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Fytohormony jsou nizkomolekularni latky, které se ptirozené
vyskytuji v rostlinnych pletivech, kde reguluji rust, vyvoj a
odpoveéd’ rostlin na vné&jsi prostiedi. Endogenni koncentrace
fytohormonti jsou zpravidla velmi nizké. Pro jejich stanoveni
je proto klicové nejprve rostlinny vzorek nalezité pfipravit a
pak je dulezité pouzit velmi citlivé instrumentalni analytické
metody. Relativné komplexni pfiprava vzorku obvykle
zahrnuje krok extrakce a purifikace. Pfed nékolika lety byla
pfedstavena nova extrakéni a purifikacni metoda Paralelni
extrakce pomoci umélych kapalnych membran (PALME). Tato
inovativni a miniaturizovana metoda byla ptivodn€ vyvinuta za
ucelem extrakce farmakologicky vyznamnych analytd a
vanalyze fytohormoni  doposud nenasla uplatnéni.
Experimentalni ¢ast této bakalarské prace je proto zamétena na
aplikaci a optimalizaci metody PALME pro extrakci a
purifikaci metabolitii ze skupiny cytokinind. Teoreticka ¢ast je
vénovana biologickému vyznamu cytokinini a metodam

vhodnym pro analyzu jejich koncentra¢nich hladin.
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Phytohormones are low molecular mass compounds naturally
occurring in plant tissues. They act as regulators of growth,
development, and response of plants to environmental stimuli.
Endogenous concentrations of phytohormones are usually very
low. Therefore, appropriate methods for sample preparation
and instrumental analysis are crucial to quantify their
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Seznam zKkratek

7G cytokininové N7-glukosidy

9G cytokininové N9-glukosidy

ABA kyselina abscisova

AHK Arabidopsis histidin kinasa

AHP Arabidopsis histidin fosfotransferovy protein
APCI ionizace atmosférického tlaku

B cytokininové baze

BAP N6-benzylaminopurin

CE kapilarni elektroforéza

CI chemickad ionizace

CK cytokininy

CKX cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

CRE1 ,»,Cytokinin response element*

cZ cis-zeatin

cZR cis-zeatin ribosid

DDA dodecylacetat

DEDTCA diethyldithiokarbamat

DHE dihexylether

DHEP bis(2-ethylhexyl) fosfore¢na kyselina

DHZ dihydrozeatin

DLLME disperzni mikroextrakce kapalina — kapalina
DMAPP dimethylallylpyrofosfat

ELISA enzymova imunoanalyza

ESI ionizace elektrosprejem

EtAc ethylacetat

ER endoplazmatické retikulum

FA ,formic acid“ kyselina mravenci

FAB ,.fast atom bombordment® ; bombardovani urychlenymi atomy
FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

FT- ICR iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
GC plynova chromatografie

GFP ,green fluorescent protein

HF-LPME mikroextrakce kapalinou fazi vyuzivajici duté vlakno



HF-LLLME

HMBDP
HPLC
HXL
CHASE
IAA
IAC

iP

iPR
iPRM /D/TP
IPT

IS

K

LC

LLE
MALDI
MAX
MCX
MeOH
MS
MS/MS
mT
mTR
NADPH
NT
NON
OCL
OCN
oG

oT

oTR
PALME
PBS

PM

PP

pT

,Hollow fiber liquid liquid liquid extraction‘

hydroxymethylbutenyldifosfat
vysokoucinna kapalinova chromatografie

hexanol

senzoricka extracelularni doména spojend s cyklasou / His kinasou

indol-3-octova kyselina

imunoafinitni chromatografie
No6-isopentenyladenin

No6-isopentenyladenin ribosid
No6-isopentenylaminopurin ribosid mono/di/trifosfat
isopentenyltransferasa

interni standard

No6-furfurylaminopurin

kapalinova chromatografie

extrakce kapalina-kapalina

matrici asistovana laserova desorpce

smisena iontoveé vyménna chromatografie na anexu
smisena iontoveé vyménna chromatografie na katexu
methanol

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

meta-topolin

meta-topolin ribosid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

cytokininové nukleotidy

nonanon

oktanol

oktanon

cytokininové O-glukosidy

ortho-topolin

ortho -topolin ribosi

paralelni extrakce pomoci umélych kapalnych membran

sodnofosfatovy pufr
plasmaticka membrana

polypropylen

para-topolin



PVDF

QIT
QToF

RIA
SAX
SCX
SLM
SPE
TCS
TSI

tZ

tZR
tZRMP
tZRDP
tZRTP
TOF
UDP
UHPLC
WAX
WCX

polyvinylidenfluorid

Kvadrup6lovy hmotnostni analyzator

analyzator kvadrupdlové iontové pasti
Kvadrupoélovy hmotnostni analyzator doby letu
cytokininové ribosidy

radioimunoanalyza

iontové vymeénna chromatografie na silném anexu
iontoveé vyménna chromatografie na silném katexu
kapalna membrana (,,supported liquid membrane®)
extrakce tuhou fazi (,,solid phase extraction®)
dvouslozkova signalni draha

ionizace termosprejem

trans-zeatin

trans-zeatin ribosid
trans-zeatin-ribosid-5"-monofosfat
trans-zeatin-ribosid-5'-difosfat
trans-zeatin-ribosid-5'-trifosfat

analyzator doby letu

uridindifosfat

ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie
iontové vymeénna chromatografie na slabém anexu

iontové vymeénna chromatografie na slabém katexu

10



Cile prace

Cilem této bakalatské prace je:
e Seznamit se s problematikou cytokininli a moznosti jejich extrakce a purifikace pred UHPLC-
MS/MS analyzou
e Osvojit si rutinni extrakéni a purifikacni metody cytokinini provadénych v Laboratofi
rustovych regulatorti
e Optimalizovat hlavni parametry PALME, které maji vliv na vytézek vybranych analyti.

e Aplikovat PALME jako novou metodu izolace cytokininti pfed UHPLC-MS/MS analyzou.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Rostlinné hormony (fytohormony)

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou nizkomolekularni latky, které piisobi ve velmi nizkych
koncentracich (1072 — 10> mol/1). Tyto latky hraji zasadni roli v regulaci a vyvoji rostlin. Podileji se na
komunikaci mezi jednotlivymi bunikami a na obran¢ pred biotickym a abiotickym stresem (Bari & Jones,

2009).

Na rozdil od Zivo¢isnych hormont, rostlinné hormony nejsou produkovany specializovanymi
zlazami, ale jsou tvofeny v bunkach ve vétSing casti rostliny (Srivastava & Latit, 2002). Co do efektt,
tak rostlinné hormony jsou ve srovnani s t€émi zivo¢iSnymi univerzalnéjsi a jejich vysledny ucinek se

odviji od lokalni koncentrace (Davies, 2010).

V soucasnosti je znamo nekolik fytohormondlnich skupin a latek, které jsou svymi vlastnostmi
rostlinnym hormontim piibuzné. Patii mezi n€ auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova,
ethylen, strigolaktony, brassinosteroidy, jasmonaty, kyselina salicylova (SA), signalni peptidy a
polyaminy (Davis, 2004). Samotné hormony reguluji vétSinou vyvojové procesy spolené s dal§imi

hormony a jejich u¢inky mohou byt jak antagonisticke, tak synergické (Gray, 2004).

1.2. Cytokininy

vvvvvv

rostlinnych hormont a v rostlinach se nachazeji zpravidla ve velmi nizkych koncentracich (10711013
mol/g Cerstvé hmoty) (Tarkowski et al, 2004). Z chemického hlediska se jedna o derivaty adeninu, které
jsou v pozici N° substituované bud'to isoprenoidnim nebo aromatickym fetézcem. Jejich piednim
fyziologickym tc¢inkem je stimulace bunééného déleni, indukce kli¢eni semen, tvorba pupenti de novo,
regulace apikalni dominance, rozvoj listh a oddaleni senescence (Mok & Mok, 2001). Rostlinné
hormony také ale zprostfedkovavaji odpovéd’ na vn€j$i podminky, jako je mnozstvi svétla nebo

dostupnost vody a zivin v pudé (Werner & Schmiilling, 2009).

CK zpravidla vyvojové a regulacni procesy nefidi samostatné, ale v komplexni spolupraci
s jinymi fytohormony. Prvnim objevenym CK byl v 50. letech kinetin (K; N°-furfurylaminopurin), jenz
byl vyizolovan Millerem a Skoogem z autoklavované DNA spermii sled¢ (Miller & Skoog, 1955). Stejni
autofi pozdé&ji prokazali, Ze rlizné koncentrace kinetinu v kombinaci s auxinem (kyselinou indol-3-
yloctovou, IAA) ovliviiuji morfogenezi kofene a prytu tkanové kultury tabaku (Nicotiana tabacum)
(Skoog & Miller, 1957). Zatimco pii vysSich koncentracich kinetinu v médiu byl stimulovan rust prytu,
zvySena koncentrace IAA podporovala rist kofene. Na tomto experimentu byl poprvé demonstrovan

prolifera¢ni u¢inek kinetinu, jakozto cytokininu, ktery vSak nemél pfirozeny rostlinny ptivod.
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Prvni ptirozené¢ vyskytujici se isoprenoidni CK byl objeven o nékolik let pozdéji Carlosem O.

Millerem v semenech kukufice (Zea Mays), podle které byl nazvan zeatin (Miller, 1961).

Adenin R1

R6
p-D-xylosa HN

p-D-glukosa / B-D-glukosa

_...-—-""""" \“. N
R2

CH.,S- — RS
} B-D-ribosa
B-D- nbosa 57 fosfat
R3 B-D- glukosa
B-D-glukosa alamn
Isopenoidni CK Aromaticke CK
trans-zeatm ) p-D glukosa
(2 = / B-D xylosa
ORy . .
6-benzylammopurin (BAP)
. -D glukiosa
cis-zeatn Ry 4—F-Dglukeza
(c2)
CHa f-D glukosa = OR:
dihydrozeatm meta- topolm (mT)

(DHZ) A B-D glukosa
K// B-D xylosa
== R

f-D glukosa — ), ORs
ortho- topoln (oT)

N®(A’-isopentenyl) adenin /

P
@) " /
s}
‘A’/)\ kinetin (K)
CH;

Obrazek 1: Struktura CK adeninového typu. R1 je charakterizovan jako determinujici postranni fetézec,
R2 az R6 oznaCuji typ CK konjugdtl, které vznikly metabolickymi pfeménami zobrazenych
v Obréazku 2. Misto pfipojeni zbytku na N® pozici adeninu je oznaeno vlnovkou. (Adaptovéano dle:
Spichal 2012)

V ptipadé aromatickych CK byl jako prvni objeven N6-(2-hydroxybenzylamino)-9-3-D-
ribofuranosylpurin (ortho-topolin ribosid, oTR) v listech topolu Populus X robusta (dnes P. x
canadensis) (Horgan et al, 1973; Horgan et al, 1975,). Vyzkum téchto latek pokroCil teprve az
v 90. letech, a to diky kombinaci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s biotesty ELISA,
ktera poskytla detekci aromatickych CK v extraktech rostlinnych pletiv. Nové objevené

hydroxybenzyladeniny byly pojmenovany topoliny dle ¢eského nazvu ,topol“, zkterého byly
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vyizolovany poprvé (Strnad, 1997). Nejaktivnéjsim zastupcem této skupiny je meta-topolin (mT), ktery
je stejné aktivni jako dosud nejaktivnéjsi pfirozen€ se vyskytujici isoprenoidni cytokinin zeatin (Holub

et al, 1998).

Bylo prokazano, ze topoliny zvySuji proliferaci prytt, udrzuji histogenni stabilitu, zlepsuji
ucinnost zakotfenéni a zmirnuji rizné fyziologické poruchy pii mikropropagaci (Aremu et al, 2012). N6-
benzylaminopurin (BAP) je dlouhodobé pouzivanym aromatickych CK v mikropropagaci zalozené na
tkanové kultufe. M4 vSak mnohé nevyhody jako je inhibice ristu postrannich kofent, heterogenita rastu,
problematické aklimatizace rostlin ve skleniku a nekréza vrcholu prytu (Vylic¢ilova, 2020). Ukézalo se,
ze pouziti aromatického mT je pti mikropropagaci vyhodnéjsi oproti BAP, protoze dochazi ke snizovani
nékterych vySe jmenovanych nepiiznivych ucinkti (Aremu et al, 2012, Souza et al, 2019). Piestoze jsou
ortho-topolin (0T) a para-topolin (pT) povazovany za aromatické CK s nizkou biologickou aktivitou
(Strnad, 1997), stale vice se prokazuje, Ze by mohly byt zapojeny do riznych bunéénych a

biochemickych procest, napt. indukce bunécné diferenciace a apoptdzy u savcll (Wang et al, 2019).
1.2.1. Biosyntéza a metabolismus cytokininii

Biologicky aktivni cytokininy se v rostlinach nachéazeji ve formé volnych bazi. Aby byla
zajisténd homeostaza a bioaktivni cytokininy byly udrzovany na stalych fyziologickych koncentracnich
hladinach, jsou rostlinné organismy vybaveny enzymatickou masinerii zodpovédnou za cytokininovy

metabolismus a biosyntézu (Ziircher & Miilller, 2016).
1.2.2. Biosyntéza

Predpoklada se, Ze pro isoprenoidni CK jsou dosud znamy dv¢ drahy biosyntézy. Jedna z nich
je zalozena na isopentenylaci adeninovych nukleotidd (pfiméa cesta), ta druha na degradaci transferové

ribonukleové kyseliny (tRNA) (nepiimé cesta) (Kaminek, 1992).

