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Uvod

Cytokininy tvoii jednu z péti skupin rostlinnych hormont
(fytohormontl), jejichz charakteristickou vlastnosti je schop-
nost napomdhat déleni bunék a stimulovat metabolismus rost-
lin, zejména syntézu RNA a proteind. Z praktickych aplikaci
cytokinind (spolu s auxiny) je nejvyznamné&jsi jejich vyuziti
v rostlinnych biotechnologiich jako slozek kultivacnich médif
pfi mnoZzeni zemédélsky strategickych a okrasnych rostlin
a ddle pfi regeneraci rostlin in vitro. Cytokininy se také pouZzi-
vaji ke stimulaci vétveni okrasnych rostlin a v kombinaci
s gibereliny ke tvarovani plodt nékterych odrid jabloni. Exo-
genni aplikace cytokinint u obilovin v dobé kveteni vyvoldva
zvySeni poctu zrn v klasech.

Neékteré derivaty cytokinint vykazuji specificky inhibi¢n{
tcinek na rist ur¢itych savéich tumort', Uméle piipravené
derivéty prirodnich cytokininti byly v poslednich deseti letech
studovdny pro jejich schopnost inhibovat bunééné déleni pro-
stiednictvim specifické interakce s neddvno objevenymi za-
kladnimi reguldtory bunééného cyklu tzv. cyklin-dependent-
nimi kinasami* (CDK). Klinick4 onkologie spojuje své nadéje
pravé s vyvojem novych preparatd, jakymi jsou umélé inhibi-
tory CDK potencidlné pouzitelné jako cytostatika.

Ke stanoveni fytohormoni se pouZivaji biotesty zaloZené
na zjisténi rdstové nebo metabolické odezvy na dany hormon.
Mnohem castéji se vSak vyuzivd chromatografickych a imu-
nochemickych technik. Ke stanoveni a identifikaci 1ze vyuzit
i méné pouzivané, avsak snadno dostupné a rychlé voltamet-
rické techniky. Elektrochemické chovani téchto latek na rtufo-
vé elektrodé mize do jisté miry osvétlit dil¢i kroky slozitého

metabolického procesu cytokinint a jejich ptisobeni v rostli-
nach. Zatimco elektrochemické chovéani adeninu (6-aminopu-
rinu) a jeho nékterych derivatu jiz bylo zkouméno®®, skuping
biologicky dilezitych cytokininti byla vénovédna doposud ma-
14 pozornost’.

V této préci je tedy s vyuZitim klasické dc-polarografie,
diferen¢né pulzni voltametrie s rychlym ndristem potencialu
(FSDPV), potenciostatické coulometrie a adsorptivni stripp-
ing voltametrie (AdSV) sledovdno chovdni dvou zastupcti
aromatickych cytokininé: N°-(furfurylamino)purinu (kineti-
nu) a Nﬁ-(benzylamino)purin (BAP). Cilem bylo ziskat dalsi
poznatky o mechanismu redukce uvedenych cytokininti na
rtutové elektrodé a vypracovat postup pro stanoveni v modelo-
vych vzorcich a v médiich pro kultivaci rostlin.
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Experimentalni ¢ast

Kinetin a BAP jako standardn{ latky byly ziskdny jednak
od firmy Fluka Chemie AG, jednak z Laboratofe ristovych
reguldtord (Ustav experimentdlni botaniky AV CR, Olo-
mouc). Zasobni roztoky byly pfipraveny o koncentraci 1.107
mol.I" v methanolu p.a. (Lachema, Neratovice). Roztoky niz-
Sich koncentraci byly ziskdny fedénim zdsobnich roztokul
methanolem.

