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CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma cytokininy, jejich biosyntéza. Cytokininové
nukleotidy.

2. Vypracovani literarni reSerSe na téma kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou
fluorescencni detekcei a jeji vyuziti v analyze nukleotida.

3. Vyvoj metody na separaci fluorescenéné znacenych zeatinovych cytokininovych
nukleotidi s vyuzitim kapilarni elektroforézy s laserem indukovanou fluorescencni
detekci.



1. Teoreticka c¢ast



1.1  Uvod

Rostlinné hormony jsou skupinou pfirozené se vyskytujicich latek, ktera v mnoha
smérech ovlivituje rust a vyvoj rostlin. Pochopeni jejich biosyntézy, metabolismu a funkce
(J. Pulkrabek 1988). Vyuziti fytohormonti mtize zdaleka piesahovat pole rostlinné
fyziologie. Jejich aplikace je slibna predev§im na poli biomediciny. Vyraznymi
protinadorovymi G¢inky se vyznacuji cytokininy (Y. Ishii et al. 2002) a kyselina jasmonova

(E. Flescher et al. 2002).

1.2 Rostlinné hormony (fytohormony)

Fytohormony hraji kli¢ovou roli ve vyvoji jednotlivych rostlinnych organt. Jako
jeden zprvnich byl popsin ucinek ethylenu na zrani ovocnych ploda
(S.P. Burg et al. 1965). Rostlinné hormony ovliviiuji fyziologické procesy rostlin za velmi
nizkych koncentraci. Na rozdil od sav€ich hormonti jsou fytohormony mnohem
univerzalngjsi, co se efektu tyce, a jejich ucinek je primarné zavisly na koncentraci. Prvnim
identifikovanym rostlinnym hormonem byl auxin. Fytohormony nachazeji své misto
ucinku casto ve velkych vzdalenostech od mista syntézy. Naptiklad cytokininy
syntetizované v koteni rostliny mohou ovliviiovat metabolickou aktivitu a senescenci listt.
Naopak ethylen mtze ovliviiovat stejné pletivo ¢i buiiku, ve které byl syntetizovan. Do
skupiny rostlinnych hormond fadime auxiny, gibereliny, cytokininy, ethylen, Kyselinu
abscisovou, brasinosteroidy, polyaminy, jasmonaty a kyselinu salicylovou
(P.J. Davies 2010).



1.2.1 Cytokininy

Adeninové derivaty oznaCované jako cytokininy jsou skupinou rostlinnych
hormonti charakteristické svou schopnosti navodit déleni buiiky v rostlinnych kulturach za
pritomnosti auxini. NejhojnéjSim cytokininem je zeatin. Cytokininy jsou syntetizovany
Vv kofenové $picce, odkud jsou xylémem transportovany do vrcholovych ¢asti rostliny.
Mezi hlavni fyziologické ucinky této skupiny fytohormont patii oddaleni senescence,
navozeni bunééného déleni, regenerace organd, stimulace rezistence vici stresovym
faktorim a v neposledni fadé¢ mohou vyvolat rst adventivnich pupent a jejich proliferaci
(P.J. Davies 2010).

Jako prvni cytokinin byl vroce 1955 izolovan kinetin (6-furfurylaminopurin).
Folke Skoog jej izoloval zautoklavované DNA ze slediho  spermatu
(C.O. Miller et al. 1955). Ve stejném roce Ross H. Hall a R. S. De Ropp zjistili, ze kinetin
je produktem degradace DNA (De Ropp et al. 1955). Skoog ve svém experimentu
navazoval na vyzkum Johanese van Overbeeka. Ten v roce 1941 objevil v endospermu
kokosovych ofechi latky s fyziologickymi w¢inky. Prvni piirozené se vyskytujici
cytokinin, =zeatin, byl izolovan z kukufice vroce 1961 Carlosem O. Millerem
(C.O. Miller 1961).

1.2.1.1Struktura cytokinini

Cytokininy jsou derivaty adeninu, nesouci na exocyklické aminoskuping N°
isoprenoidni nebo aromaticky fetézec. Mohou byt déleny do tfi zakladnich skupin: aktivni
formy (volné baze), transportni formy (ribosidy) a zasobni formy (nukleotidy) (Tab. 1).
Ribosidy vykazuji mnohem mensi aktivitu nez volné baze cytokinintl, neni vSak jasné, zda
maji svou vlastni specifickou funkci v rostlinném organismu ¢i  nikoliv

(H. Sakakibara 2010).
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Tab. 1: Vzorce, zkratky a nazvy vybranych cytokininii a jejich forem

(prevzato z: Peter J. Davies (2010) Plant Hormones — Biosynthesis, Signal trasductiom, Action!
Springer, New York, USA).
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1.2.1.2 Biosyntéza cytokininii

V dnes$ni dob¢ jsou znamy dvé biosyntetické drahy pro syntézu isoprenoidnich
cytokininti. Jedna z nich je zalozena na degradaci tRNA, druhda funguje na principu
isopentenylace volného adeninového nukleotidu (Obr 1.). Poprvé byly substraty pro obé
biosyntetické drahy popsany u hlenky Dictyostelium discoideum K.B. Raper, 1935, ktera
se velmi ¢asto pouziva jako modelovy organismus vV molekularni biologii, chemii a fyzice
(Taya Y. et al. 1978). Tato studie ukazuje, ze dimethylalyldifosfat (DMAPP) a AMP jsou
vychozimi substraty pro syntézu isopentenyladeninu (iP) a jeho ribosidu (iPR). Primarnim
produktem této drahy je 1PRMP. Celd reakce je katalyzovdna enzymem
isopentenyltranferazou (IPT). V genomu Arabidopsis thaliana C. Linnaeus, 1753 bylo
nalezeno celkem devét AtIPT gend, ztoho sedm pro isopentenylaci adenylatovych
nukleotidti a dva pro tRNA. Geny AtIPT1la AtIPT3-8 jsou zodpovédné za produkci IPT.
Tyto enzymy katalyzuji pfeneseni isopentenylové skupiny z DMAPP na N® ATP nebo
ADP, nikoliv vSak AMP. Tento experiment dokézal jako prvni, Ze cytokininy jsou, alespon
z Casti, syntetizovany z ATP a ADP (T. Kakimoto 2001).

Predpoklada se, ze biosyntetické drahy isoprenoidnich a aromatickych cytokinint
budou obdobné. Doposud vSak nebyly identifikovany katalytické enzymy drahy
syntetizujici aromatické cytokininy. Stejné tak nebyl potvrzen jakykoliv vliv

isopentenyltransferaz na biosyntézu aromatickych cytokininti (H. Sakakibara 2010).
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Obr. 1: Primdrni reakce biosyntézy cytokininii katalyzované pomoci IPT a tRNA-1PT.
(pirevzato z: Peter J. Davies (2010) Plant Hormones — Biosynthesis, Signal trasductiom, Action!,

Springer, New York, USA).
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1.2.1.3 Metabolismus cytokinini

Metabolické  drahy cytokinini jsou studovany zejména podavanim
radioizotopicky znacenych rustovych hormond. Na zakladé sledovani postupné premény
znacenych cytokinind na nukleotidy, nukleosidy, volné baze a poté az na degradacni
produkty byly klasifikovany dvé metabolické drahy pfemény cytokinint: drdha modifikace
adeninové Casti a draha enzymatické pfemény postranniho fetézce (Obr. 2). Obé zminéné
drahy vedou k do¢asné nebo trvalé inaktivaci cytokinint (H. Sakakibara 2010).

