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Cile prace

Cilem teoretické casti bylo vypracovat reSerSi s kliCovymi slovy
cytokininy, extrakce pevnou fazi, metody analyzy cytokinint, kapalinova

chromatografie a kapilarni elektroforéza.

V experimentalni ¢asti bylo mym ukolem vypracovat SPE metodu izolace

cytokininovych nukleotidd z rostlinnych pletiv.



Teoreticka cast



1. Uvod

Jiz ke konci 19. stoleti byly objeveny prvni latky schopné regulovat bunéény
rostlinny rast. Jeden z prvnich, kdo se zabyval vyzkumem rostlinnych hormonu, byl
Charles Darwin, ktery polozil zaklady koncepce téchto morfogennich latek, jez reguluji
rUst jiz pfi nizkych koncentracich. Jiz tehdy vyrknul i némecky botanik Julius von Sachs
teorii 0 mozné existenci chemickych signald, pomoci kterych mohou rostlinné organy
mezi sebou komunikovat. V dalSich desetiletich pak byly chemicky identifikovany a
nashromazdilo se mnoho informaci o latkach, které reguluji ristové a vyvojové déje
v rostlinach. Komplexné tyhle latky nazyvame rustové regulatory, nicméné tento
obecny nazev nerozliSuje latky pfirozené od uméle pfipravenych (Frébort et al., 2011).

Prvnim dlkazem existence nizkomolekularnich latek regulujicich rostlinny rast
byl slavny experiment Fritze Wenta. Tak doslo v roce 1920 k vyvoji prvniho biotestu na
rostlinné hormony. Test spocival v tom, Ze polozil na agarovou plotnu coleoptil po
urcitou dobu. Po pfenosu tohoto bloku na sefiznuté rostliny ovsa a splnéni podminky,
Ze byla plotna kladena na jednu stranu pro pfistup svétla jen z urcité strany, pozoroval
zvySeny rostlinny rast a asymetrii. Stejnym zplsobem bylo zkoumano hodné latek
z rznych zdroju pro jejich podpurnou aktivitu rostlinného rastu (Frébort et al., 2011).

Po dlouhé praci, v roce 1955, byla izolovana nova slouéenina, zvana kinetin.
Izolace byla provedena ze star$i nebo autoklavované DNA slediho spermatu a teleciho
brzliku. Nazev kinetin byl vybran z toho dlvodu, Ze je to latka podporujici bunécné
déleni - cytokinezi. Ukazalo se, ze se jedna o derivat adenin (6-aminopurin), 6-
furfurylaminopurin. Kinetin neni pfirozeny regulator rostlinného ristu. Nevyskytuje se
volné jako baze v DNA v zadném rostlinném druhu. Je produktem tepelné indukované
degradace DNA, pfi€emz je deoxyribosa adenosinu pfevedena na furfurylovy kruh a
posunuta z devaté pozice adeninového kruhu na Sestou. Objev kinetinu byl dalezity,
protoze se diky tomu prokazalo, ze bunééné déleni mize byt zpisobeno jednoduchymi
chemickymi latkami (Miler et al. 1995). Nékolik let po objevu kinetinu bylo zjisténo, ze
v extraktu nezralého endospermu kukufice (Zea mays) je obsazena latka, ktera ma
stejné biologické ucinky jako kinetin. Tato latka (rostlinny hormon) méla spole¢né
s auxinem stimulovat zralé rostlinné buriky k bunéénému déleni (Heldt, 2005).

Jak tedy bylo zjisténo, rostlinné hormony (fytohormony) jsou nizkomolekularni
latky organického puvodu, které si rostlina dokaze sama syntetizovat. Na rozdil od
ostatnich sloucenin se v rostlinach vyskytuji jen ve velmi nizkych koncentracich a pfi
nich i pasobi. | pfi téchto nizkych koncentracich se ale zasadné podileji na regulaci

riznych rdstovych a vyvojovych procesech a nedochazi ke zméné jejich chemické
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struktury. Ve srovnani s fytohormony napfiklad cukry pusobi pfi koncentracich az
milionkrat vyssich a pfesto s méné obecnymi Uginky (Lustinec a Zarsky, 2005).

Rostlinné hormony maji hlavni roli v komunikaci mezi burfikami, pletivy a organy
v pribéhu celého Zivotniho cyklu rostlin. Neucastni se jednotlivych déju samostatné,
ale Casto ve spolupraci sjinymi hormony a jejich uCinky byvaji synergické i
antagonické. Jejich pusobeni se tyka i jinych procesu, nez jen rlastu a vyvoje. Jsou to
pfirodni latky a mezi rlstové regulatory patfi jak ristové ucinné latky pfirodni, tak i
jejich synteticky pfipravena analoga (Lustinec a Zarsky, 2005).

Dnes je znamo 5 zakladnich skupin fytohormonud a dalSi latky s regulaéni
aktivitou fytohormonim podobné, nicméné jejich plsobeni se projevuje az pfi
zvySenych koncentracich a jejich oblasti plisobeni jsou méné obecné. Mezi zakladni
skupiny fytohormonu fadime cytokininy, auxiny, gibereliny, kyselinu abscisovou a
etylen. Mezi latky jim podobné patfi brassinosteroidy, jasmonaty, polyaminy,

oligosachariny a velka skupina fenolickych latek (Prochazka et al., 1998).

2. Cytokininy

Cytokininy jsou skupinou rostlinnych hormon(, které jsou definované jako
pfirodni latky schopné regulovat bunécné déleni, vyvoj rostlin a u€astni se mnoha
fyziologickych procesu v rostliné. Obvykle zralé rostlinné buriky zastavuji bunécné
déleni, ale pfidanim cytokininu a auxinu dochazi k indukci diferenciovanych bunék a
opétovnému déleni (Heldt, 2005). Letham izoloval tuto latku, identifikoval ji jako trans-
6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino) purin a nazval zeatin podle jeho prvniho objevu
v kukufici (Zea mays). Jedna se o prvni identifikovany pfirozeny cytokinin (Letham,
1963).

Ackoli byl kinetin identifikovany jako prvni cytokinin, trvalo vice nez 40 let, nez
byl nalezen v rostlinném materialu jako napfiklad v duziné kokosového ofechu
(Barciszewski et al. 1996) nebo v Cerstvém kokosovém mléce (Ge et al.,, 2005). Na
proti tomu, derivaty benzyladeninu uz byly nalezeny v pfirodé, a to v listech topolu,
v 70. letech 20. stoleti (Horgan et al., 1973).

Cytokininy byly tedy definované jako latky podporujici buné¢né déleni a reguluji
rust rostlin stejnym zpusobem, jako kinetin. Dnes ale tento termin oznacuje vSechny
molekuly s podobnou strukturou bez ohledu na to, jaka je jejich aktivita (Frébort et al.,
2011).

Cytokininy jsou schopné regulace jiz za nizkych koncentraci a v mnoha

pfipadech jsou i schopné pfemistit se v ramci rostlinného téla (Frébort et al., 2011).
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Jsou to nizkomolekularni latky, které se zasadnim zplsobem podileji na regulaci rustu,
vyvoji rostlin, morfogenezi a hraji nezastupitelnou roli v komunikaci mezi bunkami,
pletivy a organy v prabéhu celého Zivotniho cyklu rostlin. Je mozné je oznacit za
integratory vnéjSich a vnitfnich signall. Jednotlivé hormony nereguluji vyvojové
procesy samostatng, ale velmi €asto spolec¢né s daldimi hormony, pfiemz u&inky
byvaji jak synergické, tak antagonické. Vedle fytohormonl se v rostlinach vyskytuji i
jiné latky s ristové regula¢ni aktivitou a od fytohormonl se liSi zejména vySSimi

koncentracemi a méné obecnymi ucinky (PodleSakova et al., 2012).

2. 1. Struktura cytokinint

Po chemické strance jsou cytokininy N° substituované derivaty adeninu. Tyto
derivaty rozliSujeme v zavislosti na substituovaném postrannim Fetézci v pozici N® na
isoprenoidni a aromatické (Tab. 1). Mezi isoprenoidni cytokininy patfi napfiklad
isopentenyladenin (iP), jehoZ postranni fetézec [N°-(A*isopentenyl)adenin] miize byt
hydroxylovany bud v cis- nebo trans- poloze, kdy se tvofi pfislusny zeatin. Dvojna
vazba zeatinu je redukovana na dihydrozeatin [N°-(4-hydroxy-3-methylbutyl)adenin] a
tento redukovany ekvivalent isopentenyladeninu byl identifikovan hlavné v apikalnich
pupenech a dormantnich semenech rostlin. Isoprenoidni cytokininy jsou v pfirodé velmi
roz§ifené na rozdil od aromatickych cytokininl, které byly povazovany dlouhou dobu
vyhradné za syntetické (Frébort et al., 2011).

Pfikladem aromatického cytokininu je napfiklad benzyladenin (6-
benzylaminopurin, BA). Podle jeho plivodu nalezu v listech topolu, jak jiz bylo zminéno,
dostaly derivaty benzyladeninu ¢eské oznaceni topoliny (Strnad, 1997). Tyto latky byly
pozdéji identifikovany i v jinych rostlinnych druzich jako napfiklad v Arabidopsis
(Tarkowska et al., 2003) a hrachu (Gaudinova et al., 2005).

Cytokininy se v rostlinnych pletivech vyskytuji jako volné baze, nukleosidy,
nukleotidy a cukerné konjugaty, substituované v poloze N’ a N° purinového kruhu (7N-,
9N-glykosidy) nebo s hydroxylovanym postrannim fetézcem (O-glukosidy a O-
xylosidy).

Cytokininova aktivita je také pozorovana v nékterych syntetickych derivatech
fenylmocCoviny, které vykazuji cytokininovou aktivitu, ale nebyly identifikovany
v rostlinnych pletivech, a tudiz se nejedna a pfirozené se vyskytujici cytokininy
(Sakakibara, 2006).
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Tab. 1: Priklady strukturnich vzorct vybranych cytokinint. Pfevzato z Tarkowski,

2011.

R, R, Nazev cytokininu Zkratka
CHj
C!HQ CH; H Isopentenyladenin iP
H,C—OH
/ H trans-zeatin tz
—ch, CHs
CHj3
C/Hg HQ:C—OH H cis-zeatin cZ
H,C —OH
/ : H Dihydrozeatin DHZ
—<ch, ©Ms
CHs
/ C: Hs CHs-S- 2-methylthio- 2MeiP
CHy isopentenyladenin
H,C—OH
/ :CH CHs-S- 2-methylthio-trans-zeatin MetZ
—CH2 3
CHs;
C/HQ HQ:C—OH CHs-S- 2-methylthio-cis-zeatin 2MeScZ
\—Q H Benzyladenin BA
HO
\_Q H ortho-topolin oT
OH
L@ H meta-topolin mT
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3. Metabolismus cytokininu

3. 1. Biosyntéza cytokinint

PFitomnost jednotlivych cytokinini se znacéné liSi v riznych &astech rostlin.
Hladiny cytokinini jsou odliSné jak v jednotlivych organech, tak i v prabé&hu
ontogenetického vyvoje rostliny. Obsah cytokinind je ovliviiovan zejména mineralni
vyzivou. ZvySené hladiny cytokinini se nachazi v proliferujicich pletivech, napf. ve
vrcholcich stonku, mladych listech, nezralych semenech a kofenovych $pickach (Takei
et al., 2002).

