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1. Uvod a ciele prace

Do skupiny fytohormoénov patria brassinosteroidy, ktoré boli objavené len nedavno.
Ich ulohou je kontrolovat’ bioaktivitu v bunke a to predlzovanie a delenie buniek, ihnibiciu
rastu korena, diferencidciu xylému, vyvoj, reprodukciu, fotomorfogenézu a maji vplyv na
vyvazenie klasickych fytohormoénov. Brassinosteroidy je mozné extrahovat’ z rastlinného
materialu viacerymi imunochemickymi metédami. Cielom prace bolo v ramci prehibenia
problematiky spracovat’ v teoretickej Casti reSer§ na tému brassinosteroidy a moznosti ich
stanovenia v rastlinnom materiali a v experimentalnej Casti pripravit’ novi metoédu pre ich
stanovenie zalozeni na imunomagnetickej purifikacii. Tato metéda bola zalozena na
naviazani Specifickej protilatky proti brassinosteroidom na magnetick¢é mikrocastice.
U takto pripraveného imunosorbentu bola stanovena jeho kapacita a na zaver bol pouzity

k izolacii endogénnych brassinosteroidov z rastlinného materialu.



2. Teoreticky uvod

2.1 Fytohormony
2.1.1 VSeobecna charakteristika

Fytohormoény su Specialne malé molekuly, ktoré sa v rastlinach vyskytuja vo vel'mi
nizkych koncentraciach (pg/g Cerstvej hmoty) a pritom hraji vyznamnu rolu v raste a vyvoji
rastlin. Fytohormény st rozdelené do roéznych skupin na zaklade ich Struktary
a fyziologickych funkcii. Patri sem kyselina abscisova (ABA), auxiny, gibereliny (GAs),
cytokininy (CKs), etylén (ET), ticto rastlinné hormény boli objavené v polovici dvadsiateho
storocia priCom brassinosteroidy (BRs), jasmonaty, salycilaty a strigolatony boli objavené

len nedavno.

2.1.2 Charakteristika brassinosteroidov

Brassinosteroidy (BRs) predstavuji pomerne mladu skupinu rastlinnych hormoénov,
su lokalizované vo vegetativnom aj reprodukénom tkanive a st nevyhnutné pre rast
a diferenciaciu rastlin. Po prvykrat boli izolované z pel'u repky olejnej (Brassica napus L.).
Zlucenina, ktorda mala najvyssiu biologicku aktivitu bola pomenovana brassinolid (obr.1)
apomocou rentgenovej krystalografie bolo ur¢ené, ze sa jedna o polyhydroxylovanu

steroidnu latku Struktirne podobnt steroidnym hormoénom (Grove et al., 1979).

HO.,

HO™

Obr. 1. Struktiira brassinolidu (6-0x0-7 laktonovy typu brassinosteroidu).

Prvé experimenty boli zamerané hlavne na exogénnu aplikaciu BRs na rastliny a naslednt
rastovu reakciu. Vdaka izolacii BR- deficientnych a neskor BR- insenzitivnych mutantov

Arabidopsis thaliana bolo objavené, ze sa jedna o esencialne endogénne rastlinné hormony
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(Clouse et al., 1996). BRs kontroluju predlzovanie a delenie buniek, inhibiciu rastu korena,
diferenciaciu xylému, reprodukéni procesy, fotomorfogenézu a maju vplyv na vyvazenie
ostatnych fytohormonov (cytokininov, auxinov, giberelinov, kyseliny abscisovej a etylénu).
St dolezité pri kliceni semien, otvarani prieduchov, kvitnutie a ovplyviiuju stavbu bunecne;j
steny (Kamlar, 2010). Nedavne Stidia uviedli, Ze brassinosteroidy moézu zlep$it' vynos
plodin a ich kvalitu ak st pod vplyvom stresovych podmienok a zmieriiuju toxické u€inky
sposobené t'azkymi kovmi, ako napriklad hlinika, niklu, olova, medi a inych (Bajguz
& Hayat, 2009 ). Charakteristické vlastnosti brassinosteroidov nemusia byt’ limitované len
na rastliny ale mézu byt’ rozsirené aj na zivociSne modely. Tieto steroidy sa ukézali ako
potencialne prospesné v medicinskych efektoch ako napriklad v neuroprotektivnom ucinku,
v antivirusovom efekte, v protirakovinovych t¢inkoch, v proticholesterolovych ucinkoch

a v anabolickych a adaptogénnych efektoch (Oklestkova et al., 2015)

2.1.3 Chemicka Struktura brassinosteroidov

BRs st zlozené z bo¢nych ret'azcov a z centralneho jadra tvoreného 4 nenasytenymi
cyklami (A,B,C,D). Ich §truktarne variacie pochadzaju z roznej orientacie oxygenovanych
funkcii v A a B prstenci. V zavislosti na alkylovej substiticii na dvadsiatom $tvrtom uhliku
bo¢ného retazca mozu byt tieto steroidy klasifikované ako C-27, C-28 a C-29 typ. Na
zéklade oxida¢ného stavu A a B prstenca sa prirodzené a syntetické BRs mozu rozdelit’ do
dvanastich roznych typov. Napriklad ako 6-0x0, 7- lakténovy typ alebo 6- ketonovy typ
(obr.1 a?2). Tieto charakteristiky vedt k uvaham, Ze sa ako prirodné brassinosteroidy
povazuju 3-oxygen (20 B)-5 o -cholestane-22 o,23 a. -dioly rastlinného pdvodu, ktoré nesu
d’alSie alkylové alebo oxygénové substituenty. Tie sa mozu takisto objavit’ v konjugacii
s cukrami alebo mastnymi kyselinami. Niektoré z biosyntetickych prekurzorov
brassinosteroidov, ako je kastasteron, 6-deoxokatasteron, 3-epi-6-deoxokastasteron a 6-
deoxo-28-norkatasteron, ako aj katabolity, ako je kryptolid nespiiiaju vietky $trukturalne
poziadavky (Antonchick et al., 2005)
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Obr. 2. Struktiira kastasteronu (6-ketonového typu brassinosteroidu).

