které jsou
komer¢né dostupné ve formé kiti. Analyza vice tfid rostlinnych hormont zaroven je pfi

této metode€ velice narocna (Du et al., 2012).
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2.2.3 Kapilarni elektroforéza

CE je elektromigracni metoda zalozena na pohybu nabitych castic v elektrickém poli.
Diky odlisnému principu separace je ortogonalni k chromatografickym metodam. CE ma
mnohostranné vyuziti. Vyznacuje se vysokou separacni u€innosti, minimem organického
odpadu, nizkou spottebou vzorku a chemikalii. V porovnani s LC mezi jeji nevyhody
patii nizsi citlivost, hlavné ve spojeni se spektrofotometrickou detekci, a nizsi robustnost,
zvlast ve spojeni s MS detekci (Lauer & Rozing, 2009). V zakladnim nastaveni je vhodna
pro analyzy silné polarnich nebo nabitych latek (Voeten et al., 2018). Ve spojeni
s riznymi detektory je dal§i moznou metodou pro soucasné stanoveni vice rostlinnych
hormonti a piibuznych latek: IAA, ABA, kyselina giberelova (GA) (CE-MS/MS; (Tan et
al.,2014); IAA, GA (CE-UV; (T.-F. Jiang et al., 2006); IAA, ABA, JA (CE-fluorescencni
detekce; H. Chen et al., 2011); IAA, ABA, SA, JA, GAs (CE-MS; (M.-L. Chen et al.,
2011); ABA (CE-fluorescencni detekce; (X. Liu et al., 2003); ABA, JA, IAA, SA, GA
(CE-UV; (Huang et al., 2014).

2.2.4 Plynova chromatografie

GC je separacni metoda zvlasté vhodna pro analyzu tékavych latek nebo latek, které l1ze
na tékavé prevést pomoci derivatizace (napf. netékavé rostlinné hormony), a které jsou
stabilni pfi vysokych teplotach GC gradientd. Spojeni GC-MS bylo pro stanoveni
fytohormont (GAs) poprvé pouzito v roce 1969 (Binks et al., 1969). S dal§im rozvojem
této techniky se GC zacinala pouzivat i naptiklad pro stanoveni IAA (Edlund et al., 1995),
JAs (JA, cis-OPDA, dn-OPDA; (Weber et al., 1997) nebo analyzy vice latek zahrnujici
kyselé fytohormony: IAA, ABA, JA, cis-OPDA a SA (A. Miiller et al., 2002) nebo TAA,
ABA, JA a SA (Schmelz et al., 2003).

2.2.5 Kapalinova chromatografie

LC je oblibena separacni metoda, s vysokym rozliSenim, ktera je jiz od 70. let §iroce
pouzivana pro analyzu fytohormont. V soucasné dobé je LC (HPLC a ultraucinna
kapalinova chromatografie - UPLC) ve spojeni s MS detekci nejbéznéjsi pouzivanou
metodou pro analyzu fytohormont i proto, ze GC-MS nedokaze pokryt vétsi mnozstvi
raznych fytohormona (Ljung et al., 2010; Walton et al., 2015). LC na reverzni stacionarni
fazi (nejcastéji C18) ve spojeni standemovou MS detekci (MS/MS) se pouziva pro
kvantifikaci kyselych fytohormont (Balcke et al., 2012; Flokova et al., 2014; Sirok4 et
al., 2022; Yonny et al., 2020) nebo Sirokého spektra fytohormont (Cai et al., 2019; Cao
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et al., 2017; Erland et al., 2017; Chiwocha et al., 2003; Pan et al., 2010; Sheflin et al.,
2019; Simura et al., 2018; Xin et al., 2020). Napiiklad byla popsana metoda pro analyzu
101 fytohormond (jejich prekurzord a metabolitd) vyuzivajici SPE purifikaci (Simura et
al., 2018) nebo metoda vyuzivajici multifunk¢ni derivatizaci pro soucasné stanoveni 31

fytohormont z riznych tiid v jednom béhu (Cai et al., 2019).

V poslednich letech se zvySuji pozadavky na rychlost, citlivost a rozliSeni
chromatografickych metod. Kromé toho jsou v ramci analytické chemie diskutovany i
ekologické aspekty, jako je mensi spotieba toxickych organickych rozpoustédel,
bezpecnost obsluhy, nizsi cena a rychlejsi analyza. Je tedy stale dulezité studovat nové

metody pro analyzu fytohormont (Dispas et al., 2018; Korany et al., 2017).

2.3 Superkriticka fluidni chromatografie
Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) je chromatograficka metoda, ktera vyuziva
jako mobilni fazi (MF) rozpoustédla za superkritickych podminek. Nejcastéji je to

superkriticky oxid uhlicity (scCO>).

Pouziti SFC ma tadu vyhod, mezi néz patii nejen snizeni spotfeby Skodlivych
organickych rozpoustédel pouzitim netoxickych a ekologicky Setrnych rozpoustédel, ale
i dobra robustnost SFC systémt a metod. DalSimi vyhodami jsou reprodukovatelnost,
selektivita, citlivost, a také ortogonalita selekce k Casto pouzivanym metodam LC
na reverzni fazi (Edge et al., 2022; Li et al., 2018). Kromé toho je SFC vhodna metoda 1
pro analyzu tepelné nestabilnich a netékavych sloucenin, které je obtizné analyzovat
pomoci GC. SFC muze byt také napomocna pii analyze sloucenin rozkladajicich se v
ptitomnosti vody nebo alkoholu, jako jsou pesticidy a nékteré rostlinné metabolity. Na
druhé strané je separace velmi polarnich sloucenin pomoci SFC obtizna a organicky
modifikator a jeho mnozstvi musi byt vybrano peclivé, aby se ziskal uspokojivy tvar piku.
V soucasné dobé se SFC uspesné pouziva v celé fadé praktickych aplikaci (Pilafova et

al., 2019).

Reseni chromatografickych problémti s ohledem na optimalizaci rozliseni a dobu
analyzy Casto vyzaduje pouziti gradientu. Jednou z vyhodnych vlastnosti SFC je vétsi
pocet gradientt, které mohou byt v SFC modulovany. Jedna se o gradienty regulovaného
tlaku a slozeni MF (West, 2018). Pii analyze neznamého vzorku se doporucuje nejprve
provést obecny vyhledavaci gradient od 2 do 40 % organického modifikatoru (napft.

MeOH), vcetné kratkého izokratického zadrzeni pfi 2 % MeOH a dalSiho pii 40 %
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MeOH. Pomoci tohoto zakladniho gradientového postupu je mozné urcit elu¢ni okno
analytl obsazenych ve vzorku (prvni a posledni elu¢ni piky) a také rozhodnout, zda je
vyzadovan gradient, pficemz se vezmou v uvahu rozdily ve slozeni eluce mezi prvnim a
poslednim elu¢nim pikem. V neposledni fad¢ je rozliSovaci schopnost a citlivost dosazena
v gradientovém rezimu SFC casto lepsi nez v izokratickém rezimu (Novakova et al.,

2014).

2.3.1 Mobilni faze

Samotny nazev této metody napovida, ze jako MF je pouzivana superkriticka tekutina. V
zavislosti na teploté a tlaku muze slouCenina existovat v plynném, kapalném nebo
pevném stavu. Pii zvySovani teploty 1 tlaku nad kriticky bod se latka dostava do tzv.
superkritického (nadkritického) stavu (Obr. 5). Vlastnosti téchto tekutin se nachazeji na
pomezi vlastnosti kapalin a plynt (Hitchen & Dean, 1993). Oproti kapalinam maji
nadkritické tekutiny nizsi viskozitu a vysokou difuzivitu a jsou tak vice podobné plyniim.
I diky tomu jsou nadkritické tekutiny velice zajimavé pro vyuziti v chromatografii, kde
tyto vlastnosti umoziuji rychlej§i prenos latky mezi stacionarni a MF. Hustota a
solvatacni schopnosti superkritickych tekutin jsou vice podobné kapalinam a umoziiuji

tak relativné dobrou rozpustnost, ale také i dobry transport analyta (David et al., 2000).

s
=
a

superkriticka

latka

73.8

plynna latka
5.2

.
-56.6 31 T[°c]

Obrazek 5. Fazovy diagram pro CO,. P, — trojny bod, P. — kriticky bod. Upraveno z:
https://newmars.com/forums/viewtopic.php?id=10044
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Pti zrodu SFC se jako MF pouzivaly latky striktné pfi nadkritickych podminkach.
Mezi tyto latky patfili napiiklad fluorované uhlovodiky, amoniak nebo napftiklad
halogenované uhlovodiky (West, 2018). OvSem pouziti téchto latek jako superkritické
MF muselo byt pozastaveno =z hlediska jejich skodlivosti pro Zzivotni prostredi,
poskozovani SFC systému, ale také nezpusobilosti pro analyzu termolabilnich latek. I
proto se v soucasné dobé jako MF pouziva relativné netoxicky CO», ktery ma kritické
hodnoty tlaku a teploty prakticky aplikovatelné (74 bar a 31 °C; Obr. 5). ScCO» je navic
latka s nizkou viskozitou, coz umoziiuje pouziti vyssich prutoku, nez jaké jsou pouzivany

napiiklad u LC (Novakova et al., 2014).

Drtive byl jako MF pouzivany striktné scCO.. Jelikoz ma scCO: nizkou polaritu, tak
bylo 1 omezeno mnozstvi latek, které se touto metodou daly analyzovat. Aby se tomuto
omezeni piedeslo, zacal se k scCO pridavat maly podil polarniho modifikatoru, ktery
zvySuje polaritu MF, a zarovei solvatacni a elucni silu Cistého scCO2 (M. Chen et al.,
2022). Dobra misitelnost scCO2 s organickymi rozpoustédly, zejména pak alkoholy, jako
jsou MeOH, etanol, ¢i isopropanol, poskytuje SFC Sirokou Skalu moznosti pfi
optimalizaci chromatografickych separaci rozsahlého mnozstvi riznych analyti (Deye et
al., 1990; West, 2018). Pridavek organickych modifikatort pti gradientové eluci obvykle
zac¢ina na 2-5 % az do 30-40 % (Pilatova et al., 2019). Nejcastéji pouzivanym
modifikatorem v SFC je MeOH, ktery je zcela misitelny se scCO; v §irokém rozsahu
teplot a tlakl. Pfidanim organického modifikatoru se podstatné meéni kriticky bod MF
v zavislosti na zvoleném modifikatoru ale i na mnozstvi jeho pfidavku. Z praktického
hlediska ovSem neni podstatné, zda je pouzitda MF definovana jako nadkriticka nebo
podkriticka. A to zejména proto, ze nebyly pozorovany zadné vyznamné zmeény ve
tfyzikalnich a chemickych vlastnostech MF, protoze vlastnosti scCO2 a podkritického CO>
jsou spojité (Berger, 1995; Lesellier, 2020; Novakova et al., 2014).