Prvnim krokem biosyntézy cytokinini je N-prenylace (isopentenylace)
exocyklické aminoskupiny adeninového skeletu na N°- pozici (Obr. 1). Kligovymi
enzymy, jez Kkatalyzuji tyto reakce, jsou isopentenyltransferasy (IPT). Tyto
isopentenyltransferasy délime na zakladé substratové specificnosti na adenylatové IPT
(EC 2.5.1.27), které se G&astni N-prenylace adenosin-5 -fosfatu (AMP, ADP nebo ATP)
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001) a dale na tRNA IPT (EC 2.5.1.8), které umozniuji
prenylaci adeninu v tRNA (Morris et al., 1993). Substraty, které slouzi jako donory
postranniho isoprenoidniho fetézce, zname dva. Prvnim je dimethylallyl pyrofosfat
(DMAPP), kdy produkty této reakce jsou isopentenyladenosin-5"-fosfaty (iPMP, iPDP,
iPTP) (Kakimoto, 2003). Druhym je (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat
(HMBDP) a produktem reakce je trans-zeatin (Krall et al., 2002; Sakakibara et al.,
2005).

Poprvé byla biosynteticka aktivita cytokinini zaznamenana in vitro ve vzorku
pochazejiciho ze slizu hlenky Dictyostelium discoideum, kde je tato aktivita dulezita pro
produkci discadeninu, ktery funguje jako inhibitor kli€eni vytrus. V tomto procesu
dochazi k pfenosu isoprenoidniho fetézce z DMAPP na AMP a vzniku pfislusného
isopentenyladenosin-5"-monofosfatu (iPMP). DalSi substraty (ADP, ATP, cAMP) nebyly
vhodnymi akceptory isoprenoidniho fetézce (Taya et al., 1978). O par let pozdéji byla
identifikovana IPT v patogenni bakterii Agrobacterium tumefaciens, ktera obsahuje v T-
DNA na Ti-plasmidu gen Tmr, jez ma schopnost produkovat cytokininy. Tato bakterie
ma schopnost infikovat rostliny za tvorby nadort takovym zptisobem, ze se Ti-plasmid
zabudovava do genomu rostliny. V pfipadé Escherichia coli bylo zjisténo, ze po expresi
genu Tmr do bakterie dochazi ke kodovani IPT a poté k produkci isopentenyladenosin-
5"-monofosfatu (iPMP) pfenosem isoprenoidniho postranniho fetézce z DMAPP na
AMP stejné jako u D. discoideum. Na druhé strané, v pfipadé Arabidopsis thaliana

bylo v dalSich studiich prokazano, Ze u rostlin IPT vyuZivaji jako akceptory ATP ¢i ADP
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a jako donor isoprenylové skupiny je opét vyuzivan DMAPP (Kakimoto, 2001; Takei et
al., 2001).

V genomu vysSich rostlin bylo do této doby nalezeno a identifikovano nékolik
genovych rodin IPT. Sedm genovych rodin v ryZi, také sedm u Arabidopsis (AtIPT1,
AtIPT3 az AtIPT8) (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001) a v kukufici devét genovych
rodin IPT (Brugiére et al., 2008; Vyroubalova et al., 2009).

N
IPT 0 I\ )
HQPPO/\//\CH HO—P—0 LN N

3 I 0
OH
n
DMAPP
OH OH
AMP (n=1)
ADP (n=2)
ATP (n=3)

Obr. 1: Schéma prenylace AMP, ADP ¢i ATP za katalyzy IPT.

Pro cytokininy trans-zeatinového typu (tZ) byly navrzeny dvé mozné
biosyntetické drahy vzniku. Prvni draha je zalozena na pfitomnosti isopentenyladeninu,
kde je nejdfive produkovan isopentenyladeninovy nukleotid (iP-nukleotid) a pozd§ji
hydroxylovany monooxygenasou cytochromem P450, kdy vznikaji pravé trans-
zeatinové nukleotidy (Takei et al.,, 2004). Druhy zpusob vzniku tZ cytokinini je
nezavisly na pfitomnosti iP-nukleotidu, kde je trans-zeatinovy nukleotid produkovan
pfimo pfenosem hydroxylovaného postranniho Fetézce z navrzeného prekurzoru
HMBDP na adeninovy kruh (Sakakibara et al., 2005). Ktery zplsob vzniku tZ-nuleotidu
je vice vyznamny zavisi na plvodu donorl isoprenoidniho fetézce (Frébort et al.,
2011). V rostlinach jsou mozné dva zplsoby vzniku prekurzort DMAPP a HMBDP.
Prvnim zpusobem je mevalonatova draha (MVA), ktera je aktivni i u zvifat, hub, archei
a nékterych bakterii. Je lokalizovana v cytosolu a mitochondriich. Produktem mnoha
reakci je DMAPP, ktery slouzi pravé jako prekurzor pro syntézu cytokinin(. Druhym
zpusobem vzniku prekurzoru je methylerithritol-fosfatova draha, ktera je lokalizovana
v plastidech a vysledkem sledu reakci je HMBDP. Tento produkt je mozné dale
redukovat na DMAPP. Z toho vyplyva, Ze timto zpusobem je mozné ziskat jak HMBDP,
tak i DMAPP a obé latky mohou byt prekurzory cytokinint. Hladina HMBDP je ovSem
v plastidech asi 5x vy38i nez DMAPP (Sakikabara et al., 2005). Pro vznik cytokinind
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cis-zeatinového typu v rostlinnach dosud nebyl nalezen zadny isoprenoidni prekurzor,
jez obsahuje hydroxylovou skupinu v poZadované pozici cis (Frébort et al.,, 2011).
Predmétem zkoumani je moznost vzniku cZ degradaci prenylované tRNA za ucasti
enzyml tRNA-isopentenyltransferas, jez katalyzuji prenylaci tRNA (Golovko et al.,
2002).

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana byly idenifikovany prvni rostlinné IPT,
kdyZz byla zkompletovana sekvence prvniho rostlinného genomu této rostliny. AtIPT
byly identifikovany pomoci vyhledavani BLAST proti bakterialnim IPT genum a bylo
zZjisténo, Zze genom A. thaliana obsahuje devét gent (Kakimoto, 2001; Takei et al.,
2001). Sedm jiz zminénych AtIPT a dvé tRNA-isopentenyltransferasy (AtIPT2 a
AtIPT9). Aktivita AtIPT9 doposud nebyla detekovana, ale AtIPT2 byla potvrzena jako
tRNA IPT (Golovko et al., 2002). Enzymy IPT jsou rozmistény v rlznych &astech
rostliny. V plastidech bunék listd byl potvrzen vyskyt AtIPT1, AtIPT3 a AtIPT5 pomoci
metody fuze se zelenym fluorescenénim proteinem (GFP). Stejné tak byl stanoven
AtIPT8 v burikach kofene. Oproti tomu AtIPT4 a tRNA AtIPT2 byly identifikovany
v cytosolu a AtIPT7 byl nalezen v mitochondriich. Lokalizace téchto IPT nam poskytuji
informaci o tom, jaka draha a jaky prekurzor je vyuzit na syntézu cytokinint. U enzymu
AtIPT1 , AtIPT3 , AtIPT5 a AtIPT8 se ziskava prekurzor HMIBDP pro syntézu cytokinin(
z MEP drahy. Naopak u AtIPT4, AtIPT7 a tRNA AtIPT2 naznacuje lokalizace pouziti
DMAPP z MVA drahy (Kasahara et al., 2004). Vzhledem k tomu, Zze se jednotlivé
enzymy vyskytuji v riznych bunéénych kompartmentech a v odliSnych ¢astech rostliny,
Ize vyloudit dfive uvadéné hypotézy, ze se cytokininy produkuji pouze v kofenech a
jsou do nadzemni €asti transportovany (Miyawaki et al., 2004; Nordstrom et al., 2004).
Dale bylo také zjisténo, ze exprese IPT a produkce cytokinind u A. thaliana je
ovliviiovana jednak hladinou auxind, dale amoniakem, nitraty a dalSimi zivinami jako
napf. sulfaty, fosfaty a zelezem (Miyawaki et al., 2004; Nordstrom et al., 2004; Hirose
et al., 2008).

DalSim krokem biosyntézy je pfeména cytokininovych nukleotidd na aktivni
volné baze. Syntézou de novo dochazi ke vzniku malo aktivnich nukleotid(i (mono-, di-
nebo trifosfaty €i nukleotid monofosfaty z tRNA) a poté jejich aktivaci. Tato reakce je
katalyzovana enzymem specifickym vU¢i cytokinindm s nazvem Lonely guy (LOG). Jde
o latku ribosid-5"-monofosfat fosforibohydrolasu, ktera je schopna Stépit cytokinin
ribosid-5"-monofosfat za vzniku ribosy-5"-monofosfatu a aktivnich cytokininovych

volnych bazi (Kurakawa et al., 2007).
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3. 2. Inaktivace a degradace cytokininu

Hladina biologicky aktivnich cytokinin musi byt pfesné hlidana. Jednim
zpusobem regulace aktivnich cytokininG v rostlinnych pletivech je jejich inaktivace.
Nejvice biologicky aktivnimi formami cytokinind jsou volné baze a proti nim vykazuji
nizkou biologickou aktivitu cytokininové ribosidy. Inaktivaci maze byt nevratné
od$tépeni postranniho Fetézce nebo mohou byt cytokininy glukosylovany na pozici N’ a
N°. Tyto N’ a N° glukosidy jsou neaktivni. Enzymem katalyzujicim produkci
cytokininového N’ a N°- glykosidu je N-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.118). U
Arabidopsis byly identifikovany dva geny kodujici enzym N-glukosyltransferasu, ktera
ma schopnost prenaset glukosylovy zbytek z uridinu 5'-difosfoglukosy na N’ a N°
atomy isoprenoidnich i aromatickych cytokinind (Hou et al., 2004). DalSim moznym
zpusobem modifikace je O-glykosilace hydroxylld na postrannim fetézci a enzymem
katalyzujicim tuhle reakci je glykosyltransferasa (Frébort et al., 2011). Produkty reakce
jsou O-glykosylované cytokininy, které muzou byt dale Stépeny enzymem J-
glukosidasou (Brzobohaty et al., 1993).

Dal$im velice dilezitym procesem pfi regulaci hladiny aktivnich cytokinind je
jejich nevratna degradace. Nevratna degradace spoé&iva v oxidativnim $t&penim N°
postranniho fetézce, které je katalyzované enzymem cytokinindehydrogenasou (CKX,
EC 1.5.99.12). Produktem $t&peni je adenin (popt. pfislusny N° substituovany derivat
cytokininu) a aldehyd postranniho fetézce (Obr. 2). CKX jsou enzymy patfici do
skupiny oxidoreduktas, jez obsahuji FAD a vyskytuji se ve vice isoformach (Schmiuilling
et al., 2003). Cytokininovy degrada¢ni enzym se plvodné oznacoval jako cytokinin
oxidasa, ale bylo naznageno, Ze reakce mlze byt Fizena mechanismem
dehydrogenace. Nékolik studii ukazalo, ze jiné redox-aktivni slou€eniny jsou mnohem
cytokinin dehydrogenasu (Morris et al., 1999; Galuszka et al., 2001).

V genomu Arabidopsis bylo doposud identifikovano 7 gend kddujicich CKX
(Bilyeu et al., 2001; Werner et al., 2003), v genomu ryze 11 gent (Ashikari et al., 2005)
a v kukufici je dodnes identifikovano 13 genu kédujicich CKX (Massonneau et al.,
2004; Smehilova et al., 2009).

V kukufici byla izolovana sloucenina, 2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-bozoxazin
(DIMBOA), ktera po oxidativnim Stépeni za katalyzy laccasy Ci peroxidasy zvySuje
degradacni aktivitu CKX. DIMBOA je Stépenim pfeménéna na 4-nitrosoresorcinol-1-
monomethyl ether (coniferron), ktery slouzi jako slaby akceptor elektronu. Oxidaci
DIMBOA a coniferronu vznikaji pfechodné volné radikaly, které jsou pouzity cytokinin

dehydrogenasou jako efektivni elektronové akceptory (Frébortova et al., 2010).
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Obr. 2: Reakéni schéma katalytické degradace isopentenyladeninu za katalyzy
CKX. Upraveno podle Frébortova et al., 2004.

