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Seznam pouzitych zkratek:

CDR (domeéna) - Complementarity Determining Region
mADbs - Monoklonalni protilatky

HPRT - Hypoxanthin-guanin-fosforibosyl-transferaza
HAT médium - Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin médium
ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay

EIA - Enzymovéa imunoanalyza

Fc - fragment - Fragment crystallizable

IAC - Imunoafintini chromatografie

HPLC - Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

CG - Plynova chromatografie

CE - Kapilarni elektroforéza

PBS - Fosfatovy pufr

SPE - Extrakce na pevné fazi

UHPLC - Ultra vysoce ucinna kapalinova chromatografie
HPIAC - Vysoce ucinna imunoafinitni chromatografie
IAA - Kyselina indol-3(yl)-octova

CK(s) - Cytokinin(y)

ABA - Kyselina abscisova

UV detekce - Ultrafialova detekce

MOPS - Kyselina 3-morfolinopropansulfanova

MeOH - Methanol

MS médium - Murasmige and Skoog médium

TRITON - ([4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenyl]-deca(ethylenglycol)ether)



1. Uvod a cil diplomové prace

Protilatky neboli imunoglobuliny jsou makromolekularni latky bilkovinné
povahy, hrajici dulezitou roli vimunitni odpovédi c¢lovéka. Polyklonalni
protilatky tvofi heterogenni smés namifenou proti vice epitopim jednoho
antigenu nebo proti smési antigenu. Tento typ protilatek se ziskava pFimo
z krevniho séra imunizovanych zvifat. Oproti tomu monoklonalni protilatky jsou
chemicka individua, namifena pouze proti jednomu konkrétnimu epitopu
antigenu. Jejich pfiprava je finanéné i C&asové naroCnéjSi. V in vitro
podminkach jsou produkovany hybridomy, které vznikaji fazi B-lymfocytl

a myelomovych bunék.

Polyklonalni i monoklonalni protilatky maji v dnesni laboratorni praxi
nezastupitelné postaveni. Jsou soucasti mnoha purifikaCnich metod, jejich
schopnosti specificky vazat antigen je vyuzivano v mnoha analytickych
procesech. Jednou zvyznamnych metod je imunoafinitni chromatografie.
Umoznuje selektivni extrakci nebo obohaceni zajmovych slou€enin nebo
skupin latek. Po tomto kroku muze nasledovat analyza ziskanych latek pomoci
kapalinové nebo plynové chromatografie s detekci ¢asto pomoci hmotnostni

spektrometrie.

Cilem diplomové prace byla pfiprava imunoafinitniho gelu vhodného
k cilenému ziskani nékolika skupin rostlinnych hormond. V prvnim kroku byly
pomoci purifikaCnich technik ziskany cisté monoklonalni protilatky proti
kyseliné abscisové, kyseliné indol-3(yl)-octové a smési cytokinind. Tyto
protilatky byly navazany na afinitni gely, které byly pozdéji smichany. Vlastnosti
a kapacity jednotlivych gelt i smésného gelu byly testovany pomoci standardd
rostinnych  hormond a pomoci rostlinného materidlu  pochéazejiciho
z 12 dennich semenacku Arabidopsis thaliana (L.). Poslednim krokem byla
kvantifikace rostlinnych hormon( pomoci ultra vysoce uc¢inné kapalinové

chromatografie ve spojeni s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie.



2. Teoreticky uvod

2.1. Imunitni systém a protilatky

2.1.1. Imunitni systém a jeho zakladni komponenty

Imunitni systém CcClovéka je souborem slozitych procesu, jejichz hlavnim
Ukolem je udrzeni homeostatické rovnovahy a integrity vlastniho organismu.
Soucasti imunitniho systému je velka fada bunék a struktur, které dohromady
tvofi systémy lymfoidnich tkani a organt. Primarni lymfoidni organy, mezi které
patfi kostni dfen a brzlik, jsou zodpovédné za vznik, diferenciaci a zrani
imunokompetentnich bunék. Sekundarnimi lymfoidni organy jsou pak
pfedevSim slezina, kde probiha syntéza protilatek, a lymfatické uzliny, mezi

které fadime mandle a slepé stfevo.

Obranné imunitni mechanismy se rozdéluji na specifické a nespecifické.
Nespecifické mechanismy jsou vrozené a evoluéné starSi. Bunécnou slozku
nespecifické imunitni odpovédi tvofi fagocytujici buriky jako makrofagy nebo
dendritické buriky. Humoralni sloZzkou nespecifické imunitni odpovédi jsou
slozky komplementu, které jsou tvofeny sérovymi a membranovymi proteiny.
Specifické imunitni mechanismy se spoustéji pfi setkani s antigenem, jsou
evoluéné mladsi a je pro né typicka imunologicka pamét. Bunécnou slozkou
specifické imunitni odpovédi jsou Uzce spolupracujici B- a T-lymfocyty,
humoralni slozkou jsou cytokiny a pfedevSim protilatky, kterymi se nésledujici

prace bude z velké Casti zabyvat (Ferencik a kol., 2004).

2.1.2. Protilatky a jejich vlastnosti

Protilatky neboli imunoglobuliny jsou makromolekuly hrajici nezastupitelnou
roli ve specifické latkové obrané Clovéka. Kazda molekula imunoglobulinu je
tvofena dvéma tézkymi a dvéma lehkymi Fetézci, které jsou mezi sebou
spojeny disulfidickymi vazbami. Podle typu téZzkého fetézce rozdélujeme
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protilatky do nékolika tfid, které se navzajem liSi jak chemickym sloZenim, tak
svou funkci v obrannych mechanismech organismu. Patfi sem protilatky typu
IgG, IgE, IgA, IgM a IgD, jejich struktura je zobrazena na obrazku ¢&. 1. Jak
tézké, tak lehké fetézce imunoglobulind jsou tvofeny doménami, coz jsou
proteinové useky Citajici asi 110 aminokyselin. Tyto domény jsou tvofeny
konstantnimi a variabilnimi Useky. Soucasti variabilnich ¢asti fetézch jsou
hypervariabilni tseky (CDR domeény), které jsou svou rozmanitosti zodpovédné

za vazbu protilatky na antigen.
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Obrazek ¢. 1: Jednotlivé tridy lidskych imunoglobuling.

Zdroj:  http://www.wisegeekhealth.com/what-is-the-difference-between-antigens-
and-antibodies.htm

Tvorba protilatek je proces iniciovany interakci antigenu s antigen
senzitivnimi  bunikami. Soucasti procesu je pfeména B-lymfocyti na
plazmatické bunky, které jsou poté schopny produkovat konkrétni typ

protilatek. V organismu, potazmo v krevnim séru, se vétSinou setkavame se
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smési polyklonalnich protilatek namifenych proti mnoha antigendm. Existuji
vSak také protilatky monoklonalni, které vznikaji v in vivo podminkach pfi
nékterych patologickych stavech a pfipravuji se in vitro laboratornimi metodami
(Wood, 2011).

Z molekularné-genetického hlediska se na tvorbé protilatek, konkrétné jejich
konstantnich a variabilnich fetézcl, podili fada subgend situovanych na
chromozomech 2, 14 a 22. Tyto subgeny podléhaji V(D)JC rekombinaci a tvofi
funkéni geny, které odpovidaji za tvorbu az 10® rlznych fetézcl

imunoglobulint (Buc a Ferencik, 1994).

2.1.3. Monoklondlni protilatky a jejich priprava

Monoklonalni protilatky (mAbs) jsou homogenni struktury namifené pouze
proti jednomu konkrétnimu epitopu antigenu. V organismu se za fyziologickych
podminek vyskytuji pouze ve velmi malé koncentraci. Vyjimkou mohou byt
nékteré patologické stavy, jako nadorové onemocnéni plazmatickych bunék -
plazmocytom. Tento nador je schopny produkovat mAbs, obvykle vSak

neznamé specifity (Hofejsi a Barturikova, 2009).

K produkci monoklonélnich protilatek se pouzivaji metody zaloZzené na fuzi
myelomovych bunék a B-lymfocytl. Samotné B-lymfocyty jsou sice schopné
produkovat protilatky, ovSem jejich limitujicim faktorem je neschopnost prezivat
v tkarovych kulturach. Re$enim tohoto problému je pravé faze s myelomovymi
nadorovymi bunkami, které v tkanovych kulturadch dokazou pfezit neomezené
dlouho (Kohler a Milstein, 1975).

