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1 Uvod a cile préace

Rozpoznavani specifickych molekul je dilezitou soucasti fady procest v zivych
organismech. Ptikladem jsou receptory, enzymy a protilatky, které jsou znamé pro svou
vysokou selektivitu vii¢i danym molekulam. Diky témto vlastnostem jsou tyto biomolekuly
vyuzivany v fad¢ analytickych metod pro U¢innou purifikaci a monitorovani analyti.
Nevyhodou biomolekul je jejich vysoka cena a nizka stabilita. Tyto problémy daly podnét
pro vznik syntetickych materiali se stejnymi selektivnimi vlastnostmi. Molekularni
imprintovani se stalo jednou z nejefektivnéjsich metod pro tvorbu syntetickych polymernich
materialli o vysoké selektivité a stabilité i za extrémnich podminek (Mattiasson & Ye, 2015).

Rostlinné hormony, jako jsou cytokininy, auxiny a gibereliny, jsou organické latky
podilejici se na mnozstvi fyziologickych procesi v rostlinach. Benzylaminopurin je
aromaticky cytokinin schopny stimulovat rust rostlin, ktery je vyuzivan v biotechnologiich
zejména jako soucast riastovych médii pro mikropropagaci biotechnologicky a medicinsky
vyznamnych rostlin (Plihalova et al., 2016).

Tato diplomova prace se zaméiuje na testovani nového molekuldrné imprintovaného
materidlu navazaného na magnetickych nanocasticich, vytvofen¢ho pro analyzu hladin
benzylaminopurinu v biologickém materialu. Mezi cile prace patii vypracovani reserSe se
zaméfenim na molekularni imprinting a cytokininy. Soucasti experimentalni Casti je
testovani ¢istoty dodaného materidlu a jeho docisténi. Schopnost vazby cytokinini do MMIP
byla testovana kiizovymi reakcemi cytokininovych standardd a nasledné byla provedena
optimalizace a validace metody. Pro stanoveni cytokininovych hladin byla pouzita metoda
ultra-vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (UHPLC-MS/MS).
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2 Teoreticka Cast

2.1 Molekularn€ imprintované polymery

Molekularn¢ imprintované polymery (MIP) jsou syntetické latky, které lze popsat jako
syntetické analogy piirozené se vyskytujicich protilatek (Belbruno, 2019). Mezi hlavni
vyhody MIP patti jejich vysoka selektivita a afinita k cilové molekule pouzité pfi jejich
syntéze. Oproti biosystémtiim maji vétsi robustnost, 1épe odolavaji vysokym teplotam a tlaku,

jejich syntéza je cenové méné narocna a lze je lépe skladovat (Vasapollo et al., 2011).

2.1.1 Historie MIP

Technika molekularniho imprintovani byla poprvé piedstavena roku 1931. Sovétsky chemik
Polyakov provedl sérii testi na kifemenném materidlu k pouziti v chromatografii
(Polyakov, 1931), kdy u tohoto materidlu pozoroval nezvyklé adsorpéni vlastnosti
(Chen et al., 2011). Ovsem pouziti technologie jak ji zndme dnes, tedy vyuziti organickych
polymeri, zacalo az v 70. letech minulého stoleti (Andersson & Nicholls, 2001).

V 70. a 80. letech se poprvé zaCaly objevovat studie o imprintovanych polymerech.
O tuto problematiku se zajimaly zejména dvé na sobé nezavislé vyzkumné skupiny, a to
skupiny kolem G. Wullfa a K. Mosbacha. Obé skupiny se zabyvaly jinymi aspekty
molekuldrné¢ imprintovanych polymerii. Mosbach se soustfedil na nekovalentni interakce
mezi polymerem a cilovou molekulou, oproti tomu Wullf vyuzival kovalentnich vazeb pro
syntézu imprintu. Termin molekularn¢ imprintovany senzor byl poprvé pouzit S. Piletskym
roku 1992. Od 90. let se vyzkum soustiedi zejména na aplikaci této technologie

(Belbruno, 2019).
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2.1.2 Ptiprava MIP

Cilem molekuldrniho imprintingu je vytvofit vysoce zesitované polymery, které jsou
schopné selektivné rozpoznat a zachytit danou molekulu (Vasapollo et al., 2011).
Pro ptipravu MIP se pouziva vice riznych metod, diky kterym vznikaji polymery s riznymi
vlastnostmi. Jde naptiklad o syntézu monomeru pfti ucasti templatu, fazovou inverzi nebo

mékkou litografii (Belbruno, 2019). Dale jsou také vyuzivany rtizné typy polymerace.

2.1.2.1 Typy polymerace

Mechanismy tvorby MIP muzeme obecné rozdélit na volné radikalové polymerace
(free radicalpolymerization, FRP) a na ,,sol-gel “ proces, kdy FRP je vyuzivana nejcastéji
(El-Schich et al., 2020).

Volna radikalova polymerace probiha ve tfech stupnich: iniciace, pii které dochazi
ke vzniku radikali, propagace, pii které narlista fetézec, a terminace, kterd ukoncuje reakci
(Colombani, 1997). Vyhody FRP metod spo¢ivaji v tom, Ze tyto reakce je mozné provadét
za mirnych podminek, jako je bézna teplota a atmosféricky tlak a jsou velmi tolerantni
k funkénim skupinam monomerd a neéistotam v Systému. Diky tomu jsou FRP ¢astou
volbou pii ptipravé MIP (Cormack & Elorza, 2004).

Hromadna polymerace (,,bulk polymerization “) je diky své rychlosti, jednoduchosti
a Cistoté produkovanych MIP jednou z nejoblibenéjSich typt polymerace. Monoliticky
polymer, ktery timto typem polymerace vznikne je ovSem potieba rozbit a rozmélnit na
pozadovanou velikost, coz byva Casové narocné. Pfi rozmélnovani dochazi ke vzniku
heterogennich ¢astic s riznou velikosti, tvarem a poctem vazebnych mist, coz omezuje jejich
vyuziti jako sorbenty (Chen et al., 2011). K piekonani téchto nedostatkid byly vyvinuty dal$i
typy polymerace, jako je suspenzni, emulzni, nebo precipitani polymerace
(EI-Schich et al., 2020).

,,S0l-gel “ proces zahrnuje pfeménu koloidniho roztoku (,,s0l ) na pevnou gelovou
fazi. K ptipravé se bézn¢ vyuzivaji anorganické soli kovli nebo organické slouceniny jako
metalické alkoxidy. Nejcastéji pouzivanymi prekurzory jsou tetramethyl-o-silikat
a tetraethyl-o-silikat. Katalyzatorem reakce muze byt jak kyselina, tak zésada. Dochazi
K hydrolyzaci a kondenzaci, ¢imz z prekurzort vznika koloidni roztok, ze kterého nasledné
vznika gel. DalS$im zpracovanim koloidniho roztoku je moZné vytvofit rizné typy materiald,

napiiklad tenké filmy na substratu, vlakna, gely a dalsi (Gupta & Kumar, 2008).
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2.1.2.2 Syntéza

Syntéza MIP z monomert je nejcastéji pouzivanou metodou pro jejich ptipravu. Funkéni
monomer Vtomto pfipad¢ interaguje s roztokem obsahujicim templat a vznikd sit
kovalentné nebo nekovalentné vazanych komplexa (Belbruno, 2019). K syntéze MIP je tedy
potfeba templat, funkéni monomer, zesitovadlo, inicidtor polymerace a rozpoustédlo
(Chen et al., 2016). Zjednodusené schéma syntézy MIP je zobrazeno na obr. 1.

U molekulérniho imprintintovani jsou dvé hlavni metody syntézy. Prvni vyuziva
reverzibilni kovalentni vazby a druha nekovalentni interakce mezi templatem a funkénim
monomerem (Chen et al., 2011). V ptipadé kovalentniho pfistupu se templat vaze
k monomeru reverzibilni kovalentni vazbou, po polymeraci je tato vazba chemicky
rozstépena a templat je z polymeru odstranén (Yan & Kyung, 2006). Diky stabilité
kovalentni vazby vznikaji v ptipadé kovalentniho ptistupu MIP s homogennimi vazebnymi
misty. Na druhou stranu je tato metoda limitovana malym mnozstvim vhodnych templata
a monomeru (Chen et al., 2011). Nekovalentni ptistup je vyhodny diky jeho jednoduchosti.
U nekovalentni metody dochazi k vytvotfeni vazebnych mist pfi ,,samosestaveni templatu
a monomeru, poté nasleduje polymerace (Yan & Kyung, 2006). Komplexy templatu
a monomeru vznikaji na zakladé nekovalentnich interakci, jako jsou van der Waalsovy sily,
vodikové vazby nebo iontové interakce. Nekovalentni piistup syntézy MIP je momentalné
nejCastéji  vyuzivanym piistupem molekularniho imprintingu (Chen et al.,, 2011).

Templatem je cilova molekula, proti které se MIP vytvari. Idealni templat by mél
splnovat tii podminky: mél by obsahovat takové funk¢ni skupiny, které nebudou branit
polymerizaci, mél by byt dostatecné stabilni a obsahovat funkéni skupiny schopné tvofit
komplex s monomerem (Chen et al., 2011).

Monomer poskytuje své vlastni funkéni skupiny, aby mohlo dojit k tvorbé
pre-polymeriza¢niho komplexu. Obecné monomery obsahuji dveé dilezité casti,
rozpoznavaci Cast a Cast schopnd polymerizovat. Mezi typické monomery patii napf.
akrylovd  kyselina,  methakrylova  kyselina (MAA), methakryldt (MMA),
4-vinylbenzaldehyd a dalsi (Chen et al., 2016). Z téchto monomert byva jako univerzalni
funkéni monomer vyuZzivana zejména MAA diky své schopnosti tvofit vodikové vazby,
a také diky schopnosti vytvafet dimery, coz zvySuje efekt imprintintovani
(!Zhang et al., 2010). Mnozstvi monomer@ vyuzitelnych v molekularnim imprintingu je

limitovan, a proto se vynaklada snaha o syntézu novych monomert (Chen et al., 2016).
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Zesitovadlo fixuje monomery kolem templatové molekuly pfi procesu polymerace,
diky ¢emuz se nasledné vytvaii vysoce zesitovany polymer, ktery zachovava vznikly tvar
I po odstranéni templatové molekuly. Typ a mnozstvi zesitovadla ovliviiuje selektivitu
a vazebnou kapacitu vzniklych MIP. V piipadé pfili§ malého mnozstvi zesitovadla nema
vznikly polymer dostate¢nou stabilitu, oproti tomu pfili§ velké mnozstvi zesitovadla muze
snizit pocCet vzniklych vazebnych mist. Mezi pouzivané zesitovadla patii
ethylenglykoldimethakrylat (EGDMA), divinylbenzen, N,N"- methylendiakrylamid a dalsi.

V zévislosti na pouzitém typu polymerace se vyuzivaji rizné inicidtory polymerace.
Polymerace mtize byt zahdjena zménou teploty, fotochemicky, nebo urcitymi slou¢eninami,
mezi které patii napiiklad Azobisisobutyronitril nebo azobisdimethylvaleronitril
(Chen et al., 2016).

Pti syntéze MIP je velmi dulezit¢ zvolit spravny postup, at’ uz jde o volbu
polymeracni techniky nebo o zvolené roztoky, abychom byli schopni produkovat MIP

s zadoucimi vlastnostmi (Chen et al., 2016).

N ~

Polymerace
—

— —
|| " ,%, ﬁ Zesitovadlo ‘ﬂ

Templat Funkcni Pre-komplex
monomer
~ Odmyti templatu >
_—
—_ o

j Navazani :\

Molekularné imprintovany
polymer

Obr. 1: Schéma syntézy MIP (pfevzato a upraveno ze Saylan et al. (2019): Mezi templatem a funkénim
monomerem dochazi k tvorbé pre-komplexu. Po ptidani zesit'ovadla je spusténa polymerace a vznika polymer

s navdzanym templatem, ktery je poté vymyt a v polymeru tak dojde ke vzniku specifického vazebniho mista.
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2.1.2.3 M¢kka litografie

Mekka litografie je metoda, pfi které dochazi k tvorb& povrchove imprintovanych materialt
a je vyuzivana zejména u vé&tSich molekul (Belbruno, 2019), napiiklad u bakterii
(Poller et al., 2017) nebo u proteint (Kryscio & Peppas, 2012).

V této metod¢ dochazi nejprve k vytvoteni ,razitka®, které nese na svém povrchu
templat, a které je ndsledné ptilozeno k ¢aste¢né polymerizovanému filmu. Razitko se poté
necha prilozené do doby, nez film pln€ zpolymerizuje kolem templatu. Pii odstranovani
razitka dochazi k vymyti templatu a na povrchu filmu zistavaji pouze vazebna mista

(Belbruno, 2019).