4. Analyza cytokinin

Rostlinné pletivo obsahuje velké mnozZstvi nizkomolekuldrnich a
vysokomolekularnich latek, které se liSi svym zastoupenim v rostliné i v jednotkach
fadu. Cytokininy jsou skupinou rostlinnych hormonu, které v zavislosti na strukture
jednotlivych cytokininovych derivatd a mnozstvi obsazeném v rostlinném téle, velkou
meérou ovliviuji rist a vyvoj rostlin. Az na par vyjimek se v rostlinach vyskytuji ve velmi
nizkych koncentracich (fmol - pmol/g Eerstvé hmoty) a vzhledem k pfitomnosti velkého
mnozstvi latek s podobnou strukturou &i fyzikalné-chemickymi vlastnostmi je analyza
znacné komplikovana (Nordstrom et al., 2004). Ani samotna skupina cytokinintd
neobsahuje latky stejnych fyzikalné-chemickych vlastnosti, a neni tak mozné
analyzovat vSechny formy najednou. Jedna se o rGzné konjugaty se sacharidy nebo
aminokyselinami, také o isomery s rGznou biologickou aktivitou, které je nutné rozlisit.
Obtize pfi analyze cytokininu v rostlinném extraktu jsou tedy spojené s tim, ze je tfeba
odlisit zkoumanou latku od velkého mnozstvi interferujicich latek. Tudiz pro spravnou a
citlivou kvalitativni a kvantitativni analyzu je dllezita spravna volba analytické metody,
efektivniho Cisticiho procesu a v neposledni fadé volba citlivé a dostateéné selektivni
analytické koncovky. Naroky na analytické koncovky se samozfejmé liSi dle potieby a
metody studia. V nékterych pfipadech je tfeba z divodu malého mnozstvi vzorku zvolit
vysoce selektivni a citlivou metodu a naopak v pfipadé jiné analyzy muze postacit
metoda méné citliva a pramérné selektivni se zjednoduSenym postupem c¢isténi, a tak i

usporou ¢asu a materialu. Takové analyzy jsou schopné nam podat informace nejen o
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obsahu analytu, struktufe dané latky, ale také umi odliSit od sebe metabolity
podobnych vlastnosti (Tarkowski et al., 2004).

4. 1. Extrakce a cisténi

Pfiprava vzorku je kliCovym krokem v kazdé moderni chemické analyze,
zejména pak pro vzorky, kde se latky nachazi ve stopovém nebo ultra stopovém
mnozstvi. Postupy pouzivané pro extrakci cytokininl a pFipravy vzorkd jsou proto
nejdulezitéjSimi kroky v celém analytickém procesu.

Podstatou extrakénich procesu je prfevedeni zkoumanych latek do extrakéniho
¢inidla, aniz by v pribéhu procesu doSlo k degradaci latek. Vzhledem k tomu, Ze
cytokininy jsou latky odvozené od adeninu a v N°® poloze maiji substituovany postranni
fetézec (isoprenoidni nebo aromaticky), maji na rozdil od adeninu hydrofobni
charakter. Cytokininy ovdem nejsou jen volné baze, ale je to skupina Sirokého spektra
metabolitd s odliSnymi vlastnostmi. Abychom extrahovali soucasné vSechny
cytokininové derivaty - silné polarni cytokininové nukleotidy, hydrofobni volné baze, N-
glukosidy, O-glukosidy a ribosidy, musime zvolit spravné extrakéni ¢inidlo.

Pfi provadéni extrakce se také musi dbat na to, aby se zabranilo enzymatické
degradaci cytokininll, coz muze nastat pfi kontaktu cytokinint s enzymy v rostlinném
materialu. Nastala by napfiklad pfeména cytokininovych nukleotidi na ribosidy nebo
jiné formy a také by mohlo dojit k pfeméné struktury az na latky odlisné od cytokinina.
Tudiz by se mél rostlinny material po sklizeni okamzit¢ zmrazit nebo extrahovat
spravnym extrakénim cinidlem. Enzymy, jez jsou schopny degradovat cytokininové
nukleotidy az na ribosidy prostfednictvim procesu defosforylace, se nazyvaji fosfatasy.
Pravé této degradaci se musi pfi extrakci zabranit. Extrakce cytokinini se provadi za
shizené teploty, obvykle v rozmezi 4°C az -20°C a to pravé z toho duvodu, ze se snizi
riziko degradace. NejCastéji pouzivanymi extrakénimi rozpoustédly se staly methanol,
ethanol, aceton ¢&i kyselina chlorista (Hoyerova et al., 2006). Ze skupiny vice
sloZkovych soustav se nejpouzivanéjsi extrakéni smési stala smés podle Bieleského.
Jde o smés methanol/chloroform/voda/kyselina mravencéi (12:5:2:1, viviviv), ktera je
schopna inaktivovat rostlinné fosfatasy v rostlinném materialu (Bieleski, 1964). Pozdéji
se zjistilo, ze pfitomnosti chloroformu ve smési dochazi k extrakci vy$§iho mnozstvi
lipofilnich latek, coz ma za nasledek horSi purifikaci. Smés Bieleského byla tedy
pozmeénéna odstranénim chloformu ze smési. Tato optimalizovana smés ve slozeni
methanol/voda/kyselina mravenéi (15/4/1, vivlv) byla porovnana s plvodnim

rozpoustédlem Bieleského a 80% methanolem (v/v) za ucelem porovnat jejich

-18 -



extrakéni ucinnost. Zjistilo se, Ze optimalizovana smés Bieleského (bez chloroformu) je
schopna dostate¢né potlacit defosforylaci cytokininovych nukleotidl, a tudiz zabranit
jejich degradaci. Také snizuje extrakci lipofilnich latek (Hoyerova et al., 2006).

Nasledné Cistici procesy by se mély odvijet podle typu analytické koncovky. Ty
se totiz v zavislosti na rGzné finalni analyze od sebe liSi. Pro vS8echny procesy je ale
spole¢né spinéni nékolika parametrli. A to proto, abychom byly schopni dosahnout
eliminace vSech ostatnich latek z pivodniho materialu - peptidy, aminokyseliny, cukry,
sekundarni metabolity a dal8i. Poté by mél purifikovany material obsahovat pouze
cytokininy a slouceniny, které nebudou rusit finalni analyzu. Prvni z pozadavkl je
rozdéleni cytokininovych metabolitd do nékolika frakci, a to na O-glukosidy, nukleotidy
a frakci spole¢nou pro volné baze, N-glukosidy a ribosidy. Tohle rozdéleni se provadi
proto, Ze pro vSechny tyto latky dohromady neexistuje spoleéna analyticka koncovka.
Dal$im pozadavkem je dostateény stupen precisténi a navratnost analyt(. Duraz je
potfeba klast i na hodnoty pH pfi jednotlivych krocich z divodu moznych zmén
vlastnosti analytd. Jednou z moznych u¢€innych metod je extrakce kapalina - kapalina.
Jedna se o metodu levnou a rychlou, ktera je zaloZzena na ruzné rozpustnosti
cytokinind ve vodé a organickém rozpoustédle butanolu pfi rGzném pH. S vysokou
navratnosti a dostateCného stupné piecisténi jsme schopni oddélit od sebe baze,
nukleotidy, v8echny ostatni nezadouci latky a nedochazi k degradaci nukleotidi di
pfeméné na latky odliSnych chemickych struktur (Pacakova et al., 1997).

OvSem v dnesni dobé Casto pouzivana metoda je extrakce pevnou fazi (SPE=
solid phase extraction). Jedna se o metodu, jez se stala Siroce pouzivanou pro
purifikaci, extrakci a izolaci mnoha slou¢enin a nahradila nékteré predchozi slozitéjsi
postupy (Ge et al., 2004). V pfipadé, kdy ostatni extrakéni techniky selzou, je i tak u
metody SPE pfi pouziti vhodného rozpoustédla, typu pevné faze a postupu jednou
z vyhod podstatné vysSi extrakéni navratnost. Principem metody je zachytavani
molekul na pevném povrchu sorbentu, kdy se na zakladé rizné afinity slozek smési
k pevné fazi tyto slozky na koloné rozdéli. Latka s vysSi afinitou vici absorbentu se
koncentruje a zlstava na jeho povrchu, zatimco latka s nizsi afinitou se nezadrzuje a
protéka kolonou. Latka zachycena na sorbentu je poté vymyta vhodnym elucnim
roztokem. Extrakce muze byt provedena i obracené, kdy jsou balastni latky zachyceny

na koloné a zkoumany analyt kolonou prochazi (Obr. 3).
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Obr. 3: Schéma extrakce na pevné fazi (SPE).

Pro zakoncentrovani a separaci analytd vyuzivame i iontoméni¢e s Glohou
vyménovat anionty. Jedna se napfiklad o DEAE-Sephadex nebo DEAE-celulosu.
Podstatou metody je separace cytokininovych nukleotidl, cukernych konjugatlt a bazi,
kdy dochazi k navazani cytokininovych nukleotidl na sorbent a vymyti zbylych latek
ven z kolony (Prinsen et al., 1995).

Zakoncentrovani nepolarnich cytokinin maze byt obvykle dosazeno pouzitim
SPE s Cys kolonou. Efektivngjsi separace cytokinini bylo ale dosazeno pouzitim
metody mixed-mode SPE v systému obracenych fazi spole¢né s iontovou vyménou.
Takto dochazi k lepSimu precisténi, a tudiz i separaci cytokinin od dalSich rostlinnych
hormond. Timto zplisobem dochazi ke zjednodus$eni purifikace a vzhledem k ziskanym
vlastnostem tohoto sorbentu i k separaci vétSiho mnozstvi cytokininovych metabolit(, a
tudiz i vysSi vytéznosti. Rychla a jednoducha metoda pro separaci a purifikaci
cytokininl od auxinu a kyseliny abscisové je zalozena na aplikaci kyselého rostlinného
extraktu na MCX kolonu s charakterem reverzni faze a funkci katexu. Tyto vlastnosti
sorbentu umoznuji postupnou eluci auxinu, kyseliny abscisové a nasledné separaci
cytokininovych nukleotidd od cytokininovych bazi, ribosidd a glukosidi (Dobrev a
Kaminek., 2002).

DalSi vhodnou purifikaéni metodou je imunoafinitni chromatografie. Tato
metoda byva pouzivana jako posledni Cistici proces. Je to velmi vyznamna vysoce
selektivni metoda, jez oddéluje cytokininy od velkého mnozstvi, az témér vSech
necistot. Je zaloZena na interakci protilatka - antigen (Ab - Ag), ktera zvysuje

selektivitu, a tim vyrazné zvySuje mez detekce stopovych analyz. Kdyz je tedy jako
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purifikacni krok pfed finalni analyzou pouzit imunoafinitni pfistup, Ize ziskat cytokininy
ve vysoké Cistoté a jen ve stopovém mnozstvi ostatni UV-absorbujici latky.
Imunoafinitni kolony Cisti analyt dle strukturnich podobnosti a imunoextrakce je vice
selektivni nez konvenéni metoda SPE, ale méné vykonna (Hauserova et al., 2005).

Po spravném zvoleni separaéni metody a Cisticiho procesu jsou z rostlinného
materialu odstranény vSechny necistoty a latky, které by mohly rusit finalni analyzu.
Cytokininové metabolity jsou separovany do pozadovanych frakci a precistény na
dostateény stupen Cistoty. DalSim krokem je vybér analytické koncovky, pomoci niz

jsme schopni cytokininy stanovit jak kvalitativné, tak i kvantitativné.