Klasickd dc-polarografie byla provddéna na polarografu
OH 102 (Radelkis, Budapest) v tiielektrodovém zapojeni.
Pracovni elektrodou byla rtutovéd kapkova elektroda s para-
metry: £ = 3,6 s, m = 1,98 mg.s™! pii vyice rezervodru 90 cm.
Nasycend kalomelova elektroda (SCE) tvorila elektrodu refe-
ren¢ni, pomocnou elektroda platinovd (obé Radelkis, Buda-
pest).Technika diferen¢né pulzni voltametrie s rychlym nérds-
tem potencidlu (FSDPV) byla provddéna na polarografickém
analyzdtoru PA-4 v kombinaci se zapisovacem XY 4106
a statickou rtufovou elektrodou SMDE (v8e Laboratorni pii-
stroje, Praha) s dobou ndrtstu kapky 160 ms. Méfeni kiivek
cyklické voltametrie, adsorpéni stripping voltametrie a sta-
noveni kinetinu metodou FSDPV bylo provadéno na pfistroji
Eko-Tribo-Polarograf se rtufovou tuzkovou minielektrodou
(Polaro-Sensors, Praha), referentni argentchloridovou a po-
mocnou platinovou elektrodou. Elektrokapildrni kfivky byly
méfeny na analyzatoru PA-4 v tifelektrodovém zapojent, pfi-
¢emz pracovni elektrodu tvofila Novotného vietenovd elek-
troda ($ifka vietene d = 160 wm, vnitini primér kapildry d =

*  Tato prace ziskala 1. misto v soutézi o cenu firmy Merck za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie 2.2.2000 v Brné
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43 um). Coulometrickd méfeni byla uskute¢néna na analyzd-
toru OH 404/A (Radelkis, Budapest) s velkoplo$nou rtutovou
katodou (A = 26,4 cmz). SCE slouzila jako elektroda referen-
tni, v anodovém prostoru oddéleném fritou byla umisténa
pomocnd Pt-elektroda. Elektrolytem v obou prostorech byl
acetatovy pufr daného pH. Produkty coulometrické redukce
byly identifikovany hmotnostni spektrometrii na pfistroji LCQ
(Finnigan Mat, San Jose, CA, USA) vybaveném ioniza¢ni
technikou ESI (+ modus, teplota kapildry 250 °C, napéti zdroje
4,5 kV, pritok dusiku 30, napéti na kapildfe 21 V). Parametry
spektrometru byly ladény na roztok BAP. Roztoky standardu
(2.10* mol.I'") a vzorky téze slouceniny (1.10* molL.I'}, 10 %
v/v methanol, 0,02 moldrn{ acetdtovy pufr) po coulometrické
redukci byly ddvkovéany pifimo do ioniza¢niho zdroje prito-
kem 5 pl.min"'. Spektrofotometrickd mé&feni disociaénich kon-
stant byla provadéna v kfemennych kyvetich mérné tloustky
1,0 cm, pii A =287 nm (kinetin), A = 269 nm (BAP) na pfistroji
PU 8750 (Philips, Cambridge). Hodnoty pH byly méfeny na
pH-metru MV 870 (Précitronic, Dresden).

Vysledky a diskuse

Cytokininy —kinetin a BAP —podléhaji na rtutové kapkové
elektrodé ireverzibilni redukci. Probihd pouze v kyselém pro-
stied{ a je reprezentovdna jednou difuzni dc vinou resp. jednim
dp-pikem. S rostoucim pH se hodnoty proudd u obou slou-
Cenin snizuji a pfi pH = 6,6 jiZ neposkytuji Zddnou odezvu
(obr. 1). Zavislosti E, , = f (pH) resp. E, = f (pH) pfi hodnoté
iontové sily I = 0,1 jsou tvofeny dvéma piimkovymi dseky,
jejichz prisecik odpovidd disocia¢ni konstanté oxidované for-
my (obr. 2). Tato disocia¢n{ konstanta je v dobré shodé¢ s hod-
notou zjisténou pomoci UV-spektrometrie (tabulka I).