Prvnim krokem pfimé cesty biosyntézy je pfipojeni isopentenylové skupiny
dimethylallylpyrofosfatu ~ (DMAPP) nebo  hydroxymethylbutenyldifosfatu =~ (HMBDP) na
adenosinmonofosfat (AMP), difosfat (ADP) nebo trifosfat (ATP) (Ziircher & Miilller, 2016). Reakci
katalyzuje enzym adenosinfosfat-isopentenyltransferasa (IPT). Jeho aktivita byla poprvé popsana u
hlenky Dictyostelium discoideum (Taya et al,. 1978); pozdg€ji bylo ve vyssi rostliné huseni¢ku rolnim
(Arabidopsis thaliana) identifikovano celkem 9 izoforem AfIPT, pfi¢emz 7 z nich je zapojeno do ptimé
biosyntézy CK de novo, zbylé dva jsou soucasti nepfimé biosyntézy skrze degradaci tRNA (Kakimoto,
2001). Vychozim substratem pro tvorbu isopentenyladenosin-5"-monofosfatu (iPRMP), difosfatu
(iPRDP) a trifosfatu (iPRTP) je DMAPP a piislusné nukleotidy AMP, ADP, resp. ATP. Rostlinné IPT
ale prednostn¢ vyuzivaji ADP a ATP za vzniku iPRDP a iPRTP, pficemz konverze na iPRMP je
zprostfedkovana fosfatasami (Kakimoto, 2001). Podobnym zpiisobem vznikaji trans-zeatin-ribosid-5'-
monofosfat ((ZRMP), difosfat (#ZRDP) a trifosfat (tZRTP), jejichz biosyntéza je zalozena na piipojeni
isopentenylové skupiny HMBDP s pfislusnym nukleotidem (Sakakibara, 2006).
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Obrazek 2: Schéma biosyntézy, metabolismu a degradace CK v rostlinach. Enzymy zapojené do
biosyntézy, metabolismu a degradace CK jsou oznaeny Cervené. PieruSované ¢ary, piedstavuji cesty,
které nebyly dosud prokazany.
(1) adenylat-isopentenyltransferasa; (2) tRNA specificka isopentenyltransferasa; (3) fosfatasa;
(4) 5°-ribonukleotid fosfohydrolasa; (5) adenosin nukleosidasa; (6) CK fosforibohydrolasa ,,Lonely
guy*; (7) purin nukleosid fosforylasa; (8) adenosin kinasa; (9) adeninfosforibosyltransferasa; (10) N-
glukosyltransferasa; (11) cytochrom P450 mono-oxygenasa; (12) cytokinin dehydrogenasa; (13) zeatin-
O-glukosyltransferasa, bud’ specificka pro trans-zeatin nebo specificka pro cis-zeatin, s vyuzitim xylosy
misto glukosy; (14) b-glukosidasa; (15) zeatin reduktasa; (16) zeatin izomerasa.
DMAPP: dimethylallylpyrofosfat; HMBPP: 4-hydroxy-3-methyl-2- (E) -butenyldifosfat;
iPRDP: N’-isopentenyladenosin-50-difosfat; iPRTP: N’-isopentenyladenosin-50-trifosfat;
iPRMP, N’-isopentenyladenosin-50-monofosfat; iPR: N’-isopentenyladenosin;
iP7G: N’-isopentenyladenosin-7-glukosid; iP9G: N’-isopentenyladenosin-9-glukosid a ekvivalenty pro
tZ, DHZ a cZ; tZOG: trans-zeatin-O-glukosid; tZROG: trans-zeatin-O-glukosid ribosid a ekvivalenty
pro DHZ a cZ; tZOX: trans-zeatin-O-xylosid; cZOX: cis-zeatin-O-xylosid. (Adaptovano dle: Spichal
2012)

Vzniklé cytokininové nukleotidy iPRMP, iPRDP a iPRTP mohou byt nésledné konvertovany
pomoci cytochromu P450 monooxygenasou CYP735A na tZRMP, tZRDP, tZRTP (Takei et al, 2004b).
Touto cestou predevS§im vznikd trans zeatin (tZ) a N-(3-methyl-2-buten-1-yl)-9H-purin-6-amine

(isopentenyladenin, iP) (Sakakibara, 2006).

Nepfimd cesta spofiva vnavazani DMAPP na tRNA pomoci enzymu tRNA

isopentenyltransferazy (tRNA- IPT). Tento enzym byl objeven napiiklad u Escherichia coli,

15



Saccharomycetes cerevisce, Lactobacillus acidophilus, Homo sapiens a v Zea mays (Takei et al, 2001).

U A. thaliana je tRNA IPT kodovana pomoci gentit A/IPT2 a AfIPT9 (Miyawaki ef al, 2006).

Prostiednictvim tRNA IPT je zaji§tén prenos isopentenylové skupiny z DMAPP k adeninu 37
(A37) na tRNA a vznikd timto prenylovand tRNA. Nasledné degradaci tRNA dochdzi k uvolnéni
cytokininovych nukleotidll a odstranéni fosforibosylové skupiny pomoci enzymu ,,lonely guy* LOG
(Hrtyan et al, 2015). Prenylace tRNA je fizena enzymem tRNA-A2-isopentenyltransferou (Taylor ef al,
2003). Jedna z methylovych skupin postranniho fetézce muze byt dale modifikovana hydroxylaci za

vzniku cis-isomeru zeatinu (Prinsen et al. 1997).

Od doby, kdy byl v hydrolyzatu rostlinné tRNA Spendatu (Spinacia oleracea) objeven cis-zeatin
(cZ), byla tRNA povazovana za zdroj cZ cytokininovych typd (Vreman et al. 1978). Pfedpoklada se, ze
CK odvozené od tRNA mohou tvofit az 50 % volnych CK v rostlinach (Taylor, 2003), ale ¢Z ma oproti
tZ niz8i biologickou aktivitu (GajdoSova et al, 2011). Aktivita cZ v klasickych biologickych zkouskach
byla nepatrnd (Vreman et al, 1974) a tak se dlouho biologické role tohoto hormonu v rostlinach nebyla
brana v potaz. V prubéhu let se ale tento hormon stal jednim z pfedmétt badani. Existuje mnoho
prikladti o tom, Ze cZ cytokininové typy mohou zménit rist a vyvoj rostlin. Kuptikladu rostliny bez c¢Z
vykazuji pozméneéné fenotypy, coz naznacuje vyznam cZ v rostlinach (Hluska et al, 2021). Jedno
z nedavnych fytohormonalnich profilovani isoprenoidnich CK v A.thaliana odhalilo, ze pii zamezeni
prisunu fosfatu rostlinam se koncentraci ¢Z snizuje, ale vyznamné se zvySuje mnozstvi ¢Z a cis-zeatin
ribosidu (cZR). Transkriptomické studie také naznacuji, Ze ¢Z modifikuji expresi specifickych genti a

pozitivné reguluji rast bunck a prodluzovani kotenového vlaseni (Silva-Navas et al, 2019).

Z degradované tRNA tedy vznikaji ¢Z ribotidy postupnymi pfeménami katalyzovanymi 5°-
ribonukleotid fosfohydrolasou. cZ ribosidy jsou pfeménény pomoci adenosin nukleosidasy na c¢Z (Kudo

et al, 2010).

Vysledkem ptimé i nepfimé cesty biosyntézy jsou tedy cytokininové nukleotidy, které jsou dale
konvertovany na pfislusné ribosidy a biologicky aktivni volné baze. Defosforylaci nukleotidd na
nukleosidy katalyzuje 5°-ribonukleotid fosfohydrolasa. Adenosin nukleosidasa katalyzuje defosforylaci
cytokinind na volné baze. Tento krok je klicovy v regulaci CK vzhledem k biologické aktivité volnych
bazi CK (Sakakibara, 2010). Dané reakce mohou probihat i zpétné. Volné cytokininové baze mohou byt
pfeménény zpét na ribosidy prostfednictvim purin nukleosid fosforylasy; ribosidy na ribotidy pak

pomoci adenosin kinasy (Sakakibara, 2010).

Biosyntéza a degradace aromatickych cytokinind dosud stale neni zcela objasnéna, ale
predpoklada se, ze nékteré kroky biosyntézy jsou shodné s isoprenoidnimi CK, a Ze aromaticky zbytek

ma ptivod ve fenolickych sekundarnich metabolitech (Strnad, 1997).
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Vzhledem k tomu, Ze jsou topoly schopné syntetizovat aromatické CK, bylo v tomto ohledu
provedeno nékolik studii, v kterych se zjisStovala zvlastnost IPT topolu. Byl u¢inén zavér, ze enzymy
IPT nejsou odpovédné za biosyntézu aromatickych CK, protoze A. thaliana transformovana topolovymi

IPT neobsahovala zadné aromatické CK (Jaworek et al, 2019).

Béhem jedné ze studii zabyvajici se syntézou isoprenoidnich a aromatickych cytokinind byly
porovnavany drahy isoprenoidnich CKs (iP) a aromatickych cytokinint. Bylo zjisténo, ze ribo-, 2'-
deoxyribo-, 5'-deoxyribo-derivaty iP, stejné jako ribosidy aromatickych CK jsou schopné se u A.
thaliana transformovat na aktivni CK a vykazuji hormonalni aktivitu, zatimco 5'-deoxyribo- a 2'-
deoxyribo-derivaty aromatickych CK jsou neaktivni. Ukézalo se tak ribo-, 2'-deoxyribo-, 5'-deoxyribo-
derivaty iP a ribosidy aromatickych CK mohou byt prekurzory aktivnich CK, alespon v piipadé
A. thaliana. Nicméné se ale zda, Ze jedinym zpiisobem biosyntézy aromatickych CK je pfimé $tépeni
5'-monofosfatti na aktivni nukleové baze katalyzované enzymem LOG, zatimco biosyntéza iP muze
evidentné probihat také hydrolyzou CK nukleosidl katalyzovano adenosin nukleosidasou. Pfi srovnani
biosyntetické drahy isoprenoidd (pf. iP) a aromatickych CK se doslo k tomu, ze se drahy lisi a pro

objasnéni je nutné dal§iho vyzkumu (Oslovsky et al, 2020).

Na rozdil od isoprenoidnich cytokinini nejsou aromatické cytokininy nachylné k degradaci
CKX, misto toho uptednostnuji glukosylaci (Tarkowska et al, 2003). Pozdéjsi studie vSak ukazaly, ze
CKX z kukutice (Zea mays) (ZmCKX1) je schopna §tépit aromatické cytokininy, ackoli velmi pomalu
(Frébotova et el, 2004).

1.2.3. Metabolismus

Kudrzeni fyziologickych koncentracnich hladin CK disponuji rostlinné buniky kromé
biosyntézy také metabolickou inaktivaci volnych CK bazi. Podobné jako u biosyntézy byly v souvislosti
s metabolismem CK popsany dvé drahy této pfemény. Prvni z nich modifikuje adeninovou ¢ast CK
molekuly, pfi té druhé je pfeménén postranni fetézec. Oba typy modifikaci vedou k docasné nebo trvalé

inaktivaci cytokinind (Sakakibara, 2006).

1.2.4. Modifikace adeninu

Na pifeméné adeninového kruhu se podili 5°-ribonukleotid fosfohydrolasa, adenosin

nukleosidasa, adenin fosforibosyltransferasa a adenosin kinasa (Mok & Mok 2001).

5¢-ribonukleotid fosfohydrolasa katalyzuje defosforylaci nukleotidi na nukleosidy. Dosud byly
objeveny jeji 2 aktivni formy: F-I (110 kD) and F-II (57 kD), pficemZ ob¢ jsou schopné katalyzovat

pfeménu nukleotidi na nukleosidi. K tomu vSak potfebuji dvojmocné ionty jako napt. Mg**
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(Sakakibara, 2010). Adenosin nukleosidasa katalyzuje pfeménu cytokininovych ribosidl na volné baze.
Tento krok je klicovy v regulaci CK vzhledem k biologické aktivité¢ volnych bazi CK (Sakakibara,
2010).

Volné baze CK mohou byt v rostlinach konvertovany na nukleotidy za katalyzy enzymem
fosforibosyltransferasy (Chen et al., 1982). Stejnou schopnost ma i purin nukleosid fosforylasa, u které
je ale reakce reverzibilni. Pfi reakcich je ale siln€ podporovéan vznik nukleosida (Sakakibara, 2010).
Nukleotidy cytokinini mohou byt vytvoreny také z nukleosidl prostfednictvim adenosin kinasy (Mok

& Mok 2001).

Do skupiny enzymli modifikujicich adeninovych kruh patii také CK specifickd
fosforibohydrolasa LOG, ktera neaktivni nukleotidy CK pfimo ptfevadi na volné baze (Kurakawa et al,
2007). Prve byla aktivita LOG potvrzena v ryzi (Oryza sativa). Pozdéji byla role téchto enzymu
prokazana i u A. thaliana (Kuroha et al, 2009).

Jednou z dalsich metabolickych pfemén adeninového kruhu cytokinintl je glukosylace purinové baze,
ktera maze probihat na pozicich N3, N7 a N9 (Sakakibara, 2006). N-glukosidy udrzuji homeostazy CK
(Hoyerova & Hosek, 2020). N7- a N9- glukosidy byly dlouho povazovany za nevratné inaktivované
cytokininové metabolity (Letham & Palni, 1983). Ukazalo se vsak, ze rekombinantni AfCKX proteiny
projevily schopnost degradovat N9-glukosidy (Galuszka et al., 2007, Zalabak et al, 2016). N3-glukosidy
podléhaji $tépeni enzymem B-glukosidasou (EC 3.2.1.21) zpét na volné cytokininové baze (Brzobohaty
et al, 1993). Glukosylace N7 a N9- glukosidu je zajistovana enzymem glukotransferasou vyuzivajici
uridin difosfat glukosu (UDP) nebo thymidin difosfat glukosu (TDP). N-glukosidy iP-typt slouzi k
rychlému a G€¢innému sniZeni aktivnich CK v pfipad¢ nahlého nadbytku nebo nadprodukce CK typu iP.
N-glukosidy iP-typil se tak hromadi v rostlinnych pletivech ve vysokych hladinach. Naproti tomu, N-
glukosidy ¢Z-typti a DHZ-typt jsou hydrolyzovany na piislusné aktivni baze. Je ale dilezité zminit, ze
dosud u z&dného N-glukosidu CK nebyla prokazana interakce s percep¢ni signalizani drahou CK
(Hoyerovd & Hosek, 2020). Ukazuje se, ze CK N-glukokonjugaty se vyskytuji vSudypfitomné v
cévnatych rostlinach. Jejich vyskyt i podil mezi N7- a N9-glukosidy je vSak velmi variabilni (Pokorna
et al, 2021).

