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Seznam zkratek

2,4-D

3MeOBASTHPP

ABA

AMP

ADP

AP

B

BAP

BAPIG

BAPI9THP

BAPR

BAPR5’MP

CK

CKX

cZ

cZ9G

cZ0G

cZR

cZR5’MP

cZROG

DHZ

DHZ9G

DHZOG

DHZR

DHZR5’MP

2,4-dichlorophenoxyoctova kyselina
3-methoxy(-6-benzylamino-9-tetrahydropyran-2-yl)purin
kyselina abscisova

adenosinmonofosfat

adenosindifosfat

alkalicka fosfatasa

frakce obsahujici volné baze, ribosidy a N-glukosidy
6-benzylaminopurin
6-benzylaminopurin-9-glukosid
6-benzylamino-9-(tetrahydroxypyranyl)purin
6-benzylaminopurin ribosid
6-benzylamino-5-(monofosfat)purin
cytokinin

cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

cis-zeatin

cis-zeatin-9-glukosid

cis-zeatin O-glukosid

cis-zeatin ribosid

cis-zeatin ribosid-5-monofosfat

cis-zeatin ribosid-O-glukosid

dihydrozeatin

dihydrozeatin-9-glukosid
dihydrozeatin-O-glukosid

dihydrozeatin ribosid

dihydrozeatin ribosid-5-monofosfat
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DHZROG

DMAPP

GC-MS

GC

HPLC-MS/MS

HPLC
IAA

IAC
INCYDE
iP

iIP9G

iPR
1iPR5’MP

IPT

K9G

KR
KR5’MP
LC-MS

LC

MRM

MS

MS medium
MS/MS

mT

mT9G

dihydrozeatin ribosid-O-glukosid
dimethylallyldifosfat
spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

plynova chromatografie

spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou

hmotnostni spektrometrii

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
indol-3-octova kyselina

imunoafinitni chromatografie
2-chloro-6-(3-methoxyfenyl)aminopurin
6-isopentenylaminopurin
6-isopentenylamino-9-(glukosid)purin
6-isopentenylaminopurin ribosid
6-isopentenylamino-5-(monofosfat)purin
isopentenyltransferasa
6-furfurylaminopurin, kinetin
kinetin-9-glukosid

Kinetin ribosid

kinetin ribosid-5-monofosfat

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
kapalinova chromatografie

multiple reaction monitoring

hmotnostni spektrometrie

Murashige — Skoog médium

tandemova hmotnostni spektrometrie
meta-topolin

meta-topolin-9-glukosid



mTOG
mTR
mTR5’MP
MTROG
NAA

NT

OG

oT

oT9G
oTOG
oTR
0oTR5’MP
0TROG
pT
pTOG
pTR
pTR5’MP
pTROG
RIA

TDZ

TLC
tRNA-IPT
tZ

tZ9G
tZOG
tZR

tZR5’MP

meta-topolin O-glukosid
meta-topolin ribosid

meta-topolin ribosid-5-monofosfat
meta-topolin ribosid O-glukosid
naftalen-1-octova kyselina

frakce obsahujici nukleotidy
frakce obsahujici O-glukosidy
ortho-topolin
ortho-topolin-9-glukosid
ortho-topolin O-glukosid
ortho-topolin ribosid
ortho-topolin ribosid-5-monofosfat
ortho-topolin ribosid O-glukosid
para-topolin

para-topolin O-glukosid
para-topolin ribosid

para-topolin ribosid-5-monofosfat
para-topolin ribosid O-glukosid
radioimunoanalyza

thidiazuron

tenkovrstva chromatografie

tRNA — isopentenyltransferasa
trans-zeatin
trans-zeatin-9-glukosid
trans-zeatin O-glukosid
trans-zeatin ribosid

trans-zeatin ribosid-5-monofosfat
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tZROG trans-zeatin ribosid O-glukosid

UPLC-MS/MS spojeni ultrau¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii

UPLC ultrau€innd kapalinova chromatografie
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1 Uvod acile prace

Cytokininy patfi mezi rostlinné hormony, tzv. fytohormony. Jejich hlavni funkci je
stimulace bunécného déleni rostlinnych bunék v pfitomnosti auxinti. Toho je vyuzivano
v tkdnovych kulturach, kde se pomoci Gprav poméri cytokininli a auxinit v kultivacnim
meédiu a s vyuZitim totipotence da vypéstovat i z jedné butiky pozadované rostlinné pletivo
nebo i celd rostlina. Cytokininy tedy jsou organické slouceniny regulujici rist a vyvoj

rostlin.