2.1.2.4 Fazova inverze

Fazova inverze je jednoduchd metoda vytvoreni MIP, pii které se vyuziva jiz plné
polymerizovany material. Vyuziva se napiiklad pti tvorbé molekuldrné imprintovanych
membran. Pfi této metodé je nutné zvolit vhodny roztok, ve kterém bude rozpustén jak
polymer, tak templat. Smichanim nasledné¢ dojde ke vzniku polymer-templatovych
komplexii. Roztok je nasledné nanesen napiiklad na sklenénou desku a je ptidan koagula¢ni
roztok. V neposledni fad¢ dojde k vymyti templatu (Wang et al., 1996). Dalsi moZnosti
misto precipitace roztoku je umoznéni jeho vypareni. Tento postup umoziuje tvorbu tenké

vrstvy filmu (Belbruno, 2019).

2.1.3 Vyuziti MIP
Mnozstvi riznych syntéz MIP a jejich selektivni vlastnosti umoziuji Sirokou $kalu moznych
aplikaci. Mezi né patii analytické separace a purifikace, senzory a biosenzory
(Vasapollo etal, 2011), nebo jejich wvyuziti jako syntetické protilatky
(Wackerlig & Schirhagl, 2016).

Vyuziti MIP v separa¢nich metodach, at uZ jde o extrakce ze vzorku nebo
o chromatografii, je jednim z nejéast&jSich vyuziti MIP v analytické chemii. V piipadé
chromatografickych metod se MIP vyuzivaji jako napIlné¢ do chromatografickych kolon,
zejména u kapalinové chromatografie (LC) (Vasapollo et al., 2011). Nejbéznéji jde o MIP

vzniklé hromadnou polymeraci, material je rozmélnén a jsou jim naplnény kolony.
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Pfi mechanickém rozméInéni ovSem dochézi ke vzniku rizné velkych ¢astic, ¢imz vznikaji
kolony s nereprodukovatelnou kvalitou. Z tohoto diivodu jsou pfipravovany nové metody
ptipravy molekularné¢ imprintovanych kolon, jako je pfiprava monolitickych MIP
polymerovanych ptimo v kolon¢ (Haginaka, 2009).

V poslednich letech se zvysuje zajem o spojeni MIP s riznymi technikami ptipravy
vzorku. Jde naptiklad o spojeni s extrakci na pevné fazi (SPE), mikroextrakci na pevné fazi
(SPME), nebo spojeni s magnetickymi ¢asticemi. SPE je jednou z nejvyuzivanéjSich technik
pro ptipravu vzorku diky své jednoduchosti a vSestrannosti. Propojenim MIP a SPE vznika
technika zvana moleukularné imprintovana extrakce na pevné fazi (MISPE). V této technice
figuruje MIP jako sorbent, diky ¢emuz je mozné specificky vychytavat analyt z komplexniho
vzorku bez toho, aby se zadrzovaly dalsi slou¢eniny (Hu et al., 2013). MISPE je vyuzivano
pro separaci analyti zrtznych matric v odvétvich jako je bioanalytika, farmacie,
potravinafstvi nebo enviromentalni obory (Chen et al., 2011).

Imprintované polymery jsou vyuzivany také jako senzory v biotechnologiich nebo
v medicin¢ diky své stabilité, specificité a jednoduchosti jejich pfipravy 1 miniaturizace
(Selvolini & Marrazza, 2017). Senzory mohou byt optické, elektrochemické nebo
piezoelektrické. V analytice jsou nejcastéji vyuzivané elektrochemické senzory,
nasledované optickymi. Elektrochemicky senzor pfeménuje interakci analytu s MIP
receptorem navazanym na povrchu elektrody na analyticky signal. Bézné vyuzivané
elektroanalytické techniky jsou voltametrie, amperometrie, nebo potenciometrie. Nejvice
vyuzivané jsou amperometrické senzory (Ahmad et al., 2019). V piipad¢ optickych MIP
senzoru dochazi k detekovatelné optické zméné v priabéhu navazani analytu na polymer
a tato zména je preménena na elektricky signal. Optické senzory jsou déleny do dvou skupin.
Prvni skupinu tvoti MIP-afinitni senzory, které vazi analyty s optickymi vlastnostmi, jako je
refrakéni index nebo absorbance. Po navazani se méfi zména v téchto vlastnostech analytu.
Druhou skupinou jsou optoelektronické senzory, které zavisi na monomerech s optickymi
vlastnostmi, které jsou schopny zachytit zmény v prostiedi a reagovat na pfitomnost analytu
(Ahmad et al., 2019). Zastupcem piezoelektrickych senzori je senzor obsahujici mikrovahu
s kifemennym krystalem (,,quartz crystal microbalance “, QCM). QCM senzor monitoruje
interakce mezi oscilujicim krystalem a biomolekulami imobilizovanymi na povrchu.
Vazebna reakce je spojena s naristem hmotnosti, kterda ma za nasledek snizeni oscila¢ni
frekvence (Saylan et al., 2019). MIP senzory jsou vyuzivané napiiklad ve farmacii,
Kk monitorovani hladin 1ékii ve vodach (Altintas et al., 2015), stanoveni rakovinnych

biomarkert (Selvolini & Marrazza, 2017) a dalsi.
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Relativné novd metoda vyuziti MIP spociva v jejich vyuziti jako syntetické
protilatky. MIP jsou stejné¢ jako protilatky schopny rozpoznavat specifickou molekulu
a vazat ji pomoci slabych interakci (Wackerlig & Schirhagl, 2016).Diky tomu je mozné
vyuzit MIP jako pfimou nahradu za ptfirozené protilatky v riiznych aplikacich, jako je ELISA
(Chianella et al., 2013). Druhym pfistupem jak vyuzit MIP je okopirovani struktury
ptirozenych protilatek (Hoshino et al., 2008).

2.1.4 Magnetické molekuldrn¢ imprintované polymery

Magnetické molekularn€¢ imprintované polymery (MMIP) v sobé kombinuji vysokou
selektivitu MIP s jednoduchou separaci magnetickych ¢astic pomoci vn¢j$iho magnetického
pole, diky ¢emuz jsou vyhodné pro vyuZiti v separacnich metodach pti ptipravé vzorku
(Huang et al., 2018).

MMIP mohou byt syntetizovany nékolika metodami, nejbeznéjsi postup se deéli
na ¢tyfi kroky. Prvnim krokem je pfiprava magnetickych nanocCastic (MNP)
(Chen & Li, 2012). K syntéze MNP mize byt vyuzito nékolik riznych materialt, naptiklad
nikl, oxid zelezity, oxid Zeleznato-Zelezity nebo oxid nikelnaty. Nejbéznéji vyuzivany je
oxid Zeleznato-zelezity diky své nizké toxicité, jednoduché piipravé (Huang et al., 2018)
a mnozstvi hydroxyld, které umoziuji naslednou modifikaci (Xie et al., 2014). Modifikace
MNP je bézn¢ provadéna dvéma metodami, silanizaci nebo vyuzitim povrchové aktivnich
latek, jako je ethylenglykol nebo kyselina olejova. Tieti krok zahrnuje polymeraci MIP
na povrchu MNP za tc¢asti templatu, monomeru a zesitovadla. Poslednim krokem je vymyti
templatu ze vzniklého polymeru (Chen & Li, 2012).V analytické chemii jsou MMIP nejvice
vyuzivany jako sorbenty pro disperzni SPE (DSPE). Diky svym magnetickym vlastnostem
mohou byt voln€ rozptyleny ve vzorku a po extrakci ¢i eluci jednoduSe sesbirany pomoci
vnéjsiho magnetického pole, coz miize nahradit kroky jako centrifugaci nebo filtraci, snizit
potiebu rozpoustédel a zjednodusit postup extrakce analytu ze vzorku (Rios et al., 2013).
MMIP mohou byt uplatnény v environmentalnim a potravinafském odvétvi, biologickych a

rostlinnych analyzach (Chen & Li, 2012).
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Zejména v rostlinné kvalitativni i kvantitativni analyze je nutna extrakce, kterd je
dukladna, rychla, snadna a selektivni (Chen & Li, 2012). MMIP jsou vyuZzivany i v ptipadé
analyzy rtznych rostlinnych hormonti, které jsou kli¢ové pro rust a vyvoj rostliny. Vzhledem
k jejich nizké koncentraci v rostlinach a velkému mnozstvi interferujicich latek je jejich
extrakce a pfesné stanoveni stale velmi obtizné. 2Zhang et al. (2010) vytvofili novou metodu
pro purifikaci auxind na zakladé MMIP vytvofenych suspenzni polymeraci zahajenou
mikrovinnym zahtatim. Vyssi vazebné kapacity bylo docileno pouzitim binarnich funkénich
monomeru slozenych z 4-vinylpyridinu a B-cyclodextrinu. Podobna metoda byla vyuzita
také pii syntéze MMIP pro vychytavani giberelinové kyseliny, kdy byl jako funk¢ni
monomer zvolen akrylamid (Zhang et al., 2012). V nejnové€jsi studii byly predstaveny také
MMIP pro vychytadvani 6-benzylaminopurinu. MMIP byly syntetizovany koprecipitaéni
metodou za pouziti bifunkéniho monomeru kombinujicim MAA a p-styrensulfonat sodny
(Xiong et al., 2022).

2.2 Objev a historie cytokininii

Cytokininy (CK) tvofi tfidu rostlinnych hormonti nezbytnych pro regulaci fady procest
v rostlinach, jako je bunééné déleni, apikalni dominance, senescence, reakce na stres a dalsi
(Kieber & Schaller, 2014).

Prvni hypotézu o existenci faktoru indukujiciho buné¢né déleni vyslovil Gottlieb
Haberlandt roku 1913, ktery po svych pokusech formuloval myslenku, ze ve floému je
piitomna latka hormonalni povahy schopna iniciovat déleni bun¢k (Kaminek, 2015). Prvni
CK, nazvany kinetin, byl objeven o 42 let pozd¢&ji roku 1955 dvojici Carlos Miller a Folke
Skoog (Miller et al., 1955). Kinetin byl nejprve povazovan pouze za synteticky CK, jako
produkt oxidace DNA (Miller et al., 1956). V dalsich letech se ovSem zacaly objevovat
dukazy i o jeho pfirozeném vyskytu, byl objeven naptiklad v kofenech rostliny Casuarina
equisetifolia infikované bakterii Frankia, v kokosovém mléce, nebo v mozkové a jaterni
tkani transgennich mysi (Strnad, 2021).

Po objevu kinetinu nasledovalo obdobi intenzivniho syntetizovani novych CK,
b&hem kterého byl jako prvni CK se substituovanym aromatickym kruhem syntetizovan
6-benzylaminopurin (BAP) (Okumura et al., 1957). Jen o tfi roky pozdé&ji byl objeven
6-(3-hydroxybenzylamino)purine, meta-topolin, kdy Okumura s kolegy syntetizovali nové

derivaty BAP nesouci rizné funkéni skupiny na ortho-, meta- a para- pozicich aromatického
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kruhu (Okumura et al., 1959).

Prvni pfirozené se vyskytujici isoprenoidni CK objevil David S. Letham, kterému se
pti svych experimentech s endospermem kukufice podafilo izolovat latku v krystalické
formé s aktivitou podobou kinetinu. Tuto latku nasledné pojmenoval zeatin (Letham, 1973).
Diky rozsahlému vyzkumu CK bylo objeveno mnozstvi informaci o jejich vyznamu,
funkcich, biosyntéze i signalizaci. I ptes tento pokrok je stale mnoho problému, které nejsou

vyfeseny a je tedy potieba dalsich studii k jejich objasnéni (Li et al., 2021).

2.2.1 Chemicka struktura

Z chemického hlediska jsou CK charakterizované jako Ne®-adeninové derivaty
(Skoog et al., 1965). Piirozené CK se v organismech vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich, v rozsahu fmol — pmol na gram ¢erstvé hmoty (Davies, 2010). Podminkou
jejich  biologické aktivity je konfigurace navazaného postranniho fetézce
(Prochazka et al., 1998). V zavislosti na postrannim fetézci délime CK na isoprenoidni
a aromatické, ty s isoprenoidnim fetézcem se dale déli na CK s nasycenym a nenasycenym
fetézcem. Struktura CK je zobrazena na obr. 2. CK mohou byt zastoupeny v rtznych
formach, napiiklad jako volné baze, nukleotidy, nukleosidy a konjugaty s glukosou, xylosou
nebo zbytky aminokyselin, jako je alanin (Spichal, 2012). Podle téchto metaboliti muZzeme
CK délit na aktivni, translokaéni, zasobni a inaktivované formy (Davies, 2010). Mezi aktivni
formy jsou fazeny volné baze. Nukleosidy, diky jejich velkému vyskytu ve floému a xylému,
jsou povazovany za transloka¢ni formy. Sacharidové konjugaty jsou brany za zasobni CK
(Sakakibara, 2010).

Mezi isoprenoidni CK fadime trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ), dihydrozeatin (DHZ)
a isopentenyladenin (iP) s jejich piislusnymi metabolity (Sakakibara, 2010). Isoprenoidni
CK maji na adeninu navazany isopentenylovy fetézec, jehoz hydroxylaci vznika zeatin, ktery
se vyskytuje ve dvou izoformach, trans a cis (Mok & Mok, 2001).
I kdyz trans konfigurace ma vyssi biologickou aktivitu, tak i cis konfigurace hraje dulezitou
roli v rostlinach (Taiz & Zeiger, 2006). Redukci dvojné vazby isoprenoidniho fetézce
dochazi ke vzniku nasyceného DHZ, popt. jeho metaboliti (Mok & Mok, 2001).

