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Seznam zkratek

2,4-D
4-CI-1AA
ABA
ABA-GE
ADK
ADP
AMP
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APT
AtDAO
ATP

B

BA

BB

Cdc2
Cdc25-fosfatasa
CDK
CKs
CKX
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cZ
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¢ h
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FA

FAB
FDP
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2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

kyselina 4-chloridol-3-yloctova

kyselina abscisova

glukosylester kyseliny abscisové
adenosinkinasa

adenosindifosfat

adenosinmonofosfat

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
adeninfosforibosyltransferasa

Arabidopsis dioxygenasa pro oxidaci auxinu
adenosintrifosfat

cytokininové baze

benzyladenin

Bieleski pufr

cell division cycle 2

enzym, odstranujici inhibi¢ni fosfatovou skupinu z Cdc2 kinasy
cyklin-dependentni kinazy

cytokininy
cytokinindehydrogenasa/oxidasa

ekotyp Columbia

gen koédujujici cykliny typu D

cytochrom P450 monooxygenasa
cis-zeatin

cis-zeatin ribosid

cerstva hmota

dimethylallyl difosfat

kyselina dihydrofaseova

ionizace elektrosprejem

kyselina mravencni

ionizace bombardovanim urychlenymi atomy
farnesyl difosfat

plynové chromatografie
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HMBDP hydroxymethylbutenyl difosfat

HPLC-MS vysokoucinna kapalinovd chromatografie kombinovana s hmotnostni
spektrometrii

IAA kyselina indol-3-yloctova

IAM indol-3-ylacetamid

IAN indol-3-ylacetonitril

IAOX indol-3-ylacetaldoxim

IBA kyselina indol-3-ylmaselna

IGP indol-3-ylglycerol fosfat

ILR1 IAA-LEUCIN RESISTANT

iP isopentenyladenin

IPA indol-3-ylpyrohroznova kyselina

IPP isopentenyl difosfat

iPR isopentenyladenosin

iPRDP isopentenyladenosin-5’-difosfat

iPRMP isopentenyladenosin-5"-monofosfat

iPRTP isopentenyladenosin-5’-trifosfat

IPT isopentenyltransferasa

IPYA kyselina indol-3-ylpyrohroznova

IS izotopicky znacené standardy

K Kinetin

LC kapalinova chromatografie

LLE kapalina-kapalina extrakce

LOG “LONELY GUY™”, fosforibohydrolasa

MCX multimodalni sorbent, kombinace reverzni faze a kationtového
iontoménice

MeOH methanol

MRM Multiple Reaction Monitoring

MS médium médium podle Murashigeho & Skooga

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

mT meta-topolin

MVA kyselina mevalonova

NAA kyselina a-naftyloctova

NCED 9-cis-epoxykarotenoid-dioxygenasa
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tRNA
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UDPG
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ZEP
Z0G

cytokininové nukleotidy (ribotidy)
cytokininové O-glykosidy
2-oxoindol-3-yloctova kyselina
kyselina faseova

kyselina fenyloctova

kvadrupdlova iontova past

trojity kvadrupol

relativni odezva vnitiniho standardu
extrakce na pevné fazi

tryptofan aminotransferasa
tryptaminova draha

homology tryptofan aminotransferasy
tryptofan-dependentni draha
tryptofan dekarboxylasa
uridintrifosfatglukosa
tryptofan-nezavisla draha
transferova ribonukleova kyselina
L-tryptofan

trans-zeatin

trans-zeatin ribosid
uridindifosfatglukosa
uridindifosfatxylosa

uridin 5'-difosfo-glukosyltransferasa
ultra-vysokou¢inna  kapalinova  chromatografie
hmotnostni detekci

enzym monooxydasa

zeaxanthinova epoxidasa
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1 UVOD A CILE PRACE

Latky, které reguluji ristové a vyvojové procesy prostiednictvim specifickych signdlnich
drah, nazyvame rustové regulatory. Tento nazev je vSak obecny a neodliSuje piirozené latky
a synteticky pfipravené. Ptirozené regulatory se déli do dvou skupin: rostlinné hormony
(fytohormony) a dalsi latky s regulaéni aktivitou (Prochazka et al., 1998).

Rostlinné hormony se vyskytuji obvykle ve velmi nizkych koncentracich v rostlinnych
tkénich na rozdil od interferujicich latek, které se vyskytuji ve vysSich koncentracich
(Tarkowska et al., 2014).

Fytohormony ovliviiuji fyziologické procesy v rostlinach, zejména jejich rist a vyvoj.
Jednd se napf. o ovliviiovani rastu jednotlivych c¢asti rostlin, senescence, reakce
na environmentalni podnéty, déleni bunék a pletiv, kliceni semen atd. Tyto procesy muze
ovliviiovat vice skupin fytohormoni dohromady nebo jednotlivé skupiny individudlng.
(Prochazka et al., 1998; Tarkowska et al., 2014). Do nedavna bylo znamo pét skupin
rostlinnych hormonti: cytokininy, auxiny, gibereliny, etylen a kyselina abscisova. Nasledné
byly objeveny dalsi ¢tyfi skupiny, které vykazuji regulujici rustovou aktivitu:
brassinosteroidy, kyselina jasmonova, kyselina salicylova a strigolaktony (Tarkowska et al.,
2014).

Predkladana bakalatska prace je zaméfena zejména na cytokininy, auxiny a kyselinu
abscisovou. Prakticka ¢ast bakalaiské prace je vénovana piedevsim extrakci a purifikaci
vybranych fytohormonti pomoci modernich izola¢nich technik. Experimenty byly
provedeny dle dfive publikovanych navodt a nasledné¢ optimalizovany z hlediska
extrakéniho objemu a slozeni extrak¢niho ¢inidla. Dale byly porovnavany dvé metody
purifikace rostlinnych hormont pomoci extrakce na pevné fazi za ucasti multimodalniho
sorbentu v disperzivnim a konven¢nim kolonkovém uspotfadani. Cilem bylo srovnat
efektivitu metod, casové a cenové provedeni danych postupl a nasledné usnadnéni prace
Vv laboratofi.

Stanovené cile této prace byly:
e Vypracovat odbornou reSersi tykajici se problematiky rostlinnych hormoni, jejich
biosyntézy, metabolismu, metod izolace a purifikace vybranych fytohormont

Z rostlinné matrice a vyuZiti hmotnostni spektrometrie pfi studiu rostlinnych hormonti.

e Experimentalni ovéfeni ucinnosti a funk¢énosti metod pouzivanych pro extrakci a izolaci
vybranych rostlinnych hormont ze skupiny cytokinind, auxint a kyseliny abscisové.

Na zékladé¢ ziskanych vysledkl vytvofit optimalizovany protokol extrakce a izolace

vybranych rostlinnych hormont pro rutinni prace v laboratofi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Cytokininy

Cytokininy (CKs) jsou vyznamnou tfidou rostlinnych hormont, které v interakci s jinymi
hormony, zejména auxiny, kontroluji déleni bunék, a podili se na mnoha dalSich zakladnich
biologickych procesech, véetné senescence listti (Kaminek 2015). Jedna se o evolu¢né staré
a vysoce konzervované molekuly s nizkou hmotnosti, identifikované v mnoha organismech
(Spichal 2012). Interakci cytokinin-receptor mtize ovliviiovat mnoho strukturalnich zmén,
piitomnost hydroxylové skupiny, dvojnych vazeb (Spichal et al., 2004; Werner a Schmiilling
2009).

Pfirozené vyskytujici se cytokininy jsou derivaty adeninu (Mok a Mok 2001), které se
lisi substituentem v poloze N® (Obr. 1). V rostlinach se vyskytuji jako volné baze,
nukleosidy, glykosidy (O- a N-glykosidy) a nukleotidy (Mok a Mok 2001; Sakakibara 2006).
Isoprenoidni cytokininy mohou mit v poloze N® nasycené i nenasycené postranni fetézce
a hydroxylovou skupinu. Druhou skupinou jsou cytokininy nesouci aromaticky postranni
fetézec, substituovany v riznych polohach aromatického kruhu adeninu (Spichal 2012).
Do skupiny aromatickych cytokinint fadime naptiklad kinetin (K), N8-benzyladenin (BA)
a jeho hydroxylové derivaty (topoliny) a methoxyderivaty (Strnad, 1997; Tarkowska et al.,
2003). Prirozené aromatické cytokininy byly objeveny pouze u nékterych druhii rostlin jako
je topol (Populus x canadensis) (Tarkowska et al., 2003).

Kromé ptirozené se vyskytujicich CKs je zndma 1 skupina jejich syntetickych derivati
odvozenych od mocoviny a thiomocCoviny (Lomin et al., 2012). Napt. u derivatu
fenylmocoviny thidiazuronu bylo prokazano, Ze také vykazuje cytokininovou aktivitu. I pies
rozdilnou strukturu, vykazuji jak cytokininy adeninového typu, tak i cytokininy
fenylmoCoviny, cytokininovou aktivitu v riznych testech a jsou rozpozndvany

cytokininovymi receptory (Mok 2005; Spichal et al., 2004; Yamada et al., 2001).

2.1.1 Historie cytokinini

Prvni experimentalni diikazy pro chemickou kontrolu déleni rostlinnych bun¢k poskytnul
Haberlandt vroce 1913, ktery prokazal, ze floémova miza muze zplsobit u bunék
diferencovaného bramborového parenchymu indukci déleni, jako je tomu v meristému.
Jak vime dnes, pficinou indukce byla latka obsazena ve floému (Haberlandt, 1913). Na praci
Haberlandta navazal Philip White, ktery zjistil, Ze kokosové mléko indukuje na kultivaénim
médiu tvorbu kalusu, ¢imz dokazal ptitomnost biologicky aktivni latky (Caplin a Steward,
1948).
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Zakladni struktura R, R, R; Nazev Zkratka
H - Ns—isopentenyladenin iP
= N9-R - N6—isopentenyladenosin iPR
J:< N7-G - N6—isopentenyladenin-7—g|ukosid iP7G
CH, N9-G - N®isopentenyladenin-9-glukosid iP9G
N9-RP - N°%isopentenyladenosin-5-monofosfat  iPMP
H H trans-zeatin tZ
N9-R H trans-zeatin ribosid tZR
CHOR, N7-G H trans-zeatin-7-glukosid tZ7G
J=<c4_ N9-G H trans-zeatin-9-glukosid tZ9G
N H G trans-zeatin O-glukosid tZ0G
N9-R G trans-zeatin ribosid O-glukosid tZROG
N9-RP H trans-zeatin ribosid-5-monofosfat tZMP
H H cis-zeatin cZ
N R H cis-zeatin ribosid cZR
R, _\=<C_L‘ﬁ" N9-G H cis-zeatin-9-glukosid c79G
N . - H G cis-zeatin O-glukosid cZ20G
I : N9-R G cis-zeatin ribosid O-glukosid cZROG
. - \". N9-RP H cis-zeatin ribosid-5-monofosfat cZMP
l'\'; J*---% H H dihydrozeatin DHZ
N - N9-R H dihydrozeatin ribosid DHZR
" R; 7 ON9G H dihydrozeatin-9-glukosid DHZ9G
_/_<’3"3 H G dihydrozeatin O-glukosid DHZOG
N9-R G dihydrozeatin ribosid-O-glukosid DHZROG
N9-RP H dihydrozeatin ribosid-5-monofosfat DHzZMP
H - Ns—benzyladenin BA
N9-R - Ns—benzyladenosin BAR
/_@ N7-G - N6—benzy|adenin—7—g|ukosid BA7G
N9-G - N6—benzy|adenin—9—g|ukosid BA9G
N9-RP - NS—benzyladenosin—S—monofosfét BAMP
H H - ortho-topolin oT
N9-R - ortho-topolin ribosid oTR
N9-G - ortho-topolin-9-glukosid 0T9G
aH H - meta-topolin mT
N9-R - meta-topolin ribosid mTR
N9-G - meta-topolin-9-glukosid mT9G
H - para-topolin pT
N9-R - para-topolin ribosid pTR
/_©7m N9-G - para-topolin-9-glukosid pT9G
o H - kinetin K
/U N9-R - kinetin ribosid KR
N9-G - kinetin-9-glukosid K9G

Obr. 1. Nazvy, struktury a zkratky isoprenoidnich a aromatickych cytokinint (upraveno podle Svacinova et
al., 2012; vzorce vytvoreny v programu ChemDraw). H = vodik, R = B-ribofuranosyl, G = B-D-glukopyranosyl,
RP = B-D-ribofuranosyl-5"-monofosfat.
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V 50. letech 20. stoleti se problematikou indukce déleni bun€k zabyval tym profesora
Skooga z Wiskonsinu. V roce 1956 byly vyizolovany z autoklavované DNA slediho
spermatu krystaly vysoce G¢inné latky z hlediska regulace bunééného déleni, které byly
identifikovany jako adeninovy derivat N®-furfurylaminopurin (Miller et al., 1955).
Vzhledem k tomu, ze sloucenina vyvolala bunééné déleni, oznacil Miller a Skoog latku jako
Kinetin (odvozeno od slova kinesis = délit se). V roce 1965 byl pro oznaeni latek
indukujicich déleni zaveden termin cytokinin.