VétSina enzymt podilejicich se na degradaci adeninové casti nejsou pro
cytokininy striktné specifické a existuje jich cela fada. Jsou to napiiklad 5’-nukleotidaza,
adenosin nukleosidaza, adenin fosforibotransferaza nebo adenosin kinaza. V roce 2007 byl
objeven specificky enzym pozménujici adeninovou ¢ast molekuly cytokinind. Konkrétné se
jedna o fosforibohydrolazu, ktera pfimo méni inaktivni nukleotidy cytokinini (iPRMP,
tZRMP) na jejich volné baze. Tento enzym byl pojmenovan ‘‘lonely guy‘‘ (LOG). LOG
interaguje specificky s cytokininovymi nukleotidy-5‘-monofosfaty, nikoliv vsak s di- a tri-
fosfaty, AMP nebo cytokininovymi bazemi ¢i ribosidy (T. Kurakawa et al. 2007).

Jednou z dalSich moZnosti metabolické pfemény cytokinint je jejich glykosylace,
tedy navazani molekuly cukru na jeden z dusiki postranniho fetézce. Tento zplsob
zahrnuje druhou, vy$e zminénou, drahu pfemény cytokinint. Bylo zjisténo, ze glykosylace
probiha na N3, N’ a N° pozici purinu. Tyto metabolity jsou oznadovany jako N-glykosidy.
Glykosylace muZe probihat také na hydroxylové skupiné tZ, DZ a cZ. Tyto metabolity jsou
oznacovany jako O-glukosidy a O-xylosidy. Predpoklada se, ze pravé O-glukosidy jsou
jednou ze zasobnich forem cytokinini (H. Sakakibara 2006).

Na rozdil od N-glykosylace, O-glykosylace je proces reverzibilni. Deglukosylace

je zajistovana enzymem [-glukosidazou (B. Brzobohaty et al. 1993).
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CYP735A
IPT / iPF\v’TP — tZFVQTP tRNA + DMAPP

ATP/ADP/AMP = iPRDP—> tZRDP tRNA-IPT
DMAPP iPRMP —>tZRMP cZRMP
Ade/Ado LOG
+ CKX iPR tZR cZR

postrani fetézec

CKX

Cytokininové iP Y Ytz cZ
glukosidy  UGT

Obr. 2: Metabolismus cytokininii (prevzato z: Peter J. Davies (2010) Plant Hormones —
Biosynthesis, Signal trasductiom, Action!, Springer, New York, USA).
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1.2.1.4 Cytokininové nukleotidy a metody jejich analyzy

Je znamo, ze uc¢inek cytokininl je ptimo zavisly na jejich koncentraci. Z tohoto
diivodu bylo vyvinuto mnozstvi analyticko-chemickych metod zabyvajicich se jejich
kvantifikaci. Pfed samotnou analyzou je nutné provést extrakci z rostlinného materialu.
V dnesni dobé se nejCastéji pouziva smés methanolu, kyseliny mravenci a vody (15:1:4)
(K. Hoyerova et al. 2006). Oproti Bieleského smési, ktera je slozena z methanolu,
chloroformu, kyseliny mravenci a vody (12:5:1:2) (R.L. Bieleski 1964) neobsahuje vyse
zminéné extrakéni cinidlo chloroform, ktery zvySuje extrakci lipofilnich molekul
a komplikuje tak nasledné ¢iSténi.

Pted analytickou koncovkou je nutné provést purifikacni proces, ktery ma za ukol
rozdélit cytokininové metabolity do tii frakci: nukleotidové, bazické (volné baze, ribosidy
a N-glukosidy) a O-glukosidové. Zaroven by purifikaci méla byt zajisténa dostatecna
navratnost a Cistota vzorki pro kone¢nou analyzu (P. Tarkowski et al. 2004). Nejcastéjsi
metodou pii purifikaci je kombinace metody extrakce tuhou fazi (SPE) s iontové
vyménnou a imunoafinitni chromatografii (IEC, IAC) (A.Crozier et al. 1999).

Jednou z dalSich metod je extrakce kapalina-kapalina. Tato metoda vyuziva rtizné
rozpustnosti cytokininii ve vod¢ a butanolu pti rizném pH. Mezi jeji nejvétsi vyhody patii
jednoduchost, ¢asova a finan¢éni nenaro¢nost, relativné vysoka navratnost a uspokojivy
stupen precisténi (V. Pacakova et al. 1997).

V koncové analyze cytokininil je mozné vyuzit spojeni plynové chromatografie
a hmotnostni spektrometric (GC-MS) (A. Crozier et al. 1999). Postupem ¢asu byla tato
metoda nahrazena spojenim vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii  (HPLC-MS), ktera dosahuje detek¢énich limita  10-50  fmol
(O. Novak et al. 2003). Spojenim ultrau¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS) bylo vroce 2008 dosazeno pro separaci
a analyzu cytokininovych O-glukosidi a nukleotidi detekénich limitd 5-25 fmol
(Novak et al. 2008).
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Cytokininové nukleotidy se ovSem od volnych bazi cytokininti 1i§i svou polaritou,
a proto je nutné zvolit samostatnou metodu jejich analyzy. V roce 2010 byla vyvinuta
metoda schopna kvantifikovat cytokininové nukleotidy v lidskych leukemickych butikach
K-562 pomoci spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS)

s detekénim limitem 0.2—0.6 pmol (T. Béres et al. 2010).

1.3  Elektromigrac¢ni metody

Elektromigracni separani metody vyuzivaji rozdilné rychlosti migrace nabitych latek
ve stejnosmeérném elektrickém poli k separaci sloZzek smési. Elektrické pole je vytvotfeno
vlozenim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody. Prostfedi mezi elektrodami je
tvofeno zakladnim elektrolytem, ktery zajiStuje elektrickou vodivost v systému. Kationty
migruji k zdpornému polu, anionty ke kladnému a neutralni ¢astice se nepohybuji. Tento
elektrokineticky jev se nazyva elektroforéza (P. Klouda 2003).

Elektroforeticka rychlost molekul je pfimo tmérna intenzité elektrického pole E
a elektroforetické pohyblivosti daného iontu Uesi (P. Coufal 2004).

Vet = Ueri- E [ms™]

Separaci latek miize komplikovat diftize, ktera zptisobuje vyrovnavani koncentrace
slozek roztoku vcelém jeho objemu. Proto jsou slozky béhem separace fixovany
a elektroforéza je provadéna na vhodném separacnim nosici. Jeho uspotiadani je plosné nebo

kapilarni.
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1.3.1 Elektroforéza v ploSném usporadani

Plosny nosi¢ je napustén zdkladnim elektrolytem a je umistén v elektroforetické
komote. Jako nosiCe se pouzivaji tenké vrstvy gelu na sklenénych deskach
(gelova elektroforéza) (P. Klouda 2003). Vzorek je nanasen do jamek, nejcastéji
V polyakrylamidovém nebo agar6zovém gelu (D.R. Baker 1995). Pti separaci se uplatiuje
krom¢ elektroforetické pohyblivosti také molekuloveé sitovy efekt zalozeny na rozdilné
velikosti portt v polyakrylamidovém gelu. Elektroforéza na ploSném nosi¢i je metoda
pouzivana k separaci predev§im bilkovinnych makromolekul. Uplatnéni nachdzi také pti
separaci menSich molekul a pfi studiu interakci mezi nukleovymi kyselinami a proteiny
(J. Doskat et al. 2005).