2.1.4 U¢inky pdsobenia brassinosteroidov

Brassinosteroidy podporuji rast buniek pri ich deleni a predlzovani sa.
Mikroskopickym pozorovanim listov mutantnych rastlin, ¢ize rastlin, ktoré obsahovali
nedostatocné mnozstvo brassinosteroidov bolo zistené, Ze vel'kost’ buniek je menSia nez
vel'kost' buniek ubeznej rastliny (Kamlar, 2010). Predpokladd sa, ze BRs su nutné
k normalnemu rastu korena na zaklade vonkajSich znakov BRs- deficientnych mutantov,
ktory maju redukovany korefi. Niz§ia koncentracia BRs podporuje rast korena a naopak,
vyssia koncentracia inhibuje. BRs v nizkych koncentraciach s auxinami pracuji synergne,
pretoze oba hormony podporuju vznik postrannych koretiov. BRs vplyvaju na cievny systém
rastliny ato tak, ze podporuju diferenciaciu xylému a potlac¢uju diferenciaciu floému
(Kamlar, 2010). Je to zjavné u BRs-deficientnych mutantov, ktory maju nepravidelné
rozlozenie cievnych zvizkov a takisto vyssi pomer floému neZ xylému. BRs maju pozitivny
vplyv na kli¢enie, pretoze podporuju rast a delenie buniek asu potrebné k prekonani
inhibi¢ného Gc¢inku kyseliny abscisovej (Taiz et al., 2006). Bolo preukazané, Ze nie len
auxiny ale aj BRs vyvolavaju produkciu etylénu, ktory urychl'uje starnutie pletiv. Regulacia
fotosyntézy je d’alSou ddlezitou tlohou BRs (Arteca, 2008). Vynos fotosyntézy sa zvysuje
exogénnou aplikaciu BRs, predovsetkym 24-epibrassinolidu (24-epiBL) a tym sa zvySuje
aktivita enzymu RuBisCO (Xia et al., 2009). BRs pomahaju rastline prezit' v nepriaznivych
podmienkach (zvySuju toleranciu voci abiotickému stresu ) ako napr. pri nedostatku vody,
za chladu alebo za zvysenej teploty, popripade v pritomnosti herbicidov (Pifiol & Simon,

2010).
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2.1.5 Signilna draha brassinosteroidov

V plazmatickej membrane sa nachadza kinaza (RLK), ktora sa naviaze na ligand
extracelularnej oblasti BR- INSENTIVE-1 (BR1), BRI1- LIKE-1(BRL1) aBR-
INSENSITIVE-1- LIKE-3 (BRL3) spusta dimerizaciu s BRI1- ASSOCIATED- KINASE -
1 (BAKI), ktord aktivuje transfosforylaciu ich kindzovych domén. Aktivacia tychto
receptorov vedie ku fosforylacnej kaskade, ktora inaktivuje GSK3 kinazu z BR-
INSENSTIVE-2 (BIN2) rodiny (obr.3). To umozni akumulaciu BRASSIAZOLE -
RESISTANT-1 (BZR1) ABR- INSENSTIVE- EMS- SUPPRESSOR-1 (BES1)
transkripénych faktorov v jadre, ktoré sa naviaZzu na promotor tisicky génov a reguluju ich
transkripciu  (Bekhadir & Jaillais, 2015). Komplex BRII/BAK1 je regulovany
antagonisticky z vonkajsej aj vnutornej strany bunky (Santiago et al., 2013). BR ligand sa
sprava ako molekularne lepidlo a poméha prinaSat’ extracelularne domény BRI1 a BAK1
Vv bunecnej stene. Asociacia BRI1/BAKI je taktiez regulovana v cytozole pomocou BRI1-
KINASE-INHIBITOR(BKI1), ktory je autondémny negativny regulator BRII. BKI1 je
protein a reaguje na zaklade C- terminalneho peptidu, ktory sa naviaze na BRI1 kindzovu
doménu a membrana zavesi tento protein do plazmatickej membrany. BKI1 C- terminalny
chvost sa sklada z 20 peptidovych zvyskov a je potrebny pre naviazanie BRII kinazovej
domény. In vitro, C- terminalny chvost inhibuje ko-imunoprecipiticiu BAK1 pomocou
BRI1 (Jaillais et al., 2011). Ligand sa naviaze na extracelularnu doménu BRII a spusta
uvolnenie BKI1 z plazmatickej membrany ¢o umozZnuje interakciu medzi BRIl a BAK1
kinazami a aktivuje BR signalizaciu. BKII je zacielend do plazmatickej membrany pomocou
membranového uzla, ktory obsahuje opakovanie dvojitych alebo dvojsytnych zvyskov
(lyzinu a/alebo argininu). BRIl rapidne fosforyluje BKIl na chranenom tyrozinovom
zvySku vo svojom membranovom uzle. To spusta uvolnenie BKI1 z plazmatickej

membrany a dovol'uje signalizaciu BRs (Jaillais et al., 2016).
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Obr. 3. Signalna kaskada BRs. (a) situacia bez pritomnosti BR, (b) situacia s pritomnost'ou
BR (prevzaté z Wang et al., 2012).

2.1.6 Transport brassinosteroidov

Vseobecne povedané, distribicia BRs je Siroka a tieto hormony st pritomné vo
vacSine rastlinnych pletiv (Bajguz & Tretyn, 2003). Napriek tomu, bioaktivita BRS
kastasteronu a brassinolidu sa vel'mi li$i v roznych Castiach rastliny a v $irokom spektre
rastlinnych druhov. Napriklad, najvyssia aroven bioaktivnych BRs sa vSeobecne vyskytuje
v reprodukénych organoch. Naopak, bioaktivita BRs vo vegetativnych orgéanoch je ovela

nizsia, najnizsia troven bioaktivnych BRs je v koreni. NajvysSia akumulacia bioaktivnych
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BRs sa nachddza v mladych aktivne rastucich Castiach ako je koretiova Spicka a mladé
internody ¢o néas smeruje opit k tvrdeniu, ze BRs hraji rolu pri bunkovom deleni
a predlzovani. Otazkou je ¢i sa BRs prepravuju na vzdialené miesta posobenia potom ako sa
nasyntetizuju v lokalizovanej oblasti rastliny. Dostupné dokazy jasne ukazujt, Ze endogénne
BRs nepodliehaji prevozu na dlhé vzdialenosti medzi vyhonkami a korenmi alebo inymi
organmi v ramci vyhonkov. BRs nemoézeme legilne povazovat za hormoény, ktoré sa
spravaju ako signaly na dlhé vzdialenosti ako iné hormony napriklad kyselina indolyl-3-
octova (IAA) alebo kyseliny abscisova, aj ked’ je mozné, ze BRs m6zu mat’ nepriamu tlohu
pri signalizacii dial’kovych signalov v rastlinach prostrednictvom predpokladaného ucinku
na transport IAA. Zd4a sa, ze BRs su transportované cez kratke vzdialenosti, pretoze su
syntetizované vo vnutri bunky ale chapané na povrchu bunky (Bishop & Jokota, 2001).
Transport BRs z bunky produkujucej BRs neprestdva na vonkajsku tejto bunky ale pokracuje
na povrchu susednych buniek, ktoré samy vyvazaju BRs, ¢im sa zabezpeci relativne velké
mnozstvo buniek v tkanive, ktoré maji rovnakt koncentraciu bioaktivnych BRs. To by
viedlo ku koordinovanej odpovedi v prislusnych bunkach. Predpoklada sa, Ze v pritomnosti
receptoru na vonkajsSej strane bunky je ul'ahcend tito koordinovana odpoved’. Ak by boli
BRs produkované a vnimané vylu¢ne tou istou bunkou, bez medzibunkového pohybu,
mohlo by to zhorsit” koordinovanti odpoved’ rastu na prislusnom tkanive (Symons et al.,

2008).