Samotnd produkce mAbs je dlouhym a naroénym procesem. B-lymfocyty,
které se ziskavaji ze sleziny imunizované mysi, jsou v prvnim kroku podrobeny
fuzi s myelomovymi burikami. Jelikoz fuze za normalnich podminek témér
neprobiha, musi byt tento proces podpofen pfidanim specialnich cinidel,
nazyvanych fuzogeny. Nej¢astéji pouzivanym fuzogenem je polyethylenglykol.
V dalSim kroku jsou selektovany schopné hybridomové buriky. Nezfuzované
myelomové buriky neobsahuji enzym hypoxanthin fosforibosyl transferazu

(HPRT), proto nejsou schopny rist na selekénim HAT (hypoxanthin,
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aminopterin a thymidin) médiu a rychle hynou. Stejné tak na médiu nejsou
schopny pfezivat slezinné bunky. Jedinym typem bunék, ktery preziva selekci,

jsou pravé hybridomy (Pohanka, 2009).

Charakteristika protilatek produkovanych jednotlivymi hybridomy je
testovdna pomoci enzymové imunoanalyzy (ELISA). Nasleduje klonovani
pozitivnich hybridoma, pfed nimz je vzdy polovina bunék zamrazena
k pfipadnému opakovani experimentu. Po naklonovani jsou hybridomy
pfeneseny do vhodného systému pro jejich produkci (Letchworth a Appleton,
1984). K tomuto ucelu se vyuzivaji napfiklad mysi in vivo systémy. Hybridomy
jsou vtomto pfipadé injektovany do bfiSni dutiny jedince, mAbs jsou poté
ziskavany z ascitu zvifete. V dnesni dobé&, kdy je kladen duraz na snizovani
poCtu pokusnych zvifat, se pouzivaji pfedevSim specialni in vitro kultivacni
systémy. V téchto systémech jsou diky polopropustné membrané oddéleny dva
prostory, kdy jeden zajistuje kultivaci hybridomd a produkci protilatek a druhy
slouzi jako zasobarna zivin pro hybridomy. Tyto Ziviny mohou diky
polopropustné membrané volné putovat k hybridomim, stejné jako odpadni
latky druhym smérem (Eyer a Franek, 2012). Schéma pfipravy a produkce

monoklonalnich protilatek je zachyceno na obrazku ¢&. 2.

Monoklonalni protilatky maji v dnesni laboratorni praxi celou fadu vyuziti.
Maji nezastupitelnou roli v mnoha medicinskych oblastech, napfiklad pfi
cilené terapii lymfomu a solidnich nadora (Scott a kol., 2012). MAbs jsou také
nedilnou soucasti nékterych purifikacnich a analytickych procesu, napfiklad pfi

¢isténi riznych biologickych materiald.
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2.2. Imunochemické metody

Principem imunochemickych metod je vazba mezi protilatkou a antigenem,
popfipadé haptenem. Tato vazba je zprostiedkovana nékolika typy interakci
nekovalentniho charakteru, a to vodikovymi mustky, hydrofébnimi interakcemi,
Coulombovymi silami, Van der waalsovymi silami a iontovymi silami. Celkova
sila vazby mezi protilatkou a antigenem se charakterizuje jako afinita. Jde
o termodynamické vyjadfeni primarni vazebné energie pro jednu konkrétni

antigenni determinantu (Ferencik, 1989).

Vedle klasické vazby protildtky a antigenu existuje také velka Fada
nespecifickych  interakci  volnych  nebo  vazanych  imunoglobulini
s komplementem, Fc-receptory bunék nebo specialnimi typy proteint, jako
jsou proteiny A a G. Protein typu A je produkovdn nékolika kmeny
Staphylococcus aureus (Bjork a kol., 1972). Vyuziva se pfedevsim v procesech
purifikace protilatek typu 1gG. Kazda molekula proteinu A obsahuje d&tyfi
vazebna mista o vysoké afinité k Fc-fragmentdm imunoglobulint, dalSi
vyhodou molekuly je jeji tepelna stabilita a odolnost va&i denaturaénim
¢inidlim (Hjelm a kol., 1975, Sjoholm, 1975).

Jednotlivé imunochemické metody se liSi jak zplisobem provedeni, tak
typem prostfedi, ve kterém probihaji. Velkou skupinou imunochemickych
metod jsou metody sérologické, které se provadi v kapalném prostfedi. Patfi
sem precipitacni reakce, aglutinaéni reakce, imunonefelometrie nebo
imunoturbidimetrie. Druhou velkou skupinou jsou imunodifiuzni metody, které
neprobihaji v kapalném prostfedi, ale vétSinou ve specialné upraveném agaru.
DalSi metodou je imunoenzymova analyza (EIA). Jde o Siroce rozSifenou
metodu, pouzivanou k detekci protilatek i antigenu, kdy po pfidani substratu
pro dany enzym, vznikd barevny komplex, jehoz intenzita se méfi

spektrofotometricky (Ferencik, 1989).

15



2.3. Imunoafinitni chromatografie

Chromatografické metody jsou fyzikalné-chemické separacni metody,

bé&hem nichz jsou slozky smési rozdéleny na pomezi dvou nemisitelnych fazi.

Prvni fadze se nazyva nepohybliva neboli stacionarni. Podle jejiho uspofadani

rozdélujeme chromatografii na nékolik typl: kolonova, kapilarni, tenkovrstva

nebo chromatografie na papife. Druha faze, mobilni, byva tvofena plynem,

kapalinou nebo kapalinou v superkritickém stavu. V praxi je analyt pomoci

mobilni faze unasen soustavou a je rliznou meérou zadrZovan sorbentem

stacionarni faze. Podle principu déleni latek, rozdélujeme chromatografické

metody na nékolik typu (tabulka €. 1).

Typ chromatografie

Princip rozdéleni latek

Adsorpéni chromatografie

Rozdélovaci chromatografie

lontové vyménna chromatografie

Gelova chromatografie

Afinitni chromatografie

Rozdilnd adsorpce latek na povrch

sorbentu

Rozdilna rozpustnost dvou latek ve dvou

riznych kapalinach

Sorbent zachycuje urcity

typ iontd vymeénou za jiny iont

Rozdilna prichodnost latek pfes pory
stacionarni faze na zakladé rozdilné

velikosti latek

Biospecificka vazba mezi ligandem
a biologicky aktivni latkou

Tabulka ¢&. 1: Zakladni typy chromatografii podle principu rozdéleni latek.
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V afinitni chromatografii se vyuziva biospecifickych vazeb mezi ligandem,
ktery je imobilizovan na pevné fazi a biologicky aktivni latkou, ktera je pfitomna
ve smési. Mezi nejCastéji vyskytujici se biospecifické vazby, které se v afinitni
chromatografii vyuzivaji, patfi interakce enzym-substrat, enzym-inhibitor,

avidin-biotin, hormon-receptor Ci protilatka-antigen.

Imunoafinitni chromatografie (IAC) je zaloZzena na specifické nekovalentni
vazbé protilatky a antigenu. Soucasti stacionarni faze 1AC jsou imobilizované
monoklonalni nebo polyklonalni protilatky. Tyto protilatky specificky vazi
antigen, ktery je spolecné s mobilni fazi unasSen stacionarni fazi. Zajmovy
antigen je poté ziskan eluci specifickym cCinidlem. IAC umozhuje selektivni
extrakci ¢i obohaceni zajmovych slou€enin nebo skupin latek pfed naslednou
analyzou pomoci HPLC, CG, CE nebo ELISY (Zhang a kol., 2010).

2.3.1. Imunosorbent

Dulezitymi vlastnostmi stacionarni faze ovliviujici jeji efektivitu jsou vedle
jeji schopnosti vazat protilatky, také mechanicka, biologick4, chemicka
odolnost, &i velikost poru. NejCastéji pouzivanymi materialy stacionarni faze
jsou chemické latky odvozené od sacharidd (agardza, celuléza, dextran)
a syntetické organické latky (polymery akrylamidu &i derivaty polyethersulfonu)
(Jackson a kol., 2012).