Obvykle ovsem samotny pridavek modifikatoru nestaci, a k MF musi byt pfidano jesté
aditivum. Uloha aditiv spo¢iva v pokryti aktivnich mist stacionarni fize a zménou
polarity MF. Pridani aditiv také umoziuje eluci vysoce polarnich slouc¢enin (Smith,
1999). Pouziti nizkych koncentraci aditiv, obvykle kyselin nebo zasad, v organickém
modifikatoru ma pfiznivy vliv na tvar piku a selektivitu v SFC (Blackwell et al., 1997).
Eluci organickych kyselin l1ze tedy urychlit pfidanim naptiklad kyseliny mravenci nebo
kyseliny trifluoroctové, zatimco eluci bazi 1ze urychlit ptidanim alifatickych amint nebo

hydroxidu amonného (Novakova et al., 2014). Nékdy jsou do MF faze ptfimichany jak
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kysela tak zasadita aditiva a to napfiklad mravenan amonny nebo uhli¢itan amonny
(Pinkston et al., 2004). Dalsi moznosti je ptidani malého mnozstvi vody, ktera sice neni
misitelnd s scCO2, ale v kombinaci s organickym modifikatorem se jeji misitelnost
zlepSuje (J. Liu et al., 2019). Maly pridavek vody (do 5 %) muze mit dobry vliv na tvar
piku a také na ionizaci v MS (Novakova et al., 2014).

2.3.2 Stacionarni fiaze

Prvnim krokem a pravdépodobné nejdilezitéjs§im pifi vyvoji metody v SFC je vybér
stacionarni faze. Pokud se jednad o jeji chemické slozeni, je k dispozici Siroka §Skala
stacionarnich fazi, od nejpolarnéjsiho silikagelu (normalni faze) az po nepolarni faze s
husté navazanymi alkylovymi skupinami na povrchu silikagelu (reverzni faze). Toto
Siroké rozmezi umoziuje riznou selektivitu a tedy i moznost analyzy latek rizné polarity
(West et al., 2016). Chemii stacionarni faze lze snadno vyuzit k podstatné zmeéné
separacni selektivity. V SFC lze pouzit celou §kalu achiralnich a chiralnich stacionarnich
fazi. VétSina z nich je na bazi silikagelu, ackoli jsou k dispozici 1 kolony na bazi
polysacharidi, zirkonu, polystyrenu nebo divinylbenzenu (Edge et al., 2022). Vétsina
kolon pouzivanych v SFC byla nejprve navrzena pro HPLC. Uginnost separace zavisi na
parametrech kolony a pratoku MF v SFC systému (van Deemter et al., 1956). V posledni
dobé se ve stacionarnich fazich stale Castéji pouzivaji Castice mensi 2 um, coz vedlo
k zavedeni takzvané ultra-vysokoucinné superkritické fluidni chromatografii (UHPSFC;
Grand-Guillaume Perrenoud et al., 2012). Chemicka struktura stacionarnich fazi

pouzitych v této praci je znazornéna na Obr. 6.
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Obrazek 6. Struktury stacionamich fazi pouzitych v této praci. Vytvofeno v programu
ChemSketch.

17



2.3.2.1 Nepolarni stacionarni faze

Nejcasteji pouzivanymi nepolarnimi stacionarnimi fazemi jsou oktyl- (C8), oktadecyl-
(C18) a triakontanyl- (C30) kolony. Tyto kolony jsou vhodné pro separaci latek s nizkou
polaritou, a také pro hydrofobni slou¢eniny, jako jsou naptiklad lipidy, karotenoidy nebo

terpeny (Lesellier & West, 2015).

2.3.2.2 Polarni stacionarni faze

Polarni stacionarni faze zahrnuji nemodifikovany silikagel, jehoz povrch tvori
hydroxylové skupiny, resp. silanolové skupiny, a silikagel modifikovany napftiklad 3-
aminopropyl- (NH2), 3-kyanopropyl- (CN), propandiol- (DIOL) skupinou. Stfedné
polarni stacionarni faze jsou napiiklad aromatické stacionarni faze a alkylové stacionarni
faze skratkym fetézcem jako jsou napiiklad fenylhexyl- (C6PHE), fenylpropyl-
(C3PHE), difenyl- (DP) skupiny a dalsi. Tyto stacionarni faze jsou vhodné pro analyzu
polarnich sloucenin jako jsou saponiny a fenoly (West et al., 2016). Specifické stacionarni
faze wvyvinuté pro SFC zahrnuji 2-ethylpyridin (2-EP), 4-ethylpyridin (4-EP),
propylacetamid, aminofenyl a pyridinkarboxamid skupiny, které mohou vést ke zlepSeni

tvaru pikt a to zejména u bazickych sloucenin (van de Velde et al., 2020).

Pokud stacionarni faze obsahuje silanolové skupiny, tak alkohol pouzity v MF prevede
silanol na silylether, ¢imz se méni chromatograficka retence a selektivita. Silylethery
mohou byt rychle odstraiiovany pfidanim vody do MF (J. N. Fairchild et al., 2015). Tento
problém cCastecné vytesila spoleCnost Waters, ktera vyvinula specialni vazebnou chemii
na Casticich oxidu kifemicitého, a tak zajistila, ze retence nebude ¢asem degradovat

tvorbou silylethert (Desfontaine et al., 2016; J. N. Fairchild et al., 2015).

2.3.3 Kolony pro stacionarni faze
SFC muze byt provedena bud v otevienych kapilarnich kolonach nebo v plnénych
kolonach (Schoenmakers, 1988). V soucasné dobé& se bézné pouzivaji napliiové kolony

(Edge et al., 2022). Napliiové kolony jsou naplnény sypkym sorbentem, stacionarni fazi,

jejich vnitini pramér je obvykle 2-5 mm a délka 15-25 cm (M. H. Ng & Din, 2020).

2.3.4 Instrumentace SFC

Vyznamny pralom v SFC nastal se zavedenim robustnéjsi instrumentace. Byly vyvinuty
presnéjsi Cerpaci systémy a vylepSena regulace zpétného tlaku, coz vedlo k vyssi

opakovatelnosti reten¢nich ¢ast a niz§imu Sumu pozadi i pfi pouziti gradientové eluce
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(Lesellier & West, 2015; Plachka et al., 2023). SFC systémy jsou velice podobné HPLC
systémum. Jednou z moznosti SFC je i hybridni zafizeni, které umoziiuje analyzu HPLC
i SFC, jako je Agilent 1260 Infinity I SFC/UHPLC hybridni systém, ktery byl pouzit
v této praci (Lesellier & West, 2015).

V SFC systému je plynny CO» pfivadén z tlakové lahve pii pokojové teploté do SFC
konverzniho modulu, kde je zchlazen a zarovei stlaten na pozadované hodnoty teploty a
tlaku za vzniku scCO2. Jelikoz je modifikator kapalina pii pokojové teploté a tlaku, tak
jsou zapotiebi samostatna binarni Cerpadla pro scCO2 a modifikator. Tlak je v koloné
udrzovan za pomoci regulatoru zpétného tlaku (back pressure regulator - BPR), ktery
udrzyje tlak v koloné nad kritickou hodnotou, aby se udrzela MF v superkritickém stavu.
Konverzni modul SFC obsahuje chladi¢, ktery chladi jak vstupni kapalinu, tak hlavu
Cerpadla. Dale tento systém obsahuje automaticky davkovac vzorku s externi smyckou.
Kolonova pec udrzuje teplotu MF nad kritickou teplotou. Po prichodu kolonou je vzorek
hnan MF do rozdé€lovace (splitter). Rozdelovac je pasivni T-kus kde je MF rozde€lena do
dvou tokl jeden mifici skrz restrikéni kapilaru do MS, kde se pfimichava pridavné
rozpoustédlo (make up solvent) a druhy zpét do BPR, aby se udrzoval konstantni tlak

v SFC systému (Berger, 2015). Spojeni SFC-MS/MS je zobrazeno v Obr. 7.
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Obrazek 7. Schéma SFC-MS/MS. Upraveno z (Storbeck et al., 2018).
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2.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

MS je v soucasnosti povazovana za jednu z nejoblibenéjsich metod detekce, a to hlavné
diky své vysoké selektivité a citlivosti. Tento detektor predstavuje zjevné vyhody oproti
optickym detekcim a je bézné€ pouzivan hlavné pro stanoveni stopovych sloucenin v

komplexnich smésich, jako jsou napfiklad biologické nebo rostlinné vzorky.

MS analyzatory se skladaji z iontového zdroje, samotného hmotnostniho analyzatoru
a detektoru. Razné ioniza¢ni techniky umoziuji analyzovat velké mnozstvi latek s
raznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (L. Chen et al., 2021). Elektronova ionizace
se fadi mezi tvrdé ionizacni techniky a je pouzivana hlavné ve spojeni s GC. Ve spojeni
s LC jsou vyuzivany meékkeé ionizacni techniky jako je naptiklad ionizace elektrosprejem
(electrospray ionisation — ESI; Obr. 8) nebo chemicka ionizace za atmosférického tlaku

(Grebe & Singh, 2011).

- Zgg{';’;,‘f;;e = MSI (Q1) = | Kolizni cela (Q2) | = | MS2 (Q3)| | Detektor

Vstupni
rozhrani

Analyzovany Analyt I

vzorek JE o,- R <
= T, D, T ... 5.
Of B I | 1 e S **
Chromatograficka B I

kolona Rozpoustédlo

Detektor

Zdroj ionizace Analyzator

Obrazek 8. A — Schéma MS/MS. B — Schéma MS/MS s ESI ionizaci a trojitym kvadrupdlovym
analyzatorem. Q1-3 — kvadrupol 1-3, P — produktovy ion, Ar (argon) — kolizni plyn. Upraveno z
(Thomas et al., 2022).
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MS analyza je zalozena na separaci iontl podle poméru jejich hmotnosti k naboji
(m/z). Existuje n€kolik riznych typti hmotnostnich analyzatori vCetné analyzatora
s jednotkovym rozli§enim hmoty jako jsou kvadrupolové analyzatory a iontové pasti,
nebo analyzatory s vysokym rozliSenim hmoty jako je analyzator doby letu (TOF),

orbitrap a iontova cyklotronova rezonance (Haag, 2016).

Zakladni funkci tandemové MS je urcit pomér hmotnosti k naboji (m/z) sloucenin
pomoci prvniho kvadrupdlu, po kterém nasleduyje fragmentace v druhém
kvadrupolu/kolizni cele s naslednou hmotnostni analyzou fragmenti ve tfetim
kvadrupoélu (Cao & He, 2023). MS/MS pracujicim v rezimu monitorovani vice reakci
(MRM) je schopné detekce a kvantifikace specifickych molekul v komplexni smési a
vyznacuje se nizkym chemickym Sumem, ktery poskytuje zlepSeni citlivosti (Balcke et

al., 2012; Sherwood et al., 2009).

Vybér MS analyzatoru pro spojeni s SFC zavisi na preferované aplikaci. Mezi
nejpouzivanéj§i MS analyzatory v SFC patii MS/MS a TOF. MS/MS je uzitecna jak pro
kvalitativni stanoveni (napfiklad strukturni charakterizace nebo identifikace), tak pro
cilenou kvantitativni analyzu (Thomas et al., 2022). Vysoka specificita a senzitivita
detek¢niho rezimu MRM pfispéla k tomu, Ze tento systém je dnes zlatym standardem pro

kvantitativni analyzu malych molekul a peptida v biologickych vzorcich.