VysSe popsana metoda je oproti kapilarni elektroforéze metodou preparativni, pro
analyzované latky nedestruktivni a dosahuje niz$i separativni G¢innosti. Jednou z dalsich
nevyhod elektroforézy v plosSném uspotadani oproti kapilarni elektroforéze je pomérné velka
casova narocCnost separace. Ob¢ vySe zminéné nevyhody lze piipsat vétSimu separacnimu
napéti a tim padem 1 vétSi intenzité elektrického pole pfi analyze za pomoci kapilarni

elektroforézy (J. Zehnalek 2001).
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1.3.2 Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapilarni elektroforéza je metoda vyuzivajici separaci latek v tenké kiemenné
kapilafe o variabilnim vnitfnim priméru 25-100 pm a prfesné definované efektivni
a celkové délce (Obr. 3). Kapilara je ponofena do zasobniku S pufrem spolecné
s platinovymi elektrodami, mezi které je vkladano vysoké napéti 0-30 KV. Vzorek je do
kapilary nastfikovan ze zasobniku, ktery je k tomu urcen (D.R. Baker 1995).

Kapilarni elektroforetické uspotadani se oproti plosnému 1i§i v mnoha svych
vlastnostech ovlivilujicich charakter analyzy. Diky povrchu kapilary, ktery efektivné
odvadi vzniklé Joulovo teplo, je moZno mezi elektrody vloZit napéti o maximalni hodnoté
30 kV bez poskozeni analytu. V plosném uspotadani je maximalni vkladané napéti 200V.
Metoda kapilarni elektroforézy vyzaduje oproti elektroforéze v plosném uspotadani
mnohem sloZzitéjsi instrumentaci, kterd ovSem zajiStuje nékolikandsobné vétsi ti€innost,
on-line detekci analytu a pokrodilej$i automatizaci minimalizujici vznik lidské chyby
v prubéhu samotné analyzy. Oproti elektroforéze v ploSném uspotfadani je také pouzito

mnohonasobné mensi mnozstvi analytu (D.R. Baker 1995), (J. Zehnalek 2001).

pocitac

b
a - b...efektivni délka ~— detektor
a - c...celkova délka - kapilara

a c

pufr pufr

Zdroj vysokého

napéti

Obr. 3: Blokové schéma instrumentace kapilarni elektroforézy s vyznacenou efektivni a

celkovou délkou kapilary.
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Jevem typickym pro CE je elektroosmoticky tok (EOF, Electroosmotic Flow)
(Obr. 4), ktery se bézné vyskytuje po aplikaci vysokého napéti na sténu kapilary naplnéné
roztokem vhodného elektrolytu. Aplikaci roztoku o pH>3 dochazi k hydrolyze
siloxanovych skupin (Si-O-Si) za vzniku silanolovych skupin (Si-OH) a jejich nasledné
disociaci, diky které je vnitfni povrch kapilary pokryt zaporn€ nabitymi kiemicitanovymi
skupinami (Si-O"). Ke stén¢ kapilary je pfitahovana vrstva kationtti zakladniho elektrolytu
a vznikd tak stabilni elektricka dvojvrtsva (tzv. Sternova vrstva). Kationty blize stfedu
kapilary tvofi tzv. difuzni vrstvu. Po aplikaci elektrického napéti jsou tyto kationty lezici na
vnéj$i difuzni vrstvé elektrické dvojvrstvy unaSeny smérem ke katod¢. Hydratované
kationy H* se spole¢né s asociovanymi molekulami vody pohybuji stejnym smérem
a vyvolavaji tok celého roztoku smérem k detektoru umisténého pred katodou. Tento jev se
nazyva elekroosmoticky tok. Ustanovenim Sternovy a difizni vrstvy dochéazi ke vzniku
potencidlovych rozdilli. Potencidlovy rozdil difuzni vrstvy se nazyva elektrokineticky
potencial neboli zeta potencial {. Urovenn EOF je zavisla na pH, jelikoZ zeta potenciél roste
surovni disociace silanolovych skupin na povrchu kapildry. Naopak urovein EOF je

nepiimo zavisla na koncentraci zakladniho elektrolytu (D. Heiger 2000), (P. Klouda 2003).

pevna vrstva —» + + + +

+ SMErpohybu —=  --------momoooooooooooooooooooooooooo oo -

mobilni vrstva —»

Obr. 4: Elektroosmoticky tok v kapildre.
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Elektroosmoticky tok ma v zéavislosti na pouzitém tlaku
(elektroosmticky/hydrodynamicky) plochy, respektive parabolicky profil (Obr. 5) a jeho
vlastnosti lze dale ovlivnit velikosti aplikovaného napéti, teplotou nebo pfidanim

organickych slouc¢enin (D.A. Skoog et al. 1998).

P

Obr. 5: Plochy a), respektive parabolicky b) profil elektoosmotického toku v zavislosti na

pouzitéem tlaku.

Mezi faktory nepfiznivé ovliviiujici €¢innost separace patii davkovani vzorku,
které mulze zpusobit vznik startovni zony analytu dosahujici az n¢kolika mm délky
kapilary. Pro redukci délky startovni zony se vyuziva tzv. ,stacking* efektu, kdy je vzorek
toho dochazi k zesileni elektrického pole ve startovni zon¢ a rychlejSimu pohybu kationta
vzorku az do doby, dokud nenarazi na rozhrani se zékladnim elektrolytem, kde je intenzita
elektrického pole nizsi, a tak dochéazi ke snizeni rychlosti pohybu kationtii. Startovni zona

se tak vyrazné zaostii. Tento efekt se pouziva, je-li vzorek rozpustén napiiklad ve vodé

(P. Klouda 2003).
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Mezi techniky kapilarni elektroforézy je mozné v zavislosti na mechanismu

separace a pouzitém médiu v kapilare fadit celkem Sest zakladnich technik:

1. Kapilarni zénova elektroforéza (CZE, Capillary Zone Electrophoresis)

2. Kapilarni gelova elektroforéza (CGE, Capillary Gel Electrophoresis)

3. Micelarni elektrokinetickd kapilarni chromatografie (MEKC, MECC, Micellar
Electrokinetic Capillary Chromatography)

4. Elektrochromatografie v naplnénych  kapilarach (EC, CEC, Capillary
Electrochromatography)

S. Kapilarni izoelektrické fokusovani (CIEF, IEF, Capillary Isoelectric Focusing)

6. Kapilarni izotachoforéza (CITP, ITP, Capillary Isotachophoresis)

(P.Coufal 2004)

Diky své jednoduchosti a vSestrannosti je nejpouzivanéjSi technikou kapilarni
elektroforézy kapilarni zonova elektroforéza a to predevSim z toho divodu, Ze kapilara je
naplnéna pouze samotnym pufrem. Jeji modifikaci, pivodné vyvinutou pro separaci

nenabitych slou¢enin, je micelarni elektrokineticka chromatografie.

