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ZOZNAM SKRATIEK

1-NAA — kyselina 1-naftyloctova

2,4,5-T — kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova

2,4-D — kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

4-Cl-1AA — kyselina 4-chlor-indol-3-yloctova

ABCB — ATP-binding CASSETTE subfamily B glykoproteiny
ABCG14 — ATP-BINDING CASSETE TRANSPORTER subfamily G14
ABP1 - AUXIN BINDING PROTEIN 1

AFB — auxin signaling F-box protein

AHK - histidin kinaza u Arabidopsis

AHP — histidin fosfotransferaza u Arabidopsis

APCI — chemicka ionizacia atmosférického tlaku

ARF — AUXIN RESPONSE FACTOR

ARP — regulator odpovede u Arabidopsis

Ath-Ler — Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta

Aux — auxin

Aux/IAA — AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE
AUXL/LAX — AUXIN RESISTANT 1/LIKE AUX aminokyselinova permeaza
BA — N8-benzyladenin

CKs — cytokininy

CKX — cytokinin oxiddza/dehydrogenaza

CYP735A — cytochrém P450 monooxygenaza

CZ — cis-zeatin

€Z7G — cis-zeatin N7-glukosid

€Z9G — cis-zeatin N9-glukosid

€cZOG - cis-zeatin O-glukosid

CZR — cis-zeatin ribosid

CZRMP — cis-zeatin ribosid 5"-monofosfat

€cZROG - cis-zeatin ribosid O-glukosid

DHZ — dihydrozeatin

DHZ7G — dihydrozeatin N7-glukosid

DHZ9G — dihydrozeatin N9-glukosid

DHZOG - dihydrozeatin O-glukosid

DHZR — dihydrozeatin ribosid

DHZRMP — dihydrozeatin ribosid 5'-monofosfat

DHZROG - dihydrozeatin ribosid O-glukosid

DMAPP — dimethylallyldifosfat



EDTA — kyselina etyléndiamintetraoctova

El — elektronovy dopad

ENT — EQUILIBRATIVE NUCLEOSIDE TRANSPORTER
ESI — ionizacia elektrosprejom

FAB — bombardovanie rychlym atdbmom

GH3 — gretchen hagen 3

HMBPP - 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-difosfat
HPLC — vysokouéinna kvapalinova chromatografia

IAA — kyselina indol-3-yloctova

IAA-GIc — indol-3-acetyl-1-O-B-D-glukoza

IAAsp — N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-asparagova kyselina
IAC — imunoafinitna chromatografia

IAGIu — N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-glutamova kyselina
IAOX — indol-3-ylacetaldoxim

IBA — kyselina indol-3-ylmaslova

IBR5 — INDOLE-3-BUTYRIC ACID RESPONSES
IgG-HRP — kozia sekundarna protilatka proti krali¢iemu IgG konjugovana s chrenovou
peroxidazou

ILR1 - IAA LEUCIN RESISTANT 1

iP — N°-(A%-izopentenyl)adenin

iP7G — N8-(A%-izopentenyl)adenin-N7-glukosid

iP9G — N8-(A%-izopentenyl)adenin-N9-glukosid

iPR — izopentenyladenin ribosid

iPRMP — izopentenyladenin ribosid 5 -monofosfat

IPT — izopentenyltransferaza

IPyA — indol-3-ylpyrohroznova kyselina

LC — kvapalinova chromatografia

LOG — cytokinin fosforibohydroldza ‘LONELY GUY’
LSB — vzorkovaci pufor

MALDI — laserova desorp¢na ionizacia

MeOH — methanol

MEP — methylerythritol fosfat

MES — 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

MS — hmotnostna spektrometria

mT — topoliny s N® substituovanym benzylovym zvy$kom hydroxylovanym v polohe meta
MVA — mevalonatova draha

NAA — 1-naftalénoctova kyselina

oT — topoliny s N® substituovanym benzylovym zvyskom hydroxylovanym v polohe orto
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oXIAA — 2-oxindol-3-yloctova kyselina

PAA — kyselina fenyloctova

PBI — protoplastovaci pufor

PES — protoplastovaci enzymaticky roztok

PIF — fytohormon-interagujuci faktor

PILS — PIN LIKES proteiny

PIN — PIN FORMED proteiny

pT — topoliny s N® substituovanym benzylovym zvy$kom hydroxylovanym v polohe para
PUPs — PURINE PERMEASES

QqQ — trojity kvadrupolovy analyzator

RT — laboratorna teplota

SAURs — SMALL AUXIN UP RNAs

SCFTIR/AFB _ Skp1-Cullin-F-box

SDS — dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovom géli za pritomnosti dodecylsiranu sodné¢ho
SKP2A — S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2A

TAAL/TArs —- TRYPTOPHAN AMINOTRANSPHERASE OF ARABIDOPSIS1I/TRYPTOPHAN
AMINOTRANSPHERASE RELATED

TBS — sol'no-trisovy pufor

TBS-T — tris pufrovaci fyziologicky roztok s pridavkom Tweenu® 20

TIR1 — transport inhibitor response 1

TIR1/AFB — TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX
Tra — tryptamin

tRNA IPT — tRNA izopentenyltransferaza

tZ — trans-zeatin

tZ7G — trans-zeatin N7-glukosid

tZ9G — trans-zeatin N9-glukosid

tZOG — trans-zeatin O-glukosid

tZR — trans-zeatin ribosid

tZRMP — trans-zeatin ribosid 5’-monofosfat

tZROG - trans-zeatin ribosid-O-glukosid

UGT84B1 — UDP-glukotransferaza

UHPLC - ultra-vysokou¢inna kvapalinova chromatografia

WS5 — preplachovaci pufor

WAT1 - WALLS ARE THIN1

WB — premyvaci pufor

YUCCA - flavin monooxygenaza



1 UVOD A CIELE PRACE

Rastlinné hormony alebo fytohormoény, si neoddelitelnou sacastou kazdej rastliny. Jedna
sa 0 organické zluceniny, na zaklade ktorych rastlina vyhodnocuje svoj rast, vyvin,
rozmnozovanie a smrt’. V rastline sa tvoria v malych koncentraciach, pricom sa vylucované
do medzibunkového priestoru, translokované do inej casti rastliny, kde vyvolavaju svoj
efekt.

Je dokazané, ze fytohormoény sa nachadzaja v réznych koncentraciach aj v jednotlivych
bunkovych kompartmentoch, po¢ntic od jadra, cez chloroplasty, vakuoly az mitochondrie.
Z tohto dovodu bola vypracovana stadia, na zaklade ktorej sa optimalizuja postupy
pre izolaciu jednotlivych bunkovych kompartmentov ¢i uz biochemickou alebo
imunomagnetickou metédou. Po vykonani tychto postupov sa nasledne méze pokracovat
so stanovovanim hladin a skupin fytohorménov v nich.

Tato bakalarska praca sa zaobera izolaciou vakuol a néslednymi vysSie spomenutymi
metodikami. Snahou bolo vyizolovat’ bunkové kompartmenty v intaktnej forme. Dolezitym
krokom taktiez zostava optimalizacia a opakovanie postupov s ¢o najvacsou spravnostou
a presnost'ou, ¢o zahrituje vytvorenie homogénnej protoplastovej kultiry bez kontaminacii
¢ipred¢asnej lyzy buniek a dodrzanie teplot roztokov v diskontinudlnom hustotnom

gradiente.

Ciele prace:

e Vypracovanie literarneho resersu zameraného na problematiku rastlinnych hormaénov,
metodiky separacie vybranych organel, vyuzitia chromatografickych metod
a hmotnostnej spektrometrie pri stanoveni fytohormonov;

e Priprava imunomagnetickych nosi¢ov pre izolaciu vybranych bunkovych
kompartmentov (vakuol) zo suspenznej kultary Arabidopsis thaliana;

e Zoznamenie sa s metodami izolacie vakuol a nasledna charakterizacia izolovanych
bunkovych kompartmentov (vakuol);

e Stanovenie vybranych skupin fytohormoénov (auxiny, cytokininy) v izolovanych

kompartmentoch pomocou LC-MS.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Rastlinné hormony

Rastlinné hormony, zname aj pod pojmom fytohormoény, su prirodzene sa vyskytujacou
skupinou organickych substancii, ktoré su syntetizované v jednej casti rastliny, nasledne sa
translokujace do d’alsej, pricom reguluju fyziologické procesy v rastline ako rast, vyvoj,
plasticitu, senescenciu, reakciu naenviromentalne podnety uz vo velmi nizkych
koncentraciach pomocou specializovaného systému vnimania a transdukcie signalu (Davies,
2010; Tarkowska et al., 2014). Tie sa pohybuja vo vieobecnosti radovo od 10 do 10° mol/l
(Pavlova, 2005), ¢o vykazuje podobnost so zivo&isnymi horménmi. Dalsou podobnostou
so zivocisnou risou je ich mechanizmus uc¢inku (Machackova, 1998) spocivajuci v tom,
ze fytohormoény prenasaja signal vazbou na receptory lokalizované na cytoplazmatickej
membrane, v endoplazmatickom retikule, cytoplazme alebo v jadre (Chen et al., 2002;
Lustinec a Tarsky, 2005). Prenasana informacia a nasledna odpoved’ zavisi na chemickej
Struktare latky a type receptora, na ktory sa molekula viaze. Vdazbou molekuly na receptor
sa receptor aktivuje ¢im sa spusti kaskada reakcii, ktoré vedu k odpovedi (Lustinec a Tarsky,
2005). Odlisnym su miesta produkcie. U zivoéichov sa tvoria v endokrinnych zlazach,
ktorymi rastlina nedisponuje, zatial' ¢o u rastlin sa vytvaraju vo viacerych castiach
rastlinného tela, ktoré potom ovplyviuju viaceré fyziologické procesy. Tieto procesy mozu
byt ¢asto riadené viacerymi fytohormonami naraz ¢i uz synergicky napriklad indukcia
bunkového delenia alebo antagonisticky v pripade apikalnej dominancie (Machackova,
1998).

Medzi Klasické skupiny fytohormonov zarad’ujeme: auxiny, cytokininy, etylén
gibereliny, kyselinu abscisovu, brassinosteroidy a kyselinu jasmonova (Taiz a Zeiger, 2010).
Neskor bola objavena aj dalsie rodina fytohormonov — strigolaktony. Su vsak zname
aj d’alsie skupiny latok napr. oligosacharidy, fenolické latky a polyaminy, ktoré posobia ako
rastlinné regulatory a pravdepodobne maju tc¢inok podporujuci rast (Tarkowska et al.,
2014).

2.1.1 Auxiny

Auxiny boli prvou objavenou skupinou rastlinnych hormoénov. Ich hlavny predstavitel’ —

kyselina indol-3-yloctova (IAA) bola objavena priblizne pred 70 rokmi (zhrnuté v Ljung,

2013). Uz v druhej polovici 19. storoc¢ia Charles Darwin a jeho syn Francis studovali rast

rastlin, pricom dospeli k zaveru, ze je regulovany signalom z jednej ¢asti rastliny do druhej,
11



na ¢o rastlina fyziologicky reaguje rastom. Tento signal nazvali auxinom (z gréckeho slova
»auxein“, ¢o znamena rast) (Tarkowska et al., 2014). Zaujimali sa predovsetkym
o fototropizmus — ohyb rastlin smerom k svetlu. Zistili, ze rastlina ma organ citlivy na svetlo,
hlavne modré svetlo, nazyvajaci sa koleoptile (Taiz a Zeiger, 2010; Obr. 1 a 2). Vysledkom
ich stadie bolo, ze auxin stimuluje rast buniek viac na zatienenej casti koleoptile nez na jej

oziarenej casti (Darwin a Darwin, 1880).

4-dhova
sadenica

koleoptile

semeno

I
I

Obr. 1. Koleoptile (Taiz a Zeiger, 2010). Obr. 2. Zakrivenie koleoptile za modrym svetlom (Briggs, 2014).

Uginok auxinov na rastlinny organizmus je dobre preskamany. Stimuluju zvia¢sovanie
buniek, bunkové delenie, a to hlavne v kambiu, diferenciaciu cievneho pletiva — floému
axylému, tvorbu lateralnych korenov, predlzovanie stonky, apikalnu dominanciu,
senescenciu, ovplyviujua fototropizmus a gravitropizmus rastliny, dozrievanie a rast plodov,
a v neposlednom rade aj embryogenézu a kvitnutie (Davies, 2010; Estelle et al., 2011).
V niektorych pripadoch, ako je rast korena vsak moze byt posobenie auxinov inhibi¢né,
predovsetkym z dovodu ich vysokej koncentracie. Vo vel'a pripadoch, ako uz bolo vyssie
spomenuté, vsak posobia sradou dalsich fytohormoénov, predovsetkym cytokininov
(Davies, 2010).

Dnes rozoznavame okrem IAA dalSie tri prirodzene aktivne auxiny: kyselina indol-3-
ylmaslova (IBA), 4-chloér-indol-3-yloctova (4-CI-IAA) akyselina fenyolctova (PAA)
(Korasick et al., 2013). Dalsou vyznamnou skupinou auxinov su ich umelo pripravené
Struktirne analdgy, tzv. syntetické auxiny. Medzi ich zéastupcov patri napriklad kyselina
2,4-dichlérfenoxyoctova (2,4-D), 2,4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T) a l-naftyloctova
(1-NAA). V tomto pripade ide 0 rastové regulatory vykazujice pri nizkych koncentraciach

rovnaka alebo vel'mi podobnu auxinovi biologickl aktivitu: schopnost’ stimulacie rastu
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buniek v koleoptile a korenovom meristéme, a tak ovplyviiuju tvorbu korenov (definované

podl'a Went, 1934).

2.1.1.1 Auxinovy signal
Auxin funguje tak, ze spuasta transkripcntt odpoved” na urovni cielovych génov
prostrednictvom jeho u¢inkov na transkripény faktor ARF (aktivitu faktoru odpovedajiceho
na jeho signaly — AUXIN RESPONSE FACTOR). Pri nizkych hladinach IAA pdsobia
transkripéné faktory Aux/IAA (AUXIN/INDOLE 3-ACETIC ACID INDUCIBLE) s ARF
ako represor. Avsak v pritomnosti IAA sa proteiny TIR1/AFB (TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE 1/ AUXIN SIGNALING F-BOX) viazu na transkripéné represory Aux/IAA
a umoznujt ich polyubiquitinaciu a nasledna proteozomalnu degradaciu. Polyubiquitinacia
transkripénych represorov Aux/IAA vyzaduje komplex E3 ubiquitin ligazu Skp1-Cullin-F-
box (SCF'RAFB) Tento komplex viaze substrat Aux/IAA sposobom zavislym na auxine
prostrednictvom proteinu TIR1 alebo AFB F-box. Biochemické studie odhalili, ze oba
TIR1/AFB aj Aux/IAA proteiny su potrebné pre vysoko afinithu vizbu auxinu,
¢o naznacuje, ze tieto proteiny moézeme nazyvat auxinové korepresory, pricom auxin
vystupuje ako molekulové ,,lepidlo®, ktoré stabilizuje systém TIR1L/AFB-Aux/IAA (Lavy
a Estelle, 2016).