Bakalaiska prace se zabyva izolaci a kvantifikaci cytokininl a jejich metabolitii
v explantatech konopi setého, které byly péstovany na médiich s riznym piidavkem
cytokinint. Podstatou analyzy bylo zjisténi vlivu pfidanych cytokinini na metabolismus
endogennich cytokininli a tvorbu neaktivnich (toxickych) metaboliti. Ke stanoveni bylo
vyuzito ultraté¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni

spektrometrii.
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2 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou fytohormony, strukturnd N°® derivaty adeninu, které se dle
navazaného substituentu rozd€luji na aromatické a isoprenoidni. Jednd se o organické
slouceniny regulujici riistové a vyvojové procesy rostlin, které v pritomnosti auxinu
stimuluji bundéné déleni. Radi se mezi tzv. stimulatory (riist podnécujici), jez jsou G¢inné

v nizkych koncentracich 10™% — 10™ mol/g &erstvé hmoty. (Tarkowski et al., 2004).

Historicky prvnim objevenym CK byl 6-furfurylaminopurin - kinetin (Obr. 1), ktery
v 50. letech 20. stoleti objevil profesor Skoog se svymi kolegy v autoklavované DNA
izolované ze slediho spermatu. V rostlinach byl jako prvni objeven trans-zeatin (Obr. 2),
izolovany z nezralého endospermu kukutice v 60. letech 20. stoleti. Armstrong a Skoog
poté definovali CK jako latku podporujici bunétné déleni v pfitomnosti auxinu a

vykonavajici funkce ristovych regulatort, stejné jako kinetin (Skoog et al., 1970).

OH
o)
X =~ CHj
HN HN
N
~
s 49
NH™ N\ hooN
Obr. 1, Struktura kinetinu Obr. 2, Struktura trans-zeatinu

Hlavni funkci CK je stimulace buné¢ného déleni v pfitomnosti auxint.. Mezi dalsi
funkce CK patii inhibice tvorby kotfenli a stimulace tvorby vyhonki, riist postrannich
pupenti, oddaleni senescence, zvySujici odolnost vici stresim, hromadéni chlorofylu a
podpory pfemény etioplastli na chloroplasty a otevirani praduchii u nékterych druhti rostlin

(Davies, 2010).
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2.1 Biosyntéza
2.1.1 Isoprenoidni cytokininy

Biosyntéza isoprenoidnich CK probiha degradaci tRNA nebo isopentenylaci volnych
nukleotidi adeninu. Prvnim objevenym substratem pro biosyntézu iP a iPR byl
dimethylallyldifosfat (DMAPP) a AMP u Dictyostelium discoideum (Taya et al., 1978). Pti
této reakci byl primarnim produktem iPRMP. Reakci katalyzovala isopentenyltransferasa
(IPT). Pozdg¢ji bylo zjisténo, ze IPT mize jako isoprenoidni akceptor vyuzivat AMP i ADP
(Ihara et al., 1984).

Gen kaédujici IPT byl poprvé objeven u Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi et
al., 1984; Barry et al., 1984). Jednalo se o gen tmr. Pozdé&ji byl tento gen doplnén jesté o
jeden, tzs. tmr je zak6dovana v T-DNA Ti-plazmidu, tzs je lokalizovan v oblasti virulence.

Po infekci je tmr za¢lenéna do genomu hostitelské rostliny, tzs zustava v bakterii.

Geny ko&dujici rostlinné IPT byly poprvé objeveny u Arabidopsis thaliana
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). Genom Arabidopsis obsahuje 9 IPT gent (AtIPT1 az
AtIPT9), které jsou podobné gentim tmr a tzs. Tyto geny mizeme rozdélit do dvou skupin,
na tRNA-IPT, geny kddujici enzym modifikujici tRNA (AtIPT2 a AtIPT9), a ostatni geny
(AtIPT1, AtIPT3 az AtIPT8), pro biosyntézu CK de novo, IPT. tRNA-IPT a IPT jsou

strukturné ptibuzné.

2.1.2 Aromatické cytokininy

Pfitomnost aromatickych CK byla objevena u né€kterych rostlin, napt. topol (Strnad, 1997)
nebo Arabidopsis (Tarkowska et al., 2003). Nejvyssi aktivitu mezi témito CK ma meta-
topolin. V rostlinaich se vyskytuji ve formé& volnych bazi, nukleotidi, nukleosidi a
glukosidt (Strnad, 1997). Céast metabolické drahy by tedy méla byt shodna
s isoprenoidnimi CK. Enzymy katalyzujici biosyntézu a jednotlivé pfemény mezi mT, oT a
BAP vsak nebyly doposud popsany. Vliv AtIPT transferaz isoprenoidnich cytokinind na
aromatické CK nebyl prozatim zkouman.

2.2  Metabolismus

Metabolicka draha CK byla nejprve popséna na zéklad¢€ pozorovani exogenné vpravenych
radioaktivné znacenych cytokinini do rostliny. Takto znacené CK jsou po aplikaci rychle
distribuovany mezi ptisluSné nukleotidy, nukleosidy a baze. Nasledn¢ jsou metabolizovany

13



na produkty degradace nebo cukerné konjugaty (Letham, 1994). Metabolismus CK

muzeme rozdélit na dva typy:
1. substituce na purinovém jadie
2. reakce probihajici na postrannim fetézci

Modifikace adeninu jsou shodné s metabolickymi drahami purind. Doposud vSak

nebyl objeven enzym s Uplnou specifitou pro cytokininy (Davies, 2010).

