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Souhrn

Fyziologické procesy v rostlinach jsou regulovany rGznymi mechanismy. Velmi
dilezitou roli ve vyvoji a rlstu rostlin hraji fytohormony a latky s regula¢ni aktivitou. Jednou
z téchto latek je i kyselina jasmonova (JA). Svou metabolickou ¢innosti ovliviiuje kli¢eni
semen, staceni vyhonktl, vyvoj kvéti a plodi ¢i starnuti rostliny. V neposledni fadé ma
signalni funkeci pii stresu rostlin, coz vede k expresi obrannych genti.

Tato prace porovnava dva extrakéni a purifikacni postupy pro stanoveni kyseliny
jasmonové z rostlinného materidlu. Spolecnym extrakénim cinidlem téchto postupd je
80% methanol s naslednym ptecisténim pomoci extrakce na tuhou fazi (nepolarni reverzni
a iontové vymeénnou). U prvniho postupu je pouzita klasicka extrakce do vétSiho objemu
¢inidla a purifikace na C18/DEAE-Sephadex/Sep-Pak® Cis. Druhy, nové navrzeny, postup
vyuziva modernich extrakénich a purifika¢nich metod — extrakci v mikroméfitku a smésné
Oasis® MAX kolony. Vysledné vzorky jsou uréeny pro analyzu kombinujici vysoce G&innou
kapalinovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii. Rozdilnost obou metod spoc¢iva nejen
v polovi¢ni Casové ndro¢nosti, ale hlavné v riiznych néavratnostech testovanych postupi,
pouze kolem 40% u prvniho z nich a ptes 90% pro druhy. Na zavér je praktické vyuziti nové
metody ukdzdno na stanoveni zavislosti mezi obsahem kyseliny jasmonové v listech rostliny
Arabidopsis thaliana a Casem, ktery uplynul po poranéni rostliny. K nejvétSimu naristu
hladiny JA dochdzi béhem prvnich 30 minut a absolutné nejvyssi mnozstvi je stanoveno po
Sedesati minutach.

Podle namétenych vysledkl lze usuzovat, Ze postup mikroextrakce a purifikace na
smésnych MAX kolondch pro analyzu kyseliny jasmonové je vhodny nejen pro testovanou

A. thaliana, ale 1 pro studium hladin JA u jinych stresovanych rostlin.



Abstract

Physiological processes in plants are regulated by different mechanisms. Plant
hormones play important regulatory roles during growth and developmental processes.
Jasmonic acid (JA) is one of these substances. Its metabolic activity affects seed germination,
tendril coiling, flower and fruit development, senescence and plant defense. Finally, JA plays
the signal function in plant stress, leading to expression of defense genes.

In this study, two extraction and purification procedures for the determination of
jasmonic acid from plant material are compared. The common extraction agent 80% methanol
is followed by purification using solid phase non-polar ion exchange and reverse extraction.
The first procedure combines more conventional extraction volume of methanolic reagent and
purification on C18/DEAE-Sephadex/Sep-Pak® C18. In the second, newly designed, the
modern extraction process and purification techniques are used — microextraction and mixed
Oasis® MAX column. The samples are subsequently analyzed by high performance liquid
chromatography and mass spectrometry. In summary, the divergence of the both methods is
not only in less time-consuming but especially in the various recoveries of tested procedures,
close to 40% in the first, and higher than 90% for the second. Finally, the new method is
applied on determination of dependence between the content of jasmonic acid in leaves of
Arabidopsis thaliana and the time after wounding of plant. The greatest increase in the levels
of JA is during the first 30 minutes, and the absolute highest amount is determined sixty
minutes after wounding.

In conclusion, the measured results suggest that the protocol for analysis of jasmonic
acid using microextraction and purification with the mixed-mode MAX columns is suitable

not only for the tested 4. thaliana, but also for study of JA levels in other stressed plants.
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1. Uvod

Kyselina jasmonovd (JA) patii mezi velmi dulezit¢ fytohormony. V nizSich
koncentracich se v rostlindich vyskytuje béhem ,klidového* stadia, kdy svou ptitomnosti
ovlivituje kli¢eni semen, staCeni vyhonkud, vyvoj kvéti a plodi ¢i starnuti rostliny. Jeji
koncentrace se zvysSuje jako reakce na patogeny, Skiidce Ci lokalni stres. V posledni dobé
dochdzi i k vyzkumu protinadorovych t¢inkl kyseliny jasmonové.

Analyza této kyseliny, jakozto i jinych latek s hormonalni ¢innosti, je velmi obtizna.
V rostlinném extraktu se vyskytuje ve velmi malych koncentracich, proto je nutné zvolit
velmi specificky postup extrakce a purifikace, vedouci k eliminaci zbyteCnych ztrat
samotnych molekul analytu a odstranéni moznych balastnich latek.

Cilem této prace je predlozit zcela novy postup pro stanoveni kyseliny jasmonové
kombinujici extrakci provadénou v mikrométitku s pfeciSténim na purifikacnich kolonach
sloZzenych ze smésnych iontové vyménnych a reverznich fazi sorbentu. Jako analyticka

koncovka byla pouzita kapalinovéa chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC/MS).



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Rostlinné hormony

Soubor rostlinnych hormont oznacujeme jako fytohormony. Jsou to slou€eniny
s biologickou aktivitou ovliviiujici fyziologické procesy rastu ¢i vyvoje rostlin a vyskytujici
se zpravidla v nizkych koncentracich. Rostlinné hormony rozdélujeme do Sesti hlavnich
skupin (auxiny, cytokininy, gibereliny, ethylen, kyselina abscisov4, brasinosteroidy) a dale na
latky s regulaéni aktivitou jako jsou napf. jasmonaty, polyaminy, fenolické slou¢eniny'.

Hormony jsou obecné slouceniny dopravujici chemickou informaci z jedné bunky
(nebo vice bun¢k) k jinym. Aby se projevil hormonalni uc¢inek, musi predchazet vazba
hormonu na receptor. Hormonalni u¢inek se projevi aZz po vazb& hormonu na pfislusny
receptor v buiice, ktery mize byt umistény napf. na bunééné membrané. Pfenos signalu do
buiiky je pak zprostiedkovan systémy druhych posla, zejména fosforylaci (nebo
defosforylaci) substratovych proteinii. Nebo mtize dojit k priniku hormonu do bunky
a k vazbé€ na receptor v cytoplasmé. Vznikly komplex pak vyvolava zménu v expresi gend.

Vsechny dosud popsané receptory tvoii bilkoviny™".

2.2 Historie studia kyseliny jasmonové

Kyselina jasmonovad a jeji derivaty jsou velmi rozSifené ve vySSich rostlinach
a v n¢kterych mikroorganismech, zvlasté v mechorostech, houbéch, fasach, nahosemennych
a krytosemennych rostlinach®. Prvnim izolovanym jasmonatem byl methylester kyseliny
jasmonové (MeJA) z éterického oleje Jasminum grandiflorum (Demole a kol. 1962)°.

Studium struktury a syntézy podpofil kosmeticky pramysl diky pouziti éterickych
olejii jasminu k vyrobé parfémii. AZ pozdé&ji byla jasmonatim dokazana hormonalni aktivita.
O necelych dvacet let pozdéji, v roce 1980, skupina védct okolo Ueda v Japonsku objasnila
vliv. MeJA na senescenénd-promoéni efekt®. Védeckd skupina Sembdnerse roku 1981
izolovala a charakterizovala jasmonaty jako riistové inhibitory’ a jejich biosyntézu objasnili

Vick a Zimmermann v roce 1984°%,



2.3 Fyzikalni a chemické vlastnosti kyseliny jasmonové

Jasmonaty jsou strukturné¢ velmi podobné buné&énym mediatorim zanétlivé reakce
v zivocCisné tisi. To poukazuje na spolecny prekurzor, tedy na kyselinu linolenovou (LA).
Jedna se tedy o slouceniny, jejichz zadkladem je cyklopentanon. V molekule JA se vyskytuji
dve chirdlni centra a to pfesné na uhliku C-3 a C-7 (Obr. 1). Jsou zndmy dv¢é diasteromerni
formy a jejich antipody. Vrostliné se pfirozené syntetizuji dv€ z nich,
(-)-JA a (+)-7-iso-JA. Izomery (+)-7iso-JA a (—)-7-iso-JA drzi postranni fetézce v cis
konfiguraci, zatimco u jejich antipodl (—)-JA a (+)-JA lezi v poloze trans. Kvili sterickym
podminkdm je cis orientace malo stabilni a pfi epimeracnich reakcich, kdy dochazi ke

zmé&nam konfigurace pouze na jednom z nich, transformuje do trans formy”.