1.2.5. Modifikace postranniho ietézce

Dalsim typem glykosylace je tzv. O- glukosylace, pii které je glukosylovan postranni fetézec za
vzniku O-B-D-glukopyranosyl derivatl tZ nebo ¢Z. Dané metabolity jsou ozna¢ovany jako O-glukosidy.
O-glukosyltransferasy jsou specifické pro typy ¢Z, DHZ a c¢Z cytokinini (Sakakibara, 2010). O-
glukosylovany dihydrozeatin (DHZ) byl lokalizovan ve vakuolach (Fusseder & Ziegler, 1988), a
vzhledem k tomuto faktu se od té doby predpokladalo, ze O-glukosylace produkuje neaktivni, ale za to

stabilni formy CK, které je mozno skladovat a posléze vyuzivat (Mok & Mok, 2001). O-glukosylace je
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proti N-glukosylaci reverzibilni (Sakakibara, 2006). Zpétné jsou O-glukosidy hydrolyzovany pomoci [3-
glukosidasy (Sakakibara, 2010).

Postranni fetézec modifikuji 3 hlavni enzymy: zeatin isomerasa, zeatin reduktasa, zeatin
isomerasa hydroxylasa. Zeatin isomerasa katalyzuje konverzi ¢Z na tZ =za pfitomnosti
flavinadenindinukleotidu (FAD) nebo flavinmononukleotidu (FMN), svétla a dithiothreitolu. Nevratnou
konverzi ¢Z na DHZ umoziuje zeatin reduktasa, kterd jako kofaktor vyuziva

nikotinamidadenindinukleotid (NADH).

1.2.6. Degradace

Nevratna inaktivace CK je katalyzovana enzymem cytokinin oxidasou/dehydrogenasou (CKX)
pii které dochazi k odstépeni N postranniho fetézce (Schmiilling et al, 2003). CKX pracuje ve dvou
moddech, bud’ jako oxidasa nebo dehydrogenasa. CKX jako oxidasa prijima kyslik za vzniku peroxidu
vodiku; CKX jako dehydrogenasa redukuje chinony. Pii Stépeni CKs je ale upfednostnovana
dehydrogenasa, nebot DHZ a aromatické CKs jsou vici pasobeni oxidasy rezistentni (Ziircher &
Miiller, 2016). Rovnéz O-glukosylace chrani cytokininy pfed oxidativnim §tépenim (Sakakibara, 2010).
CKX se uplatiuje u $tépeni cytokinind s isoprenoidnimi nenasycenymi fetézci jako ¢Z, ¢Z, iP. (Werner

et al., 20006).

Poprvé byly CKX objeveny v kukutici (Zea mays) (Houba-Hérin, 1999); posléze v ryzi, A.
thaliana, pSenici, Zitu (Frébort ef al, 2011). Je zndmo, ze A. thaliana obsahuje celkem 7 isoforem CKX
(AtCKX 1-7). Exprese AtCKX1 byla prokazana v cévnich svazcich postrannich kotfenti, na vzrostném
vrcholu byla detekovéna exprese AtCKX2 a v mladych pletivech pak AtCKX3. AtCKX4 byl
exprimovan trichomech, priduchach, palistech a kofenovych ¢epickach. Genova exprese AtCKXS byla

zjiSténa v tyCinkach pii vyvoji pylu a AtCKX6 v gyneceu v riznych fazich vyvoje (Frébort et al, 2011).

Obecné je znamo, ze nadmeérnd exprese AtCKX vede ke zvySenému rastu kotentl, véetné vyssi
hustoty postrannich kofent (Chen et al, 2019). V ptedchozich studiich se ukazalo, Ze nadmérna exprese
AtCKX1, 3 a 5 v transgenni rostliné Arabidopsis vedla k siln€j$im zméndm neZz pii nadmerna expresi

AtCKX2, AtCKX4 a AtCKX6 (Werner et al, 2003).

19



1.2.7. Percepce signalu CK

Pfenos cytokininového signdlu u rostlin se uskutectiuje pomoci vicestupiiové dvouslozkové
(TCS — two-component regulatory system / two component signal transduction system) signalni drahy
na zédklad¢é analogie se signalnimi drahami u bakterii (To & Kieber, 2008). Prvnim komponentem
dvouslozkové signdlni drahy je senzorovy protein histidinkinasa, ktera vnima vnéjsi environmentalni
stimul, druhym komponentem je pak regulator odezvy, ktery zprostiedkovava vystup a spravnou zménu
fyziologie (Maxwell & Kieber, 2010). Princip cytokininové percepce spoc¢iva v postupném pienosu
fosfatu cestou His — Asp — His— Asp. Jakmile se cytokinin navdze na extracelularni doménu
receptoru CHASE, dochazi k autofosforylaci histidinu jedné z intracelularnich domén receptoru a
nasledné je tento fosfat intramolekularné pienesen na aspartat druhé z intracelularnich domén (To &
Kieber, 2008). Fosfat je prenesen do cytoplazmy a poté do bunétného jadra prostiednictvim
nizkomolekularniho proteinu fosfotransmiteru (Punwani et al, 2010). Po vstupu tohoto proteinu dochazi
k fosforylaci jadernych proteint s funkci transkripénich faktort ARR typu B (4rabidopsis regulatory
odpoveédi typu B) majici schopnost regulovat (typicky aktivovat) primarni odpovéd’ transkripce gent
(Hradilova et al, 2007). Krom¢ ARRR typu B jsou znamy také ARR typu A. Pfechodna nadmérna
exprese nekterych ARR typu A zpuisobuje represi ostatnich ARR typu B, coZ se projevuje negativni
zpétnou vazbou fizeni CK signalni drahy. Negativni regulace CK signalizace ARR typu A s nejvétsi
pravdépodobnosti zahrnuje interakce zavislé na fosforylaci (To et al. 2007). ARR typu C (ARR22 a
ARR24) maji doménovou strukturu podobnou ARR typu A, ale jejich exprese neni indukovana
cytokininy. Vyzkum naznacuje, ze ARR22 hraje pozitivni roli v toleranci vici stresu zlepSenim integrity
bunécné membrany. ZvySeni exprese ARR22 moduluje geny reagujici na abioticky stres, coz mize

napomahat toleranci vii¢i suchu a mrazu (Kang et a/, 2013).

Funk¢né se receptory fadi mezi histidinkinasy. Receptory se nachazeji v endoplazmatickém
retikulu (ER) nebo i v plasmatické membrané (PM), kde tvofi dimery. Pfedev$im se vSak receptory

nachazeji v ER (Wulfetange et al, 2011).

Prvni cytokininové receptory byly objeveny a poté popsany na modelové rostling A. thaliana
Jako prvni byl nalezen receptor CRE1 (Inoue et al. 2001), a AHK (Arabidopsis histidin kinasa) 2,3,4
(Suzuki, 2001). Bylo zjisténo, ze CRE1 je identicky s AHK4 stejné jako s WOL (,,Wooden Leg™), ktery
se ukazal jako nezbytny pro rist kofene a pfi asymetrickém déleni cévnich bunék (Madhonen, 2000).
Vzhledem k tomu, ze AHK 2 a 3 obsahuji navazanou CHASE doménu (senzoricka extracelularni
doména spojena s cyklasou / His kinasou), ktera je velmi podobna CHASE domén¢ vyzadované pro
vazbu CK k AHK4, funguji také jako cytokininové receptory (Maxwell & Kieber, 2010). AHK3 hraje
roli také v regulaci nastupu starnuti (Kim et al., 2006). Zatimco AHK 2 a 3 jsou exprimovany v nékolika
organech, AHK4 jsou exprimovany hlavné v kotenech (Ueguchi et a/, 2001). AHK2 se ve vysoké
aktivité exprimuje v Zilnatin€ listd a kvétu; s relativn€ nizkou aktivitou se pak exprimuje v kofenech.

Naproti tomu AHK3 se exprimuje jak v pletivech kofene, tak prytu, vcetné listl a kvétd (Higuchi et al,
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2004). AHK?2 byla lokalizovana na membrané¢ ER a v PM (Wulfetange et al, 2011). Stejné tak byla
AHK3 objevena na membrané ER i na PM, v niz je umisténi tohoto receptoru podporovano nadmérnou
expresi fuzniho proteinu AHK3-GFP (Kim ef al., 2006). AHK4 byla lokalizovana v membrané ER a
PM (Ceasar et al, 2011).

Ukazalo se, ze percepce extracelularnich CK je nejvice narusena u rostlin, které postradaly
AHK4 (Antoniadi et al, 2020). Pozdéji bylo prokdzano, ze subceluldrni distribuce AHK4 se li§i u
riznych bunécnych typt s aktivné délicimi se bunikami, které na PM obsahuji AHK4 (Kubiasova ef al,
2020). Postaveni AHK4 je mezi receptory CK vyjimecné. Je totiz vysoce specificky pro volné baze tZ
a iP (Spichal et al, 2004) a vykazuje aktivitu fosfatasy pti absenci CK (Nam et al, 2012). Fosfatasova
aktivita AHK4 zpisobuje defosforylaci vSech AHP (Arabidopsis histidin fosfotransferovy protein)
(Nam et al, 2012). AHK4 proto mlize v cévnim svazku vnimat signaly dlouhého dosahu se silnymi
ucinky na celkovou stavbu rostlin. Naproti tomu vetSina AHK2 a AHK3 na vnitinich membranach

vnimaji Sirsi skalu CK, vcetn¢ cZ, ktery slouZzi jako lokalni autokrinni signal (Hluska et al, 2021).

1.3. Metody extrakce a pufirikace cytokinini

CK se nachazeji v rostlinnych pletivech jsou ve velmi nizkych koncetracich. Proto je nutné
k jejich analyze pouzit velmi citlivé analytické metody jako napf. plynova chromatografie spojena s
hmotnosti spektrometrii (GC-MS) nebo utra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie spojena
s tandemovou hmotnosti detekci (UHPLC-MS/MS). Vzhledem k tomu, Ze signal CKs byva casto
prekryt signalem vysoce abundantnich latek pritomnych v matricich, je potieba CKs pied samotnou
analyzou nejprve izolovat. Analytickd metoda by méla tedy byt vhodnou kombinaci efektivniho
precisténi s dostateénou vytéznosti analytu a vhodnou analytickou koncovkou, ktera ma dostate¢nou
citlivost pro detekci sledované latky. Dnes se kombinované analytické metody (UHPLC-MS/MS, GC-
MS) stavaji ¢im dal citlivéjsi a umoziuji tak stanovit fytohormony nachazejici se v nizkych
koncentracich za spotfeby malych mnozstvi vzorkd. Timto zptisobem lze studovat cytokininy nejen na

urovni celé rostliny ¢i rostlinnych organt, ale i na Grovni pletiv ¢i bun€k (Tarkowski at al, 2004).

1.3.1. Extrakce a purifikace

Extrakce je procesem, pii kterém dochazi k presunu latek z matrice do extrakéniho ¢inidla. Je
potieba, aby v prubéhu nedochazelo k degradaci latek (oxidativni, enzymaticka, teplotni). (Tarkowski
at al, 2004). Nejcastéji se k extrakei CK z rostlinnych pletiv vyuziva methanol ¢i viceslozkova extrakéni
smes podle Bieleského (methanol-chloroform-kyselina mravenc¢i, voda; 12:5:1:2), kterd je schopna
minimalizovat ucinky degradacnich enzyma (Bieleski, 1964). Chloroform vSak zvysSuje extrakci

lipofilnich molekul, jez mohou posléze ztizit nasledné ¢iSténi, a proto byl Bielsky pufr pozdgji
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modifikovan tak, aby obsahoval pouze methanol, kyselinu mravenci a vodu (15:1:4) (Hoyerova et al,
2006). Proces purifikace Casto zahrnuje extrakci tuhou fazi (SPE) vyuzivajici nepoldrni sorbenty (C18),
iontoménice nebo i smeésné sorbenty, které kombinuji vlastnosti obou pevnych fazi (Dobrev a Kaminek,
2002). Vysoce selektivnim Cisticim krokem je pak naptiklad imunoafinitni chromatografie (Tarkowski

et al, 2004).
1.3.2. Extrakce tuhou fazi (SPE)

SPE metoda je zaloZena na rozdé€leni analytu mezi dvé faze s rozdilnou rozpustnosti. V ptipadé
SPE metody jde vSak o rozdéleni analytu mezi kapalnou fazi (extraktem) a tuhou fazi (sorbentem)
(Camel, 2003). Sorbent je umistén ve forme sloupce ¢i membrany v kratké koloné tzv. cartridge. Pred
nanesenim extraktu na cartridge, musi byt sorbent nejprve aktivovan a kondiciovan vhodnym
rozpoustédlem. Nasledné je na kolonu nanesen vzorek a analyty se vzavislosti na typu
pouzitého sorbentu zachyti na pevné fazi na zaklad¢ specifickych (nevazebnych) interakci (van der
Waalsovy sily; vodikové vazby, dipol-dipdlové sily ¢i kation-aniontové interakce (Zwir-Ferenc &
Biziuk, 2006). Timto krokem se malé mnozstvi zachyceného analytu zakoncentruje. Poté jsou
kontaminanty vymyty a cilové analyty jsou uvolnény vhodnym elu¢nim cinidlem a sbirany do
zkumavky (Camel, 2003). Ve srovnani s LLE, SPE zajistuje u¢inngjsi extrakci a vétsi tispornost pii

spotiebe rozpoustédel (Berrueta et al, 1995).