Naopak pro Upravu postrannich fetézci se zdaji byt enzymy pro cytokininy

specifické. (Davies, 2010).

2.2.1 Cukerné konjugaty

K N-glykosylaci CK dochazi na 3, 7 a 9 pozici purinového zbytku. Modifikace 7- a 9-
pozice CK inaktivuje. Tvorbu 7- a 9-glukosidi katalyzuje glukosyltransferasa (ES
2.4.1.118) pomoci UDP nebo TDP glukosy. Tvorba 7-glukosidi probiha piednostné, u tZ
10x vice, u ¢Z az 21x vice (Entsch at al., 1979). Hodnoty Km pro tZ a UDP-glukosu jsou
150 uM a 190 uM. Biochemicka podstata glukosyltransferasy pro modifikaci 3- pozice
nebyla doposud popsana. N-glukosidy nemohou byt hydrolyzovany B-glukosidasou, takze

jejich modifikace je nevratnou inaktivaci (Davies, 2010).

O-glykosylace izoprenoidniho postranniho fetézce vede k tvorbé O-B-D-
glukopyranosyl derivatu tZ a/nebo cZ. Vétsina zeatin O-glukosyltransferas je specificka
pro tZ typ CK. Hodnoty Km pro tZ a UDP-glukosu jsou 28 uM a 200 uM pfi optimalnim
pH 8,0 (Mok et al., 1994). Gen pro transferasu byl poprvé identifikovan v Phaseolus
lunatus (Martin et al., 1999). cZ specifické glukosyltransferasy, cisZOG1 (Martin et al.,
2001) a izoenzym cisZOG2 preferuji cZ izomer pted tZ (Veach et al., 2003). Enzym
vyuziva c¢Z a UDP-glukosu, ale nedokaze vyuzit tZ, DHZ, ¢ZR, tZR nebo UDP-xylosu.
cisZOG1 O-glukosidy jsou hydrolyzovany B-glukosidasou, coz vede k uvolnéni aktivnich
bazi (Davies, 2010).

2.3 Degradace

Degradace CK ma obrovsky vyznam pfi regulaci cytokininové aktivity v rostling. Tato
reakce je katalyzovéana cytokinin oxidasou/dehydrogenasou (CKX). CK a né¢které jejich
metabolity jsou diky CKX $tépeny na adenin a vedlej$i postranni fetézec (Obr. 3). Aktivita

CKX byla poprvé objevena v roce 1970 a béhem nasledujicich tficeti let byla popsana u
14



rostlin. Jednd se o monomerni enzym o velikosti kolem 60 kD, nékteré purifikované
enzymy mohou byt glykosylovany. CKX degraduje baze a nukleosidy cytokininti. Delta-2
dvojné vazba v isoprenoidnim postrannim fetézci iP a tZ se zda byt dilezita K rozpoznani
substratu, protoze redukci této vazby se poskytuje rezistence k CKX. DHZ cytokininy a
jejich metabolity jsou tedy viici CKX odolné. Nékteré modifikace na postrannim fetézci,

napi. O-glukosylace, také zvysuji tuto rezistenci vii¢i CKX (Davies, 2010).

Reakéni mechanismus byl popsan jako méd’ obsahujici aminooxidasa. Ta ma za
ukol katalyzu oxidace biogennich primérnich aminti na aldehydy, amoniak a peroxid
vodiku pfes meziprodukt imin. Analyza tohoto reakéniho metabolismu CKX vSak pfinesla
otdzku, zda se opravdu jednd o oxidasu. V CKX izolované z pSenice byla objevena
pritomnost FAD obsahujici flavoprotein. Tato CKX tedy nevyzaduje ke své funkci
ptitomnost kysliku (Obr. 4). CKX se tedy chova spise jako dehydrogenasa (Galuszka et al.,
2001).

Nekteré fenolické slouceniny jsou schopny aktivovat CKX in vitro. Tyto latky
slouzi jako signalni molekuly z hostitelskych rostlin a geny viru Agrobacterium Ti

plazmidu. Diky témto latkdm muizeme kontrolovat genovou expresi a degradaci cytokininti

(Davies, 2010).

CK typu phenylmocovina jsou stiedné silnymi inhibitory CKX (Kopec¢ny et al.,
2010).

V Arabidopsis bylo nalezeno sedm genu pro CKX (Bilyeu et al., 2001). Kazdy
z téchto genli vykazoval odlisné modely exprese. Cinnost CKX je indukovana zvySenym

obsahem cytokinind (Chatfield et al., 1986).

CH,
=~ “CHj
NH,
HN o CHj
CKX N XN N\
P SN + O, </ | + o,
< | ) N— P HyC
H
N6-(2-isopentenyl)adenin adenin 3-methyl-2-butenal

Obr. 3, Mechanismus degradace cytokininu (Davies, 2010).
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CHs

CHs
= “CHy S CH,
NH,
o CHg

HN
HN
KX N
c . Zan S \>/<
N ~= N | CHy
</ | N Vi | SN +Hz0 N 7 HyC
- <) ;
N =
N N FAD  FADH, N N
NB-(2-isopentenyl)adenin adenin 3-methyl-2-butenal

Obr. 4, Mechanismus degradace cytokininu bez pfitomnosti kysliku (Davies, 2010).