4. 2. Metody

4.2.1. HPLC

Jednou z prvnich chromatografickych metod byla k separaci cytokininl pouzita
tenkovrstva papirova kapalinova chromatografie. Jedna se o relativné jednoduchou,
rychlou a levnou metodu, mezi slozitéjSimi metodami dnesni doby. Pouziva se v
procesech, kde neni tfeba vysoké ucinnosti separace a vysoké citlivosti (Hewett,
1973).

Oproti tomu se diky své separacni ucinnosti, rychlosti a velké vyhodé spojeni
s riznymi detektory, stala metoda HPLC (High-performance liquid chromatography)
nejpouzivanéjSi technikou kvalitativni a kvantitativni analyzy cytokinin(. Tato metoda
pracuje na principu separace analytu mezi mobilni (kapalnou) fazi a stacionarni
(pevnou) fazi, kdy se béhem separac analyt rozdéluje pravé mezi tyto dvé faze.
Rozhodujici je tedy pfi separaci nejen interakce slozek vzorku se stacionarni fazi, ale
také vyb&r pouzité mobilni faze. Cas, ktery stravi analyt v jednotlivych fazich, zavisi na
afinité analytu ke kazdé z nich. Probiha zde nékolik mechanisml separace, a to
napfiklad adsorpce, iontova vyména, molekulové sitovy efekt & rozdélovani na zakladé
rdzné rozpustnosti. K separaci slozek dochazi v naplhové koloné s definovanou
délkou, vnittnim pradmérem a naplni. Kapalina se do kolony c&erpa pistovymi,
membranovymi Cerpadly nebo Cerpadlem na principu injekcni stfikacky naplnéné
mobilni fazi. SloZeni mobilni faze mize byt stalé (izokraticka eluce) nebo se muize
béhem separace ménit (gradientova eluce), k Eemuz je zapotiebi sméSovaci zafizeni a
zasobniky riznych mobilnich fazi. Vzorek je davkovan injekénim zafizenim (Obr. 4).
VétSina separaci HPLC probiha pfi laboratorni teploté a neni potfeba termostatovani
(Klouda, 2003).
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Vyhodou HPLC je spojeni s vice koncovkami a to zejména s hmotnostni
spektrometrii  (MS), enzymovou imunoanalyzou, radioimuanalyzou nebo UV-
spektrometrii. Takto je mozné ucinné analyzovat rostlinny extrakt a analyza nam muaze
poskytnout spolehlivou identifikaci cytokinint. Pro spolehlivou analyzu je ovsem nutné
splnéni dulezitych zasad a pfi nedokonalé separaci se mohou ve smési nachazet
cis/trans izomery derivatu zeatinu &i glukosidy cytokinin(, a to maze zpUsobit nepfesné
stanoveni. VétSinou se tedy separace provadi v systému reverznich fazi (RP) na
zakladé rozdilné polarity cytokininu.

Bylo zjisténo, Ze pomoci RP-HPLC s detekci MS jsme schopni separovat a
kvantifikovat intaktni monofosforylované, difosforylované a trifosforylované
cytokininové nukleotidy bez pouZiti iont-parového €inidla. Tato metoda byla pouzita k
analyze vzorkd lidskych leukemickych bunék K-562, kde byly jednotlivé formy
cytokininovych nukleotidli stanoveny jako intracelularni metabolity. Tato metoda je
potencialné vhodnou metodou pro stanoveni endogennich CK nukleotidl v rostlinach
(Béres et al., 2010).
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Obr. 4: Schéma kapalinového chromatografu. Podle Klouda, 2003.
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4.2.1.1. HPLC/ELSD

Jednim z detektord Siroce pouzivanym v oblasti kapalinové chromatografie je
detektor ELSD (Evaporative Light Scattering Detector). Jedna se o odpafovaci
detektor, jehoZz mechanismus se sklada ze tii fazi, a to zmlZovani, odpafovani a
detekce. Tento detektor pracuje na principu rozptylu svétla a méfi tedy mnozstvi svétla
rozptyleného ¢asticemi analytu. Jsou timto zplsobem detekovany vSechny slouceniny,
u kterych nedochazi pfi odpafovani mobilni faze k rozloZeni nebo vypafeni. U analyz
provadénych pouzitim HPLC-ELSD je dllezita volba typu eluce, vybér mobilni faze a
dal$i podminky, které ve vysledku ovliviiuji nejen retenéni €asy, které jsou dulezité pro
identifikaci sloucenin, ale ovliviiuji také napfiklad pomér signal/Sum a stabilitu zakladni
linie. Pouzivanym plynem byva dusik, jehoz pratok ovliviiuje miru detekovaného
signalu a taktéz volba vhodné teploty ovliviiuje nechténé ztraty, ke kterym muze dojit
napfiklad vypafenim analytu (Young a Dolan, 2003).

ELSD se pouziva zejména na analyzu netékavych slou€enin, které neabsorbuji
nad 200nm (napf. cukry, steroidy, nasycené uhlovodiky) a ve srovnani s optickymi
absorpénimi detektory citlivost detekce tohoto detektoru nezavisi na spektralnich

vlastnostech slou€enin (Man et al., 2010).

4.2.1.2. HPLC/MS

Od devadesatych let minulého stoleti se analyza cytokininG rozSifila o pouziti
kombinace kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS). Tento
pfistup nabizi novy nastroj pro detekci, kvantifikaci a charakterizaci cytokininu
v extraktu z rostlinnych pletiv na vysoké urovni. Je tieba dokonalé chromatografické
separace s ohledem na lepSi odstranéni nespecifického Sumu a pfirozeny vyskyt
izomerud. Precizni chromatograficka separace muze ovlivnit lepSi signal v detektoru.
Pro MS analyzy cytokinini v kombinaci s RP-HPLC byly pouzity odliSné ionizaéni
techniky, jako je ionizace termosprejem (TSI), rychlymi atomy (FAB), chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) &i ionizace elektrosprejem (ESI). Nevyhodou
prvnich tfech metod byla ne mnoho vysoka citlivost a potfeba zpracovani vetSiho
mnozstvi biologického materialu &i prace s transgennim materialem, kde byla
chemickou indukci zvySena hladina cytokinind (Tarkowski et al., 2009). Jednou
z prvnich praci vyuzivajici ionizanich technik je prace popisujici pouziti HPLC/APCI-
MS, jez byla pouzita ke stanoveni hladiny tZR v nadorech rostlin tabaku. Pfi pouziti

chemické ionizace za atmosférického tlaku se dospélo ke zjisténi, ze i pfes dosazeny
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detekéni limit, jeZz dovoluje pouziti této metody u rostlinného materialu bez zvySenych
hladin cytokinind, je pozorovana nizSi selektivita protonovanych molekul, a je tedy
tfeba separovat kazdy cytokinin (Yang et al., 1993).

HorSi uspésnost byla pfi pouZiti ionizaéni techniky termosprejem u metody
HPLC/TSI-MS/MS. Nevyhodou této metody je vySsi citlivost termospreje na slozeni
mobilni faze. NemUze byt pouzita gradientova eluce, a tak je nutna oddélena analyza
nékterych metabolitl (ZR, DHZR). Ztoho vyplyvaji i dalsi nevyhody spocivajici
v prodluzovani analyz a vySSi spotfebé rostlinného materialu. Naopak metoda, ktera
ziskala uplatnéni pfi analyze fytohormonu, vyuziva ionizace rychlymi atomy a jedna se
o kapilarni HPLC/frit-FAB-MS/MS. Hmotnostni spektra cytokininovych metabolitd
obsahovala velké mnozstvi fragmenti a zejména u molekul s cukernymi zbytky jsou
spektra bohat8i az o dva fragmenty, i pfes to, Zze jde o mékkou ioniza¢ni techniku. Této
metody bylo vyuzito ke stanoveni a identifikaci isopentenyladenosinu ve smrkovém
jehli¢i (Imbault et al., 1993).

lonizace elektrosprejem se vyuziva u metody HPLC/ESI-MS/MS. Jeji vyhodou
je €asova nenarocnost a vysoka propustnost vzorkd. Zakladem metody je ¢astena
separace analytd na chromatografické koloné a hmotnostni detekci v selektivnim
modu, kdy sledujeme produkty rozpadu. U této metody doSlo na srovnani linearnich
dynamickych rozsahu a detekénich limitd u vice druhd kolon, pocinaje konvenénimi,
mikrokolonami az po kolony kapilarni. Také se zde porovna prekoncentrace analytu na
prfedkolonce ¢&i rovnou na analytické koloné. Vyhodou je nastfik vétSiho mnozstvi
extraktu a poté zakoncentrovani na pevné fazi i u kolon mensich rozmérd, kterymi jsou
pravé kapilarni kolony a mikrokolony. Vysledkem je, ze pfi pouziti chromatografické
kolony spolu se zakoncentrovanim analytu na pfedkolonce, Ize dosahnou detekénich
limitt az femtomolarnich (Prinsen et al., 1998). Prvni metodou ESI-MS, jez je schopna
sledovat jak isoprenoidni, tak i aromatické cytokininy, je metoda s pouzitim
hmotnostniho detektoru s jednim kvadrupdlovym analyzatorem. Dochazi zde k upiné
chromatografické separaci a v kombinaci imunoafinitni chromatografie s HPLC/ESI-MS
bylo umoznéno sledovani vybraného iontu, a tudiz docileno dostateéné selektivity pfi
separaci cytokinin (Novak et al., 2003).

DalSimi metodami, které byly uspésSné pfi identifikaci nukleotidd, byla
kombinace kapalinové chromatografie s ionizaci elektrosprejem a detekci hmotnostnim
spektrometrem (LC-ESI-MS) a o par let pozdéji i ultra aginna kapalinova
chromatografie ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem (UPLC-
MS/MS). U obou téchto metod bylo ale dosazeno nizSich detekcnich limitd (Novak et
al., 2008; Nordstrom et al., 2004).
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VyssSich detekénich limitd bylo dosazeno metodou HILIC-MS/MS, ktera byla
vyvinuta stejné jako predchozi metody, pro stanoveni majoritnich cytokininG
v rostlinnych extraktech. Extrakéni roztok rostlinnych vzorkd je mozné aplikovat pfimo
na separacni kolony bez odpafeni rozpoustédla, coz do znacné miry zjednoduduje
separacni proces. Kromé toho, on-line systém zachyceni zvySuje citlivost detekce
analytické metody. Pomoci této metody byla stanovena koncentrace cytokininovych
nukleotidll ve tfech rostlinnych vzorcich, a to v extraktech sazenic A. thaliana a O.
sativa a listech L. esculentum Mill. V extraktu sazenic A. thaliana bylo stanoveno sedm
cytokinind (iP, iPR, iIP9G, Z, ZR, Z9G, DHZR), Sest v sazenicich O. sativa (iP, iPR,
iP9G, Z, ZR, Z9G) a pét v listech L. esculentum Mill. (iPR, iP9G, Z, ZR, Z9G). Tyto
vysledky tedy ukazaly, Zze metoda HILIC-MS/MS je vhodna pro rychlé a citlivé
stanoveni endogennich cytokininovych nukleotidi v rdznych rostlinnych vzorcich (Liu
et al., 2012).