Mezi hojn€ vyuzivané sorbenty patii napt. reverzni faze C18, u niz dochazi k velmi efektivnimu
odstranéni poldrnich latek a rostlinnych pigmenti ze vzorku. Ze vSech sorbentii predstavuje C18 jedenu
z nejuniverzalngjsich SPE fazi a mize byt tak vyuzita pti extrakci vétSiny fytohormont (Fu et al., 2011).
Pro izolaci fytohormont nasel uplatnéni také reverzni sorbent typu DEAE Sephadex (Hoyearova ef al,

2006)

V relativné nedavné dobé se vSak do popfedi dostavaly polymerni sorbenty. Jednim
z predstavitelll polymernich sorbentt je reverzni faze Oasis HLB, ktera nasla uplatnéni napt. v purifikaci
auxind (Novak et al, 2012), stresovych fytohormont (Flokova et al, 2014) nebo pii stanoveni celkového
fytohormonalniho profilu Arabidopsis (Simura et al, 2018). Jeji vyhodou je, Ze béhem procesu extrakce
miize sorbent vyschnout, aniz by doslo ke snizeni schopnosti zadrzovat analyty. Krome toho je stabilni

v celém rozsahu pH (Camel, 2003).

Iontové vyménné sorbenty jsou vhodné pro purifikaci kyselych (napf. gibereliny) nebo
bazickych analytti (napf. cytokininy). Patii zde sorbenty zalozené na silné iontové vymeéneé (strong anion
change — SAX; strong cation change — SCX) a na slabé iontové vymeéné (weak anion change — WAX,
weak cation change WCX). Podobné jako v piipadé reverzni faze, kde nasel uplatnéni polymerni sorbent
Oasis HLB, se jako iontové vymeénny sorbent uplatnily Oasis MCX a Oasis MAX. Oba sorbenty jsou

kombinaci jak reverzni faze, tak iontové vymény (Fontanals et al, 2010). Ukazalo se, Ze MCX ve
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srovnani s DEAE Sephadexem a reverzni fazi C18 poskytuje vyS$$i navratnost pii extrakci cytokinint

(Hoyerova et al, 2007).

1.3.3. Imunoafinitni chromatografie (14C)

Imunoafinitni chromatografie (IAC) je izolaéni metoda vyuzivajici specifické interakce
monoklonalnich nebo polyklondlnich protilatek s antigenem za vzniku komplexu antigen-protilatka
(Moser et al., 2010). Navazanim protilatek pomoci NH, skupiny na pevny nosi¢ je mozné stanovit
antigen; protilatka je stanovena vazbou specifického antigenu na stacionarni fazi. Roztok, ktery obsahuje
specifickou protilatku ¢i antigen je aplikovan na pevny nosi¢ a je posléze vkladan do kratké kolonky
(cartidge), ktera je nasledn¢ uchovavana v PBS a NaN; (Wang et a/, 2011). Na zakladé specifickych
interakci dochazi k navazani antigenu na nosic s protilatkou pomoci nekovalentnich vazeb (vodikové
mustky, iontové vazby, van der Waalsovy sily nebo hydrofobni interakce) za vzniku komplexu;
nezadouci latky jsou poté vymyty (Fitzgerald et al. 2011). Pozadovany antigen je uvolnén pomoci
eluéniho ¢inidla (napf. roztok soli nebo organického rozpoustédla), schopného nekovalentni interakce

prerusit (Hennion & Pichon, 2003).

Imunoafinitni chromatografie je obecné vyuzivana kvuli své schopnosti poskytnout rychlou a
ucinnou vazbu pozadovaného analytu nebo cilové slouceniny k imobilizovanym protilatkdm (Moser &
Hage, 2010). Slouzi ptedevsim k purifikaci vzorkd pfed samotnou analyzou pomoci kapalinové
chromatografie (LC), plynové chromatografie (GC), hmotnostni spektrometrie (MS) a kapilarni
elektroforézy (CE), ale také kimunodepleci (odstranéni abundantnich analytd ze smési),

k chromatografickym imunotestim a kombinovanym analytickym metodam (Moser & Hage, 2010).

IAC je oblibenou metodou vyzivanou k izolaci fytohormont z riznych skupin, napt. cytokinint
(Faiss et al., 1997; Novak et al., 2003; Hauserova et al., 2005; Novak et al., 2008; Liang et al., 2012),
auxind (Sundberg et al., 1986; Péncik et al., 2009), kyseliny abscisové (Hradecka et al., 2005;
Tureckova et al., 2009). Nedavno byla také publikovana metodika vyuZzivajici protilatky navazané na
magnetickych mikroc¢asticich, ktera umoznila izolaci CK z miniaturnich navazek mans$ich nez 1mg
Cerstvé hmoty (Plackova et al., 2017). IAC lze pouzit i pfi stanoveni latek odvozenych od fytohormont,

které se vyuzivaji jako rostlinné herbicidy, napt. 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (Eyer et al., 2016).
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1.3.4. Extrakce kapalina — kapalina (LLE)

Princip extrakce kapalina-kapalina (LLE) spociva v tom, Ze analyt je distribuovan mezi dvé
nemisitelné kapaliny. Obvykle je jedno rozpoustédlo vodné, a to druhé organické. Polarnéjsi hydrofilni
slouceniny preferuji vodnou (polarni) fazi a nepoldrni hydrofobni slouceniny preferuji organické
rozpoustédlo. K extrakci dojde proto, Ze analyt a kontaminanty z matrice maji v obou kapalinach
odlisnou rozpustnost (Dean, 2009). LLE je tedy zalozena na rozdilné rozpustnosti analytu vétSinou ve
vod¢ (vodna fazi) nebo v organickém rozpoustédle pfi rizném pH (Tarkowski at al, 2004).
Rozpoustédla jsou tedy volena tak, aby byla vzajemné nemisitelna a zaroven, aby rozpustnost analytt
byla v obou rozpoustédlech odlisna. Jakmile dojde k extrakci analytu, stdva se zn¢j extrakcniho
rozpoustédla a extrakt z rozpoustédla zbaveného analytu se stava tzv. rafinat (Koncsag & Barbulescu,

2011).

V 70. letech byla v souvislosti s extrakci cytokininti za pomoci LLE testovana rozpoustédla jako
je butan-1-ol a ethylacetat (EtAc). Hemberg a Wrestlin v roce 1973 pouzili ethylacetat (EtAc)
v kombinaci s kyselym vodnym roztokem. Po trojnasobné extrakci kinetinu proslo do EtAc faze asi 90
% puvodniho mnozstvi kinetinu. Pfi separaci kinetinu mezi butan-1-ol a alkalickym vodnym roztokem
(pH 7-9) se ukazalo, Ze kinetin do butanolové faze piesel téméi v§echen (Hemberg & Wrestlin, 1973).
Ptedpokladalo se, ze distribuce ptirozené se vyskytujicich se cytokininti bude podobna (Hemberg &
Westlin, 1973), ale tento zavér nebyl zcela opodstatnény (Letham, 1974). Pti dalsi studii bylo zjisténo,
ze koeficienty u kinetinu byly podstatné vyssi nez u zeatinu, oproti iP u né¢hoz byla t¢innost extrakce
nizsi. Opét se ukazalo, Ze butan-1-ol v kombinaci vodnym roztokem o pH 7 poskytl lepsi vytéznost nez

EtAc s okyselenym vodnym roztokem o pH 3 (Letham, 1974).

Za inovativngj$i pfistup LLE lze povazovat mikroextrakci kapalina-kapalina (LLME),
mikroextrakce kapalinou fazi vyuzivajici duté vlakno (HF-LPME) ¢i disperzni mikroextrakci kapalina-

kapalina (DLLME).

Metoda HF-LPME je zalozena na extrakci cilovych analyti z vodného roztoku vzorku do
podpirné kapalné membrany (SLM) udrzované v poérech st€ny porézniho dutého vlakna a poté do
akceptorové faze uvnité dutého vlakna (Ghambarian et al, 2012). Cast porézniho dutého vlakna je
namocena ve stejném organickém rozpoustédle pro nasyceni portu a vlakno je spojeno s jehlou
mikroinjekéni stiikacky, kterou jsou béhem extrakce nabirany malé objemy vodného vzorku. Ty jsou
poté vstiikovany do detekéniho systému. V tfifazovém rezimu jsou nejprve analyty extrahovany z vodné
matrice vzorku a do tenké vrstvy organické faze uvnitt pord stény dutého vlakna a poté jsou extrahovany
jesté jednou do lokalizované vodné akceptorové faze uvnitt dutého vlakna (Pawliszyn & Stig Pedersen-
Bjergaard, 2006). HF-LPME je levna, ma vysoky koeficient obohaceni, nizkou spotiebu nebezpeénych

organickych rozpoustédel a je zde moznost automatizace (Gjelstad & Pedersen-Bjergaard, 2013).
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Nevyhodou miize byt pomalejsi proces extrakce, pomérn€ narocna manipulace ¢i moznost kontaminace

vldkna (Bayat & Bozorgi, 2020).

Metoda ,,Hollow fiber liquid liquid liquid extraction* (HF-LLLME) byla v kombinaci s vysoce
ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) s UV detekci naptiklad vyuzita pro stanoveni nékolika

kyselych fytohormonti v kokosové §tave (SA, IAA, ABA a kyseliny jasmonové) (Wu & Hu, 2009).

DDLME je metoda zaloZena na pouziti smési obsahujici extrakéni a disperzni rozpoustédla,
ktera se vstiikuje do vodného vzorku a nasledné se protiepava. Vysledkem je, ze extrakéni rozpoustédlo
se rozptyli do vzorku ve formé jemnych kapicek a vytvoii zakaleny roztok, do kterého se prenesou
analyty a naslednym odstfedénim se izoluji. Jednd se o snadnou, jednoduchou, rychlou a levnou
metodou extrakce organickych sloucenin ve vodnych vzorcich (Rezaee et al. 2006). Problematicky
maze byt vybér extrakéniho rozpoustédla, jez musi byt t€z8i nez voda (chloroform, nitrobenzen,
bromobenzen atd.) a soucasn¢ by neméla byt toxicka (Quigley et al, 2016 et al, 2012). DLLME v
kombinaci s vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii a fluorescen¢ni detekci byl vyuzit pii extrakcei
auxint, pii niz byl pouzit chloroform jako extrak¢ni rozpoustédlo a aceton jako disperzni rozpoustédlo
(Lu et al, 2010). Poté probéhla podobna studie, ktera stanovovala za pomoci DLLME kyselinu
giberelovou (GA3), ABA, TAA, kyselinu indol-3-ylmaselnou, kyselinu indol-3-ylpropionovou, SA a
kinetin ribosid (KR) v zelenych motskym fasach (Monostroma, Ulva). ABA a 1AA poskytly vétsi
vytéznost nez KR ¢i SA (Gupto et al, 2011).

1.3.5. Paralelni extrakce pomoci umélych kapalnych membran (PALME)

Paralelni extrakce pomoci umélych kapalnych membran (Parallel artificial liquid membrane
extraction; PALME) je extrakéni a purifikani metoda zalozend na zaloZena na extrakci analytl
z kapaliny (donoru) do kapaliny (akceptoru) pfes polymerni membranu s nemisitelnou organickou
kapalnou fazi (,,suported SLM), ktera se mezi témito dvéma kapalnymi fdzemi nachazi. Jedna se tzv. 3-
fazovy systém, ktery je provadén ve formatu 96jamkové desticky (Gjestad et al, 2013). Princip metody
spo¢iva vtom, Ze béhem procesu extrakce dochazi k postupné pasivni diftzi cilovych analyti
z donorového rozpoustédla pres odpovidajici umélou kapalinou membranu (SLM) do rozpoustédla
akceptoru. Donorovy roztok je navrzen tak, aby analyty v ném rozpusténé byly nabojové neutralni. To
zajistuje snadné&jsi pfesun analytd z donoru do kapalné membrany. Naopak sloZeni akceptoru je
navrzeno tak, aby byl analyt ionizovan, ¢imz je zajiStén snadnéjs$i pfesun z kapalné membrany do

akceptoru (Gjelstad et al, 2017).

Vyhoda metody spocivd v minimalni spotiebé rozpoustédel i vzorku a ve srovnani s jiz
zavedenymi metodami jako je napt. SPE. Vynechava krok odpatfovani, coz urychluje proces extrakce.

Navic je tato metoda kompatibilni s LC-MS, protoze umoziuje piimy nastiik extraktu.
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PALME tak pfedstavuje vysoce efektivni, rychlou a levou metodu umoziiuje purifikaci
biologického vzorku (Gjelstad et al, 2017). Metoda PALME byla piivodné vyvinuta pro izolaci
farmakologickych analyt ze vzorki lidské krve, séra a moci. V jednom z prvnich experimentt byly
za pomoci PALME extrahovany roztoky lécivych latek petidin, nortriptylin, metadon a haloperidol
krevni plazmy. Do vodné roztoky plazmy se zminénymi latkami byl pfidan hydroxid sodny (NaOH).
Bylo testovano nékolik rozpoustédel nanaSenych na membranu, napt. dodecyl acetat (DDA)-hexadekan
isopentylbenzen, n-Dihexylether (DHE), 2-nitrofenyloktylether atd., pfi¢emz jako nejlepsi se osvédcilo
DDA, které poskytlo nejvyssi vytéznost (Gjelstad et a/, 2013).

1.4. Metody analyzy fytohormont

1.4.1. Imunochemické metody

Imunochemické metody umoziuji detekovat relativné€ nizké hladiny koncentraci fytohormont
(Wang et al, 1995). Jsou zalozeny na specifické interakci analytu (antigenu) s protilatkou, z nichz jeden

je oznacen takovou latkou, aby mohl byt komplex detekovan.