Native isomers Synthetic isomers
< Enantiomer -

12 .
3(R), T(R-(-)-JA ‘ 3(8),7(SH(+)-JA
‘tf Epimerisation o i'? Epimerisation
\ — . \ N=r"\
H ' . COOH
CcO0 . w,
3(R).7(S)-{*)-T-epi-JA L 3(S).T(RN)T-epi-A

Obrézek 1 - Prehled izomerickych struktur kyseliny jasmonové’

Jasmonéaty se v rostling distribuuji pedeviim ve floému (Iyce)'’. B&hem ristového
stadia rostliny jsou jasmondaty nejvice obsazeny v mladych listech, apikalnich (vrcholovych)

&astech stonku, nezralych plodech &i kotenovych $pickach’.



2.4 Biosyntéza a metabolismus jasmonati

2.4.1 Studium biosyntézy

Vychozi bod biosyntézy jasmonatli, kyselina linolenova, byl nalezen pii studiu
Arabidopsis thaliana (huseniCek rolni) trojit¢ého mutantu fad3-2fad7-2fad8. Tento mutant
vykazoval velmi nizkou uroven obsahu LA a neni schopen nahromadit JA jako odpovéd’ na
lokalni stres''. U vyssich rostlin byly diléi kroky biosyntézy JA studovany na nezralych

plodech, délohach semen a listech'?.

2.4.2 Jednotlivé kroky biosyntézy kyseliny jasmonové

Enzym lipoxygenasa (LOX) pievede kyselinu linolenovou na kyselinu 13-hydro-

peroxylinolenovou (HPOT). Vysledny produkt této dioxygenace se stdva substratem

WWCOOH
1
we-linclenic acid {r-LeA}
|
I | G=2
OO0H O0H
VIV AN, S0H VIV SAAA SO
7
8-HPOT 13-HPOT
o] o]
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y CO0 v_\/u\./_WV\/COOH
910-EQT 1213-EQT
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-k - + ketol
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= GOOH
10-0PDA [cis-(+)-OPDA] "\
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|
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3x)
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o] o
L N - I
COOH * COOH
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Obrézek 2 - Jednotlivé kroky biosyntézy kyseliny jasmonové*



pro tvorbu 12,13-epoxioktadekatrienova kyselina (EOT) pomoci allendioxidsynthasy (AOS).
Nasleduje tvorba cyklu allenoxidcyklasou (AOC) za vzniku 12-oxo-fytodienové kyseliny
(OPDA), ktera je pfepravovana ze stromatu do peroxizomil. Poslednimi kroky jsou redukce

a tiistupniova B-oxidace vedouci k (+)-7-iso-jasmonové kyselin€ (Obr. 2).

2.4.3 Metabolismus jasmonati

Kyselina jasmonova se vyskytuje ve dvou izomernich formach, coz ovliviiuje vznik
Siroké Skaly metaboliti. Samotna biosyntéza kyseliny jasmonové probihd v peroxizomu.
Metabolické modifikace probihaji v cytosolu. Nékteré metabolity vznikaji enzymatickou
redukci a hydroxylaci v pozici C-11 a C-12. V rostlinnych extraktech byly objeveny
11-OH-JA, 12-OH-JA a jejich O-glykosylatové derivaty ¢i methylestery, glukosylestery

a amidem spojené aminokyseliny na C-1 uhliku (Obr. 3)".

+Glucose
Cucurbic acid 12-OH-JA ——— 12-0-Glucosyl-JA

I\
\ I
g Ny
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2> 1 COOH
+Glucose
=
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-CO,
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MeJA " JA-lle
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Obrazek 3 - Prehled metaboliti kyseliny jasmonové
Obréazek naznaduje mozné metabolické cesty JA. Retézec obsahujici funkéni skupinu karboxylovych kyselin miize byt konjugovan
prekurzorem etylénu — 1-amino-cyklopropan-1-karboxylovou kyselinou (ACC), methanem ¢i podlehnout dekarboxylaci na cis-jasmony ¢i se
sloucit s aminokyselinou jako napf. s isoleucinem (Ile) nebo glykosylaty. Pentenylova ¢ast fetézce miize byt hydroxylovana v pozicich C-11
&i C-12. Redukci keto-skupiny péti¢lenného cyklu vede ke vzniku kyseliny cucurbiové®.



Biologicka aktivita se pfisuzuje cyklopentanolovym a hydroxylovanym (12-OH)
derivatim. Piedpoklada se, Ze glykosylované metabolity a konjugaty aminokyselin JA mohou
byt dilezitymi skladovacimi formami pro hormony, které ptispivaji k udrzovani homeostazy
(schopnost Zivych organismi udrzovat stabilni vnitini prostiedi)'*".

Ptevladajicim aminokonjugatem v rostlinach je konjugat JA s isoleucinem (JA-Ile),
ktery muze pusobit jako induktor JIP (jasmonaty indukujici protein), stejn¢ jako volna JA
v listech je¢menu (Hordeum vulgare)'®. Byly také nalezeny konjugaty JA s tyrosinem,
tryptofanem, fenylalaninem v kvétech fazoli (Phaseolus lunatus)'’, s leucinem, izoleucinem &

valinem v plodech a mladych listech bobu obecného (Vicia faba)'®. Né&které z téchto

konjugati jsou syntetizovany i mikroorganismy, napi. houba Gibberella fujicuroi®’ .

2.5 Fyziologické ucinky kyseliny jasmonové

Kyselina jasmonové ma Siroké spektrum G¢inkl na rostlinny riist a vyvoj. Jasmonaty
navozuji std¢eni vyhonkt, formu;ji hlizy, inhibuji kli¢eni a rtst kotfenii. Hraji klicovou roli pii
reakci na rostlinné patogeny ¢i hmyz. Plsobi proti uc¢inku cytokinini (latky podporujici
bunécné déleni), na druhé strané¢ ovSem vykazuji podobnou aktivitu jako kyselina abscisova
(ABA) indukujici enzym formujici ethylen. U Lycopersicon esculentum (rajce jedlé) ma vliv
MeJA na produkei ethylenu, degradaci chlorofylu a na zvy3eni aktivity polygalacturonasy?’.
MeJA také podndcuje konverzi lykopenu na betakaroten”'.

Methylester kyseliny jasmonové se uplatituje jako prenaSe¢ signdlu vzduchem mezi
blizce sousedicimi rostlinami ve smyslu jejich obranné odezvy. Jak MeJA aktivuje obranné
systtmy ajeho nasledny chemicky osud vSak zlstava stile jeSté otevienou otazkou.
V posledni dobé byly publikovany pokusy na Achyranthes bidentata (achyrant dvojzuby).
Tyto rostliny byly vystaveny pilisobeni deuterovaného methylesteru kyseliny jasmonové
(*Hy-MeJA) a nasledné v nich byly kvantifikovany metabolické produkty JA a méfena emise
tekavych organickych latek. Bylo zjiiténo, 7e “H,-MeJA byl metabolizovan hlavng do
deuterované formy JA a JA-Ile a mnohem méné do konjugatu s leucinem. Vysledkem této
studie je zavér, ze MeJA aktivuje obranné systémy rostlin, zvySuje emisi tékavych

organickych latek a ovlivituje hladiny endogennich jasmonati®,



2.5.1 Vliv JA na staceni vyhonkii

Mezi vysoce efektivni induktory sta¢eni vyhonki fadime kyselinu linolenovou, JA
a MeJA®. Toto staeni je indukovano mechanickou stimulaci korelujicim se snizenim hladin
ur¢itych t¥id lipid, které mohou byt vyvojovymi piedchiidci jasmonati a naslednym
vyskytem JA. Jasmonaty mohou také zpiisobovat odliSny rust rostliny za pfitomnosti

inhibitoru biosyntézy ethylenu®.

2.5.2 Vliv JA na vyvoj kvéti a plodu

Tento vliv se pfedpoklada na zaklad¢ vysokého vyskytu JA v rozvijejici se rostlinné
reprodukéni tkdni. JA muize ovliviiovat zrani plodii, hladinu karotenoidi ¢i expresi genii

semen4.

2.5.3 Vliv JA na kli¢eni semen

V roce 1997 Bewley ve své praci publikoval, ze kyselina jasmonova a jeji
methylester MeJA inhibuji kliCeni u nedormantnich semen a naopak aktivuji kli¢eni
u dormantnich semen. U semen Quercus robur (dub letni) souviselo zvySeni jasmonatl
s lipidperoxidasou, z ¢ehoz Bewley usuzuje na nejednoznacnost vztahu mezi biosyntézou JA

a kontrolou kligeni. Zvysené hodnoty pripisuje spise nasledku poskozeni membrany**.