Protilatky mohou byt ke stacionarni fazi vazany mnoha technikami.
Principem té nejbé&znéjsi je kovalentni vazba zprostfedkovana volnymi amino
skupinami protilatky a stacionarni fazi aktivovanou Cinidly
karbonyldiimidazolem nebo N-hydroxysuccinimidem. AC jde o jednoduchou
techniku, nevyhodou takové vazby je rGzna orientace volnych amino skupin
jednotlivych protilatek, coz mize vést k blokaci vazebného mista a nasledné
ztraté aktivity protilatky (Kortt a kol., 1997). Pfikladem nekovalentni vazby
protilatky ke stacionarni fazi je vyuziti imobilizovanych proteint A &i G, které
jsou schopny specificky interagovat s Fc-fragmenty protilatky (Hage a Phillips,
2006).

17



Pfi klasickém uspofadani experimentu je imunosorbent nejCastéji soucasti
plastovych kolon. Imunoafinitni extrakce na téchto kolonach muize probihat
opakované, ovSem u nékterych typu protilatek se s poctem opakovani maze
snizovat ucinnost extrakce (Watanabe a kol., 2011). Pfed samotnym pouZitim
musi byt imunosorbent vhodné aktivovan. Poté je nanesen v nékolika
opakovanich vzorek. Nenavazané latky jsou odmyty a nasleduje eluce
zajmového analytu. Pfed dalSim opakovanim experimentu musi byt
imunosorbent opét zregenerovan. Imunosorbent se pfed dalSim pouZitim
uchovava v lednici (4°C) a PBS s pfidavkem azidu sodného. Obecny princip
IAC je zobrazen na obrazku €. 3.

Naneseni
kondicionace  vzorku Promyti Eluce

1 1 1 |

Obréazek ¢. 3: Princip imunoafinitni chromatografie.

2.3.2. Eluce ajeji typy

Vazba protilatek, které jsou soucasti stacionarni faze a antigenu, je
zprostfedkovana nékolika typy nekovalentnich vazeb. Aby bylo mozno zajmovy
antigen z protilatek zpétné ziskat, musi dojit k poruSeni vazby antigen-
protilatka, tzv. eluci. Pfi eluci se méni podminky v koloné tak, aby bylo mozné
analyt ziskat co nejrychlejSim zpusobem, ktery navic neni destruktivni pro
imunosorbent. Pro jednotlivé analyty a imunosorbenty existuje velka fada

postupl. Mezi ty nejCastéjSi patfi zména pH prostfedi uvnitf kolony, pfidani
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chaotropniho Ccinidla, pfidani organickych rozpoustédel nebo kombinace

nékterych z uvedenych postupt (Hennion a Pichon, 2003).

Analyt se k protilatkam imunosorbentu vaze nejlépe za fyziologického pH.
Zménou pH Ize tedy docilit poruseni imunospecifické vazby. Cast&jsim
postupem je pfidani kyselého cinidla, o pH vétSinou v rozmezi 1-3. Mozna je
také alkalickd eluce, ovSem vysoké pH muize mit pro nékteré proteiny

denaturujici ucinky (Ibarra a kol., 1999).

Eluce pomoci chaotropnich Cinidel se provadi nejCastéji v pfipadé, kdy
zména pH mulze zplsobit denaturaci. Chaotropni cCinidla jsou schopna
naruSovat strukturu hydrofilnich interakci mezi molekulami vody tak, ze samy
s vodou tvofi vodikové mustky. Mezi chaotropni cCinidla patfi thiokyanat
(SCN)), trifluoracetat (CF3COQO") nebo chlorid (CI'). Pro eluci cilového analytu je
také mozné pouzit organicka rozpoustédla, nejcastéji methanol. Nevyhodou
tohoto postupu jsou denaturacni vlastnosti methanolu, ktery miaze poskodit
také samotné protilatky (Jackson a kol., 2012). Pfikladem kombinace €inidel je
pouziti roztoku aceton-methanol (50:50, v/v) (Maurer a kol., 2000) nebo

kombinace organického rozpoustédla s kyselym Cinidlem (Bouzige, 2000).

2.3.3. Vyuziti imunoafinitni chromatografie

Jak uz bylo fe€eno, imunoafinitni chromatografie ma v dnesni laboratorni
praxi velkou fadu vyuziti. Ve spojeni s extrakci na pevné fazi (SPE) je sou€asti
mnoha extrakénich procest. Vyhodou je jeji moznost off-line & on-line
propojeni s rozlicnymi analytickymi technikami jako HPLC nebo GC

s naslednou detekci ¢asto pomoci hmotnostni spektrometrie (MS).

Novadk a kol. (2008) optimalizovali metodu vyuzivajici imunoafinitni
chromatografii v propojeni s UHPLC a detekci MS/MS k extrakci a analyze
cytokininu z rostlinnych vzorkd. Tato metoda je vyuzitelna pro rychlou, pfesnou
a citlivou kvalitativni i kvantitativni analyzu vice nez 50 cytokinin. IAC bylo
vyuzito také k imunoextrakci melatoninu z lidskeho krevniho séra. V porovnani

s SPE pomoci C18 kolon se imunoextrakéni metoda ukazala ucinnéjsi, a to
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diky zna&né mensimu obsahu nedistot v eluatu v porovnani se samotnou SPE
(Rol¢ik a kol., 2002).

Specialnim typem IAC je vysoce uc€inna imunoafinitni chromatografie
(HPIAC). Tato metoda vyuziva imobilizovanych protilatek ve spojeni
s prutokovymi systémy o vysokych tlacich (Pfaunmiller a kol., 2012). Zimmerli
a Dick (1995) vyuzili HPIAC s fluorescenc¢ni detekci ke stanoveni ochratoxinu

A v lidské krvi, krevnim séru, mléku a nékterych potravinach.

2.4. Rostlinné hormony

Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou endogenni signalni molekuly,
které jsou zodpovédné za pfenos informaci mezi pletivy a organy (Kamlar
a kol.,, 2010). Jedna se o latky ridzné chemické struktury, které maji
nezastupitelnou roli v regulaci rdstu a vyvoje rostliny. V rostlinném téle vétSinou
neplsobi samostatné, ale velmi Casto spole¢né s dalSimi latkami. Meazi
nejvyznamnéjsSi skupiny rostlinnych hormond Fadime auxiny, cytokininy,
gibbereliny, etylen, kyselinu abscisovou a brassinosteroidy (PodleSakova
a kol., 2012).

Fytohormony se obvykle v rostlinnych vzorcich vyskytuji ve velmi nizké
koncentraci (pg/g Cerstvé hmoty). Z tohoto ddvodu jsou k pfesnému stanoveni
hormonl ve vzorku nutné extrakéni a purifikacni kroky, slouzici k odstranéni
nezadouci matrice (Tarkowska a kol.,, 2014). K analyze fytohormonl se
v dnesni dobé vyuzivaji pfedevSim metody spojujici chromatografické déleni
latek, napfiklad UHPLC a detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (MS).
DalSim pfistupem k analyze rostlinnych hormonli je spojeni kapilarni

elektroforézy (CE) a opét hmotnostni detekce (PodleSakova a kol., 2012).
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2.4.1. Auxiny

Auxiny jsou vubec prvni objevenou skupinou rostlinnych hormonu
(Prochéazka a kol., 2003). Mezi jejich funkce patfi stimulace dlouzZivého rustu
stonkl, ovlivnéni procesu bunécného déleni, senescence nebo apikalni
dominance. Z chemického hlediska jde o aromatické slouceniny, obsahujici
karboxylovou skupinu v postrannim fetézci (Woodward a Bartel, 2005).
NejvyznamnéjSim zastupcem auxinu je kyselina indol-3(yl)-octova (1AA), jejiz

struktura je zobrazena na obrazku €. 4.

Kyselina indol-3(yl)-octovad se v rostlinném materialu vyskytuje také ve
formé konjugatd s aminokyselinami. Kowalczyk a Sandberg (2001) na modelu
Arabidopsis thaliana popsali a pomoci HPLC-MS/MS analyzovali vyskyt Ctyr
druht konjugatd IAA s aminokyselinami, a to s kyselinou asparagovou,
kyselinou glutamovou, leucinem a alaninem. Bylo také zjisténo, Ze koncentrace

téchto konjugatu je v rostlinach niz8i nez koncentrace volné 1AA.

Protokol ziskani IAA z rostlinnych vzorkd zahrnuje obvykle kroky extrakce,
SPE purifikace a analyzu pomoci GC-MS nebo HPLC-MS/MS. Tento postup je
ovSem vhodny predev§im k ziskani volné IAA, ne jejich konjugatd. K tomuto
uCelu Péncik a kol. (2009) wvyvinuli metodu spojujici vysoce uc€innou
imunoafinitni chromatografii (HPIAC) a citlivou LC-MS/MS analyzu, pomoci
které stanovili a kvantifikovali Cistou IAA a sedm amino konjugatl v semenech

druhu Helleborus niger.

OH

N

N
H

Obrazek ¢. 4. Chemicka struktura kyseliny indol-3(yl)-octové.
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2.4.2. Cytokininy

Cytokininy (CKs) jsou endogenni N6 derivaty adeninu. Vedle schopnosti
indukovat bunécné déleni, jsou také nezbytné pro bunécnou diferenciaci (Mok
a Mok, 2001). Vrostlinném téle se vyskytuji jako volné baze, nukleosidy,
nukleotidy a glykosidy, vzdy ve velmi malych koncentracich. Nékteré ze
struktur odvozenych od cytokinind se pouzivaji jako specifické inhibitory cyklin-
dependentnich kinaz pfi 1é¢bé nékterych typl rakoviny (Hauserova a kol.,
2005). Mezi nejvyznamnéjSi cytokininy se fadi zeatin a kinetin, jejichz struktura

je na obrazku ¢&. 5.

Klasicky postup izolace cytokininG z rostlinnych vzorkl zahrnuje extrakci
pomoci organického Ccinidla, SPE purifikaci, Cisténi pomoci imunoafinitni
chromatografie a analyzu pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostnim
vystupem. Svacinova a kol. (2012) vyvinuli metodu spojujici jednokrokovou
mikro-SPE purifikaci a ultra vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Tato metoda se v praxi ukazuje jako
vysoce efektivni, levna a rychla, navic mize byt modifikovana do podoby

vhodné také pro ostatni rostlinné hormony.

NH

lKN/ N\> |\ >

Obrazek ¢&. 5: Chemicka struktura zeatinu (vlevo) a kinetinu.
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2.4.3. Kyselina abscisova (ABA)

Kyselina abscisova (ABA) je rostlinny hormon ovliviiujici pfedev§im opad
listd (abscisi) a dormanci. Dualezitou funkci zastava také pfi regulaci stresové
odpovédi, kdy za nepfiznivych podminek jako je sucho nebo chlad, jeho
koncentrace v rostliné nékolikanasobné vzrusta (Outlaw, 2003). Z chemického
hlediska se jedna o izoprenoidni hormon, ktery se vyskytuje v mnoha
izomernich formach o rlizné fyziologické aktivité. Struktura kyseliny abscisové
je na obrazku €. 6. Kyselina abscisova i jeji metabolity mohou byt pomérné
jednoduSe detekovany a kvantifikovdny pomoci enzymové imunoanalyzy
(ELISA), HPLC s UV detekci nebo pomoci UHPLC-MS/MS (Tureckova a kol.,
2009).

O~ OH

Obrazek ¢. 6: Chemicka struktura kyseliny abscisové.
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3. Material a metody

3.1. Chemikélie, pFistroje a rostlinny material

Chemikalie:

Siran amonny ((NH4)2S04, Lach-Ner, CR), hydroxid amonny (NaOH, Lach-Ner,
CR), ethanol (Merck KGaA, Némecko), kyselina 3-morfolinopropasulfonova
(MOPS, Sigma-Aldrich, USA), chlorid sodny (NaCl, Lach-Ner, CR),
1M ethanolamin (Sigma-Aldrich, USA), NaH,P0,4.2H,O (Lach-Ner, CR), azid
sodny (NaNs, Sigma-Aldrich, USA), destilovand H,O, Affigel 10 (BioRad,
Némecko), methanol (Merck KGaA, Némecko), Protein A 1gG Purification Kit
(Thermo Scientific, USA), Murashige and Skoog médium (Duchefa Biochemie,
Nizozemsko), sachar6za (Lach-Ner, CR), agar (Duchefa Biochemie,
Nizozemsko), TWEEN (Sigma-Aldrich, USA), TRITON (Sigma-Aldrich, USA),
acetonitril (C,H3N, Merck KGaA, Némecko), diazomethan (CH2Ny), kyselina
octova (CH3COOH), mraven¢an amonny (NH;HCOO).

Roztoky a jejich slozeni:

Pufr pro dialyzu: 18 g NacCl, 35,8 g Na,HPO, .12H,0 na 1 litr destilované H,0,
pH 7,2

Pufr pro fedéni rostlinnych hormond a pro pouZiti v imunoafinitni
chromatografii: 7,8 g NaH,PO, . 2H,0, 0,87 g NaCl na 1 litr destilované H-O,
pH 7,2

MOPS pufr: 20,93 g MOPS (kyselina 3-morfolinopropansulfanova), 17,5 g
NaCl na 1 litr destilované H,0, pH 7,2

Médium pro kultivaci semenacku Arabidopsis thaliana: 4,4 g MS (Murashige
and Skoog) média, 10 g sachardzy na 1 litr destilované H,O, pH 5,7
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Pouzité interni standardy rostlinnych hormon:

IAA, IAA-Me (IAA methyl ester), ds IAA, ds IAA-Me, ABA, ABA-Me (ABA methyl

ester), ds ABA, ds ABA-Me, smés znacenych a neznacenych cytokininu

V$echny z vy$e uvedenych standardd byly ziskany z firmy Olchemim, CR.

Rostlinny material:

Semenacky Arabidopsis thaliana (postup a podminky kultivace jsou uvedeny

v podkapitolach 3.2.4.1 a 3.2.4.2. metodické ¢asti této diplomové prace).

Pristroje a vybaveni:

Ultrafiltraéni membrana (material — Polyétersulfon, Biomax (PB) and PM

Series, Amicon Bioseparations Millipore, USA)
Kolony pro IAC (3 ml, Applied Separations, USA)
Centrifuga (Thermo Scientific, USA)
Spektrofotometr (UV-1601, Shimadzu, Japonsko)
Dialyzaéni hadice (Sigma-Aldrich, USA)

Autoklav (Sanyo, Schoeller, CR)

Flowbox (Holten-Lamin Air, Thermo Scientific, USA)
HLB kolony (3 ml, Oasis, USA)

Dusikova odparka (Turbo Vap, LV, Caliper Life Sciences, USA)
Vortex (Velp scientifica, Chemos, CR)

Ultrazvuk (VWR, CR)

Acquity UPLC™ System (Waters, Milford, MA, USA)

Hmotnostni analyzator (XevoTM TQ-S™ Waters MS Technologies,
Manchester, UK)

MassLynx™ software (version 4.0, Waters, Milford, MA, USA)
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3.2. Metody prace

3.2.1. Priprava a testovani imunoafinitniho gelu pro stanoveni cytokinin

Hybridomy produkujici monoklonalni protilatky, které byly pouZity v ramci
této diplomové prace, byly pfipraveny v Laboratofi rlstovych regulatort v ramci

dfivéjSich  pracovnich  projektd. Rovnéz byla stanovena specifita

produkovanych protilatek.

3.2.1.1.  Ultrafiltrace

Ultrafiltrace je tlakovy separacCni proces slouzici k oddéleni jednotlivych
slozek smési na zakladé jejich rozdilné molekulové hmotnosti. Separace je
dosazeno pomoci specialni semipermeabilni membrany, ktera propousti latky
o molekulové hmotnosti v rozsahu 10°-10° Da, coZ odpovida naptiklad virtim,
mensim bilkovinam ¢&i polysacharidum. Latky o vy$8i molekulové hmotnosti
membranou neprochazeji. Pozadovany tlakovy rozdil se pohybuje mezi

5 az10 bary (http://www.membrain.cz/ultrafiltrace.html).

Pred ultrafiltraci byla pfipravena polyethersulfonovd membrana promyta
50 ml destilované H,0O. Do sestavené ultrafiltracni cely s membranovym filtrem
bylo pfidano 50 ml kultivaCniho média, které obsahovalo pozadované
monoklonalni protilatky proti cytokininlm. Protilatky jsou makromolekularni
latky, které membranou neprochazeji a jsou tedy koncentrovany v retentatu.
Po pfipojeni hnaciho plynu (dusik) a za stalého michani pomoci magnetické
michacky byl pdvodni objem 50 ml média zakoncentrovan asi na polovinu.
Tento objem (retentat) byl odsat pomoci Pasteurovy pipety a uchovan
v zasobni lahvi. Polyethersulfonova membrana byla po pouziti promyta

v destilované vodé a 0,1 M NaOH a uchovana v 10% ethanolu.
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3.2.1.2. Srazeci reakce a dialyza

DalSim pouzitym purifikacnim procesem byla srazeci reakce s naslednou
dialyzou. K7 ml kultivaniho média s monoklonalnimi protilatkami
zakoncentrovaného pomoci ultrafiltrace byly pfidany 3 ml PBS. Za stalého
michani bylo opatrné pfikapavano 10 ml srazeciho Cinidla (NH4)>.SO,4 o pH 7,2.
Roztok byl za ob&asného promichani ponechan 20 minut pfi laboratorni
teploté. V dalSim kroku byl roztok zcentrifugovan pfi 4500xg, teploté 4°C

a dobé 15 minut.

Z centrifugacni zkumavky byl odsat vznikly supernatant. Pelet, obsahujici
pozadované monoklonalni protilatky, byl rozpustén v malém mnozstvi PBS
pufru. Dialyza protilatek byla provedena proti dialyzaCnimu pufru.
Po 24 hodinach byl dialyza¢ni roztok vyménén a po dalSich 24 hodinach byl
odebran relativné Cisty roztok s protilatkami. Tento roztok byl nasledné
uskladnén v -20°C s pfidavkem azidu sodného. Koncentrace Cisté protilatky

byla zméfena pomoci absorp¢niho spektrofotometru pfi vinové délce 280 nm.

3.2.1.3. Priprava imunoafinitniho gelu

Pfed navazanim protilatek na afinitni gel, byly tyto protilatky znovu
dialyzovany, tentokrat proti MOPS pufru. Poté byly monoklonalni protilatky
navazany na afinitni gel (Affigel 10 — BIO-RAD). Gel byl nanesen do 6 ml
sloupcovych kolon a promyt 15 ml H,O a 15 ml MOPSu. Ke gelu byla pfidana
protilatka v koncentraci 20 mg IgG/ml gelu. Tato smés byla michana 4 hodiny
pfi 4°C. Kzablokovani nespecifickych vazebnych mist byl pouZit
1M ethanolamin, ktery byl pfidan v objemovée koncentraci 0,1ml/ml gelu.
Vznikly imunoafinitni gel byl pfenesen do kolon s fritou a promyt 15 ml
destilované H,O a 15 ml PBS. Imunoafinitni gel byl uschovan v PBS pufru

s pfidavkem azidu sodného pfi 4°C.
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3.2.1.4. Testovani kapacity imunoafinitniho gelu

Kapacita imunoafinitnino gelu byla testovana pomoci standardu
obsahujiciho smés cytokinini (baze). Imunoafinitni gel byl rozdélen po asi
500 pl gelu na jednu 3 ml plastovou kolonu. Poté byl gel zregenerovan
pfidanim 3 ml PBS, 3 ml destilované H,O, 3 ml methanolu (MeOH), 3 ml
destilované H,O a 3 ml PBS. Pfipraveny roztok standardu byl v sedmi
opakovanich nanesen na kolony s imunoafinitnim gelem. Nasledné byly kolony
promyty 9 ml destilované H,O. Eluce byla provedena pomoci 3 ml
100% MeOH. Eluat byl v celém objemu odpafen na dusikové odparce a

uschovan v -20°C pro naslednou analyzu.

3.2.2. Priprava a testovani imunoafinitniho gelu s protilatkami proti

kyseliné abscisové (ABA) a kyseliné Indol-3-(yl)-octové (IAA)

Monoklonalni protilatky proti kyseliné abscisové a kyseliné indol-3-(yl)-
octové byly ziskany a ocharakterizovany ve spolupraci s Vyzkumnym dstavem
veterinarniho |ékarstvi v Brné. Tyto protilatky byly izolovany z ascitové bfisni

tekutiny pokusnych mysi.

Purifikace protilatek proti kyseliné abscisové a kyseliné indol-3-yl octové
i nasledna pfiprava imunoafinitniho gelu byla pro oba typy protilatek provedena
shodné. K Cisténi obou typd monoklonalnich protilatek byl nejdfive pouzit
postup purifikace pomoci proteinu A (Brichta a Franek, 2003). Tento typ
purifikace se v8ak pro tyto mAbs ukazal jako neefektivni, proto byly protilatky

Cistény pomoci srazeci reakce.
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3.2.2.1. Srazeci reakce a dialyza

K 1,5 ml roztoku protilatky proti ABA bylo pfidano 1,5 ml PBS pufru.
Za stalého michani byly opatrné pfikapavany 3 ml srazeciho &inidla (NH4).SO,4
o pH 7,2. Roztok byl za obfasného promichani ponechdn 30 minut pfi
laboratorni teploté. V nasledném kroku byla provedena centrifugace (15 minut,
4500xg, 4°C).

Supernatant byl poté odpipetovan a pelet byl rozpustén v malém mnozstvi
PBS pufru. Dialyza protilatek probéhla proti dialyzacnimu pufru.
Po 24 hodinach byl dialyzacni pufr vyménén a po dalSich 24 hodinach byl
odebran relativné Cisty roztok s protilatkami. Tento roztok byl pro nasledné
pouziti uskladnén v -20°C s pfidavkem azidu sodného. Koncentrace Cisté
protilatky byla zméfena pomoci absorpéniho spektrofotometru pfi vinové délce

280 nm. TotoZny postup byl zopakovan také pfi purifikaci protilatek proti IAA.

3.2.2.2. Priprava imunoafinitniho gelu

Nasledné byly protilatky proti ABA navazany na afinitni gel (Affigel 10 -
BIO-RAD). Gel byl nejdfive promyt 15 ml destilované H,O a 15 ml MOPSu.
Ke gelu byla pfidana protilatka v koncentraci 20 mg IgG/ml gelu. Tato smés
byla michana 4 hodiny pfi 4°C. K zablokovani nespecifickych vazebnych mist
byl pouzit 1M ethanolamin, ktery byl pfidan v objemové koncentraci 0,1ml/ml
gelu. Vznikly imunoafinitni gel byl pfenesen do kolon s fritou a promyt 15 ml
destilované H,O a 15 ml PBS. Imunoafinitni gel byl uschovan v PBS pufru
s pfidavkem azidu sodného v 4°C. Totozny postup byl pouZit také pfi pfipravé

imunoafinitniho gelu s protilatkami proti IAA.
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3.2.2.3. Testovani imunoafinitniho gelu s protilatkami proti ABA a IAA

Imunoafinitni gel byl nejdfive zregenerovan pomoci 3 ml PBS, 3 ml
destilované H,0, 3 ml MeOH, 3 ml destilované H,O a 3 ml PBS. Nasledné byly
vytvofeny koncentra¢ni fady standardd IAA-Me a ABA-Me.

Takto pfipravené roztoky byly vsedmi opakovanich naneseny na
imunoafinitni gel. Poté byl gel promyt 9 ml destilované H,O. Eluce byla
provedena pomoci 3 ml 100% MeOH. Eluaty byly odpafeny v celém objemu na

dusikové odparce a nasledné uschovany pro analyzu v -20°C.