2.1.7 Analytické stanovenie brassinosteroidov

Koncentracia endogénnych BRs vo vzorke rastlinného povodu je vel'mi nizka.
Uroveti BRs sa vyrazne lisi na zaklade toho, v akom type rastlinného tkaniva sa nachadzaji.
V reprodukénych organoch ako je napriklad kvet alebo nezrelé semend dosiahne
koncentracia BRs priblizne pg/g Cerstve] hmoty pricom vo vegetativnych orgéanoch ako st

vyhonky a listy dosahuje troven BRs priblizne fg/g Cerstvej hmoty (Kanwar et al., 2017)

2.1.7.1.1 Extrakcia a purifikacia

Pred vyvojom optimalnej extrakcie a purifikacie pre BRs by sme mali vediet’ dva
dolezité fakty, po prvé BRs st neprchavé, vysoko hydrofobne latky, ktorym chybaju idnové
vlastnosti a po druhé rastlinné tkaniva obsahuji len stopové mnozstva BRs. (Tarkowska et

al., 2016). Na zaciatok je nutné homogenizovat’ rastlinny material rozrusenim bunecnej
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steny €o sa vicSinou robi drvenim materidlu v trecej miske za pomoci tekutého dusika.
Extrakcia prebieha pomocou rozpustadla, ktorého ulohou je extrahovat analyt s ¢o
najvacsou ucinnostou a aby zamedzovalo extrakcii inych interferujicich latok. Pre tento
ucel su najcastejSie pouzivané latky ako aceton, metanol, propanol, acetonitril popripade
zmes tychto solventov s vodnymi roztokmi kyseliny octovej ¢i mravencej (Tarkowska et al.,
2014). Na chemickej povahe analyzovaného horménu zéavisi optimalny vyber metody
purifikacie. NajcastejSie pouzivané metody purifikacie st extrakcia kvapalina-kvapalina,
extrakcia na tuhej faze (SPE) a purifikdcia pomocou imunoafinitnej extrakcie (IAE).
Principom metddy kvapalina-kvapalina je rozdelenie analytu medzi dve nemiesatel'né
kvapaliny na zaklade ich rozpustnosti, najcastejSie sa vyuziva kombindcia vody
a organického rozpustadla. PouZitie tejto metddy je nevyhodne vzhl'adom na pouzitie
mnohych separa¢nych krokov, ¢asovej naro¢nosti a vel'kej spotreby rozpustadiel (Fu et al.,
2011). Pri extrakcii na tuhej faze sa vyuzivaju kolonky, ktoré st plnené pevnymi sorbentami,
ktoré viazu analyt na zaklade hydrofobnych, id6novych ¢i polarnych interakcii. Pomocou
premyvacich ¢inidiel sa odstrdnia interferujuce latky a rastlinny hormoén je vytesneny
Z kolonky eluénym c¢inidlom, ktoré rusi vizby medzi fytohorménom a tuhym sorbentom
(Tarkowska et al., 2014). Imunoafinitna purifikacia je zaloZzena na interakcii medzi
protilatkou a antigénom. Tato metdda sice poskytuje vysokt medz detekcie ale problém je
VvV tom, Ze fytohormony s nizkomolekulové latky a nemo6zu byt rozpoznané Specifickymi
antigénmi. Preto sa pri tejto metdde viaZu protilatky na makromolekuly ako je napriklad
serovy albumin, pomocou ktorych sa mozu fytohormony spravat’ ako antigén (Fu et al.,

2011)

2..1.7.1.2 Analyza pomocou chromatografickych metod

V podstate, chromatografické metody zdvisia na rozdielnej distriblcii materidlov
medzi dvomi nemieSateI'nymi fazami. VSeobecne ide o princip distribtcie rozdielnych
zloziek medzi vodnou a organickou fazou v separac¢nom lieviku. Podmienkou pre separaciu
jednej zlozky od druhej je, aby rozpustnosti tychto zloziek boli rozdielne vo vodnej
a organickej faze. Pri chromatografickych separaciach, vymedzujeme dve chromatografické

fazy, ide o stacionarnu a mobilnu fazu (Pingoud et al., 2002).
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2.1.7.1.2.1 Chromatografia na tenkej vrstve

Chromatografia na tenkej vrstve (TLC) sa moze pouzit’ na predbezné a kvalitativne
potvrdenie zluCenin v rastlinnych extraktoch. ZvycCajne sa vykondva na kontrolu Cistoty a
prilezitostne na Cistenie. Ako stacionarna faza sa vyuziva oxid hlinity, silikagel, silikagel s
—C18, —-NH2 alebo —CN skupinami, celuldza. Stacionarna faza je obvykle nanesena na
hlinikovych foliach alebo sklenenych doskach. Vzorka je rozpustena v rozpustadle
ananaSana na tenku vrstvu na Start vo forme $kvrny v priemere 2-6 mm. Téato vzorka
nanesend na tenkej vrstve sa vlozi do chromatografickej komory obsahujicu mobilnu fazu
anecha sa vyvijat. Pohyb mobilnej fazy zavisi na kapilarnych silach na velkosti porov
stacionarnej faze. Vyvijanie sa ukon¢i vybranim chromatogramu z komory a jeho
naslednym vysuSenim. Identifikacia je zaloZzend na porovnavani hodndt retardaénych
faktorov (Ry) jednotlivych separovanych analytov. Tato metdda sa pouzivala na zaciatkoch

identifikacie BRs (Konstantinova et al., 2001)
2.1.7.1.2.2 Hmotnostna spektrometria