V piipadé aromatickych CK (ARCK) zde fadime kinetin (K), 6-benzylaminopurin
(BAP), topoliny a jejich prislusné metabolity. Topoliny jsou derivaty BAP nesouci

hydroxylovou skupinu na aromatickém kruhu v poloze ortho-, meta- nebo para-.
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Z vy$e uvedenych ARCK vykazuje nejvyssi biologickou aktivitu meta-topolin (mT)
(Prochézka et al., 1998). I kdyz byly ARCK nejdiive povazovany za Cisté syntetické CK,
v pribé¢hu let byly detekovany a identifikovany i v fadé rostlinnych tkani, naptiklad
v kornoutici africké (Zantedeschia aethiopica) (Chaves Das Neves & Pais, 1980) nebo
v topolu (Strnad et al., 1997).

Kromé ptirozené se vyskytujicich adeninovych derivati jsou znamé i synteticky
piipravené derivaty fenylmocCoviny s cytokininovou aktivitou. Mezi né patii napiiklad
N-fenyl-N"-[2-chloro-4-pyridyl]urea nebo thidiazuron. Tyto syntetické CK maji biologickou
aktivitu srovnatelnou se zeatinem a jsou vysoce stabilni. U derivatl fenylmocoviny
neexistuje ~ zadny  dikaz o  jejich  pfirozeném  vyskytu v rostlindch

(Mok & Mok, 2001).
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General structure

of CKs R, R; R, Compound Abbreviation
H - N -isopentenyladenine iP
CH;  Ng-R - Nisopentenyladenosine iPR
_/=< N~G - M-isopentenyladenine-7-glucoside iP7G
CH; Ng-G - NS-isopenienyladenine-9-g|ucoside iP9G
No-RP - NB-isopemenyladenosine-S'-monophosphate iPMP
H H trans-zeatin tz
Ng-R  H trans-zeatin riboside tZR
CH:OR; NG H trans-zeatin-7-glucoside 1Z7G
_/=< Ng-G  H trans-zeatin-9-glucoside tZ9G
CHs H G trans-zeatin O-glucoside tZOG
Ng-R G trans-zeatin riboside O-glucoside tZROG
Ng-RP  H trans-zeatin riboside-5'-monophosphate tZMP
H H cis-zeatin cZ
CH,ORs R H c;:s-zeat?n riboside . cZR
_\=< Ng-G  H cis-zeatin-9-glucoside cZ9G
H G cis-zeatin O-glucoside cZOG
CHs Ng-R G cis-zeatin riboside O-glucoside ¢cZROG
R Ng-RP  H cis-zeatin riboside-5-monophosphate cZMP
- 1
H“ll /Rg H  H dihydrozeatin DHZ
6 CH.OR: Ng-R - H dihydrozeatin riboside DHZR
INF e '?'\\ ° NG H dihydrozeatin-9-glucoside DHZ9G
zl) Jl| /8 H G dihydrozeatin O-glucoside DHZOG
™ =N CH:  NoR G dihydrozeatin riboside O-glucoside DHZROG
| \R No-RP  H dihydrozeatin riboside-5'-monophosphate DHZMP
Rz 2
5 - M-benzyladenine BA
Ng-R - I\)‘E-henzyladenosine BAR
N4;-G - Nﬁ-benzyladenine-3-glucoside BA3G
N;-G - N‘E—benzyladenine-?—glucoside BATG
Ng-G - Nﬁ-benzyladenine-9-glucoside BA9G
No-RP - N‘G-benzyladenosine-S'-monnphnsphale BAMP
HO H - ortho-topolin oT
Ng-R - ortho-topolin riboside oTR
Ny-G - ortho-topolin-8-glucoside oT9G
OH H - meta-topolin mT
Ng-R - meta-topolin riboside mTR
Ng-G - meta-topolin-9-glucoside mT9G
OH H - para-topolin pT
Ng-R - para-topolin riboside PTR
Ng-G - para-topolin-9-glucoside pT9G
0 H - kinetin K
/@ Ne-R - kinetin riboside KR
Ng-G - kinetin-9-glucoside K9G

Obr. 2: Struktura isoprenoidnich a aromatickych cytokinini. Pfevzato a upraveno z: Svacinova et al. (2012)

H = vodik, R = g-D-ribofuranosyl, G = -D-glukopyranosyl, RP = s-D-ribofuranosyl-5-monofosfat.
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2.2.2 Biosyntéza cytokinint

Za hlavni misto syntézy CK je povazovana kotfenova $picka, ale v mensi mife se syntetizuji
i v dalsich ¢astech rostliny (Kakimoto, 2003). Syntéza CK probiha dvéma drahami. U prvni,
ptimé drahy, dochazi k syntéze CK de novo. V piipadé druhé drahy vznikaji CK nepiimo
z tRNA (Sakakibara, 2006). Zjednodusené schéma biosyntézy je zobrazeno na obr. 3.

Prvnim krokem de novo syntézy je pfipojeni isopentenylového zbytku
z dimethylallyldifosfatu (DMAPP) nebo hydroxymethyldibutenyldifosfatu (HMBDP)
na N®-pozici adenosintrifosfatu (ATP), adenosindifosfatu (ADP) nebo adenosinmonofosfatu
(AMP). HMBDP i DMAPP vznikaji v prabéhu methylerythritolfosfatové (MEP) drahy,
kterd probihd zejména v plastidech. DMAPP navic vznikd také mevalonovou (MVA)
dréhou, kterd bézné probiha v cytosolu eukaryot. Tento pienos je katalyzovan enzymem
isopentenyltrasferasou (IPT) (Sakakibara, 2006).

Isopentenyltransferasy byly identifikovany ve vysSich rostlinach (Kakimoto, 2001)
i nékterych  fytopatogennich  bakteriich,  jako = Agrobacterium  tumefaciens
(Akiyoshi et al., 1984). IPT vyskytujici se v rostlinach a Gc¢astnici se produkce cytokinini se
déli na dva typy, adenylat:IPT a tRNA:IPT (Frébort et al., 2011).Geny kodujici rostlinné IPT
byly poprvé objeveny v rostliné Arabidopsis thaliana dvéma na sobé nezavislymi
skupinami. Takei et al. (2001) a Kakimoto (2001) identifikovali devét rozdilnych gent
oznacenych AtIPT1 — AtIPT9. Geny AtIPT2 a AtIPT9 koduji tRNA:IPT, zbylé geny kdduji
adenylat:IPT. Bylo dokazano, Ze rostlinné IPT vyuzivaji pro produkci CK zejména ATP
a ADP (Kakimoto, 2001).

Navazanim isopentenylového zbytku na ATP/ADP/AMP dochazi ke wvzniku
isopentenylfosfatu (iPRTP, iPRDP a iIPRMP), ktery mize byt nasledné pfeménén na
tZ-ribotid hydroxylaci postranniho fetézce P450 cytochromoxidasou CYP735A
(Kieber & Schaller, 2014). U A. thaliana se vyskytuji dva typy enzymu, CYP735A1
a CYP735A2. Enzymy katalyzuji pfeménu iP-ribotidl, preferencné¢ iPRMP a iPRDP
(Takei et al., 2004).

Preména CK ribotidi na jejich aktivni formy, volné baze, je primarné
zprostiedkovana enzymem patficim do rodiny LONELY GUY (LOG). Jednd se
0 jednostupiiovou drahu, kdy dochazi k pfimé pfeméné ribotidu na volnou bazi. Druha,

dvoustupiiova draha, je zaloZena na postupné hydrolyze nukleotidt (Feng et al., 2017).
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V ptipad¢ neptimého vzniku CK ztRNA dochdzi nejprve K ptipojeni
isopentenylového zbytku z DMAPP na N° pozici nukleotidu navazaného na 3°konec
antikodonu tRNA. Nasledné dochazi ke vzniku CK stejné jako u de novo syntézy. V ptipadé
tRNA drahy dochazi zejména ke vzniku cis forem CK (Feng et al., 2017).

Pribéh biosyntézy ARCK neni doposud zndm, ovSem ptitomnost volnych bazi,
nukleosidl, nukleotidl a glukosidii naznacuje, ze alespon ¢ast jejich metabolické drahy je
podobna s isoprenoidnimi CK (Feng et al., 2017). Pfitomnost aromatického kruhu davéa

predpoklad, Ze syntéza ARCK ma ptivod v metabolismu fenolt (Strnad, 1997).

MEP draha MEP draha
MVA draha HMBDP MVA drdha HMBDP
DMAPP DMAPP
- -
ATP/ADP/AMP tRNA
IPT tRNA-IPT
v v
iPRTP/iPRDP cZRTP/cZRDP
v v
CYP735A
iPRMP —— ,tZRMP cZRMP
A A
v VI v
LOG iPR LOG R * > cZR LOG
A A
v VT v
iP tZ 4 = cZ

Obr. 3: Zjednodusené schéma biosyntézy CK (upraveno dle Spichal (2012): Pfima draha — isopentenylovy
zbytek z DMAPP vznikly v MEP/MVA draze je navazdn na ATP/ADP/AMP enzymem
isopentenyltransferasou (IPT). Ze vzniklych ribotidti je nasledné od$tépena fosfatova skupina za vzniku
iPRMP. Ten je nasledné pfeménén primarné jednostupniovou drdhou na iP enzymem LONELY GUY (LOG),
pfipadné probihd pfeména dvoustupiiovou drahou hydrolyzaci nukleotidd. iPRMP je enzymem P450
ccytochromoxidasou CYP735A preménén na tZRMP. Ten je dale pfeménovan analogicky s iPRMP.
Nepiima drédha —  isopentenylovy zbytek z DMAPP je navdzdn na tRNA enzymem
tRNA-isopentenyltransferasou a draha pokraduje analogicky s pfimou drahou. Do procesu miize byt zapojen

enzym zeatinizomerasa, ktery zajist'uje pfeménu mezi tZ a cZ.
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2.2.3 Metabolismus cytokinin

Metabolické piemény CK mohou probihat jak na molekule adeninu tak i na postrannim
fetézci. Tyto modifikace vedou K reverzibilni nebo ireverzibilni ztraté aktivity a tedy
k regulaci CK v rostling¢. Mezi modifikace na adeninu fadime ribosylaci, fosforibosylaci,
N-glukosylaci a N-alanylaci. Postranni fetézec je modifikovan O-glukosylaci a hydroxylaci
(Spichal, 2012).

Objev nového piirozeného CK byva doprovazen naleznutim jeho nukleotidu
a nukleosidu. Pfemény mezi bazi, nukleotidem a nukleosidem jsou zajiStovany enzymy
béznymi pro metabolismus purinu, jedna se napiiklad o 5'nukleotidasu, adenosin
nukleotidasu nebo adenosin kinasu (Mok & Mok, 2001). Tyto enzymy maji ovsem obvykle
vyssi afinitu vii¢i adeninovym metabolitiim nez vii¢i CK (Chen, 1997).

Dalsimi modifikacemi adeninové molekuly jsou N-alanylace a N-glukosylace.
N-alanylace probiha za aktivity enzymu transferasy, kterd na N°-pozici adeninu vaze
analynovy fetézec, jehoz donorem je O-acetylserin, a vznikd kyselina lupinova
(Entsch et al., 1983). Béhem této modifikace dochazi k inaktivaci molekuly CK
(Mok & Mok, 2001).

N-glukosylace probiha na adeninu na pozicich N*, N” a N°. Glukosylace na pozici N’
a N® je zprostiedkovana enzymem N-glukosyltransferasou, ktera jako donor glukosy vyuziva
uridindifosfatglukosu (UDPG) a uridintrifosfatglukosu (TDPG) (Spichal, 2012). Pfednostné
dochazi ke glukosylaci na pozici N, oviem pomér mezi N’a N°® se mize lisit v zavislosti
na daném CK. N’ a N°-glukosylace jsou povazovany za ireverzibilni modifikaci CK, kdy
tyto glukosidy nevykazuji téméf Zadnou Dbiologickou aktivitu v bioesejich
(Mok & Mok, 2001). Oproti tomu N3-glukosidy mohou byt pieménény na volné baze
enzymem f-glukosidasou (Brzobohaty et al., 1993).

Nejvyznamnéjsi modifikace CK probihaji na N°-postrannim fetézci, kdy i mala
zména ma efekt na aktivitu CK (Mok & Mok, 2001). Po navazani sacharidu, glukosy nebo
xylosy, na hydroxylovou skupinu postranniho fetézce CK dochazi ke vzniku O-glukosidu.
Zatim  byly izolovany dva typy glukosyltransferas,  O-glukosyltransferasa
a O-xylosyltransferasa, kdy tyto typy vyuzivaji rizné CK substraty a rdzné donory
sacharidu.O-glukosyltransferasa vyuziva jako donor UDPG a uridindifosfatxylosu (UDPX),
oproti tomu O-xylosyltransferasa vyuziva pouze UDPX. Oba typy enzymu jsou vysoce
specifické pro dany substrat, kdy substratem je tZ a DHZ. Vysoka specifita enzymu

nasvédCuje, ze O-glukosylace je piesné regulovany proces (Spichal, 2012).
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Diky rezistenci O-glukosidt k cytokininoxidase a moznosti jejich pfemény na aktivni volné
baze S-glukosidasou jsou O-glukosidy povazovany za zasobni formy CK a hraji velkou roli
v regulaci hladiny aktivnich CK (Mok & Mok, 2001).