Mezi imunochemické metody patii pfedevs§im radioimunoanalyza (RIA) a ELISA (enzymova
imunoanalyza). Radioimunoanalyza (RIA) je citlivou metodou se schopnosti detekce v fadech nmol az
pmol (Tarkowski et al, 2004). V piipadé¢ imunochemické analyzy CK mize byt pouzito znaceni
radioaktivnim prvkem (napt.: %1, *H, *C), fluorescen¢ni ¢i chemiluminiscenéni latkou nebo enzymem
(Chan, 1987). Samotné CK nemohou imunitni odpovéd’ vyvolat, schopnost ziskavaji az po navazani na
vhodny makromolekularni nosi¢ (Tarkowski et al, 2004). Aby nedochazelo k nezadouciho vyvazani
protilatek matrici v hrubém extraktu, je potfeba latky interferujici s RIA protilatkami pfedem odstranit
(Cook et al, 2001). Rostlinné hormony a nékteré jejich metabolity byly metodou RIA analyzovany od
70 let. Prvné byla metodou analyzovana IAA (Pengelly & Meins, 1977), nasledné¢ pak
isopentenyladenosin (iPR) (Khan et al, 1977), ABA (Weiler, 1979), tZ (Weiler, 1980b) a GA3 (Weiler
& Wieczorek 1981). Vyjma GA3, ktera byla radioaktivné znacena '»I, byly v§echny uvedené hormony
znaceny *H (Weiler, 1982).

Metoda ELISA, jejiz detekéni limit dosahuje fadove fmol byla v oblasti fytohormoni poprvé uplatnéna
v kombinaci avidin-biotin komplexem pfi analyze IAA, ABA a zeatin ribosidii (ZR) v pletivech rajcete
(Maldiney et al, 1986). Od 80. let nad metodou RIA ptevazuje ELISA metoda svymi vyhodami, nebot’
v porovnani s RIA je ELISA levn¢jsi a ma jednodusi provedeni. Navic zde nedochdzi ke vzniku

radioaktivniho odpadu (Tarkowski et al, 2009).
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1.4.2. Kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni tandemovou spektrometrii (LC-

MS/MS)

Fytohormony se zpravidla vyskytuji velmi nizkych koncentracich (107° az 10°'° mol/g zivé
hmoty), a proto je potieba vyuzit velmi citlivych a ptesnych instrumentéalnich metod, které jejich detekci
zprosttedkuji. Citlivou analyzu rostlinnych hormoniti umoznily az technologie zaloZené na separacnich

technikach spojenych s hmotnostni spektrometrii (MS).

Vzhledem k tomu, Ze, klasické kolonové uspotradani nema potiebnou ucinnost, dnes se vyuziva
prevedsim HPLC a UHPLC systémy (Klouda, 2003). LC systém slouzi k separaci analytu mezi
kapalnou (mobilni) a pevnou (stacionarni) fazi. Uplatnéni v pfipadé analyzy fytohormonti nalezlo
predevsim spojeni ultra-vysoko uc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC) v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii typu trojitého kvadrupolu (QqQ). Tato kombinace metod umoznuje rychlou separaci,

identifikaci a kvantifikaci analytd (Klouda, 2003).
1.4.3. Vysokoucdinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejpouzivangjsich separacnich
technik zajistujici jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu latek rozpustnych v kapaling, véetné
fytohormonti. HPLC se pro kvantitativni analyzu fytohormont vyuzivala jiz od 70 let. Poprvé byla
metoda v rdmci fytohormonti vyuzZita pfi analyze cytokininti (Challice, 1975), pozdéji pti analyze ABA
(Sweeter & Vatvars, 1976) a IAA (Sweetser & Swartzfager, 1978). HPLC, kterd mize s polarnimi
slouc¢eninami pracovat piimo, je vhodnéjsi pro vétSinu nederivatizovanych rostlinnych hormoni za
pouziti UV detektoru. (Fu et al, 2011). Vysoka citlivost a selektivnost metody je zajiSténa vétSinou
spojenim HPLC s tandemovou hmotnostni spektroskopii (MS/MS) (Ma et al, 2008). HPLC ve spojeni
s MS/ MS je vyuzivana k analyze fytohormoni od 90 let. Byla vyuzita naptiklad pfi analyze cytokininti
v tabaku (N. tabacum) (Redig et al., 1996), auxini (IAA) vryzi (Matsuda et al, 2005) ¢i ABA
v A. thaliana (Lopez-Carbonell, 2005).

1.4.4. Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

Ultra-vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (UHPLC) zajiStuje vysSSi rozliSeni, vyssi
citlivosti a rychlejsi separaci. Vzhledem k tomu, ze pracuje se stacionarni fazi, jejiz ¢astice maji daleko
niz§i prumér nez u HPLC, je potieba pracovat pii vysSich tlacich az 1000 bar (cca 100 MPa) (Von
Schwartzenberg et al, 2007). Mobilni faze mize probihat za isokratické nebo gradientové eluce. Pti
isokratické eluci se slozeni faze neméni a faze je ptrivadéna jednim vysokotlakym cerpadlem. Pii
gradientové eluci se slozeni mobilni faze s casem méni a je dopravena dvéma ¢i vice vysokotlakymi
cerpadly do smeSovaciho zafizeni. Pfed vstupem do cerpadla je umistén filtr k zachyceni necistot
v mobilni fazi. Mobilni fazi je také pfedem nutno odplynit, aby se s poklesem tlaku pii vystupu z kolony
zabranilo vzniku vzduchovych bublin, které¢ rusi detekci. Mezi Cerpadlem a kolonou je zafazeno

davkovaci zafizeni (davkovaci ventily ¢i autosamplery), z n€hoz je tokem mobilni fdze vzorek odnasen
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na kolonu. Vzorek je na koloné separovan na jednotlivé slozky, pricemz kazda slozka ziskava svij
definovany retencni ¢as. Na konci kolony je umistén detektor, ktery zaznamenava vystupni signaly

vyhodnocovacim systémem (Novakova & Dousa, 2013).

V oblasti rostlinnych hormont byla UHPLC ve spojeni s MS/MS a elektrosprejem (ESI) byla
poprvé pouZita pii analyze cytokinini (von Schwartzenberg et al., 2007). Pozdé&ji byla metodika blize
popséana v poce 2008 (Novak et al., 2008). Od této doby nachazi tento metodicky pfistup uplatnéni pfi
analyze cytokinint, auxini, ABA a giberelini v ryzi. Cytokininy a auxiny zde byly detekovany v
pozitivnim iontovém mddu; ABA a gibereliny byly identifikovany v rezimu negativnich iont (Kojima
et al, 2009). V tomtéz roce bylo touto metodou analyzovano 8 metaboliti ABA v listech N. fabacum
(Tureckova et al, 2009). Dalsi vyvoj metody vedouci ke zvySeni jeji citlivosti umoznil kromé ABA i
detekci jasmonati (Balcke et al, 2012). Metoda UHPLC-MS/MS byla vyuzita také pro analyzu
stresovych hormont a jejich metaboliti jako jsou jasmonaty, SA, ABA (Flokova et al, 2014).

1.4.5. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je zalozena na pievedeni neutralnich molekul na nabité ionty, které
se deli podle jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z) (Siuzdak, 2004). Hmotnostni spektrometrie
v tandemu piedstavuje propojeni dvou hmotnostnich spektrometrti (MS?) za sebou, diky ¢emuz se

zvySuje schopnost selektivity metody (McLafferty, 1981).

Ionizaci  ziskdvaji  molekuly  vzorku ndboj a na zdkladé m/z  jsou
pritahovany elektromagnetickym polem. lonty jsou timto rozseparovany v hmotnostnim analyzatoru a
poté detekovany detektorem (Ho et al, 2003). K ionizace se vyuziva technik jako elektrosprej (ESI),
chemickd ionizace (CI), ionizace za atmosférického tlaku (APCI), termosprej (TSI), bombardovani
rychlymi atomy (FAB) ¢i matrici asistovana laserova desorpce (MALDI) (Siuzdak, 2004). Z danych
technik je v soucasné dobé nejbéznéjsi ESI (Novék et al, 2008; Tarkowski et al, 2009). Na rozdil od
jinych technik, ESI umoziiuje tvorbu nékolika ndsobné nabitych iontd (Ho et al, 2003). Diky tomu se
rozsah hodnot m/z u vyslednych ionti snizuje, tudiz 1ze ionizované molekuly analyzovat hmotnostnimi
spektrometry s mnohem mensim rozsahem hodnot m/z. Vyhodou ESI, jako mékké ioniza¢ni techniky,
je také majoritni vznik prekursorovych ionti [M+H]" a potlaceni tvorby fragmentd v iontovém zdroji

(Holcapek et al, 2010).

Bez ohledu na zdroj ionizace, citlivost hmotnostniho spektrometru souvisi predevSim s
hmotnostnim analyzatorem, kde dochazi k separaci ionti. Siroce pouzivan je predevsim kvadrupdlovy
hmotnostni analyzator (Q), analyzator kvadrupdlové iontového pasti (QIT), analyzator doby letu (ToF)

a Fourierova transformace iontové cyklotronové rezonance (FT-ICR).

Kvadrupdl je tvofen ¢tyfmi paraleln€ usporadanymi tyCemi, na néz je vkladano napéti, které
mezi poly vytvori elektrické pole (Koenig & Jack 1999). Jakmile ionty vstoupi do elektrického pole

zacnou oscilovat. Na zédklad¢ stability trajektorii iontl v oscilatnim elektrickém poli jsou nasledné
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separovany, pficemz oscilace je stabilni pouze pro ionty s ur€itym pomérem m/z. Vybrané ionty tak

mohou prochazet kvadrupolem, zatimco zbylé ionty jsou zachyceny na ty¢ich.

Pro tandemové uspotadani je typicky trojity kvadrupol (QqQ), ktery predstavuje 3 kvadrupoly
zapojené za sebou v sérii (Ho ef al, 2003). Prvni kvadrup6l (Q1) spolecné s tietim kvadrupdlem (Q3)
patii mezi tzv. filtry. Q3 zaroven slouZzi k analyze fragmentt vzniklych tzv. kolizni cele (q2), ktera je
umisténa mezi Q1 a Q3 (de Hoffmann & Vincent Stroobant, 2007). Selektované ionty z Q1 ptichazeji
do g2, kde jsou fragmentovany prostfednictvim neutralnich molekul plynu o vysoké energii (¢asto argon
nebo dusik). Pomoci Q3 jsou hledané fragmenty selektovany a na detektoru za Q3 findln€ analyzovany
(de Hoffmann & Vincent Stroobant, 2007). Hmotnostni analyzatory na bazi trojitych kavdrupdli jsou
v soucasnosti nejrozsifenejSimi pfitroji pro ultra citlivé stanoveni roslinnych hormonii (Tarkowska et

al., 2014; Novak et al., 2017).

Kvadrupélovy hmotnostni analyzator (Q) a analyzator doby letu (TOF), lze také spole¢né
konfigurovat jako tandemové hmotnostni spektrometrické pfistroje, tzv. Q-ToF. Lisi se rozliSenim,
hmotnostnim rozsahem a schopnosti provadét tandemové experimenty, napt. sken prokutovych ionti
nebo sken neutralnich ztrat (El-Aneed et al, 2009). Spojenim LC-QToF-MS/MS byly v xylemové mize
detekovany cytokininy, ABA a gibereliny. Ve srovnani s klasickou LC-MS/MS, LC-QToF-MS/MS
dosahla vyssi pfesnosti hmoty a lepSiho rozliseni (Fletcher & Mader, 2007).
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Material

Polymerni polypropylénové membranové filtry produkované v Laboratofi ristovych regulatort
z 8jamkovych prouzkli a membrany Accurel PP flat membrane 1E(R/P) 100 pm/0,1 pm (3M,
Némecko); komercné dostupné polymerni polyviniliden fluorid (PVDF) membranové (Merck, USA),
borosilikatové zkumavky 12x5 mm sklenéné zkumavky Fisher Brandt (Fisher Scientific, USA) SPE
kolonky Oasis® MCX 30 mg/1 ml (Waters, USA), mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko), nylonové
centrifugaéni filtry pSpin Filtr 0,2 um (Chromservis, Ceské republika), LC vialky (Labicom, Ceské
Republika), sklenéné mikroinzerty (0,25 mm; 5,8 x 29 mm; Chromservis, Ceska republika),
mikrotitraéni 96jamkova desticka multiscreen (Merck, USA); automatické pipety s pfislusenstvim

Eppendorf Research plus (rozsah pipet: 1-10 pl; 10- 100 pl, 100-1000 pl; 500-5500 pl; Némecko)

2.2. Pristrojova technika

Oscilaéni mlyn Retsch MM400 (Retsch, Némecko), vakuova komirka SUPELCO Visiprep ™
(Merck, USA) prislusenstvim, ultrazvukova lazen SONOREX (Bandelin, Némecko), ultrazvukova
lazen ultrazvuk Elmasonic S10 (Elma, Némecko), mechanicky rotator Stuart SB3 (Merck, USA),
vyrobnik deionizované vody Millipore Direct Q® 3UV (Merck, USA), analytické vahy Sartorius
(Némecko), vortex mixer Wizard IR (Velp, Italie), centrifugacni odparka JOUAN (Trigon-plus®,
Ceska Republika), centrifuga Eppendorf miniSpin (Merck, USA), centrifuga Avanti™ (Beckman
Coulter, USA), hmotnostni spektrometr typu trojit¢ho kvadrupdlu vybaveny ionizaci elektrosprejem
Xevo® TQ-S (Walters, Velka Britanie), ultra-vysokoucinny chromatograf Acquity® UPCL (Waters,
USA) vybaveny chromatografickou kolonou Acquity UPLC® BEH Shield RP18 1,7 um (Waters,
USA), orbitélni standartni trepacka (VWR USA), pH metr ph 700 (Eutech Instruments, Singapur)