Tato metdda je primarne pouzivand na uréenie molekulovej hmotnosti zlucenin.
Avsak tato metoda nie je redlna spektroskopicka metoda, pretoze nezahifia absorpciu alebo
emisiu elektromagnetickej radidcie. Zakladné vybavenie hmotnostnej spektrometrie je
ionizacény zdroj pomocou ktorého mozu byt i6ny separované na zaklade ich hmotnosti.
Tento zdroj je najddleZitejSia vlastnost, pretoze dokaze urcit’ typ informacii, ktoré sa mézu
ziskat’ pre vzorku. Existuje mnoho krokov separacie, ktoré mézu byt’ pouzivané v zavislosti
na molekulach, ktoré chceme Studovat’. Napriklad, pre zmesi nizkej molekulovej hmotnosti
zlucenin, ktoré su taktiez prchavé je vhodnéa plynné chromatografia (GC). Také zmesi je
vhodnej$ie analyzovat' touto metodou aby sa zabranilo ich rozkladu (Fisher & Arnold,
2012). Princip hmotnostnej spektrometrie zahfiia prvy krok, v ktorom je latka vnaSana do
prvej Casti spektrometra, do zdroja i6nov. V tomto zdroji je latka prevedena do plynnej fazy
a ionizovana (napriklad chemicky, laserom a podobne). Vzniknuté ionizované fragmenty st
urychlené ionizovanym pol'om. Rychlost’, ktorti fragmenty ziskaju zavisi na ich hmotnosti
¢ize ¢im vicsia je ich hmotnost’, tym mensSia je ich rychlost’. K ziskani hmotnostného spektra
je potrebné zistit’ aké fragmenty vznikli a aké je ich zastlipenie v subore fragmentov. To sa
da zistit’ v druhej Casti spektrometru. Prvy spdsob ziskania spektra zahriiuje postup, kde
fragmenty vyletuja z i6nového zdroja a vstupuji do trubice magnetického separatoru, kde
sa vV magnetickom poli ich drdhy zakrivuju. Polomer drahy zavisi na rychlosti fragmentov

a preto sa Vv trubici vytvori niekol’ko zvézkov, ktoré vzdy obsahuju fragmenty o rovnakej
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hodnote pomeru hmotnosti a naboja m/z. Strbinou je zaistené, aby na detektor iénov dopadal
vzdy len jeden zvdzok. Zmenou urychl'ovaného napétia v ionovom zdroji alebo zmenou
intenzity magnetického pol'a je mozné menit’ polomery drah jednotlivych zvidzkov tak, aby
dopadali na detektor postupne. Druhy sposob zahriiuje fragmenty, ktoré vstupuja z ibnového
zdroju do kvadrupdlového filtra. Filter obsahuje elektrody, na ktoré je vlozené také napitie,
aby filtrom mohli k detektoru preletiet’ len fragmenty o urcitej hodnote m/z, ostatné
fragmenty zo suiboru su zachytené na elektrodach. Zmena napétia na elektrodach sa dosahuje
preto, aby postupne mohli preletiet’ fragmenty o inych hodnotich m/z a dopadnat’ na
detektor. Oba opisované sposoby pomocou ktorych ziskame hmotnostné spektrum,
prebiehaji vo vysokom vakuu, aby nedochddzalo k vzijomnym reakcidam medzi
vzniknutymi i6nmi. Dopad i6nov na detektor sa prejavi zvySenim elektrického prudu
prechadzajucim detektorom, tzv. pikom. Cim je tento pik vy3i, tym viac ionov dopadne na
detektor a nasledne signal vychadzajuci z detektoru je spracovany na hmotnostnom spektru.
Hmotnostné spektra sa spravidla zobrazuji v normovanej podobe, to znamend, ze
znazoriiuji pomerné zastipenie fragmentov v subore vzhladom k najpocetnejSiemu

zastipeniu fragmentov (Opekar et al., 2005).

2.1.7.1.2.3 Vysokovykonna kvapalinova chromatografia

V HPLC je dosiahnutie vysokej uG¢innosti separa¢ného procesu uskutocfiované
pomocou pouzitia kolén naplnenych stacionarnou fazou o malej ale dobre definovanej
velkosti Castic. Separacné kolony sa vyznacuji vysokou hustotou a homogenitou néplne
stacionarnej faze ateda aj velkym hydrodynamickym odporom. Pre dosiahnutie
dostato¢ného prietoku mobilnej faze je nutné aplikovat’ pretlak jednotiek az desiatok Mpa
(Opekar et al., 2005). Tato separa¢na metoda je zaloZena na rozdielnej distribucii analytu
medzi dvomi fazami- stacionarnou nepohyblivou (SF) a mobilnou fazou (MF). Separacia
latok prebieha za vysokého tlaku, ktory zabezpecuju Cerpadld MF. To ako dlho interaguju
stanovené latky so SF je zavislé na mnohych kritériach. Jednym z nich je intenzita
medzimolekulovych interakcii medzi stanovovanymi latkami a SF. Daldim dolezitym
faktorom je zloZenie mobilnej faze. Kazdy kvapalinovy chromatograf sa sklad4 zo zasobniku
mobilnej faze, Cerpadla, degasseru, davkovata vzorky, kolony, detektoru
a vyhodnocovacieho zaradenia.. Kvalitativne informécie o separovanej latke zistime
Z reten¢ného cCasu, tj. Cas, ktory uplynie od nastreku vzorky do dosadenia maxima elucne;j
krivky. Napriek tomu, Ze HPLC bola pouzita na monitorovanie BRs v rastlinnych vzorkach,

komplexnost’ extrakéného postupu a cas potrebny na analyzu bol zvycajne 3-4 dni na
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spracovanie jedinej davky vzoriek; ndkladova efektivnost a zlozitost  suvisiaca so Struktirou
BR (nedostatok chromoforu) sposobila znizenie zaujmu vyskumnikov o vyuzitie tejto

metody (Kanwar et al., 2017).

2.1.7.1.2.4 Plynova chromatografia spojena s hmotnostnou spektrometriou

Plynova chromatografia spojena s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS) pontka
selektivny a citlivy sposob detekcie a kvantifikacie prirodnych BRs. BRs sa musia
transformovat’ na prchavé derivaty reakciou s derivatizanymi ¢inidlami, ako je napriklad
kyselina metylborita na ich analyzu (Takatsuto, 1994). Na detekciu rastlinnych hormoénov v
GC-MS sa pouzivaju dva typy ionizaénych rezimov, tj chemické ionizacia (CI) a elektronova
ionizécia (EI). Menej fragmentarnych vzoriek sa pozoruje u CI, pretoze pouziva nizsie
mnozstvo energie, zatial’ co EI poskytuje viac fragmentovych iénov a vysledkom su lepsie
Strukturalne informacie o BRs. Poziadavky na vzorky, vyvoj metdd, nadkladova efektivnost,
citlivost’ a Cas analyzy su stale oblastami, ktorymi sa treba zaoberat’. Pre analyzu BRs je
preto potrebnd presnejSia a citlivej§ia metdda s minimalnym vstupom a vysSou citlivostou

(Kanwar et al., 2017).

