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ABSTRAKT

Kyselina gibberellova je jeden znejznaméjSich rostlinnych hormont, ktery v nizkych
koncentracich pozitivné ovlivituje kliCeni semen, rast a jiné fyziologické funkce rostlin.
Naproti tomu vys$$i koncentrace hormonu maji na rostliny inhibi¢ni ucinek. Problém
s aplikaci vhodné koncentrace hormonu by mohl byt vyfesen vytvofenim komplexu kyseliny
gibberellové s vhodnym hostitelem, ¢imz by bylo zajisténo dlouhodobé uvoliiovani nizké
koncentrace. Cilem této bakalaiské prace je ovéftit, zda kyselina gibberellova tvoii inkluzni
komplexy s oa-cyklodextrinem, B-cyklodextrinem a y-cyklodextrinem. Prizkum
supramolekuldrniho chovani kyseliny gibberellové byl ovéfen pomoci nuklearni magnetické
resonance, isotermalni titracni mikrokalorimetrie a elektrosprejové ionizace s hmotnostnim

detektorem. Ziskané poznatky byly nasledné otestovany na kliceni semen Lunaria rediviva.

Kli¢ova slova: rostlinné hormony, kyselina gibberellova, cyklodextriny, supramolekularni

komplexy

ABSTRACT

Gibberellic acid is one of the most popular plant hormones, which positively affects seed
germination, growth, and other physiological functions of plants being applied in low
concentrations. In contrast, higher concentrations of this hormone have an inhibitory effect
on plants. The issue regarding the application of an appropriate concentration of the hormone
could be fixed by encapsulation of gibberellic acid with a suitable host to ensure maintenance
of a low concentration. This bachelor thesis aims to verify whether gibberellic acid forms
inclusion complexes with a-cyclodextrin, B-cyclodextrin, and y-cyclodextrin. Nuclear
magnetic resonance, isothermal titration microcalorimetry, and electrospray ionization mass
spectrometry were used for the investigation of the supramolecular behaviour of gibberellic

acid. The obtained findings were subsequently tested on Lunaria rediviva seeds germination.

Keywords: plant hormones, gibberellic acid, cyclodextrines, supramolecular complexes
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UvVOD

Rostlinné hormony jsou signalni molekuly, které reguluji Sirokou Skalu rtstovych a
vyvojovych procest. Rostlinné hormony zprostfedkovavaji signélni transdukci, ktera vede
ke genové expresi umoznujici rostlindm adaptovat se na ménici se podminky a prostiedi. V
ramci regulace biologickych procesti piisobi jednotlivé skupiny fytohormonti siti vzajemné
propojenych reakci, proto je objasnéni zpusobu jejich piisobeni v zivych organismech
pomérn¢ narocné. Mezi piivodni rostlinné hormony, které byly popsany v prvni poloving 20.
stoleti patii auxiny, gibberelliny, cytokininy, kyselina abscisovd a ethen. Nasledné byla
rodina rostlinnych hormont roz$ifena o brassinesteroidy, kyselinu jasmonovou, kyselinu
salicylovou a strigolaktony. Jednou z nejznaméjSich skupin pfirodnich hormonli jsou
jednoznacéné gibberelliny. Gibberelliny jsou diterpenoidni slouc¢eniny objevené ve 30. letech
20. stoleti pfi studiu onemocnéni bakanae, kterou zptsobuje houba Giberella fujikuroi.
Aktudlni pocet nalezenych gibberellinii ¢ini celkem 130 sloucenin, znichz biologicky
aktivni je pouze malé mnozstvi. Mezi bioaktivni gibberelliny lze zatadit kyselinu
gibberellovou, kterd je hojné vyuzivana v zemédé€lstvi naptiklad na produkei vétSich hroznii

bez pecek.

Cyklodextriny jsou makrocyklické oligosacharidy, jejichz prvni izolace byla provedena
Antoinem Viliersem na konci 19. stoleti pfi enzymatické degradaci Skrobu. Cyklodextriny
jsou rozliSovany podle poctu D-glukopyranosovych jednotek spojenych o-1,4
glykosidickymi vazbami. Nejcastéji se cyklodextriny vyskytuji se Sesti (a-CD), sedmi (-
CD) nebo osmi (y-CD) glukopyranosovymi jednotkami. Diky své netoxicité a schopnosti
1ze nalézt v oblasti potravinarstvi, kde se cyklodextriny vyuZzivaji k potlaceni nepfejemnych
vini nékterych latek. Ve farmacii slouzi k vytvoreni komplexi se Spatné rozpustnymi lécivy

a v zeméd¢lstvi tvoii stabilngj$i komplexy s pesticidy.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ROSTLINNE HORMONY

Rostlinné hormony, také nazyvané fytohormony, jsou skupinou pfirozen¢ se vyskytujicich
organickych latek, které v nizkych koncentracich ovliviiuji fyziologické procesy, jako je riist
a vyvoj rostlin. Fytohormony patii do tfidy pfirodnich reguldtori rastu rostlin, které mohou
bunééného déleni, ristu a diferenciace.! Rostlinné hormony ovliviiuji kli¢eni a dormanci
semen.” Mechanismus kli¢eni semen spo¢iva v aktivaci embrya. Proces kliceni za¢ina
absorpci vody suchym semenem, ¢imz dojde k nabobtnani a prodlouzeni embrya, které¢ se
nachdzi v semenu. Kliceni se povazuje za ukoncené v momenté, kdy kotfinek vyroste
z krycich vrstev semene.? U rostlin nejsou ptitomny specifické Z1azy s vnitini sekreci, které
by hormony vytvarely jako v ptipad€ ZivocCichii. Tyto hormony jsou syntetizovany v jedné
¢asti rostliny a dale pfemistovany do jiné ¢asti, kde zptisobuji fyziologickou odpoved.

Fytohormony hraji dtlezitou roli ve stresovych reakcich rostlin na abiotické i biotické
nedostatkem svétla, vody nebo kysliku. Bioticky stres pak souvisi s zivymi organismy, patii
sem reakce vyvolané patogeny, hmyzem ¢i hlodavci. Patogeny v rostliné maji za néasledek
zmény hladiny rostlinnych hormont.* Proti mikrobidlnim patogentim se rostliny brani
prostfednictvim bazélniho obranného mechanismu, ktery je také nazyvan jako vrozeny
imunitni systém. Aktudlni pohled na imunitni systém rostlin je interpretovan pomoci ,,cik—
cak® modelu (Obrazek 1). Nejdiive rostliny detekuji mikrobidlni patogeny, které jsou
spojeny molekuldrnimi vzory PAMP prostfednictvim receptorii a ty pak vedou k imunité
spousténé PAMP (PTI). Rostliny napadené patogeny vylucuji efektory, které potlacuji PTI,
a tak poukazuji na onemocnéni vedouci k efektorem spousténé citlivosti (ETS). Rostliny
rozpoznavaji dany efektor ptimo ¢i nepiimo a efektorem aktivuji spouSténou imunitu (ETI),

coz déla rostliny odolné vii¢i chorobam. ¢
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Obrazek 1 ,,Cik—cak* model rostlinné irnunity7

1.1 Klasifikace rostlinnych hormoni

V pribéhu 20. stoleti byly objeveny fyziologicky aktivni slouCeniny, které byly
klasifikovany jako rostlinné hormony. Fytohormony byly rozdéleny podle chemické
struktury a fyziologického ti¢inku. