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Seznam pouzitych zkratek
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BIN2 — BR-insenzitive 2

BKI1 — inhibitor kinazy 1
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BZR1 — brassinazol-resistentni 1

CPD — CARBOXYPEPTIDAZA C
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SPE - extrakce na pevné fazi

UHPLC-MS/MS - ultra vysoce ucinna Kkapalinova

s tandemovou hmotnostni spektrometrii

chromatografie



1 Uvod

Brassinosteroidy jsou steroidni rostlinné hormony objevené v 70. letech
minulého stoleti. Prvni brassinosteroid byl izolovan z pylu brukve fepky
(Brassica napus) a byl pojmenovan brassinolid. Brassinosteroidy se
v rostlinach nachazi ve velmi nizkych koncentracich, nejvy$si obsah je
zaznamenan Vv jiz zminénych pylovych zrnech, tyCinkach, pestiku nebo
semenech. Mezi jejich hlavni uCinky patfi zvySeni resistence rostlin vici

stresu, vliv na prodluzovani bunék, bunécné déleni, reprodukci a senescenci.

PfedloZzena diplomova prace se zabyva syntetickymi derivaty
brassinosteroidli — MK259 a MK266. U téchto analog BRs bylo potfeba pred
samotnym testovanim na rostlinném materialu vyloucit jejich cytotoxickou
aktivitu. Studie byla provedena na lidskych fibroblastech. Nasledné byla
urCena jejich biologicka aktivita na modelové rostliné Arabidopsis thaliana po
jejim ovlivnéni rdznymi koncentracemi BRs. Pomoci pocitaového programu
byla zméfena délka kofene a hypokotylu, vysledky byly zaznamenany do
grafu. Vramci této prace byly také studovany hladiny jednotlivych BRs u
rostlin, které byly stresovany suchem a u téch, které rostly za normalnich
podminek. Experiment byl proveden na hrachu setém (Pisum sativum), ktery
byl ovlivnén hormony 24-epiBL, MK259 a MK266 v raznych koncentracich. Po
homogenizaci vzorku probéhla extrakce za pouziti acetonitrilu a extrakce na
pevné fazi nasledovana imunoafinitni chromatografii. Spojenim ultra vysoce
ucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (UHPLC-
MS/MS) byly stanoveny endogenni hladiny jednotlivych brassinosteroidu

obsazené v hrachu setém v zavislosti na rustovych podminkach.
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2 Teoreticka ¢ast

2. 1 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BRs) jsou pfirodni latky, které se nachazi v pylu, semenech
a mladych vegetativnich tkanich rostlin. Hraji dulezitou roli ve vyvojovych
procesech rostlin zahrnujici buné&né déleni, prodluzovani bunék, starnuti listu
nebo reakci na stres (Clouse a Sasse 1998). BRs byly poprvé objeveny v roce
1970 skupinou Johna Mitchella (Mitchell et al. 1970). Jiz pfedem byla
vyslovena hypotéza, Ze pyl by mél mit zvySenou koncentraci rostlinnych
hormonu s cilem najit novou skupinu fyziologicky aktivnich latek. Screeningu
bylo podrobeno vice nez 60 druht pylu, ale pouze nékolik vzorkua, zejména pyl
fepky a olSe, vyvolal neobvyklou odpovéd — prodlouzeni. V extraktu z pylu
brukve fepky (Brasica napus L.) byly identifikovany neznamé slouceniny majici
vyznamny vliv na rist rostliny, které byly nasledné oznaceny jako brassiny
(Mitchell et al. 1970). Brassinosteroidy se vyskytuji ve velice nizkych
koncentracich, z 227 kg pylu fepky bylo purifikaci ziskano pouze 10 mg
biologicky aktivni latky, ktera byla nazvana brassinolid (viz obr. 1).
Rentgenovou analyzou krystalové struktury a spektroskopii bylo zjiSténo, ze
brassinolid je polyhydroxylovany steroid podobny steroidnim hormonum zvifat
(22R,23R,24S)-2a,30a,22,23-tetrahydroxy-24-methyl-B-homo-7oxa-5a-

cholestan-6-on (Grove et al. 1979).

OH  cH,

HO.,,

HO™

Obr. 1: Chemicka struktura brassinolidu (A) a castasteronu (B)

Brassinolid je jednim zneju€inngjSich hormond ze  skupiny
brassinosteroidd. O nékolik let pozdéji byl z halek kastanu (Castanea spp)

identifikovan ryZzovym ohybovym testem castasteron (viz obr. 1), jenZ je
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povazovany za prekurzor brassinolidu. Jeho struktura byla uréena

spektroskopickou metodou (Yokota et al. 1982).

2. 1.1 Biotesty

Pro izolaci a stanoveni biologické aktivity pfirozenych brassinosteroidu jsou

dalezité biotesty, které jsou specifické pro BRs.

Biotest na 2. internodu fazole

Timto testem byly poprvé identifikovany brassiny (Mitchell et al. 1970) a
poté byl pouZit pro izolaci brassinolidu (Grove et al. 1979). Semena fazoli
(Phaseolus vulgaris L., var Pinto) se nechaji nakli€it, vyberou se semena
velikostné uniformni a pfenesou se do nadoby obsahujici perlit a 1/10
fedéného Hoaglandova roztoku. Sazenice jsou péstovany 6 dni ve fytotronu
pfi teploté 25 'C-27 C (svételny rezim 16 hodin svétlo / 8 hodin tma). Testované
brassinosteroidy se rozpusti na poZzadovanou koncentraci v lanolinu a 2 ul jsou
naneseny na druhy internod (jeho maximalni velikost nesmi byt vétsi nez 2
mm). Kontrolni rostliny jsou oSetfeny samotnym lanolinem. Po 4 dnech od
aplikace se zméfi narust internodu testované rostliny vuci kontrole. Jiz pfi
oSetfeni 0,01 ug BR na rostlinu je pozorovano silné ztlusténi a rozstépeni
druhého internodu, coz je typicky jev pouze pro BRs (viz obr. 2) (Strnad a
Kohout 2003). Tento test byl pavodné vyvinut pro gibereliny (Grove 1979), ale
bylo zjisténo, Ze je vysoce citlivy i pro brassinolid a jeho analoga (Thompson
et al. 1979, 1982).
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K 10° 10° 10" 10" 10* 10"
24-epibrassinolide (mol)

Obr. 2: Biotest na druhém internodu fazole po aplikaci 24-epibrassinolidu, K-kontrola

Ryzovy ohybovy biotest

Tento biotest je nejpouzivanéjSim testem pro stanoveni brassinosteroidu.
Byl vytvoren v roce 1965 pro stanoveni aktivity jinych hormonud — giberelint a
auxinu (Maeda 1965). Test Ize provadét jak na celych rostlinach, tak pouze na
segmentech. Méfi se zména uhlu mezi stonkem a listem. Biotest je vysoce
citlivy pro BL a jeho pfibuzné slouceniny. Vypada nasledovné: segmenty, které
byly tvofeny jazyCkem (délka 1 cm), kolénkem a pochvou byly vyfiznuty ze
sedmidenni rostlinky ryze zakrslé (Oryza sativa L., cv. Kinmaze), ktera byla
nejprve inkubovana v destilované vodé pfi 30 C za tmy. Vyfiznuté segmenty
byly maceny 1 den v destilované vodé a poté byly inkubovany v 1 ml 2,5 mM
roztoku malatu draselného obsahujiciho testované mnozstvi latky po dobu 48
hodin pfi teploté 30C za tmy. Po inkubaéni dobé byl zméfen uhel 6 mezi
jazy&kem a pochvou. Uhel je umérny mnozstvi BR ve vzorku (viz obr. 3) (Wada
a Marumo 1981).
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Obr. 3: RyZovy ohybovy test (pfevzato a upraveno z Taiz a Zeiger 2010)

2. 1. 2 Biosyntéza

Brassinosteroidy jsou stejné jako gibereliny a kyselina abscisova
syntetizovany terpenoidni cestou z campesterolu, sitosterolu a cholesterolu.
Zatimco campesterol a sitosterol se v rostlinnych membranach vyskytuji
hojné, cholesterol je syntetizovan v mensim mnozstvi (Clouse a Sasse 1998).
Pro studie drah biosyntézy byly pouzity bunééné kultury barvinkovce rizového
(Catharanthus roseus L.), u kterého jsou BRs pfitomny v relativné velkém
mnozstvi. BRs byly radioaktivné oznaceny a jejich metabolické derivaty byly
identifikovany plynovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii.
Jejich biosyntézu Ize rozdélit na dvé €asti. Prvni ¢ast zacCina polymeraci dvou
farnesylovych difosfatll za vzniku triterpenu skvalenu a jeho pfeménou na
campesterol. Druha je pfimo specificka pro BRs a je potfebna pro vznik
aktivnich BRs, kdy dochazi k pfeméné campesterolu na brassinolid (Fujioka a
Sakurai 1997; Sakurai 1999).
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Biosynteticka draha BRs zacina sterolovym progenitorem campesterolem,
ktery vznika z cykloartenolu a jehoz vznik mizeme podrobné popsat takto:
mevalonat je preménén na AS-isopentenyl pyrofosfat, prechazi na geranyl
pyrofosfat, farnesyl pyrofosfat, preskvalen, skvalen a je pfeménén na
cykloartenol. Z n&j vznika episterol, 5-dehydroepisterol, 24-metylencholesterol

a nasledné campesterol (Clouse 2011).

Campesterol je pfeménén na castasteron (CS) tfemi paralelnimi
biosyntetickymi drahami. Tyto drahy spolu koexistuji, jsou spojeny na ruznych
mistech a jejich pfitomnost pravdépodobné poskytuje vyhodu za nepfiznivych
biologickych podminek. Jsou nazyvany jako ¢asna a pozdni C-6 oxidacni
draha a Casna C-22 oxidacni draha, ktera byla objevena pozdéji a je nezavisla
na campestanolu. Na Casné draze C-22 se podili velmi dualezity enzym
DWARF4 (DWF4), ktery pfeménuje campesterol na 22-hydroxycampesterol a
u jinych drah prfeméfnuje campestanol na 6-deoxocathasteron a 6-
oxocampestanol na cathasteron. Mezi dalSi enzymy, které se podili na
biosyntéze, patfi CARBOXYPEPTIDAZA C (CPD), DE-ETIOLED 2 (DET2) a
CYTOCHROMY 90D1 a 85A1,2 (CYP 90D1, CYP 85A1,2) (Clouse 2011).
V Casné C-6 oxida¢ni draze dochazi k pfeméné 6-oxocampestanolu pres
cathasteron na teasteron hydroxylaci postranniho fetézce, konkrétné na uhliku
C-22 a C-23. Tato draha byla pozorovana nejen u barvinkovce rizového, ale
také v semenaccich tabaku a ryze (Suzuki et al. 1995). V pozdni C-6 oxidacni
draze se C-6 oxiduje po pfidani hydroxyld k postrannimu fetézci a na C-2
kruhu A. Byly identifikovany 6-deoxoteasteron, 6-deoxocastasteron a 6-
deoxotyphasterol (viz obr. 4) (Choi et al. 1996, 1997). Biosyntéza BRs probiha

v endoplazmatickém retikulu (Fujioka a Yokota 2003).
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Obr. 4: Biosyntéza BRs (pfevzato a upraveno dle Clouse 2011)
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Regulace biosyntézy BRs

Hladina aktivnich brassinosteroidd je metabolicky regulovana negativni
zpétnou vazbou pfispivajici k udrzeni homeostazy. Mezi nejCastéjSi zpusoby
inaktivace patfi oxidace, hydroxylace, sulfonace, epimerizace nebo konjugace
s glukoézou &i lipidy (Fujioka a Yokota 2003). Dulezitym deaktivaénim krokem
je epimerizace 2a0-OH a 3a-OH skupin. Tato reakce je pozorovana nejen u
castasteronu, ale i u brassinolidu a jejich 24-epimer(, pravdépodobné

prostfednictvim odpovidajicich ketonl (Hai et al. 1996).

2. 1. 3 Signalni draha

Signalni drahou rozumime komunikaci mezi bufikami s cilem regulace vyvoje
bunék, rdstu nebo déleni. Pro takovou komunikaci je nutny receptor umistény
bud na povrchu buriky, na vnitini membrané anebo v cytoplasmé. Clouse et
al. v roce 1996 poprvé identifikovali sou€asti signalni drahy brassinosteroidu
v rostliné Arabidopsis pomoci mutantd, ktefi vykazovali normalni prodlouzeni
kofenu i v pfitomnosti vysoké koncentrace BL. Timto zpusobem identifikovali
mutanta BRI1 (brassinosteroid-insenzitive 1) (Clouse et al. 1996). Pfi dalSich
analyzach bylo prokazano, ze vSichni BR-senzitivni mutanti maji mutovanou
alelu BRI1 (Li a Chory 1997). To je dukazem, Ze BRI1 je nezbytnou sloZzkou
signalni drahy BRs. Na BRI1 a jeho dva blizce pfibuzné homology BRI1-LIKE
1 (BRL1) a BRI1 LIKE 3 (BRL3) se vysoce specificky vaze brassinolid, je tedy
receptorem pro BRs (Kinoshita et al. 2005). Brassinolid ma vétsi afinitu pro
BRL1 diky nepatrné strukturni zméné ve vazebném misté (She et al. 2013).
Receptor BRI1 je lokalizovan v plasmatické membrané a je receptorovou
proteinkinazou (Li a Chory 1997). BRI1 ma dvoji specifitu, jednak
autofosforyluje serin/threonin (S/T), tak i tyrosinové zbytky. Pro aktivaci BR1

jsou tyto modifikace nezbytné (Oh et al. 2009).

LRR kinaza je slozena z N-terminalni extracelularni domény s tandemem
LRR motivQ, transmembranové domény a domény cytoplasmatické kinazy se
specificitou ke zbytkim serinu, tyrosinu a threoninu (Kinoshita et al. 2005).

BRI1 obsahuje extracelularni doménu bohatou na leucin opakujici se v poctu
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25 (25 LRRs). Spojeni BRI1-LRR vytvafi Sroubovici (She et al. 2011). Pro
vazbu je nutny 70-aminokyselinovy usek, tzv. ostrovni doména, ktera se
nachazi mezi LRR 21 a 22 a ktera vytvafi vazebné misto pro BRs. Vazba
hormonu neovliviiuje celkovou strukturu, ale zpusobuje pouze lokalni
konformacni zménu. Vytvafi se hydrofobni povrch, ktery mize zprostiedkovat

vazbu s neznamym proteinem (Wang et al. 2001).

Receptor BRI1 je aktivovan navazanim brassinolidu a naslednou
autofosforylaci. BRI1 je fosforylovan v juxtamembranové doméné, C-
terminalnim konci a samotné kinaze. Tyto fosforylaéni mista jsou dulezité
soucasti receptorové aktivity a zaroven kontroluji disociaci inhibitoru BKI1
(inhibitor kinazy 1) z plasmatické membrany a jeho interakce s proteiny BAK1
(BRI1 asociovana receptorova kinaza 1) a BSK (BR-signaliza¢ni kinaza)
(Wang et al. 2005, Wang a Chory 2006, Tang et al. 2008).

Po fosforylaci vytvafi BRI1 hetero-oligomer (je sloZen ze dvou rdznych
monomeru) a dale fosforyluje BAK1, druhou LRR kinazu. BAK1 se aktivuje a
transfosforyluje BRI1. Tento fosforylovany heterodimer BRI1/BAK1 je
aktivovanou formou receptoru a je antagonisticky regulovan (Jaillais a Vert
2016).

PotlaCeni BR-indukované genoveé exprese se ucastni represor BIN2 (BR-
insenzitive 2). Tento gen kdéduje proteinovou kinazu. Pokud neni BR pfitomen,
BIN2 fosforyluje dva proteiny — BES1 (bril-EMS-supresor 1) a BZR1
(brassinazol-resistentni 1). Tyto proteiny jsou kliCové transkripéni faktory
nachazejici se v jadire. Po kratké dobé jsou ubikvitinovany a podléhaji
degradaci v proteasomu 26S (Li et al. 2018). Fosforylace BES1 a BZR1 a
asociace s proteiny 14-3-3 reguluje jejich pfechod z jadra do cytoplasmy, brani
vazbé& na cilovy promotor a tim blokuje transkripci (Vert a Chory 2006).
V pritomnosti BR je iniciovana signalni kaskada vedouci k transkripci genu.
BSU1 (BRI1 — supresor 1) defosforyluje BIN2, tim jej inaktivuje a je
degradovan v proteasomu (Kim et al. 2009). Po inaktivaci jsou BES1 a BZR1
defosforylovany pomoci protein fosfatazy 2A (PP2A), nasledné disociovany
z proteint 14-3-3, coz zpUsobuje jejich translokaci do jadra, navazani na DNA

a regulaci exprese cilovych genu (Li et al. 2018). Bylo zjisténo, Ze BRs zvysuji
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expresi supresoru BRI1 (SBI1), ktery je pozitivnim regulatorem degradace
BR1. Methyluje PP2A a kontroluje jeho pfemisténi, pficemz dojde ke

snadnéjSimu spojeni s aktivovanym BR1, coz vede k defosforylaci, degradaci
BRI1 a ukonceni BR signalizace (Wu et al. 2011).

inaktivni aktivni
p [:] BIN2 kinaza
_—
P ey
fosfataza D
Fosfo-BES1 BES1

!

BR-regulovana genova exprese

Obr. 5: Signalni draha brassinosteroid(i (pfevzato a upraveno dle Clouse 2008)
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2. 1. 4 Cytotoxicka aktivita

Jelikoz se brassinosteroidy podobaji Zivo€iSnym hormonim na zakladé
steroidniho kruhu, byly zkoumany jejich u€inky na lidské normalni a rakovinné
buniky. Dllezitym krokem bylo testovani aktivity 24-epibrassinolidu na mysich
hybridomech. Prokazalo se, Ze 24-epiBL dokaze zvysit potencial
mitochondrialni membrany a pocCet bunék v GO fazi, zaroveni dokaze snizit
poCet bunék v S fazi a hladinu intracelularnich protilatek (Franék et al. 2003).
Po tomto objevu vyvstala otazka, zda mohou mit BRs vliv nejen na
hybridomové mysi buriky, ale i na buriky lidské. Pfi studii byly zkoumany ucinky
vybranych BRs na lidské BJ fibroblasty a na linie riznych nadorovych bunék.
Prokazalo se, Ze néktera analoga BRs maiji vysokou cytotoxickou aktivitu vUgi
rakovinnym burnkam, a pfitom nizkou toxicitu vici bunkam normalnim. Mezi
nejucinnéjsi pfirozené BRs patfi 28-homocastasteron a 24-epibrassinolid (viz
obr. 6). Prutokovou cytometrii bylo zjiSténo, ze oba brassinosteroidy zastavuji
bunéény rust v G1 fazi buné€ného cyklu a dochazi k indukci apoptézy. Tyto

hormony byly u€inné v mikromolarnich koncentracich a do budoucna se BRs

a jejich derivaty mohou stat protinadorovymi IéCivy (Malikova et al. 2008,
Rarova et al. 2016).

Obr. 6: Chemicka struktura 24-epibrassinolidu (A) a 28-homocastasteronu (B)
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2. 1. 5 Uginek brassinosteroidti na riist a vyvoj rostlin

Brassinosteroidy vyrazné ovliviuji rust rostlin, prodluzovani bunék, bunécéné

déleni, reprodukci a senescenci a také stresové reakce u rostlin.

Vliv BRs na rust rostlin

Brassinosteroidy maji vyznamny vliv na rast rostlin, ktery byl potvrzen
biotesty na druhém internodu fazole. Pokud je rostlina BR-deficientni, dochazi
ke sniZzenému rastu rostlin a také ke snizeni po¢tu bunék. Pokud ma rostlina
zvySené hladiny BRs, dochazi ke zvétSeni velikosti rostliny. Tento u€inek je

nejzfetelnéjSi u mladych rostoucich tkani (Mandava 1988).

Brassinosteroidy maiji vliv i na rast kofenu. Pro normalni rist kofenl jsou
endogenni BRs dulezité, avSak exogenné aplikované BRs mohou mit jak
stimulaéni, tak inhibicni uc€inek v zavislosti na koncentraci. Pokud jsou
aplikovany exogenni BRs ve velkych koncentracich, ma to za nasledek
zkraceni deélky kofene. Prahova koncentrace, ktera kofen inhibuje, zavisi

predevSim na pouzitém analogu BRs (Mdssig 2005).

Vliv BRs na diferenciaci bunék

Brassinosteroidy jsou dulezitou soucasti pfi vyvoji vaskularniho systému,
uastni se predevsSim diferenciace xylému. U BR-deficientnich rostlin
prevazuje floém nad xylémem. Pokusy byly provedeny na mezofylnich
bunkach ostalky slicné (Zinnia elegans), ktera je pouzivana ke studiu

diferenciace xylému (lwasaki a Shibaoka 1991).

Vliv BRs na reprodukci a kli€ivost semen

Nejvys8i obsah brassinosteroidu je udavan v pylovych zrnech, ty€inkach

nebo semenech, a proto jsou velmi dllezité pro plodnost rostlin. Mnozstvi BRs
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muze byt snizeno a to ve vysledku zpusobuje nizSi plodnost nebo uplnou
samci sterilitu. Mutantni Arabidopsis thaliana CPD je sterilni z dGvodu
neschopnosti tvorby pylové la¢ky, zatimco mutant DWF4 ma pouze zkracenou
délku ty€inek. P¥i klic¢eni semen jsou dulezitymi hormony kyselina giberelinova
a abscisova, které pusobi navzajem opaénym efektem. Pro spravnou kli¢ivost
je nutna kyselina giberelinova — pokud je ji nedostatek, BRs se podili na
spravné kli¢ivosti semen. Pokud je v rostliné nadbytek kyseliny abscisové,
brassinosteroidy jsou dulezité k pfekonani tohoto inhibi¢niho ucinku (Choe et
al. 2000, Steber a McCourt 2001).

Reakce na stresové podminky

Rostliny jsou nepohyblivé organismy, u nichz musely byt vyvinuty obranné
mechanismy k ochrané a adaptaci vic&i okolnimu prostiedi. V dusledku
pusobeni abiotického stresu dochazi k vyraznym ztratam zemédélské
produkce po celém svété (Boyer 1982). Abiotickym stresem rozumime
chemické a fyzikalni faktory, mezi néz se fadi nedostatek nebo nadbytek vody,
svétla, minerall a vysoka ¢i nizka teplota. Tyto podnéty vedou
k morfologickym a fyziologickym zménam, dochazi k aktivaci podobnych
signalizaCnich drah s cilem ochrany bunék rostlin pfi aktualnich nepfiznivych
podminkach. Podstatou je koordinovana regulace s naslednou produkci
ethylenu, kyseliny jasmonové nebo salicylové a tvorba reaktivnich kyslikovych
radikald (Bajguz a Hayat 2009).

Stresové podminky jsou intenzivné zkoumany, v pfirodé jsou ale rostliny
vystavovany kombinaci rdznych abiotickych strest (Mittler 2006). Velka &ast
studii je provadéna za kontrolovanych podminek v laboratofi a diky tomu nelze
vytvofit takové podminky, jakych by bylo dosazeno v pfirodé. To je divodem,
pro€ nékteré ztransgennich rostlin vyvinutych v laboratofi se zvySenou
toleranci vici urc€itému stresu neprokazuji tytéz podminky pfi vysazeni do pudy
(Gao et al. 2000). Aklimatizace rostlin na druh abiotického stresu vyzaduje
specifickou reakci, ktera je pfizpdsobena pfesnym podminkam prostfedi.
Kombinace dvou nebo vice druhi vyzZaduje odpovéd, ktera je jedineCna

(Mittler 2006). Takovymi reakcemi jsou genetické modifikace, které jsou
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vyusténim pfirozeného vybéru po mnoho generaci a fenotypova plasticita.
Fenotypova plasticita je schopnost genotypu produkovat jinou fenotypovou
odpovéd v zavislosti na zméné abiotickych podminek. Dvé rostliny se stejnym
genotypem se tedy li§i v riznych znacich v zavislosti na tom, v jakych
podminkach rostly (Gianoli 2004). Uginek brassinosteroid pfi nepfiznivych

podminkach je zkouman pfedevsim v zemédélstvi s cilem zvysSit vynos rostlin.
Oxidacni stres

Za normalnich rastovych podminek je produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS) velmi nizka. Pfi pasobeni stresu a naruSeni bunéfné homeostazy
dochazi ke zvySené produkci ROS — predevsim superoxidového radikalu «O2™,
hydroxylového radikalu *HO2 nebo peroxidu vodiku H202. Bylo prokazano, ze
pfi exogenni aplikaci brassinosteroidli dochazi k modifikaci antioxidacnich
enzymu a k jejich zvySené aktivité. Po oSetfeni semenackl kukufice seté (Zea
mays), jenz byla vystavena vodnimu stresu, doSlo ke zvySeni aktivity
superoxiddismutazy, katalazy, kyseliny askorbové a karotenoidl. Podobného
vysledku bylo dosaZeno u sazenice ryze nebo u fasy chlorella (Bajguz a Hayat
2009).

Osmoticky stres

Z Siroké Skaly latek, které rostliny potiebuji ke svému ristu a spravnému
Dostupnost vody zavisi prfedevSim na podminkach prostfedi. Rostliny
absorbuji vodu v obrovském mnozZstvi kofeny, 97 % této vody se transportuje
napfi¢ rostlinou apoplastickou cestou a odpafi se procesem zvanym
transpirace. Malé mnozZstvi vody zustdva vrostliné a je vyuZito pfi
biochemickych reakcich a u metabolickych procesu. Pfi nedostatku vody
v pldé dochazi k negativnimu ovlivnéni zakladnich fyziologickych funkci.
Dochazi ke snizeni buné&ného turgoru, objemu a pH, pfitomné ionty jsou vice
koncentrované a mohou puUsobit cytotoxicky (Taiz a Zeiger 2010). Negativni
ucinek ma kromé nedostatku vody takeé jeji prebytek. PfiliS mnoho vody v pidé
vede ke snizené dostupnosti kysliku do bunék, dochazi k anoxii a tim ke
shizeni vynosu. Procesy pro snazsSi pronikani kysliku z pady jsou Fizeny

dalSimi rostlinnymi hormony, pfedevSim ethylenem nebo kyselinou
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abscisovou (Bailey-Serres a Voesenek 2008). Rostliny pfi osmotickém stresu
syntetizuji tzv. osmoprotektanty, mezi které patfi prolin, manitol nebo
trehal6za. Jsou to malé organické molekuly s nizkou toxicitou, jenz plsobi jako

osmolyty (Bajguz a Hayat 2009).

PFi oxidativnim stresu hraji BRs velkou roli, dochazi k prodlouzeni bunék,
udrzovani integrity membrany, syntéze sacharozy a celulézy (Clouse 2011).
Pfi aplikaci exogennich 24-epiBL a 28-HBL doslo u kajanu indického (Cajanus
cajan), ktery byl vystaven osmotickému stresu vyvolanému
polyethylglykogenem-6000 (PEG-6000), ke zlepSeni klicivosti a ristu semen
diky zvySené akumulaci kyseliny abscisove, glycinu a prolinu (Shahana et al.
2015). Podobnych vysledkl bylo dosazeno jiz dfive, kdy namoceni semen
fedkvicky do roztoku obsahujiciho 24-epiBL nebo 28-HBL spolu s PEG-6000
vedlo mimo jiné k inhibici peroxidace lipidi (Mahesh et al. 2013). U rajCat
postfikovanych roztokem s 24-epiBL doSlo také ke snizeni aktivity

lipooxygenazy a ke zvyseni celkového obsahu sacharidi (Behnamnia 2015).
Toxickeé kovy

Nejenze téZké kovy zpusobuji ztraty plodin, ale je ohroZena i bezpecnost
potravin. Kovy mohou v rostlinach inhibovat fotosyntézu, biosyntézu chlorofylu
a aktivitu riznych enzymu; dochazi k nadprodukci reaktivnich kyslikovych
radikald, které poskozuiji lipidy, proteiny a nukleové kyseliny (Ahammed et al.
2015). Aplikace exogennich BRs snizuje akumulaci toxickych kov( a dochazi
ke zmirnéni stresu. Mungo fazole (Vigna radiata) oSetfena 24-epiBL
vykazovala v dusledku toxicity niklu 2zvySeni obsahu sacharidud a
leghemoglobinu, coz vedlo ke zlepSeni rustu a vytéznosti semen (Yusuf et al.
2012). Pfi aplikaci 24-epiBL nebo 28-HBL na rostlinu rajcete bylo pozorovano
vyrazné zlepSeni fotosyntetické aktivity, i kdyZ rostla v padé kontaminované
kadmiem (Hasan et al. 2011). Je zajimavé, Ze pfi exogenni aplikaci
brassinosteroidli na rostliny Chlorella vulgaris vystavené stresu z tézkych kovl
nebyly zaznamenany vyrazné rozdily mezi hladinami endogennich
brassinosteroidl (Bajguz 2012). Na druhé strané u Brassica juncea byla
zaznamenana zvySena syntéza Ctyf riznych BRs: 24-epibrassinolidu,

castasteronu, dolicholidu a typhasterolu (Kanwar et al. 2012). A¢koliv mnohé
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studie jasné prokazuji pozitivni vliv BRs na rostlinu vystavenou stresu, byly
také zaznamenany naprosto odliSné vysledky. U Arabidopsis thaliana doslo pfi
exogenni aplikaci 24-epiBL k synergické reakci s kadmiem a ke zvySeni

vrwve

fazi rastu a zpusobem aplikace BRs (Villiers et al. 2012).
Slanost pudy

Slanost pudy je pfirozena (vysoka slanost pobliz pobfezi) anebo
vysoké koncentrace soli (Na* a CI), toxickych iontd (As a Cd) a nizké
koncentrace esencialnich mineralnich Zivin (Ca?*, Mg?* N, P) (Epstein a Bloom
2005). Na slanost pldy reaguji rostliny ve dvou krocich. Prvnim krokem je
rychla osmoticka faze, pfi které je zabranéno ristu mladych listd. Druhym
krokem je pomalejSi iontova faze, pfi niz se akumuluji toxické ionty a dochazi
k senescenci zralych listl. Dochazi také ke zhorSeni struktury pady, pfedevsim
se shiZzuje porovitost a propustnost vody. Rostliny se na slanost adaptovaly
toleranci na osmoticky stres, vylou¢enim sodnych kationtll nebo chloridovych
aniontl a toleranci rostlinné tkané na akumulované ionty (Munns a Tester
2008).

U semen kukufice, ktera byla vystavena vysoké koncentraci chloridu
sodného a oSetfena 28-HBL, byl pozorovan vyrazny ucfinek — sniZilo se
poskozeni membrany a hladiny peroxidu vodiku a doslo ke zvySeni aktivity
antioxidacnich enzym( (Anusha et al. 2016). P¥i aplikaci 24-epiBL na rostliny
hrachu se udrzela optimalni koncentrace organickych a anorganickych
osmolytl a celkovy stav vody, coz vedlo ke zlepSeni vynosu semen (Shadid et
al. 2015).

Teplotni stres

Teplota je pro rostliny nesmirné dulezity faktor. Kazda rostlina ma své
teplotni optimum a jakékoliv vychyleni ji mize poSkodit. Vysoka teplota je
nejvice Skodliva pro rostouci bunky a tkané, které jsou dehydratovany.
Dochazi ke zméné struktury membrany (zvySeni tekutosti), ktera muize

zpusobit unik iontd do okolniho prostiedi a také se narusuje spravna struktura
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a aktivita enzymu. Jednim z nejSkodlivéjSich u€inkl je inhibice fotosyntézy a
respirace. Pokud teplota klesne pod teplotni optimum, dojde ke zpomaleni
ristu a ke zméné barvy listl. Kofeny prestanou absorbovat vodu, snizi se
fluidita membrany a inhibuji se biochemické a metabolické procesy v rostliné
(Taiz a Zeiger 2010). PFi snizeni teploty az pod bod mrazu dochazi
k nevratnému poskozeni membrany z duavodu tvorby ledovych krystall
(Uemura et al. 2006).

U rostlin vystavenych nizké teploté je omezen rist, vyvoj a dochazi k
naruseni fotosyntetickych procest. Exogenni aplikace BRs stimuluji odolnost
rostlin vac&i témto nepfiznivym podminkdm zvySenim obsahu chlorofylu,
tvorbou antioxidaCnich enzym( nebo sniZzenim obsahu toxickych iontd. Toto
bylo potvrzeno u rajCete (Shu et al. 2016), okurky (Wei et al. 2015) nebo pepfe
(Jie et al. 2015), u néhoz exogenni aplikace brassinosteroidt zvysila hladinu
endogenni kyseliny salicylové, jasmonové a stimulovala biosyntetickou drahu
ethylenu (Li et al. 2015, Eremina et al. 2016).

| vysoka teplota ma nezadouci vliv na fotosyntézu. Exogenni aplikace 24-
epibrassinolidu zmirnila inhibici fotosyntézy indukovanou vysokou teplotou,
ktera byla doprovazena zvySenou aktivitou antioxidacnich enzymu a sniZzenou
peroxidaci lipidu u raj¢at. (Ogweno et al. 2008). Také vyznamné zlepSila
fotosyntetickou rychlost, stomatalni vodivost, zvySila regulaci obsahu
fotosyntetického pigmentu a fotochemickou aktivitu PSI (Zhang et al. 2013). U
baklazanu exogenni aplikace 24-epiBL vyrazné minimalizovala Skodlivé
hladiny ROS indukované teplem a zvySila sniZzeny obsah askorbatu,
redukovany glutathion a prolin (Wu et al. 2014).

2. 1. 6 Metody stanoveni BRs

Brassinosteroidy jsou netékavé, vysoce hydrofobni hormony, které se
v rostlinném materialu nachazi ve velmi malém mnozstvi a spolu s velkym
mnozstvim interferujicich latek, proto musely byt vyvinuty specifické metody

pro jejich uspésné stanoveni (Tarkowska et al. 2016). Prvni publikovanou
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metodou pro analyzu brassinosteroidi byla plynova chromatografie spojena
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Tato metoda méla ale zna¢né nevyhody,
BRs musely byt derivatizovany a nedochazelo ke kvantifikaci nékterych
analogl z dlvodu odlisné chemické struktury (Takatsuto et al.1982). V dnesSni
dobé se dava prednost kapalinové chromatografii s hmotnostni spektrometrii.
Zmrazena rostlinna tkan je homogenizovana a rozvazena do zkumavek. Pro
extrakci se pouzivaji organicka rozpoustédla, pfedevsim metanol a acetonitril,
ktera obsahuji rizna mnozstvi vody (0-70 %). Mezi nejvice interferujici latky,
které zpusobuiji pfiliSny Sum pozadi, patfi rostlinné pigmenty a fenolické latky.
Uginnou metodou pro jejich minimalizaci je extrakce na pevné fazi (SPE). SPE
kolony (Supelco Discovery®) obsahuji pryskyfici na bazi polyamidu, ktera
adsorbuje polarni slou€eniny s hydroxylovymi skupinami. Dochazi k reakci
mezi amidovymi skupinami pryskyfice a hydroxylovymi skupinami balastnich
latek. Timto zpusobem je odstranéna Cast latek, které rusi analyzu samotnych
brassinosteroidll (Tarkowska et al. 2016). DalSim krokem zvySujicim citlivost
analyzy je imunoafinitni chromatografie (IAC). Pouziva se imunoafinitni
sorbent s navazanou monoklonalni protilatkou proti BR — (20S)-2a,3a-
dihydroxy-7-oxa-7a-homo-5a-pregnan-6-on-20-karboxylova kyselina
(BR4812), ktera specificky vaze brassinosteroidy obsahujici 2a,3a-diol na
kruhu A. Pouziti imunoafinitni chromatografie pfed analyzou BRs zlepSuje
pomeér signal/Sum a snizuje matricovy efekt. Pro kvantifikaci endogennich BRs
se pouziva ultra vysoce ucinna kapalinova chromatografie spojena s
kvadrupolovym hmotnostnim spektrometrem. Ke kazdému vzorku je nezbytné
pridat pfed SPE a IAC interni izotopicky znaceny standard (IS). Vzorek je poté
injektovan na chromatografickou kolonu a izokraticky eluovan. Analyt je
kvantifikovan po ionizaci elektrosprejem v pozitivnim iontovém modu
(Oklestkova et al. 2017).
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3 Material a metody

3. 1 Chemikalie a pristroje
Chemikalie

Acetonitril, Affigel 10 (BioRad, Némecko), azid sodny (Sigma-Aldrich, USA),
DMSO, ethanol (VWR chemicals, CR), fytoagar (Duchefa Biochemie,
Nizozemsko), hydrogenuhligitan sodny (Lachema, CR), hydroxid sodny (Lach-
Ner, CR), kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, CR), kyselina mravengi (Sigma-
Aldrich, USA), methanol (Lach-Ner, CR), Murashige & Skoog médium
(Duchefa Biochemie, Nizozemsko), sachar6za (Duchefa Biochemie,
Nizozemsko), siran amonny (Lach-Ner, CR), Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA),
24-epiBL, MK259, MK266 nasyntetizovany v Laboratofi ristovych regulator(
UEB AVCR, smés izotopicky znagenych internich standard BRs (Olchemim,
CR), latky [2Hs]-MK259, [2Hs]-MK266 nasyntetizovany v Laboratofi ristovych
regulator  UEB AVCR, [?Hs]-brassinolid, [?Hs]-epibrassinolid, [2Hs]-
castasteron, [?Hz]-epicastasteron, [?Hs]-typhasterol, [?Hes]-MK259, [?He]-
MK266 - zasobni roztok stabilné izotopicky znacenych internich standard(

rozpus$ténych v methanolu na koncentraci 1 - 10°mol - I'1.
Biologicky material

Hrach sety (Karlova Univerzita), Arabidopsis thaliana col-0 ekotyp, kozni
fibroblasty (banka ATCC).

Slozeni roztoku

PBS pufr: 0,87 g NaCl, 7,8 g NaH2PO4 . 2 H20 na 1 litr destilované vody; pH
7,2.

Pristroje
Analytické vahy — CPA225D, Sartorius, Némecko

Centrifuga — Heraeus Biofuge Stratos, Trigon plus, Ceska republika
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Fluorescencni reader pro mikrotitraéni desti¢ky Fluoroskan Acsent — Thermo

Labsystem

Mikroskop — Nikon TMS

Kolona Acquity CSH™ Cis; 2,1 x 50 mm, 1,7 ym — Waters, Irsko
Kulovy mlynek — HM 301, Retsch, Ceska republika

Laminarni flowbox — Heto-Holten, Dansko

pH metr — Eutech Instruments, Nizozemsko

Tandemovy hmotnostni spektrometr Xevo® TQ MS - Waters MS

Technologies, Anglie

Ultra-ac¢inny kapalinovy chromatograf Acquity UPLC™ — Waters, USA
Ultrazvuk — Elmasonic S10, Elma, Ceska republika

Vakuovy manifold — Visiprep, Supelco, USA

Vortex — Velp Scantifica, Chemos, Ceska republika

3. 2 Metody prace

3. 2. 1 Testovani cytotoxicity vybranych derivati BRs

Testovani cytotoxicity probihalo ve sterilnich podminkach ve flowboxu
s laminarnim  proudénim vzduchu, aby doslo Kk minimalizaci mozné
kontaminace z okolniho prostfedi. Pro péstovani bunék je dllezité spravné
slozeni kultivaéniho média a vlastnosti okolniho prostredi, které zajistuje
inkubator. Lidské bunky se kultivuji pfi teploté okolo 37 C, tak jako je teplota
lidského téla. Okolni atmosféra byla obohacena o oxid uhli€ity, ktery se
spolupodili na udrzeni pH média. Relativni vihkost atmosféry se udrzuje kolem
90 %, aby nedoSlo k odpafeni vody z média a tim ke zméné koncentrace
slozek v ném obsazenych. Kultivacni médium ma své prfesné slozeni pro

zajisténi spravného rastu kultivovanych bunék. Hodnota pH je blizka 7,4,
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podobné jako je pH krve a dalSich télesnych tekutin. Jako zdroj energie slouzi
glukosa a L-glutamin. Mezi dalSi latky, které jsou obsazeny v médiu, patfi
anorganické soli, vitaminy, rastové faktory, peptidy, lipidy a stopové prvky. Aby
nedochazelo ke kontaminaci bakteriemi, pfidava se do média také malé
mnozstvi antibiotik, nejCastéji penicilinu nebo streptomycinu. Bunky se poté
mnozi exponencialné a pfi kontaktni inhibici se musi kultura nafedit a nasadit

do novych kultivaénich nadob (Vejrazka 2007).

Byla testovana tfi analoga brassinosteroidi — 24-epibrassinolid, MK259 a
MK266 (viz obr. 7). Syntetické derivaty MK259 a MK266 byly syntetizovany
v Laboratofi ristovych regulatori (Kvasnica et al. 2016). Testy byly provedeny
na lidskych fibroblastech BJ-36.p. pochazejici z americké bunécné banky
ATCC. Z narostlé kultivaéni nadoby se trypsinizaci uvolnily bunky, jejichz
pocet byl stanoven pomoci Burkerovy komurky. Bylo vypocitano, ze v 5 ml se
nachazi 2 100 000 bunék. Toto mnozstvi bylo potfeba pfepoditat tak, aby se
v 80 pl média nachazelo 5000 bunék (952 pl bunéfné suspenze a 5448 ul
média). Bunécna kultura byla napipetovana do 96-jamkové desky vyjma
krajnich jamek, kde se nachazelo pouze médium a deska byla inkubovana 24
hodin pfi 37 C. Po uplynuti 24 hodin se k bunééné kultufe pfidaly testované
latky. Sloupec 2 slouzil jako kontrola, byla zde pouze bunécna kultura. Ve
sloupci 3-5 byla latka MK259, ve sloupci 6-8 MK266 a ve sloupci 9-11 24-
epibrassinolid. Jejich zasobni koncentrace byla 7,5 mM. Kazda latka se
v mikrotitracni desti€ce nachazela v 6 ruznych koncentracich ve tfech
opakovani (viz obr. 8). Po 72 hodinové inkubaci byly buriky zkontrolovany pod
mikroskopem a nabarveny trypanovou modfi. Inkubace trvala 3 hodiny, poté
byly bunky vizualné zkontrolovany pod mikroskopem na zakladé zmény barvy
a pomoci fluorescenéniho readeru byla zméfena mira fluorescence pfi

544/590 nm (excitace/emise).
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Obr. 7: Chemicka struktura MK259 (A) a MK266 (B)

médium b. kultura ~ MK259 ulfjamka MK266 pl/jamka 24-epiBL ul/jamka
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

kontrola 50 [ 50 [ 50 | 50 [ 50 [ 50 [ |

kontrola | 16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7
kontrola | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 5.6
kontrola | 1.9 | 1.9 |1 191919 19|19 ]| 19|19
kontrola | 0.6 | 0.6 | 0.6 | 0.6 | 0.6 | 0.6 | 0.6 | 0.6 | 0.6
kontrola | 0.2 | 0.2 | 02 | 02 | 02 | 02 | 02 | 0.2 | 0.2

I(OMmm|OO|(m|>

Obr. 8: Schéma 96-jamkové desky pro ur€eni cytotoxicity analogll BRs

3. 2. 2 Priprava média a vertikalnich desek, vysev

Pro studium biologické aktivity vybranych BRs byla pouZita modelova rostlina
Arabidopsis thaliana a biotest zalozeny na inhibici ristu kofene. Rostliny byly
kultivovany v in vitro podminkach na vertikalnich deskach. Na pfipravu
kultivaCniho média bylo navazeno 0,66 g Murashige&Skoog média (MS) a 3 g
sachardzy. Latky byly rozpustény v redestilované vodé, pH bylo upraveno
hydroxidem sodnym o koncentraci 0,1 M na pH 5,7 a objem byl doplnén na
300 ml. Do Erlenmayerovy bariky bylo navazeno 2,1 g fytoagaru a nasledné
zalito pfipravenym roztokem. Barika byla prekryta alobalem s paskou pro
kontrolu sterilizace. Médium, Petriho miska s filtranim papirem, S$picky,
paratka a  destilovana voda byly sterilizovany v autoklavu.

Po sterilizaci bylo ve flowboxu nalito do sterilni zkumavky 20 ml média. K nému
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bylo pfidano 20 yl DMSO anebo 20 ul testované latky o koncentraci 1.104 —
1.107 M. Zkumavka s médiem byla nékolikrat promichana pomalym a
opakovanym prevracenim, poté bylo médium nalito na desku a nechano

ztuhnout.

Pfed vysevem na desku musela byt seminka Arabidopsis thaliana ekotyp
Columbia-0 (col-0) vysterilizovana pro zabranéni nezadouci kontaminace. Do
mikrozkumavky bylo odsypano malé mnozstvi seminek, ke kterym bylo
pfidano 500 pl sterilizacniho roztoku (70% ethanol (v/v), 0,1% Tween 20).
Mikrozkumavka byla uzaviena a michana po dobu 5 minut pfi 4 ‘C. Po uplynuti
této doby bylo ve flowboxu odstranéno pfebyte€né mnozstvi sterilizacniho

roztoku a seminka pfenesena na filtraéni papir v Petriho misce.

Vysterilizovana seminka byla vysévana pomoci paratka v mnozstvi asi 15
kusl na jednu kultivaéni desku. Desky s vysetymi seminky byly uzavieny a
zatazeny paskou Softpore z netkaného textilu. Poté byly zabaleny do alobalu
a vlozeny do lednice dnem doll (den ¢&. 0) kvali synchronizaci kli¢eni. Za dva
dny od vyseti (den €. 2) byly desky pfeneseny do fytotronu a uloZeny vertikalné
do stojant (fotoperioda 16 hodin svétlo / 8 hodin tma, teplota 23 C). V den &.
7 byly desky oskenovany (viz obr. 9) a byla zméfena délka kofene a hypokotylu

Vv programu ImageJ.
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Obr. 9: Tydenni semenacky Arabidopsis thaliana — A: bez ovlivnéni hormony, B:
ovlivnéné 100 nM 24epiBL
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3. 2. 3 Kultivace rostlin hrachu setého

Pro analyzu brassinosteroidu byly kultivovany rostliny hrachu setého (Pisum
sativum) rostouci za normalnich a stresovych podminek. Experiment byl
provadén ve spolupraci s Laboratofi genetiky rostlin (Katedra genetiky a
mikrobiologie PfF UK v Praze). Rostliny byly péstovany ve skleniku za
pfirozenych svételnych podminek. Po 3 tydnech rustu byly na rostliny
aplikovany studované latky formou postfiku, ktery byl opakovan po dobu 7 dnu.
U kontrolnich rostlin byl postfik proveden pouze destilovanou vodou. DalSi 3
tydny byla ¢ast rostlin vystavena stresu suchem, druha ¢ast rostlin byla nadale
zalévana. Po ukonc&eni pokusu byla u studovanych rostlin stanovena hmotnost
susiny. Studované BRs byly testovany v 7 koncentracich (10°-101* M) a
minimalné 20 biologickych opakovéanich/koncentraci. Cast rostlin byla po

ukoncCeni pokusu zamrazena a pouzita pro analyzu endogennich hladin BRs.

3. 2. 4 Extrakce vzorku pro analyzu BRs

Vzorky hrachu byly homogenizovany pod tekutym dusikem, rozvazeny do
mikrozkumavek po 100 mg a uchovany pfi teploté — 70 C. Ke kazdému vzorku
byly pfidany 2 extrakéni kulicky a 1,5 ml extrakéniho €inidla - 60% acetonitrilu
(viv). Vzorky byly homogenizovany v extrak&énim mlynu po dobu 6 minut a
frekvenci 27 Hz, 3 minuty v sonikacni lazni a extrakce nasledné probihala po
dobu 12 hod. pfi 4°C. Po uplynuti této doby byly vzorky centrifugovany (10
minut pfi 17 000 rpm, 4 'C), supernatan byl odebran a ke kazdému vzorku byla

pfidana smés deuterovanych standardud D3/Ds — BRs (25 pmol/vzorek).

3. 2. 5 SPE purifikace
Pro SPE purifikaci byly pouZzity kolony Discovery DPA — 6S (Supelco) 250 mg.

Kolony byly aktivovany promytim 3 ml 100% methanolu a ekvilibrovany 3 mi

60% acetonitrilu (v/v). Na takto pfipravené kolony byl nanesen vzorek a frakce

35



byla sbirana do pfipravenych zkumavek. Vzorky byly odpafeny na rotacni

vakuové odparce.

3. 2. 6 Imunoafinitni chromatografie

Imunoafinitni gel (Oklestkova et al. 2017) o objemu 500 pl v kolonkach s fritou
byl zregenerovan takto: 3 ml PBS pufru, 3 ml destilované vody, 3 ml
acetonitrilu, 3 ml destilované vody a 3 ml PBS pufru. Vzorky byly rozpustény
v 75 ul 100% methanolu a 925 pl PBS pufru, poté byly vioZzeny do ultrazvuku
na 3 minuty. Po rozpusténi byly vzorky naneseny na kolonku a jimany do
stejné zkumavky. Cely proces byl 7x zopakovan pro zvySeni vytéznosti.
Potfebny analyt se navazal na imunoafinitni gel a kolona byla promyta 9 mli
destilované vody pro odstranéni necistot. Analyty byly eluovany 3 ml 100%
methanolu, jimany do sklenéné zkumavky a odpafeny do sucha na TurboVap

dusikové odparce.

3. 2. 7 Analyza vzorkl pomoci UHPLC-MS/MS

Po imunoafinitni chromatografii byly vzorky rozpustény v 50 pl 100%
methanolu, 3 minuty sonifikovany a preneseny do vialek a inzertll. Z kazdého
vzorku bylo injektovano 5 yl na UHPLC chromatografickou kolonu s reverzni
fazi (Acquity CSH Phenyl-Hexyl, 2,1 mm x 50 mm, 1,7 ym). Kolona byla
temperovana na 40C. Mobilni fazi byl acetonitrii (A) okyseleny 10 mM
kyselinou mravenci (B). BRs byly izokraticky eluovany béhem 1,5 minuty. Pro
naslednou kvantifikaci byl pouzit kvadrupélovy hmotnostni spektrometr Xevo
TQ MS (Waters MS Technologies, Manchester, UK) s ionizaci elektrosprejem
a kolizni celou Scan Wave. Brassinosteroidy byly analyzovany v pozitivnim
iontovém modu (ESI+). Hmotnostni spektrometr byl nastaven takto: napéti na
kapilafe 3,0 kV, napéti na kéné 20 V, teplota zdroje 120C, teplota
desolvataéniho plynu 550°C, pratok plynu na kéné 70 L h' a pratok
desolvataéniho plynu 600 L h?' (Oklestkova et al. 2017). Nasledné
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vyhodnoceni jednotlivych analytll probéhlo pomoci programd MassLynx™ a
TargetLynx™. Kvantifikace BRs v analyzovanych rostlinnych vzorcich byla

provedena s vyuzitim metody izotopického fedéni.
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4 Vysledky

4. 1 Stanoveni cytotoxicity

Pro pouziti syntetickych derivatl rostlinnych hormont v zemédélstvi je nutné
nejprve urcit jejich cytotoxickou aktivitu. V pfipadé toxicity je nelze pouZit
z divodu bezpecnosti pro Clovéka. Pri testovani cytotoxické aktivity tfi analogu
BRs (24epiBL, MK259, MK266) na lidskych fibroblastech bylo potvrzeno, Ze
nejsou pro zivé bunky toxické (viz graf 1), téméfF 100 % bunék zustalo po
oSetfeni BRs vitalnimi. Pokud by toxické byly, doslo by u mrtvych bunék
k poruseni plazmatické membrany a barvivo, s nimz byly buriky inkubovany,
by volné vtékalo do bunky a zbarvilo ji modfe. U zZivych bunék barvivo do buriky

nevtéka a zUstavaji bezbarvé.

Zavislost vitality bunék na koncentraci BRs
140

e 24epiBL
120

M: MK259
100

~~—F

% zivych bunék

e MK266
80

60

40

20

0,21 0,62 1,85 5,56 16,67 50
koncentrace na jamku [amol/I]

Graf 1: Zavislost Zivotaschopnosti bunék na koncentraci 24epiBL, MK259 a MK266
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4. 2 Stanoveni biologické aktivity vybranych derivati BRs

Derivaty (MK259, MK266) syntetizované v Laboratofi rustovych regulatorl
byly na zakladé pocitatového modelovani (Kvasnica et al. 2016) vybrany ke
stanoveni biologické aktivity spolu s 24-epibrassinolidem (pozitivni kontrola)
na modelové rostliné Arabidopsis thaliana rostouci v kultivaénich deskach ve
fytotronu. Jedna miska byla kontrolni a obsahovala pouze MS, dal$i kultivaéni
miska obsahovala MS s 20 pyl DMSO, ktery byl pouzit jako rozpoustédlo pro
zkoumané latky a mohl by na rostliny pUsobit inhibi¢né. V dalSich miskach byly
v médiu obsazeny i testované hormony v koncentracich 10 az 107 M.
Tydenni rostlinky byly oskenovany a nasledné zméfeny v programu ImageJ.
Méfila se jak délka kofene, tak délka hypokotylu. Bylo zjisténo, ze vysoké
koncentrace 24epiBL, MK259 a MK266 inhibuji rast kofene a stimuluji rust
hypokotylu. Rlst hypokotylu nejvice stimulovala latka MK266. Biologicka
aktivita syntetickych derivatt MK259 a MK266 byla srovnatelna s 24-

epibrassinolidem.

Délka kofene u Arabidopsis thaliana

3 25 MS+DMSO
E '
2 20 24epiBL
2 T
g 5 i e—— MK259
= > T
] - MK266
10 T
5
0

0,1 1 10 100
koncentrace [nM]

Graf 2: Studium vlivu hormont 24epiBL, MK259 a MK266 na délku kofene

modelové rostliny Arabidopsis thaliana
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Délka hypokotylu u Arabidopsis thaliana

3 MS+DMSO
e 24epiBL
2,5 P
/T MK259
e MK266

15
E— |

0,5

délka hypokotylu [mm]
N
H

0,1 1 10 100
koncentrace [nM]

Graf 3: Studium vlivu hormonl 24epiBL, MK259 a MK266 na délku hypokotylu

modelové rostliny Arabidopsis thaliana
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4. 3 Stanoveni hladin derivati BRs v rostlinném materialu

Hladiny derivatl BRs byly stanoveny u rostlin hrachu setého, na néz byly
aplikovany studované latky formou postfiku a které rostly za normalnich a
stresovych podminek. Hladiny jednotlivych BRs byly analyzovany systémem

UHPLC-MS/MS a vyhodnoceny v programech MassLynx™ a TargetLynx™.

Hormon brassinolid se nachazel v nejvyssi koncentraci u rostliny rostouci
za stresovych podminek, ktera byla postfikovana roztokem s MK259
o koncentraci 101! M, jeho hodnota byla 2,64 pmol/g. Hodnoty brassinolidu u
rostlin postfikovanych dalSimi hormony v rlznych koncentracich byly
podobné. U kontrolni rostliny rostouci v normalnich a stresovych podminkach

byla hodnota brassinolidu mimo detekcni limit (viz graf 4).

Brassinolid
3.5 kontrola sucho
mkontrola zalévané
3 u 24epiBL sucho
24epiBL zalévane
25 mMK259 sucho

MK259 zalévané

mMK2686 sucho

MK266 zalévané

koncentrace [pmol/g]

0,

w

0

Il i “i ol il il I

kontrola 10" 10" 10° 10° 10°
koncentrace hormon aplikovanych na rostliny a vliv prostiedi

Graf 4. Koncentrace brassinolidu v rostlinném materialu v zavislosti na aplikaci

riznych hormond a podminek prostredi
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Hormon 24-epibrassinolid se nachazel v nejvy$§im mnozstvi

rostlin

postfikovanych 24-epiBL v koncentracich 107 — 10° M. Celkové ale detekované
hladiny nebyly tak vysoké, jako hladiny MK259 a MK266 u rostlin, které byly
postfikovany roztoky s MK259 a MK266 (viz graf 10 a 11). U kontrolni rostliny byl 24-

epiBL detekovan pouze pfi ristu za stresovych podminek (viz graf 5).
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II il L 1 IIi Ii i
10™ 10™ 10° 10° 107 10° 10°

koncentrace hormon(l aplikovanvch na rostlinv a vliv prostredi

kontrola sucho
® kontrola zalévané
m 24epiBL sucho
24epiBL zalévané
m MK259 sucho
MK259 zalévané
® MK266 sucho

MK266 zalévané

Graf 5: Koncentrace 24-epibrassinolidu v rostlinném materialu v zavislosti na aplikaci

riznych hormond a podminek prostredi
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Hladiny hormonu castasteronu byly detekovany jak u kontrolni rostliny, tak
u dalSich vzork(. Jeho koncentrace byla pfi postfiku 24epiBL, MK259 a MK266
u v8ech rostlin velmi podobna. Vyrazny narust byl pozorovan pouze u rostliny
rostouci ve stresovych podminkach a postfikované roztokem s 24-

epibrassinolidem o koncentraci 10® M — jeho hodnota byla téméf 43 pmol/g

(viz graf 6).
Castasterone
70 kentrola suche
W kontrola zalévané
60 B 24epiBL sucho
24epiBL zalévané
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koncentrace hormoni aplikovanych na rostlinu a vliv prostiedi

Graf 6: Koncentrace castasteronu v rostlinném materialu v zavislosti na aplikaci

raznych hormonu a podminek prostfedi
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Hormon 24-epicastasteron se u kontrolni rostliny nalézal pod limitem
detekce, jeho nejvysSi hodnota byla stanovena u rostliny stresované suchem
postfikované roztokem s 24-epibrassinolidem o koncentraci 10° M — 47
pmol/g. U dalSich rostlin rostoucich za normalnich a stresovych podminek byla

hodnota tohoto hormonu velmi podobna (viz graf 7).
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Graf 7: Koncentrace 24-epicastasteronu v rostlinném materialu v zavislosti na aplikaci

raznych hormonu a podminek prostredi

44



NejvysSi hladina hormonu homocastasteronu byla zaznamenana u
kontrolni rostliny rostouci za normalnich podminek — 120 pmol/g. Vysoké
hladiny byly také zaznamenany u zalévanych rostlin, které byly postfikovany
roztokem s MK266 ve vSech studovanych koncentracich. Hormon
homocastasteron byl ale jinak detekovan u vSech rostlin postfikovanych vSemi

studovanymi koncentracemi v podobném mnozstvi (viz graf 8).

Homocastasteron
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Graf 8: Koncentrace homocastasteronu v rostlinném materialu v zavislosti na aplikaci

riznych hormond a podminek prostredi
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NejvysSi hladiny typhasterolu byly detekovany u rostlin rostoucich za
normalnich podminek, které byly postfikovany roztokem s MK266. U kontrolni

rostliny nebyla hladina typhasterolu detekovana (viz graf 9).
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Graf 9: Koncentrace typhasterolu v rostlinném materialu v zavislosti na aplikaci

raznych hormont a podminek prostredi
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Latka MK259 je synteticky derivat brassinosteroidi a jako takova by se
neméla vyskytovat jako endogenni BR u rostlin. Zjisténa koncentrace u
kontrolnich rostlin je nejspiSe zplUsobena kontaminaci téchto rostlin pfi
postfiku. Nizka hladina této latky byla detekovana u rostlin postfikovanych
roztoky v rozmezi koncentraci 10-11-10° M. Nejvy$Sich hladin bylo dosazeno
u postfikovanych rostlin roztokem s MK259 o koncentraci 10> M rostoucich za
stresovych podminek — az 109 990 pmol/g. Nizké hladiny MK259 u rostlin, na
které byla aplikovana latka MK266 rovnéz ukazuji na moznou kontaminaci pfi

postfiku (viz graf 10).
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Graf 10: Koncentrace MK259 v rostlinném materialu v zavislosti na aplikaci riiznych

hormonu a podminek prostfedi
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Detekce latky MK266 ve vétSim mnozstvi u kontrolnich rostlin opét ukazuje
na moznost kontaminace téchto rostlin pfi postfiku testované latky. NejvysSich
hladin bylo dosazeno u rostlin postfikovanych roztokem s MK266 o
koncentraci 10° M, které rostly za normalnich podminek — az 65 022 pmol/g.
Zjisténa koncentrace MK266 u rostlin, na které byla aplikovana pouze latka
MK259, mohou byt zplsobeny opét kontaminaci pfi postfiku nebo u rostlin
muze dochazet k metabolické pfeméné latky MK259 na latku MK266 (obdoba
biosyntetické pfemény castasteronu na brassinolid katalyzované pomoci
enzymu CYP85A2) (viz graf 11).
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Graf 11: Koncentrace MK266 v rostlinném materialu v zavislosti na aplikaci riznych

hormonu a podminek prostfedi
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5 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo objasnit, zda maji dva syntetické derivaty
brassinosteroidi — MK259 a MK266 vliv na zvySeni tolerance rostlin vUci
abiotickym stresim. Testovani bylo zapocato zjiSténim, zda jsou studované
derivaty toxické vuci zivym burfikam. In vitro studie provedena na lidskych
fibroblastech jasné prokazala, Zze MK259 a MK266 nevykazuji cytotoxickou
aktivitu vaci normalnim lidskym burikam a Ize je bezpecné pouzit u rostlin, aniz
by doslo k ohrozeni bezpec€nosti ¢lovéka. Pfi koncentracich v rozmezi 0,21
pmol/l az 50 pymol/l se procento zivych bunék pohybovalo kolem 100 %. Ale i
brassinosteroidy mohou pUsobit cytotoxicky v zavislosti na typu bunék, jak
bylo potvrzeno napfiklad u bunék rakoviny prsu - 24-epiBL a 28-HBL zastavily
bunécny cyklus v G1 fazi a zpusobily apoptézu (Steigerova et al. 2010) a nebo
u nadorovych bunék prostaty — tyto hormony vyznamné sniZily pocet
rakovinnych bunék (Steigerova et al. 2012) a mohly by byt v budoucnu pouZity

k vyvoji novych typu I€Civ.

Po ovéfeni, Ze syntetické derivaty Ize pouzit, byl zkouman jejich vliv na
biologickou aktivitu u modelové rostliny Arabidopsis thaliana. Tato rostlina byla
vysazena do kultivacnich desek obsahujici MS médium s DMSO a testované
latky MK259, MK266 a 24epiBL v koncentracich 10# az 10”7 M. Tydenni
rostliny byly oskenovany a v pocitaCovém programu ImageJ byla zméfena
délka kofene a hypokotylu. Vysledné hodnoty odpovidaly ofekavani —
s rostouci koncentraci hormonl se sniZzovala délka kofene. Arabidopsis
thaliana je modelovou rostlinou, na niz byly BRs testovany dfive a bylo
dosazeno obdobnych ucinku. Nizké hladiny exogennich BRs stimulovaly rust
kofenu, zatimco 24-epibrassinolid o koncentraci = 1nM jejich rast vyrazné
inhiboval (Mdssig et al. 2003). Opacny vliv byl pozorovan u hypokotylu,
s rostouci koncentraci se zvySovala jeho délka, nejvyraznéjSi vliv byl
pozorovan u hormonu MK266. Tyto vysledky byly opét oCekavané, elongace
hypokotylu viivem riznych derivatd BRs byla jiz potvrzena (Nakamura et al.
2017).
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Ve spolupraci s Laboratofi genetiky rostlin (PfF UK v Praze) byl studovan
vliv testovanych derivati na endogenni hladiny BRs u rostlin rostoucich za
normalnich a stresovych podminek. Rostliny hrachu setého (Pisum sativum)
byly péstovany po dobu tfi tydnu. Po uplynuti této doby byly na rostliny formou
postfiku aplikovany studované latky v 7 koncentracich (10-°-101* M). Poté byla
¢ast rostlin kultivovana za normalnich podminek a ¢ast byla vystavena stresu
suchem. U obou variant byla nasledné stanovena hmotnost suSiny
nadzemnich €asti (viz pfilohy tab. 1), ktera byla u rostlin stresovanych suchem
0 néco mensi nez u téch, které rostly za normalnich podminek. Po
homogenizaci vzorku, pfidani deuterovanych standardl, SPE purifikaci a
imunoafinitni chromatografii byly pomoci UHPLC-MS/MS stanoveny
endogenni hladiny jednotlivych BRs. Prvni pouZitou metodou pro stanoveni
BRs byla plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (GC-
MS). BRs ale nejsou tékavé latky, proto musely byt pfed analyzou
derivatizovany, nejCastéji kyselinou metanboronovou nebo trimetylsilanem
(Takatsuto et al. 1982). Pro snazSi stanoveni byla vyvinuta vysoce citliva
metoda, ktery spociva v precisténi vzorkl pomoci SPE s iontoménii —
vymeénou aniontu a kationtl, nasledovanou UHPLC-MS/MS. Tato metoda ale
kvantifikovala pouze Ctyfi bioaktivni BRs (brassinolid, castasteron, typhasterol
a teasteron) (Xin et al. 2013). Je potvrzeno, Ze exogenni aplikace
brassinosteroidl zlepSuje u rostlin odolnost vuci suchu. Studie se ale liSi
v zavislosti na druhu rostlin, jejich kultivaci, vyvojovém stadiu a také je obvykle
zkouman pouze jeden genotyp. V pfedeslych studiich je osmoticky stres u
rostlin vyvolan PEG, ktery pusobi velmi rychle a silng, v pfirodé je ale tento
proces vétSinou pomalejSi a postupnéjsi a ziskané laboratorni vysledky proto
nemusi korespondovat se suchem, které se vyskytuje v pfirodé (Tumova et al.
2018). U rostlin hrachu vystavenych suchu byl jiz zkouman vliv BRs — byl
hodnocen vliv bioaktivniho castasteronu. Bylo zjisténo pouze nepatrné zvyseni
tohoto hormonu, coz nasvédCuje tomu, Ze rostlina hrachu nereaguje na
osmoticky stres zménami endogennich BRs (Jéger et al. 2008). Dalsi studie
stanovovala obsah endogennich BRs u dvou genotypu kukufice. Jeden
genotyp byl rezistentni va&i suchu a druhy citlivy (Tdmova et al. 2018).
Pfedpokladem bylo zvySeni hladin BRs u rezistentniho genotypu kukufice.

Nejvice  zastoupenymi BRs byly typhasterol, norbrassinolid a
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homocastasteron, které byly podle ocekavani ve vétSim mnozstvi u
rezistentniho genotypu. U tohoto genotypu se norbrassinolid nachazel
priblizné v 15krat vétSim mnozstvi, nez bylo publikovano dfive u bézného
kultivaru kukufice dle OkleStkova et al. 2017 (Tumova et al. 2018).

V této diplomové praci se spojenim SPE s IAC podafilo identifikovat
brassinolid, 24-epibrassinolid, castasteron, 24-epicastasteron,
homocastasteron, typhasterol, derivaty MK259 a MK266. Kvuli nizké
koncentraci a polarité je detekce BRs velmi obtizna, proto byla pro purifikaci
pouzita imunoafinitni chromatografie s navazanou monoklonalni protilatkou
specifickou pro BRs. Tato metoda vyrazné zlepSuje naslednou detekci BRs

viwv s

et al. 2017).

Hormon brassinolid se u testovanych rostlin nachazel v rozmezi
koncentraci 0-1 pmol/g. Jeho nejvysSi hladina byla detekovana u rostlin
postfikovanych roztokem MK259 o koncentraci 10 M, které rostly za
stresovych podminek (2,64 pmol/g). Hormon castasteron se u rostlin nachazel
v rozmezi koncentraci 0-10 pmol/g, jen u rostliny stresované suchem a
postfikované roztokem s 24-epiBL doSlo k narGstu hladiny endogenniho
castasteronu — témér 43 pmol/g. Podobnych vysledkd bylo dosazeno i u 24-
epicastasteronu. Hladiny tohoto hormonu u rostlin dosahovaly koncentrace
mezi 0—8 pmol/g, pouze u rostliny vystavené stresu suchem a postfikované
roztokem 24-epiBL o koncentraci 10° M doslo k vyraznému narGstu hladiny —
47 pmol/g. Tyto vyrazné vychylené hodnoty mohly byt ale také zplUsobeny
chybou (kontaminaci) v pribé&hu kultivace rostlin nebo pfi purifikaci vzorku.
DalSim stanovovanym derivatem BRs byl homocastasteron. Tento hormon Ize
u rostlin detekovat témér vzdy, coz se potvrdilo i v tomto experimentu. Vysoké
hladiny byly detekovany nejen u kontrolnich, ale i u ostatnich rostlin. Hladiny
se pohybovaly v rozmezi 7-116 pmol/g. Ve vétSim mnozstvi byl u rostlin
detekovan hormon typhasterol, nejvySsi hladina byla detekovana u rostliny
postfikované roztokem MK266 a rostouci za normalnich podminek — hladina
typhasterolu byla témérf 690 pmol/g. Rostliny byly postfikovany roztoky
s derivaty BRs — 24-epibrassinolidem, MK259 a MK266, proto byly oCekavany

vysSi hladiny téchto latek pfi stanoveni, coz se potvrdilo. U rostlin, které byly
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oSetfeny 24-epiBL v koncentracich 107-10° M, byly detekovany vysoké
hladiny tohoto hormonu jak u rostlin stresovanych, tak rostoucich za
normalnich podminek. NejvysSi hladiny bylo dosazZeno pfi koncentraci roztoku
10° M u rostliny vystavené suchu — 3908 pmol/g. Tato koncentrace je nizsi
nez u latek MK259 a MK266 z davodu metabolizace 24-epiBL na jiné latky.
Latka MK259 byla v nejvétSi mife detekovana u rostlin postfikovanych
roztokem MK259 v rozmezi koncentraci 108-10° M. Hladiny byly velmi
vysoké, pfi koncentraci roztoku 10-> M dosahovaly témér k 110 nmol/g. Hladiny
MK259 by mohly byt jesté vyssi, tato latka se ale pravdépodobné metabolizuje
na MK266, ktera zde byla také detekovana. A co se tyCe latky MK266, jeji
hladiny byly vysoké u rostlin postfikovanych roztokem MK266 v rozmezi
koncentraci 108-10° M — jak u rostlin rostoucich za normalnich podminek, tak
u stresovanych, dosahovaly téméF 66 nmol/g. U téchto vzorku byla ale
viditelna kontaminace latkou MK259, ktera v rostlinach neméla byt vubec
detekovana. Zavérem ale nelze Fici, Zze by byla prokazana souvislost
s exogenni aplikaci BRs a zlepSenim tolerance vuci stresu suchem, protoze
neni znatelny rozdil mezi kontrolni rostlinou a rostlinou, na niz byl aplikovan
hormon. Vysledky nelze generalizovat, jelikoz jsme pouzili specifickou rostlinu
a specificky stres. Pfi pouziti jiného druhu stresu nebo jiného rostlinného druhu

by pravdépodobné hladiny brassinosteroidt mohly byt aplné odliSné.
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V ramci diplomové prace byla otestovana cytotoxicka aktivita dvou
syntetickych derivatl BRs — MK259 a MK266 spolu s 24-epibrassinolidem,
ktery slouzil jako kontrola. Bylo potvrzeno, Ze tyto brassinosteroidy nejsou
toxické vuci lidskym fibroblastim a proto je Ize bezpecné pouzit v zemédélstvi.
Dalsi experiment byl zaméfen na studium biologické aktivity téchto hormonu,
pricemz bylo zjisténo, Ze vysoké koncentrace exogennich BRs inhibuji rust
kofene, a naopak stimuluji rust hypokotylu. K testovani biologické aktivity byla
vybrana modelova rostlina Arabidopsis thaliana. Soucasti této prace bylo také
studium vlivu testovanych latek na endogenni hladiny brassinosteroidi u
hrachu setého (Pisum sativum) rostouciho za normalnich a stresovych
podminek. Endogenni hladiny BRs byly stanoveny pomoci UHPLC-MS/MS. U
endogennich hladin brassinolidu, castasteronu a jejich 24-epimert dochazi
k mirnému narastu u rostlin stresovanych suchem oproti rostlinam rostoucich
za normalnich podminek. Ale napf. u homocastasteronu a typhasterolu nebyl
tento trend pozorovan. NejvysSi koncentrace byly zaznamenany u téch
hormond, kterymi byly rostliny postfikovany, zejména v rozmezi koncentraci
108-10° M a opét byly nalezeny vyssi koncentrace u rostlin rostoucich za
stresovych podminek. V zavéru ale nutno fici, ze nebyla prokazana pfima
souvislost mezi exogenni aplikaci testovanych BRs a zlepSenim tolerance
rostlin hrachu vicéi stresu suchem, jelikoz nebyl pozorovan signifikantni rozdil
mezi rostlinami kontrolnimi a stresovanymi. Interpretace vysledkl byla rovnéz
znesnadnéna kontaminacemi kontrolnich rostlin testovanymi latkami

zpusobenymi zfejmé formou aplikace (postfikem) na rostliny hrachu.

Vysledky této studie budou prezentovany v ramci konference G4G v Cervnu
2020.
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8 Pfilohy

Tabulka P1: Procentualni pomér hmotnosti suSiny nadzemnich &asti rostlin hrachu

setého u rostlin stresovanych suchem a rostoucich za normalnich podminek

140%

Hrach - rostliny stresované suchem - % hodnot u zalévanych rostlin
B C... MK-259, D ... MK-266, E ... 24-epibrassinolid |

casti

(% hodnot u zalévanych rostlin)

t susiny

Varianta o3etfeni
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UHPLC-MS/MS