Mezi vyznamné modifikace postranniho fetézce patii hydroxylace isopentenylového
fetézce. Tato modifikace je dulezitou soucasti biosyntézy tZ a je katalyzovana enzymem
CYP735A. Dvojna vazba Vv postrannim fetézci tZ muze byt redukovana pomoci enzymu
zeatinreduktasy a vznikd tak DHZ. lzomerace mezi cZ a tZ je katalyzovana enzymem
zeatinisomerasou (Spichal, 2012).

Poslednim krokem metabolismu CK je jejich degradace. Volné baze a nukleosidy
s nenasycenym NC-postrannim fetézcem jsou ireverzibilngé degradovany enzymem
cytokininoxidasa (CKX) (Haberer & Kieber, 2002). Tento enzym byl poprvé detekovan
u tabéku, kdy bylo demonstrovano oxidativni $tépeni isopentenyladenosinu na adenosin
(Paces et al., 1971). CKX katalyzuje odStépeni postranniho fetézce za vzniku adeninu.
Béhem reakce odebira elektronovy akceptor dva elektrony z flavinového kofaktoru a reakce
pokracuje dehydrogenaci CK na iminovy meziprodukt, ze kterého naslednou hydrolyzou
vznikd adenin. Molekularni kyslik byl nejprve povazovan za nezbytny pro aktivitu CKX,
ovSem byly objeveny dalsi elektronové akceptory s lepsi ucinnosti, zejména chinony. Proto
byl posléze enzym reklasifikovan z oxidasy na dehydrogenasu (Frébort et al., 2011).
Substratem pro CKX jsou iP, zeatiny a jejich N-glukosidy (Prochazka et al., 1998). Bylo
dokézano, ze ARCK jsou pomoci CKX také oxidovany, ovSem podstatné¢ méné. U ARCK
je pro aktivitu enzymu potieba molekularni kyslik (Frébortova et al., 2004). O-glukosidy

a CK s nasycenym fetézcem jsou vici CKX rezistentni (Prochazka et al., 1998).

2.2.4 Funkce cytokininti

Cytokininy reguluji mnoZstvi riiznych aspektu ristu a vyvoje rostliny. Nejprve se vyzkum
jejich aktivity zaméfoval zejména na analyzu efektd exogenné aplikovanych CK, ov§em neni
vzdy jasné, zda exogenné aplikovany hormon je ukazatelem skutecné fyziologické funkce.
Diky novym studiim byly ziskdny obsahlé znalosti ohledné¢ genli zapojenych
do metabolismu a signalizaci CK. Tyto védomosti byly dale vyuzity ke vzniku mutantnich
rostlin, které byly pouzity k dalSim studiim CK aktivit. Diky tomu bylo objeveno mnoZstvi
novych roli CK vrostlinném ristu a vyvoji (Kieber & Schaller, 2014).

26



Mezi funkce CK patii napiiklad regulace bunééného déleni, diferenciace, apikalni

dominance, senescence listd nebo reakce na stres (Taiz & Zeiger, 2006).

2.2.4.1 Regulace bunééného cyklu

Mezi hlavni G¢inky CK patti stimulace bunééného déleni. Vysoké hladiny CK byly zjistény
v mitoticky aktivnich tkanich, jako je meristém stonku a kofene, oproti tomu velmi nizké
hodnoty byly zjistény v mistech, kde je buné¢ny cyklus zastaven (Kieber & Schaller, 2014).
Aplikace exogennich CK do mist, kde je béZné nizkd hladina tohoto hormonu, zde
indukovala bunééné déleni (D’Agostino & Kieber, 1999). ZvySenou expresi genll pro
cytokininoxidasy v tabaku bylo zptisobeno snizeni hladin endogennich CK a nasledné
K poruSeni vyvoje stonku z divodu redukce bunécného déleni v apikalnim meristému
(Werner et al., 2001). Vsechny tyto vysledky podporuji myslenku, Ze CK reguluji bunééné
déleni in vivo.

Bunéény cyklus eukaryotnich bungk je fizen pomoci enzymi cyklin-dependentnich
kinas (CDK) a jejich regula¢nich podjednotek, cyklini. CK se spole¢né s auxiny podili
na regulaci bunééného cyklu tak, Zze kontroluji aktivitu CDK. Exprese genu kodujiciho
hlavni CDK, Cdc2, je regulovana auxinem. Tato CDK je ovSem enzymaticky inaktivni.
K aktivaci enzymu je potieba odstranit fosfatovou skupinu enzymem fosfatasou Cdc25, kdy
aktivace tohoto enzymu je spojena s aktivitou CK. CK takto ve spolupraci s auxiny fidi
bunéény cyklus (Taiz & Zeiger, 2006).

2.2.4.2 Regenerace organt

Spoluprace auxinil a CK je nezbytna pro rist tkanovych kultur a je zdkladem regenera¢nich
procesu (Prochazka et al., 1998). V zavislosti na poméru téchto dvou hormond dochazi
K ristu riznych ¢asti rostliny. Pfi vyrovnaném poméru auxinu a CK dochazi k tvorbé
nediferenciovaného pletiva, kalusu. Pfi vy$$i hladiné CK dochézi k ristu zejména nadzemni
Casti rostliny, oproti tomu pii vySS§i hladin€ auxinu dochadzi k ristu kofent
(Skoog & Miller, 1957). Efekt riznych pomérti koncentraci CK je mozné pozorovat u nadori
vyvolanych mutantni Agrobacterium tumefaciens. V piipadé mutace v genu pro biosyntézu
CK dochazi ke zvyseni koncentrace auxintl a k proliferaci kofentl. V ptipadé mutace genu

pro biosyntézu auxinu naopak dochazi k proliferaci nadzemni ¢asti (Taiz & Zeiger, 2006).
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2.2.4.3 Apikélni dominance

Apikalni dominance je v rostlinach fizena zejména auxiny. CK v tomto ptipadé funguji jako
jejich antagonisté, potlacuji apikalni dominanci, stimuluji vétveni stonku a rist a vyvoj
lateralnich pupent (Prochazka et al., 1998).Tato myslenka byla potvrzena U mutantnich
rostlin s nadprodukci CK, ktefi byli vice rozvétveni (Taiz & Zeiger, 2006).

Pti pokusech na hrachu bylo zjisténo, ze auxiny potlacuji expresi IPT genu
a negativné reguluji biosyntézu CK v Gzlabnich pupenech. V piipad¢ dekapitace stonku
dochazi k uvolnéni inhibice biosyntézy CK a k rastu lateralnich pupenti. Posléze dochazi
vV novém stonkovém vrcholu ke zvySeni hladiny auxinu, ktery opét inhibuje biosyntézu CK

(Tanaka et al., 2006).

2.2.4.4 Regulace ristu

K rtstu rostliny dochdzi v meristematickych délivych pletivech. U rostlin se vyskytuji dva
apikalni meristémy, kofenovy (root apical meristem - RAM) a stonkovy (shoot apical
meristem - SAM), kdy u obou hraji CK vyznamnou roli. U mutantnich CK-deficientnich
rostlin dochazi ke zmenSeni SAM. To ukazuje, ze CK funguje jako pozitivni regulator
aktivity SAM, kdy zde stimuluje proliferaci bun¢k (Werner et al., 2003). Pro vytvofeni
audrzeni SAM jsou nezbytné KNOTTED-LIKE transkrip¢ni faktory, které jsou schopny
regulovat jeho  funkci  kontrolou relativnich hladin CK a  giberelina
(Kieber & Schaller, 2014).

JiZz od objevu CK byla znama jejich inhibi¢ni aktivita k ristu a vyvoji kofenového
systému (Skoog & Miller, 1957). Auxin a CK putisobi antagonisticky v kofenech pii regulaci
velikosti RAM. CK reguluji velikost RAM stimulaci diferenciace bun¢k v elonga¢ni zoné.
Oproti tomu auxiny stimuluji proliferaci bunék. Velikost RAM tedy zavisi na souhfe mezi

auxiny a CK (Kieber & Schaller, 2014).
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2.2.5 Aromatické cytokininy a jejich vyuziti

Vyzkum CK se dlouhou dobu soustfedil pouze na isoprenoidni CK. ARCK nebylo vénovano
dostatek pozornosti, protoze byly zprvu povazovany za Cisté syntetické. Az pozdéji byly
objeveny ptirozené se vyskytujici CK s aromatickym kruhem v rtiznych rostlinnych tkanich,
coz podnitilo mys$lenku, ze ARCK musi byt vice rozsitené, nez se ptivodné predpokladalo
(Strnad, 1997). Jak jiz bylo popsano vySe, mezi ARCK je fazen kinetin (K),
6-benzylaminopurin (BAP) a topoliny, konkrétné meta-topolin (mT), ortho-topolin (oT)
a para-topolin (pT).

ARCK a isoprenoidni CK se liSi nejen chemicky, ale 1 v biologické aktivité.
Isoprenoidni CK vykazuji vyssi efekt zejména na rlstové procesy a regulaci bunécného
cyklu, oproti tomu ARCK ovliviiuji zejména vyvojové procesy, jako je morfogeneze
a senescence (Holub et al., 1998).

Kaminek et al. (1987) provedli studii porovnavajici aktivity ribosidt topolini (MTR,
0TR, pTR) s BAP ribosidem (BAPR) ve c¢tyfech riznych biotestech. Bylo zjisténo, Ze
biologicka aktivita klesa v poradi mMTR>BAPR>0TR>pTR (Kaminek et al., 1987). Holub
etal. (1998) provedli rozsahlejsi studii porovnavajici aktivity volnych bazi, ribosidu
a N°-glukosidii ARCK s isoprenoidnim zeatinem (Z), ktery je povazovan za piirozeny CK
S nejvyssi biologickou aktivitou. Aktivita byla testovana tfemi riznymi biotesty: kalusovym,
amarantovym a senescen¢nim. Vysledky se v biotestech liSily. V piipadé kalusového
a senescen¢niho testu vykazoval mT srovnatelnou aktivitu se Z, zatimco aktivita BAP byla
niz§i. Oproti tomu v amarantovém testu byla aktivita mT vyrazné niz$i nez Z a BAP.
Hydroxylace na ortho-pozici BAP vyrazné snizila jeho aktivitu, coZ naznacuje,
ze hydroxylace specifické pozice benzenového kruhu vyrazné ovliviiuje aktivitu CK.
N®-glukosidy vSech CK byly inaktivni (Holub et al., 1998).

Vyznam ARCK je zejména V jejich vyuziti v mikropropagacnich technikach pro
produkci zemédélsky i Iékafsky vyznamnych rostlin (Plihalova et al., 2016).
Pro mikropropagaci je pro svou aktivitu, dostupnost a nizkou cenu hojné pouzivan BAP.
Jeho pouziti je ovSem doprovazeno i negativnimi U¢inky, kdy aplikace BAP ma inhibi¢ni
ucinky na rist kofenti (PodleSakova et al.,, 2012). Inhibice je zplsobena akumulaci
neaktivnich N°-glukosiddi, coZ bylo prokdzano pii experimentech na Spatiphyllum
floribundum (Werbrouck et al., 1996). Vhodnou alternativou za BAP jsou derivaty
obsahujici kyslik, diky kterému mohou byt CK deaktivovany O-glukosylaci a hromadéni
inhibi¢niho N°-glukosidi je tak nizsi (Podlesdkova et al., 2012).
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2.2.6 Purifikace cytokinind

Cytokininy se obvykle vyskytuji v rostlinnych tkénich ve velmi nizkych koncentracich
(pg/g Cerstvé hmoty), zatimco interferujici latky jsou ve vzorcich v mnohem vét§im
mnozstvi. Tento pomér CK s interferujicimi latkami, spolecné¢ S obsahem enzymu
katalyzujicich jejich metabolickou pfeménu, komplikuje jejich purifikaci a stanoveni.
S rozsifenim vyuziti hmotnostni spektrometrie (MS) pro stanoveni sirokého spektra CK
a jejich metabolitl jsou nezbytné spolehlivé extrakéni a purifikacni techniky zabranujici
metabolickym pfeménam v pribéhu piipravy vzorku a poskytujici vzorky s vhodnou
Cistotou pro MS analyzu (Hoyerova et al., 2006).

Pro spravnou extrakci a purifikaci CK je nutné znat jejich chemické vlastnosti.
Vsechny CK jsou schopné se ionizovat pii zméné pH. Aminoskupina na pozici
Népurinového kruhu dava CK kladny naboj pfi pH<3. Na druhou stranu, NH-skupina
na pozici N°® dodava CK zaporny naboj v prostiedi s pH>11. Vedlejsi fetézec zajistuje CK
hydrofobni charakter (Dobrev & Kaminek, 2002). Rizné metabolity CK maji ovSem rizné
chemickeé vlastnosti, na které musi byt bran ohled pii analyze. Napiiklad nukleotidy pii pH<3
neziskavaji naboj, oproti tomu baze a ribosidy jsou kladné nabité. Také polarita a hydrofobni
charakter se liSi, kdy nukleotidy jsou vice polarni a tim padem méné hydrofobni nez
glukosidy, které jsou zase vice polarni nez baze a ribosidy (Tarkowska et al., 2014).