1.3.2.1 Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Micelarni elektrokineticka chromatografie je povazovéana za hybridni metodu mezi
elektroforézou a chromatografii. Jeji nejvétsi vyhodou je schopnost separace neutralnich, ale
1 nabitych molekul. Neutralni molekuly jsou separovany na zaklad¢ piidani povrchové aktivni
latky (SDS, CTAB, atd.) o koncentraci vyssi neZ je kriticka micelarni koncentrace do roztoku
pufru. Pfi této koncentraci povrchové aktivni latky dochdzi ke vzniku kulovitych
utvaru, micel, a vytvari se micelarni faze. Micela vytvofena v hydrofilnim prosttedi pufru ma
polarni povrch a nepoldrni dutinu na rozdil od micely vytvofené v hydrofobnim prostiedi,
kterd vykazuje nepolarni povrch a polarni dutinu. Separace analyti v MEKC je tedy zaloZena
pfedevSim na rozdilné distribuci neutrdlnich analytlh mezi vodnou a micelarni fazi a ndbojem

vyskytujicim se na povrchu micely (Obr. 5) (P. Coufal 2004), (D. Heiger 2000).
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Obr. 5: Separace analytu v micelarni elektrokinetické chromatogratii.

1.3.2.2 Zpusoby detekce v CE

Detekce separovanych ionti je v kapilarni elektroforéze mozno provadét nékolika
zpusoby, které jsou specifické svou citlivosti v zavislosti na koncentraci vzorku. Jedna
Z nejbéznéji pouzivanych metod je UV detekce (CE-UV), ktera je schopna méfit pii
vinovych délkach od 200 nm az po vinové délky viditelného spektra. Kvili velmi kratké
draze, kterou UV paprsky V kapilate urazi, je pro zachovani vysokého rozliSeni nutné
precizni zaostieni cocek detektoru. Tato metoda je schopna dosdhnout koncentracnich
limitd 10° az 10® mol/l. Jeji nejvétsi vyhodou je univerzalni pouziti, dosahuje viak

Jednou z dalSich, avSsak mnohem citlivéjSich metod, je fluorescence, jejiz
koncentra¢ni detekéni limit je 107 a2 10™° mol/l. Nevyhodou této metody v porovnani s UV
detekci je nutnost derivatizace vzorkl pted analyzou.

Nejcitlivejsi bézné pouzivanou metodou je laserem indukovana fluorescence
(CE-LIF). Tato metoda dosahuje koncentragnich detekénich limita 10™* az 10™ mol/l. Je
oviem finanéné¢ velmi nakladnd a vzorky je opét nutné pied analyzou derivatizovat

(D. Heiger 2000).
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1.3.2.3 CE v analyze fytohormonii

Jako prvni byla kapilarni zonova elektroforéza s UV detekci pouzita na separaci
a analyzu cytokinint, jejich ribosidd a dalSich purinovych a pyrimidinovych bazi v roce
1997. Pti vinové délce 265 nm byl limit detekce pro zeatin 6 pg/ml a pro zeatin ribosid
9 ug/ml respektive 36 pg a 45 pg v 6 nl nasttikovaného objemu (V. Pacakova et al. 1997).

V roce 2005 byla uspésné provedena separace a identifikace kinetinu a kinetin
ribosidu v kokosovém mléce na zakladé spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) a kapilarni zénovou elektroforézou (CZE).
Detekéni limity pro kinetin a kinetin ribosid byly 0.02 uM, respektive 0.005 puM
(Ge L. et al. 2005).

V dalSich ptipadech byla kapilarni elektroforéza pouzita ke stanoveni kyseliny
indoloctové (IAA). Na zdkladé ptirozené fluorescence auxini bylo pifi excitaéni vinové
délce 283 nm a emisni vinové délce 350 nm v mezofylu kalanchoe
Kalanchoé daigremontiana R. Hamet&H. Perrier, 1914 detekovano 95 pmol/g TAA,
v apikalnim vrcholu kukufice seté Zea mays C. Linaeus, 1753 92 pmol/g IAA a ve stonku
skocce obecného Ricinus communis C. Linaeus, 1753 1120 pmol/g IAA z erstvé rostlinné
hmoty (M. Briins et al. 1997).

Nejen IAA, ale také jeji primarni metabolit, indol-3-acetylaspartatova kyselina
(IAAsp), byly  kvantifikovany  pomoci CE  zextraktu  hrachu  setého
Pea sativum C. Linnaeus, 1753 pii excita¢ni vinové délce 254 nm a emisni vinové délce
360 nm (J. Olsson et al. 1998).
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1.3.2.3.1 CE-LIF v analyze fytohormoni

Jako prvni a jedna zmala byla vyvinuta metoda na kvantifikaci kyseliny
abscisové (ABA), ktera hraje nezastupitelnou roli v pribé¢hu rlstu a vyvoje rostliny.
Detekéni limit ABA po derivatizaci byl uréen na 5.5 amol pro nastiik o objemu 5 nl.

(X. Liu et al. 2003).

1.3.2.4 CE v analyze nukleotidi

V pribehu minulych let bylo vyvinuto mnozstvi metod vyuzivajicich kapilarni
elektroforézu s UV detekei k analyze nukleotidti. Uspé&$nost separace nukleotidi je zavisla
piedevS§im na sloZzeni a pH pouzitého pufru. Pouziti pufru obsahujiciho 40mM kyselinu
citronovou, 0.8mM CTAB a titrovaného na vysledné pH 4.3 kyselinou y-amino maselnou
(GABA) bylo v roce 2007 separovano a analyzovano 21 nukleotidi a deoxynukleotidi,
které ovliviiuji mnohé metabolické drahy v zivoc¢isnych bunikach (D. Friedecky et al.
2007). Stejnych podminek bylo pouzito vroce 2010 pii identifikaci intracelularniho
ortho-topolin ribosid-5‘-monofosfatu (0TRMP). U této latky byla prvné popsana jeji
cytotoxicka aktivita (J. Voller et al. 2010).

K separaci 5’-ribonukleotidii z orgdnii morcete domaciho byl jiz v roce 1988
pouzit fosfore¢nan sodny v rozmezi pH 6-8 (T. Tsuda et al. 1988).

V roce 2009 byl pouzit pufr obsahujici 100mM hydrogenuhli¢itan sodny o pH 9.6
s pfidavkem beta-cyklodextrinu (B-CD) k separaci molekul AMP, ADP, ATP, koenzymu
NAD" a NADPH v bakterii Paracoccus denitrificans s cilem potvrdit moZnost pouziti

kapilarni elektroforézy v metabolomice (J. Musilova et al. 2009).
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1.3.2.4.1 CE-LIF v analyze nukleotidii

Jednou z dalsich hojné vyuzivanych metod pfii analyze nukleotidi je kapilarni
elektroforéza s laserem indukovanou fluorescenci (CE-LIF). Pfi pouziti této metody je vSak
nutna derivatizace vzorku, kterd spociva ve specifickém navazani fluorescen¢niho barviva
na molekulu nukleotidu. Limit detekce (LOD) je v tomto pfipad¢ vyrazné nizsi.