Objev kinetinu a jeho ucinek na bunééné déleni motivoval rostlinné fyziology, aby se
zaméfily na prirozené se vyskytujici cytokininy. V roce 1963 uvedl Letham izolaci purinu
s vlastnostmi kinetinu z mladych, rozvijejicich se kukufiénych plodd a semen. Tato latka
byla charakterizovana jako 6-(4-hydroxy-3-methyl-trans-2-butenylamino)purin, ktery
dostal trividlni nazev trans-zeatin (tZ) (Letham, 1963, 1973). Od objevu zeatinu byla
izolovana a identifikovana fada dalSich pfirozené se vyskytujicich cytokinint (Hopkins

a Huner 2008; Obr. 1).

2.1.2 Fyziologické ac¢inky cytokinint
Cytokininy stimuluji nebo inhibuji fadu metabolickych, biochemickych, fyziologickych
a vyvojovych procest. Piivodné byly objeveny pouze jako faktor bunééného déleni. Kromé
bunééného déleni ovliviiuji cytokininy napi. apikalni dominanci, senescenci, buné¢nou
diferenciaci a dalsi dulezité procesy (Davies 2004; Taiz a Zeiger 2002).

Velky piinos pro studium cytokinini byl objev genu isopentenytranferasy (ipt)
v Ti- plazmidech rostlinné patogenni bakterie Agrobacterium tumefaciens, diky kterému
mohli védci studovat Glohu cytokininti ve vyvoji rostlin (Akiyoshi et al., 1984; Barry et al.,
1984). Rostlinny ipt gen byl poprvé objeven v genomu Arabidopsis thaliana, kde je
kodovano devét gent AtIPT1 az AtIPT9. Navic byla ukazana podobnost s bakterialnimi ipt
geny (Kakimoto 2001; Takei 2001).

2.1.2.1 Regulace bunééného déleni
Spolu sauxiny predstavuji cytokininy nejvyrazn€j$i skupinu rostlinnych hormond
regulujicich bunétné déleni (Davies 2004). Vysoké koncentrace cytokinini nachazime
ve vSech intenzivné se délicich pletivech (Prochazka et al., 1998). Hladiny tZ byvaji nejvyssi
v ptechodu z G2 faze na M fazi (Laureys et al., 1998).

Ob¢ skupiny hormontl, auxiny i cytokininy, fidi aktivitu enzymu cyklin-dependentnich
kinaz (CDK). Exprese genu Cdc2 (cell division cykle 2) kddujici hlavni CDK je regulovana

auxinem. CDK indukovana auxinem je vsSak neaktivni a neumoziuje déleni bunck.
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K aktivaci je nutna pifitomnost cytokininu, ktery aktivuje Cdc25-fosfatasu, ktera odstrani
inhibi¢ni fosfatovou skupinu z Cdc2 kinazy (Zhang et al., 1996). Cytokininy zvySuji expresi
genu CYCD3, ktery koéduje cykliny typu D, ty reguluji prichod restrikénim bodem
bunééného cyklu v G1 (Taiz a Zeiger 2002).

2.1.2.2 Regenerace organi

Spojeni cytokinint a auxint je zakladem regenera¢nich procest in vitro a in vivo po poranéni
rostliny. Dulezité je, v jakém poméru se skupiny hormonti vyskytuji. Pokud jsou koncentrace
hormonti vyrovnané a obé koncentrace dosahuji vysokych hladin, dochazi ke vzniku kalusu.
Pokud jsou v nadbytku cytokininy, dochazi k regeneraci prytu a zvySena koncentrace auxinti

podporuje rust kofenti (Skoog a Miller, 1957).

2.1.2.3 Apikalni dominance a rust lateralnich pupenu

Apikdlni dominance je urena piedevSim piitomnosti auxinll. Na rozdil od auxini,
cytokininy potlacuji apikdlni dominanci. Cytokininy stimuluji rst a zakladani pupent
(Prochazka et al., 1998). Piima aplikace cytokinint do axilarnich pupentd stimuluje aktivitu

bunééného d¢leni a rist pupent (Skoog a Thimann, 1934).

2.1.2.4 (QOddaleni senescence
Programovany proces starnuti je nazyvan senescence. Senescentni listy ztraceji chlorofyl,
RNA, lipidy, bilkoviny. Starnuti listli probiha rychleji ve tmé nez ve svétle.

Cytokininy mohou senescenci oddalovat (Mok a Mok, 2001). Po naneseni cytokinint
piimo na intaktni rostlinu zlstane oSetiena ¢ast zelena, na rozdil od ostatnich neosetfenych
¢asti. Cytokininy ale nezabrani senescenci dlouhodobé. Vyssi koncentrace cytokininl je
pfitomna v mladych listech, zralé listy neprodukuji tolik cytokininli a jsou tedy zavislé

na cytokininech produkovanych kofeny (Taiz a Zeiger, 2002).

2.1.3 Biosyntéza cytokinint

Existuji dvé cesty biosyntézy isoprenoidnich cytokinint (Obr. 2): prvni nepfima cesta je
odvozena od degradace transferové ribonukleové kyseliny (tRNA) a druhd pifima cesta
odvozena od isopentenylace volnych adeninovych nukleotidi (Davies, 2004).

Prvnim krokem biosyntézy je pfidani prenylové skupiny dimethylallyl difosfatu
(DMAPP) nebo hydroxymethylbutenyl difostatu (HMBDP) na adenosinmonofosfat (AMP),
adenosindifosfat (ADP) nebo adenosintrifosfat (ATP) za katalyzy isopentenyltransferaszy
(IPT) (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). Nasledn¢ dochazi ke vzniku primarnich produktd
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isopentenyladenosin-5-(mono, di, tri)fosfatu iIPRMP, iPRDP, iPRTP) (Taiz a Zeiger, 2010).
Ty jsou nasledné konvertovany hydroxylaci isoprenoidniho postranniho fetézce pomoci
cytochromu P450 moonoxygenazy CYP735A na tZ (Takei et al., 2004).

Druha cesta je zalozena na tom, Ze nékteré molekuly tRNA obsahuji v misté sousedicim
s antikodonem isopentenyladenosin (iPR) nebo derivatovy zbytek. Prvnim krokem je
isopentenylace zbytku adeninu tRNA katalyzovana IPT. Bylo zjisténo, ze pii degradaci
tRNA dochazi k produkci aktivnich cytokinind. V rostlinnych tRNA bylo nalezeno mnoho
sloucenin, mezi nimi cis-zeatin ribosid (cZR) a trans-zeatin ribosid (tZR), pficemz cZR se
vyskytuje Casté&ji. Vys$i vyskyt CZR naznaCuje, ze cytokininy Ccis-zeatinového-typu
pravdépodobné pochazeji z degradace tRNA (Davies, 2004). Tato cesta neni hlavnim
zdrojem cytokininl, dochazi ke konverzi cZ a tZ, reakce je katalyzovana udajné zeatin
isomerasou. Existence enzymu vSak nebyla potvrzena (Hluska et al., 2017).

U aromatickych cytokinini neni biosyntéza Upln€¢ objasnéna. Z aromatickych

cytokinini ma meta-topolin (mT) nejvyssi aktivitu, avSak u rostlin se nejcastéji vyskytuje

Prekurzory

ADP/ATP AMP ADP/ATP 3
AMP

/
-rz—IPROanP n-»mnzmv

Aktivni formv

Deaktivace
(reverzibilni)

Deaktivace
(ireverzibilni)

Obr. 2. Schéma biosyntézy, metabolismu a degradace cytokinint v rostlinach (upraveno podle Spichal, 2012).
Pierusované ¢ary ukazuji drahy, které jesté nebyly dostate¢né prozkoumény. Cervenym ¢islem jsou oznaceny
enzymy katalyzujici reakce. (1) adenylat isopentenyltrasferasa; (2) tRNA-isopentenyltransferasa; (3) fosfatasa;
(4) 5°-ribonukleotid fosfohydrolasa; (5) adenosin nukleosidasa; (6) cytokinin fosforibohydrolasa ‘Lonely guy’;
(7) purin nukleosidfosforylasa; (8) adenosinkinasa; (9) adenin fosforybosyl-transferasa; (10) N-
glukosyltrasferasa; (11) cytochrom P450 monooxygenasa; (12) cytokinin oxidasa/dehydrogenasa (CKX); (13)
zeatin-O-glukosyltransferasa/zeatin-O-xylosyltransferasa; (14) B-glukosidasa; (15) zeatin reduktasa; (16)
zeatin izomerasa; DMAPP: dimethylallylpyrofosfat; HMBPP: 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfat;
iPRDP:  NS-isopentenyladenosin-5-difosfat; iPRTP: N°®-isopentenyladenosin-5-trifosfat; iPRMP:  N°-
isopentenyladenosin-5-monofosfat; iPR: Né-isopentenyladenosin; iP7G: NE-isopentenyladenosin-7-glukosid;
iP9G: N°®-isopentenyladenosin-9-glukosid; iP: N°-isopentenyladenin, podobné& pro trans/cis-zeatin (tZ/cZ),
dihydrozeatin (DZ), tZOG: trans-zeatin-O-glukosid; tZROG: trans-zeatin-O-glukosid-ribosid a podobné pro
DZ a cZ; tZOX: trans-zeatin-O-xylosid; cZOX: cis-zeatin-O-xylosid.
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ortho-topolin (oT) (Strnad, 1997). Biosyntéza aromatickych cytokininti je alespon ¢astecné
shodna s ¢asti biosyntézy isoprenoidnich cytokinind (Davies, 2004). Dalsi zkoumanou
drahou biosyntézy aromatickych cytokinini je metabolismus fenold. Vzhledem k tomu,
ze aromatické cytokininy maji benzylovy postranni fetézec, je mozné, Ze jsou syntetizovany

touto cestou (Strnad, 1997).

2.1.4 Metabolismus cytokininu
Kromé biosyntézy jsou hladiny bioaktivnich cytokininii v rostlinnych bunkéch regulovany
metabolickymi pfeménami. Jedna se o premény CK na inaktivni produkty degradace,
skladovaci formy cytokininli a slouceniny vykazujici modifikovanou cytokininovou
aktivitu. Tyto zmény mohou vést k reverzibilni nebo naopak nevratné ztraté cytokininové
aktivity. To prispiva ke snizeni hladin aktivnich cytokinind, volnych bazi. Ribosidy
a ribotidy slouzi jako skladovaci nebo transportni formy (Lomin et al., 2015).

Existuji dv€ cesty metabolismu, prvni cesta je zaloZena na modifikaci adeninového
skeletu a druha obsahuje enzymy ovliviiujici postranni fetézec (shrnuto v Davies, 2004;
Spichal, 2012; Kaminek, 2015; Ziircher a Miiller, 2016).

2.1.4.1 Modifikace adeninového skeletu

U raznych druhti rostlin byly nalezeny enzymy rozpoznavajici adenosin, které uskutecnuji
vzajemné piemény volnych bazi, ribosidi a ribotidi (Obr. 3). Mezi tyto enzymy patii:
5’- nukleotidasa, adenosinnukleotidasa, adeninfosforibosyltransferasa (APT),
adenosinkinasa (ADK) a nukleosidfosforylasa (Spichal, 2012).

Prvnim  krokem  cytokinové  aktivace je  defosforylace  katalyzovana
5’- ribonukleotidfosfohydrolasou (5°-nukleotidasa), pii které dochazi k preméné nukleotidi
na nukleosidy. Nasleduje preména nukleosidi na volné baze za pifitomnosti
adenosinnukleasy. Zpétné¢ mohou byt volné baze pfemény na nukleosidy za katalyzy
nukleosidfosforylasy, a poté na nukleotidy pomoci ADK (Sakakibara, 2004).

V roce 2007 byl objeven dalsi specificky enzym, fosforibohydrolasa, pojmenovan
»LONELY GUY* (LOG), ktery pfimo preméniuje neaktivni cytokininové nukleotidy
na volné baze (Kurakawa et al., 2007). Role enzymu byla objasnéna v Arabidopsis (Kuroha
et al., 2009; Tokunaga et al., 2012). Opakem je APT, ktera pievadi aktivni volné baze
na neaktivni nukleotidy (Davies, 2004).
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Obr. 3. Schéma metabolismu cytokinintl, pfemény z aktivnich forem na neaktivni a opaéné (upraveno podle
Zhang et al., 2013). Log enzymy ptevadi neaktivni nukleotidy rovnou na aktivni nukleobaze, APT enzymy
naopak inaktivuji aktivni nukleobdze na neaktivni nukleotidy. IPT: isopentenyltransferasa; ADK:
adenosinkinasa; CKX: cytokinindehydrogenasa/oxidasa; LOG: fosforibohydrolasa; APT:
adeninfosforibosyltransferasa.

