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Uvod

Hladina endogennich cytokininti v rostlinach je ovliviiovana riznymi regulacnimi me-
chanismy. Ty zahrnuji (1) akumulaci cytokininti na zaklad¢ jejich ptimé nebo autoinduko-
vané biosyntézy, (2) jejich inaktivaci konjugaci s glykosidy nebo nevratnou degradaci na
adenin, pfipadn¢ jeho derivat(y). Klicovym enzymem degradujicim v rostlinnych pletivech
biologicky aktivni cytokininy je cytokininoxidasa/dehydrogenasa (CKX), ktera katalyzuje
odbouravani postranniho fetézce cytokinint na N° adeninu (obr. 1).
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Obr. 1. Degradace N°-(A%-isopentenyl)adeninu (iP) cytokininoxidasou/dehydrogenasou

Piehled a podstata metod stanoveni aktivity cytokininoxidasy/dehydrogenasy
v rostlinach

Enzymova aktivita CKX se obvykle stanovuje radioisotopovou metodou po inkubaci
precisténého proteinového extraktu s N°-(A*-isopentenyl)adeninem (iP) radioaktivné zna-
cenym Vv purinovém kruhu, nasledné chromatografické separaci a méfeni radioaktivity
vzniklého produktu adeninu (Ade). Aktivita CKX se zpravidla vyjadiuje v nanomolech
vzniklého Ade na 1 mg bilkovin za hodinu.

Existuji 1 jiné metody stanoveni aktivity CKX, napftiklad kolorimetrickym stanovenim
Schiffovy baze vznikajici enzymovou reakci mezi 3-methyl-2-butenalem a p-aminofeno-
lem (Libreros-Minotta a Tipton 1995) nebo formazonu, ktery je v umélém redoxnim sys-
tému kone¢nym produktem enzymové oxidoredukéni reakce fenazinmethosulfatu (Kul-
karni et al. 2001, Frébort et al. 2002).

Pracovni postup

Stanoveni na zakladé méfeni konverse [*H]iP pomoci TLC

V nasi laboratofi se aktivita CKX stanovuje bézné radioisotopovou metodou, tj. na
zdkladd méfeni konverse [’HJiP na [’H]Ade (Motyka a Kaminek 1994, Motyka et al.
1996). Inkubaéni smés obsahuje 100 mM pufr (TAPS-NaOH nebo H;BO;-KCI-NaOH,

163



P.I.DOBREV, V. MOTYKA

pH 8.5, ptip. MOPS-NaOH, pH 7.2), 2 - 10 uM substrat ([*HJiP, 1,6 - 7.4 Bq.mol™)
a enzymovy extrakt v celkovém objemu 50 pl. Po skonéeni inkubace pii 37 °C se reakce
ukon¢i 10 ul 200 mM Nay,EDTA a 120 pl studeného ethanolu. Po centrifugaci (5000 rpm,
5 min) se supernatant aplikuje na polyesterové TLC desky mikrokrystalické celulosy
(Polygram CEL 300 UV,s4, Sigma Aldrich) avyviji se v horni fazi smési ethylace-
tat/n-propanol/voda (4 : 1 : 2, v/v/v). Za téchto podminek se iP pomérné obtizné zachyti
(R¢0,8 - 1), zatimco Ade témét nemigruje (Rf0,2 - 0,3, obr. 2). Obdobné rozliseni iP
a Ade jsme zjistili rovnéZz pii pouziti hlinikovych silikagelovych TLC folii (Silufol, Kava-
lier, CR) nebo polyesterovych TLC desek silikagelu (Acid washed Silica gel UV,s4, Sig-
ma Aldrich) vyvijenych v soustavé chloroform/methanol (3 : 1, v/v) nebo v methylen-
chloridové smési obsahujici 15 % methanolu (iP: R 0,7 - 0,8, Ade: R¢0,2 - 0,3). Po sepa-
raci se TLC deska rozstiihd na prouzky do scintila¢niho koktejlu (Sigma-Fluor™, Sigma)
a kapalinovym scintilaénim pocitaem (Packard TRI-CARB 2500 TR) se méfi radioakti-
vita vzniklych metabolitti.
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Obr. 2. Separace Ade a iP pomoci TLC na mikrokrystalické celulose

Stanoveni konverse [*H]iP pomoci TLC mé fadu vyhod, zejména moZnost soucasné
analyzy vétsiho poctu vzorkll, pomérné nizkou spotiebu rozpoustédel a relativné nizké na-
klady. Na druhé strané¢ ma ovSem i n€které nevyhody, jako napt. nizsi rozliSeni, pracnost,
nutnost manipulace s nebezpecnymi chemikaliemi a vyssi rozptyl métenych hodnot. Aby-
chom vyfesili tyto nevyhody, vypracovali jsme metodiku pro stanoveni produktu a substra-
tu reakce katalyzované CKX pomoci HPLC spojené s on-line detektorem radioaktivity.