Vliv matrice a pfipravy vzorku na stanoveni stopovych fytohormont pfinasi dalsi
problém pii analyze téchto latek. Proto je pouziti vnitinich standarda (IS) nezbytné pro
presnou kvantifikaci. Jako IS jsou pfi MS detekci nejvice vhodné analyty znaCené
stabilnimi izotopy (napiiklad standardy znacené tfemi a vice *H, '*C nebo °N), protoze
maji témér stejné fyzikalni a chemické vlastnosti jako odpovidajici analyty, coz zajistuje
korekci ztrat analyti béhem piipravy vzorku a také kompenzuje zmény ionizace

zpusobené koelujicimi slozkami v matrici vzorku (Du et al., 2012).

2.5 Planovani experimentu

Vyvoj metody v SFC je pomémeé slozity proces, jelikoz existuje mnoho parametrd, které
pusobi na retenci a separaci (Lesellier et al., 2015). Na hustotu MF u stlacitelnych tekutin
pusobi predevs§im teplota a zpétny tlak kolony. Na hustotu kapaliny pak mohou
prostfednictvim vstupniho tlaku kolony pisobit i dalsi parametry, jako jsou rozmeéry
kolony, velikost Castic ve stacionarni fazi a pratok (Lesellier, 2009). Nastésti nizka

viskozita a vysoka elucni sila MF umoziuje pouziti vysokych pratokd pro analyzy,
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rychlou ekvilibraci pfi zméné slozeni MF a zajistuje vysokou u¢innost separace. Vsechny
tyto vlastnosti spole¢né ovliviiuji vysledek chromatografie (Desmortreux et al., 2009;
Lesellier et al., 2012). Pi vyvoji metody by se mélo dbat na chromatografické vlastnosti,
jako je rozliSeni analytl a tvar pika, retencni Cas, citlivost, selektivita a celkova robustnost
metody (Sandford & Shelver, 2009). V poslednich letech se stale vice k optimalizaci
analytickych metod vyuziva chemometrickych nastroju. Pfinaseji totiz vyhody, jako je
snizeni poCtu experimentu, a tak i podstatné mén¢ laboratorni prace, které je tieba provést

a nizsi spotfebu chemikalii (Ferreira et al., 2007).

Zakladni moznosti pro planovani experimentu je ptistup jednoho faktoru v ¢ase (One
Factor At a Time - OFAT) a nebo komplexni pfistup navrhu experimentu (Design of

Experiments - DoE).

2.5.1 Jeden faktor v case

Pii optimalizaci metody SFC se Casto vyuziva pristup OFAT. Systematické testovani
k objasnéni, kterd kolona, slozeni MF (scCO2, modifikator, aditivum), elu¢ni rezim,
teplota, prutok a nastaveni BPR jsou nezbytné k dosazeni rychlé separace se zakladnim
rozliSenim (Harps et al., 2019). U OFAT je snaha ziskat informace o jednom faktoru
ovlivilujicim chromatografické vlastnosti v kazdém experimentalnim pokusu. Tento
postup se opakuje pro vSechny studované faktory (Ye, 2003). To vyzaduje velky pocet
experimentalnich méfeni, a v fad€ ptipadi se mohou pfi validaci stale vyzadovat dalsi
upravy. Pii OFAT nelze sledovat to jak se zvolené faktory navzijem ovliviyji, a proto

muze nékdy dochazet k Spatné interpretaci vysledkt (Ebrahimi-Najafabadi et al., 2014).

2.5.2 Experimentalni navrh

DoE je statisticky a matematicky nastroj pro systematické provedeni experimenti a
efektivni analyzu dat, aby bylo mozné ziskat maximum informaci z chemickych dat a
efektivné fesit vyzvy a cile daného vyzkumu (Araujo & Grung, 2012). DoE je jednou
z nejbézngjsich technik pro identifikaci a kontrolu kritickych faktorti pfi procesu
optimalizace. Tyto metody vyuzivaji matematické modely, které umoziuji posouzeni
relevance i statistické vyznamnosti studovanych vlivii faktord. Také je umoZzZnéna
identifikace interakci mezi faktory a optimalizace a vytvoreni matematického vztahu

mezi faktory a odezvami (Ferreira et al., 2007).

Jednim z nejdilezitéjsich cil DoE je nalezeni urovni faktord, které vytvareji nejlepsi

experimentalni odezvu. Faktorim jsou pfifazeny rtuzné hodnoty, tzv. urovné faktoru.
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Obvykle jsou tyto urovné oznaceny Cisly — 1, 0 a + 1 nebo jinymi znaky. Vztah mezi
odezvou (y) a faktory (xa) je definovan jako: y = f(xi, X2, ..., Xa). DoOE tedy umoziiuje
porozumét ucinkam faktort a modelovat vztah mezi x a y pomoci minimalniho poctu
experimentt. Pokud je tedy navrh experimentalnich podminek dobry, usetii se Cas i

naklady (Mousavi et al., 2018).

2.5.2.1 PlIné faktorialni navrh

Zam¢étuje se na vSechny faktory zahrnuté v experimentu. Zde se studuji vSechny mozné
kombinace, které jsou spojeny s faktory a jejich urovnémi. Sleduji ucinky, které maji
hlavni faktory a vSechny interakce mezi faktory na méfené odezvy. Casto pouZivany je
2% navrh, kde k je pocet faktori, pfi¢emz faktor ma pravé dvé urovné, vysokou (+1) a
nizkou (-1). OvSem hlavni nevyhodou pln¢ faktoridlniho navrhu je to, Ze se zvySujicim
se poctem faktori se exponencialné zvysuje celkovy pocet experimenti (Peng et al.,

2022; Tavares Luiz et al., 2021).

2.5.2.2 Frak¢ni faktorialni navrh

Na rozdil od plné faktoriadlniho navrhu, frakéni faktorialni navrhy umoziuji sledovat vice
faktorti s mensim poctem meéfeni. Predpokladem je, Ze interakce vysSiho fadu (tfi a vice
faktorti) nejsou statisticky vyznamné. Diky tomu Ize z experimentu zalozeném na plné
faktorialnim navrhu vybrat vyvazenou frakci, ktera umozni odhadnout ucinky hlavnich
faktorii. Nevyhodou je, Ze zjistény Gcinek muze byt zaroven ucinkem vyssi interakce.
Utinek hlavniho faktoru lze oveéfit dopliiujicim experimentem zalozenym na tzv.
komplementarni frakci. Pomoci tohoto nastroje lze tedy identifikovat nejvyznamnéjsi
faktory pro nasledné provadéni podrobnéjsich experimentd (Peng et al., 2022; Tavares

Luiz et al., 2021).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Priistrojové vybaveni, pomiucky a software

3.1.1 SFC-MS/MS analyza

Hybridni  systém 1260 Infinity II SFC/UHPLC spojeny s hmotnostnim
spektrometrem Agilent 6490 trojity kvadrupdl (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA).

Oxid uhli¢ity, CO24.5 (Linde Gas a.s.).

Analytické separacni kolony: Viridis® HSS Cis SB kolona (100 A, 1,8 um, 3 mm x 100
mm, Cis), Torus™ 1-AA kolona (130 A, 1,7 um, 3 mm x 100 mm, 1-aminoantracen),
Torus DIOL (130 A, 1,7 pm, 3 mm x 100 mm, diol), Torus DEA (130 A, 1,7 pm, 3 mm
x 100 mm, diethylamin) a Torus 2-PIC (130 A, 1,7 um, 3 mm x 100 mm, pyridin-2-
ylmethanamin). VSechny pouzité analytické kolony jsou od firmy Waters, Irsko.
V zavorkach jsou uvedeny vlastnosti kolony v tomto poradi: velikost port, velikost

castic, rozméry kolony, chemie kolony. Struktury téchto kolon jsou zobrazeny v Obr. 6.

3.1.2 Priprava vzorku

Analytické vahy (Sartorius Weighing Technology GmbH, Némecko)
Automatické mikropipety se Spickami (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga Avanti TM 30 (Beckman, USA)

Centrifuga Hettlich Micro 220R (Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Némecko)
Extrakéni disky: C18 Empore™ a SDB-XC Empore™ (3M™, USA)
Chladici box (Biocision, USA)

Kapalny dusik

Kulicky oxidu zirkonicitého (2 mm) (Retsch GmbH, Némecko)

Kulovy mlynek MM400 Retsch® & Co. KG (Retsch GmbH, Némecko)
Mikrozkumavky Eppendorf 2,0 ml, 5,0 ml (Eppendorf, Némecko)
Odmérny valec 100 ml, 500 ml, 1000 ml

Sklenéna lahev s uzavérem 100 ml, 500 ml, 1000 ml
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Sroubovaci vialky s uzavéry a inzerty

Zartizeni na upravu vody Millipore Direct-Q® 3 UV (Millipore Corp, USA)

3.1.3 Software

SFC-MS/MS data byly procesovany v programu MassHunter kvalitativni software verze
B.08.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) a MassHunter kvantitativni
software verze B.09.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Pro statistické zpracovani vysledkt byl pouzit Microsoft Excel a R studio (Posit team,
2023) na bazi jazyka R (R Core Team, 2023) za pouziti balicki: readxl (Wickham &
Bryan, 2023), ggplot2 (Wickham, 2016) a caret (Kuhn, 2008).

3.2 Chemikalie
25% roztok amoniaku pro LC-MS (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Aceton (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francie)

Acetonitril pro LC-MS (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Kyselina mravenci (> 99%) pro LC-MS (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Kyselina octova (100%) pro LC-MS (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Metanol hypergrade pro LC-MS (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Metanol gradient grade (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Voda pouzivana pro pfipravu MF a pracovnich roztokd byla vyhradné po precisténi

v systému Millipore, tzv. MilliQ voda.