Zatial’ o signalna TIR1/AFB draha je na molekularnej trovni plne vysvetlend (Wang
a Estelle, 2014), funkcie ostatnych faktorov hrajucich tlohu v odpovedi na auxinové stimuly
neboli doposial’ celkom pochopené (Powers a Strader, 2016). Jedna sa napriklad o F-box
protein S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2A (SKP2A), ktory by mohol
prepojovat’ auxiny s regulaciou bunkového delenia: SMALL AUXIN UP RNAs (SAURS),
proteiny, ktoré si pravdepodobne zapojené do delenia buniek: INDOLE 3-BUTYRIC ACID
RESPONSE 5 (IBRS5), ktory defosforyluje mitogénom aktivované proteinkinazy a reguluje
tak schopnost’ reagovat’ na auxinové podnety a AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1).

2.1.1.2 Biosyntéza a metabolizmus auxinov

Z chemického hradiska su IAA, IBA a 4-Cl-1AA syntetizované derivaty indolu vyskytujuce
sa v listovych primordiach, mladych listoch alebo v kli¢iacich semenach (Davies, 2010).
Existuju 2 hlavné biosyntetické drahy IAA (Obr. 3), a to: nezavisla na L-tryptofane (L-Trp)
a Trp-zavisla draha (Korasick et al., 2013). Na tvorbe IAA z L-Trp sa podielaja

4 biosyntetické drahy pomenované podla ich prvych medziproduktov: indol-3-
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ylacetaldoxim (IAOx), indol-3-ylacetamid (IAM), indol-3-ylpyrohroznova kyseliny (IPyA)
a tryptamin (Tra). Predpoklada sa, ze biosystetické drahy su lokalizované na plastidoch
a v cytozole, v zavislosti na stadiach lokalizacie enzymov a pritomnosti tranzitnych
peptidov, ktoré sa na nich podiel'aju. Samotna biosyntéza je silne regulovana rozpustnymi
cukrami a sprostredkovana fytochrom-interagujacim faktorom (PIF) (Ljung, 2013).
Nedavno bolo objasnené, ze najddlezitejSou biosyntetickou dréhou pre tvorbu IAA
v Arabidopsis thaliana je dvojkrokova reakcia L-Trp — IPyA — IAA (zhrunuté v Zhao,
2012). V prvom Kkrokusaza ucasti enzymov TAAI1/TArs zproteinovej rodiny
TRYPTOPHAN AMINOTRANSPHERASE OF ARABIDOPSIS 1/TRYPTOPHAN
AMINOTRANSPHE-RASE RELATED premiena L-Trp na IPyA, z ktorej je naslednou
dekarboxylaciou a oxidaciou vytvorena IAA za posobenia flavinovych monooxygenaz
z rodiny YUCCAs. Bolo popisané, ze YUCCA enzymy Vv roznych rastlinnych druhoch plnia
odlisné funkcie. U Arabidopsis reguluji vyvojové procesy, ako je embryogenéza, kvitnutie,
rast listov, plodov avaskularny vyvoj, na rozdiel od kukurice, kde jemu podobny gén
reguluje vegetativny a reprodukény vyvoj (Ljung, 2013).

Hladina IAA v rastlinach aj v bunkach je prisne regulovana. Biosyntéza, nasledna
modifikacia ¢i metabolizacia atransport patria medzi hlavné mechanizmy zapojené
vudrzani homeostazy. IAA moéze byt deaktivovana niekolkymi spdsobmi,
napr. katabolickou oxidaciou (dekarboxylaciou, nedekarboxylaciou) alebo konjungaciou
na cukry aaminokyseliny (Korasick et al., 2013; Normanly, 2010). Konjungaty maja
transportnu, zasobnu a deaktivacnll funkciu, ¢im zaist'uju udrZovanie auxinovej homeostazy
(Ludwig-Miiller, 2011). Bolo preukdzané, Zze nadmernd expresia jednej z UDP-
glukosyltransferaz (UGT84B1) vedie k akumulacii indol-3-ylacetyl-1-O-B-D-glukozy
(IAA-GIc) asucasne sa prejavi naruSenim gravitropizmu (Jackson et al., 2002).
Zatial’ ¢o nevratnd oxidacia IAA bola na urovni génov popisana len nedavno
(Zhao et al., 2013; Porco et al., 2016; Zhang et al.,2016a), proteinova rodina GH3
(GRETCHEN HAGEN 3) zodpovednd za konjugiciu aminokyselin nielen s |IAA
je dlhodobo $tudovana (Staswick et al., 2005). V pritomnosti Specifickych aminohydrolaz
(napr. IAA-LEUCIN RESISTANT 1, ILR1) s konjungaty s niektorymi aminokyselinami
(napr. sleucinom) spédtne degradované na volni IAA (Ludwig-Miller, 2011),
avSak u Arabidopsis najviac abundantné aminokyselinové konjungaty (IAA-aspartat,
IAAsp; IAA-glutamat, IAGIu) nepodliehaju hydrolyze a su teda sucastou katabolickych

procesov (Ostin et al., 1998).
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Obr. 3. Schéma metabolizmu kyseliny indol-3-yloctovej (IAA); upravené podla Péncik et al. (2018).

(A) I4A moze byt syntetizovana L-tryptofan (Trp)-nezdvislou drahou, Styrmi Trp-zavislymi drdhami alebo
konvertovana f3-oxidaciou z kyseliny indol-3-ylmaslovej (IBA); (B) aktivita volnej IAA4 je potom kontrolovand
jej oxidaciou, metylaciou ¢i konjugaciou s cukrami alebo aminokyselinami — Ant kyselina anthranilova; CAM,
kamalexin; 1AAId, indol-3-ylacetaldehyd; IAM, indol-3-ylacetamid; 1AN, indol-3-ylacetonitril; IAOx, indol-3-
ylacetaldoxim; IGP, indol-3-ylglycerol fosfat; IGs, indol-3-ylmethyl glukosinolaty; IPyA, kyselina indol-3-
yipyrohroznova; Tra, tryptamin; |AAsp, N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-asparagova kyselina; IAGlu, N-(1H-indol-
3-ylacetyl)-L-glutamova kyselina; oxIAA, 2-oxindol-3-yloctova kyselina; oxIAA-Glc, 2-oxoindol-3-acetyl-1-O-
p-D-glukéza. Enzymy a gény zapojené v IAA metabolizme: AMI, amiddza; CYP79B, cytochrom P450
monooxygendza; DAO, dioxygenase for auxin oxidation 1; GH3, gretchen hagen 3; IAMT, methyl transferadza,
IAR, IAA-alanin resistant; IBR, IBA response; ILL, 1AA-leucin resistant-like; ILR, 1AA-leucin resistant;
NIT, nitrildza, SUR, superroot; TAA, tryptofin aminotransferdza u Arabidopsis; TAR, tryptofan
aminotransferase related; TDC, tryptofan dekarboxyldza,; TSB, tryptofan syntdiza f3; UGT, uridin 5'-difosfo-
glukosyltransferaza; YUCCA, flavin monooxygendza.

2.1.1.3 Auxinovy transport a distribucia

Auxiny st prirodzenou zlozkou floému, kde je ich mnozstvo fyziologicky vyvazené (Baker,
2000). V xyléme sa vyskytuju len zvysky endogénnej IAA, preto je nepravdepodobné,
ze xylém slazi ako transportna cesta na dlhé vzdialenosti. Naopak IAA, ktora sa dostane
do floému, je pasivne prijimana aradou transportérov vypudzovana v mieste potreby,
a to aj na dlhé vzdialenosti (Davies, 2010). Jedna sa o znac¢ne komplexny proces. Dial’kovy
transport IAA z korenov do pletiv je dolezity pre vyvojové procesy, ako je vyvoj lateralnych
korenov a ich vetvenie, zatial’ ¢o transport na kratke vzdialenosti je povazovany za dolezity
z hradiska nastavenia maxim a minim IAA gradientov v roznych pletivach (Ljung, 2013).

Pre transport z bunky do bunky je vyuZivany polarny aktivny trasport, ktory je kombinéciou
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chemiosmotickej sily, hydrolyzy ATP a auxinovych prenasacov (Reemmer a Murphy,
2014). Hlavnymi proteinovymi prenasa¢mi auxinov podiel'ajicich sa na polarnom transporte
su AUXIN RESISTANT 1 a LIKE AUX (AUX1/LAX) zo subrodiny aminokyselinovych
permeaz prispievajucich k jednosmernému vtoku auxinov (Bennett et al., 1996;
Swarup et al., 2008), transmembranové proteiny z rodiny PIN-FORMED (PIN) $pecificky
vynasajice molekuly auxinu von z bunky, P-glykoproteiny patriace do rodiny ABCB (ATP-
BINDING CASSETTE subfamily B) transportérov a PIN-LIKES (PILS) proteiny
SO Struktirnou  podobnostou  k proteinom  PIN  zabudovanym = v membrane

endoplazmatického retikula (Barbez et al., 2012).

2.1.2 Cytokininy

Prirodzene sa vyskytujuce cytokininy sa organické zlu¢eniny, struktrne N® derivaty
adeninu, charakteristické schopnostou indukovat' bunkové delenie v pritomnosti auxinu.
Cytokininy sa radia medzi stimulatory, pretoze sa u¢inné uz v nizkych koncentraciach —
101° - 10 mol/g cerstvej hmoty (Tarkowski et al., 2004). Okrem prirodzene
sa vyskytujucich cytokininov rozozndvame aj skupinu syntetickych mocovinovych
a tiomocovinovych derivatov, medzi ktoré patria napriklad thidiazuron alebo N,N’-
difenylmocovina.

Historicky prvym objavenym cytokininom bol vsak 6-furfurylaminopurin (kinetin;
Obr. 4) profesorom Skoogom a jeho kolektivom (Skoog et al., 1970), izolovany
z autoklavovanej DNA sledich spermii timom Millera (1955). Daleko vyznamnejsim
predstavitelom vsak je trans-zeatin (tZ; Obr. 4) (Davies, 2010), ktory bol izolovany
z nezrelého endospermu  kukurice (Skoog et al., 1970). Spolu s N°-(A%-
izopentenyl)adeninom (iP), cis-zeatinom (cZ), dihydrozeatinom (DHZ) patria medzi
izoprenoidné cytokininy. Medzi aromatické cytokininy zarad’'ujeme N°-benzyladenin (BA)
a topoliny s N®-substituovanym benzylovym zvyskom hydroxylovanym Vv polohach ortho,
meta apara (0T, mT, pT). iP a tZ zohravaju hlavnu fyziologicku ulohu v mnohych
rastlinnych druhoch, zahriujuc A. thaliana (Osugi a Sakakibara, 2015). Prirodzene sa
cytokininy vyskytuju v styroch hlavnych metabolickych formach. Nukleotidy, ktoré sa
produkuji pocas biosyntézy de novo, anasledne mézu byt prevedené na volné bazy,
charakteristické najvyssou aktivitou, ribosidy vyznamné transportné formy a v neposlednom

rade O- a N-glukosidy, ktoré sa vyskytuju v inaktivnej forme (Jiskrova et al., 2016).
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Obr. 4. Chemické Struktury kinetinu (vlavo) a trans-zeatinu (vpravo).

V rastlinnom organizme maju cytokininy vplyv na bunkové delenie, morfogenézu, rast
boc¢nych pupenov, rozsirovanie listov, odd’aluju senescenciu, zvysujua odolnost’ voci
stresom, riadia vyvoj chloroplastov a u niektorych druhov rastlin reguluju otvaranie
prieduchov (Davies, 2010). Taktiez sa vhodnym cielom genetickych manipulacii, ktoré
prinasaju vyhody biotechnologickych aplikacii. Medzi najvyznamnejsie patri schopnost
sprostredkovat’ obranné reakcie k enviromentalnym stresom, ako je salinita alebo sucho

(Zalabak et al., 2013; Jiskrova et al., 2016).

2.1.2.1 Cytokininovy signal

Biologicku aktivitu a schopnost’ viazat sa na receptory priamo ovplyvnuja Struktarne
modifikacie postrannych retazcov chemickej Struktary (Jiskrova et al.,, 2016).
Prirodzené aj syntetické cytokininy s rozoznavané cytokininovymi receptormi, Casto
srozdielnou afinitou. Cytokininovy signal je sprostredkovany viacstupiiovym
dvojkomponentnym systémom (TCS), ktory sa skladd z hybridnej histidin kindzy (HK,
HISTIDIN KINASE), spojovacieho prvku (HPt, HISTIDIN PHOSPHOTRANSFER)
aregulatoru odpovede (RR, RESPONSE REGULATOR). Nedavne S§tadie ukézali,
ze cytokininové receptory u Arabidopsis AHK su lokalizované nielen na plazmatickej
membrane (Kim et al., 2006), ale takisto aj na endoplazmatickom retikule (Caesar et al.,
2011; Lominetal., 2011; Wulfetange et al., 2011). Po naviazani cytokininu na AHK doménu
dochéadza k autofosforylacii, a potom pomocou proteinov AHP k prenosu fosfatovej skupiny
na proteiny ARP umiestnené v jadre, ktoré aktivuju transkripciu. Vysledkom je odpoved
na cytokininovy signal, ktory zahrituje expresiu regulujucich génov, napr. spitnua inhibiciu
a degradéciu cytokininov, bunkovy cyklus alebo antagonisticky vztah medzi cytokininmi

a auxinmi (Ziircher a Miiller, 2016).
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2.1.2.2 Biosyntéza a metabolizmus cytokininov