2.5.4 JA a obranyschopnost rostlin

Kyselina jasmonova je vyznamnym signdlnim cCinitelem pii biotickém stresu rostlin
a hraje vyznamnou roli pii aktivaci sebeobranného systému rostliny®> (Obr. 4).

Vroce 1992 Creelman publikoval fakt, ze po zranéni rostliny se hromadi JA
a vyvolava reakci na patogen®®. Kyselina jasmonova aktivuje geny kodujici inhibitory protedz,
coz chrani rostlinu pred poskozenim od hmyzu®’. Diky t&kavosti MeJA chranici mechanismy
neprobihaji pouze na jedné rostling, ale 1 mezi rostlinami umisténymi pobliz. Bylo mimo jiné
prokazano, ze zvysené hladiny JA u brambor zvysSuji odolnost pied plisni bramborovou
(Phytophtora infestans)™, coz potvrzuje rezistenci k nekrotrofnim houbam (Adlternaria,

Botrytis, Pythium). JA zde Casto pusobi v interakci s ethylenem.



Obranna reakce rostliny

ROZPOZNANI

!

CASNA ODEZVA

!

< SIGNALNi TRANSDUKCE >

Obrazek 4 - Schéma reakce rostliny na patogen
s oznaGenim, ve které fazi obranych reakei rostliny hraje roli JA?

U Arabidopsis thaliana (Obr. 5) bylo zjisténo, ze pokud rostlin€ poranime listy,
bunécné deleni v ristové aktivnich vrcholech bude inhibovédno, dojde k potlaceni déleni
bunck diky jasmonatim a nové listy budou mensi, nez kdyby nedoSlo k lokdlnimu stresu.
Logicky rostliny nesyntetizujici JA dorostou do vétSich rozmért, tedy neomezuji svlij riist ani

v v 30
pfi poranéni™.

Obréazek 5 — Lokalné stresovany list Arabidopsis thaliana™



2.5.5 Vliv JA na proces starnuti rostliny

Exogenni aplikace kyseliny jasmonové zplsobuje poruchu tvorby listové
zelend (chlorofylu) - zvla§td na listech, fid&eji na vyhonech®'. Tato vlastnost JA vedla
k mySlence, zda jasmonaty nehraji roli pfi rostlinném starnuti, coz si protifeci s vyskytem
vysokych koncentraci této slouceniny v zondch bunécného déleni, reprodukcnich struktur

a mladych list. V1iv JA na senescenci rostliny neni proto zatim zcela jasny.

2.5.6 Protinadorové ucinky JA

V roce 2005 publikoval Flescher’”, ze MeJA vykazuje selektivni cytotoxické Gi&inky
u bunécnych linii z Sirokého spektra zhoubnych nadorti (malignit), napt. prostaty nebo plic.

vvvvv

zdufeni mitochondrii a nasledné¢ uvolnéni cytochromu c (proteinu s navdzanou hemovou

33,34

skupinou) charakteristické pro apoptdzu (programovanou bunéénou smrt)” ™", Dal$im cilem

studia jasmonati je jejich detekce v lidskych myeloidnich leukemickych buiikach™.

2.6 Metody analyzy kyseliny jasmonové

2.6.1 Metody extrakce

Extrakéni techniky maji za kol prevést latky, které jsou pfedmétem naseho zajmu,
do extrak¢niho ¢inidla takovym zplisobem, aby se omezila v co nejvétsi mite jejich degradace
(enzymaticka, svétlem indukovana, oxidativni, tepelnd) a aby byl extrakéni vytézek optimalné
vysoky pro dané spektrum metaboliti. Extrakce za sniZzené teploty je preventivnim opatfenim
proti degradaci biologicky vyznamnych latek. PouZzita teplota zavisi na obsahu vodné slozky
v extrakénim cinidle a pohybuje se v rozmezi 4 °C az -20 °C. Doba extrakce s optimalnim
vysledkem se pohybuje v intervalu 4 az 24 hodin v zavislosti na druhu extrakce™. Nejéast&ji
pouzivanym extrakénim ¢inidlem pfi stanoveni kyseliny jasmonové je 80 % methanol**?"*,
Jini autofi pouZivaji napf. 70% methanol®’, okyseleny 10% methanol®’, okyseleny 90%
methanol* nebo aceton*'.

Prvnim vhodnym druhem extrakéni techniky ke stanoveni JA je rozetfeni

(homogenizace) vzorku v kapalném dusiku, extrahovani do ptislusného extrakéniho ¢inidla

a odstranéni tuhych podila centrifugaci.



Rozetfeni biologického materidlu v kapalném dusiku v tfeci misce zpiisobi
popraskani bunécnych stén a uvolnéni organel do roztoku. Centrifugace (Obr. 6) je metoda
slouzici k odd€lovani pevnych castic zroztoku. Pro extrakci biologicky aktivnich latek
postacuje klimatizované zatizeni (4 °C) s uhlovym rotorem dosahujicim odstiedivé sily mezi

10 000 - 30 000 g.

Eent'rfug ace Centrifug ace Centrifugace
v . 14000 El 200 0m g rozplﬁtne
Bunecny homaogen at lehey
jadra mitochon drie mibcros o my

Obrézek 6 — Déleni bundénych organel diferencialni centrifugaci*

Druhym, ¢asové méné ndaroénym, druhem extrakcni techniky je pouziti vibra¢niho
kulového mlynku, ultrazvuku, mechanického rotatoru a nasledné centrifugace. Homogenizace
je v tomto piipadé realizovana kovovou kuli¢kou ptidanou ke vzorku.

Kulovy vibra¢ni mlynek vyuziva kombinovany ucinek tfeni a narazu mleci koule. Ta
se pohybuje v uzaviené¢ mleci komiirce. Pouzdro s mleci komtrkou je zakotveno v drzaku,
ktery kmita vysokou frekvenci v horizontalni rovin¢. Tento typ vibra¢niho mlynku je zvlasté
vhodny pro mleti menSiho mnozstvi vzorku a lze dosahnout jemnosti ¢astic kolem jednoho
mikrometru. Ultrazvuk a mechanicky rotator slouzi ke zvySeni ucinku extrakce

a promichavani vzorku.

2.6.2 Metody purifikace

Ideédlni metoda purifikace by méla byt natolik efektivni, aby odlisSny metabolicky
profil rostlinného extraktu neovliviioval celkovou navratnost. Kromé¢ toho naroky na izolaci
analyti a jejich néslednou purifikaci musi odpovidat typu analytické koncovky (v tomto
ptipadé LC/MS). Z toho vyplyva, Ze jednotlivé stupné purifikace by mély eliminovat vSechny
ostatni latky z ptivodniho extraktu (aminokyseliny, peptidy, cukry, sekundarni metabolity,
atd.) a finalni podoba vzorku by me¢la obsahovat jen analyt (JA), poptipadé latky, které
naslednou kvalitativni nebo kvantitativni analyzu nerusi. Obvyklé purifikacni procesy se

skladaji z n¢kolika stupiiti, pfiCemz Casto dochazi k zahustovani vzorku — pro ptipad JA
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odparovani v proudu dusiku. Tento krok nam dovoluje pfevod vzorku do roztoku o jiném
slozeni’®.

Extrakce kapalina-kapalina je ¢asto pouzivanou metodou, ktera pracuje na principu
rozdilné rozpustnosti (rozdilnych rozdé€lovacich koeficient) ve dvou nesmisitelnych
kapalnych fazich. Pro stanoveni rostlinnych hormont ¢i latek fytohormoniim podobnych lze
nalézt napf. nasledujici kombinace rozpoustédel: voda/chloroform?, voda/ethylacetat’’,
n-hexan/voda/dichlormethan®.

SPE (solid phase extraction) - extrakce na tuhou fazi. Princip spociva v sorpci
analytu obsaZzeného v kapalné fazi na tuhou fazi diky silnéj$i interakci s pevnym nosicem.
Samotny sorbent, ktery miize byt také slisovan ze skelnych vlaken do tenkych diska,
je obsazen v patroné z polypropylenu ¢i skla. Sorbent méd vétSi zrnéni nez je tomu
u kapalinové chromatografie, tudiz Ize pracovat pfi nizkém tlaku ¢i pfetlaku. Toho se v praxi
dosahuje pomoci vakuovych komirek. BéZn€ se pouZivaji nepolarni reverzni (chemicky
véazané obracené), normalni a iontové vyménné faze &i celd fada dalsich sorbentt™.