4.2.2. GC/IMS

Metody zalozené na plynové chromatografii poskytuji vysoké rozliseni a nizké
detekeni limity, ale jsou naro¢né na provedeni a finanéné nakladné (Obr. 5). Plynova
chromatografie byla pouzita pro analyzu cytokinini od poc¢atku 70. let a struktury témér
vSech pfirozené se vyskytujicich cytokinind byly pomoci GC/MS dosud objasnény.
Pfed zavedenim HPLC/MS byla plynova chromatografie s hmotnostni detekci jedinou
spolehlivou metodou pro identifikaci a kvantifikaci cytokinin(, ktera usnadnila uréeni
chemické struktury velkého poétu cytokininovych metaboliti. Cytokininy nejsou latky
tékavé, a proto musi byt derivatizovany pro zvyseni jejich t€kavosti a také ke zlepSeni
jejich tepelné stability pfed analyzami plynové chromatografie. Tento krok je nejen
¢asové narocny, ale vétSinou je potfeba opétovné precisténi analytll pomoci
kapalinové chromatografie. Derivatizaéni metody maji nékteré podstatné technické
problémy, jako je napfiklad vznik nestabilnich derivatl s omezenou tékavosti po
acetylaci (Bjorkman a Tillberg., 1996).

Ikdyz byly zjistény nevyhody GC/MS v porovnani s HPLC/MS, které spocivaji v
pouzitého rostlinného materialu, byla tato metoda dlouhodobé vyuzivana k identifikaci

a stanoveni (Tarkowski et al., 2004).
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Obr. 5: Schéma plynového chromatografu. Podle Klouda, 2003.

4. 2. 3. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je Siroce pouzivana elektromigraéni separacni
metoda, kterd je zaloZzena na rozdilné rychlosti migrace nabitych latek ve
stejnosmérném elektrickém poli k separaci slozek smési. K separaci latek dochazi v
tenké kfemenné kapilafe definovanych rozmér(, ktera je naplnéna zakladnim
elektrolytem (pufrem) a jeji konce jsou ponofeny do pufru spolu s elektrodami, mezi
které se vklada vysoké napéti az 30kV (Obr. 6). Diky pufru je zajist€na elektricka
vodivost v systému a diky povrchu kapilary, ktera musi byt termostatovana, je
odvadéno vzniklé Joulovo teplo. Tato metoda vyzaduje slozitéjsi instrumentaci, ale je
tak zajisténa vétsi ucinnost, vySSi rozliSovaci schopnost, on-line detekce analytu,
rychlejSi €as analyz, minimalni pozadavek na mnozstvi vzorku a snizeni vzniku

manualni chyby v pribéhu analyzy diky vy$si automatizaci (Klouda, 2003).
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Obr. 6: Schéma kapilarni elektroforézy. Podle Klouda, 2003.
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Typickym jevem kapilarni elektroforézy je elektroosmoticky tok (EOF) (Obr. 7),
ke kterému dochazi po vloZeni vysokého napéti do systému. Jedna se o vznik
elektrické dvojvrstvy (tzv. Sternovy vrstvy), kdy po aplikaci roztoku (pH>3) dochazi k
hydrolyze siloxanovych skupin (Si-O-Si) a vzniku skupin silanolovych (Si-OH). Ty
posléze disociuji a vnitfni sténa kapilary je pokryta negativné nabitymi kfemicitanovymi
skupinami (Si-O’), které pfitahuji kationty zakladniho elektrolytu. Kationty ve stfedni
casti kapilary tvofi tzv. difuzni vrstvu a po vlozZeni elektrického napéti jsou unaseny ke
katodé. Stejnym smérem jsou unaseny také molekuly vody a dochazi tak k toku

celému roztoku k detektoru pred katodou (Klouda, 2003).
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Obr. 7: Elektroosmoticky tok. Podle Klouda, 2003.

Detekovat separované ionty Ize vice zpUlsoby, které se odliSuji rdznou citlivosti
vzhledem ke koncentraci analytu. NejbéznéjSim zpusobem detekce pfi stanoveni
cytokinin je UV (CE/UV) a MS (CE/MS) detekce. Standardnim a Siroce pouzivanym
detektorem pfi analyzach cytokinind je UV detektor.

Nejpouzivanéjsi technikou kapilarni elektroforézy pro stanoveni cytokininl je
kapilami zoénova elektroforéza (CZE), kdy je kapilara naplnéna pouze samotnym
pufrem. Prvni analyzy cytokininG provedené na kapilami zénové elektroforéze s UV
detekci byly provedeny v roce 1997. Jednalo se o analyzu cytokinind, jejich ribosidu a
jinych purinovych i pyrimidinovych bazi (Pacakova et al., 1997). Za par let poté byla
vyvynuta prvni metoda CZE-MS na analyzu 12 cytokinind v kokosovém mléce (Ge et
al., 2006).
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Dale byly pomoci této metody stanoveny disociacni konstanty nékterych
zastupcl aromatickych a isoprenoidnich cytokininud, a protoze se jedna o jednoduchou
a snadno automatizovatelnou separacni techniku, kdy je mozné pracovat se vzorky
disociacnich konstant oproti jinym (napf. UV-spektrometrie) vyhodnéjsi (Bartak et al.,
2000).

4. 2. 4. Imunochemické metody

Imunochemické metody se staly v oblasti analyzy cytokininl vysoce
pouzivanymi metodami. DUvodem je zejména vysoka citlivost téchto metod pfi nizSich
provoznich nakladech a pfistrojové vybaveni v porovnani s LC/MS a GC/MS
(Tarkowski et al., 2004). Principem imunochemickych metod je tvorba
imunokomplexniho paru antigen (analyt)-protilatka, ktery mize byt nasledné detekovan
a stanoven. Jeden z reaktantd byva oznacen enzymem (fluorescenéni nebo
chemiluminiscencéni latkou), coz je dulezité pro detekci vzniklého imunokomplexu. Na
stanoveni nizkomolekularnich latek témito metodami se vyuziva testu, které jsou
zaloZzeny na kompetitivnim uspofadani, coz spociva v tom, ze definované mnozstvi
znaceného indikatoru soutézi s rGznymi koncentracemi neznaceného standartu o
omezeny pocet volnych vazebnych mist protilatek. Kdyz jsou koncentrace znaeného
antigenu a protilatky konstantni, je pomér mezi znaenym antigenem volnym a
vazanym funkci koncentrace neznaCeného antigenu v roztoku. Srovnanim se
standardni kfivkou, kde byly pouzity znamé koncentrace neznaceného antigenu, lze
stanovit mnozstvi antigenu v neznamém analytu (Tarkowski et al., 2004).

Cytokininy jsou nizkomolekularni latky, které v organismu nevyvolavaji imunitni
odpovéd a antigeny se stavaji az po navazani na vhodny makromolekularni nosic.
Typickou vlastnosti a nevyhodou pfipravenych protilatek je jejich kfizova reaktivita.
Protilatka nevaze jen molekulu, proti které byla pfipravena, ale i molekuly strukturné
podobné. Nékdy je ale zadouci, aby protilatky vykazovaly kfiZovou reakci a bylo tak
mozné stanovit pouzitim jedné protilatky vice metabolit(.

Imunochemické metody, jimiz jsou enzymova imunoanalyza (ELISA) nebo
radioimunoanalyza (RIA) jsou velmi vyuzivané. Pro pfesnou kvantifikaci témito
metodami je dllezitd predseparace vzorku pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC), diky které separujeme analyt tak precizné, Ze jsme pak
schopni stanovit imunoreaktivitu jednotlivych kfizové reagujicich latek (Tarkowski et al.,
2004).
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5. Material a chemikalie

- AMP (Sigma Aldrich, USA)

- ADP (Sigma Aldrich, USA)

- ATP (Sigma Aldrich, USA)

- tZMP (Biolog, Némecko)

- tZTP (Biolog, Némecko)

- Acetonitril (Baker, Nizozemsko)

- Kyselina trifluoroctova (Sigma Aldrich, USA)
- Methanol (Chromservis, Ceska republika)

- Octan amonny (Sigma Aldrich, USA)

- Kyselina octova (Sigma Aldrich, USA)

- Sacharosa (Lachner, Ceska republika)

- Roztok amoniaku (Merck, Némecko)

- DEAE Sephadex (GE Healthcare, Némecko)
- Mravencan amonny (Sigma Aldrich, USA)

- Kyselina mravenci (Sigma Aldrich, USA)

- Kyselina citronova (Sigma Aldrich, USA)

- Bromid cetyltrimethyl amonny (Sigma Aldrich, USA)

Pristroje a experimentalni vybaveni:

- Analytické vahy (Radwag, Polsko)

- Pipety a $picky 1ul - 5ml (Eppendorf, Némecko)

- HPLC vialky (Phenomenex, USA)

- pH metr (Elmetron, Polsko)

- Vortex (Biosan, Litva)

- Magneticka michacka (Biosan, Litva)

- Kolony Carbograph 500mg (Grace, USA)

- Kolony (Agilent, USA)

- UVIVIS Spektrofotometr (Shimadzu, Japan)

- Kapalinovy chromatograf LC2010c (Shimadzu, Japonsko)

- Chromatograficka kolona- Gemini NX 3um (150 x 2,00 mm) (Phenomenex, USA)
- Kapalinovy chromatograf Smartline (Knauer, Némecko)

- Detektor ELSD 3300 (Alltech, USA)

- Chromatograficka kolona Waters Spherisorb 5 ym NH; (250 x 2,1 mm) (Waters, USA)
- Kapilarni elektroforéza Agilentsp CE (Agilent technologies, Némecko)
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- Kfemenna kapilara s vnitfrnim pramérem 50um, o celkové délce 48.5cm a efektivni
délce 40 cm (Polymicro CE and CEC Technologies, USA)

6. Metody

6. 1. Priprava standardnich roztokl nukleotidu

Zakladni roztoky nukleotidd o koncentraci 102 mol/l a 0,1 mol/l byly

pfipraveny rozpusténim pevnych nukleotidd (AMP, ADP, ATP) v destilované vodé.
6. 2. Priprava standardniho roztoku sacharidu

Zakladni roztok sacharidu o koncentraci 1mg/ml byl pfipraven rozpusténim

pevného sacharidu (sacharosy) v destilované vodé.
6. 3. Optimalizace odezvy detektoru ELSD pro stanoveni sacharidt

Pro dosazeni nejlepSich vysledkl jsme museli optimalizovat parametry
detektoru, a to prtok plynu (dusiku) a teplotu detektoru.

Na optimalizaci pratoku plynu v detektoru byla pouzita sacharosa o
koncentraci 1mg/ml a kolona Waters pherisorb 5 um NH, (250 x 2,1 mm), kterou
protékala mobilni faze 65% acetonitrilu o pritoku 0,3 ml/min a objemu nastfiku 4 pl.
Detektor byl ekvilibrovan na pocate¢ni prutok dusiku 3 I/min a kazda dalSi analyza byla
provedena po snizeni prutoku plynu o 0,5 I/min az na kone¢ny prutok dusiku 1,0 I/min
(3 I/min, 2,5 I/min, 2,0 I/min, 1,5 I/min, 1,0 I/min). Byly provedeny dva nastfiky po 4 pl.
Celkova doba analyzy byla 5 min.

Optimalizace teploty detektoru byla provedena s totoznou kolonou jako pfi
optimalizaci pratoku dusiku v detektoru i se stejnym roztokem sacharosy. Detektor byl
ekvilibrovan na poc¢atec¢ni teplotu 40°C a pro kazdou dalSi analyzu byla teplota zvySena
0 5°C postupné az po koneénou hodnotu 70°C (40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C,
70°C). Byly opét provedeny dva nastfiky po 4 ul. Celkova doba analyzy byla 5 min.
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6. 4. Extrakce nukleotidi metodou SPE s pouzitim kolony

Carbograph

Uhlikova kolona Carbograph 500 mg byla aktivovana 7 ml solvatacniho
roztoku (roztok 80% ACN, 0,1 % TFA ) a poté ekvilibrovana 7 ml 10% MeOH. Na
pfipravenou kolonu byly naneseny 3 ml roztoku smeési standardnich nukleotid (100 pl
AMP, 100 ul ADP, 100 ul ATP o koncentraci jednotlivych roztoka 102 mol/l, 2700
10% MeOH) a prosly roztok sbiran do zkumavky. Nasledné byly na kolonu naneseny 3
ml eluéniho ¢inidla, a to 10% MeOH, kdy se opét precisténa frakce sbirala do
zkumavky. Tento precistény roztok byl pfeveden do 10 ml odmérné bariky a dopinén
do 10 ml destilovanou vodou.