V roce 2005 byl poprvé uspésné separovan a detekovan nukleosid-5‘-monofosfat
z DNA pomoci metody zaloZené na laserem indukované fluorescencni detekci. Nukleosid-
5‘-monofosfat byl ziskdn z DNA pomoci nukleazy P1 (NP1) a nasledné byl vytvofen
konjugat s fluorescenénim barvivem BODIPY FL EDA. Vysledek experimentu ukézal, Ze
CE-LIF ma potencialni uplatnéni v determinaci poskozené DNA a to piedevsim z divodu
citlivosti, ktera je v porovnani s CE-UV o dva fady vyssi (M. Cornellius et al. 2005).

Analyza nukleotidi za pomoci CE-LIF byla pouzita také na detekci
dideoxyadenosin trifosfatu (ddATP) a to pfedev§im z divodu své az 160krat vyssi citlivosti
oproti CE-UV. Dideoxyadenosin trifosfat vykazuje ve vnitrobunééném prostiedi vyznamné
inhibi¢ni u¢inky proti virové reversni transkriptaze viru HIV (S. Mallampati et al. 2007).

V roce 2010 byla piedstavena metoda CE-LIF schopna analyzovat hladinu ATP
120krat nizsi nez predchozi metody vyuzivajici CE-UV. Pouzitim této metody bylo mozné
zmé&fit hladinu ATP v pohlavnich bunikach samic kuru obsahujicich pouhych 20 oocytu.
Uplatnéni této metody je mozné napiiklad v technikdch asistované reprodukce

(A. Zinellu et al. 2010).
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1.4 Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spekrometrii (LC-MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné chemicka metoda, zalozena na
pfevedeni analyzovanych latek na zaporné ¢i kladné nabité ionty za ucelem nésledného
meiéni jejich hmotnosti. Informace ziskané touto analyzou mohou vyrazn¢ ptispét k urceni
struktury latky.

Zvyseni selektivity a uspé$nosti identifikace analytu ve vzorku lze docilit
spojenim MS se separa¢nimi metodami, jako jsou napiiklad kapalinova chromatografie
(LC), poptipadé plynova chromatografie (GC). V takovémto spojeni vystupuje hmotnostni
spektrometr jako detektor latek eluovanych zkolony kapalinové nebo plynové
chromatografie.

U vsech piistroji lze identifikovat i pies zna¢nou konstruk¢éni rozmanitost jejich
zakladni funkéni prvky (Obr. 6). Iontovy zdroj slouzi k pfevedeni analyzované latky do
formy nabitych iontti. Takto vzniklé ionty jsou néasledné¢ déleny na zakladé poméru
hmotnosti k naboji (m/z) v hmotnostnim analyzatoru. Proud iontd je po pruchodu
hmotnostnim analyzatorem usmériovan na detektor poskytujici po dopadu iontti analogovy

signal, ktery je nasledné zpracovan pocitacem (I. Jelinek 2004).

Vstup

lontovy zdroj || Hmotnostni Detektor Pocitac

analyzator

Vakuovy systém

Obr. 6: Blokové schéma hmotnostniho spektrometru
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2. Experimentalni ¢ast
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2.1 Material a metody

2.1.1 Chemikalie

Smés standardd — trans-zeatin ribosid-5‘-monofosfat (tZRMP), trans-zeatin ribosid-5°-
difosfat (tZRDP), trans-zeatin ribosid-5‘-trifosfat (tZRTP), cis-zeatin ribosid-5°-
monofosfat (CZRMP), cis-zeatin ribosid-5‘-difosfat (cZRDP), cis-zeatin ribosid-
5¢-trifosfat (cZRTP), koncentrace 10° mol/l (Biolog, Némecko)

Derivatizace — 27 mM BODIPY FL EDA (Invitrogen, USA), 1.8 M EDC (Sigma-Aldrich,
USA), 50mM HEPES, pH = 6.5 (Sigma-Aldrich, USA), 1M NaOH (Sigma-
Aldrich, USA), deionozoivany voda Milli Q water (Millipore, USA)

Purifikace — 52.5M tetrafenylborat sodny (Sigma-Aldrich, USA), 1mM fosfatovy puft,
pH=6.5 (Sigma-Aldrich, USA), dichlormethan (Sigma-Aldrich, USA)

CE-LIF analyza — zékladni elektrolyt: 25mM TRIS, pH=8.0, 60mM SDS (Sigma-Aldrich,
USA)

LC-MS analyza — 10mM NH;sHCOj3;, pH=10.0 (Sigma-Aldrich, USA), NH,OH (Merck,
Némecko), LC-MS grade methanol (Sigma-Aldrich, USA). Kalibra¢ni sm¢s:
10mM NaOH, 0.1 % FA v 80 % ACN

2.1.2. Pristrojové vybaveni

. Pro analyzy vzorkii pomoci kapilarni elektroforézy byl pouzit pfistroj
Agilent®® CE s moznosti elektrokinetického nebo hydrodynamického tlakového
davkovani (Agilent Technologies, Némecko) fizeny pomoci softwaru Hewlett
Packard ChemStation.

o Analyza probihala v kiemennych kapilarach o celkové délce 78 cm, efektivni
délce 69.5 cm a vnitfnim priaméru 75 um (Polymicro CE and CEC Technologies,
USA).

o Analyty byly detekovany na detektoru Zetalif™ Evolution s argon-iontovym

laserem o vinové délce 488 nm (Picometrics, Francie).
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K identifikaci derivatizovanych nukleotidid byla pouzita HPLC sestava Alliance
2695 (Waters, UK) sdetektorem diodového pole, spojena s hybridnim
hmotnostnim spektrometrem QqTOF micro (Waters, UK).

Vorky byly navazovany na vahach Mettler Toledo PB-303, (Mettler Toledo,
USA).

K sonifikaci a odplynovani vzorka byl pouzit ultrazvukovy sonifikator Transsonic
310 (Elma, Némecko).

K centrifugaci vzorkl byla pouZzita nechlazena laboratorni centrifuga Mini Spin
Eppendorf (Eppendorf, Némecko).

K promichani vzorkd byla pouzita tfepacka Bio RS-24 mini-rotator (Biotech,
Ceska republika).

K homogenizaci vzorkt byl pouzit Mixer vortex Wizard (Velp scientifica, Italie).
K méfeni pH roztokti byl pouzit pH metr HI 110 (Hanna Instruments, USA).
Deionizovana voda k rozpusteni vzorkli byla vyrabéna zafizenim Millipore
Direct-Q 3 Ultrapure Water Systém (Millipore, USA).

K manipulaci se vzorky a roztoky byly pouzity pipety a Spi¢ky Eppendorf
(Eppendorf, Némecko).

30



2.1.3 Priprava standardia pro CE-LIF analyzu

2.1.3.1 Derivatizace pomoci BODIPY FL EDA

Ke smési standardii zeatinovych nukleotidd (10 ul, koncentrace 10 mol/l) bylo
ptidano 1.8M EDC (15 pul, rozpusténo v 50mM HEPES, pH=6.5), 27mM BODIPY FL
EDA (15 pl, rozpusténo v 50mM HEPES, pH=6.5) a HEPES (15 ul, pH=6.5). Vzorky byly
inkubovany po dobu 24 hodin pi1 laboratorni teploté ve tmé na tfepacce o 500 rpm.

K tpravé pH vzorku byl pouzit 1M NaOH (A.M. Krais et al. 2010).

