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1. Uvod

Cytokininy (CK) tvofi jednu z péti hlavnich skupin
rostlinnych hormont (fytohormont). Fytohormony regulu-
ji ristové a vyvojové procesy rostlin. Cytokininy byly
definovany jako latky, které v pfitomnosti auxinu (rovnéz
fytohormon) stimuluji bun&ené déleni'?. Mezi hlavni fyzi-
ologické ucinky CK patii potlacovani apikalni dominance,
indukce regenerace organt, zpomaleni starnuti, udrzovani
vysoké metabolické aktivity rostlinnych pletiv a dal3i’.

Podle chemické struktury je miizeme rozdélit do dvou
hlavnich skupin: a) derivaty adeninu, ») derivaty mocovi-
ny a thiomocoviny. Tento ¢lanek je vé€novan pfirozené se
vyskytujicim cytokininlim adeninového typu. Do této sku-
piny spadaji dvé zakladni podskupiny, jez jsou podle cha-
rakteru postranniho fetézce oznaCovany jako isoprenoidni
a aromatické. Uvnitf té€chto podskupin pak mizeme nalézt
ruzné derivaty (metabolity) volnych bazi, ribosidl a nukle-
otidl, az po N-glukosidy, piipadné O-glukosidy a konju-
gaty s aminokyselinami. Strukturni odli$nost téchto meta-
bolith ma za nésledek jejich rtiznou biologickou aktivitu.
Konkrétné€ cytokininové nukleotidy jsou povazovany za
prekurzory transportnich forem (ribosidl) a vlastnich ak-
tivnich CK (volnych bézi). Naproti tomu cytokininové
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glukosidy jsou produkty deaktivacnich metabolickych
drah. Volné baze a ribosidy vykazuji vysokou biologic-
kou aktivitu. Ostatni derivaty jsou bud’ zcela net¢inné
(N-glukosidy) nebo docasné¢ netcinné (O-glukosidy).
shrnuty v tabulce 1.

Rostlinné pletivo obsahuje viceslozkovou smés meta-
bolitt, jez se vyskytuji i viadové odlisnych hladinach.
CK se v rostlinach, az na n¢kolik malo vyjimek, vyskytuji
ve velmi nizkych koncentracich (fmol-pmol.g™ &erstvé
hmoty). ObtiZze spojené s analyzou CK v rostlinném ex-
traktu jsou tedy znac¢né zejména vzhledem k tomu, ze je
nutné odlisit studovanou latku od neobvykle velkého poctu
necistot. Vhodna analytickd metoda pro studium CK
v rostlinach proto vyzaduje spojeni efektivniho Cisticiho
postupu a citlivé a dostatecné selektivni analytické kon-
covky. Pozadavky kladené na analytickou metodu se po-
chopitelné dale lisi podle momentéalnich potieb biologu,
druhu pouzitého pletiva ¢i organu, metody studia a podle
problémovych otazek, které je tieba zodpovédét. Napf.
bude-li zapotfebi provést screening obsahu Siroké skaly
CK u nékolika kultivart modelové rostliny Arabidopsis
thaliana L., kde neni k dispozici dostatecné mnozstvi vy-
choziho rostlinného materidlu, méla by zvolend metoda
byt vysoce selektivni a vyjimecné citliva. Naopak ptjde-li
o pouhé sledovani tbytku (spotfeby) jednoho syntetického
cytokininu ptidané¢ho do kultivacniho média, postaci meto-
da pfiméfené selektivni s priimeérnou citlivosti. V druhém
pripadé bude mozno rovnéz zjednodusit Cistici postup, coz
v praxi znamend Usporu materidlu i ¢asu. S nastupem citli-
vych kombinovanych technik (HPLC/MS, GC/MS) narts-
taji moznosti studovat CK nejen na Urovni celé rostliny
a jejich organu (listy, kofen, kvét), ale i na arovni nizsich
organizaCnich struktur (pletiva, buniky). Analytikovi je
pritom kladena otdzka, jaké nejmensi mnozstvi vychoziho
materidlu je ke spolehlivé identifikaci nebo stanoveni po-
stacujici. Tam, kde bylo dfive pfi pouziti imunoanalytic-
kych nebo GC/MS technik zapotiebi jednotek az desitek
gramu Cerstvé hmoty, postaci pti pouziti HPLC/MS néko-
lik set miligram az gram.

V nasledujicich odstavcich jsou shrnuty a porovnany
vSechny obecné pouzivané analytické metody studia CK,
ato podle jednotlivych analytickych parametri (citlivost,
selektivita, ¢asova a finanéni naro¢nost, robustnost meto-
dy, moznost automatizace), pokud jsou v puvodnich pra-
cich tyto parametry uvedeny.