2.4  Stanoveni cytokininii

Kvalitativni i kvantitativni analyza CK v rostlinném materialu vyZzaduje spojeni
efektivniho purifikaéniho postupu a citlivé selektivni analytické koncovky. Prvni
chromatografickou metodou pouzitou k analyze fytohormoni byla tenkovrstva
chromatografie (TLC) (Davey et al., 1979). Kvuli nizké separa¢ni ucinnosti a citlivosti
byla TLC nahrazena instrumentalnimi metodami jako plynova chromatografie v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) (Prinsen et al., 1995b), kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) (Prinsen et al., 1995a; Prinsen et al., 1995b; Van
Rhijn et al.,, 2001; Novak et al., 2003), radioimunoanalyza (RIA) a ELISA testy
(MacDonald et al., 1985; Strnad et al, 1992).

Nejpouzivanéj§i metou se v souCasné dob¢ stala kombinace vysokoucinné
kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS)
(Zhang et al., 2001; Chiwocha et al., 2003; Bredmose et al., 2005; Ge et al., 2005). Dalsi
zlepSeni pro stanoveni CK vedlo k naslednému nahrazeni HPLC ultrati¢innou kapalinovou

chromatografii (UPLC) (Zhao et al., 2006).

Zavedeni UPLC pfineslo vyssi separacni Ucinnost, rozliSeni, citlivost, rychlost a
propustnost vzorkli (Nguyen et al., 2006; Wu et al., 2007; Novakova et al., 2009). Rychla
chromatograficka separace a nizka koncentrace analytu ve vzorku vyZzadovala citlivou a
rychlou skenovaci metodu, kterou poskytla tandemovd hmotnostni spektrometrie
(MS/MS). UPLC-MS/MS byla specifikovana pro analyzu rostlinnych hormont (Naito et
al., 2007;Arite et al., 2007; Zentella et al., 2007; Hirano et al., 2007; Novak et al., 2008;
Kojima et al., 2009; Tureckova et al., 2009).
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3 Rostlinné tkanové kultury

Skoog a Miller (1957) dokézali, ze diferenciace organti mtize byt manipulovana zménami
relativnich koncentraci auxinii a CK v kultivatnim médiu. Rostlinné tkanové kultury
umoznuji péstovat rostliny v umeélém prostiedi za pouziti ristovych regulatori — CK a
auxint. Tento proces probiha ve sterilnich podminkach na specialnich zivnych médiich a
vychazi z totipotence rostlinné buriky, ktera je ovlivnéna pfidanymi fytohormony (Motte,
2013). Uzitim této metody dochazi k ovlivnéni pfirozené biosyntézy cytokinini v rostling
(Hutchison et al., 2002; Pan et al., 2008; Jiang et al., 2010). Krom¢ auxinti a CK lze pro
nekteré aplikace vyuzit i1 jinych rGstovych regulatorti, naptiklad pyrabactin jako agonista

ABA (Park et al., 2009) nebo strigolaktony (Umehara et al., 2008).

V takto péstovanych rostlinach se vyskytuji CK dvojiho ptvodu. Exogenni
cytokininy, které se do rostliny dostanou z média, na némz je rostlina kultivovana a
endogenni cytokininy, které se tvoii piimo v rostliné. Jejich hlavni funkci je ovlivnéni
rovnovahy mezi tvorbou kofene a prytu, stupen apikdlni dominance a maji také vliv na

oddaleni senescence (Motte, 2013).

Auxiny pfidavané do média stimuluji rist rostliny, fidi diferenciaci a prodluzovani

¢asti rostliny. Jedna se zpravidla o IAA a ji strukturné pfibuzné latky (Davies, 2010).

Volba typu média, Zelirujicich prostfedki i typu a koncentrace rlistovych regulatori
je zalozena na pozadavcich rustovych faktord, jako je mnozeni vyhonki, zakofenéni,

vzhled rostlin nebo aklimatiza¢ni podminky (Aremu et al., 2012a).

Tato metoda je vhodna ke studiu mechanismu regeneracni plasticity, testovani

hormonalni citlivosti rostlin a tvorby sterilnich linii rostlin (Sugimoto et al., 2013).

3.1 Indukce kalusu

VétSina rostlinnych pletiv reaguje na pfitomnost zvySené koncentrace cytokininu a auxinu
délenim bunék, které vede k tvorbé kalusu. Pro indukci kalusu jsou nejcastéji pouzivany
syntetické auxiny (2,4-D a NAA). Jejich uc¢inek je nejspiSe zpisoben akumulaci uvnitf
buniky (Meijer et al., 1999) a neschopnosti je vyloucit (Delbarre et al., 1996). Behem
pocatecni faze indukce kalusu miize byt pfitomnost cytokininti nutnad k udrzeni ristu. Po
vzniku subkultur mize dojit k omezeni potfeby pfitomnosti cytokininii (Meins, 1989).