2.1.3.2 Purifikace vzorku

Proces purifikace derivatizovanych vzorkii zeatinovych nukleotidi ma za
nasledek odstranéni zbytku nezreagovaného barviva BODIPY FL EDA a EDC extrakci
kapalina-kapalina. Dochazi tak k potladeni Sumu v nasledné analyze.

Pfed zacatkem purifikace byl vzorek ziedén vodou na vyslednou koncentraci
5+10° mol/l. Nasledn& byl pfidan 52.5M tetrafenylborat sodny (50 pl, rozpustény v 1mM
fosfatovém pufru, pH=6.5) a 1 ml dichlormethanu. Smés byla homogenizovana pomoci
vortexu a zcentrifugovana. Po odebrani vodné faze byl opét ptidan 1 ml dichlormethanu a

proces byl opakovan 3krat (A.M. Krais et al. 2010)
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2.1.4 Identifikace standardi pomoci LC-MS

Chromatograficka separace byla provedena v systému obracenych fazi na kolon¢
XBridge (150x 2.1 mm, velikost ¢astic 3.5 um). Kolona byla temperovana na 20 °C.
Objem nastiiknutého vzorku byl 20 ul purifikované smési, koncentrace analyti 50 pmol/l.
Jako mobilni faze A byl pouzit 10mM hydrogenuhli¢itan amonny upraven
koncentrovanym hydroxidem amonnym na pH 10.0. Mobilni fazi B tvofil methanol.
Eluce probihala pti pratoku 0.2 ml/min. Pocatecni izokraticka faze (98 % A) trvala
2 minuty. Nasledovala faze linearniho gradientu (2-25 min), pii které se objemové
procento methanolu zvysilo na 65 %. Cilem nasledujiciho izokratického kroku
(26-34 min, 90 % methanol) bylo vymyt pfipadné hydrofobnéjsi slozky vzorku.
Poslednim krokem (35—45 min) byla reekvilibrace na vychozi podminky. Eluent byl veden
skrz DAD detektor (rozsah vinovych délek 210400 nm) do iontového zdroje hybridniho
hmotnostniho spektrometru QqTOF micro. Analyty byly v iontovém zdroji vyhiatém
na 110 °C soucasné¢ ionizovany (napéti na kapilafe 3 kV) a zmlzeny plynem
(dusik o teploté 350 °C a pratoku 500 1/h). Pritok susiciho plynu byl 50 I/h a napéti na
konicky vstupni otvor 20 V. Ionizace probihala v negativnim modu a data byla sbirana
v rozsahu m/z 50-1000. Jako kalibrant byla pouzita smés 10mM hydroxidu sodného

a 1% kyseliny mravenci v 80% acetonitrilu.
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2.1.5 Separace standardi pomoci CE-LIF

Jako zékladni elektrolyt byl pouzit 25mM TRIS, pH=8.0 s obsahem 60mM SDS.
Navazka 0.757 g TRIS byla rozpusténa ve 250 ml vody, pH na hodnotu 8.0 bylo upraveno
za pomoci 8.5% kyseliny fosforecné ptislusné ziedéné vodou z 85% zasobniho roztoku.
K 25 ml takto pripraveného roztoku byla ptidana navazka 432 mg SDS.

Vsechny analyzy probihaly v kiemenné kapilafe bez upravy vnitiniho povrchu
o vnitinim priméru 75 pm, efektivni délce 69.5 cm a celkové délce 78 cm. Nova kapilara
byla vzdy promyta 1M hydroxidem sodnym po dobu 10 min, nasledné vodou po dobu
10 minut a v koneéné fazi pufrem po dobu 20 minut. Pfi ekvilibraci kapilary béhem
optimalizace zakladniho elektrolytu (pH, koncentrace pufru a SDS) byla taktéz promyvana
novym pufrem po dobu 20 minut. Excita¢ni vinova délka laseru byla 488 nm, emisni
vlnova délka byla nastavena na 520 nm. Analyzy probihaly vzdy ve dvou opakovanich za
teploty 25 °C.
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2.2 Vysledky a diskuze

Nejvétsim nedostatkem dosud publikovanych metod na analyzu intaktnich
cytokininovych nukleotidd jsou jejich vysoké (fadové mikromolarni) detekéni limity
(T. Béres et al. 2010; T. Béres et M. Gemrotova et al. 2012). Nasi snahou bylo ovéfit
moznost vyuziti vysoce citlivé metody CE-LIF pfi jejich analyze. ProtoZze cytokininové
nukleotidy nevykazuji ptirozenou fluorescenci, bylo potfebné konjugovat je s vhodnym
fluoroforem. Zeatinové nukleotidy byly derivatizovany fluorescen¢nim barvivem BODIPY
FL EDA, které bylo k derivatizaci nukleotidii poprvé pouzito vroce 2002
(Schmitz et al. 2002) a posléze jesté nékolikrat (A.M. Krais et al. 2010; S. Mallampati et
al. 2007; R. Schiewek et al. 2007; A. Zinellu et al. 2010). Podminky derivatizace byly
zvoleny na zakladé strukturni analogie cytokininovych nukleotidii s intracelularnimi
metabolity 2°deoxy-N°-methyladenosinu (A.M. Krais et al. 2010).

Fluorescencni barvivo se selektivné vaze skrze svou amino skupinu na fosfatovy
zbytek  nukleotidi za  pfitomnosti ve vodé rozpustného 1-ethyl-3-(3-N,N-
dimethylaminopropyl)-karbodiimidu (EDC). Schéma reakce (Obr.7) znazorfiuje vazbu
fluorescen¢niho barviva na trans-zeatin ribosid-5‘-monofosfat (tZRMP) a je analogické

také pro zbytek analyzovanych zeatinovych nukleotida.

CHy

HNA)\/OH
NN
o «Nﬁ
o

0=P—0 N
+

OH

HO OH
tZRMP EDC BODIPY FL EDA CH3

HO OH
BODIPY FL EDA - tZRMP

Obr. 7 — Schéma derivatizace trans-zeatin ribosid-5 “monofosfatu (tZRMP) pomoci
fluorescencniho barviva BODIPY FL EDA a EDC.
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Hmotnostni spektrometrie je na poli analyzy fytohormonti hojné vyuzivanou
analytickou metodou ptedevsim diky své citlivosti a selektivite. K identifikaci
fluorescencnich konjugéti zeatinovych nukleotidii byla pouzita ve spojeni s kapalinovou
chromatografii. Extrahované iontové chromatogramy (Obr. 9) naznacuji, ze potadi eluce
fluorescenéné zna¢enych mono-, di- a trifosforylovanych zeatinovych nukleotidd je shodné
s elu¢nim pofadim nederivatizovanych cytokininovych nukleotidd (T. Béres et al. 2010).
Nejdéle jsou zadrzovany nukleotidy s jednou fosfatovou skupinou. Retence se snizuje
s narustajicim poctem fosfatovych skupin. ZvySeni retence derivatizovanych
cytokininovych nukleotidd oproti nederivatizovanym lze pfic¢ist navazani fluorescen¢niho
barviva. V ptipadé monofosfatl a trifosfatti je pozorovatelny naznak separace Cis a trans

forem (Obr. 8).