Metabolické drahy cytokininov sa mozu klasifikovat' do 3 typov: modifikacie adeninovej
Zasti, enzymy ovplyviujuce N°-boeny refazec a sStiepenie (Obr. 5). Pri modifikacii
adeninovej casti su procesy sprostredkovavané purinovymi metabolickymi drahami,
no neexistuje enzym plne specificky pre cytokininy (modifikacia pomocou enzymov 5 -
nukleotiddaza, adenosin nukleosiddza, purin-nukleosid phosphoryldza, adenosin kindza
a adenin phosphoribozyltransferdza) na rozdiel od enzymov modifikujacich boény ret'azec,
kde Specifické enzymy pre cytokininy existuja (zeatin izomerdza, zeatin reduktdza,
hydroxylaza) (Davies, 2010). Izoprenoidné postranné retazce iP a tZ pochadzaji prevazne
z methylerythritol fosfatu (MEP), zatial ¢o velkéd Cast’ cZ je odvodend z mevalonatovej

dréahy (MVA). Biosyntéza aromatickych CKs nebola doposial’ vysvetlena.
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Obr. 5. Schéma cytokininového metabolizmu — biosyntézy, deaktivacie a degraddcie (upravené podla Spichal,
2012). iP, Nb-izopentenyladenin, iPR, N8-izopentenyladenosin, iPRMP, N®-izopentenyladenosin monofosfat,
iPRDP, NS-izopentenyladenosin difosfat, iPRTP, N®-izopentenyladenosin trifosfat, iP7G, N®-izopen-
tenyladenin-N7-glukosid; iP9G, N®-izopentenyladenin-N9-glukosid a podobne pre trans-/cis-zeatin (tZ/cZ) a
dihydrozeatin (DZ); tZOG, trans-zeatin-O-glukosid, tZROG, trans-zeatin-O-glukosid ribosid a podobne pre
DHZ a cZ; tZOX, trans-zeatin-O-xylosid, cZOX, cis-zeatin-O-xylosid; DMAPP, dimetylallyldifosfat; HMBPP,
1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-difosfat. Prislusné enzymy sii znacené cervenymi cislami: (1) adenosin
fosfat-izopentenyltransferaza;  (2) tRNA-izopentenyltransferaza;  (3) fosfataza;  (4) 5 ‘-ribonukleotid
fosfohydrolaza; (5) adenosin nukleosidaza,; (6) cytokinin fosforibohydrolaza ‘Lonely guy’; (7) purin
nukleosid fosforylaza; (8) adenosinkindzaa; (9) adenin fosforybosyl-transferdza,; (10) N-glukosyltrasferdza;
(11) cytochrém P450 monooxygendza, (12) cytokinin oxidaza/dehydrogendza (CKX); (13) zeatin-O-
glukosyltransferaza/zeatin-O-xylosyltransferaza, (14) f-glukosidaza; (15) zeatin reduktaza; (16) zeatin
izomerdza.
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Cytokininovéa biosyntéza je regulovana troma kIiCovymi enzymami: (1) adenosin
fosfat-izopentenyltransferdaza (IPT) katalyzujici formovanie iP ribonukleotidov; (2)
cytochrom P450 monooxygendza (CYP735A) hydroxylujici postranny izopentenylovy
retazec; a (3) fosforibohydroliza LONELY GUY (LOG) konvertujica nukleosidové
monofosfity na aktivnu formu CK (volné bazy). Dalou drihou biosyntézy CK je tRNA
prenylacia adeninu na 3’konci antikodonu, katalyzovana enzymom tRNA-IPT veduca
k produkcii cZ foriem (Golovko et al., 2002). Tieto Strukturalne zmeny vedu k reverzibilnej
alebo ireverzibilnej strate aktivity CK a k ur¢eniu funkcie a kompartmentalizacii prislu§ného
cytokininového metabolitu. Enzymy vSeobecného purinového metabolizmu moézu taktiez
konvertovat’ adeninovy kruh cytokininu na prisluSny nukleozid, pripadne nukleotid (Spichal,
2012). Finalna degradacia cytokininov byva realizovana katalyzou cytokinin oxidazou/
dehydrogenazou (CKX), ktord vyuZiva ireverzibilni oxidaciu na exocyklickom dusiku
za vzniku adeninu a aldehydu odpovedajiicemu postrannému retazcu (Werner et al., 2003;
Galuszka et al., 2004)

2.1.2.3 Cytokininovy transport a distribucia

Transport cytokininov z korenov do nadzemnych casti rastliny, predovsetkym listov,
je sprostredkovany xylémom (Davies, 2010). Tam prechadzajuo do floému a nasledne
do ciel'ovych organov (Machackova, 1998; Pavlova, 2005). Molekularny mechanizmus toho
kroku bol vsak dlhodobo nevysvetlitelny. Nedavno bola dokazana existencia ATP
viazuceho kazetového transportéru (ATP-BINDING CASSETE TRANSPORTER
subfamily G14, ABCG14) v Arabidopsis, ktory je nevyhnutny pre translokaciu cytokininov
(hlavne tZ) syntetizovanych korenmi, pricom podporuje aj rast vyhonkov (Zhang et al.,
2014; Ko et al., 2016). ABCG14 je lokalizovany na urovni buniek na plazmatickej
membrane, v rastline je exprimovany primarne v pericykle a stelarnych bunkach korena.
U C3 a C4 rastlin posobi ako efluxné cerpadlo nakor'ko jeho pritomnost’ priamo koreluje
s transportom cytokininov. Vyradenie ABCG14 vyrazne zhorsuje translokaciu tZ typov
cytokininov z korenov na vyhonky, ¢o naruSuje prirodzeny rast avyvoj rastlin.
Vo vseobecnosti teda moézeme povedat, ze sa jedna o transportér prenosu na dlhé
vzdialenosti (Zhang, 2014). Dalsimi objavenymi transportérmi cytokininov su aj purinové
permeazy (PURINE PERMEASES, PUP1 a PUP2) aekvilibracné nukleozidové
transportéry (EQUILIBRATIVE NUCLEOSIDE TRANSPORTER, ENT). Tieto 2

naposledy spomenuté transportéry sa vyskytuju na plazmatickej membrane (Smehilova et
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al., 2016), no nie je ziaden potvrdzujuci dokaz, ze u¢inkuju aj endogénne, ako je to v pripade
ABCG14 (Ko et al., 2014).

2.1.3 Homeostaza fytohormonov na bunkovej Grovni

Rastlinné aj zivocisne bunky st zakladnou stavebnou jednotkou organizmu. Radia sa spolu
do kmena eukaryotickych buniek, ¢o znamena, Ze ich stavba je znacne zlozitejSia
V porovnani s prokaryotickou bunkou. Na rozdiel od prokaryotickych buniek su zlozitejSie
v stavbe ale aj vo vnutrobunkovom usporiadani, kde nachadzame rdzne kompartmenty.
Stavbou sa zivocisne arastlinné bunky znaéne od seba nelisia. Jedinym rozdielom
je pritomnost’ bunkovej steny na povrchu rastlinnych buniek. Medzi kompartmentami
nachadzame vnutornu kostru bunky — cytoskelet, mitoticky aparat, centriolu, deliace
vretienko, chromozomy, jadierko a jadro, ktoré zodpovedaju za spravne rozdelenie buniek
v ramci bunkového cyklu. Rozdiely, ktoré st zreteI'né medzi rastlinnou a zivoc¢isnou bunkou
st tie, ze rastlinna bunka vo svojom usporiadani obsahuje plastidy a vakuoly. Ostatné
organely ako mitochondrie, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, ribozomy,

popripade inklazie ako zasobné latky nachddzame v oboch pripadoch.

2.1.3.1 Vakuoly
Vakuoly su jedine¢né, multifunkéné organely rastlinnej bunky, ohranicené membranou
nazyvanou tonoplast (Prochazka et al., 1998). Vakuola zabera najvacsiu ¢ast’ (80-90%) plne
diferencovanej rastlinnej bunky. Avsak zastupenie tohto kompartmentu v bunke sa meni
v zavislosti na stadiu vyvoja a druhu rastliny (Taiz a Zeiger, 2010). U rastlin plnia rézne,
biologicky vyznamné funkcie — upravuja pH, skladuju zasobné latky, ziviny, sekundarne
metabolity (nikotin, alkaloidy z cytoplazmy), pigmenty, najma antokyany, prebiehaju
tu detoxifikacné procesy, sluzia k inaktivacii xenobiotik, toxinov a fenolickych latok
(Prochazka et al., 1998; Trentmann a Haferkamp, 2013). Dalimi vyznamnymi funkciami
su udrzovanie homeostazy a rast bunky (Reisen et al., 2005).

Tonoplast zabezpecuje akumulaciu ionov, cukrov a proteinov vo vakuolarnom obsahu
v ovela vyssich koncentraciach, ako sa v okolitej cytoplazme. Vysoka koncentracia
osmoticky aktivnych latok poskytuje hnaciu silu pre prijem vody vakuolou ¢im sa vytvara
tlak tonoplastu na bunkovu stenu nazyvany turgor, ¢o je dalsou vyznamnou funkciou tohto
oddielu. Tento tlak je dolezity na predlzovanie arast buniek. Turgor dalej poskytuje
Strukturalnu tuhost’ potrebnt pre vzpriameny rast bylin, nakol’ko nemaju potrebné

lignifikované pletivo, ako je tomu u drevin (Taiz a Zeiger, 2010).
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Vakuoly sa taktiez zacastnuji na premene makromolekul tak, ako to robia im pribuzné
lyzozémy u zivocichov. Ich degrada¢né enzymy uniknu vo faze senescencie do cytozolu,
¢im pomahaju recyklovat cenné ziviny do ,zivych® ¢asti rastliny, nakol’ko obsahuji
hydrolytické enzymy zahriiujuce proteazy, hydrolazy a glykosilazy (Taiz a Zeiger, 2010)
¢im umoznuju priebeh vacsiny hydrolytickych procesov (Taiz a Zeiger, 2010; Ramos et al.,
2011).

Okrem obsahu uvedeného vyssie, niektoré dokazy ukazuju, ze vakuoly st organely
pre akumulaciu hormonalnych metabolickych produktov, ktoré sa podiel'aju na udrziavani
homeostazy. O-glukosidy cytokininu zeatinového typu sa hromadia vo vakuolach tabaku
(Zhang et al., 2015), metabolit giberelinu A8-glukosid je preferencne umiestneny
vo vakuolach ja¢mena a jeden z hlavnych metabolitov kyseliny salicylovej, jej glukosyl
ester, je nabohateny vo vakuolach suspenznej kultary buniek tabaku.

Jiskrova et al. (2016) nedavno ukazali distribuciu odlisnych foriem CKs medzi
vakuolami, cytozolom a extracelularnym priestorom. Len 10% celkového obsahu
cytokininov bolo vo vnutri bunky (3% v cytoplazme, hlavne vo forme aktivnych CK bazi
aribozidov a 7% CKs vo vakuole), zatial' ¢o vécsina cytokininov bola akumulovana ako
inaktivne metabolity (glukosidy) v extracelularnom priestore. Nepritomnost' aktivnych
foriem CKs v apoplaste moze byt vysvetlena lokalizaciou mnohych CKX izoforiem
(Werner et al., 2003). St¢asne CKX7 hra tlohu v cytoplazme (Kollmer et al., 2014) a CKX1
s CKX3 vo vakuole (Werner et al., 2003). V neposlednej rade auxin a jeho metabolity sa
nachadzaju v rastlinnych vakuolach, pricom zohravaju doélezita ulohu pri transporte cez
tonoplast a tym udrziavaja homeostazu (Zhang et al., 2015). Transport cez tonoplast je
sprostredkovany auxin-vakuolarnym transportérom WATL, ktory je lokalizovany priamo
na tonoplaste pricom exportuje auxin z vakuoly do cytoplazmy ako proténovy symportér
(Ranocha et al., 2013).

2.1.3.2 Ostatné bunkové kompartmenty a fytohormény

Biosyntéza CKs je Vv bunke sprostredkovana IPTs a tRNA-IPts lokalizovanymi hlavne
Vv plastidoch, neskor v mitochondriach a cytozole (Kasahara et al., 2004). Stale nie je zname,
ako su cytokininové nukleotidy (di- a trifosforylované formy) transportované z plastidov
do cytoplazmy, ale bola popisana lokalizacia ribonukleotid fosfohydrolaz, nukleozidaz,
fosfataz a ‘Lonely guy’ (LOG) enzymov aj v cytoplazme (Chen a Kristopeit, 1981; Kuroha
et al., 2009) apredpoklada sa tu prebichajuca aktivacia CKs. Lokalizacia CYP735As

a tRNA-IPT9 nebola doposial’ objasnena. Smehilova et al. (2016) publikovali lokalizaciu
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glukosyltransferaz v cytozole, atym potvrdili, Ze tu prebicha inaktivacia. Transportny
mechanizmus O- a N-glukosidov z bunky cez plazmaticki membranu zostava vSak stale
neobjasneny. Taktiez existuje len ve'mi malo informadcii o lokalizacii spétnej aktivacie CKs
kontrolovanej B-glukosidazou. Objasneny je transport cytokininov (iP atZ) do bunky,
ktory je zaisteny prostrednictvom membranovych prenasacov PUPs (Biirkle et al., 2003)

a ENT (Li et al., 2003).

2.2 Separacia rastlinnych organel

Samotné izolacie bunkovych kompartmentov sa komplexnym procesom. Uplné oddelenie
je vistom zmysle vel'mi narocné. Mo6zeme sice ziskat' obohatené frakcie, no musime brat’
do uvahy aj biochemické podmienky bunky. Taktiez velka ulohu zohravaju fyzikalne
a chemické vlastnosti. Po prvé, subcelularne struktary, ktoré chrani pevna bunkova stena
su zvycajne krehké, ¢o obmedzuje vynosy neporusenych struktar po rozruseni bunkovej
steny. Po druhé, teplota, ochranné prostriedky a ¢as su rozhodujacimi prvkami v zaujme
obohatit’ Struktaru pred jej rozpoznanim alebo poskodenim. Po tretie, fyzické interakcie
a asociacie struktar, indukované uvolnovanie intracelularnych ¢inidiel a zmena chemického
prostredia su faktory potrebné na izolaciu a prevenciu poskodenia (Taylor, 2017).
Po samotnej izolacii je vsak vzdy nutné overit’ Cistotu frakcie a na zaklade tejto informacie

postupovat’ s experimentami.

2.2.1 Biochemické izolacie
Prvé izolacie bunkovych organel boli uskuto¢nené De Duve a jeho spolupracovnikmi v roku
1955, pricom pouzili metodu subcelularnej frakcionacie na tkanive z pecene potkanov.
Postupy boli zamerané na rozrusenie tkanivovych buniek fyzikalnymi ale aj chemickymi
metodami, ako je napriklad pouzitie detergentov alebo hypoosmotického soku. Konven¢né
metody separacie organel zahrnuja diferencialnu a hustotne-gradientova centrifugaciu.
Ich pouzitim sme schopni separovat rozne populacie bunkovych kompartmentov
alebo organel z bunkovych homogenatov na zaklade hmotnosti a hustoty (Lee et al., 2010).
Diferencialna centrifugacia pracuje pomocou postupného odstred’ovania bunkového
alebo tkanivového homogenatu, aby sa ziskali subcelularne organely. Metoda je zalozena
naroznej velkosti ahustote organel, pricom vicsie a hustejsie organely sedimentuja
za nizsej odstredivej sily. Nevyhodou vsak je jej slaba rozlisovacia schopnost’, ¢o moze
sposobit’, ze frakcie obsahuju rozne typy organel s podobnou sedimenta¢nou schopnost'ou

(Lee et al., 2010).
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Hustotne gradientova centrifugacia je metoda, ktora oddeluje organely na zaklade
ich  kontinualneho alebo diskontinualneho gradientu pouzitim roéznych médii
(napr. sacharéza s roznymi osmolaritami a viskozitami). Vo vseobecnosti je bunkovy
homogenat najskoér pridany k hornej ¢asti média a centrifugovany. Po centrifugacii
sa organely zhlukuji v mieste gradientu, kde sa ich hustota rovna hustote okolitého média
(tzv. izopiknicky bod). Rychlost’ sedimentacie organel zavisi jednak na ich tvare a velrkosti,
no taktiez na ich hustote a obsahu lipidov a proteinov (Lee et al., 2010). Tato metoda slazi
ako nastroj pre poznatky v oblasti zlozenia konkrétnej organely a umoznuje skamanie
subcelularnych drah prostrednictvom odhaleni novych proteinovych zloziek a bunkovych
kanalov. Taktiez umoznuje prevadzat porovnavacie stadie medzi druhmi alebo medzi

mutantnymi a prirodzene sa vyskytujucimi typmi skamanej rastliny (Robert et al., 2007).