3.2.3. Multiimunoafinitni chromatografie

Imunoafinitni gely proti jednotlivym rostlinnym hormondm byly smichany
v nasledujicim poméru: 200 pl imunoafinitnino gelu s protilatkami proti ABA,
200 pl imunoafinitnino gelu s protilatkami proti IAA a 200 pl imunoafinitniho
gelu s protilatkami proti cytokinindm. Byly tedy pfipraveny tfi kolony se smési
imunoafinitnich gell o objemu 600 pl. Kolony byly aktivovany pomoci
3 ml PBS, 3 ml destilované H,O, 3 ml MeOH, 3 ml destilované H,O
a 3 ml PBS. Kapacita tohoto multiimunoafinitniho gelu byla testovana pomoci

smeési standardd o nasledujicich slozenich:

1) 5 pmol ABA-Me + 5 pmol IAA-Me + 0,25 pmol smési cytokininu
+982,5 ul PBS

2) 10 pmol ABA-Me + 10 pmol IAA-Me + 0,5 pmol smési cytokininu
+ 965 pl PBS

3) 50 pmol ABA-Me + 50 pmol IAA-Me + 5 pmol smési cytokinin(
+982,5 ul PBS

4) 100 pmol ABA-Me + 100 pmol IAA-Me + 10 pmol smési cytokininG
+ 965 ul PBS
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Vzorky byly naneseny v sedmi opakovanich, po prokapani byl gel promyt
9 ml destilované H,0. Eluce byla provedena pomoci 3 ml 100% MeOH. Eluaty
byly odpafeny v celém objemu na dusikové odparce a nasledné uschovany pro

analyzu v -20°C.

3.2.4. Testovani multiimunoafinitniho a imunoafinitnich geld pomoci

rostlinného materialu Arabidopsis thaliana

3.2.4.1. Priprava média a kultiva€nich desek

V prvnim kroku bylo pfipraveno vhodné médium k péstovani semenacku
Arabidopsis thaliana. K 3,52 g Murashige and Skoog (MS) média bylo pfidano
8 g sacharozy. Objem byl destilovanou vodou doplnén na 0,8 I. Pomoci
0,1M NaOH bylo upraveno pH na 5,7. V poslednim kroku pfipravy média bylo
pfidano 8 g agaru. Takto pfipravené médium bylo spole¢né s dalSimi
pomuckami nezbytnymi pro vysev (paratka, pipetovaci Spicky, filtracni papir,
destilovana voda) vyautoklavovano. Po zchladnuti bylo médium rozlito do 12

kultivacnich desek.

3.2.4.2. Sterilizace semen a jejich vysev

K semenum Arabidopsis thaliana bylo pfidano 600 ul roztoku 70% ethanolu
v TWEENu pro jejich sterilizaci. Seminka se 10 minut protfepavala, poté byl
pufr odpipetovan. Dale bylo pfidano 300 pl roztoku TRITONu v 70% ethanolu.
Takto oSetfena semena byla v pfedem pfipraveném a vysterilizovaném

flowboxu pfenesena na filtracni papir.

Semena Arabidopsis thaliana byla za sterilnich podminek vysazena na
desky s médiem ve 3 fadach asi po 25 semenech. Desky byly poté uloZeny
ve tmé a v 4°C na 48 hodin. Poté byly desky pfeneseny do kultivacni komory

(16 hodin svétlo/8 hodin tma, 23°C), kde byly uloZeny ve vertikalni poloze.
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Po dvanacti dnech byly narostlé semenacky rozvazeny asi po 25 mg. Tento
rostlinny material byl ulozen do kapalného dusiku a pfenesen do
hlubokomraziciho boxu (-80°C).

3.2.4.3. Extrakce, SPE purifikace a imunoafinitni chromatografie

rostlinného materialu

K rostlinnému materidlu o hmotnosti 50+4 mg byl pfidan 1 ml 60%
acetonitrilu a extrakéni kulicky. Po promichani byl rostlinny material
zhomogenizovan na kulovéem mlynku pfi 27 kmitech za sekundu, po dobu
12 minut. Extrakce rostlinnych hormonu probihala za stalého michani po dobu

30 minut pfi 4°C. Ke vzorkim byly nasledné pfidany interni standardy:
1) 10 pl 10° M dg ABA
2) 10 pl 10° M ds IAA
3) 5ul 107 M smési 16 znadenych cytokininti (baze)

Po pfidani internich standardd byly vzorky zcentrifugovany 15 minut,
pfi 15000 rpm a teploté 4°C. Vznikly supernatant byl poté purifikovan na HLB

kolonach.

Kolony byly nejdfive zapojeny do vakuového systému s moznosti korekce
tlaku. Poté byly aktivovany pomoci 3 ml 100% MeOH a 3 ml 60% acetonitrilu.
Vzorek byl nanesen, jeho frakce byly po naneseni okamzité jimany. Kolony
byly nasledné promyty 1 ml 60% acetonitrilu, frakce byly jimany a pfidany ke
vzorkim. Kazdy vzorek byl rozdélen na dvé objemové shodné ¢asti. Oba
objemy byly odpafeny do sucha na dusikové odparce, jedna z Casti byla jesté
nasledné nametylovana. Vzorky urCené pro metylaci byly nejdfive rozpustény
ve 100 pl okyseleného MeOH. Néasledné bylo pfidano 300 ul metylaéniho
Cinidla diazomethanu, cely objem byl poté odpafen v plném objemu
na dusikové odparce. Pfed naslednou imunoafinitni chromatografii vzorku byly

opét oba podily vzorku spojeny.
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Spojené a odpafené vzorky byly rozpustény v roztoku 50 pl 100% MeOH
+ 950 pl PBS. Multiimunoafinitni kolony se smési gell s protilatkami proti
rostlinnym hormonum byly regenerovany pomoci 3 ml PBS, 3 ml destilované
H,O, 3 ml MeOH, 3 ml destilované H,O a 3 ml PBS. Vzorky byly naneseny
v sedmi opakovanich, po prokapani byl gel promyt 9 ml destilované H,O. Eluce
byla provedena pomoci 3 ml 100% MeOH. Eluaty byly odpafeny v celém

objemu na dusikové odparce a nasledné uschovany pro analyzu v -20°C.

Pomoci rostlinného materidlu pochazejiciho z 12 dennich semenacku
Arabidopsis thaliana byly také testovany jednotlivé imunoafinitni gely
s protilatkami proti ABA, IAA a cytokininlm. Homogenizace, extrakce a HLB
purifikace rostlinného materiadlu probihala shodné jako v pfipadé testovani

multiimunoafintniho gelu, avSak s rozdilnym pfidanim internich standardu:

1) 10 pmol deéABA — pro vzorky urCené k testovani imunoafinitniho gelu
s protilatkami proti ABA

2) 10 pmol dslAA — pro vzorky ur€ené k testovani imunoafinitnino gelu

s protilatkami proti IAA

3) 0,5 pmol znaCené cytokininy (baze) — pro vzorky uréené k testovani

imunoafinitniho gelu s protilatkami proti cytokininim

Vzorky uréené pro imunopurifikaci pomoci gelu s protilatkami proti ABA
a IAA byly z poloviny opét nametylovany. Po imunoafintini chromatografii byly
vzorky odpafeny na dusikové odparce a ponechany v -20°C pro naslednou

analyzu.

3.2.5. Analyza vzork

VSechny eluaty pochazeji z testovani imunoafinitnich gell s protilatkami
proti ABA, IAA a cytokinindm i z testovani gelu multimunoafinitniho, byly
analyzovany a kvantifikovany pomoci systému UHPLC-MS/MS. Pfed analyzou
byly odpafené vzorky rozpustény v 50 pyl 10% MeOH. Nasledné byly vzorky
3 minuty sonifikovany a jemné promichany. Takto pfipravené vzorky byly pro

analyzu preneseny do sklenénych inzertl a vialek.
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Pro chromatografické déleni metylovanych forem IAA a ABA byla pouzita
chromatograficka kolona s C18 sorbentem (KINETEX 1,7 ym C18, 50
x 2,1 mm, Phenomenex, USA). Jako mobilni faze byl pouzit metanol (A)
a redestilovana voda (B), oboji s pfidavkem 0,1% kyseliny octové. Jednotlivé
vzorky byly nastfikovany vobjemu 10 pl, celkovy €as chromatografické
separace byl 15 minut. Kolona byla temperovdna na 30°C. Po gradientové
eluci nasledovala analyza pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie.
Typem ionizace byla ionizace elektrosprejem v pozitivnim moédu (ESI+).
Parametry hmotnostniho spektrometru byly nastaveny nasledovné- teplota
zdroje: 150°C, desolvatacni teplota: 600°C, pratok desolvatacniho plynu
(dusik): 1000 I/h, napéti na kapilare: 1 kV, napéti na stérbiné: 30 V/24 V, pratok
kolizniho plynu (argon): 0,21 ml/min a kolizni napéti: 16 V/13 V.