Ptitomnost cytokinint koreluje s nartistem exprese signalnich gent cytokinina (Pischke et
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al., 2006). Cytokinin TDZ muze také indukovat kalusy v rtiznych systémech rostlinnych
kultur (Murthy et al., 1998), pravdépodobné¢ proto, ze krom¢ své vazby na receptor
cytokinini u Arabidopsis (Yamada et al., 2001; Spichal et al., 2004) reguluje také
signalizaci auxini ovlivnénim transportu auxint (Suttle, 1988) a je stfedn¢ silnym

inhibitorem CKX, ¢imz zvySuje endogenni hladiny ptirozenych cytokinint.

Kalusy maji rizné tvary, barvu a vnitini strukturu, z ¢ehoz lze odvodit, ze auxiny
zprostiedkovana dediferenciace explantatovych bunck neni Uplna. Stejny explantat miize
generovat nékolik typa kalusu odlisné morfogenetické regeneraéni kapacity. VéEtSina studii
ukazuje, ze pletivo, inkubacni podminky, svétlo a teplota jsou dilezité parametry, které

urcuji regeneracni schopnosti kalusu (George et al., 2008).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material

Explantaty (kalusy) konopi setého (Cannabis sativa L.) byly péstovany (Ing. I. Smykalova,
Ph.D., AGRITEC, vyzkum, §lechténi a sluzby, s.r.o., Sumperk) na MS a IMB4 médiich
Sriznym obsahem piidanych CK (tab. 1). V prvnim experimentu byla koncentrace
pfidanych CK na MS medium 7 pmol/l, pro druhy experiment byla tato koncentrace
navySena na 20 umol/l. IMB4 médium obsahovalo konstantni koncentraci 2,9 pmol/l K a

4,44 umol/l BAP pro oba experimenty.

Tab. 1, Média s pfidavkem CK pouzita k péstovani explantatii konopi setého piipravena

v Agritec, Sumperk

médium | pfidany cytokinin
MS; medium BAP
MS, medium | meta - topolin
MS; medium| BAP +INCYDE
MS, medium BAPI9THP
MS; medium | BAP + BAP9THP
IMB4 K+ BAP

4.2  Pristrojova technika a chemikalie

Kulovy mlynek MM301 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Germany)
Mechanicky rotator Stuart

Centrifuga Avanti™ (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
DEAE-Sephadex A25 (Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA)

Bond Elut — SCX, 100 mg/1 ml (Varian)

Spe-ed SPE Cartridge C18/18%, 100 mg/ 1 ml (Applied Separation)

Preimunni (P1) a imunoafinitni (1A) kolony s agar6zovym gelem Affi-Gel 10 (Bio-Rad
Labs, Hercules, USA) s monoklonalnimi protilatky anticytokininu NZRD nebo 1G6

(Laboratof rastovych regulatoru, Univerzita Palackého, Olomouc)

19



Vakuova rotacni odparka Rotavapor® R-200 (Buchi Labortechnik AG, Postfach,
Switzerland)

Biological thermostat BT120

MicroTubes Brand

Micro Insert 0,1 ml, 28x6 mm, with Spring Bottom, Supelco, USA
Deionizovana (Milli-Q) H,O

Bielsky pufr (60 % MetOH + 25 % CHCl3 + 10 % H,0 + 5 % HCOOH)

Standardy: volné baze (B): [°Cslcz, [®Cs]tz, [*Hs]tZR, [*Hs]tZ9G, [*Hs]DHZ,
[’H3]DHZR, [*H3]DHZ9G, [*H¢]iP, [*HeliPR, [*He]iP9G, [*H;]BAP, [*H/]|BAPR,
[H;]BAPIG, [*°N,JmT, [**Cs]oT, [°N4]K; O-glukosidy (OG): [*Hs]tZOG, [*Hs]tZROG,
[*H;]IDHZOG; nukleotidy (NT):  [*Hs]tZRMP,  [*H;]DHZRMP,  [*Hg]iPRMP,
[2H7] BAPRMP (Laboratof ristovych regulatorti, Univerzita Palackého, Olomouc)

Methanol, Gradient grade for liquid chromatography, LiChrosolv, Merck
Ethylalkohol pro UV Spektroskopii, 99,8%, Lachner, Ceska Republika
Mravencan amonny, Sigma-Aldrich, USA

Chlorid sodny, Lachner, Ceska Republika

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, Lachner, Ceska Republika
Hydrogenuhli¢itan sodny, Lachner, Ceska Republika

Octan amonny, Sigma-Aldrich, USA

B-glukosidasa (2,31 U/mg), Sigma-Aldrich, USA

Alkalicka fosfatasa (3,5 U/mg), EIA Grade, Invitrogen, USA
Equilibracni smés SCX (50 % MetOH + 2 % HCOOH)