3.2.1 Standardy

Referencni analytické standardy a vnitini standardy znacené stabilnimi izotopy byly
poskytnuty z knihovny standarda Laboratote rastovych regulatort. JAs: cis-OPDA, OPC-
8, OPC-6, OPC-4, dn-OPDA, JA, 9,10-dhJA, 12-OHJA, JA-Val, JA-Ile, JA-Phe, OPDA-
ds, JA-ds, (-)-JA-da-Tle byly zakoupeny v OlChemIm Ltd. (Olomouc, Ceska republika).
IAA u Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) a ostatni AUX: oxIAA, IAA-Asp, [AA-Glu,
TAA-13Ce, oxIAA-13Cs, IAA-Asp-'3Cs, IAA-Glu-'3C byly zakoupeny u OlChemIm Ltd.
(Olomouc, Ceska republika). ABAs: ABA, PA, DPA, neoPA, 7'-OHABA a ABA-ds byly
zakoupeny u National Research Council Canada (Saskatoon, Kanada). SA a SA-d4 byly
zakoupeny u Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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Zasobni roztoky vSech analytickych referencnich standardi a vnitinich standardi byly
pfipraveny v organickém rozpoustédle (MeOH ¢&i acetonitril) o koncentraci 10~ mol1! a
skladovany pii -80 °C. Pracovni roztoky pro individualni nastfiky referencnich standarda
pro ovéfeni retence byly pfipraveny v koncentraci 10 mol1! v 80% MeOH. Smési
referen¢nich standardi byly piipraveny v koncentraci 10* moll! pro analyty méfené
v negativnim ionizacnim modu (smés 1 - obsahujici JA, OPC-4, 9,10-dh-JA, 12-OHJA,
SA, ABA, DPA, neoPA, PA a 7-OHABA) a v koncentraci 10~ mol1! pro analyty méfené
v positivnim ionizacnim modu (smés 2 - obsahujici cis-OPDA, dn-OPDA, OPC-8, OPC-
6, JA-Ile, JA-Phe a JA-Val) a AUX (smés 3 - obsahujici IAA, oxIAA, TAA-Glu, [AA-
Asp). Smési 1-3 byly pouzity na pfipravu kalibra¢ni fady nebo déle fedény na pracovni
smeés standardi obsahujici vSechny analyty v 80% vodném MeOH, pficemz analyty
méfené v negativnim ionizaénim moédu byly v koncentraci 10° moll! a analyty
v positivnim ionizaénim moédu byly v koncentraci 107 moll!. Tato pracovni smés

standardi byla pouzita pro optimalizaci podminek pro SFC separaci.

Pracovni smés vnitinich standard® obsahovala OPDA-ds, JA-ds, IAA-'3Cs, oxIAA-
13Cs, IAA-Asp-12Cs, IAA-Glu-13Cs, ABA-ds, 0 koncentraci 10 moll™, (-)-JA-dx-Ile o
koncentraci 5107 mol1"! a SA-ds o koncentraci 2:10°° mol 1. Tato smés byla pouzita pro
pfipravu kalibra¢ni fady a pfidavana o stejném mnozstvi (10 pl) do vzorki rostlinného
materialnu pred extrakci v ramci piipravy vzorka k SFC analyze pro umoznéni piesné

kvantifikace.

3.2.2 Pouzité mobilni faze

MeOH s ptidavkem 0,5 obj. % vody

MeOH s pridavkem 3 obj. % vody

MeOH s pridavkem 0,1 obj. % FA a 0,5 obj. % vody

MeOH s pridavkem 0,1 obj. % FA a 3 obj. % vody

MeOH s ptidavkem 0,1 obj. % amoniaku a 0,5 obj. % vody

MeOH s ptidavkem 0,1 obj. % amoniaku a 3 obj. % vody

MeOH s ptidavekm 0,1 obj. % FA, 0,1 obj. % amoniaku a 0,5 obj. % vody

MeOH s pridavkem 0,1 obj. % FA, 0,1 obj. % amoniaku a 3 obj. % vody
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3.2.3 Pouzité pracovni roztoky
1 mol1! FA v 10% MeOH; 0,1 obj. % kyselina octova; 80% MeOH

3.3 Rostlinny material

Rostlinny material pro aplikaci SFC-MS/MS metody byl ziskan, jak popsano v Mik et al.,
2023. Rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Col-O byly péstovany v pudé v rustové
komote pod kratkou denni periodou (16 h tma pfi 18 °C a 8 h svétlo pii 22 °C). Intenzita
svétla byla 100 pE m s!. T&sné& pied dokongenim reprodukéni faze (uroven 12; (Smyth
et al., 1990), v tomto piipade 30 dni staré rostliny, byly 4 listy kazdé rostliny mechanicky
poskozeny sevienim laboratorni pinzetou na 3 mistech pres centralni zilu listu (Obr. 9).
Poranéné listy byly sklizeny v 5, 15, 30, 60 a 180 minuté od poranéni. Na kazdy ¢asovy
bod byly pouzity 4 rostliny. Kromé poranénych listi byly také z rostlin ve stejnych
casovych bodech sklizeny listy neporanéné, vzdalené (Obr. 9). Déle byly sklizeny listy
jesteé pied poskozenim a byly oznaCeny jako casovy bod 0 min. Rostlinny material byl
sklizen odstfihnutim celych listh od razice rostliny, rychle umistén do predem
oznacenych mikrozkumavek (5 ml), okamzit€¢ zamrazen v kapalném dusiku a skladovan
pii -80 °C. Zmrazeny rostlinny material byl homogenizovan v tfence za pomoci térky pod
tekutym dusikem a rozvazen do pfedem ocislovanych mikrozkumavek (2 ml) tak, aby se
navazka vzorku pohybovala kolem 10 mg. Kazdy typ vzorku byl navazen ve trech
provedenich. VSechny navazky byly provedeny na analytickych vahach. Béhem prace na
analytickych vahach byly vzorky ulozeny v tekutém dusiku. Manipulace se vzorky mimo
tekuty dusik byla provedena co nejrychleji. Pfesné navazky vSech vzorkl jsou uvedeny

v Tab. 1.

Poranény list

Vzdaleny
(distalni) list

Created in BioRender.com bio

Arabidopsis thaliana

Obrazek 9. Schéma poranéni A. thaliana za pomoci pinzety.

27



Tab. 1: Navazky rostlinného materialu (A. thaliana)

Cas od poranéni Cislo vzorku Poranéné listy Cislo vzorku  Vzdalené listy
(min) (mg) (mg)
0 1 13,33 19 10,26
2 11,04 20 11,08
3 13,28 21 11,74
5 4 10,48 22 11,68
5 10,34 23 11,66
6 13,08 24 10,73
15 7 10,58 25 11,13
8 11,37 26 11,16
9 10,44 27 10,53
30 10 10,23 28 11,46
11 11,86 29 10,49
12 10,59 30 10,41
60 13 10,45 31 11,72
14 11,25 32 10,38
15 10,41 33 10,32
180 16 11,31 34 10,51
17 11,19 35 11,25
18 10,43 36 10,56
3.4 Metody

34.1 Vyvoj SFC-MS/MS metody

3.4.1.1 MS/MS podminky

MS podminky pro detekci kyselych fytohormond byly nastaveny podle Siroka et al.,
2022, kde byl na stejné spektrum analyt pouzit stejny detektor ve spojeni s LC (Tab. 2).
Napéti na trysce bylo nastaveno na OV, napéti na kapilafe na 2800/3000 V v
pozitivnim/negativnim modu a susici plyn mél teplotu 130 °C s priitokem 14 I'min™'. Plyn

okolo plasté byl zahtaty na 400 °C a jeho priitok byl nastaven na 12 I'min’'.
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Tab. 2: MS podminky - seznam analytl, jejich zkratky, ioniza¢ni méd, MRM tranzice, kolizni

energie.

Analyty Zkratka ESI MRM tranzice Kolizni
mod energie (eV)

2-(1H-indol-3-yl)octova kyselina ~ TAA + 176,1 - 130,1 24
2-(2-oxindol-3-yl)octova kyselina ~ oxIAA + 192,1 - 146,0 12
[2-(1H-indol-3-yl)acetyl]- aspartit ITAA-Asp + 291,1 -130,1 36
[2-(1H-indol-3-yl)acetyl]- IAA-Glu + 305,2 -130,1 24
glutamait
cis-(+)-12-oxo-fytodienova cis-OPDA + 293,2-275,2 12
kyselina
(Z)-8-[3-0x0-2-(pent-2- OPC-8 + 295,2 -135,0 20
enyl)cyklopentylJoktanova
kyselina
(Z)-6-[3-0x0-2-(pent-2- OPC-6 + 267,1 -135,0 28
enyl)cyklopentyl]hexanova
kyselina
(Z)-4-[3-0x0-2-(pent-2- OPC-4 - 237,2-58,8 20
enyl)cyklopentyl]butanova
kyselina
dinor-oxo-fytodienova kyselina dn-OPDA + 265,2 —247,1 4
(-)-jasmonova kyselina JA - 209,2 - 58,8
(#)-9,10-dihydrojasmonova 9,10-dh-JA - 211,2-58,8 16
kyselina
11-hydroxyjasmonova kyselina/ 11-/12- - 225,1-59,0 8
12-hydroxyjasmonova kyselina OHJA
(-)-jasmonoyl-L-valin JA-Val + 310,3-151,3 16
(-)-jasmonoyl-L-isoleucin JA-Ile 324,3 -151,2 16
(-)-jasmonoyl-L-fenylalanin JA-Phe 358,8 —151,2 16
salicylova kyselina SA - 137,1-92.8 16
(+)-cis,trans-abscisova kyselina ABA - 263,2-153,1 8
fazeova kyselina PA - 279,1 -205,1 12
dihydrofazeova kyselina DPA - 281,2 -237,1 8
neofazeova kyselina neoPA - 279,1 -205,1 12
7'-hydroxyabscisova kyselina 7-OH-ABA - 279,1 - 151,1 12
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3.4.1.2 Optimalizace nastrikového objemu

Byly zvoleny 4 moznosti nastfikového objemu: 1 pl, 3 pl, 5 ul a 10 ul. Nastiiknuta byla
pracovni smés standardi v 80% vodném MeOH (kapitola 3.2.1). Toto slozeni
rozpoustédla bylo zvoleno, aby odpovidalo slozeni rozpoustédla vzorkt po eluci (80%

vodny MeOH).

3.4.1.3 Vybér stacionarni faze — zakladni testovani

Pro zakladni testovani stacionarnich fazi bylo vybrano 5 dostupnych kolon (Torus DEA,
Torus 1-AA, Torus DIOL, Torus 2-PIC, Viridis HSS Ci3 SB) (Obr. 6). Na téchto kolonach
byla provedena analyza pracovni smeési standardtl (kapitola 3.2.1) o nastiiku 5 pl ve tfech
opakovanich pfi razném sloZzeni MF B, MF A byl vzdy scCO» (Tab. 3). Byla testovana
ptitomnost kyselych a zasaditych aditiv v MF B a jejich vliv na detekci analytt. Hodnota
BPR byla nastavena na 250 bar a teplota kolony byla nastavena na 50 °C. Prutok SFC
pumpy byl nastaven na 1,5 ml'min a pritok iso pumpy (piidavné rozpoustédlo, MeOH)
byl nastaven na 0,25 ml'min"!. Podminky gradientu eluce jsou uvedeny na Obr. 10,

celkovy Cas analyzy byl 12 minut.

Tab. 3: SloZeni MF pfi zakladnim testovani.