Pii stanoveni jasmonatl je nej€astéji pouzivanou fazi polymerné vazana oktadecylova
faze na nosici (Cys, Obr. 7), kterd je vhodna pro analyzu organickych latek z vodnych matric.
Diky vysokému procentu obsahu véazaného uhliku vykazuje zvySenou sorpéni kapacitu
a zarucuje zvySené vytézky. Dal§i moznosti je pouziti zesitovanych dextranovych jednotek
(Sephadexu) s iontoveé-vymeénnymi skupinami, napf. diethyl-(2-hydroxypropyl)
aminoethylovym kationtem (QAE-Sephadex A-25, silny aniontovy méni¢) nebo diethyl
aminoethylovym kationtem (DEAE-Sephadex A-25, slaby anex). N¢ktefi autofi extrahujici
JA pouzili kombinovanou extrakei etherem anexovych aminopropylovych SPE kolon*'****,
Idealnim feSenim pro stanoveni kyselin se ukazuje pouziti smésnych fazi kombinujici iontoveé

vymeénné a reverzni faze sorbentu (napf. Oasis® MAX firmy Waters).

~
/ D P Ve V a

Obrazek 7 — Strukturni vzorec oktadecylové faze vazané na silikagelu

Izolace kyseliny jasmonové je soucasti kazdé prace, kterd se vénuje studiu jeji

biosyntézy, metabolismu ¢i stanoveni. Napft., Blake a kol. stanovovali JA a MeJA (spolecné
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s jinymi fytohormony - ABA, auxiny, gibereliny) ze semen jasan ztepily (Fraxinus excelsior).
V  pouzittm  purifikacnim  protokolu  je  popsana  kombinace extrakce
kapalina/kapalina (n-hexan/voda/dichlormethan) s extrakci na pevné fazi pomoci aniontovych
méni¢li (QAE-Sephadexu A25 a DEAE-Sephadexu A25) a oktadecylovaného silikagelu
(Sep-Pak® C5)*. Nevyhodou tohoto postupu je velkd &asova narocnost, komplikovanost
a nutnost velké navazky biologického materidlu (okolo 10 g). Zhang a kol., popsal v roce
2008 ucinnou metodu k efektivni purifikaci JA ¢i ABA a IAA znizkého mnoZstvi
biologického materidlu (okolo 0,5g) vyuzivajici extrakci kapalina/pevnd faze

(voda/polyvinylpolypyrrolidon), kapalina/kapalina (voda/ethylacetat) a SPE (pomoci Cg)*”.

2.6.3 Chromatografie

Prvnimi chromatografickymi metodami uzitymi k analyze fytohormonti byla
tenkovrstva a papirova chromatografie (TLC, PC). Tyto metody se pouZzivaji i v dnesni dobé
jako rychlé a levné alternativy pfi stanovenich, kterd nevyzaduje vysokou separacni ucinnost
a vysokou citlivost, jako jsou metabolické studie za podminek aplikace velkého nadbytku
syntetického rastového regulatoru nebo radioaktivniho znaceni.

Chromatografie je dnes nejpouzivanéjSi separacni technika umoziujici oddéleni
anorganickych a organickych slou€enin ze smési. Pro oddé€lovani latek s nizkou molekulovou
hmotnosti se obvykle pouzivd plynova chromatografie (GC) ¢i kapalinova chromatografie
(LC). Vyuziti vysoce U€inné kapalinové chromatografie (HPLC) ma tu vyhodu, Ze vedle
rychlosti a vysoké separacni G¢innosti ji Ize spojit s celou fadou technik findlni analyzy, jako
jsou biotesty, UV-spektrometrie, imunoanalyza (RIA, ELISA) ¢i hmotnostni spektrometrie

(MS), které Ize v jediném experimentu i kombinovat®®.

Plynova chromatografie

Principem separacni metody GC je rozdil v distribuci latek mezi dvé nemisitelné
faze. Mobilni fazi je nosny plyn, ktery se pohybuje pfes nebo podél stacionarni faze. Ta je
umisténa v koloné. Tato metoda je pouzitelna k separaci latek prevoditelnych do plynné faze

za pouzitelnych teplot*’.
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Standardni slozeni GC je davkovaci zarizeni, chromatograficka kolona umisténd

v termostatu, detektor.

Jednou z uzivanych metod analyzy JA je specifickd metoda kombinujici separaci na
GC s detekei na hmotnostnim spektrometru®”**. Pro analyzu JA se obvykle pouzivaji dva
zpusoby ionizace. Naraz elektront (EI) se vyznaCuje vysokou specificnosti, ale na ukor
citlivosti’®**. Druhym zpiisobem je chemické ionizace (CI) poskytujici hodnoty s vysokou

citlivosti®.

Kapalinova chromatografie

HPLC, jako kazda jina chromatograficka separa¢ni metoda, je zalozena na principu
rovnovazné distribuce slozek vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi. Tato distribuce je
podminéna existenci fazového rozhrani mezi témito fazemi. Mobilni fdze unasi slozky vzorku
tak, aby obtékala stacionarni fazi. Neustdle dochdzi k tvorbé rovnovaznych stavi

separovanych latek mezi fazemi.

Obecné se HPLC sklada zdavkovace vzorki, chromatograficke kolony,

vysokotlakého cerpadla a zarizeni pro detekci latek ¢i sbérace frakci.

Detektory jsou zafizeni zaznamenavajici rozdil mezi prichodem cisté mobilni faze
a mobilni fazi, kterd obsahuje eluovanou slozku. Jsou zpravidla umistény na konci kolony
(Obr. 8) a dochazi na nich k analyze eluentu. Detektory rozdélujeme na koncentracni (reakce

na zménu hmotnostni koncentrace slozky) a hmotnostni (reakce na zménu hmotnostniho toku

i — = -

TE
Obrazek 8 - Prutez HPLC kolonou
HPLC kolona se sklada z kovového plasté (1) uzavieného kovovou fritou (2) zabraiujici uvoliiovani stacionarni faze (3) ven z kolony
a soucasné zajist'uje plynuly pratok mobilni faze. Ochranny krouzek (4) a koncova hlavice (5) s navrtanym vstupem pro kapilaru se Sroubem
(6) se nachézeji na obou koncich kolony™.
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slozky do detektoru), nebo podle jiného zpiisobu déleni na destrukéni (dochdzi k chemickeé
zméné detekované komponenty) a nedestrukéni (bez chemické modifikace)™. V pfistroji,
ktery byl pouzit k na$i analyze JA, byl obsaZen detektor diodového pole v kombinaci

s tandemovym hmotnostnim analyzatorem.

UHPLC (Ultra High Pressure Liquid Chromatography) — Extrémné vysokotlaka
kapalinova chromatografie. Jde o moderni HPLC systémy pracujici za pouziti vysSich tlakt
(az do 500 MPa) a s mnohem mens$imi velikostmi sorbentd (< 2 um). V soucasnosti se ujalo
nckolik oznaceni téchto vysokotlakych zatizeni, které lze rozdélit podle pracovnich tlaki
na RRLC (Rapid Resolution LC, az 60 MPa), RSLC (Rapid Separation LC, az 80 MPa)
a UPLC (Ultra Performance LC, az 100 MPa).

Kapalinovou chromatografii k analyze JA zvolili naptiklad autofi: Kramell a kol.
pouzili HPLC s UV detekei pro chiralni separaci konjugati kyseliny jasmonové®', Segarra
a kol. publikovali soucasné stanoveni JA a SA pomoci MS detekce®, Kristl a kol. detekovali

. . . Vel v s 41
JA po derivatizaci s pouzitim fluorescencni detekce™ .

2.6.4 Hmotnostni spektrometrie

MS je analytickou metodou podavajici informace o kvalitativnim i kvantitativnim
izotopovém slozeni prvka ve vzorku. Molekuly pfevedené na ionty, popt. fragmentované

ionty, jsou separovany v iontové-optické zatizeni podle podilu m/z (Obr. 9).

MS se skldada ze tri zakladnich casti — ionizacniho zdroje, hmotnostniho analyzatoru,

detekcni sekce — a dalSich casti (zarizeni pro zavadeni vzorkii, vakuového systéemu, iontové

optiky a pocitace).

K produkei iontli (ionizaci) se pouziva nekolik zplisobli: napt.: termalni ionizace, jiskrova
ionizace, ionizace narazem elektronli, chemicka ionizace, ionizace elektrickym polem,
desorpce polem, plasmova desorpce a ionizace laserem za asistence matrice. Pro spojeni

s kapalinovou chromatografii jsou nejvhodné&jsi mékké ionizaéni techniky, nejcastéji ionizace
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elektrosprejem (ESI) a chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI). K separaci iontii

v Case nebo prostoru mohou byt pouzity rizné principy a podle nich analyzatory délime

Obrazek 9 - Schéma hmotnostniho spektrometlru52
Vstup vzorku v plynném skupenstvi (A), iontovy zdroj (B), urychleni ionti (C), vychyleni iontt pomoci
magnetického pole (D) a finalni kontakt s detektorem.

na magnetické, priletové, kvadrupdlové a iontové pasti. Podle rozliSovaci schopnosti je pak
muzeme rozdélit na MS analyzatory s nizkym rozliSenim (kvadrupdlovy analyzator, iontova
past), sttednim rozliSenim (priletovy analyzator, kvadrupdl s hyperbolickym prifezem tyci)
a vysokym rozliSenim (iontova cyklotronova rezonance, Orbitrap, priletovy analyzator

s reflektronem, sektorovy analyzator s dvoji fokusaci ionti)>.