2.1.4.2 Glukosylace
Cytokininy podléhaji N-glykosylaci v N-3, N-7 a N-9 polohach. Dochazi k nevratnému
pievedeni cytokinintt do jejich neaktivni formy (Mok a Mok, 2001). Vyjimku tvofi N-3
glukosidy, které mohou byt pfeménény zpatky na volné baze za ptitomnosti B-glukosidazy
(Brzobohaty et al., 1993). Enzym podilejici se na téchto zménach je glukosyltransferasa
a vyuziva jako donory uridindifosfatglukozu (UDPG) a uridintrifosfatglukézu (UTPG)
(Spichal, 2012).

Dalsim typem glykosylace, ktery ovlivituje cytokininovou aktivitu, je O-glukosylace
a O-xylosylace (Davies, 2004; Spichal, 2012). Podileji se na tom geny kodujici O-
glukosyltransferaszu (ZOG) a O-xylosyltrasnferasu. ZOG vyuziva jako donory UDPG
a uridindifosfatxylozu (UDPX), kdezto O-xylosyltransferasa vyuzivda jenom UDPX
(Spichal, 2012). Za ptitomnosti enzymu B-glukosydazy mohou byt O-glykosylované
cytokininy pfevedeny na aktivni formy (Brzobohaty et al., 1993).

2.1.4.3 Modifikace postranniho Fetézce

Mezi dalsi dulezitou modifikaci je hydroxylace postranniho fetézce isopentenyladeninu (iP).
Jedna se o dilezity krok biosyntézy tZ, ktery je katalyzovan pomoci cytochromu P450
monooxygenazou CYP735A1 a CYP735A2 (Takei et al., 2004). K redukci dvojné vazby
zeatinu dochazi za katalyzy zeatinreduktasy, vznika dihydrozeatin s nenasycenym trans-

zeatinovym postrannim fetézcem (Spichal, 2012).

2.1.4.4 Degradace
Degradace cytokinint hraje diilezitou roli v udrzeni homeostazy pii akumulaci metabolitii
cytokinini a jejich distribuci v rostlinach (Davies, 2004). Hladiny cytokininQ
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S nenasycenym fetézcem jako jsou tZ, cis-zeatin (cZ), iP, jejich ribosidy a ribotidy, N7- a
NO- glykosidy jsou regulovany nevratnym oxidaénim $tépenim N°® postranniho fetézce.
Nevratna degrada¢ni reakce je kontrolovana pomoci cytokinindehydrogenasy/oxidasy
(CKX) (Galuszka et al., 2007; Schmiilling et al., 2003) za vzniku adeninu a pfislusného
aldehydu (Popelkova et al., 2006). Bylo prokazano, Ze iaromatické cytokininy jsou
degradovany CKX, ale s nizs8i reakéni rychlosti (Frébortova et al., 2004; Galuszka et al.,
2007).

2.2 Auxiny
Prvnim znamym rostlinnym hormonem je auxin (indol-3-ylcotova kyselina, IAA). Existence
auxinu byla prokazana ve dvacatych letech 20. stoleti. V letech 1926-1928 F.W. Went
prokazal, ze Spicky koleoptili ovsa produkuji latku difundujici do agaru a stimulyjici
prodluzovaci rust (odtud odvozen nazev auxin, z feckého auxeuin = rust, zvétSovat se).
Dlouho jedinym zndmym pfirozenym auxinem byla kyselina indolyl-3-octova (IAA).
Dals$im ptfirozenym auxinem je napf. kyselina fenyloctova (PAA). Vyskytuje se v fadove
vys$ich koncentracich, ale jeji uéinnost je nizsi nez ucinnost IAA (Prochazka et al., 1998).
Mezi piirozené auxiny patii také kyselina 4-chloridolyl-3-octova (4-CI-IAA), kyselina
indolyl-3-maselna (IBA) a mnoho dalsich (Korasick et al., 2013).
Kromé ptirozenych auxini zname také skupinu syntetickych auxint (Obr. 4). Maji
podobné vlastnosti jako pfirozené auxiny. Mezi syntetické auxiny patii napt. 2,4-

dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), kyselina a-naftyloctova (NAA) (Campanoni, 2005).
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Obr. 4. Strukturni vzorce pfirozenych auxinii (A) a syntetickych auxind (B) (vytvoreno v programu
ChemDraw).
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2.2.1 Fyziologické acinky auxint

Plisobeni auxinil na rostlinny organismus je velmi dobfe prostudovano. Auxiny, spole¢né
s cytokininy, jsou zakladni slozkou pro tkanové kultury (Prochazka et al., 1998). Auxiny
stimuluji prodluzovaci rast, apikalni dominanci, tvorbu adventivnich kofenil, dé¢leni bun¢k,
ovliviiyji fototropismus a gravitropismus rostliny, dozravani a rtst plodii a mnoho dalsich.
Ve vysokych koncentracich mohou auxiny pusobit inhibi¢né na formovani kotfent (Davies,
2004).

Jednim z vyraznych u¢inkli auxint je stimulace tvorby kofenti. Jedna se o tvorbu
adventivnich kofend (Prochazka et al., 1998), zpusobenou vysokou koncentraci auxind.
Lateralni kofeny pochazeji z pericyklovych bunék, které auxiny stimuluji k déleni. Délici se
buiiky se postupné tvoii a usazuji v kofenovém vrcholu. Laterarni kofen poté roste
pies kofenovou kuiru a epidermis (Taiz a Zeiger, 2002).

Existuje mnoho diikazii, ze se auxin podili na regulaci vyvoje ovoce. Po oplodnéni mtze
rast ovoce byt zavisly na auxinu produkovaném ve vyvijejicim se semeni. Endosperm zde
piispiva auxinem pouze béhem pocateéniho stadia rustu (Taiz a Zeiger, 2002).

Ve druhé poloviné 19. stoleti Charles Darwin a jeho syn Francis provedli experiment
zabyvajici se ohybem kofene zpusobeném fototropismem. Dokéazali, Ze mista vnimani
a diferencialniho ristu jsou oddélené. Svételny signal, ktery zptisobuje ohyb, byl ptijiman

na Spicce, ale k ohybu dochazelo pod $pi¢kou na neosvétlené strané (Taiz a Zeiger, 2002).

2.2.2 Biosyntéza indol-3-yloctové kyseliny
Auxin je strukturou velmi blizce podobny tryptofanu, mnoho studii tedy vychazi
z piedpokladu, ze pravé L-tryptofan (Trp) je prekurzorem biosyntézy IAA (Taiz a Zeiger,
2002). Pro syntézu auxinu V rostlinich existuji dvé hlavni cesty (Obr. 5): na tryptofanu
zavisla dréha (TD, Trp-dependentni) a na tryptofanu nezéavisla draha (TI, Trp-independentni)
(Di et al., 2015). Dalsi moznosti biosyntézy auxinu je pfeména kyseliny indol-3-maselné
(IBA) na TAA peroxizomalni B-oxidaci (Strader a Bartel, 2011). AvSak endogenni vyskyt
IBA je stale otazkou védeckych diskuzi (Novak et al., 2012; Frick a Strader, 2018).
Predpoklada se, Ze TD drahy jsou hlavni cesty biosyntézy IAA u rostlin. Je zndma vSak
i existence TI drahy, jejimz prekurzorem je pravdépodobné indol-3-glycerol fosfat (IGP)
(Ouyang et al., 2000). Avsak geny a enzymy podilejici se na TI draze jsou pofad malo
prozkoumané, tudiz existence této drahy jsou zaloZeny pfedevSim na studiich s pouZitim
stabilnich prekurzorti IAA (Normanly, Cohent a Fink, 1993; Wright et al., 1991). TD draha

byla rozliSena na ¢tyfi rizné drahy podle zapojenych prekurzoru: indol-3-ylacetamid (IAM),
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Obr. 5. Metabolismus indol-3-yloctové kyseliny (IAA) vrostlinach (upraveno podle Ljung, 2013).
(A) Biosyntéza prekurzort IAA probihajici v plastidech, (B) drahy biosyntézy IAA zavislé na tryptofanu
a (C) degradace a konjugace IAA. ANT: anthranilat; CAM: camalexin; Glc: glukéza; TAAld: indol-3-
ylacetaldehyd; IAEt: indol-3-ylethanol; IAM: indole-3-ylacetamid; IAN: indol-3-ylacetonitril; IAOXx: indol-3-
ylacetaldoxim; IBA: indol-3-ylmaselna kyselina; IGP: indol-3-ylglycerolfosfat; IGs: indol glukosinolat; IPyA:
indol-3-ylpyrohroznova kyselina; L-Trp: L-tryptofan; oxIAA: 2-oxoindol-3-yloctova kyselina; TRA:
tryptamin. Enzymy a geny zapojené v biosyntéze IAA: AMI: amidasa; CYP79B: cytochrom P450
monooxygenasa; NIT: nitrilasa; SUR: superroot; TAA: tryptofan aminotransferasa u Arabidopsis; TAR:
tryptofan aminotransferase related; TDC: tryptofan dekarboxylasa; YUCCA: flavin monooxygenasa.

kyselina indol-3-ylpyrohroznova draha (IPyA), tryptamin (TAM) a indol-3-zlacetaldoxim
(IAOx) (Di et al. 2015).

2.2.2.1 IPyA draha
Prvnim krokem IPyA drahy je deaminac¢ni reakce, katalyzovana tryptofan aminotransferasou

(TAA1) nebo jejimi homology TAR1/TAR2, pfi které dochdzi k pfeméné tryptofanu
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na IPyA (Stepanova et al., 2008; Taiz a Zeiger, 2002). Nasleduje dekarboxyla¢ni reakce pii
které vznika IAA, za pritomnosti enzymu flavinové monooxygenasy YUCCA (Stepanova et
al., 2008; Taiz a Zeiger, 2002; Mashiguchi et al., 2011). Pivodné bylo mysleno, Ze
TAA1/TAR a YUCCA se nepodileji na stejné biosyntetické draze. Dnes jsou vSak uz
k dispozici biochemické a genetické dikazy, ze se v jedné draze nachazeji a tato draha je

hlavni drahou pro biosyntézu IAA ve spousté druhd rostlin (Zhao, 2012).

2.2.2.2 TAM draha

Dtive se predpokladalo, Ze tryptamin je soucasti YUCCA drahy, nedavno vSak doslo
ke zpochybnéni této hypotézy (Mano a Nemoto, 2012; Tivendale et al., 2010). V porovnani
s IAA se TAM vyskytuje v Arabidopsis ve velmi nizké koncentraci (Novak et al., 2012).
Pravdépodobné se jedna o produkt tryptofan dekarboxylas (TDC) (Mano a Nemoto, 2012).
Je moZné, Ze TAM existuje jen v nékterych rostlindch nebo nékterych organech, ne vSak

ve vSech druzich nebo ve vSech organech stejného druhu (Tivendale et al., 2014).

2.2.2.3 1AM draha
IAM draha je velmi dobie prostudovana u bakterii (Ljung, 2013), vyuzivaji ji napf.
Pseudomonas savastanoi a Agrobacterium tumefaciens (Taiz a Zeiger, 2002). V bakteriich
dochazi k preméné tryptofanu na IAM pomoci tryptofanmooxygenasy. Nasledn¢ preména
na IAA probiha za pfitomnosti enzymu amidasy 1 (AMI1) (Casanova et al., 2005; Gaudin
a Jouanin, 1995).

Pivodné bylo mysleno, Ze tato cesta je jen u bakterii. Nyni je jiz potvrzeno, ze probiha
i u nékterych druhi rostlin véetné Arabidopsis, avsak od cesty v bakteriich se 1isi (Pollmann
et al., 2002). Neni vsak zcela jasné, jak u rostlin probiha. Pravdépodobné vznika z indol-3-
ylacetonitrilu (IAN), Casto se tedy uvadi jako meziprodukt IAOx drahy (Tivendale et al.,
2014).

2.2.2.4 TAOx draha

U celedi brukvovitych (Brassicaceae) dochazi k pfeméné tryptofanu na IAOx pomoci
dvou homolognich enzymti cytochromu P450 CYP79B2 a CYP79B3 (Zhao et al., 2002).
Mnoho studii ukazuje, ze IAN i IAM jsou meziprodukty 1AOx (Sugawara et al., 2009).
Na premén¢ IAOx na IAN se podili enzym CYP71A13 (Nafisi et al., 2007). Preména IAN
na IAA porad neni detailn¢ objasnéna, predpoklada se, ze v tomto procesu jsou zapojeny
nitrilasy (NITs) (Bartel a Fink, 1994; Bartling et al., 1992).