2. Extrakce a ¢iSténi

Ulohou extrakénich procest je pievedeni latek, jez
jsou piedmétem naSeho zajmu, do extrakéniho cinidla tak,
aby v jejich pribéhu nedoslo k  degradaci latek
(enzymatické, tepelné, svétlem indukované, oxidativni)
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Tabulka I
Strukturni vzorce, nazvy a zkratky nékterych cytokinint
R1
HN™
L
NS
v
R2
R R’ R’ Nazev Zkratka
H - N’-isopentenyladenin iP
R - N-isopentenyladenosin iPR
f< G - N-isopentenyladenin-9-glukosid iP9G
RP - N-isopentenyladenosin-5'-monofosfat iPMP
H H trans-zeatin tZ
R H trans-zeatin ribosid tZR
CH,OR3 H G trans-zeatin-O-glukosid tZ0G
- R G trans-zeatinribosid-O-glukosid tZROG
RP H trans-zeatinribosid-5"-monofosfat tZMP
H H cis-zeatin cZ
R H cis-zeatinribosid ¢ZR
I< H G cis-zeatin-O-glukosid cZ0G
_ CH.OR3 R G cis-zeatinribosid-O-glukosid cZROG
2 RP H cis-zeatinribosid-5"-monofosfat cZMP
H H dihydrozeatin DHZ
R H dihydrozeatinribosid DHZR
CH,OR?® RP H dihydrozeatinribosid-5"-monofosfat DHZMP
J_< H G dihydrozeatin-O-glukosid DHZOG
R G dihydrozeatinribosid-O-glukosid DHZROG
H - N°-(benzylamino)purin BAP
R - N -(benzylamino)purinribosid BAPR
~CH3 G - N°~(benzylamino)purin-9-glukosid BAPIG
HO H - o-topolin oT
R - o-topolinribosid oTR
—CHj3 G - o-topolin-9-glukosid 0T9G
OH H — m-topolin mT
R - m-topolin ribosid mTR
_-CH; G - m-topolin-9-glukosid mT9G

H - vodik; R — B-D-ribofuranosyl; G — B-D-glukopyranosyl; RP — B-D-ribofuranosyl-5’-monofosfat
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a aby byl extrakéni vytézek pfijatelné vysoky pro pozado-
vané spektrum metabolitli — cytokininové nukleotidy, vol-
né baze, ribosidy, N-glukosidy a O-glukosidy. Z téchto
divodl jsou obvykle pro extrakci volena rozpoustédla
jako methanol, ethanol a aceton ¢i viceslozkové extrakéni
soustavy, mezi nimiz mé vysadni postaveni extrakéni smés
podle Bieleského®. Jedna se o smés methanol-chloroform-
kyselina mravenci-voda (12:3:1:4, v/v). Jeji slozeni bylo
optimalizovano s ohledem na extrakéni ucinnost a schop-
nost inaktivovat rostlinné fosfatasy® (enzymy zodpovédné
za vznik ribosidi odstépenim fosfati z molekul cytokini-
novych nukleotidit). Pii pouziti HPLC/MS ¢i GC/MS je
mozné pusobeni fosfatas monitorovat za pomoci internich
standardi, které jsou oznadeny riznym poétem “H a N
atomd v molekule®. Preventivnim opatfenim proti degrada-
ci CK je extrakce za snizené teploty, obvykle v rozmezi
4 °C az —20 °C (podle obsahu vodné slozky v extrakénim
Cinidle). Bézna doba Ucinné extrakce se podle druhu ex-
trakce a rostlinného pletiva pohybuje mezi 4 az 24 hodina-
mi.

Po extrakci a odstranéni tuhych podild centrifugaci
¢i filtraci nasleduje Cistici proces. Podle typu analytické
koncovky jsou na ¢isténi kladeny riizné naroky. Vsechny
tyto procesy vsak spojuje nékolik zakladnich pozadavku.
PeciSténi musi v prvni fad€ rozd¢lit celé spektrum cytoki-
ninovych metaboliti do podskupin — minimalné¢ do 3 frakci:
nukleotidové, bazické (volné baze, ribosidy, N-glukosidy)
a O-glukosidové, pro néz (vSechny spolecné) neexistuje
univerzalni analytickd koncovka. Ddle musi poskytnout
dostatecny stupen precisténi, ptiCemz by méla byt zacho-
vana uspokojiva navratnost analytd. To znamena, Ze jed-
notlivé stupné by mély eliminovat z ptivodniho rostlinného
extraktu vSechny ostatni latky (sekunddrni metabolity,
cukry, peptidy, aminokyseliny apod.). Pfecistény biologic-
ky materiél by pak obsahoval jen CK, pfipadn¢ latky, které
naslednou kvalitativni ¢i kvantitativni analyzu nerusi. Na-
vic by idedlni metoda méla byt natolik robustni, aby se
odli$ny metabolicky profil rostlinného extraktu neodrazel
v proménlivé navratnosti. Toto je dulezité napf. pfi studiu
CK v rtiznych rostlinach ¢i odbéru stejného vzorku pletiva
v jednotlivych vyvojovych stadiich rostliny. Bézné Cistici
postupy byvaji sestaveny z n€kolika stupiii, mezi nimiz je
nutno provést zahusténi vzorku (na rotacni vakuové odpar-
ce, odpafovanim v proudu dusiku nebo lyofilizaci) a pie-
vedeni do roztoku jiného sloZeni. Nejcastéji jde o kombi-
naci extrakce tuhou fazi (SPE) s iontové vyménnou a imu-
noafinitni chromatografii (IEC, IAC, cit.4). Malokteré meto-
dy koncové analyzy (RIA, ELISA, GC/MS, HPLC/MS) jsou
schopny pracovat s intaktnimi nukleotidy a O-glukosidy.
Proto je Casto nezbytné preménit nukleotidy na ribosidy
alkalickou fosfatasou a O-glukosidy pak na odpovidajici
ribosidy ¢i volné baze B-glukosidasou. Tak ziskame nukle-
otidovou (NT) a O-glukosidovou frakci (OG), ktera obsa-
huje pfislusné volné baze a ribosidy. Imunoafinitni chro-
matografie byva casto poslednim cisticim stupném. Proto-
ze imunoafinitni chromatografie je velmi vyznamn4 ¢istici
technika zejména pro svou vysokou selektivitu, je této
problematice vénovana zvlaStni pozornost (viz kapitola 6).
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Levnou, rychlou a ucinnou alternativou je uziti ex-
trakce kapalina-kapalina’. Metoda je zalozena na rozdilné
rozpustnosti CK ve vodé a butanolu pfi rizném pH.
Umoziuje oddéleni balastnich latek a soucasné frakcionaci
bazi a nukleotidt, pti¢emz navratnost je relativné vysoka
a stupenl preciSténi uspokojivy. NejnovejSim piistupem je
vSak extrakce tuhou fazi (SPE) vyuzivajici hybridni sor-
benty, které maji vlastnosti reverzni faze a iontoménice
soucasn&®. Takto lze vyrazné zjednodusit cely &istici po-
stup, nebot’ jedinou népliiovou kolonkou lze odstranit in-
terferujici latky z rostlinného extraktu a soucasné frakcio-
novat jednotlivé skupiny cytokininovych metaboliti, ale
ijinych fytohormont. Zanedbatelna neni ani ispora spo-
ttebniho materialu, rozpoustédel, chemikalii a pfedevsim
Casu. Kromé pouziti novych hybridnich sorbenti se pro
dalsi zkraceni celkové doby analyzy nabizi automatizace
zpracovani rostlinnych extraktt. Tak lze zvysit mnozstvi
vzorkl zpracovatelnych za 24 hodin z péti az osmi na né-
kolik desitek’.