Cely postup byl stejnym postupem proveden jesté jednou s pouzitim 50% a
70% MeOH namisto 10% MeOH.

Kontrolni roztok byl pfipraven tak, ze byly do 10 ml odmérné bariky
napipetovany roztoky nukleotidd (100 yl AMP,100ul ADP, 100 ul ATP o koncentraci
jednotlivych roztok( 10 mol/l) a to celé bylo doplné&no do 10 ml 50% MeOH.

Vzorky byly po extrakci analyzovany kapilarni elektroforezou Agilentsp
s detekci UV/VIS pfi 268 nm v kfemenné kapilafe s vnitfnim priimérem 50 pm,
celkovou délkou 48,5 cm a efektivni délkou 40 cm. Zakladnim elektrolytem (BGE) byla
40 mM kyselina citronova s pfidavkem 0,8 mM CTAB, titrovana na pH= 4,4 kyselinou
gama-minomaselnou. Analyzy byly provedeny za podminek vkladaného napéti 30 kV,
interni teploty 25°C, tlaku -50 mBa, generovaného proudu 60 pA a doby nastfiku 6
sekund. VSechny analyzy probihaly pomoci tzv. Short-end analyzy, kdy je za pomoci
specifického nastaveni pfistroje vzorek nastfikovan na outlet a dochazi tak

k vyraznému zkraceni doby analyzy.

6. 5. Extrakce sacharidi metodou SPE se sorbentem DEAE

Sephadex

Do kolony byl aplikovan filtr smoceny ve vodé a MeOH, na néj byl nanesen 1
ml gelu DEAE Sephadex a opét smoceny filtr. Takto pfipravena kolona byla aktivovana
a ekvilibrovana aplikaci 10 ml destilované vody a poté 5 ml 10 mM HCOONH,. Na
aktivovanou kolonu byly poté naneseny 3 ml roztoku nukleotid a sacharosy (100 pl
AMP, 100 pl ADP, 100 pl ATP o koncentraci jednotlivych roztoku 102 mol/l, sacharosa
o koncentraci 0,5 mg/l, 2700 pyl 10 mM HCOONHy,) a procisténa frakce byla odebirana

do zkumavky jako flow through (FT). Poté po naneseni 5 ml destilované vody byla
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odebrana frakce wash (W) a nakonec byla provedena dvojita eluce 2 x 4 ml 6%
HCOOH, které byly odebirany do dvou zkumavek (E1, E2). Jednotlivé frakce byly
pfevedeny do 10 ml odmérné bariky a dopinény do 10 ml 10mM HCOONH,.

Kontrolni roztok byl pfipraven tak, Zze byly do 10 ml odmérné banky
napipetovany 3 ml roztoku nukleotid a sacharosy (100 ul AMP,100ul ADP, 100 pl ATP
o koncentraci jednotlivych roztok(i 10 mol/l, sacharosa o koncentraci 0,5 mg/l) a to
celé bylo dopInéno do 10 ml 10 mM HCOONH,.

Jednotlivé frakce byly poté analyzovany HPLC s detekci ELSD. Byla pouZita
kolona Waters Spherisorb 5 ym NH; za podminek izokratické eluce 65% ACN o
pritoku 0,3 ml/min a objemu nastfiku 4 pl. Detektor ELSD byl nastaven a ekvilibrovan
na teplotu detektoru 50°C s pratokem dusiku 1,5 I/min a jednotlivé analyzy trvaly 5

minut ve 3 opakovani.

6. 6. Extrakce nukleotidii metodou SPE se sorbentem DEAE

Sephadex

Extrakce nukleotidl (AMP, ADP, ATP) byla provedena s obdobnym postupem
extrakce, ale s rozdily pouzitych elu¢nich Cinidel, jiného slozeni vzorku a odebirany
byly pouze frakce eluce. Byly také pouzity odliSné analytické koncovky.

Pfiprava kolony pro extrakci spocivala v aplikaci smoceného filtru
(destilovana voda, MeOH) na kolonu, naneseni 1 ml gelu DEAE Sephadex a aplikaci
dalsiho smoc¢eného filtru na vrstvu gelu. Takto pfipravena kolona byla aktivovana a
ekvilibrovana 10 ml destilované vody 5 ml a pot¢ 10 mM HCOONH,. Na kolonu byl
nanesen vzorek nukleotidu AMP (100 pl standardniho roztoku AMP o koncentraci 107
mol/l ve 2900 pl 10 mM HCOONH,). K promyti kolony bylo naneseno 5 ml destilované
vody. K eluci bylo pouzito elu¢ni €inidlo 6% HCOOH, které bylo pipetovano na kolonu
ve dvou davkach po 4 ml. Po prvni davce Cinidla byla tedy odebirana prvni eluéni
frakce (E1) a po druhé byla odebrana druha eluéni frakce (E2). Obé tyto frakce byly
prevedeny do 5 ml odmérnych banék a dopinény 6% HCOOH. Tento postup byl jesté
dvakrat opakovan.

Kontrolni vzorek byl pfipraven tak, ze do 5 ml odmérné banky bylo
napipetovano 100 ul standardniho roztoku AMP a celé bylo doplnéno 6% HCOOH.
Totéz bylo provedeno na jiné koloné pro vzorek ADP a poté i pro ATP.

Ve druhé fazi byl zopakovan cely pfedchozi postup s jinym eluénim &inidlem,

ato s1 M HCOONH,. Cili jsme ziskali eluéni frakce jednotlivych nukleotid za pouziti
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eluéniho Cinidla 6% HCOOH a eluéni frakce s obsahem jednotlivych nukleotidi za
pouziti eluéniho €inidla 1 M HCOONHa,.
Absorbance téchto frakci byly méfeny v kiemenné kyveté UV/VIS

spektrofotometrem v rozmezi vinovych délek 200-300 nm.

Pro detekci vSech tfi nukleotidd najednou s pouzitim analytické koncovky
kapilarni elektroforézy jsme pfipravili vzorek, ve kterém se nachazely vSechny ffi
nukleotidy (AMP, ADP, ATP) a provedli stejny postup extrakce. Rozdilem od
pfedchoziho postupu bylo, ze jsme koncové frakce Fedili do 250 ml odmérnych banék
pro snizeni vodivosti analytd pod hodnotu vodivosti zakladniho elektrolytu pro CE.

Nejdfive jsme tedy opét pfipravili kolony pro extrakci (aplikace filtru, naneseni
1 ml gelu DEAE Sephadex, aplikace druhého filtru na vrstvu gelu a poté aktivace a
ekvilibrace 10 ml destilované vody a 5 ml 10 mM HCOONH,) a nasledné jsme nanesli
roztok standardnich nukleotidd (100 pyl AMP,100ul ADP, 100 ul ATP o koncentraci
jednotlivych roztokd 0,1 mol/l ve 2700 yl 10 mM HCOONH,) a odebrali ziskanou frakci
do zkumavky (FT). Poté jsme nanesli 5 ml destilované vody na promyti kolony a
odebrali dalsi frakci (W). Jako elu¢ni €inidlo jsme pouZili 1 M HCOONH,, nanesli 4 mi
tohoto &inidla na kolonu a odebrali eluéni frakci (E). Frakce jsme prevedli do 250 ml
odmérych banék a doplnili destilovanou vodou. Cely postup jsme opakovali jesté
jednou.

Kontrolni vzorek byl pfipraven tak, ze jsme do 250 ml odmérné barky
napipetovali smés standardnich nukleotidt (100 ul AMP,100ul ADP, 100 upl ATP o
koncentraci jednotlivych roztokd 0,1 mol/l v5 ml 1M HCOONH,) a doplnili do 250 ml
destilovanou vodou.

Vzorky byly po extrakci analyzovany kapilarmi elektroforézou Agilentsp
s detekci UV/VIS pfi 268 nm v kiemenné kapilafe s vnitinim pramérem 50 um,
celkovou délkou 48,5 cm a efektivni délkou 40 cm. Zakladnim elektrolytem (BGE) byla
40 mM kyselina citronova s pfidavkem 0,8 mM CTAB, titrovana na pH= 4,4 kyselinou
gama-minomaselnou. Analyzy byly provedeny za podminek vkladaného napéti 30 kV,
interni teploty 25°C, tlaku -50 mBa, generovaného proudu 60 pA a doby nastfiku 6
sekund. VSechny analyzy probihaly pomoci tzv. Short-end analyzy, kdy je za pomoci
specifického nastaveni pfistroje vzorek nastfikovan na outlet a dochazi tak

k vyraznému zkraceni doby analyzy.
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6. 7. Extrakce tZMP a tZTP metodou SPE se sorbentem DEAE
Sephadex

Nejdfive jsme pfipravili kolony pro extrakci (aplikace filtru, naneseni 1 ml gelu
DEAE Sephadex, aplikace druhého filtru na vrstvu gelu a poté aktivace a ekvilibrace 10
ml destilované vody a 5 ml 10 mM HCOONH,) a nasledné jsme nanesli 3 ml roztoku
tZMP a tZTP (100 pl smési tZMP a tZTP o koncentraci 2 x 10 mol/l ve 2900 pl 10 mM
HCOONH,), poté jsme kolonu promyli 5 ml destilované vody a nanesli dvakrat 4 mi
eluéniho ¢&inidla 1 M HCOONH,. Odebirali jsme v3echny frakce (FT, W, E1, E2), které
jsme poté prevedli do 5 ml odmérnych banék a doplnili destilovanou vodou.

V8echny vzorky jsme analyzovali pomoci HPLC-UV/VIS na koloné Gemini NX
3 um (150 x 2,00 mm). Jako MF (A) byl pouzit 20 mM CH3COONH, titrovany na pH=
10 roztokem amoniaku, MF (B) byl MeOH. Vysledna isokratické eluce byla provedena
7% MeOH o pratoku 0,2 ml/min, tlaku 17,5 MPa, teploté kolony 40°C a teploté vzorku
15°C a objemu nastfiku 5 pl. Jednotlivé analyzy trvaly 10 minut a absorbance byla

mérfena pfi vinové délce 268 nm.

7. Vysledky a diskuse

Cilem experimentalni ¢asti bylo vypracovat vhodny postup separaéni metody
SPE (Solid Phase Extraction), abychom byli schopni efektivné a kvantitativné izolovat
cytokininové (CK) nukleotidy od vSech interferujicich latek z rostlinnych pletiv. Jelikoz
se CK nukleotidy v rostlinach vyskytuji pouze ve stopovém mnozstvi a spolu s nimi se
v pletivech vyskytuji tisice dal§im molekul, bylo by naro¢né sestavit vhodnou purifikaéni
metodu bez pfedchozich analyz s pouzitim standardnich latek. Z toho duvodu jsme
zvolili jako standardni latky AMP, ADP a ATP u kterych jsme predpokladali, ze
vzhledem k podobné chemické struktufe a vlastnostem se budou pfi extrakci chovat
jako CK nukleotidy. Volba pravé téchto standardnich latek byla zejména z toho divodu,
ze s pouzitim konkrétnich CK nukleotidd by vSechny experimenty byly finanéné velmi
nakladné.