2.1.7.1.2.5 Kvapalinova chromatografia v kombinacii s hmotnostnou spektrometriou

GC-MS vyrazne prispela k analyze rastlinnych hormoénov a pribuznych metabolitov,
napriek tomu analyza a vystavenie pri vysokych teplotach vedie k degradacii mnohych
tepelne citlivych zlucenin. TakZe kvoli tomuto problému moézZe byt pouzita kvapalinova
chromatografia-hmotnostna spektrometria (LC-MS), ¢o d’alej dava slobodu analyzovat
zltCeniny s derivatizatnymi procesmi alebo bez nich, ako to vyzaduje GC-MS. Metody
zalozené na LC-MS stale nie su produktivne pre analyzu BRs, kvdli ich nizsej citlivosti v
rezimoch skenovania. NavySe nizSie mnozstva BRs v rastlinnych vzorkéch a interferencia
matrice d’alej brania ich analyze technikami zalozenymi na MS (Xin et al., 2016). Z tohto
dovodu boli vyvinuté a testované rozne alternativne metody zalozené na rychlej a citlivej
detekcie BRs v rastlinnych vzorkach. Napriklad ako analyza BRs na zéklade metody
predbeZného spracovania na baze SPE v zariadeniach s dvojitou vrstvou extrakcie v tuhej
faze (DL / SPE) (Ding et al., 2013). Dalsia analyticka metoda zaloZena na extrakcii
magnetickou tuhou fazou (MSPE) v kombindcii s derivatizaciou in situ (ISD) bola vyvinuta
na detekciu BRs (Kanwar et al., 2017). Podobne bola pouzita metéda vysokoucinnej

kvapalinovej chromatografie v kombinacii s tandemovou hmotnostnou sprektrometriou
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(UHPLC-MS / MS) na detekciu 22 biologicky aktivnych BR a ich biosyntetickych
prekurzorov v kvete repky olejnej (Brassica napus) (Tarkowska et al., 2016). UHPLC-MS /
MS metdda vykazuje vysoké chromatografické rozlisenie, uspokojivu citlivost’ a selektivitu.
Techniky zaloZzené na roznych postupoch chromatografickej extrakcie, po ktorych
nasledovala analyza pomocou UHPLC-MS / MS, vykazovali vysoki rozliSovaciu
schopnost, t¢innu citlivost’ a selektivitu s miniméalnou poziadavkou na vzorky (Kanwar et

al., 2017).
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3. Material a metodika

3.1 Rastlinny material

Pri pokusoch boli pouzité a puky hrachu (Pisum sativum L., obr. 4) a kvety repky
(Brassica napus L., obr. 5). Kvety repky boli zbierané za plného kvetu na pokusnych poliach
Centra regiénu Hand. Puky hrachu boli zbierané v spolupraci s firmou Agritech Sumperk.
K dispozicii boli Styri kategorie pukov, prva kategoria boli puky o velkosti 2-3 mm, druhd
kategoria bola 0 velkosti 4-6 mm, tretia kategdria bola o vel’kosti 6-8 mm a posledna $tvrta
kategoria obsahovala len vyizolované ty¢inky. Rastlinny materidl bol po odbere okamzite

umiestneny v tekutom dusiku a nasledne uskladneny v -70°C.

Kategorie 1, velikost 2-3 mm
v W LA ERES

Kategorie 3, velikost 6-8 mm Kategorie 4, izolované tycinky

Obr. 4. (Pisum sativum L.) a jeho rozdelenie podl'a vel’kosti
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Obr. 5. Kvety Brassica napus L.

3.2 Pristrojové vybavenie

Analytické vahy — CPA225D (Sartorius, Némecko)

Stolny laboratorny rotator Stuart SB3- BB Scientific (Chelmsford,UK)
Centrifuga — Heraeus Biofuge Stratos, Trigon plus,(Ceska republika)
Ultrazvukova lazent Treanssonic T310, ELMA ® (Singen, Nemecko)
Magneticky stojan na mikrocentrifugacné skimavky Dynal MPC®- S (Norsko)
pH meter pH 700 (Eutech Instruments, Singapur)

Spicky a automatické pipety Eppendorf (Eppendorf, Nemecko)

Vortex — Velp Scantifica, Chemos, (Ceska republika)

SPE kolonky Discovery® DPA-6S ( Supelco, USA)

Miesac¢ka mini rotator PRS-22 (Ceska republika)

Dusikova odparka TurboVap (USA)

Scintilacny poc¢ita¢ Beckman LS 6500 (USA)

3.3 Chemikalie

siran aménny , Lach- Ner s.r.o (Neratovice, Ceské republika)

chlorid sodny , Lach- Ner s.r.o (Neratovice, Ceska republika)
fosfore¢nan sodny , Lach- Ner s.r.o (Neratovice, Ceska republika)

azid sodny , Sigma- Aldrich (Steinheim, Nemecko)

hoviddzi sérovy albumin (BSA) , Sigma- Aldrich (Steinheim, Nemecko)
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glutaraldehyd , Sigma- Aldrich (Steinheim, Nemecko)

metanol , Lach- Ner s.r.o (Neratovice, Ceska republika)

Acetonitril , Sigma- Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Interni standardy BRs (*Hs BL, 2Hs CS, 2Hs epiBL, ?H3 epiCS, 2Hs TY) - Olchemims.r.o.
(Olomouc, Ceské republika)

Chitosanové magnetické mikrocastice — tieto Castice boli ziskané od Mgr. K. Pospiskove;,

PhD. z Regionalneho centra pokrocilych technologii a materialov UP Olomouc

3.3.1 ZloZenie roztokov

PBS pufr: 0,87 g NaCl, 7,8 g Na2HPOs . 2 H20 na 1 liter destilovanej vody; pH 7,2

PBS pufr pre dialyzu: 9 g NaCl, 17,9 g NaHPO4 . 12 H,O na 1 liter destilovanej vody; pH
7,2