3. Biotesty

Jak jiZz bylo feceno v uvodu, cytokininy ovliviluji
celou skalu fyziologickych procest. Biotesty se hodnoti
aktivita studovaného chemického individua v konkrétnim
biologickém procesu. Napft. kalusovym biotestem se zjis-
tuje schopnost cytokininu stimulovat bunécné déleni za
pritomnosti stalé koncentrace auxinu; senescen¢nim bio-
testem se zjiStuje schopnost cytokininu zpomalit degra-
daci chlorofylu'®. Takto ziskané hodnoty jsou poté po-
rovnavany s hodnotami znamych vysoce aktivnich deri-
vatl (6-(benzylamino)purin, zeatin). Jednotlivé CK vyka-
zuji riznou aktivitu v riznych biotestech. Tyto charakte-
ristiky vypovidaji o tom, ze i v ramci jedné skupiny rost-
linnych hormonti mohou rizné derivaty ovliviiovat jednot-
livé fyziologické procesy odliSnym zptisobem.

Ma-1li byt otestovana biologickd aktivita nezndmé
latky izolované z rostlinného pletiva, je nutné rostlinny
extrakt dikladné zahustit a frakcionovat (TLC, HPLC,
cit.'?). Pak je zajisténo, ze vysledky ziskané v biotestu
skutecn¢ nalezi jediné slouceniné a nikoliv smési CK.
Testovani biologické aktivity se uplatiluje jak pfi vyvoji
novych latek (napf. pro ucely zemé&d&lstvi'®), tak i pii hle-
déni (llz)sud nepopsanych pfirozen€ se vyskytujicich hor-
monu .

4. HPLC

Stejné jako v jinych oborech (farmakologie, environ-
mentalni analyza) byly prvnimi chromatografickymi meto-
dami v analyze fytohormonti tenkovrstva papirova chro-
matografie (TLC, PC, cit.'"). TLC se pouziva dodnes jako
levna a rychla alternativa sofistikovanéjsich instrumental-
nich metod (HPLC, GC) pro stanoveni, ktera nevyzaduji
vysokou separa¢ni Gi&innost a vysokou citlivost'2. To plati
zejména pro nékteré metabolické studie, kdy je rostlindm
(ptip. suspenznim kulturam rostlinnych bunék) aplikovan
synteticky rastovy regulator bud’ v obrovském nadbytku,
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anebo radioaktivné znaceny'®. HPLC je dnes ziejmé& nej-
pouzivanéjSi separacni technikou v oblasti kvalitativni
i kvantitativni analyzy cytokinind. Vedle rychlosti a vyso-
ké separacni UCinnosti je jeji velkou vyhodou moznost
snadného spojeni s celou fadou technik finalni analyzy:
UV-spektrometrie, hmotnostni spektrometrie (MS), imu-
noanalyza (RIA, ELISA), biotest'. Diky tomu je mozno
kombinovat v jediném experimentu napt. data z detektoru
diodového pole s vysledky testu ELISA ¢i je doplnit struk-
turni MS analyzou nebo biologickou aktivitou (biotest)
jednotlivych HPLC frakei. Systém normalnich fazi je vyu-
zivan vyhradn€ pro preparativni chromatografii cytokininti
derivatizovanych pro GC. VétSina autori pak separuje CK
v systému reverznich fazi (RP), kde se cytokininy snadno
déli diky rozdilim v polarité. Bez ohledu na analytickou
koncovku jsou na ucinnost separace kladeny vysoké naro-
ky. V analyzované smési mohou byt ptitomny cis/trans
izomery zeatinovych derivati a polohové izomery topolind
¢i 3-, 7- a 9-glukosidy vétsiny CK. Nedokonala separace
miize tedy zpusobit nadhodnoceni koncentraci pii stanove-
ni, nadhodnoceni biologické aktivity v biotestu ¢i znemoz-
nit pfesnou identifikaci.