22



2.2.3 Metabolismus indol-3-yloctové kyseliny

Podobné jako u cytokininti i u auxinti mize byt jeho homeostaze kontrolovana vratnymi
I nevratnymi metabolickymi pfeménami. Regulovat hladinu IAA v rostlin¢ (Obr. 5) mohou
dva mechanismy: konjugace (primarné¢ s aminokyselinami a cukry) a oxida¢ni degradace
(Normanly, 2010; Rosquete et al., 2012).

Nejcast€jsimi konjugaty jsou esterové a amidové (Sauer et al., 2013). Konjugaty mohou
byt reverzibilni nebo i ireverzibilni. Jejich hlavnimi funkcemi je transport a deaktivace, ¢imz
zajistuji funkéni auxinovou homeostazi (Ludwig-Miiller, 2011). Piedpoklada se,
ze glukosylestery tvofené s |AA jsou vratnymi zasobnimi formami auxinu a jejich tvorba je
katalyzovana uridin 5'-difosfo-glukosyltransferasami (UGTs) (Korasick et al., 2013).
Konjugaci IAA s aminokyselinami usnadnuji geny GH3 (GRETCHEN HAGEN 3), zatimco
amidohydrolasy (IAA-LEUCIN RESISTANT 1, ILR1) zpétn¢ degraduji konjugaty
navolnou IAA (Sauer et al., 2013). Avsak u Arabidopsis nejvice abundantni
aminokyselinové konjugaty [AA-aspartat a IAA- glutamat (IAAsp a IAGlu) nepodléhaji
hydrolyze a jsou tedy soucasti katabolickych procesi (Ljung, 2013).

Odbouravani IAA muize probihat dvéma oxidacnimi zpusoby: dekarboxylaéné
a nedekarboxyla¢n¢ (Prochazka et al., 1998). Oxida¢ni katabolismus je povazovan
za chemickou modifikaci indolového jadra nebo postranniho fetézce a jedna se o nevratny
krok degradace regulujici hladinu IAA (Davies, 2004). Hlavnim krokem katabolismu je
pifeména IAA na oxoindol-3-octovou kyselinu (0xIAA), reakce je katalyzovana specifickou
dioxygenazou (AtDAO) (Porco et al., 2016). Jedna se o nejdulezitéj$i mechanismus
deaktivace I1AA (Péncik et al., 2013).

2.3 Kyselina abscisova
Kyselina abscisova (ABA) je opticky aktivni Cis terpenoid karboxylové kyseliny. Jeji objev
se datuje na zacatek roku 1960, kdy bylo zjisténo, ze se podili na kli¢eni semene (Cornforth
et al., 1966; Liu a Carns, 1961; Ohkuma et al., 1963). Podle orientace karboxylové skupiny
na druhém uhliku mizeme rozliSovat cis a trans izomery ABA. Vzhledem k tomu, Ze ABA
je opticky aktivni muze se tedy vyskytovat jako R nebo S izomer. S forma je aktivni
piirozené se vyskytujici, zatimco R forma je inaktivni a vyskytuje se ve stomatech rostlin
(Taiz a Zeiger, 2010).

Plvodni nazev kyseliny abscisové byl abscisin II, a byla poprvé izolovana z baviny
(Ohkuma et al., 1963). Poté v roce 1964 byla izolovana slouc¢enina indukujici kliceni, z listd
sycaromore druhu Avena a byla nazvana dormin (Cornforth et al., 1966). Po provedeni

strukturni krystalové analyzy byl dormin identifikovan jako abscisin. Nasledné v roce 1967
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Obr. 6. Strukturni vzorec kyseliny abscisové (vytvofeno v programu ChemDraw).

byl piijat jednotny nazev — kyselina abscisova (Addicott et al., 1968). Zakladni struktura
uvedena na Obr. 6 byla uréena v roce 1965 (Ohkuma et al., 1965).

ABA hraje zasadni roli v mnoha fyziologickych procesech béhem rustu rostlin (Dong,
Park a Hwang, 2015). Mezi jeji dulezité ulohy patii vyvoj ovoce, reakce na biotické
a abiotické stresy (Chernys a Zeevaart, 2000; Dong et al., 2015).

2.3.1 Fyziologické acinky kyseliny abscisové

ABA muze piisobit jako promotor, ale také jako inhibitor. K jejim hlavnim U¢inkiim
a funkcim patii regulace vodniho rezimu rostlin, uzavirani a otevirani priduchd, inhibice
prodluzovaciho ristu, regulace dormance (Davies, 2004). ABA snizuje rustovou rychlost
rostoucich pletiv a organti, v tomto ucinku je tedy antagonistou auxinii. Tento ucinek
je provazen reorientaci mikrotubulii podélné ve sméru ristu. Pokud je vSak koncentrace
ABA nizka, prodluzovaci rust nebude ovliviiovat (Prochazka et al., 1998).

nedostatek vody, vyvola ABA uzavieni praduchi. Pfi nedostatku vody dojde k rychlému
vzristu ABA v kofenech i listech. Pfi dehydrataci, pokud jsou hladiny ABA vysoké, dojde
K pozitivni stimulaci ristu kofend a naopak k inhibici rustu vyhonku (Taiz a Zeiger, 2002).
Pokud je nedostatek vody v listech, dochazi k piemisténi ABA z mezofylu do epidermis,
kde vyvola uzavieni priiduchii a omezi transpiraci. Kyselina abscisova je tedy povaZzovana
za obranny mechanismus rostliny vici stresu, redukuje negativni vliv nejen pii nedostate¢né
hydrataci rostliny, ale i pfi nizké teploté nebo zasoleni a dokaze rostlinu na tyto podminky

adaptovat (Prochazka et al., 1998).

2.3.2 Biosyntéza kyseliny abscisové

Byly navrzeny dvé€ cesty biosyntézy ABA. V piimé draze (sesquiterpenoidni draha) je ABA
odvozena z farnesyl difosfatu (FDP) (Hirai et al., 2000). V nepiimé draze (Obr. 7)
(karotenoidni draha) ABA vznika §tépenim karotenoidt (Taylor a Smith, 1967). Tato cesta

byla navrzena kviili strukturalni podobnosti mezi ABA a xanthoxinem (karotenoidni produkt
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Obr. 7. Biosynteticka drdha kyseliny abscisové (upraveno podle Taiz a Zeiger, 2002). ZEP: zeaxanthin
epoxidasa; NCED: 9-cis-epoxykarotenoid-dioxygenasa; ABA: kyselina abscisova.

degradace). Byla potvrzena nc€kolika biochemickymi studiemi a pfedpoklada se tedy,
ze karotenoidovou drahou je syntetizovana ABA ve vySSich rostlinach (Ruiz-Sola
a Rodriguez-Concepcion, 2012; Schwartz, 2003).

Tato draha zaéina z prekurzoru isopentenyldifosfatu (IPP), ktery je syntetizovan
v plastidech z glyceraldehyd-3-fosfatu a pyruvatu cestou methylerythritol fosfatu (Nambara
a Marion-Poll, 2005). Nasleduje syntéza violaxanthinu katalyzovana zeaxanthinovou
epoxidazou (ZEP). Violaxanthin je konvertovan na 9-cis-neoxanthin, ktery je nasledné
Stépen na xanthoxal (dfive xanthoxil) pomoci enzymu 9-cis-epoxykarotenoid-dioxygenazou
(NCED). Finalnimi kroky biosyntézy jsou oxidace xanthoxalu na ABA-aldehyd a poté
na ABA za katalyzy aldehydoxidas (Taiz a Zeiger, 2002).

2.3.3 Metabolismus kyseliny abscisové

Hladinu ABA reguluje krome biosyntézy takeé jeji katabolismus. Katabolismus se dé¢li na dvé
hlavni cesty: hydroxylace zprostfedkovana monooxygenasami P450 a konjugace (Nambara
a Marion-Poll, 2005).
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Obr. 8. Katabolismus kyseliny abscisové (upraveno podle Nambara a Marion-Poll, 2005). Cervené
hydroxylové skupiny jsou aktivné&jsi mista pro konjugaci nez modré. ABA: kyselina abscisova; PA: kyselina
faseova; DPA: kyselina dihydrofaseova

Hlavnim krokem hydroxylace je 8-hydroxylace (Obr. 8) katalizovana cytochromem
P450 monooxygenazou (Nambara a Marion-Poll, 2005). Primarnim katabolitem je kyselina
faseova (PA), ktera je biologicky neaktivni (Davies, 2004). PA se dale katabolizuje
na kyselinu dihydrofaseovou (DPA) reduktazou. PA a DPA jsou nejrozsitené;si katabolity
metabolismu ABA (Nambara a Marion-Poll, 2005).

Dalsi moznou cestou inaktivace ABA je konjugace, nejcastéji s glukozou. Glukosylester
kyseliny abscisové (ABA-GE) je nejrozsitenéjsi konjugat, ulozeny ve vakuolach. Konjugaty
ABA byvaji fyziologicky neaktivni a jejich uloha neni zcela objasnéna kromé regulace

obsahu volné ABA (Nambara a Marion-Poll, 2005; Davies, 2004; Prochazka et al., 1998).

2.4 Stanoveni rostlinnych hormoni

Hlavnim problémem analyzy rostlinnych hormont je, ze se vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich na rozdil od latek s nimi interferujicimi. Pro pfesné urceni rostlinnych
hormonu je podstatnd znalost analytickych a chemickych principt tykajicich se jejich
extrakce, purifikace, identifikace a kvantifikace (Tarkowska et al., 2014). Rostlinné extrakty
lze zafadit do skupiny komplexnich viceslozkovych smési. Z toho duvodu je nutné
pro spravnou identifikaci a kvantifikaci fytohoromonii kombinovat potiebné mnozstvi
rostlinného materialu s vhodnymi extrakénimi a purifikacnimi protokoly a vse propojit

s idealnimi analytickymi metodami.

2.4.1 Metody extrakce a izolace vybranych fytohormonalnich skupin
Predtim, nez probéhne extrakce, je nutné provést homogenizaci rostlinného materialu tak,
aby doslo k rozruseni bunééné stény (Harrison, 2011) a hormoniim bylo umoznéno

difundovat do pouzitého extrakéniho rozpoustédla. Toho 1ze dosahnout drcenim susené nebo
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Cerstvé rostlinné hmoty v kapalném dusiku (-196 °C), aby nedochazelo k chemické nebo
enzymatické  degradaci, a  ndslednym  pfidanim  vhodného  rozpoustédla
ke zhomogenizovanému materialu (Hillman, 1978; Ljung et al., 2004).

K extrakcei je nutné zvolit takové rozpoustédlo, které G¢inné extrahuje cilové hormony
a minimalizuje extrakci interferujicich latek (Tarkowska et al., 2014). Pro extrakci
rostlinnych hormont se vyuzivaji pufry s neutrdlnim pH, methanol nebo smés methanolu
a vody. Pro monitorovani moznych ztrat béhem extrakce je nutné pfidat interni standardy
(obvykle znacené stabilnimi izotopy) (Ljung et al., 2004).

Purifika¢ni metody se voli podle typu findlni analyzy, chemické povahy cilovych
hormond a vybéru analytického pristroje. Diive se v kvantitativni i kvalitativni analyze
fytohormonti pohybovala navazka fadoveé v gramech. V soucasnosti S rozvojem hmotnostni
spektrometrie se pracuje s jednotkami miligrami. Pfi stanoveni rostlinnych hormont je
nutné zvolit vhodné izola¢ni postupy, aby doSlo ke snizeni mnoZzstvi interferujicich latek
a maximalni vytéznosti cilovych hormont (Ljung et al., 2004). Z téchto divodi se Casto
pracuje s malymi navaZkami, které diky potlaceni vlivu komplexni rostlinné matrice
poskytuji lepsi odezvu analytického signalu u cilovych analytt.

Mezi nejéastéjsi metody purifikace se fadi extrakce kapalina-kapalina (LLE) a extrakce
na pevné fazi (SPE). SPE kolony obsahuji pevny sorbent, ktery muze byt na bazi reverzni
faze nebo jako iontoménic (anex, katex) (Tarkowska et al., 2014). Podle typu zvoleného
sorbentu je pak analyt vazan bud’ iontovou vazbou nebo slabymi vazebnymi interakcemi.
U SPE se jedna pfedev§im o Van der Waalsovy sily, vodikové mistky, kation-anion
interakce nebo polarni interakce. Po naneseni vzorku na kondicionovany sorbent jsou
interferujici latky vymyty vhodnym rozpoustédlem. K eluci cilovych hormont se nasledné
vyuziva rozpoustédlo, které zrusi vazby mezi hormony a sorbentem.