0,01% (m/v) BSA v PBS pufri

3.4 Metody prace

3.4.1 Priprava protilatok metédou zraZania roztokom siranu amonného

K mierne zahriatej redestilovanej vode bol pridavany (NH4)2SO4 a bol pripraveny
mierne presyteny roztok, pH bolo upravené pomocou amoniaku na 7,2. Roztok bol
prefiltrovany do zasobnej fTase, kde bol pridany nerozpusteny (NH4)2SO4. 1 ml ascitu
obsahujtci monoklonalnej protilatky proti BRs bol nariedeny 4 ml PBS pufru a pomaly bolo
k roztoku pridavanych 5 ml roztoku (NH4)2SO4 a obsah skimavky bol premiesany vo
vortexe. Roztok sa nechal statt 30 minat pri laboratdrnej teplote. Potom bol roztok
scentrifugovany po dobu 20 mintt pri 4°C a 5000 otackach za minutu. Po centrifugécii bol
supernatan odstraneny a usadenina bola rozpustena v PBS pufri a prenesena do dialyzacnej
trubice. Roztok bol dialyzovany 3 dni proti PBS pufru pre dialyzu. Po skonceni dialyzy bola
v roztoku pomocou UV-VIS spektrofotometrie pri 280 nm stanovend koncentracia

imunoglobulinov a roztok bol uskladneny pri -20°C.
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3.4.2 Konjugicia protilatky na magneticky nosi¢ pomocou glutaraldehydovej metody

100 mg magnetickych chitosanovych castic (obr. 6) bolo 2x premytych 500 pl
redestilovanej vody. Potom k nim bol pridany 1 ml 5 % (v/v) glutaraldehydu a roztok bol
mieSany 3 hodiny pri lab. teplote. Po uplynuti doby bol zbytok glutaraldehydu odobraty
a Castice boli premyté 500 pul redestilovanej vody a 500 pl PBS pufru. K takto aktivovanym
Casticiam bol pridany roztok obsahujici 10 mg anti- BRs monoklonalnej protilatky a zmes
bola miesand 90 min. pri laboratérnej teplote. Nenaviazand protilatka bola odstranena
a Castice boli premyté 2x 500 ul PBS pufrom. K blokacii nespecifickej vazby bol potom
k ¢asticiam pridany 1 ml 0,01 % (m/v) BSA v PBS pufru. Po 30 min. inkubécie boli ¢astice
opat’ 2x premyté 500 pl PBS pufru a uskladnené v PBS pufri s pridavkom NaNa,

Obr. 6. Chitosanové magnetické mikrocastice. (A) schematicky nakres vazby mikrocastice
s protilatkou, (B) Optickd mikroskopia chitosanovych mikrocastic, meradlo=100 pm
(prevzaté z Pospiskova & Safarik, 2013).
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3.4.3 Imunomagneticka purifikacia

Imunomagnetické Castice uskladnené v PBS pufri s NaN3 bolo nutné zregenerovat’
postupnym premyvanim castic 500 pl tychto roztokov: redestilovana voda, metanol
(MeOH), redestilovana voda, PBS pufr. Najprv bola testovana ndavratnost
imunomagnetického sorbentu pomocou $tandardu 28-[3B-3H]-homokastasteronu a 24-[3p-
3H]-epikastasteronu. 25 pl tychto $tandardov (vychodiskova aktivita 0,22 mCi/ml) bolo
pridanych k 475 ul roztoku PBS s magnetickymi Casticami. Tato zmes bola umiestnena na
rotator a inkubovana pri laboratdrnej teplote 30 min. Potom bol roztok odstraneny a Castice
boli 2x premyté 500 pl redestilovanou vodou. Elicia naviazaného BR Standardu prebiehala
pomocou 500 ul MeOH. Mnozstvo vysledného BR v roztoku po elucii bolo zmerané
pomocou scintilatného pocitaca. Kazda vzorka bola merana v 3 opakovaniach. Rovnaky
postup imunomagnetickej purifikacie bol pouzity aj pre stanovenie navratnosti pre Standard
24-epiBL (24-epibrassinolid) a pre stanovenie endogénnych BRs z realnych rastlinnych
vzoriek, kde bol vysledok stanoveny pomocou UHPLC-MS/MS. Po elicii boli
imunomagnetické cCastice opdt® zregenerované postupnym premyvanim roztokmi:
redestilovana voda, metanol (MeOH), redestilovana voda, PBS pufr a uskladnené v PBS

pufti s pridavkom NaNs.

3.4.4 Extrakcia endogénnych BRs z rastlinného materiilu

Kvety repky boli zhomogenizované pod tekutym dusikom v trecej miske a rozvazené
Vv niekol’kych opakovaniach priblizne po 20 mg do 2 ml mikroskimavok. PokraCovalo sa
extrakciou, kde ku kazdému vzorku boli pridané 3 extrakéné gulicky, 1 ml extrakéného
¢inidla 60 % acetonitrilu (v/v), vzorky boli umiestnené na 3 minuty do extrakéného mlynu
apotom na 3 minuty do sonifikacného ktipela (ultrazvuku), nasledne do chladnic¢ky do
rotatoru, kde sa extrahovali cez noc. Potom boli vzorky zcentrifugované 10 min. pri 15000
otackach za mintitu. Supernatan bol prepipetovany do ¢istych skimavok a ku vzorkam bolo
pridanych 25 pmol zmesi internych $tandardov (Hs BL, 2Hs CS, 2Hsz epiBL, 2Hz epiCS, ?Hs
TY). Potom boli vzorky purifikované pomocou imunomagnetickej metddy alebo
kombinéciou SPE s klasickou imunoafinitnou chromatografiou. Kazda vzorka bola merané

v 3 opakovaniach.

Kvety hrachu boli zhomogenizované pod tekutym dusikom v trecej miske
arozvazené po priblizne 5 mg v niekol’kych opakovaniach do 2 ml mikroskimavok.

Extrakcia BRs prebiehala rovnako ako v predoslom pripade.
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3.4.5 Extrakcia na tuhej faze v kombinacii s imunoafinitnou chromatografiou

Nasledne bola ¢ast’ vzorky kvety repky a hrachu pre porovnanie podrobené extrakcii
na tuhej faze (SPE) a imunoafinitnej chromatografii (IAC). Extrakcia na tuhej faze
prebichala na kolonach Discovery DPA-6S(Supelco). Kolony boli aktivované pomocou 1
ml 100 % MeOH a nasledne ekvilibrované pomocou 1 ml 60 % acetonitrilu. Potom boli
nanesen¢ vzorky a tato frakcia bola okamzite zachytavana. Nasledne boli vzorky odparené

do sucha.

Kolony obsahujuce imunoafinitny gél (protilatky proti BRs, Oklestkova et al. 2017)
boli najprv zregenerované premytim tymito Cinidlami: 3 ml PBS pufru (pH=7,2), 3 ml
destilovanej vody, 3 ml 70 % acetonitrilu, 3 ml destilovanej vody, potom bola nanaSana
vzorka, ktora bola pred tym rozpustena v 75 ul 100 % metanolu a 925 ul PBS a vlozena do
ultrazvuku. Vzorka bola na kolénu nanasana sedemkrat. Elicia BRs bola uskuto¢nené
pomocou 3 ml metanolu. Vzorky boli odparené do sucha a kolony boli pred uschovavanim

opit’ zregenerované.