Pro chromatografickou separaci isoprenoidnich a aromatickych cytokininud
(baze) byla pouzita kolona C18 (Aquicity UPLC, BEH C18,1,7 um, 2,1
x 50 mm, Waters, USA). Vzorek byl nastfiknut v objemu 10 ul a eluovan
v 8 minutovém linearnim gradientu 90:10 A:B k 50:50 A:B (V)/(v), kde A byl
15 mM mraven&an amonny a B byl methanol. Prutok byl 0,25 ml/min a teplota
kolony 40°C. Pro ionizaci analytu byla pouZita ionizace -elektrosprejem
v pozitivnim modu (ESI+). Parametry hmotnostniho spektrometru byly
nastaveny nasledovné- teplota zdroje: 100°C, desolvataéni teplota: 350°C,
prutok desolvatacniho plynu (dusik): 550 I/h, napéti na kapilafe: 0,6 kW.

Hodnoty kolizni energie se mezi jednotlivymi zastupci cytokinint liSily.

Hladiny jednotlivych analytd (ABA, IAA, cytokininy) byly nasledné pomoci
programu MassLynx kvantifikovany, a to porovnanim poméru endogennich

hormonU a standardd o znamé koncentraci.
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4. Vysledky

4.1. Priprava monoklonalnich protilatek proti cytokininim

Monoklonalni protilatky proti cytokininm byly ziskany z hybridomu
projektd. Vyprodukované protilatky byly v prvnim kroku separovany
z kultivaéniho média promoci ultrafiltrace. Nasledné byly protilatky vysrazeny
pomoci siranu amonného. Po centrifugaci a zpétném rozpusténi v PBS pufru

byla smés protilatek podrobena dialyze.

Koncentrace pfipravenych protilatek byla zméfena pomoci dvoupaprskoveé
spektrofotometrie pfi vinové délce 280 nm. Koncentrace protilatek proti

cytokininim byla stanovena na 12 mg na 1 ml roztoku.

4.2. Priprava a testovani imunoafinitnihno gelu s protilatkami proti

cytokininiim

Monoklonalni protilatky proti cytokinindm byly navazany na afinitni gel
v koncentraci 20 mg protilatky na 1 ml afinitniho gelu. Kapacita imunoafinitnino
gelu byla testovana pomoci standardd smési isoprenoidnich a aromatickych
cytokinini a nasledné analyzovana pomoci ultra vysoce uc€inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-
MS/MS). Kapacita imunoafinitniho gelu byla stanovena pro trans Zeatin, jako
zastupce isoprenoidnich cytokinind, na 0,6+0,04 nmol na 1 ml gelu a pro meta
topolin ribosid, jako zastupce aromatickych cytokinint, na 2+0,1 nmol na 1 ml

gelu.
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4.3. Priprava monoklonalnich protilatek proti kyseliné abscisové (ABA)
a kyseliné Indol-3-(yl)-octové (IAA)

Monoklonalni protilatky proti kyseliné abscisové a kyseliné indol-3-(yl)-
octové byly izolovany z ascitové bfisni tekutiny pokusnych mysi ve spolupraci
s Vyzkumnym ustavem veterinarniho Iékafstvi v Brné. Oba typy protilatek byly
Cistény pomoci srazeci reakce za pouziti siranu amonného. Nasledovala
centrifugace a zpétné rozpusténi v PBS pufru. Poslednim krokem purifikace

monoklonalnich protilatek byla jejich dialyza.

Koncentrace monoklonalnich protilatek proti ABA a IAA byla zméfena
pomoci dvoupaprskové spektrofotometrie pfi vinové délce 280 nm.
Koncentrace protilatek proti kyseliné abscisové byla stanovena na 10,25 mg na
1 ml roztoku, koncentrace protilatek proti kyseliné Indol-3-(yl)-octové méla
hodnotu 8,3 mg na 1 ml roztoku.

4.4. Priprava a testovani imunoafinitniho gelu s protilatkami proti

kyseliné abscisové (ABA) a kyseliné Indol-3-(yl)-octové (IAA)

Monoklonalni protilatky proti ABA a IAA byly navadzany na afinitni gel
v koncentraci 20 mg protilatky na 1 ml afinitniho gelu. Kapacita obou
imunoafinitnich geld byla testovana pomoci izotopové znacenych
a neznacenych standardu jednotlivych hormonu a nasledné analyzovana
pomoci ultra vysoce ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
standemovou hmotnostni  spektrometrii  (UHPLC-MS/MS). Kapacita
imunoafinitniho gelu proti ABA-Me byla stanovena na 2+0,02 nmol na 1 ml
gelu. Kapacita imunoafinitniho gelu proti IAA-Me méla hodnotu
3,3%£0,2 nmol na 1 ml gelu.
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4.5. Priprava multimunoafinitniho gelu a testovani jeho kapacity

pomoci standardu rostlinnych hormonu

Imunoafinitni gely s protilatkami proti ABA, IAA a smési cytokinini byly
smichany v poméru 1:1:1. Navratnost vzniklého multiimunoafinitniho gelu byla
testovana pomoci smési znacenych standardd kyseliny abscisové, kyseliny
indol-3-(yl)-octové a smési cytokininu. Ziskané vzorky byly analyzovany
pomoci ultra vysoce ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS). Pro stanoveni
uCinnosti  imunoafinitni  purifikace byla ur€ena zavislost navratnosti
imunoafinitni purifikace vzhledem k hladiné latkového mnozZstvi analytu.
Navratnost imunoafinitni purifikace pro isoprenoidni a aromatické cytokininy je
vyznaCena na obrazku €. 7. Navratnost imunoafinitni purifikace pro I1AA-Me

a ABA-Me je pak na obrazku ¢.8.

Ndavratnost imunoafinitni purifikace
160 -+

140 -
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100 -
80 -

== CKs isoprenoidni
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Navratnost (%)

—#— CKs aromatické

20 A
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Latkové mnoistvi analytu (pmol)

Obrazek ¢&. 7: Zavislost navratnosti isoprenoidnich a aromatickych cytokinini na

latkovém mnoZstvi analytu.
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Obrazek ¢. 8: Zavislost navratnosti ABA-Me a IAA-Me na latkovém mnoZstvi

analytu.

4.6. Testovani aéinnosti multiimunoafinitniho gelu pomoci rostlinného
materialu Arabidopsis thaliana

Uginnost multimunoafinitniho gelu vzniklého smichanim imunoafinitnich
gell s protilatkami proti ABA, IAA a cytokininlm byla testovana také pomoci
rostlinného materialu pochazejiciho z 12 dennich semenacku Arabidopsis
thaliana. Semenacky byly zhomogenizovany kulovym mlynkem a extrahovany
pomoci 60% acetonitrilu. Pfed naslednou centrifugaci byly pfidany znacené
interni standardy vSech tfi hormonu. Rostlinny material byl purifikovan pomoci
HLB kolon, polovina vzork(l byla pfed analyzou nametylovana. Poslednim
krokem pfed naslednou analyzou pomoci ultra vysoce ucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-
MS/MS) byla imunoafinitni chromatografie vzorkd. Hladiny zméfenych IAA
(tabulka €. 2), ABA (tabulka €. 3) a isoprenoidnich cytokinint (tabulka ¢. 4) byly
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pfepocitany na gram Cerstvé vahy (FW). Experiment byl proveden v osmi

opakovanich.

Cislo vzorku mg FW pmol/g FW pmol/g FW
1 49,3 269,32
2 49,9 359,20
3 49,0 947,32
4 48,7 207,26 410,52 = 221,06*
5 49,7 496,08
6 50,1 342,63
7 49,4 416,06
8 48,7 246,32

Tabulka ¢. 2: Hladina I1AA v éerstvém rostlinném materialu
(* prumér £ smérodatna odchylka).