Jako nase analyticka koncovka byl pouZit tandemovy hmotnostni spektrometr
Micromass Quattro micro'™ API (Waters MS Technologies, Manchester, UK) s témito

viastnostmi:

Ionizace za atmosférického tlaku (API) je spolehlivou analytickou technikou
vhodnou pro strukturni analyzu organickych latek ve smésich, stopovou analyzu, identifikaci
reak¢nich produktd a necistot. Pfevodu iontll z kapalné faze do vakua je dosazeno rychlym
odsuSenim mikrokapicek za vzniku iontll s vysokou relativni intenzitou molekularnich

adukti: [M+H]", [M+Na]", [M+K]", [M-H], [M+CI] a nékdy téz adukti s molekulou mobilni
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faze. ESI (J.B. Fenn - Nobelova cena 2002) je vhodna pro citlivou, kompletni analyzu
polarnich a iontovych slougenin, zatimco APCI pro slab& polarni a neutralni latky™>=*.

Z-sprej (Obr. 10) je iontovym zdrojem, kde dochazi k dvojitému ortogonalnimu
zalomeni leticich iontd pfed vstupem do analyzatoru a tim k potlaceni vlivu matrice ¢i
nevhodnych, neté¢kavych pufrt a aditiv (napft. fosfatové pufry).

Kvadrupélovy analyzdtor slozeny ze 4 kovovych ty¢i hyperbolického ¢i kruhového
prifezu, které jsou pfipojeny ke zdroji stejnosmérného a stfidavého napéti. lonty vlétajici do
prostoru mezi ty¢emi se dostanou do stiidavého elektrického pole a za¢nou oscilovat. Zatizeni
se chova jako filtr nastaveny na urcitou hodnotu m/z. Zménou vkladanych napéti je mozné
nechat projit filtrem postupné ionty v celém rozsahu hodnot w2, T rojity kvadrupdlovy
analyzator (QqQ) se sklada ze tfi kvadrup6li zatfazenych za sebou, kde prostiedni plni funkci
kolizni cely, ve které po zavedeni kolizniho plynu dochazi k fragmentaci vybranych iontd
kvadrupdlovym analyzatorem Q1. Krom¢ méfeni hmotnostnich spekter v celém studovaném
rozsahu m/z a méfeni MS/MS spekter produktovych iontll je mozné méfeni skenu iontil
prekurzoru a skenu neutrdlnich ztrat. Pro citlivou kvantifikaci je ale nejvhodnéjsi pouziti
selektivniho zédznamu jednoho nebo vice iontli (Selected Ion Monitoring, SIM) nebo
selektivni zaznam jedné nebo vice reakci (Selected Reaction Monitoring, SRM, popt. Multi

Reaction Monitoring, MRM), pii nich se sleduje zavislost zmény signalu v &ase.

Obrézek 10 - Z-sprej iontovy zdroj>
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Vyuziti hmotnostni spektrometrie pro stanoveni rostlinnych hormont je piehledné shrnuto
v review Pana a Wanga z roku 2009°°. Casté je stanoveni JA pomoci LC-MS/MS s ostatnimi
rostlinnymi hormony nebo latkami s regulacni aktivitou, napf. s methylesterem kyseliny
jasmonové a kyselinou salicylovou’’, skyselinou abscisovou™ & s kyselinou

indol-3-octovou’®.

2.6.5 Imunochemické metody

Zakladnim principem imunoanalytickych metod je tvorba imunokomplexniho paru
skladajiciho se z antigenu (analytu) a protilatky.

Pro stanoveni nizkomolekuldrnich latek, napt. JA, se vyuziva testl zaloZenych na
kompetitivnim uspofadani. "Definované mnozstvi znacenych indikatora soutézi s riznymi
koncentracemi neznacené¢ho standardu o omezeny pocet volnych vazebnych mist protilatek.
Jestlize je koncentrace protilatky a znacené¢ho antigenu konstantni, pak je pomér mezi
znaenym antigenem volnym a vazanym funkci koncentrace neznacené¢ho antigenu
(stanovovaného analytu) v roztoku. Porovnanim se standardni kiivkou, ziskanou pouzitim
znamych koncentraci neznaceného antigenu, lze z poklesu vdzané aktivity urcit mnoZzstvi

antigenu pritomného v neznamém vzorku"*°.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie a pouzity material

Methanol (99,9%) a mravenéan amonny byly doddny firmou Sigma-Aldrich
(Steinheim, Némecko). Acetonitril (99,9%), amoniak (25%), kyselina mravenci (98-100%)
a octan amonny pochéazel z MERCK (Darmstadt, SRN). Ethanol (96%) a diethylether (99%)
byl vyroben firmou Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika). Standard kyseliny jasmonové
(£)-JA a izotopové stabilné znaGeny standard *He-JA byly zakoupeny od firmy Olchemim
(Olomouc, Ceska republika). Viechny pouzité chemikalie spliiovaly podminky "analytical-
reagent grade" nebo "HPLC gradient grade". Deionizovand voda byla ziskavéana z piistroje
Simplicity 185 (Millipore, Bedford, Massachusetts, USA).

Kolony Spe-ed™ C g (500 mg/3 ml a 100 mg/1 ml) byly vyrobeny firmou Applied
Separations (Allentown, Pensylvanie, USA), Sep-Pak” C18 (360 mg) a Oasis® MAX
(30 mg/1 ml) firmou Waters (Milford, Massachusetts, USA), DEAE-Sephadex firmou
Pharmacia Fine Chemicals AB (Uppsala, Svédsko). Micro-spin centrifugaéni filtry
(0,45 micron) pochéazely od firmy Alltech Associates (Deerfield, Illinois, USA). Z riznych
druhti laboratorniho skla byly pouzivdny napf. jednorazové sklenéné zkumavky, kadinky

a odmérné banky.

3.2 Pristroje

Kyselina jasmonova byla stanovovana na piistroji Acquity UPLC™ System
(Waters, Milford, Massachusetts, USA; obsahujicim Binary solvent manager, Sample
manager a detektor 2996 PDA) spojenym s hmotnostnim spektrometrem Micromass Quattro
micro™ API (Waters MS Technologies, Manchester, UK). Vysledky byly procesovany
pomoci programu MassLynx (v4.1). Métfeni bylo provedeno na UPLC v rezimu HPLC,
protoze pouzitd kolona C4 m¢la velikost ¢astic 5 um.

K pfipravé vzorkl byly vyuzity vdhy AND (A&D Company, Tokyo, Japonsko),
centrifuga GS-15R (Beckman, SRN), ultrazvukova ldzen Elma Transsonic T310 (SRN)
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a automatické pipety Eppendorf-Research 2-20 ul, 10-100 pl a 100-1000 ul (Hamburg,
SRN).

3.3 Parametry LC-ESI(-)MS/MS metody

UPLC systém obsahoval kolonu Jupiter 5u C4, 300 A, 150x2 mm (Phenomenex,
USA) a jako mobilni faze byly pouzity acetonitril (A) a 10 mM kyselina mravenci (B).
Mobilni faze B byla pfipravovana cCerstvé pied kazdou méfici sadou v odmérné baiice
(94 ul koncentrované kyseliny mravenéi doplnéno do celkového objemu 250 ml
deionizovanou vodou). Celkovy ¢as analyzy byl 10 minut a gradientovd eluce méla pfi
priatoku 0,25 ml/min linedrni prabéh (0-5 min, 25%-40% A). Poté nasledovalo minutové
promyti 100% A a cCtyfminutova ekvilibrace kolony v pocatecnich podminkach
(25% A/75% B). Kalibra¢ni roztoky a vzorky byly ulozeny v autosampleru pfi teploté 4 °C,
a nastiikovany postupné (10-15 pl) na termostatovanou kolonu (30 °C). Cistota systému
LC-MS/MS byla na zacatku a v prib¢hu analyz ovéfovana nasttiky kontrolniho roztoku, ktery
svym slozenim odpovidal pocatecnimu poméru mobilnich fazi z gradientu.