2.2.2 Imunoafinitna izolacia
Imunoafinitna purifikacia je metoda zalozena na interakcii protilatka — antigén a tvorbe
velkého mnozstva nekovalentnych interakcii mezi nimi (elektrostatické a hydrofobne
interakcie, van der Waalsove sily, vodikové vizby). Jedno z prvych pouziti imunoafinitnej
chromatografie (IAC) bolo publikované na zaciatku 50. rokov minulého storocia, kde bol
pouzity imobilizovany hovadzi sérovy albumin na p-aminobenzylcelulozu v dosledku
purifikacie protilatok (Campbell et al., 1951). Odvtedy doslo k velkému rozsireniu aplikacii
IAC na analytické, klinické a diagnostocké ucely (Abi-Ghanem a Bergham, 2012;
Moser a Hage, 2010).

Principom IAC je zmieSanie precistenej protilatky naviazanej na inertna pevnu fazu
s roztokom antigénu za podmienok podporujucich adsorpciu. Nasledne sa antigén zachyti,
prebyto¢né neziaduce latky sa odstrania premytim a purifikovany antigén je uvolneny
prepnutim na podmienky podporujuce desorpciu (Abi-Ghanem a Bergham, 2012).
K vyluceniu ciel'ovej molekuly z afinitného média sa narusia nekovalentné interakcie bud’
specificky — pouzitim kompetitivneho ligandu, alebo nespecificky — zmenou pH, ionovej
sily alebo polarity (GE Healthcare, 2007).

2.2.2.1 Protilatky pre imunoafinitna purifikaciu
V IAC sa pouziva niekol’ko typov protilatok. Medzi hlavé typy zaradujeme monoklonalne
a polyklonalne protilatky, avsak pouzivané su aj autoprotilatky a antiidiotypické protilatky.

Vo vseobecnosti su protilatky produkty plazmatickych buniek, pricom chemicky sa jedna
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o glykoproteiny nazyvané imunoglobuliny (Bartankova a Sediva, 1997). Typicka struktara
molekuly imunoglobulinu v tvare Y je ukazana na Obr. 6.

Monoklonalne protilatky si produkované faziou myelémovej bunkovej linie sleziny
imunizovaného zvierata, pricom sa viazu na jeden antigénovy determinant s rovnakou
vazobnou afinitou. (Moser, Hage, 2010). Su homogénne, monospecifické, predstavuju
chemické individuum a su G¢inné v nizsich koncentraciach. Mozno ich pripravit’ prakticky
Vv neobmedzenom mnozstve, a to aj proti neprec¢istenym antigénom. Prevazna vacsina patri
medzi neprecipitujuce protilatky, tj. také, ktoré netvoria s prislusnym antigénom
precipitujace imunokomplexy, nakolko netvoria trojrozmerni mriezkova Struktiru
(Ferencik, 1989).

Polyklonalne protilatky vznikaja pri imunizacii experimentalneho zvierata
antigénom. Ich Specifita zavisi na fazi imunitnej odpovede zvierat’a, z ktorého su ziskavané
(Ferencik, 1989). Produkované st z viacerych bunkovych linii tela a ako populacia mézu na
jednom antigéne viazat’ viaceré epitopy s r6znou vazobnou afinitou (Moser a Hage, 2010).

L retazec f Fab fragment

e,

' H retazec

]f‘ Fc fragment
) & -
Obr. 6. Struktiira molekuly imunoglobulinu zloZend z dvoch identickych lahkych (L) (25 kDa) a dvoch

identickych tazkych retazcov (H) (50 kDa) spojenych disulfidickymi vizbami. Vsetky 4 retazce pozostavaji z
konstantnych (C) a variabilnych (V) domén. Horné ramenda protilatky su oznacované ako Fab oblasti. Na tieto

rozvetvené casti sa viaze antigén, ¢im variabilna cast urcuje Specifitu protilatky. Dolna cast molekuly
nazyvand Fc oblast je vysoko konzervovand medzi triedami protilatok a sprostredkovava efektorové funkcie
protilatok. VL — variabilna oblast lahkého retazca; VH — variabilnd oblast tazkého retazca, CL — konstantna
oblast lahkého retazca, CH — konstantna oblast tazkého retazca.
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2.2.2.2 Imunoafinitné nosice

V metode imunoafinitnej chromatografie sa imunoglobulin viaze prevazne na pevny nosic,
ktorym je bud’ CNBr-aktivovana Sepharoza alebo komer¢ne dostupny Afi-gél 10, pricom
imunoglobulin musi byt pred vazbou na gél precisteny (napr. pomocou dialyzy).

Specialnym typom afinitnej chromatografie, ktora ma uplatnenie predovsetkym
v nanobiotechnologiach je afinitna chromatografia na magnetickych nosic¢och.
Jedna sa 0 magnetické nanocastice pripadne mikroc¢astice, ktoré sa v podobe prasku,
nanotrubiciek alebo nanovlakien, pricom o nanocasticiach hovorime vtedy, ak aspon jeden
z rozmerov castice je mensi ako 100 nm. Magnetické castice na biologicku separaciu
pozostavaju z jedného alebo viacerych magnetickych jadier s povrchovou matrix
z polymérov oxidu kremicitého alebo hydroxylapatitu stermalne funkcializovanymi
skupinami. Magnetické jadro zvycajne pozostava bud’ z magnetitu (Fe2Os) alebo
z magemitu (gama Fe»>03) so supermagnetickymi alebo feromagnetickymi vlastnostami
(Pospiskova a Safarik, 2013).

Vyuzitie imunomagnetickej separacie v praxi uz bolo preukazané napriklad
pre stanovenie skupiny fytohormonov cytokininov (Plackova et al., 2017), kde bola pouzita
mikromagmeticka imunoafinitna extrakcia zalozena na CK monoklonalnych protilatkach
imobilizovanych na magnetickych ¢astciach (Plackova et al., 2017). Dal3ie pouzitie imuno-
magnetickych castic bolo pri izolacii intaktnych mitochondrii s naslednym stanovenim
metabolitov (Chen et al., 2016).

2.3 Metédy analyzy rastlinnych hormonov

Naroc¢nost stanovenia rastlinnych horménov nie je spdsobena len ich nizkymi
koncentraciami (fmol-pmol/g cCerstvé hmoty) ale taktiez pritomnostou rusivych, casto
interferujicich latok v rastlinnej matrici (napr. pigmenty, lipidy, fenolické latky alebo
proteiny) (Nufiez et al., 2012). Spoloc¢ne s ich chemickou, teplotnou a svetelnou nestalost'ou
¢i enzymatickym alebo oxidativnym odburavanim behom extrakénych a izolaénych krokov

je presné stanovenie fytohormonov skuto¢nou analytickou vyzvou (Tarkowska et al., 2014).

2.3.1 Extrakcia a izolacia fytohorménov
Prvym krokom pri izolacii analytov z biologického materialu je homogenizacia vzorky,
rozbitie bunkovych stien a ich uvolnenie do extrakéného roztoku (Harrison, 2011).

Extrakéné postupy naviac vyzaduji pracu za kontrolovanych podmienok (napr. znizena
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teplota) s dérazom na optimalne vysoky extrakény vytazok i pre pripadné siroké spektrum
metabolitov studovaného analytu (Novak et al., 2014).

Sucast'ou pripravy vzoriek bola po mnoho rokov extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE)
vyuzivajica rozdielnu rozpustnost’ rastlinnych horménov a interferujacich 1atok v niektorej
z0 zloziek extrakénych pufrov. V priebehu poslednej dekady bola klasicka metoda LLE
nahradena sofistikovanejsou, rychlejSou a selektivnejSou extrakciou na tuhej fazi (SPE)
pracujucej na principe rozdielnych polarit a/alebo naboja stanovovanych analytov. Rastlinné
hormény mozme na zaklade acido-bazickych charakteristik rozdelit na latky kyslej,
neutralnej a bazickej povahy. Podla ich hydrofobicity rozliSujeme latky silne polarne,
stredne polarne a nepolarne. Tato chemicka roznorodost’ zhorSuje ich Gcinna izolaciu
pomocou Kklasickej reverznej fazy (C18), a preto vyuzitie kombinovanych iénovych,
polarnych i nepolarnych interakcii sa napr. pri iziolacii cytokinovych metabolitov ukazala
ako spravna cesta (Dobrev a Kaminek, 2002). Trendom poslednej doby je vyuzitie sorbentov
na polymernu bazu, napr. kopolyméru divinylbenzénu a N-vinylpyrolidonu (tzv. Oasis
HLB) pri izolacii auxinov (Novak et al., 2012). Problémy s neselektivnost'ou SPE sorbentov
riesi zapojenie imunoafinitnych sorbentov zalozenych na polyklonalnych alebo

monoklonalnych protilatkach (vid’ Kapitola 2.2.2).

2.3.2 Metody detekcie fytohorménov
Pre naslednu finalnu kvalitativnu a kvantitativou analyzu rastlinnych horménov
je v sucasnosti najrozsirenejSou technikou plynova (GC) nebo kvapalinova (LC)
chromatografia spojena s hmotnostnou spektrometriou (MS). Vysoka separa¢na ucinnost’
chromatografickych metod spoloéne s citlivostou a selektivnostou tandemovej hmotnostnej
spektrometrie (MS/MS) ulahcuje stanovenie latok v komplikovanych biologickych
matriciach (Pan a Wang, 2009). Neustaly vyvoj tychto spojenych technik (napr. vyuzitie
rychlej LC chromatografie a rychlych skenujiicich MS analyzatorov) umozinuje zvySovat
priechodnost’ vzoriek (nizsia ¢asova naro¢nost’) a znizovat' limity detekcie (stanovenie
attomolarnych hladin).

Kvapalinova chromatografia (LC) je analyticka metoda pouzivana na rozdelenie
zmesi analytov na jednotlivé zlozky na zaklade interakcii analytov s mobilnou
a stacionarnou fazou. Interakcie moézu byt zalozené na velkosti molekual, naboji,

hydrofobicite, specifickych vazbovych interakciach alebo s ich kombinaciou. Podla typu
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stacionarnej faze rozoznavame niekol’ko typov kvapalinovej chromatografie (adsorb¢na,
ionova, gélova, afinitna a rozdel'ovacia chromatografia).

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) je zdokonalenim predchadzajtcich
technik za ucelom efektivnejsej a rychlejsej separacie analytov. Je to plne automatizovana
metoda, ktora sa vyznacuje velkou rychlostou oddelovania a ucinnostou Vv porovnani
s predchadzajucimi spomenutymi metodami (Salas, 1988). Dalsim zdokonalenim je ultra-
vysokoucinna kvapalinova chromatografia (UHPLC). Pouzivaju sa kolony naplnené
porovitymi mikroc¢iastockami (<1,8um), ktoré znacne zvysuji vykonnost' a rozlisovaciu
silu, rychlost’ separacie v porovnani s konvencnymi metodami. Nevyhodou je vsak nutnost’
pracovat’ v sirsom rozsahu tlakov, na druhej strane cas analyzy klesol az 10-nasobne
a spotreba rozpustadiel je minimalna. Pri vybere detektorov je takisto siroky vyber —
napr. UV/VIS, fluorescenéného, fotodiodového, zachytavajuceho rozptylené svetlo (ELSD)
alebo hmotnosné spektrometre.

Hmotnostna spektrometria (MS) je v stiéasnostnosti najrozsifenéjsim detekénym
nastrojom pri stanoveni fytohormonov. Ide o analyticka metodu, ktora slazi k prevedeniu
molekul na ionizovanu plynnt fazu a separaciu vzniknutych ionov na zaklade podielu
hmotnosti anaboja m/z (Klouda, 2003). Pévodne hmotnostna spektrometria slazila
na presné urcenie relativnych hmotnosti a zastapenie nuklidov v danom prvku. Teraz sa vsak
pouziva ku stanoveniam a struktarnym analyzam dostato¢ne prchavych latok a stabilnych
organickych a anorganickych zlacenin (Vodrazka, 1982).

Na meranie jednotlivych molekul sluzi hmotnostny spektrometer, ktory premiena
molekuly na iony tak, aby sa mohli pohybovat a byt separované vo vonkajsom elektrickom
a magnetickom poli (Obr. 7). V metodach hmotnostnej spektrometrie bolo postupne
vyvinutych mnoho typov ioniza¢nych metod. Medzi klasické sa zarad’uju elektronovy dopad
(El) a bombardovanie rychlym atomom (FAB). Z modernejsich metod sa pouzivané
laserova desorpéna ionizacia (MALDI) a techniky 'ahko kompatibiliné s LC technikou ako
st chemické ionizacie atmosférického tlaku (APCI) a ionizacie elektrosprejom (ESI).
Aby vsak iony mohli byt detekovatelné, musia sa najskor dostat do hmotnostného
analyzatora, ktory je sucastou hmotnostného spektrometra. Rozoznavame 6 zakladnych
analyzatorov — kvadrupdlovy hmotnostny analyzator, analyzator doby letu, magneticky
sektorovy analyzator hmotnosti, elektrostaticky analyzator hmotnostného sektora,
kvadrupolova ,,ionova pasca“ a ionovo cyklotronova rezonancia. Existuje niekorko typov

analyzatorov, ktoré mézeme medzi sebou kombinovat’ a vytvarat’ tak tzv. hybridné nastroje.
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ey v phyrne; fare Tredense s Deten0d Kooy
1ONOVY DATOVY
3 wros  [C{anawvzator ), i - ethead => |
ml il
Vikuové pumpy
Zavedenie vzorky Vystup dat

Obr. 7. Schéma hmotnostného spektrometra (upravené podla Gross, 2017). Mald vzorka je prevedend na iony,
pricom je tento proces sprevidzany stratou elektronov (deje sa tak v ionovom zdroji pristroja), iony su
nasledne oddelené a roztriedené podla ich hmotnosti a naboja v hmotnostnom analyzatore, oddelené iony
nakoniec dopadaju na detektor, ¢o vyvola detekovatelnii zmenu priidu.

Trojity kvadrupoélovy analyzator (QQQ) je Casto puzivany pri analyze rastlinnych
hormonov. Je to tandemova MS metoda, Ktora sa ¢asto pouziva, ak je k analyze potrebna
vysoka citlivost’ a specifickost’ alebo pri generovani dodato¢nych fragmenta¢nych tdajov
z pozadovanych ionov (Hol¢apek et al., 2012). Trojity kvadrupolovy analyzator
je konfigurovany tak, ze iony, ktoré nas zaujimaju prechadzaja sekvenciou
3 kvadrupolovych hromadnych filtrov. Prvy a treti kvadrupol posobia ako hromadné filtre
a v druhom dochadza k fragmentacii analytu prostrednictvom interakcie s koliznym plynom.
Tento typ analyzatora sa pouziva predovsetkym pri kvantitativnych analyzach kvoli ich

linearnej detekcnej odpovedi, ako je napriklad stanovenie zlucenin s nizkou koncentraciou.
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Obr. 8. Schéma trojitého kvadrupolového analyzatora (upravené podla Faktor et al., 2012).
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Biologicky material

Pre nizSie zmienené experimenty bola pouzita suspenzna kultara a rastliny Arabidopsis
thaliana ekotyp Landsberg erecta (Ath-Ler). Bunky suspenznej kultary Ath-Ler boli
pasazované V sterilnom prostredi v tyzdennom intervale tak, ze boli odobrané 3 ml
suspenznej kultary, ktoré boli prenesené do 30 ml ¢erstvého média. Suspenzna kultara bola

inkubovana v tme pri 23 °C, 131 rpm.