Vzhledem ke své polarité jsou hlavnimi interferujicimi latkami ve vodném
extraktu sacharidy. Jsou to latky polarni, stejné jako CK nukleotidy a pfi extrakci do
vodného roztoku se budou tedy extrahovat spolu s nimi i mnoha dal§imi latkami, jako

napfiklad organickymi kyselinami, peptidy a proteiny. Tudiz bylo v prvni fazi nasim
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ukolem oddéleni sacharidl od standardnich latek (AMP, ADP, ATP) a takto bychom se
tedy zbavili pfevazného mnozstvi intererujicich molekul.
Jako standardni latku ze skupiny sacharidd jsme zvolili sacharosu, protoze se

v rostlinném pletivu vyskytuje v nejvét§im zastoupeni.

7. 1. Optimalizace ELSD detektoru

7. 1. 1. Optimalizace pratoku plynu ELSD

Abychom byli schopni po extrakci sacharidy stanovit, bylo zapotiebi najit
vhodné podminky pro HPLC/ELSD detekci. Na optimalizaci pritoku plynu (dusiku) byla
pouzita kolona Waters pherisorb 5 ym NH, (250 x 2,1 mm), kterou protékala mobilni
faze 65% ACN o pratoku 0,3 ml/min. Bylo tedy vyuzito izokratické eluce o délce 5
minut a méfili jsme od pocatecniho nastaveni pritoku dusiku na 3 I/min postupnym
snizovanim o 0,5 I/min az na konecny 1 I/min. Vysledné hodnoty integrovanych ploch
chromatografickych pikl byly primérovany. Z grafického znazornéni (Obr. 8) je patrné,

Ze nejvétsi signal poskytuje detektor pfi pritoku dusiku 1,5 I/min.
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Obr. 8: Graf zavislosti ploch pikii na pratoku plynu v detektoru. Mobilni faze 65%
ACN, kolona Waters pherisorb 5 ym NH; (250 x 2,1 mm), objem nastfiku 4 pl roztoku

sacharosy (1mg/ ml), méfeni pfi pratoku dusiku v detektoru v rozmezi od 1-3 I/min.
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7. 1. 2. Teplotni optimalizace ELSD

Na teplotni optimalizaci byl zvolen pratok dusiku 1,5 I/min, ktery se ukazal
jako nejvyhodnéjsi v pfedchozim experimentu. Pro optimalizaci byly pouzity stejné
experimentalni podminky jako v pfedchozim pfipadé. Odezva detektoru byla méfena
v teplotnim  rozsahu 40-70°C a vysledné hodnoty integrovanych ploch
chromatografickych pikd byly primérovany. Z grafického znazornéni (Obr. 9) miuzeme
vidét, Ze se hodnoty plochy pikd zvySovaly po teplotu 50°, kde jsme zaznamenali
nejvysSi hodnotu plochy a poté se snizujici se teplotou se zmensovaly i plochy piku.

Teplota 50°C se tedy ukazala jako nejvyhodnéjsi pfi méfeni.
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Obr. 9: Graf zavislosti ploch pikii na teploté detektoru. Mobilni faze 65% ACN,
kolona Waters pherisorb 5 ym NH, (250 x 2,1 mm), pratok dusiku 1,5 I/min, objem
nastfiku 4 pl roztoku sacharosy (1mg/ ml), méfeni pfi teploté detektoru v rozmezi od
40-70°C.

7. 2. Extrakce nukleotidii metodou SPE na kolonach Carbograph

Po optimalizaci pfistroje HPLC/ELSD jsme pfesli jiz k samotné separacni
technice. Metoda SPE s pouzitim kolony Carbograph byla jiz uspéSné pouzita pro
separaci kratkych alifatickych difosfatl (Tarkowska, osobni sdéleni).

My jsme tedy pfedpokladali, ze CK nukleotidy (mono-, di-, trifosfaty) budeme

pomoci této metody schopni separovat od sacharidu.
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Pomoci metody SPE s pouzitim uhlikové kolony Carbograph 500 mg jsme po
aktivaci a ekvilibraci kolony precistili smés nukleotidd (AMP, ADP, ATP). Jako eluéni
¢inidla jsme pro eluci nukleotidl pouzili 10%, 50% a 70% MeOH. Vzorky byly poté
analyzovany na kapilarni elektroforéze Agilentsp; s detekci UV/VIS pfi 268 nm
v kiemenné kapilafe a vSechny analyzy byly provedeny pomoci tzv. Short-end analyzy.

Z tabulky (Tab. 2) a elektroferotického zaznamu (Obr. 10) je zfejmé, Ze
navratnosti nukleotidli po extrakci jsou v porovnani s vysledky kontroly velice nizké a
jejich vazebné interakce s uhlikovym sorbentem jsou natolik silné, Ze nejsme schopni
je z kolony danymi elu€nimi Cinidly (10%, 50%, 70% MeOH) eluovat. Pfi pouziti 10%
MeOH nedoslo k eluci ani jedné z latek, pfi zvySeni koncentrace organického c&inidla
(50% MeOH) jsme mohli pozorovat o néco vyssi navratnosti, nicméné i po dalSim
zvySeni organického podilu v eluénim ¢inidle (70% MeOH) jsme nebyli schopni
kvantitativné eluovat v8echny ftfi latky (AMP, ADP, ATP) najednou a ve vysokych
navratnostech. Usoudili jsme, Ze interakce zkoumanych molekul (AMP, ADP, AMP) a
uhlikového sorbentu kolony Carbograph 500mg jsou natolik vysoké, ze nejsme schopni
je eluovat z kolony, a tudiz je tato metoda nevhodna i pro u€innou separaci CK

nukleotidd.

Tab. 2: Navratnosti molekul ATP, ADP a AMP za pouziti metody SPE a kolony
Carbograph pfi eluci 10%, 50%, 70% MeOH.

Navratnost (%)

Elu¢ni ¢inidlo  ATP ADP AMP
10% MeOH 0 0 0
50% MeOH 90 51 0
70% MeOH 88 68 6
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Obr. 10: Elektroforeticka separace nukleotidlii. A) Precisténa smés ATP, ADP a
AMP v 70% MeOH. B) Kontrolni vzorek, ktery nebyl pfec€istén na koloné (smés ATP,
ADP, AMP v 50% MeOH). C) Precisténa smés ATP, ADP a AMP v 50% MeOH.
Analyza na CE Agilentsp s detekci UV/VIS pfi 268 nm v kfiemenné kapilafe s vnitfnim
primérem 50 um, celkovou délkou 48,5 cm a efektivni délkou 40 cm. Zakladnim
elektrolytem (BGE) byla 40 mM kyselina citronova s pfidavkem 0,8 mM CTAB,
titrovana na pH= 4,4 kyselinou gama-minomaselnou. VSechny analyzy probihaly

pomoci tzv. Short-end analyzy.

7. 3. Extrakce sacharosy a nukleotidli s pouzitim SPE a sorbentem
DEAE Sephadex

Sorbent typu gel DEAE Sephadex funguje na principu iontoménice, konkrétné
jako anex a ma proto schopnost poutat k sobé anionty. NaSe zkoumané molekuly maji
tyto iontové vlastnosti a méli by se tedy v prvni fazi poutat na koloné a poté by mély byt
tyto vazebné interakce vyruseny elu¢nim cCinidlem a nukleotidy by mély byt timto
zpUsobem eluovany z kolony ven. Naopak sacharidy, jez nejsou anionty, by nemély se
sorbentem nijak interagovat a mélo by dojit k samovolné eluci z kolony jiz v prvnich

frakcich bez nutnosti pouziti elu¢niho &inidla.
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7. 3. 1. Extrakce sacharosy a analyza pomoci HPLC/ELSD

Pomoci metody SPE s pouzitim sorbentu DEAE Sephadex jsme po aktivaci a
ekvilibraci kolony nanesli smés nukleotidi (AMP, ADP, ATP) a sacharosy a podle
daného postupu (viz. Metody) jsme provedli extrakci a odebrali frakce flow through
(FT), wash (W) a elution (E). Experiment byl proveden ve dvou opakovanich.

Z vysledného grafu (Obr. 11) muzeme vidét, ze veSkera sacharosa prosla
pfes kolonu se sorbentem bez zachyceni, asi 70% sacharosy proteklo pfimo, zbytek

byl z kolony odstranén v promyvacim kroku.
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Obr. 11: Grafické znazornéni navratnosti sacharosy v jednotlivych frakcich po
extrakci SPE DEAE Sephadex. Frakce FT (flow through)- odebran extrakt po
naneseni analytu (smés ATP, ADP, AMP a sacharosy) na kolonu, frakce W (wash) po
promyti 5 ml destilované vody a frakce E (elution) po eluci 6% HCOOH.

Frakce analyzovany pomoci HPLC s detekci ELSD. Byla pouzita kolona Waters
Spherisorb 5 ym NH, za podminek izokratické eluce 65% ACN o pritoku 0,3 ml/min a
objemu nastfiku 4 ul. Detektor ELSD byl nastaven a ekvilibrovan na teplotu detektoru
50°C s prutokem dusiku 1,5 I/min a jednotlivé analyzy trvaly 5 minut. Byly provedeny

dveé totozné extrakce (1. extrakce, 2. extrakce).
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7. 3. 2. Extrakce nukleotidlii a analyza pomoci UV/VIS Spektrofotometru

Po uspésné eluci sacharosy v prvnich frakcich FT (flow through) a W (wash)
jsme tedy presli k extrakci jednotlivych nukleotidd (AMP, ADP, ATP). Zde jsme
pfedpokladali, Zze v dusledku interakce se nukleotidy zachyti na sorbentu DEAE
Sephadex a bude je mozné eluovat z kolony ven az po naneseni vhodného eluéniho
Cinidla, kdy dojde k pferudeni vazeb. Takovym to vhodnym eluénim cCinidlem je 6%
HCOOH, ktera se rutinné pouziva pro extrakci monofosfatli (pracovni postup pro
izolaci cytokininovych nukleotidli, Laboratof rustovych regulatora UP).

Provedli jsme tedy extrakci, kdy jsme odebirali pouze frakce eluce po
naneseni 6% HCOOH na sorbent DEAE Sephadex a analyzovali je v kfemennych
kyvetach v UV/VIS spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200-300 nm.

Z vysledného grafu (Obr. 12) je zfejmé, Ze toto elu¢ni €inidlo neni vhodné pro
eluci vSech tfi nukleotidl. V pfipadé AMP jsme dosahli navratnosti ve frakci eluce 86%,
u ADP pouhych 6% a v pfipadé ATP jsme nenaméfili zadné hodnoty. Toto eluéni
Cinidlo je tedy pro difosfaty a trifosfaty velice slabé a neni schopné pFerusit vazbu mezi
nukleotidem a sorbentem DEAE Sephadex.

Presli jsme tedy k pouziti silngjSiho eluéniho ¢inidla, a to 1 M amonné soli
HCOONH, (Astot et al., 1998).

Po provedeni totozné extrakce s rozdilem pouze v pouziti odlisného Cinidla
jsme opét odebrali pouze frakce eluce a poté je analyzovali v kfemennych kyvetach
v UVIVIS spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200-300 nm.

Vysledkem bylo zji§téni, ze v pfipadé AMP jsme dosahli timto postupem
extrakce navratnosti 77%, u ADP také 77% a u ATP celych 99% (Obr. 12).

Pouziti 1 M amonné soli HCOONH, je tedy ucinné pfi rozruSeni vazeb mezi
nukleotidy a sorbentem DEAE Sephadex a je tedy vhodné na extrakci jak monofosfat,
tak i difosfatu a trifosfata.