Pro purifikaci CK bylo jiz pouZzito mnozstvi riznych purifika¢nich technik, jako SPE
(Dobrev & Kaminek, 2002), imunoafinitni chromatografie (Novak et al., 2003,
Novak et al., 2008), polymerni monolitickd mikroextrakce (Liu et al., 2010). Pro CK je
nejbéznéji vyuzivana metoda SPE, vyuzivajici kationtové vyménné sorbenty a sorbenty
s reverzni fazi (Dobrev & Kaminek, 2002). Rychlym vyvojem hmotnostnich spektrometrti
bylo umoznéno detekovat analyty i z miligramovych mnozstvi biologického materialu
(Ljung et al., 2010), diky ¢emuz doslo k rozvoji miniaturizovanych purifikaénich metod.
Takovou metodou je napiiklad metoda StageTip, vyuzivajici pro purifikaci CK pipetovaci
Spicky naplnéné sorbentem (Svacinova et al., 2012).

Metoda magnetické SPE zisk&va v posledni dobé stale vice pozornosti pro pouziti
Vv ptipravé vzorku. Magnetické sorbenty neni potieba plnit do kolon, misto toho jsou volné
rozptyleny v roztoku a sorbent lze jednoduse sesbirat pomoci magnetu. Tato metoda byla
pouzita i pro zakoncentrovani a purifikaci CK (Liu et al., 2012).

Spojeni techniky s magnetickymi ¢asticemi a monoklonalnich protilatek dalo

vzniknout u¢inné purifikaéni metodé pro analyzu CK.
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Tato miniaturizovana metoda vyzaduje pouze mg mnozstvi biologického materialu a
kombinuje v sobé jednoduchost purifikace s vysokou senzitivitou kCK
(Plackova et al., 2017).

V poslednich letech dochazi k vyvoji techniky spojujici magnetické ¢astice s MIP
ajejich vyuziti k analyze rostlinnych hormoni, jako jsou auxiny, gibereliny i CK
(?Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2012; Xiong et al., 2022). MIP jsou stejné jako protilatky
schopny specifického vychytavani dané molekuly. Jejich vyhodou oproti biologickym
systémum je vysoka robustnost, rezistence k extrémnim podminkam, levna syntéza a dlouha

zivotnost (Vassapollo, 2011).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Redestilovana voda z MilliporeSimplicity™
Kyselina mravenci (>98%), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Némecko)
2-propanol  ChromasolV™ PLUS For HPLC, Honeywell Speciality
ChemicalsSeelzeGmbH (Seelze, Némecko)
Hydroxid amonny 25% Suprapur®, Merck (Darmstadt, Némecko)
Methanol (>99,9%) gradient grade forliquidchromatography, LiChrosolv,
MerckKGaA (Darmstadt, Némecko)
Kyselina octova (>99,8%), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Némecko)
Isotopicky znaCené a neznaCené cytokininové standardy, Laboratoi rastovych
regulatorti Univerzity Palackého (Olomouc, Ceska republika)
Neznacené CK: BAP, BAPR,BAP9G, mT, oT, pT, mTR, oTR, pTR, mT9G,
K, KR, K9G, ¢z, tZ, tZR, cZR, cZ9G, tZ9G, DHZ, DHZR, DHZ9G, iP, iPR,
iP9G
Znaéené CK: [°H7]BAP, [**Ns]mT

Roztoky

Modifikovany Bieleski pufr (75 % metanol + 5 % kyselina mravenéi + 20 %
redestilovana voda — 750 ml/l metanolu + 50 ml/lI kyselina mravenci + 200 ml
redestilované vody)

15 mMmravencan amonny (pH 3,4) (0,566 ml/1 kyseliny mravenc¢i, pH upraveno
25% roztokem hydroxidu amonného)

10% methanol (1 ml/10 ml methanolu + 9 ml/10 ml redestilované vody)

1% kyselina mravenci v 100% isopropanolu (2,5 ml/250 ml kyselina mravenc¢i +
247,5 ml/250 ml isopropanolu)

1% hydroxid amonny v 100% isopropanolu (10 ml/250 ml 25% hydroxid amonny +
240 ml/250 ml isopropanol)

1% hydroxid amonny v 60% isopropanolu (10 ml/250 ml 25% hydroxid amonny +
150 ml/250 ml isopropanol + 90 ml/250 ml redestilovana voda)

0,5 M hydroxid amonny v 60% methanolu (3,88 ml/50 ml 25% hydroxid amonny +

30 ml methanol + 16,12 ml redestilovana voda)
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0,5 M hydroxid amonny v 60% isopropanolu (3,88 ml/50 ml 25% hydroxid amonny
+ 30 ml isopropanol + 16,12 ml redestilovana voda)

5% kyselina octova v methanolu (2,5 ml/50 ml kyselina octova + 47,5 ml methanol)
5% kyselina octova v isopropanolu (2,5 ml/50 ml kyselina octova + 47,5 ml
isopropanol)

0,75 M hydroxid amonny v 60% methanolu (5,81 m1/50 ml 25% hydroxid amonny
+ 30 ml methanol + 14,19 ml redestilovana voda)

0,75 M hydroxid amonny v 60% isopropanolu (5,81 ml/50 ml 25% hydroxid amonny
+ 30 ml isopropanol + 14,19 ml redestilovana voda)

5% kyselina octova (2,5 ml/50 ml kyselina octova + 47,5 ml redestilovana voda)
10% kyselina octova (5 ml/50 ml kyselina octova + 45 ml redestilovana voda)

20% kyselina octova (10 ml/50 ml kyselina octova + 40 ml redestilovana voda)
25% kyselina octova (12,5 ml/50 ml kyselina octova + 37,5 ml redestilovana voda)

50% kyselina octova(25 ml/50 ml kyselina octova + 25 ml redestilovana voda)

kolony pro kapalinovou chromatografii a filtry:

Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 um: 2,1 x 50 mm), Waters (Milford, MA, USA)
WatersSymmetry C18 (5 um: 2,1 x 150 mm), Waters (UK)
Centrifugaéni filtry MicroSpin, Nylon, 0,2um (dodavatel Chromservis)

3.2 Pristroje

Michacka mini rotator Bio RS-24, Biosan (Riga, Lotyssko)

Ultrazvukova lazeti Transsonic T310, ELMA®SchmidbauerGmbH (Singen,
Némecko)

Vakuova rotaéni odparka Trigon-plus® RCT1010, ThermoElectronCorporation —
k 2006 ThermoFisherScientific (Waltham, MA, USA)

MilliporeSimplicity ™waterpurificationsystem, MiliporeCorp (Billerica, MA, USA)
pH metr CyberScan 500, Oakton® (VernonHills, IL, USA)

Mixer Vortex typ Wizard, VelpScientifica (Usmate, MB, Itélie)
CentrifugaMiniSpin®Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Koncentrator magnetickych ¢astic MPC-S, Dynal (Oslo, Norsko)
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e Acquity UPLC® I-class systém (Waters, Milford, MA, USA) v zapojeni s Xevo™
TQ-S MS (Waters MS Technologies, Manchester, UK) vybaveny ionizaci
elektrosprejem ESI. Data zpracovanaMassLynx™ software s TargetLynx™
programem (verze 4.2, Waters, Milford, MA, USA)

e Acquity UPLC®H-class systém (Waters, Milford, MA, USA) v zapojeni s QDa MS
(Waters MS Technologies, Manchester, UK) vybaveny ionizaci elektrosprejem ESI.
Data zpracovana MassLynx™ software s TargetLynx™ programem (verze 4.2,
Waters, Milford, MA, USA)

e Schémata byla vytvofena v programu Adobelllustrator®

3.3 Material

Polymerni material byl syntetizovan a dodan Mgr. Rohacovou Katefinou z pracovisté
CATRIN — Regionalni centrum pokro¢ilych technologii a materialti, Olomouc. Castice jsou
tvofeny magnetickym oxidem Zeleznato-Zelezitym, na jehoz povrchu je navdzan polymer.
Pro syntézu polymeru byla pouzita MAA jako monomer. Dodané MMIP byly piechovavany

v lednici ve 100% isopropanolu.

3.4 Precisténi materialu

Dodané MMIP byly nejprve piecistény kvili pretrvavajici kontaminaci BAP. Precistovany
byly tfi typy vzorku: a) prvni varka syntetizovanych MMIP (1. MMIP) b) druhad véarka
syntetizovanych MMIP (2. MMIP), ktera byla vice preciSténa jiz pii syntéze, a ¢) MMIP
pouzity pii predexperimentu (3. MMIP). Vzorky byly nejprve promyvany riznymi
testovanymi roztoky. 1. MMIP byly promyvany 1% kyselinou mravenéi v isopropanolu,
2. MMIP 1% hydroxidem amonnym v isopropanolu a 3. MMIP 1% hydroxidem amonnym
v 60% isopropanolu. Cisténi MMIP probihalo ve &tyfech cyklech. B&hem cyklu byl
do mikrozkumavky s MMIP nanesen 1 ml promyvaciho roztoku, vzorek byl promichan
a poté inkubovan po dobu 30 minut na mini rotatoru. Roztok byl poté odpipetovan.
Tento postup byl v kazdém cyklu opakovan sedmkrat. V kazdém cyklu byl po posledni
inkubaci sesbiran vzorek do €isté zkumavky a odpafen do sucha ve vakuové rotacni odparce.
Odpafené vzorky byly rozpustény v 60 pl 10% methanolu a na 3 minuty vlozeny
do ultrazvukové lazné. Nasledné byly vzorky filtrovany pomoci Microspin filtra,

centrifugovany (5 min., 8 000 rpm) a pieneseny do 2ml vialek se 100ul inzertem pro
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UHPLC-MS méfeni. V poslednim cyklu byl na vSechny vzorky MMIP nanesen stejny
promyvaci roztok, tj. 1% hydroxid amonny v 60% isopropanolu, ktery byl zvolen na zakladé

ptedchozich méfeni (viz vysledky obr. 5).

3.5 Optimalizace purifika¢niho protokolu

Pro optimalizaci purifika¢niho protokolu bylo zvoleno osm experimentii s riznymi roztoky
v purifika¢nich krocich, jednotlivé experimenty jsou vypsany v tab. 1. Optimalizace byla
provadéna na jednom technickém replikatu z kazdého typu MMIP. Roztoky ptivodnich tii
typdt MMIP v 1 ml 100% isopropanolu byly rozdéleny na vzorek a blank tak, ze zkumavka
s roztokem byla zamichana na vortexu a poté bylo odpipetovano 0,5 ml roztoku MMIP do
nové zkumavky, nez doslo k poklesu MMIP na dno. Takto byl pfipraven monoplikat a blank
z kazdého typu MMIP. Pii optimalizaci purifikaéniho protokolu byly MMIP s danym
roztokem inkubovany po dobu 3 minut na stolnim rotatoru. V piipadé naneseni vzorku byl
inkubaéni ¢as prodlouzen na 30 minut. Postup purifika¢niho protokolu byl zvolen
nasledujici: pfed nanesenim vzorku byly MMIP technicky promyty redestilovanou vodou
a modifikovanym Bieleského pufrem. Nasledné¢ byl na zregenerované MMIP nanesen
vzorek obsahujici 1 ml Bieleského pufru s pfidanymi 10 pl cytokininoveho standardu (STD)
BAP o koncentraci 100 pmol. Po 30minutové inkubaci poté nasledovalo promyti a eluce CK
pomoci zvoleného elu¢niho roztoku. Pro méfeni byly sbirany vSechny tfi frakce, naneseni,
promyti a eluce. Vzorky byly sesbirany do ¢isté zkumavky a odpaieny do sucha ve vakuové
rotaéni odparce. Odpafené vzorky byly rozpustény ve 100 pl 10% methanolu a vloZeny
na 3 minuty do ultrazvukové lazné. Nasledné¢ byly pieneseny na Mikrospin filtry
a centrifugovany (5 min., 8 000 rpm). Po centrifugaci byly vzorky pieneseny do 2 ml vialek
se 100l inzertem pro méfeni na UHPLC -MS/MS. Zjednodusené schéma purifika¢niho
protokolu je zobrazeno na obr. 4.

Po eluci vzorku nésledovala regenerace MMIP, ktera se skladala z naneseni 1 ml
redestilované vody a dvakrat se opakujiciho naneseni 1 ml 1% hydroxidu amonného
v 60% isopropanolu.

Pro optimalizaci purifikaénich krokti byly provedeny dal$i experimenty. Byla
testovana rizna koncentrace hydroxidu amonného v 60% metanolu a v 60% isopropanolu
jako elu¢niho ¢inidla, a také riizné koncentrace kyseliny octové jako technického promyti.