3.2 Chemikalie
2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid (> 99 %) — Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Nemecko)
25% NH4OH — Fluka Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
2-B-merkaptoethanol — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
98% HCOOH - Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
99% kyselina octova — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
Bromfenolova modi — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
CaCly* 2 H20 — Lach—Ner s.r.o. (Neratovice, CR)
Cellulaza (2 U/mg) — Serva Elecrtophoresis GmbH (Heidelberg, Nemecko)
Deionizovana voda
Dodecylsulfat sodny (SDS) — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
Ethylenediaminetetraoctova kyselina (EDTA) — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
Ficoll® PM 400 — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
Glycerol — Lach—Ner s.r.0. (Neratovice, CR)
HNO; — Lach—Ner s.r.o. (Neratovice, CR)
hovédzi sérovy albumin (BSA) — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
Inertné izotopicky znaCené Standardy cytokininov pridavané do vzoriek v latkovom
mnozstve: 0,25 pmol nebo 0,05 pmol CK bazi ([**Cs]cZ, [**Cs]tZ, [?Hs]DHZ, [2He]iP), CK
ribosidov ([*Hs]tZR, [?Hs]DHZR, [?He]iPR) a CK N-glukosidov ([?Hs]tZ7G, [?Hs]tZ9G,
[?H3]DHZ9G, [*He]iP7G, [?Hs]iP9G); 0,5 pmol CK O-glukosidov ([?Hs]tZOG,
[?H7]DHZOG, [?Hs]tZROG) a CK nukletidov ([°Hs]tZRMP, [?H3]DHZMP, [?Hg]iPRMP);
5pmol auxinov ([BCe]IAA, [Cs]oxIAA, [BCe]IAAsp, [®Ce]IAGIU) — Olchemim
(Olomouc, Ceské republika)
KCI — Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

29



KOH — Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

Kozia sekundarna protilatka proti kraliciemu IgG konjugované s chrenovou peroxiddzou
(IgG-HRP) — Agrisera (Vinnis, Svédsko)

Krali¢ie primarne protilatky proti markerovym proteinom organel: y-podjednotka coat
proteinu (Sec21p), vakuolarna H*-ATPase (V-ATP), H*-ATPase (H-ATP), sekreénému Ras
asociovanému proteinu (Sarl) — Agrisera (Vinnis, Svédsko)

Macerozyme (3,000 U/g) — Duchefa (Haarlem, Holandsko)

Magnetické mikrocastice povrchovo oSetrené chitosanom A (pripravené podla Plackova
etal., 2017)

Mannitol — Penta s.r.o. (Praha, CR)

MeOH — Merck KGaA (Darmstadt, Nemecko)

Merkaptoethanol — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

MgCI* 6 H20 — Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

Murashige-Skoog médium — Duchefa Biochemie B. V. (Haarlem, Nizozemsko)
N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine (TEMED) — BioRad (Kalifornia, USA)

NazHPO4* 12 H20 — Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

NaCl — Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

NaH,PO4* 2H,0 — Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

NaOH — Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

Neutralna ¢erven — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Persiran amoénny (APS) — BioRad (Kalifornia, USA)

Ponceau S — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Sachardza — Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, CR)

SuperSigmal® West Pico chemiluminiscenény substrat — Thermo Scientific (Rockford,
USA)

Susené nizkotuéné mlieko — Semper (Svédsko)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Roztoky a pufre:

- Vodné roztoky boli pripravované v deionizovanej vode.

0,2M sodno-fosfatovy pufor, pH 7,5 (NaH2POs* 2H,0, NaaHPO4*12H,0)
0,2M sodno-fosfatovy pufor, pH 8,0 (NaH2POs*H,0 /I, NaHPO4*7 H20/1)
0,5M EDTA (pH upravené na 8,0 pomocou nasyteného roztoku NaOH)

0,5M Tris-HCI (Tris, upravené na pH 6,8 pomocou HCI, skladované pri 4 °C)
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1,5M Tris-HCI (Tris, upravené na pH 8,8 pomocou HCI, skladované pri 4 °C)

10% (w/v) dodecylsulfat sodny (SDS) (SDS, udrzované pri RT)

10% (w/v) persiran amonny

1M Mannitol

2% koncentrovany vzorkovaci pufor (LSB) — 4% SDS, 10% 2-B-merkaptoethanol, 20%
Glycerol, 0,004% bromfenolova modf, 125mM Tris, pH 6,8 (upravené pomocou HCI)
30% (wt/vol) Ficoll (na niekol’ko minuat zahriaté na 37 °C)

4% Ficoll (vakuolarny pufor, lyza¢ny pufor (v pomere 1,5 :1), udrzované pri laboratornej
teplote (RT))

50mM MES, pH 5,6 (upravené pomocou 0,1M KOH)

Blokovaci pufor (5% susené nizkotu¢né mlieko, TBS-T)

Elektroforeticky pufor (25mM Tris, 190mM Glycin, 0,1% SDS upravené na pH 8,8
pomocou HCI)

Lyzaény pufor (200mM Mannitol; 0,3% Ficoll; EDTA pH 8,0; 25mM sodno-fosfatovy
pufor pH 8,0; 0,005% neutralna ¢erven, udrzované v teple pri 37 °C)

Mobilné faze (0,1% kyselina octova v MeOH; 0,1% kyselina octova v deionizovanej vode;
15mM kyselina mravcia)

Modifikované Bieleskeho ¢inidlo (methanol : H20O : kyselina mrav¢ia; 15 : 4 : 1)

MS médium pre kultivaciu suspenznej kultary Ath-Ler : 0,44% Murashige-Skoog soli a
vitaminy, 3% sacharéza, hormoény: 23,2uM Kinetin (zasobni roztok 10mg/ml)/ 11 média,
5,37uM NAA (zasobni roztok 10mg/ml)/ 11 média, pH = 5,8 upravené pomocou KOH
NHsOH v 60% MeOH — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Premyvaci pufor (WB) (400mM Mannitol, 200mM MES pH 5,6)

Preplachovaci pufor (W5) (112,6mM CaCl>*2 H.0, 5mM KCI, 2,05mM MES, 154mM
NaCl, upravené pH na 5,7 pomocou 0,1M KOH)

Protoplastovaci enzymaticky roztok (PES) — (602,7mM Mannitol, 1,8mM CaCl>*2 H>0,
10mM KClI, 1,98mM MES, 1,97mM MgCI*6 H>0, 0,1% BSA, pH upravené na 5,7 pomocou
0,1M KOH, 150 mg 2 U/mg Cellulaza, 300 mg 3,000 U/g Macerozyme)

Protoplastovaci pufor (PBI) (602,7/mM Mannitol, 1,8mM CaCl,*2 H.O, 10mM KCl,
1,98mM MES, 1,97mM MgCI*6 H20, 0,1% BSA, pH upravené na 5,7 pomocou 0,1M
KOH)

Roztok Ponceau-S (0.5% Ponceau-S, 1% kyselina octova)

Sodno-trisovy pufor (TBS) (20mM Tris, 150mM NaCl, pH 7,5)

Transférovy pufor (25mM Tris, 190mM Glycin upravené na pH 8,8 pomocou HCI)
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Tris pufrovaci fyziologicky roztok s pridavkom Tweenu® 20 (TBS-T) (20mM Tris,
150mM NacCl, 0,05% Tween, pH 7,5)
Vakuolarny pufor (450mM Mannitol, 25mM sodno-fosfatovy pufor pH 7,5, 4mM EDTA,

udrzované na l'ade)

3.3 Pomocky a pristroje

Pomécky:

100 um sitko Cellector Tissue Sieve (Thermo EC, Massachusetts, USA)

Amicon® Ultra centrifugal filters (0,5ml 3K) — Millipore (Carrigtwohill, Co.Cork, Ireland)
Analytické vahy Satorius Weighing Technology GmbH (Goettingen, Nemecko)

Biirkerova komoérka (0,100 mm/0,0025 mm? )

Centrifaga Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge — ThermoScientific (Osterode, Nemecko)
Detekéna stanica na western-blotting — Luminiscent image analyzer LAS-4000 (Fujifilm,
Tokio, Japonsko)

Fuchs — Rosental komdrka (0,200 mm/ 0,0625 mm?)

Gumovy balénik

Chromatograficka kolona KINETEX — Phenomenex (Torrance, USA)

Inkubator Memmert IN 30 — Memmert GmbH + Co. KG (Schwabach, Nemecko)
Laboratorne sklo — odmerny valec, kadi¢ky, Petriho miska, krystalizaéna miska, Sklenené
skuamavky — Fisherbrand (Fisher Scientific, New Hampshire, USA)

Magneticka miesacka MM7 (Lavat, CR)

Micro Insert skimavky

Micro Spin Filter (0,2 pm)

Mikro ultracentrifaga CS150NX (Hitachi, Japonsko), rotor S52ST-0360

Mikroskamavky

Milli-Q Simplicity 185 — Millipore Corp. (Billerica, USA)

Nitrocelulozovd membrana UltraCruz® Nitrocellulose Pure Transfer Membrane, 0.45 pm —
Santa-Cruz (Texas, USA)

Oasis® HLB kolony, 30 mg/1 ml — Waters (Milford, USA)

Oasis® MCX kolony, 30 mg/1 ml — Waters (Milford, USA)

Pausterova pipeta

pH meter Oakton® pH 700 Benchtop Meter, elektroda polyplast Hamilton — Cole-Parmer
(Vernon Hills, USA),

plastova serologicka pipeta Costar® — Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
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Plastové ultracentrifuga¢né kyvety

Pristroje:

Rota¢nd mieSacka na mikroskimavky — Stuart rotator SB3 BioCote (Coventry, Spojené
kral'ovstvo)

Sada automatickych pipiet — Eppendorf, Brand a k nim prisluchajtce $pic¢ky

Stolné centrifiiga Microstar 17 VWR (Pensylvania, USA)

Svetelny mikroskop Olympus IX51- U-TV0.5XC-3, 7 G04163. JAPAN, svetelny zdroj:
Olympus TH4-200 (Olympus Corporation, Tokio, Japonsko)

Systém UPLC-MS/MS — Acquity ™ Ultra Performance LC, Binary solvent manager, Sample
manager — Waters (Milford, USA) s hmotnostnym detektorom Xevo™ TQ-S — Waters MS
Technologies (Manchester, UK)

Trepacka MAXI MIX Il Thermolyne — ThermoScientific (Osterode, Nemecko)

Vikuova komorka Visiprep™ — Supelco-Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Vikuova rotaéna odparka Rotavapor® R-200 — Buchi Labortechnik AG (Postfach)

Vialky — Labicom (Olomouc, CR)

3.4 Metédy a postupy

3.4.1 lzolacia vakuol zo suspenznej kultury buniek Ath-Ler

Pre izolaciu vakuol bola pouzita Styri dni stara suspenzna bunkova kultara Ath-Ler. V prvom
kroku boli z kultary odvodené protoplasty podl'a protokolu od Yo et al. (2007) s miernymi
modifikaciami. Samotna izolacia vakuol bola realizovana podla protokolu Robert et al.

(2007), ktory bol optimalizovany pre vychodzi material.

A. Priprava roztokov — Pre izolaciu protoplastov a vakuol boli pouzité Certvo pripravené
roztoky, pricom PBI, W5, 30% (wt/vol) Ficoll, 0,2M sodium phosphate, pH 7,5 a 0,2M
sodium phosphate, pH 8,0 boli pripravené den vopred. Ostatné roztoky ako lyzaény pufor,
vakuolarny pufor, 4% Ficoll a WB boli pripravované v den izolacie.

B. Protoplastovanie — Prvym krokom bolo protoplastovanie. Do 50ml falkény bolo
odobranych 20 ml PBI, ktory sa nechal zohriat’ na 37 °C. Po zohriati tohto roztoku boli
don pridané enzymy — macerozyme a celulaza vytemperované na RT. Falkona s obsahom
bola umiestnena priblizne na pol hodinu do inkubatora predhriateho na 37 °C, pokym sa
enzymy nerozpustili a nevytvorili tym PES. Nasledne bolo odobranych 10,5 ml 4-dennej
suspenznej kultary buniek do 15ml falkony serologickou pipetou a bunky boli
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sedimentované centrifugaciou pri 80 xg 5 minat a RT. Nasledne bol supernatant
odpipetovany automatickou pipetou do ¢iastocného vysusenia sedimentovanych buniek.
K takto pripravenym bunkam boli pripipetované 2 ml PES, zmes bola jemne
prepipetovana do krystaliza¢nej misky spolu so zvyskom PES. Dalsim krokom bola
aplikacia vakua na suspenznu kultaru buniek, po dobu 2 minut. Nasledne bola
krystalizacna miska prikryta vieckom, zabalena do alobalu a na 10 minut premiestnena
do inkubatoru vyhriateho na 37 °C. Po uplynuti tohto ¢asu bola krystalizacna miska
vytiahnuta z inkubatoru a ponechana pri RT 4 hodiny. K suspenznej kultare buniek v PES
bolo pridané W5 vytemperované na laboratornu teplotu v pomere 1:1 (20 ml) a zmiesané
jemnymi krazivymi pohybmi. Tato zmes bola prepipetovana serologickou pipetou cez
navihcené sitko o porovitosti 100 um do 50ml falkony a scentrifugovana pri otackach
200 xg 3 minuty pri RT s akceleraciou 7 a deakceleraciou 3. Nasledne bol odpipetovany
supernatant abolo pridanych 5 ml WB. Jemnym preklapanim falkony bol

rozsuspendovany pelet a odobrany alikvot (100 ul) pre pocitanie protoplastov vo Fusch

Rosenthal komorke podla vzorca B = —— (kde B predstavuje pocet buniek v 1 pl,
h

c*V*
n celkovy pocet napocitanych vakuol, z riedenie, ¢ pocet stvorcov, V plocha pouzitého
stvorca a h hibka komérky) a pozorovanie protoplastov pod svetelnym mikroskopom.
Obsah falkony bol doplneny WB na objem 25 ml a scentrifugovany pri RT, 80 xg, 5

minut s rovnakou akceleraciou a deakceleraciou ako v predchadzajacom kroku.

. Izolacia vakuol — Samotné kroky izolacie zacali bezprostredne po dobehnuti
protoplastovania. Znovu bol odpipetovany supernatant a k peletu bolo pridanych 10,5 ml
lyza¢ného pufru vyhriateho na 37 °C. Roztok bol 5-8 x prepipetovany serologickou
pipetou so Sirokou $pickou, ¢im doslo k lyze protoplastov. Uspesnost’ lyzy bola
kontrolovana  pod  svetelnym  mikroskopom. Zmes bola  prepipetovana
do 4 ultracentrifuga¢nych kyviet po 2,5 ml. Knim opatrnym pripipetovanim bolo
pridanych 1,5 ml 4% Ficollu laboratornej teploty a 0,5 ml vychladeného vakuolarneho
pufru tak, aby sa vytvorili fazy a rozhrania medzi jednotlivymi roztokmi, ¢im vznikol
hustotny gradient. Kyvety boli pevne uzavreté do kovovych puzdier, zavesené
na vykyvny rotor, ktory bol vlozeny do vopred nachladenej ultracentifugy na 10 °C.
Gradient bol centrifugovany 50 minut pri otackach 71000 xg (Obr. 9). Po scentrifugovani
bolo z kazdej kyvety odobranych 500 pl ruzovej vrstvy na rozhrani vakuolarneho pufru
a 4% Ficollu a spojené do 2ml mikroskamavky.
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Obr. 9. Schéma diskontinudlneho hustotného gradientu.