V roztocich o pH < pK, proud dosahuje nejvyssich hodnot
a z toho vyplyvd, Ze redukci na rtufové elektrodé podléhd pro-
tonizovand forma. Nasvédcuji tomu i zdvislosti E,, = f (pH)
resp. E, = f (pH). V mirné kyselé oblasti (pH > pK,), kde

Tabulka I
Hodnoty disocia¢nich konstant pK,

Metoda Kinetin BAP
dc-Polarografie 3,9 4.1
FSDPV 3,8 42
UV-spektroskopie 3,73 4,16
Tabulka IT

Hodnoty proudi dc-vIn srovndvacich analyz

1. Srovndvaci analyza

Latka
(5.10° mol.I'Y

2. srovnavaci analyza

latka I [nA]
(10* mol.1'"

T{uA]

m-Nitrobenzoova k. 0,528
Adenin 0,72
BAP 0,78

m-nitrobenzoova k. 1,152
adenin 1,728
kinetin 1,692
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elektrochemicka reakce ustdvd, redukce vyzaduje vétsi energii
v disledku nezbytné prioritni protonizace molekuly, tzn. Ze
AE = f (ApH) je v&tsi neZzli v oblasti pH < pK,. Protonizovand
forma je stabilizovdna bohatou mezomerif a tautomerif (sché-
ma 1). Rozhodnout o pravdépodobné struktute, ktera podléha
na rtufové elektrodé redukci, je obtizné. Podle Elvinga’ je
nejvétsi elektronovd hustota na atomu dusiku N! pyrimidino-
vého jadra a tudiZ na tomto misté by méla nastat protonizace
molekuly a vstup prvniho elektronu pfi redukci.

K urceni poctu elektroni potiebnych na redukci cytokini-
ni byla pouzita jako zakladni metoda potenciostatickd coulo-
metrie na velkoplosné rtufové elektrodé. Zjisténo bylo Sest
elektronit. Sest elektronii bylo zji§téno také srovnavaci analy-
zou dc polarografickych vin. Jako srovndvaci latky byly po-
uzity benzil a m-nitrobenzoova kyselina. Soucasné byla pro
srovndni zaznamendna i vlna adeninu. Vlny kinetinu, BAP
a rovnéz tak vlna adeninu jsou piiblizn€¢ 1,5krdt vyS$8i nez
Ctyfelektronovd vlna m-nitrobenzoové kyseliny (tabulka II),
a tedy odpovidaji Sestielektronové redukci. Ve srovndni s vl-
nou benzilu vykazuji cytokininy proud trojndsobny. Neni bez
zajimavosti isudek Elvinga7, Ze adenin, oproti Sestielektrono-
vé coulometrické redukci, je polarograficky redukovdn na

HA

lim>

pH

Obr. 1. Zavislost limitniho proudu kinetinu na pH v HCI a na-
sledné v Brittonovych-Robinsonovych pufrech, ¢ = 10™ mol.l”,
10 % (v/v) methanolu, dc-polarografie

-1,05 J

E 1/2> v

-1,20 J

-1,35 | J

Obr. 2. Zavislost E, , kinetinu na pH, I = 0,1
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Schéma 1. Predpokldadané mezomerni a tautomerni struktury kinetinu a BAP

rtutové kapce pouze Ctyimi elektrony. V tomto pripadé by
vSak vlna adeninu musela byt srovnatelna s ¢tyfelektronovou
vlnou m-nitrobenzoové kyseliny. Uvedené vysledky vSak uka-
zuji, ze i v pripadé polarografické redukce adeninu je elektro-
dovy d¢j Sestielektronovy.

V souladu s navrzenym mechanismem elektroredukce
adeninu’ 1ze u cytokinind predpoklddat redukci dvojnych va-
zeb N(1)=C(6) a C(2)=N(3) a odstépeni benzylaminu a fur-
furylaminu v poloze 6. Benzylamin (m/z = 108,1), jeho $tépné
produkty a purin (m/z = 121,1) jako meziprodukt coulomet-
rické redukce roztoku BAP byly identifikovany hmotnostni
spektrometrii. Problémem zGstav4, v které fazi redukce docha-
zi k odstépeni aminoderivitu. Mohou nastat dvé varianty
(schéma 2):

a) odstépeni aminoderivatu miize nastat v prvni tfetiné reduk-

ce, tedy po vzniku 1,6- dihydroderivétu (1),

b) nebo aZ po dalsi dvouelektronové redukci, tzn. po vzniku
1,2,3,6-tetrahydroderivatu (I11).