5. HPLC/MS

Od pocatku devadesatych let bylo spektrum metod
pouzivanych k analyze cytokininii rozsifeno o kombinaci
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(HPLC/MS). Dosud byly publikovany prace o pouziti rtiz-
nych typl ionizace, pocCinaje ionizaci rychlymi atomy
(FAB), termosprejem (TSI) ¢i chemickou ionizaci za at-
mosférického tlaku (APCI) az po ionizaci elektrosprejem
(ESI). Prvni tfi experimentalni ionizacni pfistupy se zpo-
catku vyznacovaly nepfilis vysokou citlivosti. Bylo nutno
zpracovavat vét§si mnozstvi biologického materidlu nebo
pracovat s transgennim materialem, u n¢hoz byly moleku-
larné-biologickymi pfistupy ,.indukovany* vyssi hladiny
CK. Prvni prace v této oblasti popisuje uziti HPLC/APCI-
MS ke stanoveni hladiny 7ZR v nadorech rostlin tabaku'’.
Hmotnostni spektra volnych bazi obsahovala jen kvazimo-
lekularni ion a spektra ribosidii obsahovala navic pouze
protonovany aglykon. Dosazeny detekéni limit (0,6 pmol
pro tZR) dovoluje rutinni pouziti metody pro kvantitativni
analyzu rostlinného materidlu s pfirozenym obsahem cyto-
kinind. Mén¢ uspésné bylo pouziti HPLC/TSI-MS/MS
(cit."®). Hlavnim omezenim této metody je vysoka citlivost
termospreje na zmény ve slozeni mobilni faze. Bez moz-
nosti gradientové eluce musi byt nékteré metabolity analy-
zovany oddélen¢ (ZR, DHZR), coz vyznamné prodluzuje
celkovou dobu analyzy a zvySuje potfebné mnozstvi vy-
choziho biologického materidlu. Déle byla ke studiu CK
pouzita kapildrni HPLC/frit-FAB-MS/MS (cit."”, frit-FAB,
ionizace rychlymi atomy na kovové frit¢). Prestoze obec-
n¢ fadime FAB mezi mékké ionizacni techniky, hmotnost-
ni spektra celé fady cytokininovych metabolitii obsahovala
zna¢né mnozstvi fragmentil a byla srovnatelnd s bohatosti
spekter po klasické elektronové ionizaci (EI). Proti ESI-
MS jsou FAB-MS/MS spektra, zejména u molekul obsa-
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hujicich cukerny zbytek, v priméru o jeden az dva frag-
menty bohat$i. Této metody bylo s tspéchem pouZzito
k identifikaci a stanoveni hladin isopentenyladenosinu
v jehli¢i smrku. Detekéni limity pro jednotlivé metabolity
se pohybuiji od jednotek po desitky pmol'’. Dale byla pub-
likovana metoda HPLC/ESI-MS/MS pro kvantifikaci
16 metaboliti cytokinind, s detekénimi limity kolem
1 pmol (cit.”%). Jeji hlavni piednosti je vysoka propustnost
vzorkl. Vzhledem ke ¢tyfminutové dobé jedné analyzy je
mozno zpracovat az 150 vzork za den.

Nasledujici prace stejného kolektivu autorli nabizi
pfehledné srovnani detekCnich limith a linedrnich dyna-
mickych rozsahii pfi pouziti konvenénich (4,6 mm i.d.),
mikro (2 mm, 1 mm i.d.) a kapildrnich (0,3 mm i.d.) chro-
matografickych kolon pro HPLC/ESI-MS/MS (cit.*!). Pre-
zentuje 1 srovnani chromatografické prekoncentrace analy-
tu na ptredkolonce nebo pfimo na analytické koloné. Tyto
pfistupy nachdzeji uplatnéni zejména pii praci
s biologickymi vzorky. Umoznuji nastiik relativné velkého
objemu vzorku 1 na kolony menSich primért
(mikrokolony a kapilarni kolony) a zakoncetrovani analytu
na staciondrni fazi. Po této prekoncentraci nésleduje zvy-
Seni elucni sily mobilni fize a vlastni chromatograficka
separace na analytické kolon¢€. Autofi uvadéji, ze pri pou-
ziti kapilarni chromatografické kolony v kombinaci se
zkoncentrovanim vzorku na ptredkolonce je mozno doséah-
nout femtomolarnich detekénich limitt. Podobny pfistup
ke kvantitativni analyze zeatinovych, dihydrozeatinovych
a isopentenyladenosinovych derivati byl nedavno publiko-
van jinou skupinou (mez stanovitelnosti LOD 50-100
fmol, cit.”?).