Analyza vzorkl probihala na MS za pomoci ionizace elektrosprejem v negativnim
modu — ESI(-). Kapilara méla teplotu 350 °C a teplota odpatovaciho bloku byla 100 °C. Na
kapilaru bylo pfivedeno napéti 1 kV, na vstupni Sté€rbinu napéti 25 V a na extrakéni Stérbinu
2 V. Pritok zmlzovaciho plynu (dusik) byl 500 I/hod a pritok plynu (dusik) na vstupni
Stérbin€ byl 2 1/hod. Dalsi parametry na QqQ byly nasledujici: rozliSeni LM/HM 12,5;
iontova energie na Q1 0,3 V; iontovd energie na Q2 1,5 V; vstupni a vystupni napéti
2 V anapéti detektoru 650 V. Zaznam dat byl provadén v rezimu MRM za optimalizovanych
podminek  kolizniho  napéti 12eV  pfi  tlaku  kolizntho  plynu  (argon)
4,3.10” mbar. Bylo zvoleno jedno &asové okno v rozsahu 4.5-6.5 min obsahujici dva MRM
prechody, prvni pro JA (209.15 > 58.75) a druhy pro wvnitini standard *Hg-JA
(215,15 > 58,75). Doba jednoho skenu trvala 1.25 sekundy (dwell time 0,35 s) a byla pocitana
pro ziskani 16 datovych bodi pies celou Sifku chromatografického piku.

Pro stanoveni kalibracniho rozsahu metody byla ptipravena kalibra¢ni fada standardti
ze zasobnich roztokl kyseliny jasmonové a jejiho znafeného standardu (oba methanolické
roztoky o koncentraci 10~ mol/l ). P¥i fedéni byla pouZita deionozovana voda. Vysledné

koncentrace JA byly v rozsahu 10 mol/l az 5.10” mol/l, zatimco koncentrace *Hq-JA byla
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v celé tadd konstantni (5.10° mol/l). Na kolonu bylo nastiikovano 10 pl z p¥ipravenych

roztoku.

3.4 Rostlinny material

Pro tuto studii byly pouzivany 36 dnu staré rostliny Arabidopsis thaliana, ekotyp
Colombia (Obr. 11), péstované ve fytotronu za danych podminek: vlhkost 70%, 21 °C,
16 hodinové fotoperioda (16 hodin svétlo/8 hodin tma).
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Obrazek 11 - Husenicek rolni (4Arabidopsis thaliana)

Nekteré rostliny byly vystaveny lokalnimu stresu poranénim kovovymi kleStémi
a v pravidelnych c€asovych intervalech (0, 30, 60, 90, 120 min) byly odebrany vzorky.
Odebrané listy (okolo 50 mg, 3-4 listy) byly hluboce zmrazeny tekutym dusikem a poté
ulozeny k dlouhodobému skladovani pfti teploté -70 °C.

3.5 Extrakce a purifikace JA

Postup p¥ipravy vzorku A (Extrakce -> C13-> DEAE-Sephadex + C1g)™®

Vzorky zamrazenych listdh (cca 50 mg Zivé hmoty) byly homogenizovany
v kapalném dusiku ve tfeci misce a extrahovany ve 5 x 4 ml (celkové 20 ml) vychlazeného
80% methanolu (v/v) v -20 °C pies noc. Ke vzorklim byl pfidan vnitini, isotopové znaceny,
standard *He-JA (40pmol/vzorek). Poté byly vzorky pievedeny do centrifugaénich kyvet,
baniky proplachnuty 4 ml 80% methanolu a zcentrifugovany (20 minut, 4 °C, otacky
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15000 rpm). Extrahovany material byl znovu promichdn 4 ml 80% methanolu a spole¢né se
zbytky vyplachnutého zeleného materidlu z ban¢k (2 x 4 ml 80% methanolu) preveden do
centrifugaéni kyvety a odstfedén. Ziskané supernatanty byly nésledovné spojeny
a purifikovany na kolonach Cig (500 mg/3 ml), které byly aktivovany 2 x 4 ml 96% ethanolu
aposléze 2 x 4 ml deionizovanou vodou. Vzorky (asi 40 ml) byly postupné nandSeny na
kolonu a protlaceny do novych sklenénych ban¢k umisténych pod C;s kolonami. Po
protlaceni celého objemu vzorku byl zbytek analytu vyplachnut z baiiky 4 ml 80% methanolu
a 1 tento objem protlacen ptes C,g kolonu. Banky byly poté ulozeny ve vodni ldzni (37 °C)
a vzorky suSeny pod plynnym dusikem do "vodné faze" (asi do objemu 8 - 9 ml) po dobu
okolo dvou hodin.

Pro dal§i ¢ast purifikace byly pfipraveny DEAE-Sephadex kolony, které byly
promyty 2 x 4 ml deionizované vody a aktivovany 2 x 4 ml 40 mM octanu amonného. Tyto
kolony byly spojeny s C;s patronami (Sep-Pak”™, 360 mg) proplachnutymi 10 ml 96%
ethanolu, 10 ml deionizované vody a 10 ml 40 mM octanu amonného. Vzorky po vysuseni na
vodnou fazi byly doplnény 10 ml 40 mM octanu amonného a naneseny na DEAE-Sephadex
kolony, kterymi volné prokapavaly pies C18 patrony. Do prazdnych ban¢k se zbytky vzorka
bylo pfidano dalSich 10 ml 40 mM octanu amonného a naneseno opét na kolonu. Poté byly
analyty z jednotlivych C18 patron eluovany 2 ml diethyletheru (99%) za vzniku dvou fazi.
Spodni faze byly ze zkumavek odsaty pipetou a zbyvajici horni faze byly vysuSeny pod
plynnym dusikem (béhem 15 minut).

Vzorky byly pfipraveny pro LC-MS/MS analyzu rozpusténim odparku ve 50 pl

10% acetonitrilu a nasledovanym prefiltrovanim ptes mikrofiltr (0,45 pm).

Postup pripravy vzorku B (Mikroextrakce -> C3 -> MAX)

K pfipravenému rostlinnému materialu (cca 50 mg ve 2 ml mikrozkumavkach) byl
napipetovan 1 ml 80% methanolu (-20 °C), pfidan vnitini deuterovany standard (40 pmol
*He-JA/vzorek) a vlozena jedna homogenizaéni kulicka. Vzorek byl homogenizovan ve
vibra¢nim kulovém mlynku (3 min, intenzita 27 Hz), poté umistén na 3 minuty do ultrazvuku
a béhem nésledujici pil hodiny promichdvan pomoci mechanického rotatoru v lednici pii
4 °C. Nasledné provedena centrifugace spliiovala tyto parametry - ¢as 3 minuty, teplota 4 °C,
otacky 15000 rpm. Ziskany supernatant byl odpipetovan a ptvodni sediment byl opét

reextrahovan za stejnych podminek. Sekundéarni supernatant byl posléze spojen s primarnim.
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Vzorek byl postupné nanesen na zaktivované kolony Cis (100 mg/1 ml; aktivace 2 ml 99,9%
methanolu a 2 ml deionizované vody) a protlaceny eluat odpaien pod plynnym dusikem na

vodnou fazi.

ANALYZA KYSELINY JASMONOVE V BIOLOGICKEM MATERIALU

Rostlinny materidl, cca 50 mg Zivé hmoty

Postup A (skladovan v -70°C) Postup B
homogenizace v kapalném dusiku extrakce do 1Iml 80% methanolu
pridavek 20ml 80% methanolu + standard ‘H,-JA

(40ul 10° mol/l)

Ve
nrac Nnoc N

+ral ¥ 20°C
CAUARLC PICS NOC PIN -2V L

. vloZeni homogenizacni kulicky
+standard ‘H,-JA

(40ul 10° mol/1)

homogenizace v kulovém mlynku
(3 min, intenzita 27 Hz)

centrifugace
(20 min, 15000 rpm, 4°C)

ultrazvuk (3 min, 4°C)

supernatant pres kolonu C18

mechanicky rotator (30 min, 4°C)
(aktivace: ethanol, voda)

centrifugace
(3 min, 15000 rpm, 4°C)

vysuseni pod plynnym dusikem

supernatant pres kolonu C18
(aktivace: methanol, voda)

vysuseni pod plynnym dusikem

precisténi pres kolonu MAX

vysuseni pod plynnym dusikem

rozpusténiv 50ul 30% ACN

LC-MS/MS analyza

casova narocnost: cca 4 dny
(9 vzorka)

casova narocnost: cca 2 dny

(9 vzorkua)

Obrazek 12 - Schéma popisovanych postupt extrakce a purifikace A a B s naznacenou ¢asovou naro¢nosti
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Druhy krok purifikace byl proveden na Oasis® MAX SPE kolong (30 mg/1 ml).
Nejprve byla kolona solvatovana 1 ml 99,9% methanolu, equilibrovdna nanesenim 1 ml 5%
amoniaku (v/v, vodny roztok) a nédsledné proplachnuta 1ml deionizované vody. Po naneseni
vzorku, ke kterému byl ptfidan 1 ml 5% amoniaku za diikladného promichani a ultrazvuku, byl
analyt navazan na médium v kolon¢ a proplachnut 2 ml 5% amoniaku a posléze 2 ml 99,9%
methanolu. V poslednim kroku purifikace bylo cilené¢ zménéno pH za pomoci 3 ml 2%
kyseliny mravenc¢i v methanolu (v/v) a analyt byl uvolnén z kolony.