Obsah endogénnych ~ BRs bol kvantifikovany pomocou UHPLC-MS/MS
(Oklestkova et al., 2017), tato metdda nebola napliiou mojej bakalarskej prace, vysledna

kvantifikaciu previedol doc. O. Novak.
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4. Vysledky a diskusia

4.1. Izolacia protilatky a priprava imunomagnetickych castic

Monoklonalna protilatka proti brassinosteroidom, ktora bola pouzita v tejto
bakalarskej praci bola vyvinutd v Laboratoriu rastovych regulatorov a jej charakteristiky st
uvedené v publikacii Oklestkova et al. 2017. Protilatky boli pred naviazanim na magnetické
Castice vyizolované zo zapalovej brusnej tekutiny pokusnej mysi a nasledne boli vy¢istené
pomocou dialyzy proti PBS pufru. Koncentracia protilatok (10,3 mg Ig/1 ml roztoku) bola

zmerana na UV-VIS spektrofotometri pri vinovej dizke 280 nm.

Ako konjugacnd metdda pre naviazanie protilatok na magnetické mikrocastice bola
zvolena glutaraldehydova reakcia. Protilatky a magnetické mikrocastice pokryté chitosanom
obsahuju na svojom povrchu vol'ne amino skupiny, tento sposob naviazania protilatok na
magnetické Castice obsahujuce na svojom povrchu amino skupiny bol pouzity aj Vv praci

Plackova et al. 2017.

4.2. Navratnost’ imunomagnetickej purifikacie

U novo pripravenych imunomagnetickych castic bolo nutné najprv otestovat’ ich
navratnost pre Standardy brassinosteroidov - 28-[3B-H]-homokastasteron, 24-[3p-3H]-
epikastasteron a 24-epibrassinolid. Schopnost protilatky udrzat’ standardy brassinsteroidov
(28-[3B-*H]-homokastasteron, 24-[3p-H]-epikastasteron) pocas purifikacie bola dokazana
zmeranim frakcii jednotlivych purifika¢nych krokov: nanesenie, premytie a elucia (graf ¢.1).
Vysledok potvrdil efektivitu purifikaéného protokolu, kedy Standardy BRs mali najvyssiu
navratnost’ v eluénej faze. Elicia 28-[3p-*H]-homokastasteronu presahovala 120 % a elucia
24-[3B-H]-epikastasteron presahovala 80 %. Navratnost magnetickej imunopurifikacie
bola d’alej stanovena aj pre 24-epibrassinolid a bolo dokéazané, ze so stiipajicim mnozstvom

(0,5-100 pmol) 24-epiBL klesa navratnost’ imunomagnetickej purifikacie (graf ¢.2).
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Graf 1. Navratnost imunomagnetickej purifikacie pre 28-[3p-3H]-homokastasteron a pre
24-[3B-3H]-epikastasteron.
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Graf 2. Navratnost’ magnetickej imunopurifikacie pre 24-epiBL.
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4.3. Izolacia endogénnych brassinosteroidov z rastlinného materialu

Je zname, ze najvyssi obsah BRs sa nachddza v semendch a Vv kvetnych castiach
rastlin, rozhodli sme sa pre stanovenie tychto fytohormoénov pouzit’ vzorky pukov hrachu
siateho a kvety repky olejnej. Vzorky pukov hrachu boli rozdelené podla velkosti do 3
kategorii a poslednu tvorili len vyizolované tyCinky z kvetu hrachu siateho. Pomocou
imunomagnetickej extrakcie v kombinacii UHPLC-MS/MS sa podarilo vo vsetkych 4
kategoriach vzorky pukov stanovit’ BL, jeho mnozstvo sa pohybovalo okolo 300pmol/g DW.
Najvyssie mnozstvo BL bolo zmerané vo vzorke ty¢inieck (640pmol/g DW).Vo vzorkach
kategorie 1-3 bol pomocou MIAC stanoveny eSte homokastasteron (Tab. 1). Ked’ze puky
kategorie 1 a tyCiniek bolo vel'mi malo, boli pre porovnavaciu analyzu pomocou SPE+IAC
pouzité len vzorky z kategoérie 2 a 3. Pomocou tejto metddy a ndslednej kvantifikécie
pomocou UHPLC-MS/MS sa u tychto vzoriek podarilo opit’ stanovit’ BL, HCS a naviac eSte
CS, ktorého hodnoty boli pri MIAC pod limitom detekcie (Tab. 1). Rovnaky postup bol
pouzity aj u vzoriek z kvetu repky olejnej, kde sa pomocou MIAC podarilo opét’ stanovit’
BL a HCS a pomocou SPE+IAC este naviac CS a norCs (Tab. 2).

Z vysledkov analyzy UHPLC-MS/MS je viditelné, Ze ndvratnost’ internych
Standardov pridanych k rastlinnym extraktom pred izolaciou BRs je po MIAC az 10x niz$ia
nez po kombinacii SPE a IAC (Tab. 3). Rovnako na MRM chromatograme brassinolidu
izolovaného z kvetu repky pomocou imunomagnetickej extrakcie (A) je viditelny pik
brassinolidu a nizsie piky odpovedajiice necistotam. Na porovnanie pri izolacii brassinolidu
pomocou SPE kombinovanej s imunoafinitnou chromatografiou sa necistoty na MRM
chromatograme neobjavili. Z toho vyplyva, ze metoda SPE kombinovana s imunoafinitnou
chromatografiou je presnejSia a citlivejSia pre kvantifikdciu endogénnych hladin BRs
(obr.7).
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Tabul’ka 1 Mnozstvo endogénnych BRs v pukoch aty¢inkach hrachu siateho. VVzorky

pukov boli rozdelené do Styroch skupin podla velkosti: 1. skupina- 2-3 mm, 2.skupina- 4-6

mm, 3.skupina- 6- 8 mm, 4.skupina — izolované ty¢inky

Obsah BRs (pmol/g DW)

MIAC SPE+IAC
BRs | Skupina 1l Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4 Skupina 2 Skupina 3
BL | 281,3+64,8 355,0+59,5 311,1+48,9 639,4+£115,6 | 268,1+75,0 171,1+24,6
CS | <LD <LD <LD <LD 68,1+4,7 88,2+23,3
HCS | 1515,6 £ 296,2 | 2296,6 £315,4 | 713,9+125,4 | <LD 298,6 76,4 423,9+116,1

Pre nedostatok rastlinného materialu SPE+IAC bolo prevedené len pre vzorky kategorie 2
a 3. LD —limit detekcie.