Vsechny vyse uvedené metody ESI byly zalozeny na
CasteCné separaci vzorkll na chromatografické koloné
a hmotnostni detekci v selektivnim modu — sledovani pro-
duktu rozpadu iontu  (multiple reaction monitoring,
MRM). Takovyto zpusob detekce umoziuje sledovat sig-
nal ne€kolika charakteristickych fragmentaci soucasné. Je
tedy mozné zjednodusit separaci a usettit ¢as. Komplikace
nastavaji v okamziku, kdy je zapotiebi sledovat signal
izomert. Pokud u izomerti dochazi ke shodné fragmentaci
a vybrany ptfechod kvazimolekularni ion—fragment pro
MRM je stejny (napt. tZR: 352—220, ¢ZR: 352—220), je
chromatograficka separace nezbytna. Jinak totiz neni moz-
no predejit smiSené odezvé izomert. Dalsi komplikaci je
pfirozeny vyskyt derivatl dihydrozeatinu. Ty se 1i§i od
svych zeatinovych analogli pouze o dvé hmotnostni jed-
notky. Pfi sledovani signdlu dihydrozeatinu je tudiz nutné
poditat i s pfispévkem zeatinového izotopu M+2 apod.
V oblasti analyzy HPLC/MS cytokininil je proto zapotiebi
dokonalé chromatografické separace, a to nejen s ohledem
na pfirozeny vyskyt izomerd, ale rovnéZz s ohledem na
moznost  dokonalejSiho  odstranéni  nespecifického
(chemického) Sumu. Pfestoze je pouzito intenzivni pted-
upravy vzorki, dikladna chromatograficka separace muze
vyrazné napomoci ziskani lep§iho signalu v hmotnostnim
detektoru. Posledni prace popisujici pouZiti ESI-MS nabi-
zi moznost pouzit ke kvantitativni analyze CK hmotnostni-
ho detektoru s jednim kvadrupélovym analyzatorem™.
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Proti vySe uvedenym technikam MS/MS (tandemova
hmotnostni spektrometrie) neni mozno u tohoto typu de-
tektoru pouzit MRM. Selektivita hmotnostniho detektoru
je nahrazena Uplnou chromatografickou separaci. Skute¢-
nost, ze kombinaci imunoafinitni chromatografie a HPLC/
ESI-MS v SIM modu (sledovani vybran¢ho iontu, selected
ion monitoring) bylo dosazeno dostate¢né selektivity, byla
prokazana soucasn¢ provedenym testem HPLC/ELISA.
Jde o prvni metodu analyzy cytokininl, kterd si v§ima
obou skupin CK — isoprenoidnich i aromatickych. Nabizi
kvantifikaci devatenacti isoprenoidnich CK a sledovani
pritomnosti dalSich deseti aromatickych CK.

Novy pfistup predstavuje rovnéz predkolonova deri-
vatizace CK pro metodu HPLC/frit-FAB-MS/MS (cit.%).
Propionaty (estery) cytokininovych nukleosidi a glukosidi
a N-benzylderivaty volnych bazi poskytuji vyssi signél
kvazimolekularnich iontti. To je dano zvySenim hydrofob-
niho charakteru molekul, nartistem jejich povrchové akti-
lezité je rovnéz zvySeni molekulové hmotnosti po derivati-
zaci, které posouva signal jednotlivych iontd do oblasti
o vys$§im m/z, tedy do oblasti s niz§im nespecifickym Su-
mem. Spektra FAB jsou v porovnani se spektry nederivati-
zovanych molekul bohatsi. Uvedend metoda jiz byla
s tspéchem pouzita ke stanoveni endogennich hladin dese-
ti CK v Arabidopsis thaliana L. (cit.®) a identifikaci no-
vych derivati aromatickych CK v rostlinach'*'"®. Limity
detekce se pohybuji ve femtomolarni oblasti. VSechny
uvedené vyhody jsou vSak vykoupeny vyssi ¢asovou na-
rocnosti derivatizace. V neposledni fadé umoznila tato
metodika 1 méfeni rychlosti biosyntézy CK (znaceni deute-
riem in vivo)*. V takovém ptipadé jsou rostliny p&stovany
v kapalném kultivaénim médiu, které obsahuje 30% podil
deuterované vody. Deuterium postupné nahrazuje vodik
v nove syntetizovanych molekulach nejriznéjsiho metabo-
lického ptvodu, tedy i CK. Podle stupné inkorporace deu-
teria se méni izotopovy profil molekul noveé syntetizova-
nych. Metoda umoznila objev alternativni drahy biosynté-
zy zeatinovych derivata™.