V dneS$ni dobé se Casto vyuziva polymernich sorbentll se smiSenym mechanismem
retence (napt. Oasis® MCX, MAX), ktery je kombinaci reverzni fize a n&kterého z typii
iontoménice. Zapojenim vice moznych interakci dochdzi ke sniZeni mnozstvi kroki,
které museji byt béhem purifikace provedeny (Ljung et al., 2004; Nordstrom et al., 2004;
Novak et al., 2008; Tarkowska et al., 2014). Dobrev a Kaminek (2002) jako prvni ukazali
vyziti faze Oasis® MCX pro izolaci cytokininti, IAA a ABA z komplexni rostlinné matrice.
Pti kombinaci reverzni a kationtové-vyménnych mechanismu retence dochazi k sou¢asnému
zachyceni kationtovych CK bazi, ribosidi a glukosidi i k zachytu aniontovych auxin
a ABA. Jednotlivé analyty jsou poté postupné eluovany V zasaditém prostiedi (pH > 8)
rozpoustédly o riznych koncentracich methanolu a hydroxidu amonného (Dobrev

a Kaminek, 2002).
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Dalsi moznosti izolace rostlinnych hormonti z rostlinné matrice je imunoafinitni
extrakce, ktera zalozena na specifické interakci protilatky s antigenem. Jejich pouzitim
v kombinaci s SPE Ize dosdhnout vysokého stupné piecisténi a zakoncentrovani vzorku
(shrnuto v Tarkowska et al., 2014).

Uginnost purifikace mize byt také ovlivnéna experimentalnim uspoiadanim. Kromé
vyse popsané¢ho konven¢niho uspotadani, kdy je sorbent uzavien v komeréné dostupnych
kolonach, zaznamenalo v poslednich dvou desetiletich hojné vyuziti také disperzivni
uspofadani. Disperzivni SPE je zalozena na pfidani sorbentu ptimo do extrak¢niho roztoku,
po kterém nasleduje disperze (zachyt analytd na povrchu sorbentu). Jakmile je analyt
na sorbentu ukotven, je nutné provést jeho eluci. Napi. odstfedénim nebo filtraci sorbentu
spole¢né s elu¢nim ¢inidlem. Vyhodou disperzivni SPE na rozdil od klasického uspotadani
Vv kolonkach je kratsi doba zpracovani vzorku a mensi mnozstvi pouzitého sorbentu (Anumol

et al., 2017; Islas et al., 2017; Lehotay, 2011).

2.4.2 Analyza fytohormoni pomoci hmotnostni spektrometrie

Nejvhodnéjsi analytickou metodou pro identifikaci a kvantifikaci rostlinnych hormont je
hmotnostni spektrometrie (MS). Molekuly, které jsou obvykle separovany pomoci plynové
(GC) nebo kapalinové chromatografie (LC), jsou zavadény do iontového zdroje a nasledné
ionizovany riznymi ionizacnimi technikami, napft. ionizace elektrosprejem (ESI) nebo
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Vzniklé ionty poté vstupuji
do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou dale separovany. Konstrukce MS analyzator poté
urcuje jeho analytické moznosti, napt. iontové pasti, kvadrupoly, analyzatory doby letu atd.

Pro zlepseni selektivity se vyuziva tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS),
kde prvni MS analyzator odstrani vétSinu interferujicich latek a druhy analyzator nasledné
vybira ionty vytvofené fragmentaci zakladniho iontu (Ljung et al., 2004). Tandemova
hmotnostni spektrometrie je vétSsinou kombinovana pravé s GC nebo LC. Tato kombinace
ptistrojii umoznuje ultra vysokou citlivost a selektivitu v hmotnostni analyze a zaroven
i dostatecnou separaci organickych molekul z kompletni biologické matrice (Novak et al.,
2017).

GC-MS byla casto pouzivanou instrumentdlni technikou pro identifikaci a kvantifikaci
rostlinnych hormonii pii vysoké citlivosti. Nevyhodou GC-MS vsak bylo mnoZstvi
nezbytnych krokl pfed analyzou (extrakce, €iSténi a chemicka deprivatizace), coz vedlo
K hledani a vyvijeni vhodnéjsich a snadnéjsich technik (Engelberth et al., 2003; Schmelz
et al., 2003, 2004).
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Uptednostnovanou technikou pro analyzu fytohormont se tedy stala vysokoucinna
kapalinova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrickou detekci (HPLC-
MS) (Novak et al., 2003). Nasledné¢ byla vyvinuta ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie (UHPLC) ssub-2 pum ¢asticemi stacionarni faze. V porovnani s HPLC
dosahla tato technika vétsi ucinnosti separace, rozliSeni, citlivosti, rychlosti a prichodnosti
vzorku (Nguyen et al., 2006; Novakova a VIickova, 2009; Wu a Clausen, 2007). Pro analyzu
cytokinini a auxini naslo UHPLC ve spojeni s MS analyzatory Siroké uplatnéni
(napt. Novak et al., 2008; Novak et al., 2012; Svaéinova et al., 2012).

Pfi analyze slozitych biologickych matric se vyuzivaji MS analyzatory typu trojitych
kvadrupoli (QqQ), kvadrupolové iontoveé pasti (Q-IT) nebo riizné hybridni analyzatory
(Busetti a Swann, 2013). U pristroji QqQ dochazi v prvnim kvadrupdlu k vybrani iontd.
V prostiedni ¢asti slouzici jako kolizni cela vyplnéna inertnim plynem (argonu, helia)
probiha fragmentace (kolizni indukovana disociace). Vzniklé fragmenty jsou poté
analyzovany ve tietim kvadrupdlu (Busetti a Swann, 2013). Jestlize jsou skenovany vSechny
fragmenty, mluvime o zaznamu produktovych iontd (MS/MS sken). V piipadé
kvantifikacnich analyz je nejcastéji na tfetim kvadrupolu vybran produktovy ion poskytujici
nejintenzivnéjsi signal. Tento typ analyzy se nazyva MRM (Multiple Reaction Monitoring)
mod je dnes standardné vyuZivan pii stanoveni fytohormont (Kowalczyk a Sandberg, 2001;
Svacinova et al., 2012). Predpoklada se, Ze metody zalozené na MS/MS se budou dale
vyvijet a umozni tak specifickou analyzu organel, popf. vétsiho spektra rostlinnych hormont

a jejich metabolitti v jednom rostlinném extraktu (Novak et al., 2017).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Agar — Duchefa Biochemie B.V. (Nizozemsko)

Deionizovana voda

Ethanol — VWR Chemicals (Francie)

Hydroxid amonny p.a. (25%) — Merck KGaA (Némecko)

Hydroxid sodny p.a. — Lach Ner s.r.o (Ceské republika)

Chloroform p.a. — Lach Ner s.r.o (Ceska republika)

Kyselina dusi¢na (65%) — VWR Chemicals (Francie)

Kyselina mravencni p.a. (>98%) — Sigma Aldrich (Némecko)

Methanol gradient grade for liquid chromatography LiChrosolv® — Merck KGaA (Némecko)
Murashige & Skoog (MS) médium — Duchefa Biochemie B.V. (Nizozemsko)
Sachardza — Penta (Ceské republika)

Tween-20 — Sigma Aldrich (Némecko)

Extrakcni roztoky:
Modifikovany Bieleski pufr — 75% methanol, 5% kyselina mravenci

Bieleski pufr — 60% methanol, 25% chloroform, 5% kyselina mravenci

Interni izotopicky znacené standardy cytokininii (baze, ribosidy, N7-glukosidy, N9-
glukosidy 2*10% mol/l): [BCs]tZ, [*Hs]tZR, [*Hs]tZ7G, [*Hs]tZ9G, [*Cs]cZ,
[*°*N4]cZ7G, [*H3]DHZ, [H3]DHZR, [*H3]DHZ9G, [*HeliP, [*He]iPR, [*He]iP7G,
[?He]iP9G; O-glukosidy a monofosfity 5*10®% mol/l: [*Hs]tZOG, [?Hs]tZROG,
[?Hs]tZRMP, [?Hs]iPRMP — OlchemIm, s.r.0. (Ceska republika)

Interni izotopicky znacené standardy auxinmi (1*10° mol/l): [BCe]IAA, [FCs]oxIAA,
[**Ce]IAASD, [**Cs]IAGIU — OlchemIm, s.r.0. (Ceska republika)

Interni izotopicky znacené standardy kyseliny abscisové (1*10™° mol/l): [?He]ABA —

Cambridge Isotope Laboratories (Kanada)

Mobilni faze pro stanoveni cytokinini:

(A) Methanol hypergrade for LC-MS LiChrosolv® — Merck KGaA (Némecko)

(B) Mravencan amonny (15 mM, pH 3,95) — 566 ul kyseliny mravenc¢i (98-100% roztok
HCOOH pro LC-MS; Merck KGaA, Némecko) bylo v odmérné batice doplnéno
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deionizovanou vodou do 1 1a vysledné pH bylo upraveno 25% roztokem NH4OH pro
LC-MS (Merck KGaA, Némecko).
Mobilni faze pro stanoveni auxinii:
(A) 0,1% methanolicky roztok kyseliny octové
(B) 0,1% vodny roztok kyseliny octové
500 pl CH3COOH (98-100% roztok; Merck KGaA, Némecko) bylo v odmérné bance

doplnéno deionizovanou vodou nebo methanolem pro LC-MS do celkového objemu 0,5 |.

3.2 Pouzity material

Laboratorni material

Ctvercové Petriho misky pro vysev Arabidopsis thaliana — Greiner bio-one
(Kremsmuenster, Rakousko)

Chromatograficka kolona Acquity™ UPLC BEH Shield RP18, 130A, 1,7 um; 2.1 x 150 mm
(Waters, USA)

Chromatograficka kolona Kinetex C18 100 A, délka 50 mm, priifez 2,1 mm, velikost &4stic
1,7 um (Phenomenex, USA)

Keramické homogenizacni kulicky — Retsch (Haan, Némecko)

Oasis® MCX (sorbernt a kolony) — Waters (USA)

Laboratorni sklo — jednorazové zkumavky, kadinky, odmérné banky, odmérné vélce,

plastové mikrozkumavky

Biologicky material

7-denni rostliny A. thaliana, ekotyp Columbia (Col-0) — seminka vysterilizovana pomoci
roztoku 0,01% Tweenu v 70% ethanolu byla vyseta na agarové plotny s Murashige & Skoog
médiem (4,4 g/l MS soli; 10,0 g/l sacharosy; pH 5,7 upraveno 0,1% roztokem NaOH) a dale
byla umisténa ve vertikdlni poloze do fytotronu pfti teploté 23°C a fotoperiodé 16 hodin
sv€tlo/8 hodin tma. Rostlinny material byl po sedmi dnech posbiran do mikrozkumavek
(20 a50 mg ¢. h.), okamzité¢ zamrazen v tekutém dusiku a skladovan v hlubokomrazicim

boxu pii—70°C.

3.3 Pouzité pristrojové vybaveni

Analytické vahy — Satorius Weighing Technology (Némecko)
Automatické pipety (Eppendorf, Ceska republika)

Autoklav — Sanyo Schoeller Instruments (Ceské republika)

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge — ThermoScientific (Némecko)
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Direct-Q® 3UV water purification system — Merck (Némecko)

Elektromagnetick4d michacka — Velp Scientifica (Italie)

Flowbox Heraguard™ ECO — ThermoScientific (Némecko)

Hlubokomrazici box —70 °C — Sanyo Schoeller Instruments (Ceska republika)

Kulovy mlynek MM400 Retsch® & Co. KG — Retsch GmbH (Némecko)

Mechanicky rotator Stuart® (Keison Product, Spojené kralovstvi)

Minitfepacka Vortex Mixer (Velp Scientifica, Italie)

pH metr Eutech instruments pH 700MM 2a — ThermoScientific (Némecko)

Rotacni vaukova odparka — CentriVap Benchtop, VWR (Francie)

Rotator — Stuart rotator SB3 BioCote (Velka Britanie)

Systétm UHPLC-MS/MS: Acquity UPLC I-Class — Waters (USA) s hmotnostnim
detektorem Xevo TQ-S — Waters MS technologies (Velka Britanie)

Ttepacka — TS-100C Biosan (Lotyssko)

Ultrazvukova lazen — Bandelin Sonorex Super RK 102 H (Némecko)

Vakuova komtirka Visiprep™ Supelco (Sigma Aldrich, Némecko)

3.4 Metody

3.4.1 Priprava kultivacniho média

Bylo pouzito kultivaéni MS médium pro péstovani rostlin popsdno podle Murashigeho
a Skooga (1962). Na analytickych vahach bylo navazeno 10 g sachardzy, 4,4 g MS média.
Navazené chemikalie byly kvantitativné pieneseny a rozpusStény v piipravené 11 kadince
s destilovanou vodou (0,8 I). Nasledn¢ bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 5,7 roztokem
hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol/I.