Cislo vzorku mg FW pmol/g FW pmol/g FW
1 49,3 21,72
2 49,9 12,27
3 49,0 13,62
4 48,7 8,91 17,41 £+ 9,96*
5 49,7 34,37
6 50,1 31,71
7 49,4 10,12
8 48,7 6,59

Tabulka ¢. 3: Hladina ABA v ¢erstvém rostlinném materialu
(* prumér £ smérodatna odchylka).

Cislo vzorku mg FW pmol/g FW pmol/g FW

1 49,3 102,79
2 49,9 168,20
3 49,0 124,11
4 48,7 173,76 127,07 + 34,27~
5 49,7 140,73
6 50,1 144,93
7 49,4 90,31
8 48,7 71,69

Tabulka ¢. 4: Hladina isoprenoidnich cytokinin( v ¢erstvém rostlinném
materialu (* primér £ smérodatna odchylka).
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4.7. Testovani u€innosti samostatnych  imunoafinitnich  gell
s protiladtkami proti ABA, IAA a cytokininbm pomoci rostlinného

materialu Arabidopsis thaliana

Pro porovnani ucinnosti imunopurifikace pomoci multimunoafinitniho gelu
a jednotlivych afinitnich gell byly 12-denni semenacky Arabidopsis thaliana
vyuzity také k testovani jednotlivych imunoafinitnich geltu s protilatkami proti
ABA, IAA a cytokininlm. Procesy homogenizace, extrakce a purifikace byly
shodné jako v pfipadé testovani multimunoafinitniho gelu, ke vzorkim vsSak
nebyly soucCasné pfidany vSechny ftfi typy internich standardl, ale kazdy
standard byl pfidan pouze k odpovidajicimu vzorku ur€éenému k imunopurifikaci
konkrétnim gelem. Analyza vzork( probéhla pomoci ultra vysoce ucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(UHPLC-MS/MS). Hladiny zméfenych isoprenoidnich cytokinin, IAA a ABA
byly pfepocitany na gram Cerstvé vahy (tabulka €. 5). Testovani vSech tfi gelu

probéhlo vzdy ve tfech opakovanich.

Cislo vzorku mg FW pmol/g FW pmol/g FW

1 49,2 84,31 65,60 + 13,42*
2 48,0 55,31
3 47,9 58,98
4 46,3 63,51 75,96 + 8,80*
5 46,9 82,11
6 46,3 82,26
7 48,0 301,31 300,82 +1,31*
8 47,4 299,02
9 48,1 302,12

Tabulka ¢. 5: Hladiny ABA (vzorky 1-3), IAA (vzorky 4-6) a isoprenoidnich
cytokinint (vzorky 7-9) v ¢erstvém rostlinném materialu (* pramér £ smérodatna
odchylka).

40



5. Diskuze

Cilem diplomové prace byla pfiprava a nasledné testovani
multiimunoafinitniho gelu, obsahujiciho monoklonalni protilatky proti tfem
skupinam rostlinnych hormonu: kyseliné abscisové, kyseliné indol-3(yl)-octové
a cytokinindm. K analyze a kvantifikaci rostlinnych hormont byl pouzZit systém
UHPLC-MS/MS. V pfipadé kyseliny abscisové a kyseliny indol-3(yl)-octové byly
stanoveny a vyhodnoceny metylované analyty, protoze jsou pfislusSnymi
protilatky Iépe vazany nez analyty nemetylované. U aromatickych cytokininu se

vysledky nevyhodnocovaly z diavodu kontaminace.

K pfipravé Cistych protilatek, tedy k jejich purifikaci, se pouZzivaji metody
nespecifické (frakéni precipitace, izoelektricka fokusace, ultracentrifugace)
a metody specifické (imunoafinitni chromatografie, imunoadsorpce).
V metodické Casti této diplomové prace bylo u vSech tfi typl monoklonalnich
protilatek pouzito Cisténi pomoci frakéni precipitace. U protilatek proti kyseliné
abscisové a indol-3(yl)-octové byla pavodné pouzita purifikace pomoci
proteinu A. Tento postup je bézné pouzivan pfi purifikaci nékterych
monoklonalnich protilatek, napfiklad protilatek proti herbicidu kyseling 2,4-
dichlorfenoxyoctové (Brichta a Franek, 2003). V nasem pfipadé vSak byly
vytézky tohoto Cisténi velmi nizké a proto se jako vhodnéjSi metoda ukazalo

Cisténi pomoci frakéni precipitace.

Podle pfedpokladu vychazejiciho z dfive uréenych charakteristik protilatek,
nejvyssi ucinnost imunopurifikace dosahoval imunoafinitni gel s protilatkami
proti cytokininlm, coz je vidét predevsSim v pfipadé testovani samostatného
imunoafinitnino gelu proti cytokinindm. K analyze a kvantifikaci ziskanych
cytokininud byla pouzita metoda UHPLC-MS/MS. Novék a kol. (2003) pomoci
metody HPLC-MS analyzovali a kvantifikovali 20 volné se vyskytujicich
cytokinini. Metoda UHPLC-MS/MS se vS8ak v porovnani s vySe uvedenou
metodou analyzy ukazuje jako vyrazné rychlejSi, robustnéjSi a je tedy

vhodnéjsi k analyze jak aromatickych, tak isoprenoidnich hormon.

Z vysledkl tykajicich se stanoveni IAA a ABA v rostlinném materialu

Arabidopsis thaliana vyplyvaji rozdilné hladiny obou hormonl pfi testovani
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samostatnych imunoafinitnich geld a pfi testovani multiimunoafinitniho gelu.
V pfipadé hormonu ABA i v pfipadé cytokininu, protilatky smésného gelu hlfe
vazaly analyt nez jednotlivée imunoafinitni gely. Lopéz-Carbonell
a Jauregi (2005) analyzovali obsah kyseliny abscisové v listech A. Thaliana
pomoci LC-ESI-MS-MS metody a naméfili hodnoty 12,3 pmol/g FW. K izolaci
vSak pouzili pouze SPE purifikaci. Jak dokazuji nase vysledky (65,6 pmol/gFW
ABA), zafazeni imunoafinitni chromatografie zalozené na monoklonalnich

protilatkach proti ABA vede k vyraznému zvyseni citlivosti purifikaéni metody.

V pfipadé IAA poskytla imunopurifikace pomoci smésného gelu ve vysledku
vySSi hladinu stanovovaného analytu nez =za pouziti samostatného
imunoafinitniho gelu. Duvodem tohoto neolekavaného vysledku byla
pravdépodobné kontaminace vzorku nebo gelu. Novak a kol. (2012) stanovili
obsah IAA v A. Thaliana pomoci SPE purifikace na HLB kolonach bez pouziti
imunoafinitni chromatografie na 300 pmol/g FW, coz je vyrazné vice nez
v pfipadé experimentu v ramci této diplomové prace (75,96 + 8,80 pmol/g).
| ztoho Ize usuzovat na moznou kontaminaci imunoafinitnino gelu proti 1AA

v prubéhu experimentu.

42



6.

Zaver

V ramci této diplomové prace byly z kultivaniho média a zapalové bfisSni
tekutiny vyizolovany tfi typy monoklonalnich protilatek, a to proti kyseliné
abscisoveé, kyseliné indol-3(yl)-octové a cytokininim. Po navazani jednotlivych
protilatek na afinitni gel, byly tyto gely smichany za vzniku multimunoafinitniho
gelu, specifického pro vSechny tfi skupiny hormont. Jednotlivé typy
imunoafinitnich geld i multimunoafinitni gel byly uspésné otestovany pomoci

standardu rostlinnych hormond a pomoci semenacku Arabidopsis thaliana.

Pfipraveny multimunoafinitni gel se ukazal jako specificky a Ize diky nému
izolovat vSechny ftfi tfidy rostlinnych hormond (cytokininy, auxiny, kyselina
abscisovd). Tato metoda muze v budoucnu znacné urychlit a zjednodusit
stanoveni téchto hormonu v rostlinném materialu, pfedevSim pak v propojeni
s analyzou pomoci ultra vysoce uc€inné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPL-MS/MS). Vysledky této
diplomové prace predstavuji pilotni studii, avSak v budoucnu bude tato metoda
dale optimalizovana, aby diky ni Slo stanovit i aromatické cytokininy a dalsi
metabolity IAA a ABA.
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