BODIPY ZEATIN PHOSPHATES 50 .10e-6 ESI- pH 10.0

120925_06 1: TOF MS ES-

27.25 747
151

—_ Time Height Area Area%
m/Z - 747 27‘.25 IglA 6.03 100.00u

0 T T T T T T T T T T T T T 1
20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00 26.00 27.00 28.00 29.00 30.00
120925_06 1: TOF MS ES-
_ 24.77 827
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—_ Time Height Area Area%
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120925_06 1. TOF MS ES-
. 907
100 6.12
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Obr.8 — Extrahované iontové chromatogramy derivatizovanych mono-, di- a trifosfati

zeatinovych nukleotidii.
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Nejvyraznej$im iontem hmotnostnich spekter fluorescenéné znacenych mono-
a difosforylovanych zeatinovych nukleotidii je molekulovy iont [M-H] (Obr. 9, 10).
Hmotnostni spektrum derivatizovaného trifosfatu obsahuje kromé molekulového iontu
[M-H] vyrazny iont 0 m/z 831,6 (Obr. 11). Rizna §ife piku extrahovaného iontového
chromatogramu pti m/z 907 (ptedpokladana hmota BODIPY FL EDA c-/tZRTP) a m/z 832
(neznamy  pik) naznacuje, ze m/z 831,6 neodpovida fragmentu
BODIPY FL EDA c-/tZRTP, ale spis$ se jedna o neznamou koeluujici necistotu (Obr. 12).
Fragmentace trifosforylovanych fluorescenéné znacenych zeatinovych nukleotidi se jevi
byt nepravdépodobna i vzhledem k absentujici fragmentaci mono- a difosfatti za danych
podminek. Zvoleny zptsob kalibrace (externi) a slozeni kalibraéni smési
(10mM NaOH, 0.1 % FA v 80 % ACN), ktera se vyznacuje klesajici intenzitou signalu
charakteristickych aduktd se zvySujicim se m/z, jsou pravdépodobnou pfi¢inou vyrazného
rozdilu mezi teoretickou a naméfenou hodnotou m/z (0,4 Da).
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100+ 746.6 66.4
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747.6

734 270.0.281.9 807.5
‘ ?0'5%14'5134.6 195.9 ;13'0 ‘ (2 3369 3839 4440 FGB'B 551.9 614.0 6096 Y 76855 ‘ F25'°F51'7F80'5902.7 ?43'1
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Obr. 9 — Hmotnosti spektrum konjugdtu fluorescencniho barviva BODIPY FL EDA a

cis-/trans-zeatin ribosid-5 -monofosfatu.
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Obr. 10 — Hmotnosti spektrum konjugdtu fluorescencniho barviva BODIPY FL EDA a
cis-/trans-zeatin ribosid-5 “-difosfdtu.
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Obr. 11 — Hmotnosti spektrum konjugdtu fluorescencniho barviva BODIPY FL EDA a

cis-/trans-zeatin ribosid-5 -trifosfatu.
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BODIPY ZEATIN PHOSPHATES 50 .10e-6 ESI- pH 10.0
120925_06 1: TOF MS ES-
_ 2435 832
17.1

«—m/z =907

m/z = 832

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
22.00 22.50 23.00 23.50 24.00 24.50 25.00 25.50 26.00 26.50 27.00

Obr. 12 — Srovnani extrahovanych iontovych chromatogramit m/z 832 a m/z 907.

Vlivem tepla, svétla a kysliku dochazi k postupnému rozkladu nadbyte¢ného
fluorescencniho barviva a ke vzniku dekompozi¢nich produktti schopnych fluorescence po
excitaci pti vinové délce 488 nm, ktera je totozna s excitacni vinovou délkou BODIPY FL
EDA (R. Schiewek et al. 2007). Diky této skute¢nosti je nutné provést purifikaci standarda
za ucelem odstranéni zbytku nezreagované¢ho barviva BODIPY FL EDA a EDC.
V prubéhu purifikace komplexuje tetrafenylborat s kladné nabitymi zbytky EDC
a BODIPY FL EDA. Po nasledném piidani dichlormethanu piechazi hydrofobni komplex
zvodné do organické faze. Hydrofilni nukleotidy zGstavaji ve fazi vodni
(R. Schiewek et al. 2007).

Z elektroferogramu  analyzy  probihajici za  suboptimalnich  podminek
(S. Mallampati et al. 2007) (Obr. 13) lIze vy¢ist pfitomnost fluorescen¢niho barviva
BODIPY FL EDA, které¢ je unaSeno elektroosmotickym tokem. Kromé toho pozorujeme
3 wvyrazné piky, které pravdépodobné odpovidaji mono-, di- a trifosforylovanym

zeatinovym nukleotidim.
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Obr. 13 — Analyza derivatizovanych zeatinovych nukleotidii pred procesem purifikace za
suboptimalnich podminek: zdkladni elektrolyt 100mM amonium acetat, pH=9.5,
doba nastriku 5 sekund pri 10 mbar, vkladané napeti 30 KV, generovany proud 99.5 uA.
Analyza probihala v kiemenné kapildre bez upravy vnitiniho povrchu o vnitinim pruméru

75 um, efektivni délce 69.5 cm a celkové délce 78 cm.

CE-LIF metoda na separaci derivatizovanych zeatinovych nukleotida byla
Vv prub&hu experimentu optimalizovana. Experiment vychazel ze suboptimalnich podminek
za pouziti zékladniho elektrolytu slozeného ze 100mM amonium acetitu o pH=9.5
(S. Mallampati et al. 2007). Pti téchto podminkach nedochazelo ani v naznaku k separaci
izomert. Ztéchto diavodd bylo pfistoupeno ke zméné slozeni pufru. Jako zakladni
elektrolyt byl zvolen TRIS s ohledem na nizkou vodivost. Dalsim divodem byla oblast
aktivity pufru blizka oblasti amoniaku (pK, TRIS=8.5, pK; NH;OH=9.25).
Optimalizovana byla koncentrace a pH pufru (rozsah 12.5-25-50-100mmol/l, pH 7.5-8.0—
8.5-9.0) scilem separace cis-/trans- izomeri. Navzdory optimalizaci dochazelo ke
komigraci izomerti. Na zdklad¢ tohoto bylo do zdkladniho elektrolytu pfidano SDS a
separace provadéna jako micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC). Koncentrace
SDS byla testovana v rozmezi 20-100mM (v 20mM intervalech). Po ptidani detergentu
byly pozorovany zvySené hodnoty proudu, zvySeny Sum a prodlouzené migracni casy.
Zatimco zvySeni hodnot Sumu a proudu je moZné vysvétlit vysokou vodivosti SDS,
prodlouzené migracni Casy lze pfi€ist tvorbé zaporné nabitych micel, které maji tendenci

migrovat proti sméru EOF (D.R. Baker 1995).
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Pridavek organického rozpoustédla (methanol, acetonitril) ovliviiuje selektivitu
separace MEKC. Do optimalizovaného zakladniho elektrolytu (25mM TRIS, pH=8.0,
60mM SDS) byl pfidan methanol a nebo acetonitril (1020 objemovych %). I kdyz doslo
ke snizeni hodnot generovaného proudu (pravdépodobné diky nizké vodivosti organickych
rozpoustédel), efekt zlepSeni separace analyti se nedostavil. Navic bylo pozorovano
prodlouzeni analyzy, ziejmé¢ z divodu zmény viskozity pufru (D.R. Baker 1995).
Elektroferogram analyzy fluorescencné znacenych zeatinovych nukleotidi za optimalnich
podminek je znazornén nize (Obr. 14). Pozorovat lze uplnou separaci konjugatt
fluorescen¢niho barviva BODIPY FL EDA s cis-/trans-zeatin ribosid-5‘-monofosfatem,
respektive s cis-/trans-zeatin ribosid-5‘-trifosfatem. V piipadé cis-/trans-zeatin ribosid-5°-

difosfatu probehla separace jen ¢astecné.