Pelet bol rozpusteny v 50 pl vakuolarneho pufru. Pre pocitanie vakuol bolo odobranych
20 ul vakuolarnej frakcie a prenesenych na Biirkerovu komorku. Vakuoly boli spocitané
v 12 stvorcoch pri zvacseni 400x komorky a mnozstvo vakuol bolo prepocitané podra

vzorca uvedeného vyssie, ¢im sme zistili celkové mnozstvo vakuol vo vzorke.

D. Aplikacia magnetickych mikrocastic — K vyizolovanej protoplastovej a vakuolarnej
frakcii boli pridané magnetické mikrocastice povrchovo oSetrenych chitosanom A
a chitosanom A s BSA v pomere 10 : 1. Inkubacia prebiechala 10 mintt za RT. Nasledne

bola pozorovana interakcia pod svetelnym mikroskopom.

3.4.2 Vysev semien Arabidopsis thaliana

Pred samotnou vysadbou bol zmieSany substrat s vormezitom v pomere 1:1 ku ktorej bolo
pridané hnojivo a takto pripravena zemina bola vlozena do kvetinacov a zaliata vodou. Na
zeminu boli nasledne nasypané semienka Ath-Ler. Takto pripravené kvetinace boli zakryté
plastovym krytom a uloZené do fytotronu so svetelnou periddou dlhého dia (16 h svetlo, 8
h tma) s konstantnou teplotou 22 °C. Rastliny boli kultivované 40 dni, pri¢om im bola

dodavana vyziva v podobe hnojiva a zalievky.

3.4.3 Izolacia vakuol z0 40 dni starych rastlin Ath-Ler

Po 40 dnoch rastu, boli rastliny pozberané pricom k izolacii boli pouzité len zdravé zelené
listy ruzice. Na pripravu protoplastov bolo pouzitych 2 g materialu. Listy boli oplachnuté
Vv destilovanej vode a nakrajené na tenké pruzky. Aby nedoslo k vyschnutiu rezov boli ihned
vlozené do 100pum sitka umiestneného do 6 jamkovej dosticky sPBI. Po odsati

prebyto¢ného pufru do buniciny boli rezy listov vlozené do 30 ml PES predhriateho
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na 37 °C. Pre zvySenie vytazku protoplastov bola zmes listov a PES ponechana 10 minut
Vo vakuu. Po tomto kroku a aj pri samotnej izolacii vakuol bolo postupované obdobne ako

pri izolacii zo suspenznej kultury buniek.

3.4.4 SDS-PAGE a western blotting
Pri tomto postupe boli dodrzané obecne pouzivané kroky, a to : priprava vzorky — gélova
elektroforéza — prenos na membranu — zablokovanie nesSpecifickych vizieb — naviazanie

protilatok — detekcia — snimanie — analyza.

A. Priprava vzorky — Vyizolovana vakuolarna frakcia bola zakoncentrovand pomocou
filtrov Amicon ultra (0,5 ml, 3K) pocas centrifugovania pri 14000 xg po dobu 30 minut.
Po pridani 2x koncentrovany LSB v pomere 1 : 1 bol obsah prepipetovany do novej
skiimavky a zamrazeny pri teplote -20 °C. Tymto spdsobom bola ziskana pribliznel0x

zakoncentrovana vzorka, ktora bola pouzita v d’al$ich krokoch.

B. SDS-PAGE — G¢l na SDS-PAGE bol pripraveny deni dopredu. Pre separaciu proteinov
bol pouzity 4% zaostrovaci a 12% deliaci polyakrylamidovy gél pripraveny podla
protokolu (Laemmli, 1970). Pred nanesenin na gél boli vzorky proteinov zahriate (95 °C,
5 min) a sto¢ené 5 minut pri 9000 xg. Do jamek gelu boli nanesené jednotlivé vzorky
0 objeme 20 ul a 3 pl markera molekulovych hmotnosti. Elektroforéza bola spustena
na 30 minut pri napati 90 V a nasledne na 120 V do konca separacie (cca 100 min).

Po prebehnuti elektroforézy bol gél premyvany 5 minut v destilovanej vode.

C. Western-blotting — Nasledne bola zostavena aparatura potrebna k prenosu proteinov
na nitrocelulozovi membranu. Pripraveny polyakrylamidovy gél s rozdelenymi
proteinmi bol premyvany podobu 10 minat v transférovom pufri. Do krabicky
s transferovym pufrom boli poskladané na seba jednotlivé komponenty v poradi porovita
poduska, 2x filtraény papier, gél, nitroceluldzovd membrana, 2x filtrany papier
a porovita poduska. Vsetko bolo uzatvorené do plastového drziaka a vlozené do kazety
s elektrodami, ktora bola umiestnena do vane s chladiacim blokom urcenej na western
blotting a zaliata transférovym pufrom. Prenos proteinov prebiehal pri 90 mA a4 °C

cez noc za neustalého premiesavania pufru.

D. Imunodetekcia proteinov — Na d’alsi den bola membrana vynata a prenesena na par
sekund do roztoku nespecifického farbiva Ponceau Spre kontrolu prenosu

proteinov. Obyc¢ajnou ceruzkou boli nazna¢ené jednotlivé linie vzoriek na membrane.
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Farbivo bolo nasledne odfarbené Vv roztoku tris pufrovacieho fyziologického roztoku
s pridavkom Tweenu® 20 (TBS-T). Na zablokovanie membrany bol pouzity blokovaci
pufor. V tomto roztoku bola membrana ponechana po dobu 1 hodiny pri kontinualnom
miesani. Po inkubacii bola membrana rozstrihana podl'a naneseného markera v oblasti
cielovych proteinov a oplachnuta v TBS-T pricom nésledne na fiu boli aplikované
primarne protilatky s nasledujucim riedenim — V-ATP 1:2000, Sec21p 1:1000, H-ATP
1:1000, Sarl 1:1000. Pri aplikacii protilatok na membranu sa postupovalo tak, ze na dno
Petriho misky bol opatrne umiestneny parafilm, na ktory bol aplikovany roztok (cca 1 ml)
1% nizkotuéného suSeného mlieka a prislusnej primarnej protilatky, na ktory bola
poloZena premyta membrana. Membrana bola v primarnej protilatke inkubovana po dobu
60 minuat. Po inkubacii bola membrana premyta 1x v TBS-T (5 min) a 2x v roztoku tris
pufrovacieho fyziologického roztoku (TBS) (5 min) a nasledne umiestnena do roztoku
1% nizkotuéného susen¢ho mlieka a sekundarnej protilatky 1gG-HRP riedenej 1:5000
taktiez na 60 minit za staleho miesania. Po inkubacii v sekundarnej protilatke sa
postupovalo obdobne ako u primarnej protilatky. Membranu bolo taktiez nutné premyt
1x vTBS-T (10 min) a2x v TBS (10 min). Membrana bola spétne poskladana
do povodného stavu a premiestnena na foliu, rovnomerne poliata chemiluminiscenénym
substratom a inkubovana 5 mintt. Prebyto¢na kvapalina bola tlakom na f6liu vytlacena
a membrana bola umiestnena do detek¢éniho zariadenia (Luminiscent image analyzer
LAS-4000).

3.4.5 Extrakcia a purifikacia pre LC-MS/MS analyzu auxinov a cytokininov

A. Optimalizacia purifikacie vzoriek pre izolaciu vakuol — Podl'a standardnych roztokov
vakuolarneho pufru, 4 % Ficollu a ich roznych hodnot riedenia (5%, 2x, 0x) boli vzorky
okyselené 1M kyselinou mravcou (5% a 2x) a SM kyselinou mrav¢ou (0x) na hodnotu

pH <2,7. Podla Tab. 1 boli do mikroskimaviek napipetované a nasledne okyselené

Tabulka 1. Okyselovanie vzoriek kyselinou mravéou

Hodnoty pH
5x 2%
Riedenie (1 mlvzorka + (1 ml vzorka + 0x
4 ml 1M HCOOH) 1 ml 1M HCOOH)
Vakuolarny pufor 1,93 2,10 2,67 + 20 ul SM HCOOH
4% Ficoll 1,94 2,16 2,69 + 30 ul SM HCOOH
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vzorky, ku ktorym bol pridany mix inertnych Standardov cytokininov (0,25 pmol CK
bazi, ribosidov, N7/N9-glukosidov a 0,5 pmol O-glukosidov a nukleotidov) a auxinov
(5 pmol/vzorka).

. Priprava vzoriek z protoplastov a vakuol pre stanovenie fytohormoénov — Hlboko
zamrazené vzorky protoplastov a vakuol z -80 °C boli postupne rozmrazené na I'ade. Po
rozmrznuti boli zhomogenizované na trepacke a vlozené do kvapalného dusiku a znova
rozmrazené. Ku vzorkam vakuol (1,25 ml) a protoplastov (0,07 ml) bolo nasledne
pridanych 0,5 ml modifikovaného Bielskeho c¢inidla aizotopicky znacené interné
Standardy auxinov (5 pmol) a cytokininov (0,25 pmol CK bazi, ribosidov, N7/N9-
glukosidov a 0,5 pmol O-glukosidov a nukleotidov). Takto pripravené vzorky boli
ponechané 30 minut na kolotodi pre mikroskimavky nachladeného na 4 °C. Dal§im
krokom bola centrifugacia pri 20000 xg, 4 °C. Supernatant bol prepipetovany
do sklenenych skiimaviek a objem do doplneny 1M HCOOH na 3 ml.

Tento postup bol aplikovany aj na experiment s roznym poctom nanaSanych vzoriek
vakuol (250 000, 500 000, 1000 000) v roztoku 0 neznamom pomere vakuolarneho
pufru a 4% Ficollu.

. Priprava vakuovej komoérky — Prvym krokom bolo dokladné vyplachnutie celej
vakuovej komorky ethanolom. Na viecko vakuovej komorky boli nasledne nasadené
z hornej strany zatky azo spodnej strany plastové ihly, ktoré boli takisto predom
namocené v ethanole. Po zapnuti vakuovej pumpy bol zo Sputov aj zihiel odsaty

prebyto¢ny ethanol a na $punty boli nasledne nasadené MCX kolony (30 mg/1 ml).

. SPE purifikacia pre stanovenie cytokininov a auxinov — Izolacia pomocou Oasis®
MCX kolony (30 mg/1 ml) prebiehala v 6 krokoch tak, ako ukazuje Obr. 10. Prvym
krokom bola kondicionacia kolon vzdy 1x nanesenim methanolu, destilovanej vody, 50%
kyseliny dusi¢nej, destilovanej vody a 1M kyseliny mravcej, priGom vystupy z kolon boli
odvedené do odpadu. Druhym krokom bolo nanasanie vzorky v 3 po sebe sa opakujucich
cykloch, kde takisto vystup z kolén nebol zachytavany. V tretom kroku boli kolony
premyvané 1% 1M kyslinou mrav€ou. V nasledujucich krokoch uZz prebiehala samotna
eltcia, preto bolo nutné vystupy z kolon zachytavat’ do sklenenych, vopred popisanych
skimaviek. Ako prvé sa eluovali auxiny, preto bol v 2 po sebe nasledujtcich krokoch na
kolény naneseny 80% methanol. Druhé sa eluovali cytokininy, ktoré boli zachytavané do
novej sklenej skimavky. Najskor bol na kolony naneseny 1x 0,35M hydroxid aménny
anasledne 2x obdobne hydroxid aménny v 60% methanole. Takto precistené vzorky

v sklenenych skimavkach boli odparené vo vakuovej odparke do sucha.
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kondiciondcia nanasanie vzorky premyvanie elicia 1AA elicia NT, B, OG

1x 1 ml MeOH 3x 1 ml vzorka 1x 1 ml HCOOH 2% 1 ml MeOH 2% 1 ml NHA0OH
1x 1 ml voda £ E 2 E 2
1x1mlHNOs 3 3 E | 2ximi :
1x1mlvoda = n NH40H v MeOH
1x 1 ml HCOOH
1 1 1 1 1
odpad odpad odpad

A%

vakuova odparka

Obr. 10. Schéma SPE purifikicia pomocou Oasis® MCX (30 mg/ml).

E. Filtracia a prenos — Po odpareni vSetkej kvapaliny zo vzoriek boli vzorky rozpustené
v 40 ul 5% (pre cytokininy) alebo v 50 ul 10% methanole (pre auxiny), nasledne boli
zvortexované a umiestnené na5 minit do ultrazvuku. Vzorky boli prenesené
do skumaviek Micro Spin Filter (0,2 um) a zcentrifigované po dobu 5 minuat pri 7500
x(. Po tomto kroku doslo k preneseniu vzoriek do Micro Insert skimaviek a uzavretiu

do vialiek. Takto pripravené vzorky boli detekované na hmotnostnom spektrometri.

3.4.6 UHPLC-MS/MS

Detekcia analytov prebiehala na systéme UHPLC-MS/MS ionizaciou latok elektrosprejom
Vv pozitivnom mode ESI(+) za optimalizovanych MS podmienok. Parametre hmotnostného
spektrometra boli nastavené nasledovne: teplota zdroja (150 °C), desolvacna teplota
(600 °C), prietok desolva¢ného plynu (dusik) 1000 I/h, napétie v kapilare 1 kV. Stanovenie
endogénnej hladiny fytohorménov v izolovanych vakuoldch prebiehalo pomocou
viacnasobného monitorovania reakcie (MRM) protonovaného prekurzora a prislusnych
produkovanych ionov (Novak et al,. 2012; Novak et al., 2017). Kvantifikacia metabolitov
bola uskutoénena pomocou izotopovej zriedovacej metody a vsetky data boli spracované

programom MassLynx™ (verzia 4.1, Waters, Milford, USA).

A. Stanovenie auxinov (podl'a Novak et al., 2012) — Pre separaciu auxinov bola pouzita
chromatograficka kolona KINETEX (C18, 1,7um, 50 x 2,1mm) vytemperovana
na 30 °C. Mobilnou fazou bol methanol (A) a redestilovana voda (B), oboje s pridavkom
0,1% kyseliny octovej. Celkovy ¢as kazdej analyzy bol 15 minut pri prietoku 0,2 ml/ min.
Pred kazdym meranim bola kolona kondiciovana na pociato¢né podmienky analyzy

(10:90, A:B). Vzorky boli ulozené v autosampleri pri 4 °C. Gradientova elucia prebiehala
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Vv tomto poradi: 2x bol gradient metdédy (0 min —10% A, 10 min —50% A, 11 min — 55%
A, 12,5 min —100% A, 13,5 min — 10% A) spusteny bez nastreku vzorky, nasledne boli
aplikované vzorky po 10 ul.