Metody Slozeni MF A Slozeni MF B

1 scCO, MeOH

2 scCO, MeOH + 0,1 % FA

3 scCO, MeOH + 0,1 % amoniaku

Gradient eluce

50

40
w30
20
10

0
0 5 10 15

min

Obrazek 10. Podminky gradientu pfi zakladnim testovani kolon.
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3.4.1.4 Frakcni DoE pro optimalizaci chromatografickych podminek

Pro dal§i optimalizaci chromatografickych podminek byl zvolen komplexni pfistup
frakéniho DoE, kde bylo zvoleno nékolik faktorti (Tab. 4), které ovliviuji vlastnosti
separace jako jsou retencni Cas, plocha a rozliSeni pikl. Pro kazdy faktor byla zvolena
vysoka +1 a nizkd —1 uroveri, a bylo vytvofeno 16 metod (Tab. 5), které odrazi 16
moznych kombinaci zvolenych faktord. Témito metodami byla analyzovana pracovni
smés standardu (kapitola 3.2.1) o nastfiku 3 pl ve tfech opakovanich pro kazdou metodu.
V nékterych piipadech bylo nutné ovéfit retenci nastfikem individualnich roztoku
standardt (kapitola 3.2.1). Kvuli dlouhym reten¢nim ¢asim IAA-Asp a IAA-Glu byl
prodlouzen ¢as metody (Obr. 11). DoE metoda byla aplikovana na 2 vybrané kolony
(Torus 1-AA, Viridis HSS C18 SB), které byly zvoleny pro dalsi optimalizaci ze
zakladniho testovani 5-ti kolon. Z naméfenych dat byly vygenerovany retencni Casy,
plochy a S8itky pikd v poloviné vysky (full width at half maximum - FWHM)
detekovanych analyti. Z retencnich Casi a Sitek pikil v poloviné vysky sousedicich pikt

bylo vypocteno rozliSeni. RozliSeni téchto (Rs) pikd bylo vypocitano podle vzorce:

Rs = 1,18 x —— 1 RT2__ , kde RT1 a RT2 jsou retencni Casy pro kazdy pik, a
FWHM1+FWHM?2

FWHMI1 a FWHM 2 jsou Sitky pikt v poloving vysky.
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Tab. 4 Zvolené faktory frakéniho DoE ovliviiujici SFC separaci. Vysvétlivky zkratek k Tab. 3.
MF B — mobilni faze B, BPR - regulator zpétného tlaku, FA — kyselina mravendi.

Urovné
Faktor  Popis faktoru -1 +1
A usek, pocatecni podminky gradientu % MF B 2% 6 %
B smémice gradientu, % MF B 35 % 40 %
C % vody v MF B 050% 3%
D % FA v MF B 0 % 0.10 %
E % amoniaku v MF B 0% 0.10 %
F BPR 150 bar 250 bar
G teplota na koloné 40 °C 50 °C

Tab. 5: Frakéni DoE. Faktory: A, B, C, D, E, F, G. Vysoka uroven (+1), nizka aroven (-1).

Metody A B C D E F G
(A/B/C) (A/B/D) (A/C/D)
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
3 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1
5 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
10 +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1
11 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
15 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
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Gradienty eluce pii frakénim DoE

25 ‘ —8—B:2-35% (1, 5,9, 13)
20 B: 2-40% (3,7, 11, 15)
15 B: 6-35% (2, 6, 10, 14)
10 \ B: 6-40% (4, 8, 12, 16)

min

Obrazek 11: Podminky gradientu eluce pfi metodach frakéniho DoE. B - pocatecni podminky
gradientu B (%) a smérnice gradientu B (%), v zavorkach jsou uvedeny metody, v kterych jsou
pouzity tyto gradienty.

3.4.2 Priprava vzorku k SFC-MS/MS analyze

Priprava vzorku pro analyzu kyselych fytohormond probihala podle jiz
optimalizovaného protokolu (Siroka et al., 2022) s rozdilem, Ze vzorky po eluci nebylo

nutné odparovat a mohly byt rovnou analyzovany na SFC-MS/MS.

3.4.2.1 Extrakce fytohormonu z rostlinného materialu

K navazenym vzorkim (1-36) a dal§im 4 mikrozkumavkam (2 ml), které byly oznaceny
jako blanky (1-4), byl pfidan 1 ml chlazené 1 mol1l! FA v 10% vodném MeOH. Ke
kazdému vzorku bylo pfidano 10 ul pracovni smési vnitinich standardi (obsahujici
OPDA-ds, JA-ds, IAA-13Cs, 0XIAA-3Cs, IAA-Asp->Ce, IAA-Glu-'3Ce, ABA-dp, (-)-JA-
d>-lle , SA-ds4, kapitola 3.2.1.) a 5 kulicek z oxidu zirkonicitého. Takto pfipravené vzorky
byly umistény na 10 minut na kulovy mlynek, ktery byl nastaven na 29 Hz a jehoz drzaky
byly pfedem vychlazeny. Poté byly vzorky 10 minut odstfedovany na centrifuze, ktera
byla nastavena na 16 000 xg a vychlazena na 8 °C. Vznikly supernatant byl dale pouzit
pfi purifikaci. Manipulace se vzorky probihala ve vychlazeném (8 °C) chladicim boxu na

mikrozkumavky.
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3.4.2.2 MikroSPE purifikace

Nejprve byly piipraveny stagetipy (40 ks: 36 vzorkd + 4 blanky), na kterych probihala
purifikace vzorka. Pro pfipravu stagetipti byly pouzity pipetové $picky (2-200 pl), do
kterych byly vlozeny nejprve 3 vrstvy SDB-XC a poté 3 vrstvy C18 sorbentu. Do vicek
od mikrozkumavek (40 ks) byl vytvoren pomoci nizek otvor, do kterého byly vlozeny

pripravené stagetipy. Schéma mikroSPE purifikace znazornéno na Obr. 12.

SDB-XC (3 vrstvy sorbentu)
C18 (3 vrstvy sorbentu)

Obr. 12. Schéma purifikace na stagetipech. Modifikovano z Siroka et al., 2022.
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Béhem extrakce vzorkd byla zapoCata kondicionace piipravenych stagetipu, ktera
probihala v centrifuze, ktera byla nastavena na 2 200 rpm a 8 °C. Stagetipy byly nejprve
kondicionovany 50 ul acetonu a centrifugovany 10 min, poté 50 ul MeOH (10 min) a
nasledné i1 50 pl vody (15 min).

Na takto kondiciované stagetipy bylo naneseno 200 pl supernatantu extrahovanych
vzorkd (36) a blankt (4) na 1 stagetip (1-40) a byly centrifugovany po dobu 15 min pfi
4200 rpm a 8 °C. Poté byly stagetipy promyty 50 ul 0,1% vodné kyseliny octové a
centrifugovany 15 min pfi 3 400 rpm a 8 °C. U vsech stagetipa (1-40) byly vyménény
mikrozkumavky za nové, do kterych byly eluovany vzorky. Eluce probéhla pomoci 50 pl
80% vodného MeOH centrifugaci 20 min pfi 3 000 rpm a 8 °C. Eluované vzorky byly

preneseny do vialek s inzerty a bez odpareni pifimo zanalyzovany na SFC-MS/MS.

3.4.3 Kalibracni rada

Jednotlivé body kalibra¢ni kiivky (L5-L1; Tab. 6 a 7) byly pfipraveny tak, ze nejprve
byla do 5 vialek s inzerty oznacenych L5-L1 napipetovana rozpoustédla podle Tab. 6
(objem rozpoustédla). Poté do vialky L5 bylo k rozpoustédlu napipetovano 10 pl smési 1
(10* mol'1™!), 10 ul smési 2 (10° mol1!), 10 ul smési 3 (10 mol1!) (Tab. 6) a objem byl
promichan za pomoci Spicky pipety. Slozeni analyti ve smésich 1-3 je uvedeno v kapitole
3.2.1. Poté bylo z vialky L5 odebrano 10 pl a pfidano do vialky L4 a objem této vialky
byl promichan §pickou pipety. Z vialky L4 bylo pomoci pipety odebrano 10 pul a pfidano
k rozpoustédlu ve vialce L3 a promichano za pomoci Spicky pipety. Z vialky L3 bylo
odebrano 10 pl a pfidano do vialky L2 a promichano Spic¢kou. Z vialky L2 bylo odebrano
10 pul a pfidano do vialky L1 a promichéano Spickou pipety. Z L1 vialky odpipetovano 10
ul do odpadu. Do vialek L5-L.3 bylo poté napipetovano 10 ul pracovni smési vnittnich
standardt (slozeni a koncentrace uvedeny v kapitole 3.2.1) a do vialek L2 a L1 bylo
napipetovano 10 ul 10x zfedéni pracovni smési vnitinich standarda (Tab. 7). Vysledny
objem ve vSech vialkach byl 100 ul. Vysledna latkovda mnozstvi na 10 pl (néastfik)
referencnich a vnitfnich standardu pfipravenych kalibracnich bodii L5-L1 jsou uvedena
v Tab. 7. Pfipravené kalibracni body L5-L1 byly analyzovany spolecné se vzorky SFC-
MS/MS metodou. Vytvorené kalibracni kiivky (Pfiloha 1) byly pouzity pro kvantifikaci
analytt v rostlinnych vzorcich stresovanych rostlin A. thaliana, a také pro zjisténi limitu

detekce.
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Tab. 6 Priprava kalibracni fady - koncentrace referenénich standardu v jednotlivych kalibra¢nich bodech. SloZeni smési 1-3 je definované v kapitole 3.2.1.

Kalibra¢ni Pozadovana Vychozi koncentrace Objem vychoziho roztoku standardia: Objem rozpoustédla
bod koncentrace standardi smés1/2/3 smés1/2/3 (slozeni rozpoustédla)
standardu:
smés1/2/
3
L5 105/10°/ 10*/10%5/10° mol1! 10/10/10 ul 70 ul (80% MeOH)
10 mol1*!
L4 10°/107/  10°/10%/10° mol1! 10 pl 90 pl (80% MeOH)
107 mol1*!
L3 1077108/ 10¢/107 /107 mol1! 10 pl 90 pl (80% MeOH)
10 moll"!
L2 1087107/ 107/ 10%/10® mol'1"! 10 pl 90 pl (80% MeOH)
10 mol 1™
L1 10°/10%/ 108/ 10ul 90 ul (80% MeOH)
10 mol 1! 10°/
10°
moll

1
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Tab. 7 Priprava kalibra¢ni fady — latkova mnozstvi referencnich a vnitinich standardii na objem 10 pl. Slozeni smési 1-3 a pracovni smési vnitinich standardi
je definované v kapitole 3.2.1.

Kalibra¢ni Vysledné Vysledné litkové mnoZstvi vitinich standardi na 10 pl: SA- Objem Objem Fady fedéné smési
bod latkové ds, OPDA-ds, JA-ds, IAA-Cs, oXIAA-Cs, IAA-Asp- Diidané referen¢nich standarda
mnoZstvi 13Cq, IAA-Glu-"C, ABA-ds, (-)-JA-dy-Tle pracovni
referencnich smési
standarda na vnitinich
10 pl: smés 1/2 standardu
/3
LS 90 /9 /9 pmol 2/1/1/1/1/1/71/1/0,5 pmol 10 pl 90 pl
L4 9/09/09pmol 2/1/1/1/1/1/1/1/0,5 pmol 10 pl 90 pul
L3 09 / 009 / 2/1/1/1/1/1/1/1/0,5 pmol 10 pl 90 pul
0,09 pmol
L2 0,09 / 0,009 / 0,2/0,1/0,1/0,1/0,1/0,1/0,1/0,1/0,05 pmol 10 pl 90 pul
0,009 pmol
L1 0,009 / 0,0009/ 0,2/0,1/0,1/0,1/0,1/0,1/0,1/0,1/0,05 pmol 10 pl 90 pul
0,0009 pmol
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3.4.4 Statistické zpracovani dat

Hodnoty chromatografickych vlastnosti (retencni Cas, plochy pikl a rozliSeni) ziskané
pomoci frakéniho DoE byly centrovany primérem, skalovany podélenim smérodatnou
odchylkou a metodou linearni regrese byly vypocitany regresni koeficienty (smérnice
ptimek), které jsou vzajemné porovnatelné a ze kterych byly vytvoreny teplotni mapy.
Z regresniho modelu byly vybrany signifikantni regresni koeficienty (a = 0,05), které
byly v teplotnich mapach obarveny na barevné Skale Cervené (faktor zvySuje hodnotu
dané chromatografické vlastnosti) az modfe (faktor snizuje hodnotu dané
chromatografické vlastnosti). Nesignifikantni koeficienty byly v teplotnich mapach
obarveny Sedé. Hodnoceni spolehlivosti regresnich modelt bylo provedeno na zakladé
vypoétu koeficientu determinace (R?) a predikce (Q?), ktery vychazi z kiizové validace

metodou ,,leave one out”.