Stanoveni na zakladé méfeni konverse [*H]iP pomoci HPLC

Sestava HPLC (Perkin Elmer Series 200 LC pumpa) je napojena na prutokovy detektor
(Diode Array Detector 235C, Perkin Elmer) a na autosampler (Series 200, Perkin Elmer).
Eluat z DAD detektoru se méfi na detektoru radioaktivity Ramona 2000 (Raytest, kyveta
600 pl). K chromatografické separaci se pouziva kolona Luna C8 (Phenomenex) o délce
50 mm, vnitinim priméru 4,6 mm a velikosti ¢astic napln€ 3 um. Pritokova rychlost je
0,6 ml.min™, teplota kolony 35 °C, UV detekce se provadi pii 270 nm. Jako mobilni faze se
pouzivaji roztok A (40 mM CH;COOH + NH4OH, pH 5,0) aroztok B (CH;0OH/CH;CN,
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1:1, v/v) v gradientu 1 - 70 %B 1 min, 70 %B 1 min, 70 - 1%B 1 min, ekvilibrace 1 %B
10 min.

Pro on-line méteni radioaktivity detektorem Ramona 2000 se ziskany eluat micha se
scintila¢nim koktejlem v poméru 3 : 1 (v/v). Radioaktivni metabolity jsou identifikovany
na zaklad¢ shody reten¢nich ¢asii se standardy. Za uvedenych podminek se Ade a iP na
HPLC velmi dobte déli s retenénimi casy 3,3 a 6,3 min (obr. 3). Analyza jednoho vzorku
trva 13 minut, lze tedy analyzovat 45 vzorkd za 10 hodin.
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Obr. 3. Separace Ade aiP pomoci HPLC spojené s prutokovym radioaktivnim detektorem.
A - signal z detektoru radioaktivity, B - signal z DAD detektoru

Doporuceni, omezeni, tipy

Substrat (iP) a produkt (Ade) reakce katalyzované CKX se zna¢né lisi v hydrofobnich
vlastnostech. Ade je mnohem hydrofilngjsi, a proto na TLC desce témét nemigruje, za-
timco iP se pohybuje s celem (obr. 2). Hodnoty R¢ pro Ade a iP pii TLC jsou na hranici
doporucené pro optimalni rozliseni (R¢ 0,1 - 0,8). Pfi téchto hrani¢nich Ry hodnotach je
vyssi pravdépodobnost souc¢asné migrace interferujicich latek.

Pro HPLC s reversni fazi je vhodné, aby kapacitni faktory byly 1 - 10 a doba analyzy
minimalni. Toho lze dosdhnout pouzitim gradientu, kratsi kolony, hydrofiln&jsi stacionar-
ni faze, apod. V naSem piipadé pouzivame kolonu o délce 50 mm a stacionarni fazi
s kratsi alkylovou skupinou (C8), aby se snizil elu¢ni ¢as hydrofobniho iP. Elu¢ni gra-
dient je zahajen nizkou koncentraci organické faze (1 %B), pfi niz dochazi k retenci po-
larniho Ade, a prudce zvysen (na 70 %B), aby se iP eluoval ihned po Ade. Vzorek by mél
mit nizky obsah organického rozpoustédla, aby byl vrchol Ade ostry. Reprodukovatelnost
méfeni je velmi dobré, relativni standardni odchylka je >5 %. Navic je HPLC diky auto-
matizaci a on-line méfeni radioaktivity méné pracna a ¢asové mén¢ naro¢na.

Zhodnoceni metod — vyhody a nevyhody

Z vyse uvedenych udaju je zfejmé, ze jak HPLC, tak TLC maji pro stanoveni aktivity
CKX své vyhody i nevyhody. Jejich shrnuti je uvedeno v nasledujicim piehledu.
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vyhody nevyhody
TLC moznost sou¢asné analyzy vice vzorkl nizsi rozliseni
nizka spotieba rozpoustédel pracnost
nizké naklady manipulace s nebezpecnymi chemikaliemi
jednoduché provedeni vy$si odchylka métenych hodnot
HPLC  vysoké rozlisen drahé pfistrojové vybaveni
nizka odchylka métenych hodnot potieba kvalifikovanych pracovniki

automatizace
2 - 3 krat rychlejsi nez TLC

Zavér
Vzhledem k tomu, Ze za rozhodujici faktor pokladame schopnost rychlého a rutinniho

méteni velkého poctu vzorkil s vysokou piesnosti a spolehlivosti, upfednostitujeme pro
stanoveni aktivity CKX metodu HPLC.
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Stabilni exprese rostlinného transgenu je kritickym parametrem pro praktické vyuziti
geneticky modifikovanych rostlin. Je znamo, Ze rozdily v expresi transgenu u jednotli
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