6. GC/MS

Metoda plynové chromatografie s hmotnostni detekci
hrala od pocatku nezastupitelnou roli zejména
v kvalitativni analyze. Pfed zavedenim HPLC/MS byla
jedinou dostupnou identifika¢ni metodou a vyrazné€ usnad-
nila uréeni chemické struktury celé fady cytokininovych
metaboliti (napf.26’27). CK nepatii mezi tékavé latky a pro
analyzu plynovou chromatografii musi byt derivatizovany.
Nutnost derivatizovat tyto latky je hlavni nevyhodou GC/
MS proti HPLC/MS. Samotna derivatizace je ¢asové na-
rocna a vétSinou jeSté komplikovana potfebou znovu pre-
Cistit vzorky po derivatizaci kapalinovou chromatografii.
Trimethylsilylderivaty®* a trifluoracetylderivaty™ podlé-
haji hydrolyze a terc-butyldimethylsilylace®' jsou vhodné
pouze k pfipravé tékavych derivati volnych cytokinino-
vych bazi (zeatinu, isopentenyladeninu apod.). Permethy-
poskytuji stabilni produkty, avSak neprobihaji
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kvantitativn€¢ a vznikd nékolik vicenasobnych derivati.
Acetylace je snadnd, produkty nepodléhaji hydrolyze, ale
n&které derivaty jsou nestabilni v GC/MS systému®®. Pfi
pentafluorbenzylaci vznika vétsi mnozstvi produkt®. Pies
vSechny tyto nevyhody se v§ak GC/MS dlouhodobé pou-
ziva kidentifikaci a stanoveni. OdliSnym pfistupem je
hmotnostni spektrometrie s desorpéni chemickou ionizaci
(DCI-MS). Jde o techniku, kterd umoziuje pfimé zavedeni
vzorku bez kombinace s GC. Pomalym nartstem teploty
za piitomnosti amoniaku jako reak¢éniho plynu se vzorek
soucasné zplyni a ionizuje*. Je nesnadné pfimo porovnat
citlivost (pfip. jiné obecné analytické parametry) GC/MS
metod pouzivanych ke stanoveni CK. Autofi pivodnich
praci se zaméfili zejména na popis a vycet vyhod té které
derivatizace a ionizace (EI versus CI) ve vztahu
k bohatosti MS spektra, ¢i intenzit¢ molekularnich iontd.
Obecné 1ze shrnout, ze pii stanoveni riznych metaboliti
CK v rostlinach se pfi pouziti GC/MS detekéni limity po-
hybuji v jednotkach az stovkach pmol. Celkové nizsi citli-

Zi ¢isténi  vedly
k potiebé vétsiho mnozstvi vychoziho biologického mate-
ridlu. Podle typu studovaného pletiva, poctu a typu sledo-
vanych CK (baze, ribosidy, glukosidy) se vychozi mnoz-
stvi materialu pohybuje v jednotkach az desitkach gramu
Cerstvé hmoty.

s

7. Imunochemické metody

Imunochemické metody nalezly v oblasti analyzy CK
Siroké uplatnéni. Je to dano zejména vysokou citlivosti
téchto metod pfi niz§ich nédrocich na pfistrojové vybaveni
a nizSich provoznich nakladech v porovnani s HPLC/MS
a GC/MS.

Zakladnim principem imunoanalytickych metod je
vytvofeni imunokomplexniho péaru antigen(analyt)-
protilatka, ktery pak mize byt riznym zptisobem detego-
van a stanoven’’. Pro detekci vzniklého imunokomplexu je
dilezité oznaceni jednoho z reaktant radioaktivnim prv-
kem, enzymem, fluorescencni nebo chemiluminiscen¢ni
latkou.  VétSina prvnich imunoanalyz byla zalozena
na pouziti radioaktivné znacenych indikatort ['*1] a [*H],
a to pro jednoduchost detekce®. Pozdg&ji bylo v imuno-
testech aplikovano enzymatické® nebo fluorescenéni*
znaceni, popf. i dal$i specialni neradioaktivni znacky. Pro
stanoveni nizkomolekularnich latek (jako jsou CK*”) imu-
noanalytickymi metodami se pouZzivé testll zaloZenych na
kompetitivnim uspotadani, tj. definované mnozstvi znace-
ného indikatoru soutézi s rliznymi koncentracemi neznace-
ného standardu o omezeny pocet volnych vazebnych mist
protilatek. Jestlize je koncentrace protilatky a znaceného
antigenu konstantni, pak je pomér mezi znacenym antige-
nem volnym a vazanym funkci koncentrace neznaceného
antigenu (stanovovaného analytu) v roztoku. Porovnanim
se standardni kiivkou, ziskanou pouzitim zndmych kon-
centraci neznaceného antigenu, lze z poklesu vazané akti-
vity ur€it mnozstvi antigenu pfitomného v neznamém
vzorku.

CK jsou nizkomolekuldrni organické slouceniny
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a jako takové nevyvolavaji v organismu imunitni odpoveéd’.
Vlastnosti antigenti nabyvaji az po navazani na vhodny
makromolekuldrni nosic. Syntetické postupy pouzivané pii
ptipravé cytokininovych konjugati jsou zalozeny na reakci
ribosidii oxidovanych jodistanem s aminoskupinami nosi-
¢ové bilkoviny a néasledné  redukci borohydridem
(stabilizace vazby)*'. Proto jsou po imunizaci timto typem
cytokininovych konjugatd ziskavany protilatky, které se
vyznacuji vysokou citlivosti k purinové ¢asti molekuly, ale
zaroven poskytuji moznost spole¢ného stanoveni cytokini-
novych bazi a cytokininti substituovanych v poloze N’
(napf. 443y

Jednou z dilezitych charakteristik pfipravenych proti-
latek je jejich kiizova reaktivita. Protilatky obvykle nevazi
jen antigen, proti némuz byly pfipraveny, ale i latky struk-
turné podobné. Mira kiizové reaktivity se vyjadiuje jako
podil koncentrace kiizové reagujici latky a antigenu ne-
zbytné pro 50% nasyceni vazebnych mist protilatky. Pro
zjednoduseni se vyjadiuje v procentech. V nékterych pii-
padech je zadouci, aby napf. protilatky pripravené proti
cytokininovému ribosidu vykazovaly kiizovou reaktivitu i
k piisluinym volnym bazim & N’ glukosidim. Pak je totiz
mozné pouzit jedné protilatky ke stanoveni hned tfi meta-
bolitu.