Pro kvantifikaci koncentracnich hladin kyselych hormont v rostlinném materialu byla
pouzita metoda izotopového zfedovani. Kalibrac¢ni kfivky byly vytvofeny metodou
linearni regrese vynesenim odezvy proti koncentraci referen¢niho standardu. Odezva byla
vypocitana jako pomér plochy pikt referen¢niho standardu a odpovidajiciho vnitiniho
standardu vynasobené koncentraci vnitfniho standardu. Odezvy i1 koncentrace byly

logaritmicky transformovany.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace nastrikového objemu

Se zvySujicim se nastiikem (1 pl, 3 pl, 5 pl a 10 ul) dochazelo k rozsifovani pikt analytd
¢ijejich asymetrii. Tento jev byl nejvyraznéjsi u auxint, kde napt. u IAA bylo pozorovano
zhrouceni separace u objemového nastiiku 10 ul (Obr. 13). Proto byl jako kompromisni

nastiik zvoleno 5 ul, ktery poskytoval uspokojivy tvar pikt u vétSiny analyt.

x10° IAA: +ESI MRM CID@24.0 (176.1 ->130.1).d
9

Intenzita

O R, N Wb U OO N

10|J.I,j

2 2.2 24 2.6 2.8 3 3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.4 4.6 4.8

Akvizi¢ni ¢as (min)

Obrazek 13. Iontovy chromatogram [AA pfi ruznych nastfikovych objemech (1 pl, 3 ul, S ul a
10 ul).
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4.2 Vybér vhodné stacionarni faze — zakladni testovani

Pti zakladnim testovani 5-ti riiznych stacionarnich fazi (Obr. 6) byly zaroveri testovany 3
razné slozeni MF B, kde byl sledovan vliv pH MF na retenci a eluci analytl na koloné
(Obr. 14). Byl zaznamenan pocet detekovanych latek (zelena; Obr. 14). Dale pocet latek,
které byly detekovany, ale jejich tvar nebo mnozstvi pikdl pro jeden analyt stale
potieboval byt optimalizovan (oranzovéa; Obr. 14). A poté byly zaznamenany latky, které
nebylo mozné na danych kolonach detekovat (Cervend; Obr. 14). V tomto ohledu se jevila
kolona Viridis HSS Cis SB, Torus DIOL a Torus 1-AA jako nejvhodnéjsi pro dalsi
optimalizaci. U téchto kolon byl nejmensi pocCet latek, které nebyly vibec detekovany.
Jako méné vhodné pro dalsi optimalizace se jevily kolony Torus DEA a Torus 2-PIC,

proto jiz dale nebyly pouzity.

Pomoci zakladniho testovani bylo vyhodnoceno, ze prozatim nejlepsi vysledky vykazuje
kolona Torus DIOL za pouziti MF A scCO2 a MF B MeOH s 0,1 % amoniaku (Obr. 14).
Pfi téchto podminkach vSak PA a neoPA (izomery jez se detekuji stejnym MRM
pfechodem a musi byt chromatograficky rozliSeny, Tab. 2), nebylo mozné rozseparovat
ani riznymi zménami gradientu, 12-OHJA méla silné asymetricky tvar piku a pro
uspesnou eluci IAA-Glu a TAA-Asp bylo zapotiebi prodlouzit Cas analyzy. Z téchto
divodu dalsi optimalizace pokracovala na kolonach Viridis HSS Cig SB a Torus 1-AA

aplikaci DoE.

Vliv pH mobilni faze a stacionarnich fazi
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€ 20
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= 2 ¥ SE 2 ¥ S22 £ v SE 2 0w S5 £ 0w SF
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Q Q Q Q
= = = = =
Torus 2-PIC  |Viridis HSS C18|  [Torus DIOL | [ Torus 1-AA | Torus DEA
SB

Dobré Musi byt optimalizovano Spatné

Obrazek 14. Vliv pH MF B a 5-ti zvolenych stacionarnich fazi (Torus 2-PIC, Viridis HSS Cis SB,
Torus DIOL, Torus 1-AA, Torus DEA) na mnozstvi detekovanych analyti za stanovenych
podminek (kapitola 3.4.1.3).
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4.3 Frakcéni DoE kolona Torus 1-AA

Z dat experimentalniho designu byly vytvoreny teplotni mapy, které reprezentuji vliv 7
faktori na retencni Cas, plochu piku a rozliSeni (Obr. 15). Z teplotni mapy, ktera
reprezentuje vliv na retencni Cas, lze vycist, ze usek (pocatecni podminky gradientu, %
MF B), a pfitomnost amoniaku maji nejvétsi vliv. ZvySeni pocatecnich podminek
gradientu % MF B m¢lo vliv na zkraceni reten¢niho Casu u vét§iny analyta (kromé TAA-
Glu, TAA-Asp). Naopak amoniak v MF B méla opacny vliv a prodluzoval reten¢ni Cas
analytd. Na plochu pikli méla nejvétsi vliv pfitomnost amoniaku a vody (Obr. 15).
V piitomnosti amoniaku byly plochy pika skoro u vSech analyta vétsi (kromé PA, 7-OH-
ABA, TAA-Glu, IAA-Asp). U vyssi koncentrace vody v MF B byly pozorovany u
nékterych latek mensi plochy pikii (pfedevsim PA a 7-OH-ABA). Pritomnost amoniaku
mela také vliv na rozliSeni pika. Jeho pfitomnost u nékterych latek rozliseni zlepSovala
(JA-Ile, neoPA) a u nékterych naopak zhorSovala (cis-OPDA a 12-OHJA). Na této koloné
ovSem nebylo mozné spolehlivé rozli§it PA a neoPA. Ostatni faktory mély bud

nesignifikantni nebo zadny vliv na zvolené chromatografické vlastnosti.

Spolehlivost regresnich modeld, které vysvétluji vliv faktort na retencni ¢as a plochu
piku byla relativné vysoka pro vétsinu analytd, jak ukazuji R?> a Q* > 0,5 (Piiloha 2).
Regresni modely pro rozlisSeni byly spolehlivé jen pro analyty, u nichz mél amoniak

nejvetsi vliv na rozliSeni (JA-Ile, neoPA) (Ptiloha 2).

Retencni ¢as Plocha piku Rozliseni
SA [ ] ABA [ | JA-le ] ]
OXIAA A - OPC-4 [ 1 NeoPA - -
JA-Phe - 9,10-dh-JA [ | PA4 -
JA-Val ] JAA B 1AA I
IAA 4 [ | SA4 Il . 7-OH-ABA |
JA-lle B JA-lle 4 1 DPA 4 I
7-OH-ABA Il - NeoPA 4 m . JA-Val 4
IAA-Glu - JA-Val 1 1AA-GIu
DPA I - 12-OHJA - OXIAA [ ]
PA - Il [ | dnOPDA - [ | OPC-6 1 [ |
12-OHJA - Il . OPC-8 I ABA 4
NeoPA Il ] JA-Phe - [ ] OPC-8- | ]
ABA - - cisOPDA - I 9,10-dh-JA 4
IAA-Asp o OPC-6+ [ | SA ||
9,10-dh-JA I DPA - JA-Phe [ |
Ja+ N oXIAA < | | IAA-ASP | ] |
orPc-4- Il 1AA ] OPC-4 - -
anOPDA - Il PA 4 ] JAA .
orc-6 -l 7-OH-ABA 4 | dnOPDA -
orc-s N 1AA-GIu - I CisOPDA - B
cisOPDA - Il IAA-ASp 4 [ | 12-OHJA 4 I
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Obrazek 15. Kolona Torus 1-AA - teplotni mapy vytvofené z retencniho Casu, plochy piku, a
rozliSeni. Usek (pocatecni podminky gradientu % MF B), smérnice (smérnice % MF B).
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4.4 Frakéni DoE kolona Viridis HSS Cis SB

Z dat experimentalniho designu byly vytvoreny teplotni mapy, které reprezentuji vliv 7
faktori na retencni Cas, plochu piku a rozliSeni (Obr. 16). Z teplotni mapy, ktera
reprezentuje vliv na retenc¢ni Cas, lze vycist, Ze obdobné jako u kolony Torus 1-AA, usek
(pocatecni podminky gradientu % MF B), a ptitomnost amoniaku v MF maji nejvétsi vliv.
ZvySeni useku mélo vliv na zkraceni reten¢niho ¢asu u vétSiny analytd (kromé IAA-Asp
a IAA-Glu). Naopak pfitomnost amoniaku v MF B mélo opacny vliv a prodluzovalo
retencni Cas analytd (kromé IAA-Asp a IAA-Glu). Na plochu pikd méla nejveétsi vliv
pfitomnost amoniaku (Obr. 16). V pfitomnosti amoniaku byly plochy pika skoro u vSech
analytt vétsi (kromé TAA-Glu, TAA-Asp). U vyssi koncentrace vody byla pozorovana
zvétSena plocha pikti u IAA-Asp a IAA-Glu, a vyrazné snizena plocha piku SA (Obr. 16).
Na rozliSeni pikli méla opét nejvyssi vliv pfitomnost amoniaku. Zde byl pozorovan
pozitivni vliv u JA-Phe, 7-OH-ABA, PA a JA-Ile. Negativni vliv byl pozorovan na DPA,
OPC-8 a OPC-4. Na této koloné bylo mozné separovat a rozliSit PA a neoPA, které maji
stejné MRM tranzice. U ostatnich analytd byl vliv na rozliSeni bud’ velice mirny nebo
nebyl zadny (Obr. 16). Ostatni faktory meély bud’ nesignifikantni nebo zadny vliv na

zvolené chromatografické vlastnosti.

Spolehlivost regresnich modelt, které vysvétluji vliv faktort na retencni Cas a plochu
piku byla relativng vysoka pro vétsinu analytd, jak ukazuji R a Q* > 0,5 (Piiloha 2).
Regresni modely pro rozliSeni byly spolehlivé jen pro analyty, u nichz mél amoniak

nejvetsi vliv na rozliSeni (JA-Phe, 7-OH-ABA, PA a JA-Ile) (Ptiloha 2).
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Obrazek 16. Viridis HSS Cis SB — teplotni mapy vytvofené z retencniho casu, plochy piku a
rozliSeni Usek (pocateéni podminky gradientu % MF B), smérnice (smérnice % MF B).