Jednotlivé podminky navazujicich experimentt jsou zobrazeny v tab. 2.
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Obr. 4: Schéma purifikaéniho protokolu: Do mikrozkumavky s regenerovanymi MMIP byl nanesen vzorek
s CK. Po 30minutové inkubaci bylo provedeno promyti a nasledna eluce CK. Pomoci silného magnetu byly

MMIP piitazeny ke sténé mikrozkumavky, coz umoznilo snadné odebirani ptislusného roztoku
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3.6 Testovani koncentra¢niho rozsahu

Po optimalizaci purifikacniho protokolu bylo provedeno testovani koncentra¢niho rozsahu.
Testy byly provedeny na 1. MMIP a 2. MMIP. 3. MMIP byly vylouceny z experimentt
v disledku nedostate¢ného mnozstvi MMIP materialu. Z pivodniho monoplikatu a blanku
byly pro dalsi experimenty vytvofeny tfi technické replikaty a blank pro kazdy typ MMIP.
Jednotliva technicka opakovani byla pfipravena odpipetovanim 0,5 ml MMIP roztoku do
nové mikrozkumavky se stejnym mnozstvim MMIP. Pro testovani koncentra¢niho rozsahu
byly pouzity roztoky STD (BAP, mT a jejich interni standardy [2H7]BAP, [**Ns]mT)
o koncentracich 0,1 pmol, 1 pmol, 10 pmol a 100 pmol. Jako nejvhodné&jsi postup
purifikacniho protokolu se dle ziskanych vysledki jevil experiment ¢. 1 (tab. 1). MMIP byly
nejprve technicky promyty 1 ml redestilované vody a 1 ml modifikovaného Bieleského
pufru. Nasledné byl nanesen vzorek 10 pl STD o dané koncentraci rozpusténych v 1 ml
modifikovaného Bieleskeého pufru, ktery se nechal inkubovat s MMIP po dobu 30 minut.
Nakonec byly MMIP promyty redestilovanou vodou a eluovany roztokem 1% hydroxidu
amonného v 60% methanolu. VVzorky byly odpafeny do sucha a pfipraveny pro méfeni
na UHPLC-MS/MS.

Dalsim experimentem provedenym na MMIP bylo testovani koncentra¢niho rozsahu
pro 25 CK STD (benzylaminopurin BAP, benzylaminopurinribosid BAPR,
benzylaminopurin-9-glukosid BAP9G, meta-topolin mT, ortho-topolin oT, para-topolin pT,
meta-topolinribosid mTR, ortho-topolinribosid oTR, para-topolinribosid pTR,
meta-topolin-9-glukosid mT9G, kinetin K, Kinetinribosid KR, kinetin-9-glukosid K9G,
cis-zeatin c¢Z, trans-zeatin tZ, trans-zeatinribosid tZR, cis-zeatinribosid cZR,
cis-zeatin-9-glukosid ¢Z9G, trans-zeatin-9-glukosid tZ9G, dihydrozeatin DHZ,
dihydrozeatin ribosid DHZR, dihydrozeatin-9-glukosid DHZ9G, isopentenyladenin iP,
isopentenyladeninribosid iPR, isopentenyladenin-9-glukosid iP9G) o koncentracich
0,1 pmol, 0,5 pmol, 1 pmol, 5 pmol, 10 pmol a 50 pmol. Byly pouzity dva purifika¢ni
protokoly: a) protokol dle experimentu 1 vtab. 1; b) protokol dle experimentu 7 v tab. 1.
Vyeluované vzorky byly odpafeny do sucha, rozpustény ve 40 pl 10% methanolu, vlozeny
na 3 minuty do ultrazvukové lazng, piefiltrovany ptes Mikrospin filtry, centrifugovany
(5 min., 8000 rpm) a nasledné ptevedeny do 2ml vialek s 100 pl inzertem. Méteny byly
pomoci UHPLC-MS/MS.
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3.7 Stanoveni hladin

Pro stanoveni ¢istoty polymerniho materialu byla pouzita ultra-vysoce ucinna kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS). Hmotnostni
spektrometr byl vybaven jednoduchym kvadrupdlem s elektrosprejem. VVzorky o objemu
10 pl byly nastiiknuty a separovany na koloné sreverzni fazi Symmetry C18
(5um, 2,1 x 150 mm, Waters). Eluce probihala za pouziti linearniho gradientu s pouzitim
100% methanolu (A) a 15 mM mravenanu amonného (pH 4; B) jako mobilni faze pfi
rychlosti pritoku 0,2 ml/min a teploty kolony 40 °C. Byla pouzita gradientova eluce 0 — 90%
A, 25-10% A, 35-10% A, 45 - 90% A. Separované CK byly analyzovany pomoci MS,
ionizovany elektrosprejem v rezimu ESI+. Parametry pro analyzu byly nastaveny
nasledovné: teplota zdroje 120 °C, napéti v kapilate 15 V. Detekce probihala ve FULLSCAN
maodu v rozsahu 50 — 1000 m/z. Vysledky byly vyhodnocovany pomoci softwaru MassLynx.

Pro stanoveni hladin CK u optimalizace purifikatniho protokolu a testovani
koncentra¢niho rozsahu byla pouzita ultra-vysoce u¢inna kapalinova chromatografie ve
spojeni standemovou hmotnostni  spektrometrii  (UHPLC-MS/MS). Hmotnostni
spektrometr byl vybaven trojitym kvadrupdlem a elektrosprejem. Separace probihala dle
podminek Plackova et al. (2015). Vzorky o objemu 10 pl byly nastiiknuty a separovany na
kolong s reverzni fazi Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 50 mm, Waters). Eluce
probihala za pouziti linearniho gradientu s pouzitim 100% methanolu (A) a 15 mM
mravencanu amonného (pH 4; B) jako mobilni faze ptirychlosti pritoku 0,5 ml/min a teploty
kolony 40 °C. Byl pouzit nasledujici linearni gradient: 10:90 (A:B) - 0 — 0,50 min, 10:90
(A:B) - 0,50 min, 43:57 (A:B) — 3,80 min, 100:0 (A:B) — 3,90 min, 10:90 (A:B) — 4,10 min,
10:90 (A:B) — 5 min. Reten¢ni ¢asy separovanych CK a jejich metaboliti byly sledovany ve
Ctyfech retenénich oknech v rozmezi: 1,4-2,60 min, 2,37-3,12 min, 2,95-3,76 min,
3,70-4,30 min. CK byly ionizovany elektrosprejem v rezimu ESI+ a analyzovany trojitym
kvadrupolem. Stanoveni CK bylo provedeno pomoci sledovani vice iontovych reakci
(MRM — multiplereaction monitoring). Parametry pro analyzu byly nastaveny nasledovné:
teplota zdroje 150 °C; teplota desolvata¢niho plynu 600 °C; pritok desolvata¢niho plynu
600 I/h; napéti v kapilate 0,75 kV (Novék et al., 2008). Vysledky byly vyhodnocovany

pomoci softwaru MassLynx.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 PreciSténi materidlu

Vzhledem ke kontaminaci BAP u polymerniho materidlu, ktera byla zjisténa pfi méfeni
predexperminetu, bylo nejprve provedeno jeho pieisténi. Pro precisténi byly zvoleny tii
roztoky, 1% kyselina mravenéi v isopropanolu, 1% hydroxid amonny v isopropanolu
a 1% hydroxid amonny v 60% isopropanolu. Na obr. 5 je zobrazeno postupné snizovani
kontaminace BAP v prub&hu nékolika cykld, kdy nejvyraznéjsi snizeni pozorujeme u vzorku
3. MMIP, které byly precistovany roztokem 1% hydroxidu amonného
v 60% methanolu. Na zakladé vysledkt byl nakonec tento roztok zvolen jako nejvhodnéjsi
a Vv poslednim piecistovacim cyklu byl pouzit na vSechny vzorky MMIP. 1% hydroxid
amonny v 60% isopropanolu byl dale také pouzit pro regeneraci MMIP v purifika¢nim

protokolu.
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Obr 5: Snizeni kontaminace BAP po precisténi zvolenymi roztoky. 1. MMIP — ¢istény 1% kyselinou mravenci
v isopropanolu, 2. MMIP - ¢&istény 1% hydroxidem amonnym v isopropanolu, 3. MMIP — ¢istény
1% hydroxidem amonnym v 60% isopropanolu. 4. cyklus — vSechny vzorky precistény 1% hydroxidem
amonnym v 60% isopropanolu. Jeden cyklus — 7x inkubace 30 min v daném roztoku
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4.2 Purifikacni protokol

Po precisténi materialu byl optimalizovan purifika¢ni protokol. Experimenty se zvolenymi
roztoky pro technické promyti, naneseni, promyti a eluci vzorku jsou vypsany vyse v tabulce

1 a 2. Stanovené ucinnosti téchto experimentti pro purifikaci CK jsou uvedeny v tabulce
3ad.
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Na obr. 6 jsou zobrazeny u¢innosti MMIP v 8 riznych experimentech pro tfi frakce,
naneseni, promyti a eluci. Uéinnosti jsou ve viech piipadech nejvyssi pro frakci nanesent,
tedy MMIP po inkubaci dostate¢né nezachytavaji BAP a ten prochazi jiz v prvnim kroku
purifikaéniho protokolu. Uginnosti pies 100 % jsou pravdépodobné zptsobeny stile
pfitomnou kontaminaci ze syntézy. Podobné hodnoty je mozné vidét i u navazujicich
experimentl na obr. 8 a 10. Obr. 7 znazorfiuje pouze eluéni frakci pro experimenty 1.-8.
Nejvyssi ucinnosti, 29 %, dosahoval vzorek 2. MMIP v ptipadé 2. experimentu, kdy byl jako
eluéni roztok pouzit 0,5 M hydroxid amonny v 60% isopropanolu. Oproti tomu v 1. a 3.
MMIP byla jejich a¢innost velmi nizka, pouze 2 a 7 %. Nejlepsi G¢innost pro vSechny tii
vzorky vykazuje 1. experiment, kdy byl jako elu¢ni roztok pouzit 0,5 M hydroxid amonny
vV 60% methanolu. Zde je u¢innost 5 % pro 1. MMIP, 22% pro 2. MMIP a 18 % pro 3. MMIP.
Jako dal$i vhodny postup se jevi experiment 7, u kterého se pouziva stejny elucni roztok, ale
MMIP jsou nejprve technicky promyty a okyseleny 5% kyselinou octovou. Zde je u¢innost
4,26 a 20 % (1. MMIP, 2. MMIP, 3. MMIP). V navaznosti na toto zjisténi byly jesté
provedeny experimenty s riznou koncentraci kyseliny octove, u¢innost pro vSechny tii
frakce je zobrazena na obr. 8, uUcinnost eluce je jeSté zobrazena na obr. 9. V ramci
optimalizace byly provedeny také experimenty pro ruzné koncentrace hydroxidu amonného
jako elu¢niho ¢inidla (obr. 10 a 11).
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Obr. 6: Optimalizace purifika¢niho protokolu: Uginnost [%] MMIP u 3 frakci (naneseni, promyti, eluce) po
naneseni STD BAP o koncentraci 100 pmol v ptipadé experimentii 1. — 8. pti pouziti riznych purifikaénich
protokolt ligicich se pouzitymi roztoky, experimenty vypsany v tab. 1; 1 = 1. MMIP, 2 = 2. MMIP, 3 = 3.
MMMIP; 1. Exp. = 1. experiment, obdobné 2. Exp. — 8. Exp.;n=1
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Obr. 7: Optimalizace purifikaéniho protokolu: Uginnost [%] MMIP eluéni frakce po naneseni STD BAP o
koncentraci 100 pmol v piipadé experimentl 1. — 8. pfi pouziti riznych purifikaénich protokolt lisicich se

pouzitymi roztoky, experimenty vypsany v tab. 1; 1. Exp. = 1. experiment, obdobné 2. Exp. —8. Exp.; n =1
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Na obr. 8 jsou zobrazeny uc¢innosti MMIP pro vSechny tfi frakce (naneseni, promyti,
eluce) a na obr. 9 pouze elu¢ni frakce uc¢innosti MMIP v ptipadé€ pouziti technického promyti
kyselinou octovou s jeji zvysujici se koncentraci (5, 10, 20, 25, 50 %). Je zde mozné vidét,
7e se zvySujici se koncentraci kyseliny dochazi k mirnému poklesu G¢innosti eluéni frakce

MMIP, a tedy zvySeni koncentrace kyseliny octové ma negativni vliv na uc¢innost MMIP.
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Obr. 10: Optimalizace eluéniho roztoku: Uinnost [%] MMIP u 3 frakci (naneseni, promyti, eluce) pfi
technickém promyti 5% kyselinou octovou, eluéni roztok pouzit 0,5 M (exp. 14)/0,75 M (exp. 16) hydroxid
amonny v 60% methanolu a 0,5 M (exp. 15)/0,75 M (exp. 17) hydroxid amonny v 60% isopropanolu.
Experimenty jsou vypsany v tab. 2; 1 = 1. MMIP, 2 = 2. MMIP, 3 = 3. MMIP; 14. Exp. = 14. experiment,
obdobné 15. Exp. — 17. Exp.; pouZito jedno opakovani n = 1
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Obr. 11: Optimalizace eluéniho roztoku: Uéinnost [%] MMIP pii technickém promyti 5% kyselinou octovou,
eluéni roztok pouzit 0,5 M (exp. 14)/0,75 M (exp. 16) hydroxid amonny v 60% methanolu a 0,5 M
(exp. 15)/0,75 M (exp. 17) hydroxid amonny v 60% isopropanolu. Experimenty jsou vypsany v tab. 2,
1 = 1 MMIP, 2 = 2. MMIP, 3 = 3. MMIP; 9. Exp. = 9. experiment, obdobné
10. Exp. — 13. Exp.; pouzito jedno opakovanin = 1