Roztok kultivaéniho média byl v odmérném valci doplnén destilovanou vodou na 1 1,
poté byl rozdélen na poloviny a pielit do dvou litrovych lahvi s navazenymi 5 g agaru. Vicko
bylo ptekryto alobalem a ptelepeno autoklavovaci paskou. Lahve s kultivacnim médiem
byly vysterilizovany v autoklavu. Poté se médium nechalo zchladnout a bylo rozlito
do Petriho desek. Médium v deskach se nechalo zatuhnout a pro snizeni rizika vysuSeni

agaru byly desky otoceny dnem vzhiru.

3.4.2 Optimalizace extrakéniho ¢inidla
K 20 mg Cerstvé hmoty (€. h.) homogenizovaného vzorku 7-dennich semenacku A. thaliana
Col-0 bylo ptidano 0,50 ml vychlazeného extrakéniho roztoku. Pouzité varianty extrakénich
roztokli byly nasledujici:

A. Bieleski pufr
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1. 60% methanol, 25% chloroform, 5% kyselina mravenci
B. Modifikovany Bieleski pufr
1. 10% methanol, 5% kyselina mravenci
2. 25% methanol, 5% kyselina mravenci
3. 50% methanol, 5% kyselina mravenci
4. 75% methanol, 5% kyselina mravenci
C. Methanol
1. 10% methanol
2. 25% methanol
3. 50% methanol
4. 75% methanol
Kazda varianta byla provedena ve 4 technickych replikatech a ke kazdé varianté byl
nasledné ptipraven 1 kontrolni vzorek. Poté byla pfidana smés internich standardt (14 pl
smési cytokininti, 5 pl auxind, 10 ul ABA), 3 keramické homogeniza¢ni kulicky. VSechny
vzorky poté prosly naslednymi procesy homogenizace, extrakce a inkubace na pfistrojich
0 daném nastaveni:
e Kulovy mlynek — 5 minut, 27 Hz, 4 °C
e Ultrazvuk — 3 minuty, 4 °C
e Rotator — 30 minut, 15 rpm, 4 °C
e Centrifuga — 15 minut, 15 200 rpm, 4 °C
Supernatanty extrahované stejnym extrakénim roztokem byly pfepipetovany do jedné
zkumavky a promichany na vortexu. Spojeny extrakt byl rozpipetovan po 0,5 ml
do sklenénych zkumavek a do kazdé zkumavky bylo pfidano 2,5 ml IM kyseliny mravenci.
Poté byla provedena purifikace vzorku na pevné fizi s pouzitim kolonek Oasis® MCX
30 mg/1 ml:
1. Kondicionace:  1x 1 ml 100% methanol
1x 1 ml deionizovana voda
1x 1 ml 50% kyselina dusi¢na
1x 1 ml deionizovana voda
1x 1 ml 1M kyselina mravenci
Naneseni: vzorek (3 ml)
Promyti: 1x 1 ml 1M kyselina mravenci
Eluce IAA/ABA: 2x 1 ml 80% methanol
Eluce CK NT: 1x 1 ml 0,35M amoniak
Eluce CK B/OG: 2x 1 ml 0,35M amoniak v 60% methanolu
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Vzorky byly nésledné odpateny v rota¢ni vakuové odparce do sucha a ulozeny pred LC-

MS/MS analyzou v —20 °C.

3.4.3 Optimalizace extrakéni kapacity
Z mikrozkumavek s rostlinnym materialem bylo odebrano 300 mg ¢&.h. 7-dennich
semenacki A. thaliana ekotyp Col-0 a zhomogenizovano ve tieci misce pod tekutym
dusikem. Do patnacti 2ml mikrozkumavek bylo rozvazeno 20 mg ¢. h. homogenizovaného
materialu. K rozvdzenému materialu byl nasledné ptidan vychlazeny extrakéni roztok dle
ptilozeného pracovniho protokolu:

A. 0,25 ml modifikovany Bieleski pufr

B. 0,5 ml modifikovany Bieleski pufr

C. 0,75 ml modifikovany Bieleski pufr

D. 1 ml modifikovany Bieleski pufr

E. 0,5 ml modifikovany Bieleski pufr

Kazda varianta vzorku byla ptipravena ve tiech technickych replikatech — a ke kazdému

vzorku byla nasledné piidana smés internich standarda (IS) — 14 ul smési cytokinint, 5 pl
auxini a 10 pul ABA. Ktakto pfipravenym vzorkim byly pfidany 3 keramické
homogenizac¢ni kulicky. Dale byly ptipraveny tfi kontrolni vzorky:

1. Kontrola — 0,5 ml modifikovany Bieleski pufr + IS

2. Kontrola — 1 ml modifikovany Bieleski pufr + IS

3. Kontrola - 0,5 ml modifikovany Bieleski pufr

Vsechny vzorky byly opét homogenizovany, extrahovany a inkubovany podle postupu

uvedeného vysSe. Supernatant jednotlivych variant byl spojen, promichdn a poté rozdélen
do zkumavek na jednotlivé vzorky. Ve zkumavkach byly vzorky zfedény 6x 1M kyselinou
mravenéi. Do ventili vakuové komirky byly upevnény kolonky typu Oasis® MCX
(30 mg/1 ml). Kventilu ve sklenéné nadobé byla pfipojena stolni vyvéva a byla opét
provedena purifikace vzorku na pevné fazi. Vzorky byly odpafeny v rota¢ni vakuové

odparce do sucha a ulozeny do —20 °C.

3.4.4 Optimalizace mnoZstvi nanaseného vzorku

Bylo navazeno 300 mg ¢. h. homogenizovaného vzorku 7-dennich semenacka A. thaliana
Col-0. Rostlinny material byl postupn¢ extrahovan v 9 ml modifikovaného Bieleskiho pufru.
Poté byly vytvoteny jednotlivé varianty, jako v pfedeslém experimentu 3.4.3. K variantam

byly pfiddny smési internich standardii (14 pl smési cytokininii, 5 pl auxint, 10 pl ABA)
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a 3 keramické homogenizac¢ni kulicky. Déle byly pfipraveny tfi kontrolni vzorky o stejném
slozeni, jako v ptedchozim experimentu 3.4.3.

Vzorky 1 kontroly byly nasledné homogenizovany, extrahovany a inkubovany podle
postupu uvedeného vyse. Supernatant byl odpipetovan do sklenénych zkumavek a vzorky
byly zfedény 6x 1M kyselinou mravenci, kromé varianty E. Nasledovala purifikace vzorku
na pevné fazi s pouzitim kolonek Oasis® MCX (30 mg/1 ml) a pied uloZenim v —20 °C byly

vzorky odpateny do sucha.

3.4.5 Disperzivni SPE ve mikrozkumavce
Do 2ml plastovych mikrozkumavek bylo rozvazeno po 10 mg ¢. h. zhomogenizovaného
materialu. K rostlinnému materidlu byl ptidan vychlazeny extrakéni roztok modifikovaného
Bieleskiho pufru, smési internich standardd (14 pl smési cytokinind, 5 pl auxind, 10 pl
ABA) a 3 keramické homogenizacni kuli¢ky. Stejn¢ byly piipraveny i1 kontrolni vzorky, kdy
dva obsahovaly interni standardy a jeden byl pfipraven bez nich. Vzorky nasledné byly
homogenizovany, extrahovany a inkubovany podle vySe uvedeného postupu. Supernatanty
byly spojeny, promichany a zfedény 6x 1M kyselinou mravenci.
Byla rozebrana kolonka 150 mg Oasis MCX a sorbent byl nasledné€ rozvazen do 2ml
plastovych mikrozkumavek:
e 6x10mg MCX
e 3x7mg MCX
e 3x5mg MCX
e 3x2mg MCX
Za stéle stejnych podminek (vortex: 10 s; rotator: 5 minut, 4 °C; centrifuga: 2 min,
15 000 rpm, 4 °C) byl sorbentu v mikrozkumavkach postupné kondicionovan a promyvan:
1. Kondicionace:  1x 0,5 ml 100% methanol
1x 0,5 ml deionizovana voda
1x 0,5 ml 50% kyselina duSi¢na
1x 0,5 ml deionizovana voda
1x 0,5 ml 1M kyselina mravenci
Naneseni: vzorek (2x 1,5 ml)
Promyti: 1x 0,5 ml 1M kyselina mravenci
Eluce IAA/ABA: 1x 1 ml 80% methanol
Eluce CK NT: 1x 1 ml 0,35M amoniak
Eluce CK B/OG: 1x 1 ml 0,35M amoniak v 60% methanolu
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Supernatant byl opatrné odpipetovan do sklenénych zkumavek, aby nedoslo k odebrani
sorbentu, nasledné byly vzorky odpatreny v rotacni vakuové odparce do sucha a poté ulozeny

ptfed LC-MS/MS analyzou v —20 °C.

3.4.6 Disperzivni SPE na mikrospin filtru

Bylo navazeno do 2ml plastové mikrozkumavky 20 mg ¢.h. zhomogenizovaného
rostlinného materialu 7-dennich semenacki A. thaliana Col-0. K navazce bylo napipetovano
0,5 ml 10% methanolu, 5% kyseliny mravenéi. Nasledné byly ptidany smési internich
standardi - 14 pl cytokinind, 5 pl auxind, 10 pl ABA a 3 homogeniza¢ni kulicky. Vzorky
byly opét homogenizovany, extrahovany a inkubovany podle postupu vedeného vyse.

Do 2ml plastové mikrozkumavky bylo navdzeno 100 mg MCX sorbentu, ktery byl
S jednotlivymi cCinidly inkubovan (vortex 10 s; centrifuga: 2 min, 15200 rpm, 4 °C)
a supernatant byl vzdy odpipetovan do odpadu. K navazce bylo postupné napipetovan:

e 1 ml methanolu

e 1 mlredestilované vody

e 1 ml30% kyseliny dusi¢né
¢ 1 mlredestilované vody

e 1 ml IM kyseliny mravenci

Suspenze byla rozalikvotovana po 100 ul, 50 pla 20 pl na nylonové 0,2 um microspin
filtry. Na filtr bylo nasledné¢ napipetovano 0,5 ml vzorku. Poté byl filtr se vzorkem
na 15 minut umistén na tiepacku pii 1 300 rpm a nasledné na centrifugu na 15 minut
pi1 1000 rpm. Supernatant byl odpipetovan do odpadu.

Po odpipetovani supernatantu byl na filtr promyt 0,5 ml 1M kyseliny mravenci. Plastova
mikrozkumavka s filtrem byla umisténa na tfepacku na 15 minut pfi 1300 rpm a poté na
centrifugu na 15 minut pti 1200 rpm. Filtrat byl odpipetovan do odpadu.

Z plastové mikrozkumavky bylo odstfihnuto vicko, které bylo ndsledné¢ umisténo na
filtr. Filtr i s vickem byl pfemistén do nové 1,5ml plastové mikrozkumavky, z které bylo
taktéz odstranéno vicko. Na filtr bylo napipetovano 0,5 ml 80% methanolu (eluce
IAA/ABA). Plastova mikrozkumavka s filtrem byla umisténa na tfepacku na 15 minut
pii 1000 rpm a poté na centrifugu na 15 minut pii 1200 rpm. Filtrat byl pfed uloZenim
v —20 °C odpaten ve vakuové lihové odparce.

Filtr byl ptesunut do nové 1,5ml plastové mikrozkumavky s odstranénym vickem.
Na filtr bylo napipetovano 0,5 ml 0,35M amoniaku (eluce CK NT) a nasledn¢ byla
mikrozkumavka s filtrem umisténa na tfepacku na 15 minut pii 1000 rpm a poté

na centrifugu na 15 minut pti 1200 rpm. Filtrat byl pfepipetovan do nové mikrozkumavky.
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Nakonec bylo na filtr napipetovano 0,5 ml 0,35M amoniaku v 60% methanolu (eluce
CK B/OG). Mikrozkumavka byla umisténa na tfepacku na 15 minut pfi 1000 rpm
a centrifugu na 20 minut pii 1200 rpm. Filtraty eluce CK NT a CK B/OG byly spojeny,

odpareny ve vakuové lihové odparce ulozeny v —20 °C.

3.4.7 LC-MS/MS analyza
K dosucha odpafenym vzorkidm bylo pfidano 40 pl 10% methanolu. Nasledn¢ byly vzorky
umistény na 5 minut na ultrazvuk a poté na vortex. Vzorky byly piepipetovany na 0,2 pm
Micro Spin Filtr. Poté byly vzorky stoceny na centrifuze pti 7500 rpm po dobu 5 minut.
Poslednim krokem bylo pfepipetovani vzorkti do Micro inzertu (0,1 ml 28 x 6 mm), uzavieni
do vialky a poté byla provedena LC-MS/MS analyza.

Kvantifikace cytokininti byla provedena metodou izotopového ziedovani proti
6 bodové kalibracni piimce. Ke kvantifikaci byl pouzit specializovany software MassLynx

(verze 4.1; Waters MS technologies (Velka Britanie).