4.5 Vytvorena SFC-MS/MS metoda

Na koloné Viridis HSS Cig SB byla umoznéna separace PA a neoPA, které maji stejné
MRM prechody. I proto byla kolona Viridis HSS Cis SB vybrana jako finalni kolona pro
analyzu kyselych fytohormont. Metoda 8 (Tab. 5) byla vybrana jako nejoptimalnéjsi,
zejména kvili pfitomnosti amoniaku, ktery mél pozitivni vliv na separaci vétSiny analyta.
Jelikoz pfitomnost vétsiho % vody méla u vétSiny analyti negativni vliv na velikost a
rozliseni piku, byla vybrana nizsi % vody v MF B. Separace analyti optimalni metodou

(metoda 8, Tab. 5) je zobrazena v Obr. 17.

Vysledné podminky SFC analyzy jsou uvedeny v Tab. 8. Pribéh SFC gradientu byl
pred analyzou rostlinnych vzorkt zkracen na 9 min, jeho finalni verze je uvedena na Obr.

18.
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Obrazek 17. Reprezentativni iontovy chromatogramu separace standardu kyselych fytohormonu
za na kolon¢ Viridis HSS Cis SB za pouziti metody 8 (Tab. 3).

Tab. 8: Vysledné¢ SFC chromatografické podminky. BPR — regulator zpétného tlaku, MF B —
mobilni faze B.

SFC podminky Hodnoty

BPR 250 bar

Teplota na koloné 40 °C

MF A scCOo,

MF B MeOH, 0,1 % amoniaku, 0,5 % vody

Gradient eluce

45
40
35
30
o 25
20
15
10

min

Obrazek 18. Priibch gradientu finalni SFC metody. % MF B — 2-40 %.
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4.6 Porovnani SFC metody s LC

V Tab. 9 je uvedené porovnani metody SFC-MS/MS vytvorené v této diplomové praci a
metody LC-MS/MS (Siroka et al., 2022) pro analyzu kyselych fytohormond za
identickych detek¢nich podminek (Tab. 2). Jsou zde porovnany hodnoty meze detekce
(LOD), které byly vypocitany jako trojnasobek vysky signalu Sumu. LOD je nejnizsi
koncentrace, kterou lze se statistickou vyznamnosti méfit (detekovat) pomoci daného

vy$ka Sumu

analytického postupu. LOD byly vypocitané jako LOD = 3 X , kde b je

smérnice kalibracni pfimky sestavena z vySek pikd analytu v linearnim rozsahu a
odpovidajicich koncentraci. V péti pripadech byl LOD leps§i u SFC (Tab. 9). V péti
ptipadech byl LOD stejny u LC i SFC (Tab. 9). U jedenacti analytd byl LOD u SFC horsi
nezu LC (Tab. 9).

Tab. 9: Srovnani LOD (mez detekce) mezi LC-MS/MS (Siroka et al., 2022) a SEC-MS/MS
(hodnoty ziskané v této diplomové praci).

LC SFC

LOD LOD
analyt (fmol)  (fmol)
IAA 0.5 0,5
oxIAA 10 0,5
IAA-Asp 25 2.5
TAA-Glu 2,5 2,5
cis-OPDA 2,5 5
OPC-8 25 25
OPC-6 25 25
OPC-4 25 25
dn-OPDA 25 5
JA 0,75 5
9,10-dhJA 2,5 10
12-OHJA 5 25
JA-Val 1 0,5
JA-Ile 2,5 0,5
JA-Phe 2,5 50
SA 25 250
ABA 0.25 25
PA 5 25
DPA 25 250
neoPA 1 2.5
7-OH-ABA 5 25
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4.7 Analyza Kkyselych fytohormonu v mechanicky stresovanych
rostlinach A. thaliana
Vyvinuta SFC metoda byla aplikovana na stanoveni hladin kyselych hormond ve

vzorcich mechanicky poranénych rostlin  A. thaliana. Koncentrace analyti byly

stanoveny na zakladé kalibracnich kiivek (Pfiloha 1).

V poranénych listech A. thaliana bylo stanoveno nekolik JAs — cis-OPDA, dn-OPDA,
OPC-8, OPC-6, OPC-4, JA, JA-Ile, suma nerozliSené 11- a 12-OHJA, 9,10-dh-JA (Obr.
19). U JAs (cis-OPDA), které byly detekované uz v O min je tfeba zohlednit, ze zde jsou
chybové tusecky velké. Obecné lze vidét, ze systematicka odpovéd na mechanické
poranéni u A. thaliana zacCina 30 min po poranéni s maximem v 60 min a naslednym
poklesem hladin ve 180 min (Obr. 19). Hladiny > 11-/12-OHJA narastaly od 60 min (Obr.
19).

Ve vzdalenych listech A. thaliana bylo také stanoveno nekolik JAs: cis-OPDA, dn-
OPDA, JA a JA-Ile (Obr. 20). Koncentrace cis-OPDA a dn-OPDA byly témért konstantni
ve vSech Casovych bodech. Zde je ale také tfeba zohlednit velikost chybovych tsecek. U
JA a JA-Ile je patrny mirny narust koncentrace v 60 min s poklesem ve 180 min (Obr.

20).

Hladiny JAs v poranénych listech byly fadové 100x vyssi nez u listd neporanénych
(Obr. 19 a 20).
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Obrazek 19. Koncentraéni profily JAs (cis-OPDA, dn-OPDA, OPC-8, OPC-6, OPC-4, JA, JA-Ile, 211-/12-OHJA, 9,10-dh-JA) v poranénych listech A. thaliana
v 0,5, 15,30, 60a 180 min po poranéni. Chybov¢ usecky oznacuji smérodatné odchylky.
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Obrazek 20. Koncentraéni profily JAs ve vzdalenych listech A. thaliana v 0, 5, 15, 30, 60 a 180 min po poranéni. Chybové tsecky oznacuji smérodatné odchylky.
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Bylo stanoveno i nékolik AUX: TIAA, oxIAA (Obr. 21). IAA i oxIAA byly detekovany
v poranénych i vzdalenych listech (Obr. 21). Jejich koncentrace se prubézné zvysSovala
od 5 min po poranéni az do 60 min po poranéni. Ve 180 min byl pozorovan mensi pokles
v koncentraci TAA. Narozdil od JAs, koncentrace AUX v poranénych a vzdalenych

listech se pohybovala v podobnych hladinach.

Dale byla detekovana ABA, jejiz koncentrace se postupné zvySovala v poranénych i

vzdalenych listech, pficemz ve 180 min od poranéni byla jeji hodnota nejvyssi (Obr. 22).

IAA ox[AA

1500 4500
40,00
2000 3500
- 3000
o 1300 02500

q, 000 uPoraniné g 2000 = Poranéné

m Vzdleng 1300 u Vzdilens
5.00 10,00
3,00
0,00 0,00

0 3 13 30 60 150 0 5 15 30 60 180
min po poranéni mit po poranéni

Obrazek 21. Koncentracni profily AUX v poranénych a vzdalenych listech A. thaliana v 0, 5, 15,
30, 60 a 180 min po poran¢ni. Chybové usecky oznacuji smérodatné odchylky.
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Obrazek 22. Koncentraéni profily ABA v poranénych a vzdalenych listech A. thaliana v 0, 5, 15,
30, 60 a 180 min po poranéni. Chybové usecky oznacuji smérodatné odchylky.
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S DISKUSE

5.1 Nastrik vzorku

80% vodny MeOH byl vybran jako rozpoustédlo vzorku, protoze umoziiuje nasttik pfimo
na SFC hned po purifikaci bez potieby odpafovani a znovurozpousténi vzorku pred
analyzou. Objem nastfiku 10 pl, ale nebyl vhodny pro reprodukovatelnost a tvar piku.
Pritomnosti velkého mnozstvi rozpoustédla vzorku (tj. vysoky nastfikovy objem) je
pocateCni Cast stacionarni faze v koloné nasycena rozpoustédlem, coz nuti alespon ¢ast
pasma analytu pohybovat se spolu s rozpoustédlem bez interakce se stacionarni fazi, coz
vede k silné asymetrii pikd, nebo zhrouceni separace nékterych analyti (Desfontaine et
al., 2017). Objem nastfiku vzorku by mél byt co nejmensi s ohledem na
reprodukovatelnost nastiiku a detek¢ni limity systému. Jelikoz jsou koncentrace kyselych
fytohormond v rostlinném materialu velice nizké je zapotiebi zvolit kompromis
v nastiikovém objemu (J. Fairchild et al., 2013). Proto byl jako nejvhodnéjsi objem

zvoleno 5 pl.

5.2 Vybér stacionarni faze

Polarni kolony DIOL a DEA byly pravdépodobné nevhodné pro analyzu kyselych
fytohormoni, jelikoz jsou svou chemii stacionarni faze vhodné spiSe pro separaci
polarnich bazickych sloucenin (Petfik et al., 2024; West et al., 2016). Torus 2-PIC je
kolona s polarni stacionarni fazi a je vhodna pro separaci polarnich bazickych ale 1
kyselych sloucenin (Galea et al., 2015; West et al., 2016). Analyzované sloucCeniny
zahrnovaly jak polarni, tak 1 nepolarni latky. Retence na nepolarni kolon€ Torus 1-AA je
zalozena na n-w interakcich mezi antracenovou skupinou stacionarni faze a aromatickymi
skupinami analyti. Torus 1-AA je vhodna pro analyzu nepolarnich kyselych a bazickych
sloucenin (Tyskiewicz et al., 2018). Viridis HSS Cig SB je nepolarni stacionarni faze,
ktera se sklada ze stacionarnich fazi s alkylovou vazbou, které nemaji hydrofilni skupiny.
Tato kolona je vhodna pro separaci nepolarnich kyselych, neutralni sloucenin, ale i
slabych bazi. Polarni analyty obecné vykazuji Spatné retencni chovani a maji Spatny tvar
piku. Tento problém se ovSem da wvyfesSit pfidavkem organického modifikatoru

s ptislusnymi aditivy (M. Chen et al., 2022; West et al., 2016).

5.3 DoE

Ptidavek amoniaku zvySoval plochu piku, mél vliv na rozliSeni a zaroven snizoval

reten¢ni Cas. Amoniak v MF muzZze soutézit s kyselymi analyty o adsorpCni mista na
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stacionarni fazi, coz poméaha maskovat zbytkové silanolové skupiny a zlepSovat tvar piku
(Edge et al., 2022). Pritomnost amoniaku muze také zvySovat ionizaci analytt v ESI, coz

muze byt vyhodné pro jejich detekci (J. Liu et al., 2019).