2.3. Chemikalie

Deionizovana (Milli-Q) voda, kapalny dusik (Messer, Némecko), methanol (Lichrosolv,
Némecko), amoniak (Merck, USA), kyselina dusi¢na (Fluka, USA), kyselina mravenci (FA; Merck,
USA), kyselina diethyldithiokarbamova (Sigma-Aldrich, USA), Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (Lachner, Ceska Republika), dodekahydrat fosfore¢anu disodného (Lachner, Ceské republika),
hexanol (HXL; Sigma-Aldrich, USA), 1-oktanol (OCL; Sigma-Aldrich, USA) 2-oktanon (OCN; Sigma-
Aldrich, USA), 2-nonanon (NON; Sigma-Aldrich, USA); dodecylacetat (DDA; Sigma-Aldrich, USA),
dihexylether (DHE; Sigma-Aldrich, USA), ethyl-acetat (EtAc; Merck, USA), kyselina bis(2-ethylhexyl)
fosfore¢na (DEHP; Sigma-Aldrich, USA).
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2.3.1. Neznacené CK standardy

trans-zeatin (tZ7), trans-zeatin ribosid (¢ZR), trans-zeatin monofosfat (tZRMP), trans-zeatin O-
glukosid (£ZOG), trans- zeatin ribosid O-glukosid (¢#ZROG), trans-zeatin N7-glukosid (¢Z7G), trans-
zeatin N9-glukosid (¢29G), cis-zeatin (cZ), cis-zeatin ribosid (cZR), cis-zeatin ribosid monofosfat
(cZRMP), cis-zeatin O-glukosid (cZOG), cis-zeatin ribosid O-glukosid (cZROG), cis-zeatin N7-
glukosid (cZ7G), cis-zeatin N9-glukosid (cZ9G), dihydrozeatin (DHZ), dihydrozeatin ribosid (DHZR),
dihydrozeatin O-glukosid (DHZOG), dihydrozeatin N7-glukosid (DHZ7G), dihydrozeatin N9-glukosid
(DHZ9G) isopentenyladenin (iP), isopentenyladenin ribosid (iPR), isopentenyladenin N7-glukosid
(iP7G), isopentenyladenin N9-glukosid (iP9G), benzyl aminopurin (BAP), benzyl aminopurin ribosid
(BAPR), benzyl aminopurin ribosid monofosfat (BAPRMP), benzyl aminopurin N7-glukosid (BAP7G),
benzyl aminopurin N9-glukosid (BAP9G), ortho-topolin (oT), ortho-topolin ribosid (oTR), ortho-
topolin N7-glukosid (0T7G), ortho-topolin N9-glukosid (0T9G), meta-topolin (mT), meta-topolin
ribosid (mTR), meta-topolin N7-glukosid (mT7G), meta-topolin N9-glukosid (mT9G), para-topolin
(pT), para-topolin ribosid (pTR), para-topolin N7-glukosid (pT7G), para-topolin N9-glukosid (pT9G),
kinetin (K), kinetin ribosid (KR), kinetin N9-glukosid (K9G) (vSechny Laboratof ristovych regulatort).

2.3.2. Izotopicky znacené CK standardy

[BCs]-trans-zeatin, [*Hs]-trans-zeatin ribosid, [*Hs]-trans-zeatin monofosfat, [*Hs/-trans-
zeatin O-glukosid, [°Hs]-trans-zeatin ribosid O-glukosid, [?Hs/-trans-zeatin N7-glukosid, [°Hs]-trans-
zeatin  N9-glukosid,  ["*Cg/-cis-zeatin,  [’N,]-cis-zeatin ~ N7-glukosid, [’H;]-dihydrozeatin,
[*H;]-dihydrozeatin ribosid, /’H;/-dihydrozeatin O-glukosid, [°H;]-dihydrozeatin N9-glukosid,
[*Hg]-isopentenyladenin, /[’Hg/-isopentenyladenin ribosid, [*H,/-isopentenyladenin N7-glukosid,
[*Hg]-isopentenyladenin N9-glukosid, /°H;/-benzyl aminopurin, [°H;/-benzyl aminopurin ribosid,
[*H;]-benzyl aminopurin N9-glukosid, /"’ N,J-ortho-topolin, ["’N,J-ortho-topolin ribosid, /"’ N,J-ortho-
topolin N7-glukosid, [’N,J-ortho-topolin N9-glukosid, [’N,J-meta-topolin, ["’N,J-meta-topolin
ribosid, /"’N,J-meta-topolin N7-glukosid, ["’N,J-meta-topolin N9-glukosid, ["’N,/-para-topolin,
[P NyJ-para-topolin ribosid, [’N,J-para-topolin N7-glukosid, [’N,J-para-topolin N9-glukosid,

[ N4J-kinetin (vSechny Laboratof riistovych regulatort).
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2.4. Roztoky

2.4.1. Stanoveni metabolického profilu CK v semendaccich Arabidopsis thaliana

e Modifikovany extrakéni roztok Bielski: 75% MeOH, 20% voda, 5% FA (v/v)

¢ Kondicionaéni roztok: 50% kyselina dusi¢na (v/v)

e Promyvaci roztok 1: 1M FA
e Promyvaci roztok 2: 80% MeOH (v/v)

e FElucni roztok 1: 0,35 M hydroxid amonny
e Elucni roztok 2: 0,35M hydroxid amonny v 60% MeOH (v/v)
o Rekonstrukéni roztok: 5% MeOH

e Roztok izotopicky znaéenych internich standardu:
o 2-10®M CK baéze, ribosidy, N7-glukosidy a N9-glukosidy
o 5-10®M CK nukleotidy, O-glukosidy

2.4.2. Optimalizace sloZeni kapalné membrany - vybér organické tekuté faze

e Donorovy roztok: 0,05M sodnofosfatovy pufr (NaPBS) pH 7,4

e Kapalnd membrana:

o 100% OCL

o 100% OCN

o 100% HXL

o 100% NON

o 15% DHEP (v/v) v DHE

o 15% DHEP (v/v) v DDA
e  Akceptorovy roztok: 0,2M FA

e Roztok CK standard®: 4 - 10 mol/l donorového roztoku

2.4.3. Optimalizace sloZeni kapalné membrdny - vybér polymerniho nosice

e Donorovy roztok: 0,05M NaPBS pH 7,4
e Kapalna membrana: 15% DHEP (v/v) v DDA
e  Akceptorovy roztok: 0,2M FA

e Roztok CK standard®: 2 - 10" mol/l donorového roztoku
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2.4.4. Optimalizace sloZeni kapalné membrany prostiednictvim LLE

e Donorovy roztok: 0,05M NaPBS pH 7,4

e Organicka faze:
o 100% EtAc
o 15% DHEP (v/v) v DDA

e Roztok CK standardi: 2,5- 10 mol/l donorového roztoku

2.4.5. Optimalizace akceptorového rozpoustédla

e Donorovy roztok: 0,05M NaPBS pH 7,4
e Kapalna membrana: 15% DHEP (v/v) v DDA

e  Akceptorovy roztok:

o 0,0IMFA
o 0,05M FA
o 0,10MFA
o 0,20M FA

e Roztok CK standard®: 2 - 10" mol/l donorového roztoku

2.4.6. Stabilita CK v kyselém prostiedi

e Roztok CK standardti: 1 - 10°® mol/l CK ve vodé
e Roztok CK standardid kysely: 1 - 10 mol/l CK ve vodé v 0,2M FA

2.4.7. Analyza pomoci UHPLC-MS/MS

e Mobilni faze A: 15mM mravenc¢an amonny pH 3,95
e Mobilni faze B: 100% MeOH

2.5. Pracovni postup

2.5.1. Stanoveni metabolického profilu CK v semendccich A. thaliana

Sedmnactidenni semendcky A. thaliana ekotyp Col-0 byly zhomogenizovany za pomoci tfeci

misky, tloucku a kapalného dusiku a rozvazeny ve ctyfech technickych replikdtech do 2ml

mikrozkumavek po 20 mg cerstvé hmoty. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 0,5 ml modifikovaného

Bielskiho extrak¢niho roztoku spoleén€ s 10 pl roztoku izotopicky znacenych internich standarda.

Vzorky byly nasledné vlozeny do oscilacniho mlynku a extrahovany za podminek 27 Hz, 4 °C po dobu
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5 minut. Poté byly pfeneseny do ultrazvuku na 3 minuty a nasledn¢ do mechanického rotatoru, kde byly
extrahovany pfi 15 rpm, 4 °C po dobu 30 minut. Vzorky byly zcentrifugovany pii 15 200 rpm, 10 min,
4 °C a ze zkumavky byl nasledné sbiran supernatant. Extrakt byl ziedén 6x pomoci 1M FA ve vod¢ (k
0,5 ml extraktu bylo pfidano 2,5 ml 1M FA) a purifikovan pomoci SPE s vyuzitim multimodalniho
sorbentu Oasis® MCX (Waters). Vzorky byly analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS metody.

2.5.2. Purifikace vzorku pomoci SPE s vyuZitim multimoddlniho sorbentu Oasis® MCX
(Waters)

Vzorek byl nanesen na kondicionovanou SPE kolonku Oasis® MCX (30 mg/Iml). Kolonka
byla pfed nanesenim extraktu kondicionovana pomoci 1 ml MeOH, 1 ml vody, 1 ml 50% kyseliny
dusi¢né, 1 ml vody a nakonec 1 ml 1M FA. Kontaminanty byly vymyty nejprve 1 ml 1M FA ve vodé a
poté 1 ml 80% MeOH. Na SPE kolonky byl nasledné aplikovan 1 ml 0,35 M hydroxidu amonného ve
vodg, ktery slouzil jako elucni roztok 1 a eluat byl sbiran do sklenéné zkumavky. Poté byly na kolonku
naneseny 2 ml 0,35 M hydroxidu amonného v 60% MeOH a eluat byl sbirdn do stejné zkumavky.
Precisténé vzorky byly poté odpateny v centrifugacni vakuové odparce (Dobrev a Kaminek, 2002;
Svacinova et al, 2012). Odpatené vzorky byly rozpusStény v 40 pl 5% roztoku MeOH a umistény do
ultrazvuku po dobu 5 minut. Vzorky byly poté zvortexovany, pfepipetovany na centrifuga¢ni puSpin
filtry a centrifugovany pii 7 500 rpm po dobu 5 minut. Zfiltrované vzorky byly nasledné prevedeny do
LC vialek opatfenych sklenénymi inzerty a analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS.

2.5.3. Priprava donorového roztoku pro optimalizaci metody PALME

Do odmérné banky bylo navazeno 17,9 g dihydratu dihydrofosfore¢nanu sodného a objem byl
dopInén vodou na 100 ml za vzniku zasobniho roztoku A o koncentraci 0,5 M. Do dal$i odmérné baiiky
bylo navazeno 7,8 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného, ktery byl po doplnéni objemu na
100 ml rozpusteén za vzniku 0,5 M zasobniho roztoku B. Oba roztoky byly ultrazvukovany az do uplného

rozpusteni soli.

Poté byly oba roztoky smichany v poméru 57,7 ml A a 42,3 ml B tak, aby vznikl zasobni roztok
C, jehoz sloZeni odpovidalo 0,5M NaPBS pH 7,4. Tento roztok byl poté zfedén 10x na celkovy objem
100 ml, ve kterém bylo rozpusténo 20 mg kyseliny diethyldithiokarbamové.

2.5.4. Optimalizace sloZeni kapalné membrany - vybér organické tekuté faze

Do ctyt jamek 96jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovano 250 pl donorového roztoku,
ktery obsahoval smés CK standarti o koncentraci 4 pmol/ml. Dalsi Ctyfi jamky, které pfedstavovaly
slepy vzorek, byly vyplnény 250 ul donorového roztoku bez standardi. Na PVDF membranovou
»~multiscreen* platformu byly do ¢ty jamek aplikovany 3 pl organického rozpoustédla. Platforma byla

vloZzena do 96jamkové mikrotitracni desticky tak, aby impregnovand membrana byla v kontaktu
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s hladinou donorového rozpoustédla. Membrana byla poté piekryta 40 pul akceptorového rozpoustédla a
na desticku bylo upevnéno plastové viko. Timto zpisobem byly pfipraveny Ctyti replikdty pro organicka
rozpoustédla OCL, OCN, HXL, NON, DHE, DDA, 15% DEHP (v/v) v DHE a 15% DEHP v DDA
(v/v). Takto ptipravena sestava PALME byla umisténa na orbitdlni tfepacku a michédna pti 900 rpm po
dobu 30 minut. Poté byl akceptorovy roztok preveden do sklenéného inzertu a uzavien v LC vialce.

Vzorky byly analyzovany pomoci UHPLC-ESI-MS/MS.

2.5.5. Optimalizace sloZeni kapalné membrany - vybér polymerniho nosice

Do Ctyt jamek 96jamkové mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 250 pl donorového roztoku
obsahujiciho sm&s CK standartii o koncentraci 2 pmol/ml. Ctyfi jamky membranové , multiscreen
platformy z polyvinylidenfluoridu (PVDF) byly impregnovany 3 ul organického rozpoustédla 15%
DEHP v DDA (v/v). Platforma byla vloZena do 96jamkové desti¢ky a na membranu bylo napipetovano
40 pl akceptorového rozpoustédla. Stejnym zplsobem byla ptipravena desti¢ka, jejiz polymerni
membrana byla tvotena polypropylenem (PP). Obé desticky byly piekryty plastovym vikem a michany
na orbitalni tfepacce pti 900 rpm po dobu 30 minut. Poté byly extrakty pfedstavované akceptorovym
rozpoustédlem prepipetovany do inzertu, uzavieny v LC vialce a analyzovany pomoci UHPLC-ESI-

MS/MS.

2.5.6. Optimalizace sloZeni kapalné membrany prostiednictvim LLE

Do 1,5ml eppendortky bylo ve tfech technickych replikatech napipetovano 40 pl donorového
roztoku obsahujiciho standarty CK v koncentraci 1 pmol/40 ul. Extrakce byla provedena nésledujicim
zptsobem. Donorovy roztok byl pfevrstven 40 ul 15% DEHP v DDA (v/v) a vzorek byl promichan na
vortexu. Organicka a anorganické frakce byly poté rozdéleny centrifugaci pfi 8 000 rpm po dobu 5
minut. Organickd frakce byla odpipetovana a nahrazena Cistymi 40 pl 15% DEHP v DDA (v/v).
Extrakce byla zopakovana jesté 2x. Organicka frakce byla nafedéna do 1 ml 1M FA v MeOH a
purifikovana prostfednictvim multimodalniho sorbentu Oasis® MCX dle vySe uvedeného postupu.