Jako prvni by méla podléhat redukci dvojnd vazba C(6)=
N(1), nebot zde je predpoklddana protonizace, a tedy i vstup
prvniho elektronu. V piipadé varianty (a) vznikd po dvouelek-
tronové redukci utvar energeticky labilni v dasledku zvysené
elektronové hustoty v oblasti vazby 1,6. OdStépenim substi-

tuentu v poloze 6 dojde ke stabilizaci molekuly a k obnové
dvojné vazby C(6)=N(1) za vzniku purinu (//). Vznikly purin
neni od elektrody odstraiiovan a podléhd elektrochemické
preméné. Jelikoz elektrochemickd reakce probihd u potencidlu
druhé viny purinu, musi se jeho redukce uskutecnit v jediném
kroku a bude ctyielektronova. U varianty (b) se predpokldadd
odstépeni aminoderivatu az po vzniku 1,2,3,6-tetrahydroderi-
vétu. V tomto piipadé by bylo mozné ocekdvat vznik dvou vln,
jako je tomu u purinu & methylpurinu’. Tyto vlny viak nale-
zeny nebyly.

Sledovdna byla také adsorpce cytokininti na rtutové kap-
kové elektrodé s cilem zvySeni citlivosti voltametrického sta-
noveni. Elektrokapildrni kiivky, méfené v Mcllvainové (pH
4,54) a acetdtovém pufru (pH 4.,4), v kyseliné chlorovodikové
(0,01 mol.I"") a kyseliné citronové (0,01 mol.I"") vykazuji jen
velmi malé rozdily v povrchovém napéti u roztokd bez a s cy-
tokininem. Vyplyvd z toho, Ze adsorpce sledovanych ldtek na
rtutové elektrodé je mald. Tentyz vysledek poskytuji i kiivky
cyklické voltametrie pro rizné rychlosti polarizace elektrody.
Zavislosti log i, = f (log v) cytokinind, kde v je rychlost
polarizace elektrody v rozmezi 20-2500 mV.s™\, v roztocich
Mcllvainovych pufrti jsou sice ptimkové, av§ak smérnice jsou
vzdaleny hodnotdm odpovidajicim zlogaritmovanému vztahu
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Schéma 2. Mozné varianty elektrochemické redukce kinetinu a BAP

(1) pro adsorpéni d&j' pi maximdlnim pokryti I', elektrody
analytem.

2 2
z°F
i = VAT, 1
P 4RT @
Tabulka IIT

Z4vislosti logaritmu proudu CV-pikl na logaritmu rychlosti
polarizace elektrody (c = 10* mol.I'", 10 % v/v methanol, v =
20-2500 mV.s™)

Latka pH  Rovnice pfimky Podil adsorpce
(%]
Kinetin 2,6  y=0,5672x + 1,8735 13,4
4,84 y=0,6709x + 1,2495 34,2
BAP 2,6 y=0,579%x+2,1294 15,9
4,45 y=0,6574x + 1,8569 31,5

Smérnice se pohybuje kolem hodnoty 0,6. Pouze v alka-

tokinind, je adsorpce ponékud vyraznéjsi (tabulka IIT). AvSak

z diivodi nizké proudové odezvy v mirné kyselém prostfedi
neni adsorpce ani v tomto piipadé analyticky vyuzitelnd.

Pro kvantitativni analyzu tedy byla pouzita metoda FSDPV.
Kalibra¢ni pfimky ziskané v rtiznych elektrolytech jsou piim-
kové v Siroké koncentracni oblasti. Jako nejvhodnéjsi elektro-
lyt byla vybrdna 0,05 M-kyselina citronovd (pH 2,3), kde
oba cytokininy poskytuji izké, vysoké gl’ky a nejnizsi detek-
¢éni limity d.l. = 2,3 ng.ml™” (1,1.10° mol.l") u kinetinu
a7,88 ng.ml” (3,5.10% mol.I'") u BAP. Kyselina citronov,
jako zdkladni elektrolyt, byla také pouzita ke stanoveni kine-
tinu a BAP v modelovych vzorcich a v redlnych vzorcich
média pro kultivaci rostlin in vitro. U voltametrického stano-
veni bylo dosaZeno relativni smérodatné odchylky s, < 10 %.
JelikoZ média obsahuji rlizné organické a anorganické latky
nezbytné pro rlst a vyvoj rostlin, bylo nutné vzorky médii pred
voltametrickym stanovenim pfecistit a stanovovany analyt
zakoncentrovat. K tomuto tcelu byly pouzity chromatografic-
ké metody (iontové vyménnd, gelovd, adsorpcni a afinitni) —
schéma 3.