5.4 Porovnani SFCs LC

Citlivost metody SFC-MS/MS je u nékterych analytd niz§i nez u LC-MS/MS (Siroka et
al., 2022). To muze byt zaptic¢inéno vlivem aditiv na ucinnosti ionizace (Gazarkova et al.,
2022). U vytvorené SFC-MS/MS metody byla doba analyzy 12 min, pfiemz analyza
stejnych latek u LC-MS/MS metody trvala 19 min (Siroka et al., 2022). Tvary pikd byly
obecné lepsi u LC-MS/MS metody (Sirok4 et al., 2022). U metody SFC-MS/MS (Obr.
17) byly tvary pikd u nékterych latek nesymetrické (IAA-Glu, IAA-Asp, OPC-6; Obr.
17). U 11-/12-OHJA na SFC-MS/MS nebylo mozné rozlisit 11-OHJA od 12-OHJA, coz
oviem nebylo mozné ani u LC-MS/MS (Siroka et al., 2022). U SFC-MS/MS metody neni
tfeba vzorek pfed analyzou odparovat, coz je vyhodou oproti LC-MS/MS, kde je tento
krok potfebny (Siroka et al., 2022).

5.5 Analyza Kkyselych fytohormoni v mechanicky stresovanych

rostlinach A. thaliana

V experimentu, kde byly mechanicky poskozeny listy A. thaliana byly detekovany
hladiny JAs. Ve vysledcich l1ze vidét jakym zptisobem je JA biosyntetizovana. V dalSich
publikacich zaméfujicich se na analyzu fytohormont po mechanickém poranéni u A.
thaliana bylo detekovano nékolik JAs (UHPLC-MS/MS; Flokova et al., 2014). Lokalni
akumulace JA v poranénych listech zde doséhla vrcholu v 30 min po poranéni a byla
33krat vyssi nez u neporanénych listd. Byla zde tedy také pozorovana systémova reakce
na stres z poranéni (Flokova et al., 2014). Stejné jako v této praci byla pozorovana i
akumulace cis-OPDA, naznacujici biosyntézu JA a jejiho biologicky aktivniho konjugatu
JA-Tle. Podobny profil JAs byl tedy pozorovan i v Flokova et al. (2014), kde ale do
analyzy nebyly zahrnuty dn-OPDA a OPC-8. V dalSich publikacich, které se zabyvali
stejnym tématem se u A. thaliana JA lokaln€ akumulovala v listech jiz 30 s po poranéni
a k vyznamnému zvySeni hladin JA-Ile bylo zapotfebi méné nez 5 minut (Glauser et al.,
2009). Vzestup hladiny JA a JA-Ile je doprovazen vzestupem hladiny cis-OPDA v
mistnich, respektive systémovych listech (Koo et al., 2009).

Zvysujici se hladina ABA v poranénych listech napovida tomu, ze poranéné rostliny

usychaly. Pii stresu suchem se hladina ABA zvySuje zejména v listech a vodivych
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pletivech. Toto zvyseni hladiny ABA vyvolava uzavieni priduchtli, coz snizuje ztraty

vody transpiraci (Takahashi et al., 2020).
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6 ZAVER
V teoretické Casti této diplomové prace byla pfipravena literarni reSerSe tykajici se
kyselych fytohormont a moznosti jejich analyzy. Dale byla prace zaméfena na obecné

predstaveni metody SFC a MS/MS a pouziti DoE jako nastroje pro optimalizaci

chromatografickych metod.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla provedena optimalizace nastifikového
objemu, kde jako nejvhodnéjsi objem bylo zvoleno 5 ul. Déle bylo provedeno zakladni
testovani péti chromatografickych kolon (Torus DEA, Torus 2-PIC, Torus DIOL, Viridis
HSS Cig SB), kde byl zaroveri sledovan i vliv pH MF na detekci analytd. Na zaklade
vysledki z provedenych méfeni byly vybrany 2 kolony (Viridis HSS Cis SB, Torus 1-
AA), které byly dale pouzity pro komplexni optimalizaci systému pomoci metody
frakéniho DoE. Byly vybrany faktory majici vliv na SFC chromatografii (pocatecni
podminky gradientu % MF B, smérnice % MF B, % vody v MF B, amoniaku v MF B,
FA v MF B, BPR, teplota na kolon¢). Prostfednictvim frak¢niho DoE bylo sestaveno 16
metod, které byly aplikovany na tyto 2 kolony. Ziskané vysledky byly vizualizovany
v podobé teplotnich map pro 3 chromatografické vlastnosti: reten¢ni Cas, plocha piku a
rozliseni. Byl ohodnocen vliv vybranych faktorl na chromatografické vlastnosti a
vybrana nejvhodnéjsi metoda pro separaci kyselych fytohormont. Jako nejvhodnéjsi
kolona se jevila Viridis HSS Cis SB za pouziti scCO2, MeOH, 0,1% amoniaku a 0,5%
vody jako MF, gradient eluce MF B byl nastaven na 2-40% b&hem 9 minut, BPR byl
nastaven na 250 bar a teplota na kolon¢ na 40 °C. Celkova doby analyzy byla 12 min.
Tato vytvofena metoda byla aplikovéana na experiment, ve kterém byly sledovany hladiny
kyselych fytohormont v odpovédi na mechanicky stres v poranénych a vzdalenych
listech A. thaliana. Byly kvantifikovany hladiny JAs: cis-OPDA, dn-OPDA, OPC-8,
OPC-6, OPC-4, JA, JA-Ile, 9,10-dh-JA a OHJA. Dale byly kvantifikovany hladiny IAA,
oxIAA a ABA. V souladu s literaturou byla pozorovana zména hladin JAs v reakci na

mechanicky stres.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

1-AA
2-PIC
7-OH-ABA
9,10-dh-JA
11-OHJA
12-OHJA
ABA
ABA-GE
ABAs
AOC
AOS
APCI
AUX
BPR

CE
cis-OPDA
CO2
CoI11
DAO1
DEA
DIOL
dn-OPDA

DoE

I-aminoantracen
pyridin-2-ylmethanamin

7 -hydroxyabscisova kyselina
(¥)-9,10-dihydrojasmonova kyselina
kyselina 11-hydroxyjasmonova
kyselina 12-hydroxyjasmonova
(+)-cis,trans-abscisova kyselina
kyselina abscisova-glukosovy ester
abscisaty

alenoxidcyklasa

alenoxidsynthasa

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
auxiny

regulator zpétného tlaku

kapilarni elektroforéza
cis-(+)-12-oxofytodienova kyselina
oxid uhliCity

koronatin insenzitivni protein 1
dioxigenasa pro oxidaci auxinu 1
diethylamin

diol

dinor-oxofytodienova kyselina

navrh experimentu
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DPA kyselina dihydrofazeova

ELISA enzymove imunosorbentni test

ESI ionizace elektrosprejem

FA kyselina mravenci

FWHM Sitka pika v poloviné vysky (full width at half maximum)

GA kyselina giberelova

GAs gibereliny

GC plynova chromatografie

GH3 Gretchen hagen 3 amido syntetaza

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IAA 2-(1H-indol-3-yl)octova kyselina

TAA-Asp [2-(1H-indol-3-yl)acetyl]aspartat

TAA-Glu [2-(1H-indol-3-yl)acetyl]glutamat

ILR1 IAA-LEUCINE RESISTANT1 amidohydrolasy

IS vnitini standardy

JA (-)-Jjasmonova kyselina

JA-Ile (-)-jasmonoyl-L-isoleucin

JA-Phe (-)-jasmonoyl-L-fenylalanin

JARI1 enzym JASMONATE RESISTANT 1, syntetasa jasmonoyl-L-
aminokyselin

JAs jasmonaty

JA-Val (-)-jasmonoyl-L-valin

JAZ represorovy protein jasmonat zim-doména

LC kapalinova chromatografie

LOD limit detekce
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LOX
MeOH
MEP
MF
MS
MS/MS
MRM
neoPA
OFAT
OPC+4
OPC-6
OPC-8
oxIAA
PA

R2

Q2
SA
scCO2
SFC
SPE
TOF

Trp

lipoxygenasa

metanol

2-C-metyl-d-erythritol-4-fosfatova cesta

mobilni faze

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

monitorovani vice reakci

kyselina neofazeova

jeden faktor v Case (One Factor at Time)

kyselina (Z)-4-[3-o0xo0-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl Jbutanova
kyselina (Z)-6-[3-oxo-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl|hexanova
kyselina (Z)-4-[3-o0xo0-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl]oktanova
2-(2-oxindol-3-yl)octova kyselina

kyselina fazeova

koeficient determinace

kvadrupol

koeficient predikce

kyselina salicylova

superkriticky oxid uhlicity

superkritickd fluidni chromatografie

extrakce na pevné fazi

analyzator doby letu

tryptofan
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9 SEZNAM PRILOH

Piiloha 1: Kalibra¢ni kiivky vSech analyzovanych latek.

Piiloha 2: Spolehlivost regresnich modelli — sloupcové grafy
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Priloha 1: Kalibra¢ni krivky

Tab. P1: Parametry kalibracnich kfivek analytli; y = bx+a

Analyt Smérnice (b) Usek (a) R? Linearni
rozsah (pmol)

IAA 0,8422 +0,0983 0,9993 0,005 -5
oxIAA 0,8904 +0,0277 0,9993 0,005 -5
TAA-Asp 0,8827 - 0,0395 0,9988 0,005 -5
IAA-Glu 0,8728 - 0,1589 0,9983 0,005 -5
SA 0,8595 +0,4377 0,9992 0,05 - 50
ABA 0,897 +0,0773 0,9996 0,05 - 50
PA 1,1019 - 0,0391 0,9993 0,05 - 50
neoPA 0,8913 +0,2777 0,9997 0,05 - 50
DPA 0,9308 -1,2182 0,9999 0,05 - 50
7-OH-ABA 0,8955 -0,9376 0,9998 0,05 - 50
cis-OPDA 0,7517 +0,4365 0,9975 0,05-5

dn-OPDA 0,7223 - 0,2395 0,9994 0,05-5

OPC-4 0,9877 - 0,849 0,9987 0,05 - 50
OPC-6 0,7624 -1,2584 0,9991 0,05-5

OPC-8 0,7911 - 1,0538 0,9996 0,05-5

9,10-dh-JA 0,9565 +0,2514 0,9981 0,05 - 50
JA 0,9508 + 0,3666 0,9985 0,05 - 50
11-/12-OHJA 0,9454 +0,4694 0,9999 0,05 - 50
JA-Phe 0,825 -1,5108 0,9999 0,005 -5
JA-Ile 0,8919 +0,8788 0,9989 0,005 -5
JA-Val 0,8231 +0,2434 0,9994 0,005 -5




Priloha 2: Spolehlivost regresnich modelu — sloupcové grafy

Retendéni ¢as
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Obrazek P1. Kolona Torus 1-AA. Sloupcové grafy vyjadfujici spolehlivost modelu pro retencni
¢as, plochu piku a rozliseni. Cim vice se diagnostické parametry R2 a Q2 blizi 1, tim je model
spolehlivéjsi. Pokud je R2 nebo Q2 < 0,5 - model je relativné nespolehlivy.
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Obrazek P2. Kolona Viridis HSS Cis SB. Sloupcove grafy vyjadfujici spolehlivost modelu pro
retencni Cas, plochu piku a rozliseni. Cim vice se diagnostické parametry R2 a Q2 blizi 1, tim je
model spolehlivéjsi. Pokud je R2 nebo Q2 < 0,5 - model je relativné nespolehlivy.