ADCA A, ADC CHANNEL A (CACHEM321CE_LIFINEW FOLDER\TB_JB\NUCO00044.D)

mAU -|
1600 |

| a a - BODIPY FL EDA - cis/trans-zeatin ribosid-5 ¢-monofosfat
= b - BODIPY FL EDA - cis/trans-zeatin ribosid-5°-difosfat
b c - BODIPY FL EDA - cis/trans-zeatin ribosid-5¢-trifosfat
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1000 |
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600 |

00|
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Obr. 14 — Analyza derivatizovanych zeatinovych standardii za optimdlnich podminek:
zakladni elektrolyt 25mM TRIS, pH=8.0 s pridavkem SDS o koncentraci 60 mM, doba
nastiiku do kapilary 3 sekundy pri tlaku 10 mbar, vkiddané napeti 30 kV, generovany
proud 63 uA. Analyza probihala v kiemenné kapilare bez upravy vnitiniho povrchu o

vnitinim primeéru 75 um, efektivni délce 69.5 cm a celkové délce 78 cm.

40



Detekéni limity pro BODIPY FL EDA-cis-/trans-zeatin ribosid-5‘-monofosfat,
respektive BODIPY FL EDA-cis-/trans-zeatin ribosid-5‘-difosfat
a BODIPY FL EDA-cis-/trans-zeatin ribosid-5*-trifosfat byly nam&feny 1.8*10™° mol/l,
respektive 3.3*10° mol/l a 3.3*10™° mol/l (Tab. 2). Hodnoty separaéni u&innosti pro
jednotlivé analyty se pohybuji od 0.35%10° do 0.55*10° (Tab.2) a jsou zcela
akceptovatelné. RozliSeni cis-/trans- izomert je nejvyssi v piipadé trifosfata (5.70)

a nejnizsi pro difosfaty (0.93) (Tab. 2).

Tab. 2 — Hodnoty detekcnich limitii, ucinnosti a rozliseni pro jednotlivé analyty.

Analyt LOD [mol/l] udinnost cis/trans rozliSeni cis/trans
BODIPY FL EDA - cis/trans zeatin ribosid-5-monofosfat 1.8*107%° 535918 / 539876 3.20
BODIPY FL EDA - cis/trans zeatin ribosid-5"-difosfat 3.3*107%° 477726 /558171 0.93
BODIPY FL EDA - cis/trans zeatin ribosid-5"-trifosfat 3.3*107%° 320280/ 299785 5.70

2.3 Zavér

V ramci bakalafské prace byla vyvinuta metoda, pomoci které je mozno na
kapilarni elektroforéze s laserem indukovanym fluorescenénim detektorem analyzovat
derivatizované izomerni formy nukleotidii rostlinného hormonu zeatinu. Je zndmo, Ze
biologicka aktivita rostlinnych hormonti je zdvisla na jejich chemické strukture, mizeme
tedy ptredpokladat, ze jednotlivé izomerni formy fytohormonii nemusi vykazovat stejnou
biologickou aktivitu. Na zakladé vyvinuté metody je mozno urcit pomér jednotlivych
izomernich forem nukleotidii zeatinu ve vzorku a pfedpokladat tak reakci rostlinného
organismu po jeho aplikaci. Je tieba podotknout, Ze metoda separace byla vyvijena na
uméle syntetizovanych zeatinovych standardech, a proto je nutno brat v ivahu jeji
omezené pouziti a nutnost dals$i modifikace Vv ptipadé vzorki pochazejicich z rostlinného

materialu.
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SEZNAM ZKRATEK

ABA
ACN
ADP
AMP
AtIPT

ATP
BODIPY FL EDA

CEC
CE-LIF

CE-UV

CGE
CIEF
CITP
CTAB
cZ

CZE
cZR
cZRDP
CZRMP
CZRTP
ddATP
DAD
DMAPP
DNA
DZ
DZR
DZRMP

kyselina abscisova

acetonitril

adenosindifosfat

adenosinmonofosfat

rodina gentl izolovana z Arabidopsis thaliana
kodtjici tvorbu isopentenyl transferazy
adenosintrifostat

4,4-difluoro-5,7-dimethyl- 4-bora-3a,4a-diaza-
s-indacene- 3-propionyl ethylenediamine
kapilarni elektrochromatografie

kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou
fluorescenci

kapilarni elektroforéza s detektorem v UV
oblasti

kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni izoelektrické fokusovani

kapilarni izotachoforéza
cetyltrimethylammoniumbromid

cis-zeatin

kapilarni zonova elektroforéza

cis-zeatin ribosid

cis-zeatin ribosid-5°-difosfat

cis-zeatin ribosid-5‘-monofosfat

cis-zeatin ribosid-5°-trifosfat

dideoxy adenosintrifosfat

detektor diodového pole
dimethylallylpyrofosfat

deoxyribonukleova kyselina

dihydrozeatin

dihydrozeatin ribosid

dihydrozeatin ribosid-5 ‘-monofosfat
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EDC

EOF
FA
GABA
GC
GC-MS

HEPES

HIV
HPLC-MS

IAA
IAC
IEC

iPR
iPRDP
iPRMP
iPRTP
IPT
LC-MS

LOD
MEKC
NAD"
NADPH
0TRMP
RPM
SDS
SPE
TIC
TRIS

1-ethyl-3-(3-N,N-dimethylaminopropyl)-
karbodiimid

elektroosmoticky tok

kyselina mravenci

kyselina y-amino maselna

plynové chromatografie

plynova chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii

kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]
ethansulfonova

virus lidské imunitni nedostatecnosti
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie ve
spojeni s hmotnosti spektrometrii
kyselina indoloctova

imunoafinitni chromatografie

iontové vyménna chromatografie
isopentenyladenin

isopentenyladenosin
isopentenyladenosin-5¢-difosfat
isopentenyladenosin-5‘monofosfat
isopentenyladenosin-5-‘trifosfat
isopentenyltransferaza

kapalinova chromatografie ve spojeni

s hmotnosti spektrometrii

limit detekce

micelarni elektrokinetickd chromatografie
nikotinamid adenin dinukleotid
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
ortho-topolin ribosid-5‘-monofosfat
otacky za minutu

dodecylsulfat sodny

extrakce na pevné fazi

celkovy iontovy proud

tris(hydroxymethyl)aminometan
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tRNA

tZ

tZR

tZRDP

tZRMP

tZRTP
UHPLC-MS/MS

transferova ribonukleové kyselina
trans-zeatin

trans-zeatin ribosid

trans-zeatin ribosid-5°-difosfat
trans-zeatin ribosid-5°-monofosfat
trans-zeatin ribosid-5‘-trifosfat
ultraucinnd kapalinova chromatografie ve
spojeni s kombinovanou hmotnostni

spektrometrii
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