Vzorek byl odpafen do sucha pod plynnym dusikem a pfipraven k analyze na

LC-MS/MS rozpusténim v 50 pl 30% acetonitrilu.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Ovéreni podminek analyzy JA

Kyselina jasmonova patii mezi slouCeniny, které jsou schopné lehce odsStépovat
proton, a proto je elektrosprej v negativnim modu vhodnou ioniza¢ni technikou pfi
LC-MS/MS analyze®®. Na za¢atku je fytohormon separovan od ostatnich latek (moznych
interferenci) obsaZenych v realném vzorku na reverzni fazi a posléze detekovan na zakladé
selektivniho médu — sledovani produktu rozpadu iontu — probihajiciho v tandemovém
hmotnostnim spektrometru®®. Interni standard pro dany analyt automaticky koriguje mozné
ztraty béhem upravy rostlinného materidlu a je zaroven pouzit pii kvantifikaci JA metodou

izotopového zied'ovani®®,

MS full scan - std. kys. jasmonové o koncentraci 10-5 mol/l 1: Scan ES-
100- 209.2 2.05e5
5
59.5
210.3
781, 692  s3a 9T 1129  iapaisso'Tlisis tesa 183119101991 || 5126 23289349043 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Tm

50 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Obrazek 13 - Hmotnostni spektrum kyseliny jasmonové

Bylo promé&feno hmotnostni spektrum standardu JA (o koncentraci 1.10™ mol/l)
v rozsahu 50 — 500 m/z a ovéfena existence iontu prekurzoru [M-H] o nomindlni hmoté

209,2 m/z (Obr. 13). Déle byly ziskdny MS/MS spektra pfi riznych koliznich energiich
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(10eV, 15eV, 20eV a 25eV) a nalezeno nékolik produktovych iontd (Obr. 14).
Nejintenzivngjsi fragmentem byl ion 59,3 m/z s dosazenou intenzitou (3,97.10%) pii kolizni
energii 15 eV. Stejny experiment byl proveden také pro deuteriem znafeny standard. Ve
shod¢ s diive publikovanymi vysledky® byl tedy pro JA i He-JA nalezen charakteristicky
MRM piechod 209 > 59 a 215> 59.

MS/MS scan - std. kys. jasmonové o koncentraci 10-5 mol/l
1: Daughters of 209ES-
m 8

100- 59.3 wx24 08e3
109.2
. CE 25eV
B 80.0 971
ol 1 .||.1LIII.|.||..|||.|I.|I|||.IJI bty gl ot gl I..||II|| ||..I |.||II.||.|! . ..I.||I|||.|I|I “II..IJI. [l ||..|||.I.I |I||I]I| Ll y
1: Daughters of 209ES-
100 59.3 nx36 W 3.23e4
109.1
<] 971
803 812 CE 20eV 1650
0 . . . Pt i '.||/'I'."".""|'.'- II"".”' bbb L '."'.I"".I"I'.I TN ull...l st "I.' (NIRRT T | TNRRARTEN
1: Daughters of 209ES-
100+ 59.3 ux54 165.1 w  3.97e4
. 97.2 994
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0 . . . I.||.|I.|I|I|I|.I|I.| 11 |I.||I|I|.I.!I ".I"'“!“I|."'“|.""“"."'".h'lll."”“.”'I".' ||.I..I|I.ILI|.|I.|I!|I. I.|||L ”"'.‘"I'I.I"'I'."I"':I""”.""I".'II'I l ||.I| 20'9..1
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100 593 w2 165.1 . 38
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Obrazek 14 — MS/MS spektra produktovych iont kyseliny jasmonové pfi riznych koliznich energiich

Volbou vhodnych chromatografickych podminek 1ze dosahnout potlaceni moznych
kontaminant, snizeni matri¢nich efektd u redlnych vzorkd &i redukci chemického pozadi™.
Na kolon¢ Jupiter C4 byla za danych podminek (viz kapitola 3.3) ziskdna rychla a robustni
separace s velmi  dobrou stabilitou reten¢nich cast  5,11£0,02 min  pro
JA a 5,04+0,02 min pro “Hg-JA.

Linearita v rozsahu ¢tyf fadl pouzité metody je ukdzana po logaritmizaci na obrazku
15. Pro tvorbu kalibracni kiivky bylo analyzovéano deset kalibra¢nich bodli o koncentracich
vrozmezi 0,05 pmol az 1000 pmol/nastiik. Na osu x byla vynesena koncentrace JA
v pmol/nastiik a na osu y odezva (Response) nalezici poméru plochy piku neznaceného
ku znaCenému standardu néasobena znamou (konstantni) koncentraci interniho standardu

(pmol/nastiik). Dosazeny koeficient determinace R? byl 0,9997. Limita detekce byla
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definovana jako trojndsobek poméru signal/Sum a byla stanovena na koncentra¢ni hladiné
25 fmol/nastiik. Limita kvantifikace (signal/Sum = 10) se shodovala s nejnizSim prvnim
bodem kalibrace a dosahovala hodnot 50 fmol/nastfik ve shodé s ostatnimi publikovanymi

metodami>>**,

Compound name: JA (209>59)

Correlation coefficient: r = 0.999865, r*2 = 0.999730

Calibration curve: 0.960241 * x+ 0.983324

Response type: Internal Std ( Ref2 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: Log

3.50-
3.00
2.50

2.00-

Response
1

1.507

1.00

0.50-

0.00-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T pmol
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00

Obrazek 15 - Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni kyseliny jasmonové

4.2 Srovnani purifika¢nich metod

Prvni ¢ast méfeni byla soustiedéna na porovnani vyse uvedenych postupii extrakce
a purifikace (viz kapitola 3.5). K porovnani jednotlivych aplikovanych protokolt byla zvolena
metoda standardnich ptidavka pro dva typy vzorkli — v prvni sad¢ vzorka byla pouzita pouze
smés standardi JA/He-JA o koncentraci 10 pmol/5 pmol ve vzorku; druh4 sada byla tvofena
navazkou cca 50 mg listd 36-denni Arabidopsis thaliana opét s piidavkem smési JA/*Hg-JA.
Byla pocitdna navratnost znamého pridaného mnozstvi kyseliny jasmonové a také celkova
analyticka pfesnost pomoci metody izotopového zied'ovani. Vysledky jsou sumarizovany

v tabulce L.

Postup A (Extrakce -> C13-> DEAE-Sephadex + Cjg) poskytl u vzorkti obsahujicich

pouze smés standardi JA/*Hg-JA relativné nizkou navratnost 40,65% za sou¢asné analytické

26



ptesnosti 97,65%. U vzorkd obsahujicich nestresovany rostlinny materidl (s velmi nizkou
pfirozenou hladinou kyseliny jasmonové) s pfidanou smési standardi JA/*Hg-JA byla
navratnost (37,38%) 1 analytickd piesnost (86,08%) procentudlné podobna. Tento postup byl
Casové 1svymi pozadavky na zrucnost velmi naro¢ny. Pfiprava vzorku pro analyzu

LC-MS/MS (od surového rostlinného materidlu po posledni bod ve vySe popsaném postupu)

trvala 4-5 dni (Obr. 12).

Tabulka I - Porovnani jednotlivych typt extrakce a purifikace (pocet opakovani n=3)

POSTUP A POSTUP B
V;grﬁ)(g a Analyticka a Analyticka
Navratnost (%) presnost (%) Navratnost (%) pesnost (%)
< 54,22% 105,08% 101,00% 102,59%
% 32,91% 89,18% 93,38% 98,16%
§. 34,83% 98,69% 101,22% 104,35%
40.65+9.63% 97.65+6.53% 98.53+3.64% 101.70%2.61%
* < 46,54% 82,43% 85,98% 96,39%
% % 34,69% 83,56% 92,81% 103,94%
§ §. 30,89% 92,24% 99,67% 106,17%
< 37.3816.67% 86.08+4.38% 92.82+5.56% 102.1614.19%

Postup B (Mikroextrakce -> C1s -> MAX) pii prvni sad¢ vzorki, které obsahovaly
pouze 10 pmol/5 pmol JA/*He-JA, poskytnul vybornou néavratnost 98,53% pii zachovani
analytické ptesnosti 101,7%. Tyto hodnoty vychdzely velmi podobné i u vzorki, které
obsahovaly nejen smés JA/Hg-JA, ale i nestresované listy rostliny A. thaliana. Postup B byl
casové uspornéjsi o 40-50% nez postup A. Piiprava vzorku (od surového rostlinného
materidlu po posledni bod ve vySe popsaném postupu) trvala 2-3 dny v zavislosti na poctu

vzorkd (Obr. 12).