3.47.1 UHPLC-MS/MS analyza cytokinini

Analyza vzorki cytokinini byla provedena pomoci systému ultra-vysoko uc¢inné kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci typu trojitého kvadrupdlu vybaveného ESI
ionizaci podle Svac¢inova et al., (2012).

Na UHPLC systém bylo nasttiknuto 10 pl vzorku rozpusténého v 5% MeOH. Vzorek
byl zachycen na koloné¢ Acquity UPLC BEH Shield RP18 o délce 150 mm, s vnitinim
prufezem 2,1 mm a velikosti Castic 1,7 um. Cytokininy byly z kolony eluovany
15 minutovou gradientovou eluci 15 mM mraven¢anem amonnym pH 3,95 a methanolem
vV poméru od 95:5 do 0:100 pfti rychlosti priitoku mobilni faze 0,4 ml/min.

Eluované cytokininy byly ionizovany pomoci ESI(+) technologie a analyzovany
trojitym kvadrupdlem v MRM modu s nasledujicimi parametry: kapilarni napéti 0,35 kV,
teplota iontového zdroje 120 °C; teplota desolvata¢niho plynu (dusik) 575 °C, pritok
1000 I/h; tlak kolizniho plynu (argon) 0,005 mbar, prutok 0,2 ml/min. Doba prodlevy pro
kazdy MRM kanal byla nastavena na 16 skenovacich bodti na pik. Pro kazdy MRM ptechod
bylo pouzito takové napéti na konusu (21-35 V) a takova kolizni energie (15-24 eV), aby

byla maximalizovana citlivost (Svacinova et al. 2012).

3.4.7.2 UHPLC-MS/MS analyza auxini a kyseliny abscisové
Pro analyzu auxinli bylo pouZito stejné systémové vybaveni jako pii analyze cytokinind.

Na UHPLC systém bylo nastiiknuto 10 pl vzorku rozpusténého v 10% MeOH. Vzorek byl
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zachycen na koloné Kinetex C18 100 A, délka 50 mm, priifez 2,1 mm, velikost ¢astic 1,7 pm,
ktera byla vytemperovana na 30 °C. Auxiny a ABA byly eluovany 8 minutovou
gradientovou eluci s pomérem mobilnich fazi od 10:90 do 60:40 A:B, kde jako mobilni faze
A byla pouzita 0,1% kyselina octové v methanolu a jako B 0,1% kyselina octové ve vodé
(Novak et al, 2012). Celkovy ¢as kazdé analyzy byl 15 minut pii priutoku mobilni faze
0,2 ml/min.

Eluované analyty byly ionizovany pomoci ESI technologie v pozitivnim médu (auxiny)
a Vv negativnim modu (ABA). Vzorky byly analyzovany trojitym kvadrupdlem v MRM
médu opét s dobou prodlevy 16 skenovacich bodli na pik a optimalizovanymi
MS parametry: kapilarni napéti 1 kV; teplota iontového zdroje 150 °C; teplota
desolvatacniho plynu (dusik) 600 °C, pritok 1000 Vh; tlak kolizniho plynu (argon)
0,005 mbar, pratok 0,15 ml/min. Béhem hmotnostniho skenovani pomoci MRM piechodt

bylo aplikovano napéti na koénusu vV rozmezi 12-30 V a kolizni energie 12-24 eV.
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4 VYSLEDKY

Prakticka ¢ast bakalafské prace byla zaméfena na optimalizaci extrakéniho a purifikacniho
protokolu pro izolaci vybranych rostlinnych hormoni ze skupiny cytokinind, auxint
a kyseliny abscisové. Bylo testovano slozeni extrakéniho c¢inidla, extrakéni kapacita
a nanaseni vzorku. Dale bylo porovnavano klasické kolonové uspotadani s disperzivni SPE,

které byla testovana ve vice variantach.

4.1 Optimalizace extrakéniho ¢inidla

Extrakéni protokol byl testovan z hlediska sloZeni extrakéniho €inidla a vlivu komplexni
rostlinné matrice na vysledné zastoupeni hormonti v rostlinném pletivu. Byly pfipraveny
vzorky obsahujici 20 mg €. h., ke kazdému vzorku bylo ptidano 0,5 ml extrak¢énich roztokt
obsahujicich jinou koncentraci methanolu v rozmezi 10% az 75% s pridavkem a nebo bez
piidavku kyseliny mravenéi (podrobnéji uvedeno v kapitole 3.4.2). Kazdy roztok byl
testovan ve tfech technickych replikdtech a endogenni koncentra¢ni hladiny jednotlivych
fytohormonalnich metabolitti byly stanoveny pomoci LC-MS/MS.

Vysledky naznacuji, Ze neokyselené¢ varianty methanolickych roztokii obsahuji
stoupajici endogenni hladiny CK bazi, ribosidi a nukleotidi ve srovnani s okyselenymi
variantami (Obr. 9A). U CK O-glukosidu a N-glukosidt tento naristajici koncentraéni trend
neni patrny a vysledné CK hladiny byly srovnatelné s kontrolni extrakci do pufru
piipraveného podle Bieleskiho (Bieleski, 1964). Nejpodobnéjsi distribuce CK metabolitti ve
srovnani s vySe uvedenou kontrolou byla naméfena u modifikovaného Bieleskiho pufru,
ktery se 1isi pouze nepfitomnosti chloroformu v extrak¢nim ¢inidle (75% MeOH a 5% FA;
Hoyerova et al., 2006). Z pohledu celkovych CK hladin byly nejvyssi celkové koncentrace
stanoveny v extraktech obsahujicich 10% methanolu (1052 pmol/g ¢. h.) a 25% methanolu
(541 pmol/g €. h.). U okyselenych variant extrakénich ¢inidel se celkové hladiny CKs
pohybovaly v rozmezi 302-318 pmol/g ¢. h., coz byl 1,3 nasobek referen¢ni CK hladiny
z Bieleskiho pufru (229 pmol/g €. h.).

Rozdélime-1i CK metabolity podle jednotlivych isoprenoidnich typt (Obr. 9B), tak je
patrny nartst endogennich hladin u cytokininovych cZ-typt a iP-typi v neokyselenych
roztocich obsahujicich 10% a 25% methanolu. U metabolické skupiny odvozené od tZ
a DHZ nebyly podobné zmény zaznamenany.

Stanoveni ABA a auxinii (IAA a jejich aminokyselinovych konjugati spolecné
s katabolitem oxIAA) neukazalo vyrazné rozdily v endogennich hladinach (Obr. 9C), kromé
oxIAA, kterd vykazala podobny trend v neokyseleném prosttedi jako CK metabolity.
Koncentrace IAA a IAAsp byly vSak v kyselém pH extrakéniho ¢inidla mirn€ zvySeny.

39



1000

100

10

Konc. [pmol/g €.h.]

900

600

300 r

Konc. [pmol/g ¢.h.]

tZ-typy cZ-typy DHZ-typy iP-typy

10000

1000

100 - =
10

Konc. {pmol/g ¢.h.]

I1AA oxIAA I1AAsp 1AGIu ABA

5 10% MeOH+5% FA 1 25% MeOH+5% FA 50% MeQH+5% FA B 75% MeOH+5% FA
= BB ¥ 10% MeOH N 25% MeOH H 50% MeOH B 75% MeOH

Obr. 9. Endogenni hladiny fytohormont (v pmol/g ¢&. h.) v Arabidopsis thaliana v 0,5 ml okyselenych
a neokyselenych methanolickych ¢inidel. (A) Koncentrace metabolit cytokinint v jednotlivych extrakénich
¢inidlech v logaritmickém méfitku, (B) koncentrace cytokininovych typti v jednotlivych extrakénich ¢inidlech,
(C) koncentrace auxintl v jednotlivych extrakénich €inidlech v logaritmickém métitku. BB: Bieleski pufr;
MeOH: methanol; FA: kyselina mravendi. Sloupcové grafy zobrazuji hodnoty priméru + smér. odchylka
(n=4).

4.2 Optimalizace extrakéni kapacity

Ve druhém kroku optimalizace byla testovana extrakéni kapacita pridavanim rtzného
objemu modifikovaného Bieleskiho pufru (0,25 az 1,0 ml) k 20 mg rostlinného pletiva.
Jednotlivé extrakty byly pfed nanesenim na MCX kolony nafedény 6x roztokem 1M
kyseliny mravenci a po precisténi pomoci SPE protokolu proméfeny LC-MS/MS metodou.
Byly porovnany distribuce fytohormoni v jednotlivych  variantach  extrakti
s modifikovanym Bileskiho pufrem (Obr. 10A-C). Jako kontrola byla zvolena varianta
nefedéného rostlinného extraktu, ktery byl nanesen piimo na MCX sorbent a poté
analyzovan (Obr. 10D).
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Obr. 10. Distribuce fytohormonti (v pmol/g ¢. h.) v rostlinném pletivu Arabidopsis thaliana extrahovaném
v riznych objemech modifikovaného Bieleskiho pufru (0,25 ml, 0,5 ml, 0,75 ml a 1,0 ml). (A) Distribuce
metabolitd cytokinint v jednotlivych extrakénich objemech, (B) distribuce cytokininovych typt v jednotlivych
extrakénich objemech, (C) distribuce auxini v jednotlivych extrakénich objemech, (D) distribuce fytohormont
Vv nezfedénych objemech extrakéniho ¢inidla (0zn. *). Experiment byl proveden ve tfech opakovanich.

Pti porovnani jednotlivych variant u métfeni cytokininti (Obr. 10A a B) nejsou patrny
viditelné rozdily. U auxinl jsou rozdily ponc¢kud vétsi, coz vSak mohlo byt zpisobeno
odchylkou pti méfeni. Kapacita extrakce 20 mg ¢ h. v 0,25 ml extrakéniho ¢inidla je tedy

stejn¢ dostacujici jako pii pouziti 1,0 ml

4.3 Optimalizace mnoZstvi nanaseného vzorku
V tomto experimentu byl vytvofen jednotny extrakt (popsano v kapitole 3.4.4), ktery byl

nasledné rozdélen na jednotlivé objemové varianty (0,25, 0,5, 0,75 a 1,0 ml), které
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Obr. 11. Porovnani vlivu matrice pti naneseni rizného mnozstvi rostlinného materialu (10, 20, 30 a 40 mg
¢. h.) na SPE kolonu plnénou 30 mg MCX sorbentu. Sloupcové grafy zobrazuji hodnoty endogennich hladin
CK metaboliti v pmol/vzorek (priméru + smér. odchylka; n = 3). Kfivky vyjadifuji narGst MS signalu
pridanych internich standardt (IS) vyjadienych jako plochy piki normalizované na celkovou odezvu kazdého
IS (v %).

obsahovaly 10, 20, 30 a 40 mg rostlinného pletiva. Vzorky byly ziedény 6x 1M kyselinou
mravenci a nasledné nanaSeny na MCX kolony. Jako kontrolni experiment byl opét nanesen
neziedény extrakt modifikovaného Bieleskiho pufru (Hoyerova et al., 2006) obsahujici
20 mg ¢. h. v 0,5 ml 75% MeOH a 5% FA.

Jak je patrné z Obr. 11, aplikace naristajiciho mnozstvi biologického materialu na MCX
sorbent vyvolava slaby matricni efekt, ktery by mohl ovlivnit LC-MS/MS stanoveni
cytokininovych metabolitii. Porovnanim namétenych ploch pridavanych internich standardi
vidime klesajici MS odezvu, ktera byla uspésné redukovana pomoci metody izotopového
zied'ovani. CoZz dokazuje linearné vzriistajici signal koncentraci CK metabolitli bez
normalizace na mnozstvi pouzitého rostlinného materialu (vyjadieno jako mnozstvi CK
metabolitti ve fmol na vzorek). Tyto vysledky ukazuji dostate¢nou kapacitu MCX sorbentu
(30 mg) pti praci s rostlinnou matrici (Obr. 11).

Ve vysledcich profili cytokininovych metaboliti (Obr. 12A) Ize vidét vyssi koncentrace
CK metabolitii u vyssich aplikovanych objemtl, coz odpovida vy$§imu mnozstvi nanesené
rostlinné matrice na SPE kolonu. Rozdil ve vyslednych CK profilech jsou hlavné z divoda
nizkého poctu detekovanych CK bazi a nukleotidl v 0,25 ml extrakéniho ¢inidla naneseného
na MCX sorbent. Celkové profily isoprenoidnich CK typii se neménily (Obr. 12B). U auxinli
(Obr. 11C) nevykazovaly metabolické profily vétsi rozdily. Drobna variabilita vysledkt
mohla byt zptisobena aplikovanim stejného protokolu na rtizné druhy fytohormont a tedy

riznou navratnosti SPE postupu pro rtizné analyty.
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Obr. 12. Endogenni hladiny fytohormontt (v pmol/g ¢. h.) v Arabidopsis thaliana extrahované
v modifikovaném Bieleskiho pufru, ktery byl nanesen na MCX sorbent v riznych objemovych variantach
(0,25 ml, 0,5 ml, 0,75 ml a 1,0 ml). (A) Koncentrace metabolitd cytokinini v jednotlivych extrakénich
objemech, (B) koncentrace cytokininovych typl v jednotlivych extrakénich objemech, (C) koncentrace auxint
Vv jednotlivych extrakénich objemech. Sloupcové grafy zobrazuji sumy primeéru endogennich hladin vybranych
skupin fytohoromont (n = 3); ozn. *: rostlinny extrakt neziedény 6x 1M kyselinou mravenci.