Prvni polyklonélni protilatky pro CK popsali Hacker
a kolektiv*. Imunoanalytické stanoveni CK v rostlinnych
pletivech bylo poprvé popsano Brandonem™®. Protilatky
proti tZR vsak vykazovaly vysokou kiizovou reaktivitu
s iPR. Proti iPR byly pfipraveny prvni protilatky v rdmci
studia tRNA*. Antiséra proti iPR vykazovala pouze sla-
bou kiiZovou reakci s CK ze skupiny 6-(benzylamino)-
purinu a kinetinu (6-furfurylaminopurin). Obecné je vazba
CK k odpovidajici protilatce zavisla na substituci na N
a také na substituentu v pozici N° & N°. Z tohoto diivodu
protilatky proti iPR, ZR, diHZR, BAPR, oTR a mTR ne-
vykazuji kfizovou reaktivitu s adeninem nebo adenosinem,
ktery neni v N° poloze substituovan. S protilatkami proti
cytokininovym nukleosidim byla kiizova reaktivita vol-
nych bazi asi 50 %, N’glukosidii asi 30-100 %, nukleotidii
v rozmezi 60-100 % a N glukosidii 20-70 %. N” a O-glu-
kosidy s témito protilatkami obecné nereaguji. Také prvni
popsané monoklonalni protilatky proti cytokinintim vyka-
zovaly rdznou kiizovou reaktivitu. Naptiklad protilatky
proti #ZR charakterizované Trionem a kolektivem®’ vyka-
zovaly kifiZovou reaktivitu s iP, kterd dosahovala az 20 %.
Také Wang a kolektiv*® zjistili znaéné rozdily v kiizové
reaktivité jejich iPR protilatek s riznymi CK. Vzhledem
k vyznamnym kiizovym reaktivitam protilatek priprave-
nych proti jednotlivym CK bylo nutné pfi pouziti imunoa-
nalytickych metod pro kvantitativni analyzu pouzit nékteré
chromatografické metody pro frakcionaci vzorku, napf.
TLC nebo HPLC (cit.****). Frakcionace vzorku byla pro-
vedena pro oddéleni jednotlivych kiizove reagujicich la-
tek, které mohly byt nasledné samostatné stanoveny.

Dalsi technikou, ktera naopak vhodné vyuzila vyssich
kiizovych reaktivit pfipravenych protilatek, byla imunoafi-
nitni chromatografie (IAC). Imunoafinitni chromatografie
je afinitni chromatografickd metoda, ve které stacionarni
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fazi tvoti protilatka nebo protilatce piibuzné ¢inidlo. Jejim
principem je tedy interakce mezi protildtkou a antigenem.
Tato technika se pouziva jako vysoce specificka Cistici
metoda ve spojeni s dal§imi analytickymi technikami®.
Morris a spol’’ ktomuto tdelu pouzili sloupec
s navdzanymi protiladtkami proti ZR. S timto sorbentem
bylo mozno izolovat pfislusné CK pfimo ze surového ex-
traktu, nebot’ protilatky imobilizované na sloupci celulosy
zachytily pouze Z a jeho N’ substituované metabolity. Po
imobilizaci protilatek pfipravenych proti zeatinribosidu
a isopentenyladenosinu®® byl p¥ipraven nosi¢, ktery speci-
ficky v jednom stupni umoznil izolaci celé skupiny isopre-
noidnich cytokinind s jejich naslednym stanovenim kapali-
novou chromatografii s UV detekci. Pouzitim IAC bylo
dosazeno takového stupné piecisténi vzorki, kterého lze
jen stézi dosdhnout konvencénimi chromatografickymi
technikami®®. Uvedené metody umoznily rychlé a presné
stanoveni CK metodou HPLC s detektorem diodového
pole™ nebo HPLC/RIA(ELISAYMS (cit.?*'"%). Vyhodou
IAC je i vysoka navratnost pii CiSténi, pohybujici se okolo
85 %. Vysledky analyz CK v riznych rostlinnych materia-
lech ziskanych uvedenymi technikami se dobfe shodovaly
s vysledky GC/MS analyz*. V posledni dobé se tedy IAC
stale vice uplatituje pfi stanoveni cytokininii v rostlinném
materidlu. Pre€i$téni imunoafinitni chromatografii umozni-
lo zjednodusit analyzy vzorki a snizit detekéni limity pro
jednotlivé analyty vlivem vyrazného snizeni obsahu ba-
lastnich latek.

8. Ostatni metody

Ostatni analytické pfistupy nenalezly doposud Sirsi
uplatnéni v kvalitativni ani kvantitativni analyze CK. Ka-
pilarni zoénové elektroforézy (CZE) bylo pouzito ke studiu
interakei CK s cyklodextriny. Pfidavkem cyklodextrinu do
zakladniho elektrolytu bylo dosazeno uspokojivé separa-
ce®’. Dale byly touto metodou stanoveny piesné disociaéni
konstanty vybranych zastupcti aromatickych i isoprenoid-
nich cytokininii®®. Metoda je proti klasickym metodam
stanoveni disociacnich konstant (UV-spektrometrie, dife-
rencni pulzni voltametrie) vyhodnéjsi hned z nékolika
divodu. Protoze jde o separacni techniku, je mozné praco-
vat se vzorky nizsi Cistoty a stanovovat konstanty nékolika
derivatli soucasné. Metoda je jednoducha a snadno auto-
matizovatelna®’. Dosud jedinou aplikaci piedstavuje prace
Pacékové a spol.”, ktera je vénovana pouziti CZE ke stano-
veni derivatd zeatinu, isopentenyladeninu a 6-(benzyl-
amino)purinu v extraktech pSenice, fepy a tabaku. Jde
bohuzel pouze o pilotni studii, na kterou nebylo doposud
navazano.