. Stanovenie cytokininov (podl'a Novak et al., 2017) — Nastrek kazdej vzorky na reverznti
kolénu &inil 10 ul (Acquity UPLC® BEH C18, 1,7 um, 150 x 2,1 mm). Kolénovy
termostat bol nastaveny na 45 °C. Separacia vzoriek prebichala 20 minat v gradiente
methanolu (A) a 15 mM mravéane aménnom (pH 3,95 , B) pri rychlosti 0,35 ml/min:
0 min — 10% A:B), 10 min — 23% A, 15 min — 36% A. Na konci elucie bola kolona
premyta 100% A (2 min) a ekvilibrovana na poc¢iato¢né podmienky (10:90, A:B) po dobu

3 minnt.
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolacia vakuol

Vakuoly boli izolované zo suspenznej kultary buniek Ath-Ler (Obr. 11) v 5 biologickych
opakovaniach, z ¢oho bolo ziskanych 51 209 533 protoplatov a vyizolovanych priblizne 10,6
miliona vakuol. Izolacie z celych rastlin Arabidopsis ekotyp Ler (Obr. 12) boli urobené len
Vv 2 biologickych opakovaniach z dévodu €asovej narocnosti pestovania rastlin. Z tychto

izolacii bolo ziskanych priblizne 1 800 000 protoplastov a 100 000 vakuol.

Obr. 11. 4-dennda suspenznd kultitra buniek Ath-Ler — (A) suspenzna kultira buniek, (B) protoplastovd kultira,
zvddenie 100x, (C) diskontinudlny hustotny gradient (v poradi od spodu: lyzacny pufor s protoplastovou
kultiirou, 4% ficoll, vakuoldarny pufor).

Obr. 12. 40-denny rastlinny materidal Ath-Ler. (A) Arabidopsis thaliana ekotyp Ler, (B) protoplastova kultura,
zvdcenie 200X, (C) diskontinudlny hustotny gradient (v poradi od spodu: lyzacny pufor s protoplastovou
kultirou, 4% ficoll, vakuolarny pufor).
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Obr. 13. (A) Lyza protoplastov po pridani lyzacného pufiu (obrdzok vznikol spojenim 2 fotografii 0 réznej
hladine ostrosti), (B) vyizolované vakuoly, zvicsenie 200x.

4.1.1 Aplikacia magnetickych mikroc¢astic

Pokus bol urobeny na protoplastovej kultare buniek, aby bola vylacena ich nespecificka
interakcia. Ako je viditel'né z Obr. 14 a Obr. 15, pravdepodobne nedochadzalo k ziadnej
ne$pecifickej vizbe medzi protoplastovou kultarou a magnetickymi mikrogasticami. Dalej
na vyizolované¢ vakuoly boli aplikované magnetické mikrocastice bez protilatky,
no neuspesne, nakol’ko vakuoly pri vzajomnej interakcii S ¢asticami popraskali. Dovodom
mohli byt rozmery Castic, ale aj ich nepravidelny tvar, ktory mohol sposobit’ rozbitie vakuol
0 hranu ¢astic. Z tychto dovodov nebolo mozné pokracovat’ v experimente s navdzovanim

protilatky Specificky na antigén na povrch izolovanych vakuol.

Obr. 14. Naviazanie magnetickych mikrocastic povrchovo oSetrenych chitosanom A na protoplastovi kultiru
Ath-Ler. (4) zvicsenie 100x, (B) zvicsenie 200x.

42



-
o

Obr. 15. Naviazanie magnetickych mikrocastic povrchovo oSetrenych chitosanom A a BSA na protoplastovii
kulturu Ath-Ler. (4) zvdcsenie 100x, (B) zvicsenie 200x.

4.2 Overenie Cistoty frakcii vyizolovanych vakuol

V tomto pokuse bola otestovana pritomnost’ moznych kompartentov, ktoré by potencialne
mohli kontaminovat’ izolované vakuoly. Overenie €istoty vakuolarnych kompartmentov vo
vzorke izolovanych vakuol a vo vzorke protoplastov bolo prevedené pomocou western-
blottingu. Ako je viditelné z Obr. 16 neboli detekované len ¢isté markery vakuolarnej

frakcie, ale aj markery frakcie z Golgiho apapratu pri pouziti prislusnych protilatok.
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A @ A @ Q&

& B 2 O &
0\'b oQ\ O\'b b(\’b X,
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Golgiho aparat Sec2lp .« = —

Vakuola V-ATP # - — TN,

Plazmatickd membrana H*-ATP

Endoplazmatické retikulum  Sarl

Obr. 16. Cistota izolovanych vakuol zo suspenznej kultiry Ath-Ler (4) Schéma zndzoriujiica pritomnost
markerov kompartmentov rastlinnej bunky vo vakuolarnej frakci,(B) Schéma ukazujiica rozdelenie markerov
vakuol a Golgiho aparatu vo frakciach gradientu s porovnanim so vzorkou protoplastov.

4.3 Optimalizacia purifikacie fytohorménov zo vzoriek izolacie vakuol

Na zistenie fytohormonalnych hladin auxinov a cytokininov bola prevedena SPE purifikacia
pomocu Oasis® MCX kolon (podl'a Dobrev a Kaminek, 2002). Aby bolo zistené optimélne
mnozstvo nanasania vzoriek vo vakuolarnom pufri a 4% Ficolle, bol urobeny experiment na
zistenie navratnosti fytohorménov z tychto pufrov (Obr. 17; Priloha A). Z vysledkov je
zrejmé, ze navratnost SPE metody pri zistovani cytokininovych hladin (Obr. 17A) je vel'mi

dobra pri roznych riedeniach tychto pufrov (Tab. 1), na rozdiel od navratnosti pri zistovani
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Obr. 17. Navratnost(%) cytokininovych (4) a auxinovych (B) znacenych Standardov pridanych do rézne
riedenych (0%, 2%, 5x) izolacnych pufrov (vakuoldarny pufor a 4% Ficoll) a izolovanych pomocou SPE postupu
(Oasis® MCX). Hodnoty si vyjadrené ako priemer = SD (n=3).

auxinovych profilov (Obr. 17B). Najvyssiu hodnotu pre 2-oxindol-3-yloctova kyselinu
(oxIAA) vykazuje vakuolarny pufor pri 5S-nasobnom riedeni. Kone¢né riedenie (3x) bolo
kompromisom pre dobra navratnost' ako cytokininovych, tak auxinovych metabolitov
v zmesi vakuolarneho pufru a 4% Ficollu, ktorého zloZenie ale nie je mozné urcit’.
Experiment bol zopakovany pri metode nandSania rézneho mnozstva vakuol
z0 suspenznej kultury buniek Ath-Ler v tychto pufroch (Obr. 18). V tomto pripade v oboch
pripadoch fytohormonalnych hladin cytokininov aj auxinov je vytaznost SPE izolacie
porovnatel'na. Vysledky ukazuji dvojnasobny narast hladin detekovanych hormonalnych
metabolitov pri narastajicom mnoZstve nanesenych vakuol (Priloha B). Optimélne

mnozstvo nanaSania vakuol na kolonu je vo vécsine pripadov uz 250 000 (Obr. 18).
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Obr. 18. Volba optimdineho mnozstva izolovanych vakuol zo suspenznej kultiiry buniek Ath-Ler nanesenych
na kolonu Oasis MCX. (4) Cytokininovy profil a (B) auxinovy profil v finol prepocitanych na vzorku
obsahujicu 250 000, 500 000 a 1 000 000 izolovanych vakuol. Hodnoty su vyjadrené ako priemer £ SD (n=3).
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4.4 Stanovenie cytokininov a auxinov v protoplastoch a izolovanych vakuolach
V d’alsom experimente boli analyzované vzorky protoplastov (celkovo 1 800 000/vzorka)
a vakuol (100 000/vzorka) izolovanych z celych rastlin a suspenznej kultary buniek Ath-
Ler. V Tab. 2 st uvedené zistené koncentracie cytokininovych a auxinovych profilov, ktoré
boli stanovené Vv fmol-pmol hladinach, pricom su prepoc¢itané na 100 000
protoplastov/vakuol na vzorku. Bol zisteny aj radovy rozdiel v koncentra¢nych hladinach
cytokininov a auxinov U vakuol izolovych zcelych rastlin v porovnani s vakuolami
izolovanymi zo suspenznej kultary buniek.

Porovnanim distribucie cytokininovych metabolitov vo vzorke z protoplastov a vakuol
z celych rastlin Ath-Ler bolo zistené, Ze v protoplastoch aj vakuolach st najviac zastipené
N-glukosidy (70% v protoplastoch a 76% vo vakuolach) (Obr. 19A,B). V protoplastoch boli
najviac zastipené CK metabolity odvodené od tZ typov (Obr. 19C), pricom vo vakuolach
sa vV najvacsom mnozstve vyskytovali iP typy (Obr. 19D). Pri stanovovani distribucie
auxinov vo vzorke z protoplastov z celych rastlin bolo zistené, ze najviac zastipené
v protoplastoch je IAA (71% v protoplastoch) (Obr. 20A). Okrem IAA vSak boli
v protoplastov detekované hladiny oxIAA (1400 + 293 fmol/100 000 protoplastov, Tab. 2).

A Protoplasty
2%

B Vakuoly

= CK Baze

= CK Ribosidy

= CK Nukleotidy
CK O-glukosidy

= CK N-glukosidy

8%
u Celkové iP-typy
2%

= Celkové tZ-typy
" Celkové DHZ-typy

Celkové cZ-typy

Obr. 19. Distribiicia cytokininov (ich metabolitov a CK typov) v izolovanych protoplastoch a vakuoldach
izolovanych z celych rastlin Arabidopsis ekotyp Ler.
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Tabulka 2. Koncentrdcia auxinov a cytokininov (fmol/100 000 protoplastov/vakuol, priemer + SD, n=3)

Arabidopsis thaliana ekotyp Ler Suspenznd kultdra

Fytohormony buniek Ath-Ler
Protoplasty Vakuoly Vakuoly
AUXINY
IAA 3452,9 + 838,7 n.d. 141,3+17,7
oxIAA 1400,2 £ 293,0 856,5 + 33,2 16,6 £0,9
IAAsp n.d. n.d. 24,1 +0,5
IAGIlu n.d. n.d. 45+0,5
CYTOKIN/NY
iP 13,7+4,3 30,37 +£2,74 1,27 +0,10
iPR 388+44 28,04 £ 2,69 1,66 + 0,08
iPRMP 3,97 £ 0,62 5,16 + 0,59 3,02+ 0,30
iP7G 108,8 + 15,3 621,0 + 22,6 152,1 + 8,96
iP9G 5,12 +0,68 23,39+ 0,59 7,46 +0,42
Celkové iP-typy 170,4 £ 22,8 708,0 £27,7 165,5+9,6
tZ n.d. n.d. n.d.
tZR 5,79+ 0,47 2,90+ 0,27 0,048 + 0,003
tZRMP 0,64 +0,28 1,06 +£ 0,22 n.d.
tZOG 13,5+2.03 169,4+ 4,0 n.d.
tZROG 3,38 £ 0,46 4,12+ 0,35 n.d.
tZ7G 192,2 £ 24,9 137,4+ 12,7 0,49 +0,01
tZ9G 577+7.2 525+85 n.d.
Celkové tZ-typy 2733+ 345 367,1+17,1 0,54 + 0,01
DHZ 1,93 +£0,37 n.d. n.d.
DHZR 1,56 +£0,10 2,59+ 0,16 0,11 + 0,03
DHZRMP n.d. n.d. n.d.
DHZOG 0,22 £ 0,02 0,41+0,01 0,028 + 0,009
DHZROG 0,77 +0,11 0,68 +0,14 0,14 + 0,01
DHZ7G 43,8+ 6,1 26,9+ 2,81 0,47 + 0,02
DHZ9G 1,31 +0,20 2,24 + 0,06 0,57+ 0,13
Celkové DHZ-typy 49,6 £ 6,7 335+£31 126+0,11
cZ n.d. n.d. 0,78 £0,27
cZR 37,7+31 228+1,0 7,50 + 0,23
CcZRMP 52,2+ 6,7 89,8+5,3 26,5+6,5
cZ0G 6,82 + 1,38 6,60 &+ 0,50 4,32 +0,32
cZROG 146+3,5 121+1,3 0,87 +0,12
cZ7G 55,4+ 7.4 326,0+£119 76,7+5,4
cZ9G 1,18 £0,26 20,4+ 0,7 1,95+ 0,48
Celkové cZ-typy 167,9+17,9 477,6 £19,3 118,3+6,2
Celkové CK badze 15,7+ 45 31,1+3,0 1,79+ 0,47
Celkové CK ribosidy 83,8+7,9 56,3 + 3,6 9,31+0,14
Celkové CK nukleotidy 56,8 + 6,8 95,7+4,7 295+6,2
Celkové CK O-glukosidy 39,4+6,7 193,3+2,2 5,30+0,48
Celkové CK N-glukosidy 465,5 £ 60,7 1209,8 +£58,4 239,7+13,8
Celkové cytokininy 661,2 +£80,3 1586,3 + 66,8 285,6 £10,7




A Protoplasty B Vakuoly

=|]AA " oxIAA

Obr. 20. Distribucia auxinov (IAA a oxIAA) v izolovanych protoplastoch a vakuoldach izolovanych z celych
rastlin Arabidopsis ekotyp Ler.

Ostatné IAA metabolity (IAAsp a IAGlu) neboli detekované. U vakuol bol detekovany len
oxIAA (Obr. 20B), pravdepodobne ide o vysledok nizkej navratnosti auxinov behom SPE
izolacie (Obr. 17B).

Pri urovani distribucie cytokininovych a auxinovych profilov vo vakuolach suspenznej
kultary buniek Ath-Ler (Obr. 21) bolo zistené, ze vysledky su Ciastone porovnatelné
s vysledkami  cytokininovych distribucii zistenymi z celych rastlin  (Obr. 19).
V cytokininovych profiloch vykazuji opdt najvys$$iu hodnotu N-glukosidy (84%,
Obr. 22A), avsak prevazuju okrem iP typov i CK metabolity odvodené od cZ (Obr. 21B).
V pripade auxinov je najviac zastipena IAA, d’alej boli okrem oxIAA detekované aj [AAsp
a IAGlu (Obr. 21C). V pripade izolacie zo suspenznej kultary buniek Ath-Ler st jednotlivé
cytokininy zastipené vo vysSich koncentracidch aauxiny Vv nizSich koncentraciach

ako v pripade rastlinného materialu (Tab. 2).

A 1% B Vakuoly = IAA

C 2% = oxIAA

= IAAsp
IAGIu

= CK Béze

= CK Ribosidy ® Celkové iP-typy

= CK Nukleotidy = Celkové tZ-typy
CK O-glukosidy = Celkové DHZ-typy

I
# CK N-glukosidy 1% 0.2% Celkové Z-typy

Obr. 21. Distribuicia cytokininov (ich metabolitov a CK typov, A-B) a auxinov (C) v izolovanych vakuoldch
suspenznej kultiry buniek Ath-Ler.
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5 DISKUSIA

Na imunomagneticki separaciu bunkovych kompartmentov boli vybrané vakuoly,
kvoli dostupnosti protilatky proti tymto organeldm a overenym postupom pri ich izolaciach
s dosahovanim dobrej ¢istoty a intaktnosti organel.