4.4 Disperzivni SPE ve zkumavce

Byla rozebrana MCX kolona, sorbent byl rozvazen po rliznych mnozstvich do plastovych
mikrozkumavek a podle postupu v kapitole 3.4.5 bylo pfipraveno disperzivni uspofadani
SPE protokolu. Zaroven byl rozvazen rostlinny material po 10 mg €. h. a extrahovan v 0,5 ml
modifikovaného Bieleskiho pufru. Vysledny supernatant byl opét 6x ziedén 1M kyselinou

mravenci, pfidan k rozvazenému sorbentu a piecistén (kapitola 3.4.5).
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Obr. 13. Endogenni koncentrace fytohormont (v pmol/g ¢&. h.) stanovené v 10 mg rostlinného pletiva
Arabidopsis thaliana extrahovanych v 0,5 ml modifikovaného Bieleskiho pufru a aplikovanych k riznym
navazkam MCX sorbentu (2, 5, 7 a 10 mg) v disperzivnim uspofadani SPE. (A) Suma koncentraci metaboliti
cytokinint, (B) suma koncentraci jednotlivych cytokininovych typt a (C) koncentrace auxinovych metabolitt
v ruznych navazkach sorbentu. Sloupcové grafy zobrazuji hodnoty primeéru + smér. odchylka (n = 3); n.d.: pod
limitou detekce.

Z vyslednych naméfenych endogennich koncentraci (Obr. 13) vychéazi nejlépe pouziti
2 mg sorbentu MCX. Avsak rozdil neni velky a podle experimentalnich zkuSenosti byl spise
dan ztratami sorbentu béhem SPE protokolu (napf. odpipetovani sorbentu spole¢né
S promyvacimi Cinidly). Dtlezité je také zjisténi, ze pfi praci s riznymi navazkami MCX

sorbentu se neméni samotnd distribuce fytohormont. Z divodli minimalizovani vlivu
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pipetovani a ztrat sorbentu béhem SPE purifikace byl navrzen inovativni postup vyuzivajici

praci v uspotadani disperzivni SPE na mikrospin filtru.

4.5 Disperzivni SPE na mikrospin filtru

Do plastové mikrozkumavky bylo rozvazeno 100 mg sorbentu MCX, ktery byl dale
zpracovan podle postupu v kapitole 3.4.6. Suspenze obsahujici sorbent byla poté rozdélena
po 100 ul, 50 pla 20 pl do mikrozkumavek obsahujici mikrospin fliltry. Déle bylo rozvézeno
20 mg ¢. h. do plastovych mikrozkumavek a extrahovano v 0,5 ml 10% methanolu a 5%
kyseliny mravenci (viz kapitola 3.4.2). Jednotlivé supernatanty byly nakonec piidany
k suspenzim s nakondicionovanym MCX sorbentem a metodou LC-MS/MS byly zméfeny
cytokininové profily.

Byly porovnany navratnosti internich standardi CK metaboliti (Obr. 14) pro konvencni
SPE metodu vyuzivajici MCX sorbenty plnéné v kolonach (30mg/1ml) s navratnostmi
disperzivni SPE pracujici s 2, 5 a 10 mg MCX sorbentu. Jak je patrné z vysledkd, aplikace
10 mg sorbentu v disperzivnim SPE uspotfadani umoznila az dvakrat ucinnéjsi izolaci
cytokininovych bazi a ribosidi. Srovnatelné navratnosti byly ziskdny pro CK nukleotidy
a N-glukosidy, zatimco u CK O-glukosidi bylo kolonové SPE uspotadani béhem izolace
analytii Z rostlinné matrice u¢inng;jsi.

Také niz$i variabilita LC-MS/MS vysledka disperzivniho SPE na mikrospin filtru
Ve srovnani s optimalizaci ve zkumavce (kapitola 4.4) potvrzuje praktickou vyuzitelnost

nového piistupu pii izolaci rostlinnych hormonti.

100

Navratnost [%]

Baze Ribosidy Nukleotidy O-glukosidy N-glukosidy

B 30 mg* ® 10 mg 5mg 2mg
Obr. 14. Navratnosti (%) internich standardd cytokininovych metabolitd pfidanych v pribéhu extrakce
20 mg ¢&. h. Arabidopsis thaliana v 0,5 ml 10% methanolu okyseleného 5% kyselinou mravendéi a izolovanych

pomoci konvencni SPE (* kolona 30 mg/1 ml) a disperzivni SPE s riznymi navazkami MCX sorbentu (2, 5
a 10 mg). Sloupcové grafy zobrazuji hodnoty priméru + smér. odchylka (n = 3).
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5 DISKUZE

V ptedlozené bakalaiské praci byla ovéfovana ucinnost a funkénost metod pouzivanych
pro extrakci a izolaci vybranych rostlinnych hormonii ze skupiny cytokinini, auxint
a kyseliny abscisové. Byly optimalizovany podminky extrakce (volby vhodného ¢inidla,
jeho extrakéni kapacita a mnoZzstvi nandSeného vzorku) a zkouSeny rtzné podminky
disperzivni SPE (hlavné mikrozkumavkové nebo mikrofiltra¢ni uspotradani).

Pii optimalizaci extrakéniho ¢inidla byly testovany rtizné varianty methanolickych
roztokid. Roztoky obsahovaly vzristajici koncentraci methanolu (25% — 75%) a nékteré byly
okyselené kyselinou mravenci (vysledna koncentrace 5%) (Hoyerova et al., 2006). Soucasné
byl jako reference pouzit Bieleskiho pufr obsahujici chloroform (Bieleski, 1964). Byly
porovnavany endogenni CK profily u jednotlivych variant extrakénich pufri. Okyselené
methanolické roztoky ukazaly podobné vysledky jako extrakce do Bieleskiho pufru (Obr.
9A), avSak neokyselené¢ extrakty obsahovaly vysSi koncentrace CK bazi, ribosidi
a nukleotidi. Jak bylo jiz dfive ukdzano, k hydrolyze CK nukleotidi dochazi vice
v neokyselenych methanolickych ¢inidlech nez v modifikovaném Bieleskiho pufru
(75% MeOH a 5% FA) a v Bieleskiho pufru s chloroformem (Hoyerova et al., 2006).
Horgan a Scott (1987) prokazali, ze adenosinmonofosfat byl rychleji hydrolyzovan na
adenosin v 80% methanolu nez v modifikovaném Bieleskim pufru. Navic pii pouziti
Bieleskiho pufru bez chloroformu dochazi ke sniZzeni extrakce kontaminujicich latek, je
usnadnéna manipulace a nasledna likvidace extraktti obsahujicich chloroform (Wang et al.,
1995; Jones et al., 1996; Lighfoot et al., 1997).

Extrakce v kyselé oblasti pH potlacuje defosforylaci cytokininovych nukleotidi.
Z téchto divodl je modifikovany Bieleského pufr vhodnéjsi pro extrakci cytokinind
(Hoyerova et al., 2006). Proto byla dale testovana jeho extrakéni kapacita a porovnavany
hormondlni profily u 20 mg rostlinného pletiva extrahované¢ho Vv riznych objemech
okyseleného methanolického ¢inidla. Vysledné distribuce vSech vybranych skupin
fytohormont byly velmi podobné (Obr. 10). Vysledky ukazaly na dostatecnou kapacitu
extrakéniho pufru v celém testovaném rozmezi (0,25 az 1,0 ml;), avSak absolutni mnozstvi
naneseného vzorku je také kriticky parametr (Svac¢inova et al., 2012). Byl tedy testovan vliv
mnozstvi rostlinné matrice nanesené na 30 mg MCX sorbentu a ziskané profily byly mezi
sebou porovnany. Porovnani vyslednych profilti ukazalo snizeni poctu detekovanych CK
metaboliti (CK bazi a CK nukleotid; Obr. 12). To potvrzuje nutnost zavadéni novych
metodickych a inovativnich analytickych pfistupt pfi analyze fytohormonti (Novék et al.,

2017). Vysledky vsak ukazaly minimalni vliv rostlinné matrice na detekovany MS signal
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a dokazaly tak diive publikovanou kapacitu Oasis sorbentl pfi praci s rostlinnym pletivem
(Novék et al, 2012).

V posledni fazi bakalaiské prace byly tedy optimalizovany podminky purifika¢niho
protokolu pii pouziti disperzivni SPE. Bylo testovano mnozstvi sorbentu potfebného
K piecisténi rostlinného materialu a také mozna technicka provedeni SPE protokolu. Prvni
experiment ovétil vyuzitelnost disperzivniho uspotadani pti profilovani cytoKinind, auxind
a ABA z rostlinné matrice (Obr. 13). Prace ve zkumavce se ale ukdzala byti nevhodnou
aproto byl navrZzen novy protokol pracujici s mikrospin filtry vlozenymi do
mikrozkumavky. Ve srovnani s klasickym MCX protokolem (Dobrev a Kaminek, 2002)
poskytuje toto technické uspotadani v prosttedi rostlinné matrice srovnatelné vysledky (Obr.
14). Pro CK baze a ribosidy bylo dokonce dosazeno lepSich vysledk.

Disperzivni SPE je zalozena na disperzivnim procesu a vyuziva pevné sorbenty. Je
povazovana za u¢innou metodu pro extrakci, purifikaci, ¢isténi a analyzu konkrétnich latek
v komplexnich matricich (Novakova a VIckova, 2009). Na rozdil od klasického kolonového
pristupu minimalizuje kroky odstfed’ovani a filtrace. Pii vyuziti pevnych sorbentti dochéazi
K pfim¢jSimu kontaktu mezi analytem a absorpci, coz zlepSuje retenci analytu. Dochazi
kK minimalizaci spotfeby rozpoustédla a mnozstvi sorbentu. Disperzivni SPE je tedy

povazovana za levnéjsi a uc¢innéjsi metodu nez klasicka SPE (Islas et al., 2017).
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6 ZAVER

Predlozend bakalaiska prace se ve své teoretické Casti zabyvala odbornou reSersi na téma
rostlinnych hormont, jejich biosyntézy a metabolismu. Také byly shrnuty metody izolace
a purifikace vybranych skupin fytohormonti z rostlinné matrice a vyuziti hmotnostni
spektrometrie pfi jejich stanoveni.

V ramci experimentalni casti byl optimalizovan extrak¢éni a purifikacni protokol
z hlediska slozeni extrakéniho ¢inidla, extrak¢ni kapacity a nanaseni vzorku na SPE kolony
obsahujici polymerni sorbent se smienym mechanismem retence (Oasis® MCX). Dale bylo
srovnano klasické kolonkové uspotadani s disperzivni SPE, kterd byla provedena jak ve
zkumavce tak na microspin filtru.

Pfi optimalizaci slozeni extrakéniho Ccinidla byly zméfeny nejvyssi vysledné
koncentrace fytohormoni v modifikovaném Bieleskiho pufru, ktery byl doted’ pouzivan
nejcastéji pro extrakci fytohormond. Vysledky prace s neokyselenym methanolickym
roztokem naznacuji moznost hydrolyzy CK nukleotidii na ptislu§né baze a ribosidy, popf.
moznou enzymatickou aktivitu ptitomnych fosfatas, ktera by méla byt dale studovana.

U optimalizace extrak¢ni kapacity nebyly patrné zadné viditelné rozdily v namétenych
koncentracich u zadnych ze sledovanych analytii. Objem extrakcniho ¢inidla tedy nehraje
zasadni roli pfi izolaci fytohormonu z rostlinné matrice. Experiment nanaseni vzorku ukazal
nizsi pocet detekovanych CK metabolitli, coz naznacuje nevhodnost pouziti standardnich
SPE protokoli v klasickém kolonovém uspofadani pfi praci s nizkymi navazkami.

Disperzivni SPE se ukazala jako vhodné;jsi varianta pti extrakci a purifikaci vybranych
fytohormondlnich skupin. Metoda byla casové méné narocna, obsahovala méné kroki
nutnych k precisténi extraktl a sta¢ilo pouhych 10 mg MCX sorbentu misto celé SPE
kolonky obsahujici 30 mg MCX. V piipadé pouzivani nového protokolu by mélo byt
dosazeno celkového zrychleni metodiky izolace rostlinnych hormon a snizenych

finan¢nich ndkladl za laboratorni material potiebnych k praci.
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