Prvni elektrochemické studie byly zaméteny na popis
elektrochemického chovani CK (cit.”®*®). Podrobné pro-
studovani oxidacnich i reduk¢nich procesi, kterym cytoki-
niny podléhaji na uhlikovych a rtutovych elektrodach,
umoznilo aplikaci té€chto technik v oblasti kvantitativni
analyzy® %, Jejich autofi uvadéji, ze po odstranéni interfe-
rujicich balastnich latek ptecisténim mohou byt elektro-
chemicky analyzovany i endogenni hladiny CK v rostlin-



Chem. Listy 98, 834 — 841 (2004)

ném materidlu. Nalezené hladiny Z, DHZ a DHZR jsou
vSak neobvykle vysoké. Je pravdépodobné, Ze byly nad-
hodnoceny nedostatecnou piedseparaci stanovovanych CK
na TLC. Voltametricky signél tudiz odpovid4 pii daném
potencialu piku signalu smési vice metabolitd. Nedavno
publikovana prace naseho tymu popisuje moZnosti vyuziti
voltametrickych technik ke sledovani spotiecby BAP
v kultivagnich médiich®.

9, Zavér

Metody kvalitativni a kvantitativni analyzy napoma-
haji objasnit tlohu CK v regulaci rlstu a vyvoje rostlin.
Spole¢né s klasickymi  fyziologickymi, molekularné-
biologickymi ¢i  genetickymi  postupy  pfispivaji
k odhalovani molekularnich mechanismti G¢inku CK
CK v biologickém materialu byla a nadale zdstava extrak-
ce a Cisténi. Nejlevngjsi, relativné rychlou a snadnou dcisti-
ci metodou je extrakce kapalina-kapalina’. Nejvhodngjsi
pro automatizaci se jevi extrakce tuhou fazi pfi pouziti
hybridnich sorbenti®. S ohledem na pofizovaci naklady
zafizeni potfebného k automatizaci a relativné vysoké
provozni naklady, ptjde vSak o metodu nejnakladnéjsi.
Zavedeni kombinovanych technik GC/MS a zejména
HPLC/MS umoznuje kvantifikovat cytokininy ve stale
menSim mnozstvi vychoziho biologického materialu
(stovky miligramti Cerstvé hmoty). Linearni dynamické
rozsahy jsou srovnatelné. HPLC/MS je obecné citlivejsi,
zvlaste pii pouziti kapilarni HPLC v kombinaci s MS/MS.
s HPLC/MS), vzhledem k nutnosti derivatizace analyzova-
nych CK. Mnohem levngjsi alternativou obou vyse uvede-
nych instrumentdlnich technik zfistdvaji imunochemické
metody (RIA, ELISA). Jejich citlivost je postacujici, pra-
cuje-li se s gramovym mnozstvim biologického materidlu.
Imunochemické metody nejsou naro¢né na pfistrojové
vybaveni, pokud se nevyZaduje jejich Uplna automatizace.
Jejich nevyhodou je vSak Casova narocnost. Biotesty (ve
spojeni s HPLC) jsou bezpochyby nejlevnéj$im piistupem
k analyze cytokinint. Poskytuji vSak jen orientac¢ni hodno-
ty pfirozenych hladin hormonti a jejich hlavni vyznam
stale spoc¢iva v oveéfovani biologické aktivity studovanych
derivatl cytokinint.

Novym trendem v oblasti fytochemie je studium
metabolického profilu (tzv. metabolic profiling®). Jde
o sledovani vyskytu a hladin velkého mnozstvi (i stovky)
slozek rostlinnych extrakti v prubéhu jediné GC/MS/MS
analyzy. Vyuziva se pfitom extrakce do univerzalniho
extrakéniho Cinidla, jednoduché (univerzalni) nebo vice-
nasobné derivatizace a dokonalé chromatografické separa-
ce na kapilarnich GC kolonéch. Takto mohou byt analyzo-
vany produkty desitek metabolickych drah soucasné. Je
ziejmé, ze pri studiu fytohormoni je pravé takovyto pfi-
stup velmi vhodny, napf. pro sledovani interakci mezi
jednotlivymi skupinami hormona®>¢.

Tato prace vznikla za podpory GA CR (522/01/0275)
a GA AV CR(IBS4055304).
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P. Tarkowski, K. Dolezal, and M. Strnad
(Laboratory of Growth Regulators, Palacky University,
Olomouc and Institute of Experimental Botany, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Prague): Analytical
Methods in Cytokinin Research

Cytokinins, a group of N®-substituted adenine deriva-
tives, are phytohormones that play an important role in
plant growth and development. Plant tissue extracts are
complex mixtures containing cytokinins in minute quanti-
ties. Therefore, sensitive and sufficiently selective analyti-
cal tools are required for determination and/or identifica-
tion of cytokinins in plants. Main techniques (GC/MS,
HPLC/MS) currently employed for qualitative and quanti-
tative analyses of cytokinins as well as widely utilised
extraction and purification procedures are discussed.