Obr. 10 a 11 zobrazuje u¢innosti MMIP pti pouziti riznych koncentracich hydroxidu
amonného v 60% methanolu a v 60% isopropanolu jako elu¢niho ¢inidla. V ptipadé zvySeni
koncentrace hydroxidu amonného v 60% methanolu doslo ke snizeni u¢innosti 2. MMIP
ze 16 % na 11%, u 3. MMIP doslo k mirnému zvyseni ze 6 % na 7 %, u¢innost 1. MMIP
zustala nezménéna na 3 %. V piipad¢é zvyseni koncentrace hydroxidu amonného v 60%
isopropanolu doslo u 2. a 3. MMIP k mirnému sniZeni, 1. MMIP zlstaly beze zmény. Vyssi
koncentrace hydroxidu amonného tedy nema zasadni vliv na zvySeni G¢innosti MMIP.
Z vysledkl je patrné, Ze vysSich u¢innosti purifikacniho protokolu dosahoval eluéni roztok

obsahujici 60% methanol, nez roztok obsahujici 60% isopropanol.
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Dle vyse uvedenych vysledkt byly jako nejvhodnéjsi purifikaéni protokoly pro dalsi
testovani zvoleny tyto:

e 1. experiment - technické promyti redestilovanou vodou a modifikovanym
Bieleského pufrem - naneseni vzorku — promyti redestilovanou vodou — eluce 0,5M
hydroxidem amonnym v 60% methanolu,

e 7. experiment - technické promyti 5% kyselinou octovou a modifikovanym
Bieleského pufrem — naneseni vzorku — promyti redestilovanou vodou — eluce 0,5M

hydroxidem amonnym v 60% methanolu.

4.3 Koncentra¢ni rozsah

K ovéfeni koncentra¢niho rozsahu metody byl zvolen rozsah od 0,1 pmol do 100 pmol
cytokininovych STD. Rozsah byl testovan na vzorcich 1. MMIP a 2. MMIP, ze kterych byly
ptipraveny technické tetraplikaty, triplikat s STD a monoplikat jako blank. Vzorek
3. MMIP byl z testovani vyfazen z divodu nedostatku materialu. Testovaci roztok STD
obsahoval BAP, mT a jejich zna¢ené standardy ([?H7]BAP, [**NsJmT). Pro grafické
znazornéni uc¢innosti MMIP u koncentra¢niho rozsahu (obr. 12) byly jiz pouzity jen hodnoty
elu¢nich frakci, uvedeny v tab. 5. Frakce naneseni vzorku a promyti byly také zméifeny,

obdobné jak bylo popsano vyse dosahovala nejvys$sich hodnot frakce naneseni vzorku.

Tab. 5: Stanovené ucinnosti [%] MMIP u koncentraéniho rozsahu 0,1 — 100 pmol STD (BAP, mT, [°H;]BAP,
[**N4]mT), eluéni ¢inidlo 0,5M hydroxid amonny v 60% methanolu; hodnoty jsou ve tvaru primér + smérodatnd
odchylka, n = 3; n.d. = nedetekovano; 1.= 1. MMIP, 2. = 2. MMIP

KONCENTRACE . ) 0 100
[pmol]
TYP VZOREK MMIP UCINNOST [%]
CYTOKININU
BAp 1. n.d. 11,1+15 130+17 83+05
2. nd  598+427 431+333 81+25
1 n.d. 34+03 52+07 4703
[HIBAP 2, n.d. 4,4+07 4,9+0,8 5,4+0,7
. 1 n.d. 25+03  24+01 2502
2. n.d. 13403  25+05  27+01
1 n.d. 27+05  26+04  24+01
[*NamT 2. n.d. 23+04 21406  23+03
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Utinnost MMIP pro vychytavani BAP, mT a jejich internich standardd
Vv koncentraénim rozsahu 0,1 — 100 pmol je zobrazena na obr. 12. Pfi pouziti roztoku STD
0 nizké koncentraci, tj 0,1 pmol nebyl detekovan zadny typ CK. V piipadé BAP dosahovaly
nejvyssi ucinnosti (59,8 %) 2. MMIP u koncentrace 1 pmol. Zde je ovSem vidét velky rozptyl
ziskanych a¢innosti v daném triplikatu. Tato variabilita vysledki miZze byt vysvétlena
nékolika hypotézami. Prvni hypotézou je stala pritomnost kontaminace BAP u téchto MMIP,
kdy pritomnost BAP byla stale detekovana i ve vzorku bez STD, ¢ili v blanku. Druhou
hypotézou je rozdilné mnozstvi MMIP v danych replikatech, zptisobené jejich rozdélovanim
pomoci pipety. MMIP tak nebyly pfesné rozvazeny, byly rozdéleny v roztoku a jejich
ptiblizné mnozstvi v replikatech bylo urceno jejich porovnanim.

V ptipad€ 1. MMIP bylo nejvyssi ucinnosti dosazeno pii koncentraci 10 pmol, a to
13 %, jen mirn€ niz8i uc¢innosti 11 % bylo dosazeno u koncentrace 1 pmol. U obou typu
MMIP byl pti vysokych koncentracich vidét vyrazny pokles ucinnosti.

Na obr. 12 je dale zobrazena U¢innost MMIP proti izotopicky zna¢enému standardu
BAP, [?H7]BAP. Interni standardy se ptidavaji v priibéhu purifikace ke vzorku a umoziiuji
sledovat ptipadné ztraty v pritbéhu purifika¢niho protokolu. Zaroven umoziuji kvantitativni
stanoveni endogennich hladin CK (Ljung et al., 2010). U&innost obou typtt MMIP je v tomto
ptipadé podobna, u vSech koncentraci se pohybuje v konstantni hladiné kolem 5 % t¢innosti.
CK byl opét detekovan az od 1 pmol.

Vzhledem k nizkym G¢innostem MMIP proti BAP byla testovana také jejich i¢innost
na vychytavani mT a jeho interniho standardu, izotopicky zna¢eného [**N4]JmT. Meta-topolin
méa oproti BAP vyhodu hydroxylové skupiny, diky které by se mohl lépe zachytavat.
Utinnost MMIP je v obou piipadech velmi nizka, pohybuje se konstantné kolem 3 %

Vv prubéhu celého koncentra¢niho rozsahu.
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Obr. 12: Koncentraéni rozsah: U&innost [%] 1. a 2. MMIP pro BAP, mT, [*H/]BAP, [*NmT

o koncentracich 0,1 — 100 pmol, chybové iseky zobrazuji smérodatnou odchylku, n = 3

Poslednim experimentem bylo testovani koncentratniho rozsahu smési 25 CK
standarddi, obsahujici jak aromatické, tak isoprenoidni baze, ribosidy a N°-glukosidy.
Koncentracni rozsah byl testovan na dvou zvolenych purifikacnich protokolech popsanych
vySe v kapitole 4.2. Pouzité protokoly se lisi okyselenim MMIP technickym promytim 5%
kyselinou octovou pied nanesenim vzorku, elu¢nim ¢inidlem byl 0,5M hydroxid amonny
v 60% methanolu. Stanovené hladiny ucinnosti vic¢i jednotlivym CK metabolitim jsou

vypsany v tabulce 6, 7,8 a 9.
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Tab. 6: Stanovené u¢innosti [%] MMIP u koncentraéniho rozsahu 0,1 — 50 pmol STD aromatickych CK pri
pouziti purifika¢niho protokolu bez technického promyti 5% kyselinou octovou, elu¢ni roztok 0,5M hydroxid

amonny v 60% methanolu, hodnoty jsou ve tvaru pramér + smérodatna odchylka, n = 3, n.d. = nedetekovano

KONCENTRACE
[pmol] 0,1 05 1 5 10 50

TVP -
CYTOKININU VZOREK MMIP UCINNOST [%]

BAp 1, n.d. nd  11,0+14 36+09 20+0,6 77+18
2. n.d. n.d. n.d. n.d. 29+27 13,1+4,0

BAPR 1. nd  08+00 11+01 41404 13402 55+07
2. nd  06+01 11+02 50409 13402 53+12

BAPSG 1 nd. 05+00 06+02 14+03 06+01 1,7+03
2. nd. 06+01 06+02 17+06 06+01 18+05

- 1, nd  14+01 09+02 15+04 06+01 20+04
2. nd 20401 19+14 21400 04400 16+04

R 1 nd  04+00 06+01 09+02 05+01 12+02
2. nd  09+02 06+02 12404 06+01 13+03

ToG 1. nd  02+01 05+02 05+01 04401 07+02
2. nd. 04+01 05+01 08+03 05+01 0803

or 1. nd  10+01 05+01 09+02 06+01 12+02
2. n.d. n.d. nd.  07+03 06+02 12+02

R 1 nd. 04+01 04+00 08+01 06+01 1,1+0,2
2. nd. 05+01 05+00 09+02 05+01 1,0+0,2

- 1 nd. 07+01 06+01 13+02 06+01 20+0,2
2. nd.  18+07 02+01 16+05 05+00 19+0,3

TR 1 nd. 04+00 06+01 10+02 05+01 1,2+0,2
2. nd. 04+01 06+01 11+03 06+01 13+04

< 1 nd.  20+01 11+02 22+05 06+02 34+0,7
2. nd.  20+07 11+01 65+16 03+01 43+13

<R 1 nd.  06+00 08%02 24+04 07+02 29+05
2. nd. 07+01 08%02 29+08 08+01 31+08

K9G 1. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,6+0,2
2. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,6 0,0
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Tab. 7: Stanovené u¢innosti [%] MMIP u koncentraéniho rozsahu 0,1 — 50 pmol STD isoprenoidnich CK pii

pouziti purifika¢niho protokolu bez technického promyti 5% kyselinou octovou, elu¢ni roztok 0,5M hydroxid

amonny v 60% methanolu, hodnoty jsou ve tvaru primér + smérodatna odchylka, n = 3, n.d. = nedetekovano

KONCENTRACE
[pmol] 0,1 05 1 5 10 50
TYP .
CYTOKINING  VZOREK MMIP UCINNOST [%]

o 1. nd. 08+02 08%02 16+02 06+00 18+04
2. nd. 07+01 06+02 17+08 0501 15%0,5
R 1. nd. 0401 03%00 05+01 03+00 1,0+04
2. nd.  04+01 04+01 13+06 04201 1,3%05
706 1. nd. 06+01 03+00 03+01 03+00 04%01
2. nd. 0401 04+01 08+03 04+01 09+00
. 1. nd. 0800 11+03 24%05 08+01 29+08
2. nd.  08+02 10+03 32+13 07201 30207
R 1. nd. 0301 08+03 28+10 06+01 28%10
2. nd. 05+01 07+02 35+14 3310 33%10
1. nd.  02+01 06+03 14+07 04201 1,9%0,9
€296 2. nd.  04+01 06+02 27+13 06+02 25+0,9
Ohz 1 nd. 06+01 07+03 14+03 0501 17+07
2. nd. 05+01 06+02 22+10 0501 18%0,6
OHZR 1 nd.  04+01 04+00 13+07 0501 18+08
2. nd.  05+01 06+02 25+11 06+01 22+07
OHZGG 1 nd. 03+01 04+01 08+01 04%01 11+01
2. nd.  04+01 06+02 16+04 0501 20+07
0 1 nd.  11+01 11+01 33,06 09+01 39+01
2. nd.  10£01 12+02 42+13 10+01 41+08
or 1 nd.  02+00 03+01 09+01 0300 15+0,2
2. nd.  02+00 03+01 13+03 04201 16+05
oG 1 n.d. nd.  04%00 17+06 0501 20%07
2. nd. 05%01 06+02 25+10 06%01 23%07
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Tab. 8: Stanovené u¢innosti [%] MMIP u koncentraéniho rozsahu 0,1 — 50 pmol STD aromatickych CK pti pouziti
purifikacniho protokolu s technickym promytim 5% kyselinou octovou, elu¢ni roztok 0,5M hydroxid amonny

v 60% methanolu, hodnoty jsou ve tvaru primér + smérodatna odchylka, n = 3, n.d. = nedetekovano

KONCENTRACE
[pmol] 0,1 05 1 5 10 50

TVP -
CYTOKININU  VZOREK MMIP UCINNOST [%]