Ziskané vysledky ukézaly jednoduchost a rychlost mikroextrakéniho protokolu
(Postup B) bez ztraty citlivosti a vétSiho ruSivého vlivu moznych interferenci z redlného
materialu pro navazujici LC-MS/MS analyzu. Limita detekce pro JA piepoctend na zivou

hmotu A. thaliana byla stanovena na hladin¢ 0,25 pg JA v 1 gramu realného vzorku. NaSe
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metoda tedy poskytovala podobné ¢i lepsi vysledky jako jiné publikované prace pouzivajici

zjednodugené purifikace®™**4°,

10 pmol JA (iniA0W) 4R of 2 channelsgs- | POStUP A (NASISOM) k1 Ry of2 channels s- | POStUP B (niASIS0M) £1.Ry of 2 channels £s-

JA(209>59) _ 209.15>59.10 JA(209>59) 209.15>59.10 JA (209>59) 209.15>59.10

1007 509 2236e+005 | 1007 "0 3.136€+004 541 5.814¢+004
2327840 314963 6400.12

min min
5 pmol 2H s'JA (Inj.A0p1)  F1:MRM of 2 channels,ES- F1:MRM of 2 channels,ES- F1:MRM of k channels,ES-
_d6-JA(215>59) 215.15>59.10 _d6-JA(215>59) 215.15>59.10 _d6-JA(215>59) 215.15>59.10
100 5.02 9.785e+004 | 100 502 1.285e+004 5.04 2579¢+004
11053.43 142564 3031.49
% %
min min min

Obrazek 16 — Ukazka iontovych chromatogramu
sledovanych MRM ptechodti u smési standardii JA/*Hg-JA (o koncentraci 10 pmol/5 pmol) a ziznamii u realnych vzorki pii testu

purifikaénich protokold A a B s ptidavkem stejné smési.

4.3 Stanoveni JA pri lokalnim stresu

Druhd c¢ast méfeni byla soustiedéna na stanoveni zdvislosti mezi obsahem JA
v listech rostliny Arabidopsis thaliana a ¢asem, ktery uplynul po lokalnim poranéni. Ziskany
rostlinny materidl posbirany v 30 minutovych intervalech byl extrahovan a purifikovan
postupem B (80% methanol -> C;3 -> MAX) a v praxi tak byla prokdzana jeho pouzitelnost
pro analyzu JA.

Vysledky naznacily, ze lokalni stres na rostlin€ aktivuje obranny mechanismus, jehoz
soucasti je syntéza kyseliny jasmonové (Obr. 17). Obsah JA v listech 4. thaliana byl nejvyssi
po Sedesati minutach od poranéni. V tomto okamziku byla hladina kyseliny jasmonové az
30-krat vétsi (2076,285 pmol/g) nez u rostliny, kterd nebyla stresovana (70,175 pmol/g).
Nejveétsi mnozstvi JA bylo rostlinou nasyntetizovano mezi €asy nula a tficet minut po stresu

(1681,16 pmol/g), kdy se hladina JA se zvedla vice nez 7-krat.
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Obsah kyseliny jasmonové v zavislosti na ¢ase po lokalnim stresu
listl Arabidopsis thaliana

2500.000

2000.000

1500.000

1000.000

obsah JA [pmol/g]

500.000

0.000

¢as [min]

Obrazek 17 - Graf zavislosti obsahu JA na ¢ase po poranéni rostliny

Nalezeny trend v biosyntéze kyseliny jasmonové ve druhé ¢asti méfeni se pohyboval
v rozmezi dvou az tfi koncentra¢nich fadu a ukazal, Ze novy purikacni protokol pro nizké
navazky v kombinaci s LC-MS/MS analyzou je pouzitelnou metodou pro sledovani hladin
kyseliny jasmonové u podobnych biologickych jevi. Naméfend data korespondovala
s vysledky napfiklad publikovanymi Panem a kol., kteti analyzovali v Arabidopsis thaliana
celou $kéalu fytohormoni a stanovili nejvétsi obsah JA v ase 60 minut po lokalnim stresu®.
Také Tamogami a Kodama stanovovali metabolity kyseliny jasmonové v rostlinach Oryza
sativa (ryze setd) a dosli ke stejnému zavéru - obsah metaboliti JA byl maximalni v Case

60 minut po lokalnim stresu®.
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5. 7.avér

Predkladand bakaléiské prace podava zékladni informace o fyzikalnich a chemickych
vlastnostech, biosyntéze a metabolismu, fyziologickych ucincich a metodach analyzy kyseliny
jasmonové. Zvlastni pozornost byla veénovana pfipravé vzorki z biologického
materialu.

Nové navrzeny postup extrakce v mikroméfitku kombinovany s purifikaci na
smésnych Oasis® MAX kolonach se zda byt nejen &asové vyhodny, ale i jeho navratnost
(pohybujici se kolem 90%) je vybornd. Konetné spojeni s LC-MS/MS piinasi rychlou
a jednoduchou analyzu kyseliny jasmonové. Prakti¢nost tohoto postupu byla ovéfena tvorbou
zavislosti obsahu JA na Case po lokalnim stresu rostliny Arabidopsis thaliana. Obsah kyseliny
jasmonové je na maximu po Sedesati minutach od poranéni listli testovanych rostlin.

Prezentovand prace piinesla podrobny popis poprvé aplikovaného protokolu
mikroextrakce a purifikace na MAX SPE kolonach pro analyzu se zaméfenim na kyselinu
jasmonovou. Vysledky naznacuji vhodnost této metody pro sledovani biosyntézy

1 metabolismu jasmonatu v rtiznych biologickych materidlech a experimentech.
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7. Seznam pouzitych zkratek

*He-JA
ABA
ACC
AOC
AOS
APCI
API
Cis

CI
*H,-MeJA
DEAE

El
ELISA
EOT
ESI-
ESI
GC
HPLC
HPOT
IAA
Ile

JA
JA-Ile
JIP

LA

LC
LC/MS
LM/HM

deuterovany standard kyseliny jasmonové
kyselina abscisova
1-amino-cyklopropan-1-karboxylova kyselina
allenoxidcyklasa

allendioxidsynthasa

chemicka ionizace za atmosférického tlaku

ionizace za atmosferického tlaku

polymerné vazana oktadecylova faze na nosici
chemicka ionizace
deuterovany methylester kyseliny jasmonové

zesitovana dextranova jednotka (Sephadexu)

kationtem

naraz elektront

enzymova imunoanalyza

epoxioktadekatrienova kyselina

ionizace elektrosprejem v negativnim modu
ionizace elektrosprejem
plynova chromatografie

vysoce ucinna kapalinova chromatografie

hydroperoxylinolenova kyselina

kyselina indol-3-octova

izoleucin

kyselina jasmonova

konjugat kyseliny jasmonové s isoleucinem
jasmonaty indukujici protein

kyselina linoleova

kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

rozliSeni Low Mass/High Mass
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LOX

MAX
MelJA
MRM
MS
OH-JA
OPDA
PC
Q1,Q2
QAE

QqQ

RIA
rpm
RRLC
RSLC
SIM
SPE
SRM
TLC
UHPLC
UPLC
uv
Z-sprej

lipoxygenasa

pomér hmotnosti iontu a celkového naboje

smésné faze kombinujici iontov€é vyménné a reverzni faze sorbentu

methylester kyseliny jasmonové

selektivni zaznam vice reakci

hmotnostni spektrometrie

hydroxylat kyseliny jasmonové
oxo-fytodienova kyselina

papirova chromatografie

kvadrupdlovy analyzator

zesitovana dextranova jednotka (Sephadexu)
aminoethylovym kationtem

trojity kvadrupolovy analyzator

koeficient determinace

radioimunoanalytickd metoda

jednotka uhlové rychlosti, ota¢ky za minutu
Rapid Resolution LC

Rapid Separation LC

selektivniho zaznam jednoho nebo vice iontl
extrakce na tuhou fazi

selektivni zaznam jedné reakce
chromatografie na tenké vrstve

extrémné vysokotlaka kapalinova chromatografie
Ultra Performance LC

ultrafialova oblast spektra

typ iontového zdroje
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