Izolacie vakuol boli robené podl'a protokolu Robert et al. (2007) zo 4-dennej suspenzej
bunkovej kultury, ale aj z celych 40-dennych rastlin Ath-Ler, aby sa overila vytaznost’
izolacie a porovnala sa odolnost’ vakuol z tychto 2 r6znych materialov. Touto metdédou sme
boli schopni vyizolovat vakuoly bez zdsadnych kontaminacii inymi endomembranovymi
kompartmentami. Je to vdaka osmotickému atepelnému rozruseniu protoplastov
odvodenych z mezofylovych buniek Arabidopsis, ktora slizi ako modelovy organizmus pre
tento experiment (Robert et al., 2007). Délezitym krokom pri poruseni bunky je dosiahnutie
vysokého vytazku bielkovin a zachovanie Strukturnych vlastnosti a funk¢nej integrity
organel. Stav poskodennia buniek mozno sledovat” imunochemicky alebo mikroskopicky
(Lee et al., 2010). V oboch pripadoch nemdzeme hovorit' 0 100% vytaznosti, nakol'’ko
vakuoly po izolacii vel'mi rychlo popraskali alebo vobec neboli vyizolované. Medzi pri¢iny
tohto javu patri teplota jednotlivych roztokov hustotného gradientu, S ¢im suvisi nasledné
premiesavanie jednotlivych faz pri pipetovani alebo mala hustota buniek suspenznej kultury
(Shimaoka et al., 2004). Taktiez vyizolované vakuoly nebolo mozné prenasat’, pretoze boli
natol’ko krehké, Ze narazmi popraskali. Napriek tomu vsak celkom v 7 biologickych
opakovaniach bolo vyizolovanych priblizne 10,7 miliona vakuol.

Ked’Ze bolo nutné zistit’ pred pouzitim protilatky na imunoagneticku separaciu samotnt
interakciu vakuoly — magnetickej mikrocastice, boli tieto Castice aplikované priamo
k vyizolovanej vakuolarnej frakcii. Z mikroskopického pozorovania bolo po interakcii
zistené, Ze magnetické mikrocastice svojim tvarom a velkostou zna¢ne prevysuju rozmery
vakuol. Povrch tychto mikrocastic bolo tiez potrebné modifikovat, pretoze samotné Castice
neposkytuju funkéné skupiny k naviazaniu protilatok (Plackova et al., 2017). K tomu je
Casto vyuzivany chitosan, o je synteticky derivat chitinu, ktory obsahuje volné
aminoskupiny, na ktoré sa m6zu naviazat’ proteiny, imunoglobuliny, enzymy, DNA ¢i iné
ligandy (Abi-Ghanem a Bergham, 2012). Pri aplikacii magnetickych mikrocastic povrchovo
osetrenych chitosanom na protoplastovi kultaru buniek pravdepodobne nedoslo
k nespecifickej viazbe medzi protoplastovou kultiirou a mikrocasticami (Obr. 15 a 16). Aj
Vv tomto pripade vsak boli potvrdené predpoklady z experimentu s vakuolarnou frakciou, ze

rozmery Castic, ale aj ich nepravidelny tvar, mohli sposobit’ rozbitie vakuol o hranu castic.
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Z tohto dovodu nebolo mozné pokracovat’ v Specifickom navizovani protilatky na antigén
na povrchu vyizolovanych vakuol. Moznym rieSenim by bolo pouzitie magnetickych
nanocastic, ktoré maji mensi a pravidelne gul'ovity tvar alebo izolacia kompaktnejSich
organel napriklad mitochondrii (Chen et al., 2016) alebo chloroplastov.

Dalsim krokom bolo zistenie &istoty frakcii vyizolovanych vakuol. Boli zaznamenavané
aj markery frakcie z Golgiho apapratu pri pouziti prislusnych protilatok (Obr. 16). Signaly
Golgiho aparatu boli pozorované z dovodu odskrcovania vackov tzv. kondenzujtcich vakuol
alebo prevakuol z jeho trans-strany povrchu, nakol’ko vakuoly a Golgiho aparat so sebou
V bunke navzajom interaguju (Prochazka, 1998).

Pri zistovani fytohormonalnych hladin auxinov a cytokininov sa postupovalo metodou
UHPLC/MS-MS (Novak et al., 2012; Novak et al., 2017). V stcasnej dobe boli publikované
len dve prace, ktoré ukazali fytohormonalne profily auxinov a cytokininov vo vakuolach
(Ranochaetal., 2013; Jiskrova et al., 2016). Aby bolo zistené optimalne mnoZstvo nanasania
protoplastov a vakuol na SPE kolony, bol prevedeny experiment na urenie navratnosti
vakuolarneho pufru a 4% Ficollu a experiment s nanaSanim rézneho poctu vakuol. Z tychto
experimentov sme zistili, ze vyizolované vakuoly, ktoré boli nanaSané na kolonu
V neznamom pomere vakuolarneho pufru a 4% Ficollu, je mozné detekovat’ na zistenie
fytohormonalnych hladin uz pri naneseni v mnozstve 250 000 organel. Jiskrova et al. (2016)
pracovali so vzorkami o velkosti 150 000 protoplastov a 30 000 vyizolovanych vakuol.
Podobné mnozstvo protoplastov (200 000) bolo pouzité tiez k profilovaniu cytokininov v
izolovanych bunkovych populaciach odvodenych od styroch mutantnych linii Arabidopsis
zna¢enych pomocou zeleného fluorescencného proteinu vnesené¢ho do Specifickych buniek
korenovej $pi¢ky (Antoniadi et al., 2015).

Metédou UHPLC/MS-MS bolo zistené, ze vo vzorkach zo suspenznej kultary buniek
aj z listov rastlin sa v pripade cytokininov najviac vyskytujii v protoplastoch aj vo vakuolach
N-glukosidy (Obr. 20A,B) av pripade auxinov IAA (Obr. 21A,B). Distribucia auxinov
v protoplastoch a vakuolach bola rozdielna od hormonalnych profilov publikovanych
pre celé rastliny (Péncik et al., 2018), korene a listy (Novak et al., 2012) alebo vakuoly
(Ranocha et al., 2013). Vysledny auxinovy profil uvadzany Vv tejto praci bol asi ovplyvneny
zlou navratnost'ou auxinovych metabolitov behom SPE izolacie (Obr. 17). Pre stanovenie
auxinovych metabolitov z izolovanych kopartmenov sa javia ako vhodnejsie metody
vyuzivajce inych SPE protokolov, napr. reverzna stacionarna faza C8 (Péncik et al., 2009)

alebo polymerna stacionarna faza HLB (Novak et al., 2012).
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V protoplastoch st v pripade cytokininov najviac zastiipené tZ typy, zatial’ ¢o u vakuol
iP typy. Je pozoruhodné, ze hladiny tychto detekovanych fytohormonov sa liSia v zavislosti
na vychodzom materiali. V pripade 4-dennej suspenznej kultary st hladiny cytokininov
priblizne 0 10% vysSie ako v pripade 40-denného rastlinného materialu, ale hladiny auxinov
st u rastlinného materialu vyssie zhruba o 20%. Tento jav mohol byt’ spdsobeny ¢asovym
obmedzenim rastu, ateda uU¢inkom fytohorménov na organizmus alebo biologickou
variabilitou. V porovnani s pracou (Jiskrova et al., 2016) st vysledky porovnatel'né
V zastupeni tZ typov cytokininov, najmi trans-zeatin-O-glukosidu (tZOG), ale lisia
sa Vv zastupeni iP typov. V naSom pripade (izolacie z celych rastlin Arabidopsis) bol
detekovany metabolit izopentenyladenin-N7-glukosid (iP7G), kdezto v spominanej praci

(izolacie z listov Arabidopsis) nebol tento metabolit vo vakuolach vobec detekovany.
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6 ZAVER

Experimentalne ciele tejto bakalarskej prace (priprava imunomagnetickych nosicov,
zoznamenie sa s metoédami izolacie vakuol aich nasledna charakterizacia, stanovenie
auxinov a cytokininov v izolovanych kompartmentoch pomocou LC-MS) boli splnené
Ciastocne.

Metoédou hustotne gradientovej centrifugacie boli uspeSne vyizolované vakuoly
20 suspenznej kultary buniek a z listov rastlin Ath-Ler. Avsak kvoli praskaniu vakuol a ich
rozmerové nekompatibilite s magnetickymi mikrocasticami nebolo mozné pokracovat
Vv experimete $pecifického naviazania protilatky na antigén, a tym bol experiment Vv tejto fazi
ukonéeny. Ako mozné rieSenie problému sa ponuka vol'ba mensieho rozmeru magnetickych
mikrocastic a ich pouzitie pri izolacii kompaktnejSej organely, napr. mitochondrii alebo
chloroplastov.

Ostatné ciele prace boli splnené. Bola dosiahnuta optimalizacia metody izolacie vakuol
pre stanovenie cytokininovych profilov. U analyzy auxinovych metabolitov sa ukazuju byt
vhodnejsimi metody purifikacie zalozené na inych typoch sorbentov nez boli pouzivané
zmesné kolony MCX, ktoré kombinuju reverzné a ibnovo vymenné fazy.

Fytohormonalne hladiny auxinov a cytokininov vo vakuolach zo 4-dennej suspenznej
kultary buniek a 40-dennych rastlin Ath-Ler boli stanovené. Taktiez boli stanovené vybrané

skupiny auxinov a cytokininov v protoplastoch izolovanych z listov.
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Priloha A — Navratnost’ fytohorménov pridanych do rézne riedenych izola¢nych pufrov

Ndvratnost (%) auxinovych a cytokininovych znaéenych standardov - SPE Oasis MCX (Priemer * SD, n=3)

[Bc A [BcCcJoxiAA  [BC iaAsp  [PCJIAGIu |Celkové auxiny
Vakuol. pufor (Ox)  0.08 + 0.08 29.8 £+ 6.4 0.4 £0.5 0.9 0.9 7.8 +13.1
Vakuol. pufor (2x)  0.18 + 0.04  36.6 * 3.8 3.6 +0.4 2.4 +0.5 10.7 + 15.1
Vakuol. pufor (5x)  0.03 + 0.01  41.9 * 0.4 0.4 +0.2 0.6 +0.3 10.7 + 18.0
4 % Ficoll (Ox) 0.22 + 0.13 1.4 +0.2 0.3 +0.1 0.6 0.1 0.6 0.5
4 % Ficoll (2x) 0.88 * 0.06 42 +£0.5 1.7 + 04 0.2 £0.0 1.8 *+ 1.6
4 % Ficoll (5x) 0.94 + 0.43 2.5 +0.1 0.9 +0.3 0.7 +0.1 1.3 + 0.8

[Bcsjtz [BcCsjez [*H ;]DHZ [?H zJiP CK Bédze
Vakuol. pufor (Ox)  88.9 + 1.8 79.7 + 2.4 89.9 + 1.8 40.9 + 7.0 75 + 20
Vakuol. pufor (2x)  59.4 + 2.6 52.7 £ 1.6 63.5 + 2.4 30.6 4.4 52 +13
Vakuol. pufor (5x)  72.8 + 5.4 66.6 * 3.6 75.6 + 4.0 31.8 + 10.3 62 + 18
4 % Ficoll (Ox) 71.4 + 9.2 59.5 + 9.4 64.8 +10.2  46.4 + 5.9 61 =9
4 % Ficoll (2x) 453 + 7.8 37.8 + 6.2 455 + 6.2 14.7 +6.2 36 + 13
4 % Ficoll (5x) 67.5 + 2.2 59.8 + 1.3 66.4 + 2.1 433 + 1.5 59 + 10

[?H s]tZR [?H ;]JDHZR [?H ;JiPR CK Ribosidy
Vakuol. pufor (Ox) ~ 98.0 + 4.5 956 + 2.6 65.5 * 6.1 86 + 4
Vakuol. pufor (2x)  72.4 + 1.7 72.2 + 3.2 48.7 + 1.6 64 t2
Vakuol. pufor (5x)  74.0 + 3.3 779 + 33 51.7 £ 6.5 68 + 4
4 % Ficoll (Ox) 83.9 + 85 63.7 * 6.2 57.5 + 2.4 68 *+ 6
4 % Ficoll (2x) 63.3 + 7.4 51.6 + 7.5 37.7 + 6.6 51 %7
4 % Ficoll (5x) 67.3 + 3.1 61.9 + 2.2 50.8 + 1.2 60 * 2

[?H 5]tZR5'MP [’H ;]JDHZR5'MP [’H ;JiPR5'MP | CK Nukleotidy

Vakuol. pufor (Ox)  12.8 * 3.6 18.2 + 0.8 456 + 0.5 26 2
Vakuol. pufor (2x) 39 +£03 5.0 £ 1.5 259 + 13.8 12 +5
Vakuol. pufor (5x)  10.4 + 3.0 179 +5.1 429 + 7.0 24 £ 5
4 % Ficoll (Ox) 222 +76 37.9 + 84 1115 + 12.6 57 + 10
4 % Ficoll (2x) 48 +1.6 6.0 +2.2 27.3 +13.2 13 +6
4 % Ficoll (5x) 84 +36 15.2 + 7.3 58.0 + 11.9 27 +8

[’HJtz0OG  [?HJtZROG  [*H 4]JDHZ0G |CK O-glukosidy
Vakuol. pufor (Ox)  90.5 + 20.8 111.3 * 6.0 102.7 + 2.7 102 + 10
Vakuol. pufor (2x)  64.4 + 14.0 85.2 + 2.6 719 + 0.9 74 £+ 6
Vakuol. pufor (5x)  79.8 +16.1  92.7 + 4.8 88.5 + 2.4 87 +8
4 % Ficoll (Ox) 78.1 + 6.0 101.8 + 5.2 82.5 + 9.3 87 +7
4 % Ficoll (2x) 552 +13.7 817 +11.4  67.5 + 10.1 68 * 12
4 % Ficoll (5x) 65.8 * 6.3 86.0 + 2.9 77.0 + 2.7 76 + 4

[’H 5]tZ27G [’Hs]t79G  [’H;JDHZ7G  [’H4]iP7G [?H ;JiP9G | CK N-glukosidy
Vakuol. pufor (Ox) 119.9 + 7.3 1259 + 10.1 112.8 + 5.5 91.4 + 1.8 85.5 + 6.2 107 + 16
Vakuol. pufor (2x)  88.3 + 1.2 90.0 + 1.5 87.6 + 3.0 65.9 + 1.4 63.2 + 45 79 + 12
Vakuol. pufor (5x)  94.1 + 3.7 102.4 + 5.3 99.4 + 12.8 749 * 3.4 709 £ 3.1 88 + 13
4 % Ficoll (Ox) 99.9 + 4.8 1048 + 7.0 79.9 + 113 64.1 + 8.9 69.9 * 5.5 84 + 16
4 % Ficoll (2x) 836 +11.7 852 +116 689 * 6.6 50.5 + 6.5 56.4 + 8.2 69 + 14
4 % Ficoll (5x) 85.4 + 2.9 92.0 + 4.7 76.9 + 2.7 633 + 1.6 60.2 + 1.7 76 + 12
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Priloha B — Vol'ba optimalneho mnozstva izolovanych vakuol
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