V pfipadé AMP a ADP se domnivame, Ze zbylych asi 20% bylo eluovano
z kolony jiz ve frakcich flow through a wash, které jsme ovSem vtomto méfeni

neodebirali a neanalyzovali.
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Obr. 12: Grafické znazornéni navratnosti jednotlivych nukleotidi (AMP, ADP,
ATP) ve frakci eluce po extrakci SPE DEAE Sephadex v zavislosti na pouzitém
eluénim ¢inidle. V prvni fazi byla provedena eluce nukleotidi (AMP, ADP, ATP) za
pouziti eluéniho Cinidla 6% HCOOH. Ve druhé fazi byly jednotlivé nukleotidy eluovany
za pouziti 1 M HCOONH,. Absorbance elucnich frakci byly méfeny v kiemennych

kyvetach v UV/VIS spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200-300 nm.

7. 3. 3. Extrakce a analyza nukleotidl kapilarni elektroforézou

Abychom potvrdili zjisténi, ze je vhodné spojeni SPE DEAE Sephadex
s pouzitim 1 M HCOONH, jako elu¢niho ¢&inidla pro uc¢innou extrakci nukleotidl, zvolili
jsme jako dal$i analytickou koncovku kapilarni elektroforézu s UV/VIS detekci.

Provedli jsme extrakci vSech nukleotidd najednou (AMP, ADP, ATP) na jedné
koloné naplnéné gelem DEAE Sephadexem a po promyti jsme jako eluéni Cinidlo
nanesli na kolonu 1 M HCOONH,. Odebirali jsme eluéni frakce, které jsme poté
analyzovali na kapilarni elektroforéze.

Ve vysledném grafu (Obr. 13) mlzeme vidét, ze jsme pomoci kapilarni
elektroforézy potvrdili pfedchozi vysledky ziskané na UV/VIS spektrofotometru.
V pfipadé AMP byla navratnost nukleotidi po extrakci 110%, u ADP 106% a ATP
dosahovalo navratnosti 106%. Tyto vysledky pfesahujici 100% mohly byt naméfreny

z toho duvodu, Ze pro kontrolni vzorek byly pfipravovany nové roztoky standardnich
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latek (AMP, ADP, ATP), a tudiz mohlo dojit k nepfesnosti vazeni &i jiné manualni
chybé.

S témito vysledky se tedy tento separacni protokol SPE DEAE Sephadex
s pouzitim 1 M HCOONH, jako elu¢niho Cinidla se potvrdil jako vyhodny pro extrakci
nukleotidy.

Frakce eluce
120

100

80

60
40

Navratnost (%)

20

AMP ADP ATP
Nukleotid

Obr. 13: Grafické znazornéni navratnosti jednotlivych nukleotidi (AMP, ADP,
ATP) ve frakci eluce metodou CE. Byla provedena extrakce nukleotidi na SPE
DEAE Sephadexu a odebirany frakce po eluci 1 M HCOONHy,. Vzorky byly po extrakci
analyzovany na kapilarni elektroforéze Agilentspy s detekci UV/VIS pfi 268 nm
v kiemenné kapilafe s vnitfnim prmérem 50 um, celkovou délkou 48,5 cm a efektivni
délkou 40 cm. Zakladnim elektrolytem (BGE) byla 40 mM Kkyselina citronova
s pfidavkem 0,8 mM CTAB, titrovana na pH= 4,4 kyselinou gama-minomaselnou.

VSechny analyzy probihaly pomoci tzv. Short-end analyzy.
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Obr. 14: Elektroforeticka separace nukleotidii. Méfeni eluc¢nich frakci jednotlivych
nukleotidl (ATP, ADP, AMP), ziskanych extrakci SPE DEAE Sephadex s pouzitim 1 M
HCOONH, jako elu€niho ¢inidla. Vzorky byly po extrakci analyzovany na kapilarni
elektroforéze Agilentsp s detekci UV/VIS pfi 268 nm v kfiemenné kapilafe s vnitfnim
primérem 50 um, celkovou délkou 48,5 cm a efektivni délkou 40 cm. Zakladnim
elektrolytem (BGE) byla 40 mM kyselina citronova s pfidavkem 0,8 mM CTAB,
titrovana na pH= 4,4 kyselinou gama-minomaselnou. VSechny analyzy probihaly

pomoci tzv. Short-end analyzy.

7. 3. 4. Extrakce tZMP, tZTP a jejich analyza pomoci HPLC-UV/VIS

Po ovéfeni, ze je metoda SPE se sorbentem Sephadex vhodna pro extrakci
nukleotid (AMP, ADP, ATP) s pouzitim 1 M HCOONH, jako eluéniho ¢inidla,
pfistoupili jsme k analyzam vlastnich cytokininovych nukleotidd, a to tZMP a tZTP.

Cilem bylo potvrdit pfedchozi zjisténi, ze budeme schopni na koloné se
sorbentem DEAE Sephadex uginné extrahovat CK nukleotidy a kvantitativné je eluovat
z kolony ve frakci eluce (E).

V tomto experimentu jsme odebirali vSechny jednotlivé frakce (FT, W, E1, E2)
a experiment byl proveden ve dvou opakovanich. Prumérné hodnoty vSech analyz

jsme zanesli pro jednotlivé extrakce do dvou graft (Obr. 15, Obr. 16).
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V grafech (Obr. 15, Obr. 16) 1. a 2. extrakce muzZeme vidét, Ze se nam
potvrdilo pfedchozi zjisténi, Ze je vhodné elucni €inidlo 1 M HCOONH, a vétSina podilu
CK nukleotidi je eluovana pravé ve frakcich eluce (E1, E2). Nicméné muzeme
pozorovat, ze i v dfive odebranych frakcich (FT, W) doSlo k eluci ur€itého podilu CK
nukleotidl. A tim se potvrdila domnénka z pfedchozich analyz purinovych nukleotidd
(AMP, ADP, ATP), Zze se Cast molekul za danych experimentalnich podminek na

sorbentu nezachyti.
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20 |
10 -

mtZTP
B tZMP

Navratnost (%)

-10

FT(1) wW(1) E1(1) E2(1)
Frakce

Obr. 15: Grafické znazornéni navratnosti tZMP a tZTP po 1. extrakci SPE DEAE
Sephadex. Analyza frakce FT ziskané po naneseni vzorku smési tZMP a tZTP v 10
mM HCOONH,; na kolonu DEAE Sephadex, frakce W odebrané po promyti 5 ml
destilované vody a elu€nich frakci E1 a E2 po aplikaci 2 x 4ml 1 M HCOONH,. Frakce
byly analyzovany na HPLC-UV/VIS. Byla pouzita kolona Gemini NX 3 um (150 x 2,00
mm). Mobilni faze 20 mM CHsCOONH, (pH 10)/MeOH (93:7, v/v) o pritoku 0,2 ml/min

a objem nastfiku 5 ul. Absorbance byly méreny pfi vinové délce 268 nm.
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Obr. 16: Grafické znazornéni navratnosti tZMP a tZTP po 2. extrakci SPE DEAE
Sephadex. Analyza frakce FT ziskané po naneseni vzorku smési tZMP a tZTP v 10
mM HCOONH, na kolonu DEAE Sephadex, frakce W odebrané po promyti 5 ml
destilované vody a elu€nich frakci E1 a E2 po aplikaci 2 x 4ml 1 M HCOONH,. Frakce
byly analyzovany na HPLC-UV/VIS. Byla pouzita kolona Gemini NX 3 um (150 x 2,00
mm). Mobilni faze 20 mM CH3COONH, (pH 10)/MeOH (93:7, v/v) o pratoku 0,2 ml/min

a objem nastfiku 5 pl. Absorbance byly méfeny pfi vinové délce 268 nm.
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Zaver

Teoreticka Cast této bakalarské prace zpracovava téma cytokininy, jejich
biologickou aktivitu a metabolismus. Dale pak extrakci metodou SPE, mozZnosti analyzy
cytokininl se zaméfenim na kapalinovou chromatografii a kapilarni elektroforézu.

Cilem v experimentalni ¢asti bylo vypracovani vhodné metody SPE pro izolaci
cytokininovych nukleotidt z rostlinnych pletiv a jejich oddéleni od sacharidd. Vzhledem
k naro¢nosti této problematiky se nam ale nepodafilo v daném Casovém useku splnit
tento cil. Vypracovany purifikaCni postup byl aplikovan pouze na smési modelovych
slou€enin (sacharosa a nukleotidy) ve vodnych roztocich. S rostlinnym extraktem jsem

doposud nepracovala. Po zpracovani vysledkl jsme dosli k nasledujicim zjisténim:

Kolony Carbograph nejsou vhodné pro extrakci purinovych nukleotidd

z rostlinnych pletiv kvdli silné interakci CK nukleotidt s uhlikovym sorbentem.

e DEAE Sephadex je vhodny sorbent pro oddéleni sacharidii od purinovych

nukleotidU.

e DEAE Sephadex je vhodny sorbent pro purifikaci CK nukleotidi. Kvantitativné
vaze CK nukleotidy a pfi pouziti 1M soli HCOONH, jako elu¢niho cinidla je
mozné eluovat i silné vazané trifosfaty. Dfive pouzivané elu¢ni Cinidlo (6%

HCOOH) tuto schopnost nema.

e Navratnosti (recovery) SPE (DEAE Sephadex) purifikace se pro tZMP a tZTP
pohybuji mezi 75-86%.

Déale ze ziskanych vysledku vyplyva, ze bude zapotfebi navySit objem SPE
sorbentu a objem eluéniho Cinidla pro dosazeni vy$si navratnosti daného purifikacniho
kroku. Nasledujici experimenty budou vénovany vyvoji dal§iho purifikaéniho kroku ve
snhaze docilit co nejvétsiho stupné precisténi. Vyuzit bude monoliticky sorbent

funkcionalizovany kyselinou boritou (boronatova afinitni extrakce).
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Seznam pouzitych zkratek

ACN
ADP
AMP
AtIPT
ATP

BA

CKX
CTAB

cZ
DEAE Sephadex
DHZ
DHZR
DIMBOA
DMAPP
DNA
ELSD
EOF
FAD

GC
GC-MS
GFP
HILIC
HMBDP
HPLC
HPLC-MS

IAA
iP
iPMP
iP9G
iPR
IPT
iPDP
iPTP

acetonitril

adenosindifosfat

adenosinmonofosfat
isopentenyltransferasa z Arabidopsis thaliana
adenosintrifosfat

benzyladenin

cytokinindehydrogenasa
cetyltrimethylammoniumbromid
cis-zeatin

dimethylaminoethyl Sephadex
dihydrozeatin

dihydrozeatin ribosid
2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-bozoxazin
dimethylallyldifosfat

deoxyribonukleova kyselina

odparovaci detektor rozptylu svétla
elektroosmoticky tok
flavinadenindinukleotid

plynova chromatografie

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
green fluorescent protein

hydrofilni interakéni chromatografie
hydroxymethylbutenyldifosfat
vysokoucinna kapalinova chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnosti
spektrometrii

kyselina indoloctova

isopentenyladenin
isopentenylmonofosfat

N° (2-isopentenyl)adenin-9-glukosid
isopentenyladenosin
isopentenyltransferasa
isopentenyldifosfat

isopentenyltrifosfat
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LC

LOG
MVA

RP
RP-HPLC

SPE

TFA

tRNA-IPT

tZ

tZMP

tZTP

tZR
UHPLC-MS/MS

ZR

kapalinova chromatografie

ribosid-5"-monofosfat fosforibohydrolasa (Lonely guy)
mevalonat

chromatografie v systému reverznich fazi

vysokoucinna kapalinova chromatografie v systému reverznich
fazi

extrakce na pevneé fazi

kyselina trifluoroctova

tRNA isopentenyltransferasa

trans-zeatin

trans-zeatinmonofosfat

trans-zeatintrifofat

trans-zeatin ribosid

ultrau€inna kapalinova chromatografie ve spojeni s kombinovanou
hmotnostni spektrometrii

zeatin

zeatin ribosid
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