Tabul’ka 2 Mnozstvo endogénnych BRs v kvetoch repky olejnej

Purifikaéna metéda

Obsah BRs (pmol/g FW)

BL CS norCS HCS
SPE-IAC 556,5+121,4 | 90,7+479 | 340.3 65,0 | 91,1 £22,0
MIAC 895,3+182,0 | <LD <LD 6249 +117,9
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Tabul’ka 3 Navratnost' (%) internych Standardov pridanych k rastlinnému extraktu pred

izolaciou BRs (25 pmol/ vzorka).

Kvety repky (20 mg Kvety hrachu (5 mg

Standard Metoda FW) DW)
[2H;]BL MIAC 089 + 021 088 + 011
SPE+IAC 1322 + 211 1257 + 158
[Hs]24-  MIAC 338 = 0.5 325 + 0.40
epiBL SPE+IAC 2740 £ 4.30 2940 + 251
[2H5]CS MIAC 159 + 032 155 + 022
SPE+IAC 1415 + 249 1383 + 181
[2H3] 24- MIAC 1.94 + 042 1.88 + 036
epiCS SPE+IAC 1323 + 2.16 1443 + 178
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A B

180214_Sample_13_vaR Brassinolide (481=445) F4MRMof6 channels £S+ 180214_Sample_17_lvaR F4'MRMof6 channels ES+
520 481.2 > 4451 sample_17_ Kvelyrepky, 19.55mg FW, SPE+AC, F=7, inj.5ul, 481.2 > 4451
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Obr.7. MRM chromatogramy brassinolidu (BL: 481>445) izolovaného z kvetu repky (20
mg FW) pomocou imunomagnetickej extrakcie (A) alebo SPE kombinovanej

s imunoafinitnou chromatografiou (B) a jeho interného $tandardu ([°Hs]BL: 484>448).

Proces imunomagnetickej izolacie fytohormoénov bol prvykrat popisany V praci
Plackova et al. 2017. Bola vyvinuta selektivna metdda zalozena na mikromagnetickej
imunoafinitnej purifikacii pre izolaciu CKs z velmi malych mnoZstiev rastlinnych tkaniv
(menej ako 0,1 mg Cerstvej hmoty). Kapacita imunosorbentu a t¢inok komplexnej rastlinnej
matrice boli testované purifikaciou pouzitim Siroké spektra koncentracii CKs. Celkovy
rozsah navratnosti sa pohyboval od 30-80 % v zavislosti od jednotlivych CKs. Imunoafinitna
extrakcia pouzivala skupinu Specifickych monoklonalnych anti-CK  protilatok
imobilizovanych na magnetickych casticiach kombinovanych s citlivou ultrarychlou
hmotnostnou spektrometriou s detek¢nym limitom blizkym atomolu. Tento kombinovany

pristup umoznil metabolické profilovanie Sirokého spektra prirodzene sa vyskytujacich CKs
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(bazy, ribosidov a N°® glukosidov v ¢astiach 1,0 mm korefiovej meristematickej zone

Arabidopsis thaliana) .

v

Bolo preukazané, ze magnetickd imunoafinitnd separacia predstavuje

lahky, extrémne rychly postup a vyzadujici miniméalne mnozstvo rastlinného tkaniva.

Pokial’ je zname, tak pouzitie magnetickej imunoafinitnej purifikacie pre izolaciu
endogénnych BRs doposial nebolo publikované. Zatial bolo popisané pouzitie
magnetickych cCastic pre izolaciu fytohormonov, ktoré ale funguju na inych principoch nez

reakcii antigénu a protilatky.

Luo a spolupracovnici v roku 2017 (Luo et al., 2017) pripravili magnetické Castice,
ktorych povrch bol upraveny pomocou polyméru na baze 4-(N,N-dimethyamino)
fenylboronovej kyseliny-ethylen glykol dimethanakylatu. Tieto castice potom pouzili
k magnetickej extrakcii fytohormoénov z kvetu repky olejnej. Touto metédou sa im podarilo
stanovit’ 16 fytohormoénov zo skupiny cytokininov, auxinov, giberellinov, jasmonatov,
brassinosteroidov a kyselinu abscisovu. Pre selektivnu extrakciu BRs pouzili Ding a kolektiv
(Ding et al. 2014) magneticky mikroporézny oxid titanicity, ktory slazil ako mikroextrakény
sorbent a zaroven ako mikroreaktor pre zachytenie a derivatizaciu BRs. Pomocou tejto

metody sa im podarilo stanovit’ kastasteron a brassinolid vo vzorkach ryze a repky olejne;.
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5. Zaver

Cielom bakaléarskej prace bolo vyvinut novi metéodu pre izoldciu rastlinnych
hormoénov  brassinosteroidov  zalozeni na imunomagnetickej purifikacii. U novo
pripravenych imunomagnetickych Castic bola testovana navratnost’ purifikacného procesu
pomocou tritiovanych Standardov BRs. Navratnost bola namerana vo faze elucie a jej
hodnoty vysli pre 28-[3B-3H]-homokastasteron 120 % a pre 24-[3p-3H]-epikastasteron
presahovala 80 %. Bolo zistené, Ze najvacsie mnozstvo tychto Standardov bolo najdené
V elucnej frakcii, ¢o nam potvrdilo uspeSnost’ purifikacného procesu. Nasledne bola
navratnost’ testovanad eSte pomocou 24-epibrassinolidu, kde sa preukézalo, ze stupajicou

koncentraciou Standardu klesa kapacita protilatky.

Nakoniec bola imunomagneticka purifikacia pouzita k izolacii endogénnych BRs
z rastlinnych vzoriek. Pre porovnanie boli rovnaké vzorky precistené pomocou kombinacie
SPE  simunoafinitnou  chromatografiou. Z vysledkov  vyplyva, ze citlivost
imunomagnetickej purifikacie je priblizne 10 x nizsia ako kombindcia SPE+IAC. Zaroven
sa potvrdilo, Ze jednokrokovd imunomagnetickd purifikacnd metdéda je vhodnejSia pre

mensie (< 5 mg) navazky rastlinnych vzoriek, ktoré neobsahuju tol'ko balastnych latok.

Vysledky ukazali, ze metdda extrakcie na tuhej faze kombinovanej s imunoafinitnou
chromatografiou zvySuje Uc¢innost’ pripravy vzorky na kvantitativnhu analyzu BRs a tym
pomaha prekonat’ hlavny problém a to je stanovenie BRs vo vel'mi zlozitych rastlinnych

matriciach.
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