BAp 1, n.d. nd. 143+06 83+08 08+02 8827

2. n.d. n.d. nd. 154400 134+30 17.0+19

BAPR 1, nd.  19+09 19+01 46+07 13+01 45+0,3

2. nd.  18+02 25+06 46+07 11+01 48+11

BAPOG 1, nd. 07+01 08%01 13+03 06+01 14+0,1

2. nd.  13+01 15+05 15+03 05+01 16+05

- 1, nd.  17+05 10%02 17+04 05+00 1,6+0,1

2. nd. 04+03 05+00 14+03 05+01 17404

- 1, nd.  12+07 09+01 10+01 06+01 11+0,1

2. nd.  10#01 12+04 11+02 05+00 1,2+0,3

oG 1, nd. 05+01 06+01 05+01 05+01 0,6+0,1

2. nd.  10#02 12+04 06+01 04+01 07+0,2

or 1, nd.  10%01 08%02 11+03 05%00 1,1+0,1

2. nd.  48+38 nd  08+02 03+00 02+0,3

TR 1 nd. 07+00 09+01 09+01 06+00 09+0,1

2. nd.  09+01 09+02 09+02 05+01 09+0,3

- 1 nd. 07+01 14+04 17+04 05+01 18%0,0

2. nd. 09+03 08+03 17+05 06+02 19+04

TR 1 nd.  06+00 08+01 10+02 06+00 10+0,1

2. nd.  10+02 12+04 11+02 05+01 1,3+0,3

< 1 nd. 15+03 08%01 35+13 06+01 22+08

2. nd. 34+01 15+01 109+05 09+03 28+05

<R 1 nd. 07+01 11+01 25+05 08+01 25+0,2

2. nd. 14+01 18%05 26+04 07+01 23+0,0

K9G 1. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,3+0,0

2. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,5+0,2
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Tab. 9: Stanovené u¢innosti [%] MMIP u koncentraéniho rozsahu 0,1 — 50 pmol STD isoprenoidnich CK pfi pouziti
purifika¢niho protokolu s technickym promytim 5% kyselinou octovou, elucni roztok 0,5M hydroxid amonny v 60%

methanolu, hodnoty jsou ve tvaru prumér + smérodatna odchylka, n = 3, n.d. = nedetekovano

KONCENTRACE
[pmol] 0,1 05 1 5 10 50
TYP .
CYTOKINING  VZOREK MMIP UCINNOST [%]

. 1. nd. 08+01 09+01 15+05 06+00 15+0,2
2. nd.  14+02 16+06 15+04 05+01 14+04
7R 1. nd. 03+01 05+01 07+03 0300 07+0,2
2. nd.  1,1+01 13+05 10%03 03+00 1,1+03
706 1. nd. 03+01 05+01 04202 03+00 0401
2. nd.  1,1+00 17+02 06202 03+01 0,602
- 1. nd.  1,1+02 1301 25+09 08+02 24+04
2. nd.  1,7+03 21+08 26%07 08+01 31+08
R 1. nd. 04+01 10%02 21+08 05+01 22+04
2. nd.  12+01 21+08 29%09 07+01 31+08
796 1. nd. 04+01 08%02 13+06 04+01 1,5+04
2. nd.  11+00 19+08 21+05 0501 23+06
- 1 nd. 06+01 08+01 08+01 05+04 15+0,3
2. nd. 12+01 15+06 1704 05+01 18+04
OHZR 1 nd. 04+01 08+02 13+05 04%01 14+03
2. nd.  12+00 18+07 20+06 0501 22+05
DHZOG 1 nd. 04+01 08+02 11+05 04%01 12+03
2. nd.  12+01 23+02 1704 05+01 1,8+04
0 1 nd. 07+01 16+03 38%11 20+00 39+04
2. nd.  22+11 20+06 38+07 10+02 48+11
or 1 nd.  04+00 05+00 09+03 0300 1,0+01
2. nd. 06+01 07+02 11+02 0300 1,2+0,3
G 1. nd. 05+01 09+02 16+06 05+01 1,6+0,3
P 2. nd.  12+01 17+06 21+06 0501 1,8%0,0
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A4

Utinnost MMIP proti zvolenym 25 CK je zobrazena na obr. 14, 15 a 16. Nejnizsi
koncentrace 0,1 pmol byla pod limitem detekce.

Na obr. 13 je zobrazeno porovnani ucinnosti 1. a 2. MMIP pii pouziti dvou
purifikacnich protokolt, bez okyseleni MMIP technickym promytim 5% kyselinou octovou
a s okyselenim MMIP pomoci uvedeneho technického promyti. Jsou zde zobrazeny ziskané
hladiny ucinnosti proti CK bazim. Z obrazku je patrné, ze MMIP jsou selektivni pro
vychytdvani BAP. V ptipadé 1. MMIP bylo dosazeno nejvy$si ucinnosti u BAP
v koncentraci 1 pmol, a to 14,3 %, respektive 11,9 %. Pii zvySujici se koncentraci dochazelo
ke snizeni G¢innosti MMIP, ktera se snizila az na 2 % u neokyselenych MMIP a na 0,8 %
u MMIP s okyselenym technickym promytim v pitipadé koncentrace 10 pmol. U 2. MMIP
byl BAP detekovan az od koncentrace 5 pmol, s nejvyssi u¢innosti pfi 50 pmol, tj. 17,9 %.
U obou MMIP je pro BAP vice u¢inny purifika¢ni protokol zahrnujici jejich technické
promyti 5% kyselinou octovou. Uginnost vychytavani ostatnich aromatickych
a isoprenoidnich bazi se pohybovala v pribéhu celého koncentra¢niho rozsahu ve velmi
nizkych hodnotach, maximalné do 5 %.

Obr. 14 zobrazuje G¢innosti obou typtt MMIP proti CK ribosidim. Zde je mozné
vidét nejvyssi ucinnosti u vychytavani BAPR v piipadé obou typi MMIP, s nejvyssimi
hladinami u koncentrace 50 pmol. Pro 1. MMIP jde o ucinnost 5,5 % u protokolu bez
okyseleni a 4,5 % s okyselenim. V ptipadé¢ 2. MMIP jde o 5,3 % bez okyseleni a 4,8 %
s okyselenim. Z ostatnich aromatickych ribosidta je nejvice vychytavan KR, s maximem
kolem 3 %. Ostatni aromatické ribosidy jsou vychytavany s u¢innosti pod 2 %. Isoprenoidni
ribosidy jsou v celém koncentracnim rozsahu vychytavany s u¢innosti pod 4 %, nejlépe je
ovSem zachycovan cZ.

Na obr. 15 jsou zobrazeny ucinnosti pro vychytavani CK N°-glukosidd. Jak
aromatickeé, tak isoprenoidni N°-glukosidy jsou 1. i 2. MMIP vychytavany s velmi nizkou

ucinnosti pod 3 %.
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Z vyse uvedenych vysledkii je patrné, Zze koncentracni rozsah metody zacina
na koncentraci 1 pmol STD, respektive 0,5 pmol STD. Nizsi zvolena koncentrace, 0,1 pmol,
nebyla detekovana, a byl tak stanoven limit detekce testované metody. V pripadé ptilis
vysoké koncentrace dochazi ke snizeni i€¢innosti MMIP. Tento jev mize byt vysvétlen tak,
ze u prili§ vysokych koncentraci analytu dochdzi k ptfekroceni kapacity materidlu.
Podobnych vysledkii bylo dosazeno u imunopurifikaénich metod publikovanych
Novék et al. (2008) a Plac¢kova et al. (2017). Dalsi testovani polymerniho materialu by tak
mohlo byt zaméfeno na piesné stanoveni maximalni adsorp¢ni kapacity MMIP.

Selektivni vlastnosti MMIP pro vychytavani BAP jsou patrné na obréazcich 13 — 15.
Uginnost jeho vychytavani se pohybovala do 20 %, oproti tomu u¢innost pro vychytavani
ostatnich typi CK byla mnohokrat nizsi, pohybovala se kolem 2, maximalné 5 %.

Nizké ucinnosti MMIP mohou byt zptisobeny nedostateénym mmnozstvim tohoto
materidlu pouzitého pii purifikaénim protokolu. 2Zhang et al. (2010) pro validaci metody
pro purifikaci indol-3-octové kyseliny pomoci MMIP pouzili 50 mg materialu, oproti tomu
Xiong et al. (2022) pouzili pro purifikaci BAP pouze 1 mg. Z diivodu nedostatku dodaného
materialu nebylo mozné toto mnozstvi v diplomové praci optimalizovat, stanoveni
potfebného mnozstvi materialu by tak mohlo byt dals$im krokem v testovani daného
materialu.

Zaméteni dal$iho testovani by také mohlo byt cileno na optimalizaci inkubace vzorku
s MMIP. V této diplomové praci byly MMIP inkubovany se vzorkem po dobu 30 min,
ovsem Vysledky Xiong et al. (2022) naznacuji, Ze adsorp¢ni kapacita MMIP vyrazné narista
po 40 min inkubace a vrcholu dosahuje po 60 min. ProdlouZeni inkubace vzorku s dodanymi
MMIP by tak mohlo zvysit jejich u¢innost.

Zvoleni vhodného monomeru pro syntézu MIP je dilezitou soucéasti pro vznik
vazebnych mist mezi monomerem a templatem. Pro syntézu testovaného materialu byla jako
monomer pouzita MAA, ta obsahem karboxylové skupiny je schopna tvofit s iminovymi
skupinami BAP vodikove vazby (Han et al., 2017). Xiong et al. (2022) ve své studii pouzili
pro syntézu MMIP vychytavajici BAP bifunkéni monomer kombinujici MAA
a p-styrensulfonat sodny. Sulfonova a fenylova skupina p-styrensulfonatu sodného je
schopna s molekulou BAP tvofit elektrostatické interakce. Touto kombinaci doslo
k navySeni interakci mezi MMIP a BAP a tedy k lepSimu navazani. Pro dalsi optimalizaci
metody by mohly byt syntetizovany nové typy MMIP s jinymi monomery, které by byly

schopny vytvaret vice interakci s molekulou BAP a zvysit tak ué¢innost metody.
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Idealni templat pro syntézu MIP by mél obsahovat funkéni skupiny, diky kterym se
zachytne a vytvoii komplex s polymerem (Chen et al., 2011). BAP, pouzity jako templat
v testovaném materidlu, nema ve svém postrannim fetézci funkéni skupinu, pouze
aromatické jadro, které je chemicky stabilni. Diky tomu miZe s pouzitym monomerem,
MAA, interagovat pouze svymi iminovymi skupinami. Z tohoto dtivodu by pro syntézu
MMIP vychytavajici aromatické cytokininy mohl byt vhodnéjsi jako templat mT, ktery
ve své struktuie obsahuje navic hydroxylovou skupinu, ktera by mohla vytvaret vice slabych
interakci, naptiklad vodikové vazby, diky kterym by mohlo dochézet k lep§imu zachyceni
CK v materialu.

Po optimalizaci purifikacnich krokt, typu a mnozstvi pouzittho MMIP by

V neposledni fadé mélo byt provedeno testovani metody na rostlinném materialu.
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S Zavér
Diplomova prace se zabyvala testovanim nového molekularné imprintovaného polymerniho
materialu navazaného na magnetickych nanocasticich, jehoz templatem byl BAP. Mezi cile
prace patfilo méfeni Cistoty a docisténi dodaného materialu, optimalizace purifika¢niho
protokolu vyuzivajici tento polymerni material a testovani jeho koncentra¢niho rozsahu.

Pro precisténi materialu byly testovany tfi rizné roztoky, z nichz jako nejvhodné;jsi
roztok pro vymyti BAP byl zvolen 1% hydroxid amonny v 60% isopropanolu, ktery byl dale
pouzit jako regeneracni roztok v purifika¢nim protokolu.

V ptipadé optimalizace purifika¢niho protokolu byly testovany rtizné elu¢ni roztoky,
Z nichz nejvyssi €innosti dosahovaly MMIP pfi pouziti 0,5 M hydroxidu amonného v 60%
methanolu. Dale byly testovany rtizné koncentrace kyseliny octové jako technické promyti
MMIP pied nanesenim vzorku. Nejlepsi t¢innosti bylo dosazeno pii pouziti 5% kyseliny
octové, s vyssimi koncentracemi ucinnost klesala. Po okyseleni materialu kyselinou octovou
dosahovaly MMIP mirné vyssi uc¢innosti nez MMIP bez okyseleni.

V piipad¢ testovani koncentracniho rozsahu metody byla detekovana az koncentrace
1 pmol, a byl tedy stanoven limit detekce. Maximalni rozsah metody byl stanoven
na 100 pmol, ovSem pfti vyssich koncentracich dochazelo ke snizeni t¢innosti MMIP.

Pomoci smési 25 CK STD, obsahujici jak isoprenoidni tak aromatické baze,

ribosidy a N°-glukosidy, byla ovéfena selektivita MMIP, kdy G¢innost viici BAP byla vyssi
nez vuci ostatnim typtim CK.

Magnetické molekularné imprintované polymery jsou levnou, jednoduchou
a selektivni metodou pro purifikaci vzorku pted jejich analyzou. Tato diplomova prace by
mohla byt napomocna K polozeni zakladi a podnétd jak K dal$imu testovani nového
polymerniho materiélu, tak k syntéze novych typd MMIP pro u¢innou purifikaci cytokinind

ze vzorku.
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