emem

7

Kvantifikace BRs syst

Tabulka P2

Brassinolide| 24-epibrassinolide Castasterone 24-epicastasteron Homocastasterone Typhasterol MK266 MK259B
Pramér, SD pmollg Pramér, SD pmollg Pramér, SD pmollg Pramér, SD pmollg Pramér, SD pmol/g Pramér, SD pmol/g Pramér, SD pmol/g Pramér, SD pmollg
24episucho 10-11 |0.47302 + 0.18255]0.23252 + 0.16441 | 3.66515 + 1.03000 [ 4.23199 + 0.21000 | 10.37099 + 5.32163 | 39.63165 + 7.60506 191313 + 0.14302 0.64274 + 014774
24episucho 10-10 |0.58617 + 0.20262 | 0.40904 + 0.27196 | 3.41600 + 1.11289 | 6.37636 + 3.10000 | 15.94593 + 7.69022 | 75.30040 + 18.85293 310751 + 1.70565 1.16356 + 0.71358
24episucho10-9 |1.07590 + 0.49358 | 0.83543 + 0.34930 | 0.87000 + 0.21000 <LOD 2375759 + 11.44439| 75.71456 + 22.91385 221076 + 2.21698 1.24339 + 049492
24episucho 10-8 ]0.51528 + 0.09089 | 0.92000 + 0.38189 | 2.75330 + 0.48316 | 6.64725 + 0.18000 | 27.72975 + 13.04477 92.75383 + 38.79515 0.67418 + 0.71071 0.39721 +  0.14076
24epi sucho 10-7 <LOD 27.7956 + 6.22691 | 499193 + 1.80768 | 6.53000 + 2.00000 | 33.95042 + 16.41835| 379.38856 + 268.83602 2.22145 + 045333 0.57088 g8 0.15942
24episucho 10-6 [ 0.26000 + 0.1100 | 267.666 + 54.66345 | 42.9707 + 23.31261| 4.84014 + 0.30000 [ 57.78115 + 20.55823| 258.83667 + 165.67381 3.34039 + 165895 0.71422 a 0.11000
24episucho 10-5 |0.55000 + 0.01000 | 3908.44 + 937.40001) 9.00000 + 0.33000 | 47.0000 + 13.91814| 31.39209 + 12.20374]108.99000 + 27.31075 0.76281 + 0.27641 0.32775 + 0.03470
24epi zalévané 10-11 [0.08792 + 0.01100 | 0.34000 + 0.025000 | 0.99233 + 0.40085 <LOD 1552639 + 3.30595 | 49.71102 + 24.95613 246506 + 0.43318 0.29457 + 0.18762
24epi zalévané 10-10 [0.20061 + 0.08737 | 1.01500 + 0.36000 <LOD 0.77514 + 0.11000 | 18.66911 + 8.64301 | 51.55816 + 34.79734 110316 + 0.93373 0.23447 +  0.04554
24epi zalévané 10-9 | 0.14013 + 0.08000 | 1.36000 + 0.7000 | 0.89433 + 0.05479 | 0.90000 + 0.08900 | 14.61052 + 0.82448 [103.49764 + 58.46626 057793 + 0.21725 0.51767 +  0.32403
24epi zalévané 10-8 | 0.31796 + 0.11724|2.50000 + 0.23000 | 1.18830 + 0.30841 | 1.79960 + 0.15180 | 20.21293 + 5.16668 | 121.62063 + 35.09539 0.66498 +  0.08395 1.02897 + 0.35418
24epi zalévané 10-7 | 0.32020 + 0.10000 | 5.37000 + 0.02940 | 1.16702 + 0.29179 <LOD 40.50988 + 6.90508 | 233.79948 + 106.20588 1.06485 +  0.63325 2.40950 a 1.35069
24epi zalévané 10-6 <LOD 743100 + 0.20778 | 0.85085 + 0.03992 | 1.68013 + 0.39598 | 34.02587 + 3.96368 | 99.99169 + 48.05829 0.26040 + 0.08285 0.75417 a 0.24224
24epi zalévané 10-5 <LOD 1208.17 + 2.28805 <LOD 5.85441 + 1.67316 | 43.46533 + 27.99854| 174.60257 + 63.10989 318111 + 289175 0.29000 + 0.021000
MK259 sucho 10-11 |2.64895 + 0.36856 | 1.07908 + 0.61822 <LOD <LOD 1994482 + 3.65919 | 98.44624 + 68.70639 0.93772 + 0.15000 0.96556 + 0.20825
MK259 sucho 10-10 |0.51018 + 0.11000 | 0.32590 #+ 0.26315 | 4.30844 + 0.79669 | 3.00142 + 0.88813 | 29.02221 + 9.76928 | 259.82636 + 272.70699| 0.86000 + 0.23000 1.82641 +  0.40068
MK259 sucho 10-9 [0.74535 + 0.38509 [0.28954 + 0.05234 | 3.00375 #+ 1.03573 | 469791 + 0.17188 | 16.05000 + 4.50628 | 376.65754 + 258.47756| 0.58066 + 0.21000 3.70978 + 047644
MK259 sucho 10-8 |0.24291 + 0.16000 | 0.33285 + 0.12106 | 4.66249 + 0.55472 | 2.85019 + 0.67000 | 16.26680 + 5.64176 | 113.82340 + 150.30227 0.57117 +  0.32346 20.87506 + 8.49866
MK259 sucho 10-7 [0.29578 + 0.07000 | 0.31354 + 0.07126 | 3.87154 + 2.74329 | 7.23763 + 0.32000 | 27.57322 + 10.51560| 147.65053 + 177.04896| 1.64067 + 0.15993 236.19021 +  46.97487
MK259 sucho 10-6 |0.83003 + 0.54110|1.38089 + 1.11431 | 3.94000 + 2.31000 | 515964 + 2.19900 | 17.38216 + 5.39829 | 238.39337 + 43.77697 482762 +  3.42269 1857.85347 + 173.05264
MK259 sucho 10-5 [0.52000 + 0.01000 [ 1.05059 + 0.55211 | 1.88086 + 0.26821 | 2.89206 + 1.10100 | 34.21220 + 9.57185 |308.13646 + 123.09316] 2.16619 + 0.23650 | 109990.04140 + 14430.17336
MK259 zalévané 10-11 <LOD 0.74080 + 02734 | 119672 + 0.06032 | 1.84000 + 0.43000 | 22.13268 + 5.10499 | 78.01567 + 75.03852 049933 + 0.04758 0.29332 + 0.06815
MK259 zalévané 10-10] 0.29822 + 0.09475 <LOD 271811 + 0.91000 | 1.13132 + 0.04129 | 20.75158 + 6.90841 | 447.17647 + 57.50807 0.59738 +  0.03500 1.44944 + 0.68738
MK259 zalévané 10-9 |0.16942 + 0.02500 | 1.19105 + 0.55838 | 1.26388 + 0.65462 | 1.82000 + 1.02220 | 12.29631 + 4.78082 | 144.85479 + 93.96901 0.94757 +  0.40352 1.21000 + 0.45929
MK259 zalévané 10-8 | 0.17473 + 0.05591 [ 0.58532 + 0.27139 | 1.60763 + 0.94488 | 1.32000 + 0.09000 | 21.04883 + 5.97664 | 83.79683 + 52.79215 0.75750 +  0.23259 2.30206 a 0.38568
MK259 zalévané 10-7 | 0.20403 + 0.03915 <LOD <LOD <LOD 28.06103 + 5.00328 | 82.89131 + 52.03554 123418 + 0.40683 2353893  +  3.24011
MK259 zalévané 10-6 | 0.44121 + 0.03300 <LOD <LOD <LOD 58.03571 + 36.35475| 92.38621 + 26.77136 6.92235 + 0.12474 268.17509 + 38.98999
MK259 zalévané 10-5 | 0.17588 + 0.06384 <LOD <LOD 162674 + 1.05858 | 60.54410 + 28.36541)114.75004 + 83.91537 050127 + 0.23160 39422.24193 + 5434.70524
MK266 sucho 10-11 |0.60277 + 0.01000 | 2.83000 + 0.44928 | 240942 + 1.29496 | 3.89117 + 0.71000 | 12.92084 + 2.92283 | 71.75799 + 27.10637 0.75406 +  0.29561 0.75515 2 0.42808
MK266 sucho 10-10 <LOD 110970 + 0.11399 | 4.89935 + 2.10000 | 6.24000 + 0.10000 | 7.46250 + 3.46330 | 18.58501 + 10.32234 196217 + 100791 0.87841 +  0.29860
MK266 sucho 10-9 | 0.46562 + 0.21000 | 1.85006 + 0.17435 | 2.32126 + 0.15000 | 2.01814 + 0.23342 | 19.79309 + 12.27580| 33.00251 + 28.09834 1.01000 +  0.32991 1.49370 at 0.82092
MK266 sucho 10-8 | 0.57292 + 0.13000 | 0.70000 +  0.2000 6.35189 + 3.38501 | 6.15756 + 0.27000 | 48.42262 + 13.60396| 59.32377 + 31.30169 8.08015 + 0.83528 <LOD
MK266 sucho 10-7 [0.39298 + 0.07068 | 0.57093 + 0.21132 | 175248 + 0.52409 | 3.31859 + 1.31485 | 34.29292 + 6.67733 | 68.16399 + 58.11558 | 144.93163 + 13.99467 0.79338 +  0.36963
MK266 sucho 10-6 <LOD 0.91000 + 01300 | 0.80486 + 0.31000 | 7.09135 + 0.23000 | 38.67547 + 16.54614| 25.64939 + 16.12073 | 2918.38279 + 110.81111 1.06720 + 058718
MK266 sucho 10-5 [0.38144 + 0.06000 [ 1.12270 + 0.54891 | 0.86687 + 0.17000 | 2.57148 + 0.07077 | 12.06094 + 2.93283 | 33.51582 + 8.30942 |43275.85117 + 4226.86596 7.53390 +  1.46569
MK266 zalévané 10-11] 0.16731 + 0.02000 <LOD 1.33146 + 0.45447 | 2.06437 + 1.25505 | 69.93725 + 21.08846] 135.29518 + 77.00000 0.88613 +  0.64928 1.51403 + 2.29138
MK266 zalévané 10-10] 0.29510 + 0.00734 [ 0.56539 + 0.18535 | 1.79183 + 0.66124 <LOD 75.52874 + 12.64402] 144.55422 + 63.00000 0.92839 + 0.12410 2.42297 g 1.21592
MK266 zalévané 10-9 <LOD <LOD 6.74687 + 0.54000 | 4.40186 + 0.25000 | 42.70697 + 22.16367|291.44262 + 26.87662 2.93517 + 047018 1.81768 3 0.46816
MK266 zalévané 10-8 | 0.31352 + 0.03863 <LOD 152769 + 0.78000 | 5.65549 + 3.75889 | 116.11035 + 11.27542|686.67834 + 382.50624| 8.73848 + 0.52815 1.36175 +  0.49760
MK266 zalévané 10-7 |0.23430 + 0.03080 | 0.85052 + 0.15060 | 3.52440 + 0.86424 | 4.03868 + 0.33000 | 58.49881 + 15.10158]643.75732 + 206.52124| 96.26178 + 14.58131 2.54009 + 1.93263
MK266 zalévané 10-6 | 0.54407 + 0.27356 | 0.49806 + 0.13645 | 2.05865 + 0.28534 <LOD 7232989 + 36.04670| 68.45821 + 20.20465 | 1185.72959 + 110.42414 5.03099 + 221617
MK266 zalévané 10-5 | 0.10049 + 0.01800 | 0.58342 + 0.04081 | 4.24736 + 1.01000 | 3.73533 + 0.49894 | 52.29157 + 6.85175 | 239.66274 + 137.60207| 65021.91323 + 7902.61481 12.74123 + 1.89238
kontrola sucho <LOD 0.56262 + 0.03100 | 2.27300 * 1.39580 <LOD 27.99000 + 16.12185 <LOD 0.86900 +  0.29295 3.15000 a 2.75383
kontrola zalévané <LOD <LOD 526891 + 1.56441 <LOD 120.66224 + 23.59897 <LOD 280.70376 _+ 58.81262 3.28050 + 240773
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