Eluéni smés 1 (60 % MetOH + 40 % 4 M NH3)

Elu¢ni smés 2 (80 % MetOH + 2 % CH3COOH)

PBS (50 mM NaH,PQO, - 2 H,0 (7,8 g/l) + 15 mM NacCl (0,877 g/l); pH 7,2)
50 mM NaHCO3 (420 mg/100 ml; pH 9,6)

100 mM NH,COOCH; (770 mg/100 ml, pH 5)
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4.3  Priprava vzorku

Vzorky kalusu konopi setého byly homogenizovany pod tekutym dusikem. Kazdy vzorek
rostlinného materidlu rozvazen na piislusné triplikdty po 0,125 £+ 0,005 g do 2 ml

mikrozkumavek. Zhomogenizované zbytky vzorkt byly uskladnény pii -70 °C.

Piesn¢ navazené vzorky byly extrahovany 1 ml Bieleski pufru, ke kterym byly
pfidany vnitini (interni) standardy cytokinint (10 pl 10-7 M B, 20 pl 10-7 M OG, 20 pl 10-
7 M NT) pro kvantitativni stanoveni. Dal$i homogenizace byla provedena na kulovém
mlynku (27 Hz; 3 min; 4 °C) a ultrazvuku (5 min; 4 °C). Extrakce vzorkt konopi setého
probéhla na rotatoru Stuart pii 4 °C po dobu 30 minut. Nasledovala centrifugace (15000
rpm; 10 min; 4 °C), po které byly supernatanty odebrany a sedimenty reextrahovany 1 mi

Bieleski pufrem.

Prvnim purifikacnim krokem cytokininli bylo pouziti iontoménice SCX. Po
kondicionaci a equilibraci téchto SPE kolon se nanesly spojené supernatanty extrakce a
reextrakce. Kolony byly poté promyty Bieleski pufrem a MetOH a nasledné eluovany 3 ml

eluéni smesi 1. Takto ziskané eluaty byly odpafeny na vodnou fazi na vakuové odparce.

Vodné faze byly ziedény 4 ml 10 mM HCOONH, a naneseny na soustavu kolon
DEAE Sephadex - C18 (100 mg/1 ml) (Novak et al., 2003), kde doslo k oddéleni B a OG
frakce od NT frakce. P¥i promyti DEAE-Sephadex 10 mM HCOONHy, doslo k uvolnéni B
a OG frakci do C18. Po piesunu DEAE-Sephadex na nove C18 kolonky a jejich promytim
1 M HCOONHy, ptesly NT frakce do téchto SPE kolon. Jednotlivé frakce z C18 byly

eluovany 4 ml elu¢ni smési 2 a eluaty odpaieny do sucha na vakuoveé odparce.

Poslednim purifikaénim krokem bylo pouZiti imunoafinitni chromatografie (IAC).
Tato purifikatni metoda je zalozena na interakci protilatka — antigen za vzniku
imunokomplexu (Ab-Ag) (Chase, 1983). Odparky B a OG frakci byly rozpustény v 50 ul
70% EtOH a 450 pl PBS. Vzorky byly jednou naneseny na preimunni (PI) a opakované na
imunoafinitni (IA) kolonky, kde doslo k oddéleni OG frakci, které ztstaly v promyvacim
roztoku. B frakce byly ziskany vyeluovanim 3 ml MetOH (-20 °C). Eluaty B i OG frakci

byly odpateny do sucha na vakuové odparce.

DalSim krokem pfipravy vzorku bylo enzymatické Stépeni OG a NT frakce, B-
glukosidasou a alkalickou fosfatasou, za ucelem prevedeni na volné baze. Odparky OG
frakci byly rozpustény v 200 pl 100 mM NH;COOCH;3; a 50 pl B-glukosidasy a
inkubovany v biologickém termostatu (1 hod; 37 °C; tma). Po inkubaci bylo ke vzorkim
piidano 750 ul PBS a vzorky opakované naneseny na IA kolonky. Po promyti PBS byly
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OG frakce vyeluovany 3 ml MetOH (-20 °C). Odparky NT frakci byly rozpustény v 20 ul
70% EtOH, 180 ul NaHCOj3 a 50 pl alkalické fosfatasy (AP) a inkubovany (2 hod; 37 °C;
tma). Po inkubaci bylo ke vzorkim ptfidano 250 pl PBS a vzorky naneseny na PI a
opakované na IA kolonky. Po promyti PBS byly NT frakce vyeluovany 3 ml MetOH
(-20 °C). Eluaty opét odpafeny do sucha na vakuové odparce.