Vzorky byly poté analyzovany pomoci UHPLC-ESI-MS/MS.

2.5.7. Stabilita CK v kyselém prostiredi

Do vialek s inzerty bylo ve ¢tyfech technickych replikatech napipetovano 40 ul smési CK
standardil rozpusténych ve vodé nebo 0,2M FA o koncentraci 1 - 10*M. Vzorky byly umistény do
chladnicky a sbirany v Casovych intervalech 0 h, 1 h, 6 h, 24 h a 72 h. Sbirané vzorky byly ihned
odpafeny ve vakuové odparce a poté rozpustény ve 40 pl 10% MeOH. Nasledné byla provedena
UHPLC-MS/MS analyza. Stabilita byla spocitana jako procentudlni podil primémé plochy piku

v definovaném c¢ase k primérné plose piku v Case nula.
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2.5.8. Analyza CK pomoci UHPLC-MS/MS a zpracovani dat

Na chromatografickou kolonu nastfiknuto 10 pl vzorku. Vzorek byl z kolony eluovan

gradientovou eluci podle podminek uvedenych v Tabulce 1.

Tabulka 1: Podminky gradientové eluce béhem UHPLC-MS/MS analyzy CK

Cas (min) Pratok (ml/min) %A %B
0,0 0,4 5 95

4,0 0,4 5 95

10,0 0,4 20 80

15,0 0,4 50 50

15,5 0,4 99 1

16,0 0,4 99 1

16,5 0,4 5 95

18,5 0,4 5 95

Chromatograficky rozdéleny vzorek byl ndsledné ionizovan v iontovém zdroji typu ESI a
analyzovan MS/MS systémem typu trojitého kvadrupolu. Kapilarni napéti bylo nastaveno na 0,75 kV.
Jako desolvataéni plyn byl pouzit dusik, ktery byl vyhtivan na 600 °C pii konstantnim prutoku 1000 I/h.
Teplota iontového zdroje byla 150 °C a tlak na nebulizéru byl nastaven na hodnotu 7 bar. Jako kolizni
plyn slouzil argon. CK byly analyzovany v ESI+ médu, ptficemz kuzelové napéti a kolizni energie se
lisily pro kazdou latku zvlast dle optimalizované metody publikované v praci Svaéinova et al, 2012.
Data byla sbirana pomoci programu Mass Lynx v4.2 v rezimu selektivniho zaznamu vice reakci (MRM)
a nasledn¢ zpracovana a automaticky integrovana pomoci vyhodnocovaciho programu Target Lynx XS.
Plochy integrovanych pikti byly exportovany do tabulky MS Excel, kde byly provedeny findlni vypocty.
Koncentrace CK byly vypocitany z detekovanych ploch analyti a internich standardd metodou
izotopového zifed’'ovani. Relativni navratnosti CK standardii byly vypocitany jako procentudlni podil
plochy piku detekovaného ve vzorku a plochy piku ekvivalentniho latkového mnoZzstvi v kalibracni
radé. Kalibratni fadu predstavovala Sestibodova koncentracni tada s logaritmicky vzristajici
koncentraci neznac¢enych CK standardi od 0,01 fmol do 1 000 fmol a konstantni koncentraci internich
standardd 10 fmol pro CK baze, ribosidy, N7- a N9-glukosidy a 100 fmol pro CK O-glukosidy a
nukleotidy.
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2.6. Vysledky a diskuze

2.6.1. Stanoveni metabolického profilu CK v semendccich Arabidopsis thaliana

Jak jiz bylo naznaceno v teoretickém uvodu, analyza CK v rostlinném materidlu pomoci
UHPLC-MS/MS vyzaduje dikladnou piipravu vzorku, ktera zahrnuje krok extrakce a purifikace.
Konvenéni metody purifikace CK jsou obvykle zalozeny na SPE. Spolehlivou a dlouhodobé pouzivanou
metodou je vtomto sméru vyuziti SPE kolonek obsahujicich multimodalni sorbent Oasis® MCX

(Waters, Milford, USA) (Dobrev a Kaminek, 2002, Hoyerova et al, 2006).

A m CK N7-Glukosidy

493% 3% m CK Nukleotidy
5%

Q%A

17%

m CK N9-Glukosidy
CK O-Glukosidy
CK Ribosidy O-Glukosidy
59%
CK Baze

CK Ribosidy

6%

m cZ-typy
m tZ-typy

43%
iP-typy

DHZ-typy

30%

Obrazek 3: Cytokininovy profil 17-dennich rostlin Arabidopsis ekotyp Col-0 stanoveny ve 20 mg FW
purifikovanych pomoci SPE kroku s vyuzitim Oasis® MCX 30 mg/Iml (Waters, Milford USA). Panel
A zobrazuje procentualni zastoupeni metabolickych skupin, panel B vyjadiuje procentualni zastoupeni
cytokininovych typl. Stanoveni bylo provedeno ve ¢tyfech technickych replikatech, pti¢emz relativni

smérodatna odchylka nepiesahla 15%.

V této bakalatské praci byla purifikace CK pomoci multimodélniho Oasis® MCX sorbentu

(Waters) pouzita za ucelem osvojent si zdsad analyzy CK v rostlinném materiadlu (Dobrev a Kaminek,
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2002). To zahrnovalo praktické provedeni extrakce a purifikace, UHPLC-MS/MS analyzu, identifikaci
a kvantifikaci latek metodou izotopového zfed'ovani. Jako biologicky material zde slouzily 17-denni

rostliny A4. thaliana ekotypu Col-0.

Jak ukazuje obrazek 3, z metabolickych typti byly v tomto typu materialu nejvice zastoupeny
N7-glukosidy, které jsou povazovany za produkty CK metabolismu (Hou ef al/, 2004). Pfiblizné Sestina
z celkového mnozstvi kvantifikovanych CK byla zastoupena CK nukleotidy, které plni funkci
prekurzorti CK (Ziircher a Miiller, 2016). Nejmensi podil tvotily biologicky aktivni CK baze spolu CK
ribosidy, jejichz funkce byla popsana jako transportni (Lomin ef al, 2015). Z CK typi ptevazovaly

cZ-typy, naopak nejméné byly zastoupeny DHZ-typy.

Poznatky a zkuSenosti ziskané v tomto experimentu byly nésledné vyuzity pii aplikaci a

optimalizaci metody PALME za ucelem analyzy CK.

2.6.2. Optimalizace sloZeni kapalné membrdny - vybér organické tekuté fize

Metoda PALME predstavuje inovativni a miniaturizovanou metodu extrakce a izolace
nizkomolekularnich latek z biologické matrice. Je zaloZena na tfifazovém systému extrakce z kapaliny
do kapaliny v 96jamkové desticce, pticemz dvé vodné faze jsou oddéleny tenkou vrstvou organické
soucasti extrakeni sestavy PALME, kterd ma zasadni vliv na G¢innost extrakéniho procesu. Sklada se z
malého mnozstvi organické kapaliny (niz$i jednotky pl), ktera je imobilizovana na pevném polymernim
nosi¢i. Na uéinnosti extrakce se proto muze podilet na jednu stranu vybér pevného nosice a na stranu
druhou volba kapalné organické slozky.

Slozeni organické tekuté faze bylo prvnim parametrem, ktery byl optimalizovany z hlediska
navratnosti CK standardi extrahovanych pomoci PALME. Standardy byly rozpustény v NaPBS pufru,
ktery byl piekryt membranovym filtrem z PVDF materidlu impregnovanym 3 pl ¢ty rdznych
organickych rozpoustédel. Dvé z nich byla alkoholickd (HXL a OCL) a dalsi dvé ketonicka (OCN a
NON). Kapalna membrana byla pievrstvena roztokem 0,2M FA, ktery béhem 30minutové extrakce
slouzil jako akceptor.

Z celkem 47 analyzovanych CK standardd extrahovanych metodou PALME v kombinaci
s pouzitymi rozpoustédly byly detekovany CK baze a CK ribosidy. Nejvyssi navratnosti CK bazi a
ribosidll a zaroven nejvyssi opakovatelnosti bylo dosazeno s pouzitim OCL. Ukazalo se, ze G¢innost
extrakce byla nepiimo zavisla na polarité analytii. Mén¢ polarni CK baze a ribosidy jako napf. iP, iPR,
BAP, BAPR, 0T, oTR dosahovaly vys$si névratnosti (az 75 %) nez polarngjsi CK jako napt. ¢Z, tZR, cZ,
¢ZR, DHZ nebo DHZR.

Nejvyssi primérna navratnost polarnich CK byla dosazena v kombinaci s HXL. To se tykalo i

polarnich CK nukleotidii a glukosidl, které v pfitomnosti HXL vykazovaly primérnou navratnost
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priblizné 10 %. V pritomnosti ostatnich organickych rozpoustédel byly nukleotidy a glukosidy pod
limitem detekce. Oproti vysledkim ziskanym za pomoci OCL vSak kombinace s HXL vykazovala
vysoké relativni smérodatné odchylky dosahujici az 100 %, coz dramaticky snizovalo robustnost
metody. Tato nizka opakovatelnost byla pravdépodobné zpisobena ¢aste€nou nebo uplnou ztratou
objemu akceptorového rozpoustédla béhem extrakce. Jednim z divodl této ztraty mohla byt ¢astecna
rozpustnost HXL ve vod¢, coz mohlo vést k tomu, ze kapalnd membrana prestala byt funkéni a doslo k
nezadoucimu smiseni akceptoru s donorem. Rozpustnost HXL ve vodé¢ (5,9 g/l) je totiz ptiblizné 20x
vy$8i nez rozpustnost OCL ve vode (0,3 g/1) (Tabulka 2). Tento efekt navic mohl byt zesilen vysokym

nadbytkem vody obsazené v donorovém a akceptorovém rozpoustédle (v souctu témét 300 pl oproti 3
ul HXL).
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% 60
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Obrazek 4: Navratnost CK bazi (A) a ribosidi (B) pii optimalizaci slozeni tekuté slozky kapalné
membrany s vyuzitim HXL, OCL, OCN a NON v kombinaci s PVDF materialem. Vysledky byly
vypocteny jako pramér + SD, n = 4.

Vysoka variabilita vysledkd v kombinaci se ztratou akceptoru byla pozorovéna rovnéz po

extrakci za pomoci OCN a NON. Tato dvé rozpoustédla vSak na rozdil od HXL byla v minulosti
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opakované pouzita jako soucast kapalné membrany (Pilafova et al, 2017). Jejich misitelnost ve vode je
navic ve srovnani s HXL vyrazné nizsi (0,9 g/l, resp. 0,17 g/1) (Tabulka 2). To naznacuje, Ze na ztratach
akceptoru a vysoké variabilit€ navratnosti se mohly podilet i jiné, doposud neobjasnéné, faktory.

Kombinace s OCL se tedy ukdzala v tomto experimentu jako optimalni, nicméné i zde byly
pozorovany castecné ztraty akceptorového rozpoustédla. Proto byly pro dalsi optimalizaci tekuté slozky
kapalné membrany zvoleny DHE a DDA, jejichz misitelnost s vodou je o dva, resp. tfi fady nizsi nez
v ptipadé OCL.

Podobné jako v pfedchozim experimentu byly v kombinaci s DHE a DDA detekovany pouze
CK baze a ribosidy. I zde se projevil efekt zavislosti ndvratnosti na polarité analytu. Nepolarni CK baze
a prislusné ribosidy byly extrahovany s vyssi ucinnosti nez polarni CK. Celkové vySsich névratnosti
bylo dosazeno s pouzitim DDA ve srovnani s DHE. U obou rozpoustédel se opét projevila relativné
vysoka variabilita vysledki, nicméné ztraty akceptoru béhem extrakce byly témét eliminovany. Oproti
extrakci s OCL vsak bylo dosaZeno celkové nizSich navratnosti a navic vytézky nékterych analytd, jako
napt. tZ, c¢Z, DHZ a jejich ptislusnych ribosidli byly sniZzeny az na limit detekce (Obrazek 3, svétlé
sloupce).

Na nizsich vytézcich se pravdépodobné podilela vyssi hydrofobicita obou rozpoustédel. Miru
hydrofobicity rozpoustédla lze vyjadtit pomoci relativni permitivity (Tabulka 2). U hydrofilnich latek
je hodnota této veli¢iny vyssi, nez u latek hydrofobnich. V ptipadé DDA je relativni permitivita priblizné
3% nizsi nez v piipadé OCL. Proto byla rozpustnost relativné hydrofilnich CK v DDA zna¢né omezena.
Z tohoto divodu byly DDA a DHE obohaceny aditivem DEHP, které je hydrofilngjsi a v minulosti bylo
pro polarni analyty vyuZito v kapalné membrané jako iontovy pienaSec (Pilatova ef al, 2017). Ukazalo
se, ze ptidavek tohoto aditiva v koncentraci 15 % (v/v) vedl ke zvySeni navratnosti hydrofilnich analyt
az na desetindsobek a to jak v ptipadé DDA, tak v ptipadé¢ DHE. Lepsich vysledk z hlediska vytéznosti
CK standardt doséhl 15% DEHP (v/v) v DDA (Obrazek 5), proto bylo toto rozpoustédlo pouzito

v nasledujicich experimentech jako tekuta slozka kapalné membrany.