Zavér
Redukce kinetinu a BAP na rtutové elektrodé probihd
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Vzorek na Cisténi

0,5 ml 70% ethanolu
+ 20 ml 40 mM-CH;COONHs,, pH 6,5

ultrazvuk, 5 min.

kolona DEAE Sephadex
v 40 mM-CH3COONH4

spojena s

C,3 Sep-Pak kolonkou |

proplachnuti dest. HO a eluce vzorku
5 ml 80% methanolu do zkumavky

cytokininovi baze

odpateni do sucha

preimunni kolonka

na vakuové odparce (1= 35°C)

I

elut

odpareny vzorek + 50 pl 70% ethanolu
450 ul PBS pufru pH 7,2

jimat 0,5 ml eluatu, ptidat 0,5 ml PBS

= | ml vzorku na ZR

monoklondln{ imunoafinitni kolona

eluce vzorku 3 ml 100% methanolu chlazeného na -20 °C

+1 ml methanolu, stanoveni FS DPV

Schéma 3. Postup ¢isténi média a izolace cytokininu

v kyselém prostiedi, je Sestielektronovd a ireverzibilni. Mista
redukce jsou vazby N(1)-C(6) a C(2)-N(3) pyrimidinového
jadra. V dusledku odstépeni aminu z vedlejsiho fetézce se
obnovi jedna z pivodnich aktivnich vazeb a ndsleduje posled-
ni dvouelektronovy krok. Na mechanismu elektrodové reakce
se uplatiiuje protolytickd rovnovdha. Redukce je reprezento-
vdna jednou difuzni dc vlnou, resp. jednim dp-pikem. Ad-
sorpce studovanych cytokinint je na rtufové elektrodé mald
a neni vhodnd pro analytické vyuziti. Kvantitativni analyza
byla tedy provedena technikou FSDPV. Kinetin a BAP byly
stanoveny v modelovych vzorcich a také v redlnych vzorcich
média pouzivanych pro kultivaci rostlin in vitro. Porovndnim
smérodatné odchylky voltametrického stanoveni fytohormo-
nd s pouzivanymi biotesty vyplynulo, Ze voltametrické sta-
noveni je piesnéjsi (s, < 10 %u voltametrického stanovent, s =
40 % u biotestn).

Autofi dékuji Grantové agenture CR (grant & 203/99/
1511) za financni podporu.

odpafit do sucha (7= 35 °C) na vakuové odparce
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R. Huskova?, D. Péchova®, M. Kotoudek?, and K. Lemr?
(“Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Palacky University, "Laboratory of Growth Regulators, Fa-
culty of Science, Palacky University and Institute of Experi-
mental Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Olomouc): Voltammetric Behaviour and Determination of
Some Cytokinines on Mercury Electrode

Electrochemical behaviour of 6-(furfurylamino)purine (ki-
netin) and 6-(benzylamino)purine (BAP) on a mercury elec-
trode was studied using classic DC polarography, cyclic voltam-
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metry and fast-scan differential pulse voltammetry (FSDPV).
The six-electron reduction of the mentioned cytokinines is
irreversible and proceeds only in the protonated form. The
electrode process starts with four-electron reduction of the
pyrimidine skeleton. As a result of elimination of the amine
from the side chain, one of the electrochemically active bond
is re-established and the last two-electron step follows. The
dissociation constants of the oxidized forms determined using
UV spectrometry are: pK, = 3.73+0.16 (kinetin) and pK, =
4.16+£0.19 (BAP). Kinetin and BAP were determined using
FSDPYV in model samples as well as in real samples of the me-
dium used for cultivation of plants in vitro. The analyte was
concentrated by ion exchange, gel permeation, adsorption or
affinity chromatography. The voltammetric determination is
more precise in comparison with the used biotests.