4.4  Separace a kvantifikace cytokininovych metabolitii metodou UPLC-ESI-
MS/MS

Pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni cytokininti metodou UPLC-MS/MS se vzorky
rozpustily ve 30 pl smé&si MetOH s 15mM NH4COOH (pomér 1:9) a prevedly se do 2 ml
vialek s 0,1 ml mikro-insertem. 15 pl kazdého vzorku bylo naneseno na reverzni fazi
kolony (BEH C18, 2,1 x 50 mm, 1,7 um; Waters). VVzorky byly eluovény s 5-ti minutovym
linearnim gradientem metanolem a 15mM mraven¢anem amonnym (pH 4,0) v poméru od
10:90 do 100:0 pti pritokové rychlosti 0,5 ml/min a teploté kolony 40 °C. Poté byla kolona
promyta a equilibrovdna na pivodni podminky, za kterych byly reten¢ni ¢asy sledovanych
latek v rozmezni skenovani pikt: 1,0 az 4,2 minut. Eluce byla detekovan UV detektorem
s diodovym polem (rozsah skenovani 210-400 nm s rozliSenim 1,2 nm, vzorkovaci

frekvence 10 spekter/s) a tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS).

MRM analyza byla provedena za nésledujicich podminek: kapilarni napéti 2,51 kV;
teplota zdroje/desolvata¢niho plynu 120/550 °C; prutok desolvataénim plynem 600 1/h;
LM/HM rozliSeni 12,5; energie iontt 1 0,9 V; energie iontd 2 0,5 V, vstupni, vystupni
napéti a napéti nasobice 2,0 V, 2,0 V a 650 eV. Jako kolizni plyn byl pouzit argon. Doby
prodlevy, napéti kuzele a kolizni energie pro jednotlivé pfechody byly optimalizovany pro
maximalni citlivost. Doba prodlevy pro kazdy MRM kanal byla vypoctena na 16
skenovacich bodil na pik, béhem této doby bylo mezikanalové zpozdéni 0,1 s a doba cykll
byla 055 — 0,65 s. Méfeni prob&hlo na Acquity UPLC™ System, 2996 PDA
detector, XEVO TQ MS (modifikovano Novék et al., 2008: eluce s 5-ti minutovym
linearnim gradientem metanolem a mraven¢anem amonnym v poméru od 10:90 do 100:0
pfi prutokové rychlosti 0,5 ml/min; retenéni Casy sledovanych latek v rozmezi skenovani
pika: 1,0 az 4,2 minut; kapilarni napéti 2,51 kV; teplota zdroje/desolvatacniho plynu
120/550 °C; pratok desolvataénim plynem 6001/h; energie ionta 1 0,9 V; energie ionti 2
0,5V).
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5  Vysledky

Ve vzorcich bylo izolovano a s vyuzitim UPLC-MS/MS stanoveno 47 metabolitt
cytokinind. Zjisténé koncentra¢ni hladiny jsou uvedeny v tabulkach 2 — 5. Vzdy byly

analyzovany tfi technické replikaty, ziskané vysledky byly statisticky zpracovany.
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6 Diskuze

Doposud nebyl zadny z pokust regenerace rostlin konopi neptimo z kalusi (Obr. 7) ¢i
suspenze kultur Gspésny (Feeney et al., 2003). U kalusu a suspenze kultur se objevila
tendence tvorby kotent (Fisse et al., 1981, Hemphill et al., 1978, MacKinnon et al., 2000).
Tvorba vyhonkii vSak nebyla pozorovana. Soucasny vyzkum je tedy zaméten na hledani

efektivniho a spolehlivého regeneracniho protokolu (Feeney et al., 2003).

Ve vzorcich kalust péstovanych na raznych kultiva¢nich mediich byly nalezeny
vyznamné rozdily v hladinach jednotlivych cytokininovych metabolitt, coz je v souladu

S jiz publikovanou literaturou (Aremu et al., 2012a).

BAP je stale jednim z nejucinngjsich CK, ktery podporuje in vitro regeneraci
vyhonki a rozmnoZovani rostlinnych druhi. Ve snaze tesit rizné fyziologické a vyvojové
problémy spojené s CK obecné a BAP jsou ale testovany i dalsi CK (Aremu et al., 2012a).
Strukturni variabilita CK nabizi Sirokou Skalu moznosti, jak zménit jejich strukturu a tim
zvysit jejich moznosti pouziti. Rozdily biologické aktivity stejného CK v riznych
systémech slouzi k rozpoznavani riznych modeld a/nebo signaliza¢nich mechanismi, které
mohou fungovat v CK zavislych fyziologickych reakcich. Upozornuji také na moznost
tvorby specifickych latek, které moduluji konkrétni CK-dependentni odpovédi (Dolezal et
al., 2006, Dolezal et al., 2007). Interpretace vysledkii biologickych zkousek zavisi na

povaze testu a pouzitych rostlinnych materiali.

Zaména furfurylové skupiny K fadou dalSich postrannich fetézcl je mozna bez
vyrazné ztraty aktivity CK. BAP, pravdépodobné nejvice vyuzivany CK v rostlinnych
tkanovych kulturach, vdéci za svlij objev prave substituci nahrazujici furfurylovou skupinu
benzylovou skupinou. V testu tabakového kalusu bylo zjisténo, ze BAP je vice aktivni nez
K. Aktivita substituovanych aminopurinovych kruht je také ovlivnéna stupném nasyceni.
Obecné plati, ze aminopuriny s nenasycenym kruhem jsou vice aktivni nez ty nasycené
(Skoog et al., 1967, Skoog a Armstrong, 1970, Matsubara 1980). Tomu odpovidaji
vysledky obou experimentl, kde v pfidavku samotného BAP byly hladiny aktivnich
cytokininti nékolikanasobn¢ vyssi nez v piidavku kombinace BAP s K (Obr. 5, Obr. 6).