Tabulka 2: Fyzikaln¢ chemické vlastnosti vybranych organickych rozpoustédel
(Haynes a Lide, 2012; databaze Gestis)

Sumarni Relativni Rozpustnost ve vode
Nazev Zkratka vzorec permitivita (g/h)
1-hexanol HXL  CsHisO 13,30 5,9000
2-oktanon OCN  CgH;6O 9,51 0,9000
1-oktanol OCL  CsHis0 10,30 0,3000
2-nonanon NON  CoHis0 9,14 0,1670
dihexyl ether DHE  Ci2HxO - 0,0030
dodecyl acetdit DDA CisHx0s 3,60 0,0004
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Obrazek 5: Navratnost CK bazi (A) a ribosidti (B) pfi optimalizaci slozeni kapalné membrany s
vyuzitim 3 pl DDA, 15% DEHP (v/v) v DDA, DHE, 15% DEHP (v/v) v DHE v kombinaci s PVDF

membranou. Vysledky jsou vyjadieny jako prumér + SD, n = 4.

2.6.3. Optimalizace sloZeni kapalné membrdany - vybér polymerniho nosice

Druhou optimalizovanou slozkou kapalné membrany byl polymerni nosi¢. CK standardy
rozpus$téné v donorovém roztoku byly extrahovany ptes kapalnou membranu tvofenou 15% DEHP (v/v)
v DDA, ktera byla imobilizovana bud'to na PP nebo PVDF polymernim nosici. Jako akceptor zde slouzil
roztok 0,2M FA. Ve vzorcich, které byly extrahovany timto zptsobem, byly detekovany CK baze
a ribosidy. Rozdily v navratnosti téchto detekovanych analytti vSak nebyly pii srovnani PP a PVDF
statisticky vyznamné (Obrazek 2). Ostatni metabolické skupiny, mezi které¢ patfi CK glukosidy
a nukleotidy zlstaly v obou pfipadech pod limitem detekce. Vybéer polymerniho materialu proto nemél
na vyslednou navratnost CK standarda vliv. I pies toto zjisténi byl pro dal$i experimenty zvolen jako
polymerni nosi¢ PP. Membranové¢ filtry z PP materidlu jsou totiz vyrabény piimo v Laboratofi ristovych

regulatort a jejich pouZiti je proto levngjsi oproti komeréné dostupnym membranovym filtrim z PVDF.
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Obrazek 6: Navratnost CK bazi (A) a ribosidti (B) pii optimalizaci pevného nosice kapalné membrany.
Tekutou slozku tvofil roztok 15% DEHP (v/v) v DDA, ktery byl imobilizovan v PVDF nebo PP
polymerni membrang. Vysledky jsou vyjadieny jako primér = SD, n =4,

2.6.4. Optimalizace sloZeni kapalné membrany prostiednictvim LLE

uspotfadanim PALME nebo rozpustnosti analytli ve zvoleném rozpoustédle, byla provedena extrakce
CK z donorového roztoku do kapalné membrany v klasickém uspotadani LLE. CK standardy byly
rozpustény v NaPBS pufru, ke kterému bylo pfidano stejné mnozstvi DDA obohaceného 15% DEHP.
Vedle této varianty vzorku byl pfipraven jesté referencni vzorek, v némz byla organicka faze tvorena
EtAc. Toto organické rozpoustédlo predstavuje nejpolarnéjsi rozpoustédlo mezi témi, kterda jsou
nemisitelna s vodou, a je proto vhodné jednak pro LLE a pak pro extrakei relativné polarnich cytokinind.
Celkove bylo pomoci LLE v pritomnosti DDA+15% DEHP dosazeno vysS§ich navratnosti nez v extrakci
PALME protokolem (Obrazek 4). Napi. CK baze zeatinovych typt byly extrahovany v LLE usporadani
s priblizn€ 50-60% ucinnosti (Obrazek 4) oproti 5-6% ucinnosti dosazené v metodé PALME
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(Obrazek 3), coz ¢ini desetinasobny rozdil. Dale se ukazalo, ze LLE v kombinaci s DDA+15% DEHP
poskytla ptiblizn€ trojnasobné vyssi navratnost pro CK baze zeatinovych typt ve srovndni s extrakci do
EtAc (Obrazek 4A). CK baze ostatnich typti mély névratnost srovnatelnou s EtAc. U CK ribosida se
projevil opacny trend. VysSich navratnosti bylo dosazeno extrakci do EtAc a to az trojndsobné oproti
DDA+15% DEHP v ptipad¢ topolin ribosidii a KR (Obrazek 4B). Ostatni metabolické skupiny CK

zustaly na urovni limity detekce stejné jako pfi extrakci pomoci PALME protokolu.
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Obrazek 7: Navratnosti standardi CK bazi (A) a CK ribosidi (B) extrahovanych v uspofadani LLE

z donorového roztoku do EtAc nebo 15% DEHP (v/v) v DDA. Vysledky byly vypocteny jako primeér +
SD, n=4.

2.6.5. Optimalizace sloZeni akceptorového rozpoustédla

Za tucCelem zvySeni navratnosti CK standardd byla optimalizovana koncentrace FA
v akceptorovém rozpoustédle. Byly zde srovnavany ¢tyti koncentrace FA od 0,01M az po 0,2M. U CK
bazi se ukazalo, Ze se zvySujici se koncentraci FA dochazi ke zvySovani navratnosti, pficemz nejvyssi
koncentrace FA poskytovala trojnasobné az ¢tyfnasobné vyssi prumernou navratnost nez koncentrace

nejnizsi (Obrazek 3). Podobného vysledku bylo dosazeno i u CK ribosidi, kde byl tento trend pozorovan
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u iPR, BAPR a ribosidil topolinovych typ. Dale bylo zjisténo, ze koncentrace FA v tomto rozsahu
neovliviluje navratnost ostatnich metabolickych skupin, které opét dosahovaly ndvratnosti na trovni

limitu detekce. I pfes toto zjisténi byla za optimalni akceptorové rozpoustédlo prohldsena 0,2M FA.

60
50

40 0.01M FA

ﬂi‘ ﬂil ﬂi‘ {‘i mil ﬂil “i' {“

Obrazek 8: Navratnosti standardit CK bazi pti optimalizaci akceptorového roztoku obsahujiciho riiznou
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koncentraci FA ve vod¢. Vysledky jsou priimérem = SD, n = 4.

2.6.6. Stabilita CK v kyselém prostiedi

Vzhledem k relativné vysoké koncentraci FA v optimalnim akceptorovém rozpoustédle byla
testovana stabilita CK v tomto kyselém prostiedi. Standardy CK byly rozpustény v roztoku 0,2M FA a
ve vode¢, ktera slouzila jako kontrola. Vzorky ve ¢tyfech replikatech byly uchovavany pti 4 °C a sbirany
v definovanych casech. Poté byly odpateny, znovu rozpustény v 10% MeOH a analyzovany pomoci
UHPLC-MS/MS. Stabilita byla vyjadrena jako procentudlni podil signalu CK ziskan¢ho v definovaném
Case a signdlu v ¢ase nula. Cas 0 h tedy slouzil jako reference, ¢as 1 h piedstavoval dobu extrakce, asy
6 h, 24 h a 72 h predstavovaly dobu ulozeni vzorkd v autosampleru kapalinového chromatografu.
Ukdzalo se, Ze primérna stabilita CK bazi v 0,2M FA nevykazovala statisticky vyznamny pokles ani po
72 h (Obrazek 4A).

V minulosti byla stabilita CK bazi testovana na latkach, které se bézné pouzivaji v kultivacnich
médiich pii mikropropagaci rostlin. Rtstové regulatory BAP, mT, K, iP a tZ byly ve vodném prostiedi
vystaveny podminkam jako rtizna teplota a pH a byla sledovana zména jejich koncentrace v ¢ase. Autofi
popisuji, ze tZ byl v prostiedi 0,05M FA a 25 °C stabilni po dobu téméf dvou mésict. K degradaci tZ
doslo az pii zvyseni teploty na 85 °C (Hart ef al, 2016). K podobnému vysledku dosli Travnicek et al.,
ktefi popsali mechanismus zmény chemické struktury iP rozpusténého v kyseliné chlorovodikové a
zahtatého na 50 az 100 °C. Zvysujici se koncentrace kyseliny chlorovodikové a teploty vedla k postupné
protonizaci molekuly, cyklizaci N6 postranniho fetézce az ke kyselé hydrolyze adeninového kruhu

(Travnicek et al., 2011). Vysledky obou praci ukazuji, Ze stabilita vybranych CK bazi zavisi kromé
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koncentrace kyseliny také na teploté, ktera v ptfipadé PALME protokolu zdaleka nedosahovala
publikovanych kritickych hodnot, aby zapficinila zménu chemické struktury tZ nebo iP. Stabilita CK
bazi zjisténd behem nékolikadenniho experimentu v této bakalarské praci tedy odpovidala ocekéavani.
Podobneé, jako u CK bazi zde byla za podminek 0,2M FA a 4 °C potvrzena stabilita také u CK ribosidd,
O-Glukosidl a N-Glukosidt. Vyjimku tvotily CK nukleotidy, u kterych byl v ¢ase 72 h pozorovan

pokles signdlu primérné o 50 %.
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Obrazek 9: Stabilita standardi CK metabolitd v kyselém prostiedi (plna linka) a ve vodé (teCkovana

linka) v zavislosti na ¢ase. Vysledky jsou vyjadieny jako prumér + SD, n = 4)
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3. Zavér

Extrakce a purifikace je nedilnou soucasti analyzy koncentracnich hladin CK v biologickych
vzorcich. Prostiednictvim extrakce se ziskavaji cilové analyty z matrice, purifikace pak zajistuje
odstranéni kontaminantl a usnadiuje tak UHPLC-MS/MS analyzu. Konven¢ni metody purifikace CK
jsou dnes zalozeny pfevazné na SPE. Pred nékolika lety byla nicméné predstavena nova extrakéni a
purifikaéni metoda PALME, ktera byla plvodné vyvinuta za ucelem analyzy farmakologicky
vyznamnych latek. Vyhodou této metody oproti metoddm konvenénim je jednak nizkd spotieba
organickych rozpoustédel, ktera mohou zatéZzovat Zivotni prostiedi, a potom vynechani kroku
odpatovani, coz vyznamn¢ urychluje extrakéni a purifikacni proces. V analyze fytohormonti tato metoda
doposud vyuzita nebyla Tato bakalafska prace si kladla za cil optimalizovat a aplikovat metodu PALME
za ucelem extrakce a purifikace CK pred UHPLC-MS/MS analyzou.

Uvodni experiment se zabyval profilovanim CK metabolitd v 17dennich semenadcich
A. thaliana. Za timto ucelem byla v purifikacnim kroku vyuzita konven¢ni metoda SPE zalozené na
multimodalnim sorbentu Oasis® MCX, ktery je kombinaci reverzni faze a kationtového iontoménice a
v Laboratofi rGstovych regulatori je pro svou robustnost vyuzivan uz nékolik let. S vyuzitim této
purifika¢ni metody byly v semendccich 4. thaliana detekovany izoprenoidni typy CK, pfi¢emz nejvice

zastoupeny byly N7-glukosidy.

Metoda PALME byla optimalizovana z hlediska slozeni kapalné membrany, ktera sestavala ze
dvou ¢asti — tekutého organického rozpoustédla a pevného nosice. Jako optimalni kapalna membrana
byla zvolena 15% DEHP (v/v) v DDA imobilizovand na pevném nosi¢i z PP materidlu. Béhem
optimalizace se stale vice ukazovalo, ze vytézky CK standardl jsou nizké (jednotky az nizsi desitky
procent v zavislosti na polarit¢ analytu), a Ze po extrakci jsou ze vSech metabolickych skupin
detekovatelné pouze CK baze a CK ribosidy. Navic byla metoda PALME zatizena vysokou smérodatnou
odchylkou. Z tohoto divodu byla provedena extrakce z kapaliny do kapaliny v klasickém usporadani,
aby bylo zjisténo, zda je tato metoda limitovana spise z hlediska technického usporadani nebo z hlediska
rozpustnosti analytli v organickém rozpoustédle. Bylo zjisténo, Ze s pouzitym slozenim roztokd ma

metoda PALME stale potencial dosahnout vyssich vytézki i niz§ich smérodatnych odchylek.

Dal$im optimalizovanym parametrem bylo slozeni akceptorového roztoku, pficemZz jako
optimalni sloZeni byla stanovena FA o koncentraci 0,2 mol/l. Aby bylo zjisténo, zda v pribéhu extrakce
nedochazi k poklesu koncentrace CK vlivem kyselého prostfedi v akceptorovém rozpoustédle, byla
provedena stabilitni studie. Ukazalo se, Ze v ptitomnosti FA o koncentraci 0,2 mol/l byly vybrané
analyty stabilni az po dobu tii dnti s vyjimkou CK nukleotidd, u kterych po tfech dnech doslo k poklesu

signalu praimérné o polovinu.
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Z dtivodu probihajici pandemie onemocnéni COVID-19 a souvisejicich opatfeni nebyly
vSechny planované experimenty dokonceny. Dalsi optimalizace metody miize byt zaméfena s ohledem
na uc¢innost extrakce napft. na slozeni donorového rozpoustédla, celkovou dobu extrakce nebo intenzitu
michdni béhem extrakce. Dals$i moZnosti optimalizace je volba novych aditiv v kapalné membrané, jako
je napft. trioktylamin (Vardal et al, 2017; Ask et al, 2018; Gjelstad, 2019). V neposledni fadé je
naplanovano stanoveni CK profild v rostlinném materidlu a srovndni vysledki s konvenénimi SPE

metodami.

Jiz nyni je zfejmé, ze metoda PALME je limitovana vybérem analytl, které musi spliovat
podminku rozpustnosti ve vodé a zaroven v kapalné membrané. Pro tento protichidny pozadavek je
vyuziti PALME za tcelem analyzy CK v biologickych vzorcich velkou vyzvou. Prestoze je metoda
v tomto ohledu vyrazné limitovana, stale mtize v rostlinné biologii najit své misto, protoze nizké vytézky

mohou byt kompenzovany pouzitim izotopicky znacenych internich standardu.
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