Z diivodl vysokého potencidlu topolinii jako ndhrada bézné pouzivanych CK byl
zkouman jejich vliv v rtznych rostlinnych modelech. U Spathiphyllum floribundum
(Werbrouck et al., 1996) a Aloe polyphylla (Bairu et al., 2007) m¢l mT vys$si ucinnost pii
mikropropagaci nez BAP. Naopak u Rosa hybrida byla pii pouziti mT pozorovana nizsi
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mira mnozeni nez u BAP (Bogaert et al., 2006). Zasadnimi faktory na ucinek téchto CK
jsou genotyp, koncentrace pouzitych CK a typ média (Dobranszki et al., 2004, Vinayak et
al., 2009, Magyar —Tabori et al., 2010, Wojtania, 2010). Bylo také zjisténo, ze ptitomnost
auxinu, IAA v kultivaénim médiu zvySuje tvorbu 9-glukosidi v rostlinich oSetfenych
BAP, oSetfenych topoliny naopak snizuje. Tvorba O-glukosidii byla pozorovana
v rostlinach oSetfenych topoliny s nizkym obsahem IAA (Aremu et al., 2012a). Tomu
odpovidaji vysledky experimentt, kde pfidavek mT v obou experimentech vedl k vysoké

tvorbé neaktivnich, avsak prirozené degradovatelnych, O-glukosida (Obr. 5, Obr. 6).

U CK s halogenovou substituci je aktivita zvySujici G€inek této strukturni zmény na
isoprenoidnich (Clemenceau et al., 1996, Haidoune et al., 1998) a aromatickych (Bogaert
et al.,, 2006, Dolezal et al., 2006, Dolezal et al., 2007) CK dobfe zdokumentovana.
Jednotlivi autofi vysvétluji aktivitu zlepSujici Gc€inek halogenové substituce rizné,
napiiklad: vysoka elektronegativita a mala velikost halogent (Crocker et al., 2007),
schopnost organickych halogenovych slouéenin tvofit strukturni motivy pfes inter-
molekularni interakce (Emmerling et al., 2007), snizeni citlivosti sloucenin k CKX
(Clemenceau et al., 1996, Haidoune et al., 1998) a schopnost vytvaret vodikovou vazbu s
donory elektroni CK receptoru (Dolezal et al., 2007). INCYDE je vsak jen velmi slabym
CK a jeho hlavni mechanismus ucinku spociva v inhibici CKX (Zatloukal et al., 2008,
Aremu et al., 2012b). Tomu odpovidaji vysledky experimentii, kde ptidavek INCYDE
vobou experimentech zvySoval pomér endogennich aktivnich cytokinini oproti
neaktivnim (Obr. 5, Obr. 6).

N9-THP skupina CK chrani molekulu proti N9-glykosylaci a zpisobuje pomalé
uvoliiovani aktivni volné baze, ¢imz spousti degradacni procesy v mnohem mens$i mife.
Ackoli metabolické studie s radioaktivné znacenym 3MeOBA9THPP ukazaly, Ze tato
skupina mize byt postupné odstranéna in vivo, celkovy obsah neaktivnich glykosidi je
vSak stale vyznamné niz$i nez u testll s nechranénou molekulou (Podlesadkova et al., 2012).
Tomu odpovidaji vysledky experimentt, kdy po ptidavku BAP9THP a kombinaci BAP a
BAPO9THP byl pomér namétenych hladin volnych bazi a toxickych N-glukosidi nejvyssi
BAP9G, na médiu s pifidavkem BAP9THP, dobie koreluje s vysledKy in vitro experimentt,
kdy na tomto médiu pii niZ8i koncentraci BAP9THP vyrostly koteny, pfi vyssi koncentraci

i pryty (Obr. 8).
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Koncentrace cytokininti v kalusech konopi setého
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Obr. 5, Koncentrace cytokinint v kalusech konopi setého, prvni experiment
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Obr. 6, Koncentrace cytokinint v kalusech konopi setého, druhy experiment
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Obr. 8, Regenerované rostliny konopi setého (Foto: RNDr. M. Griga, CSc.)
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Cilem bakalaiska prace bylo izolovat a kvantifikovat cytokininy a jejich metabolity
v explantatech konopi setého, které byly péstovany na médiich s riznym piidavkem
cytokininli. Ke stanoveni bylo pouzito ultrati¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni

s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Na zaklad¢ porovnani hladin identifikovanych metabolitd byly potvrzeny vysledky
in vitro testd a jako nejvhodnéj§i médium bylo stanoveno MS medium s ptidavkem

BAPI9THP.
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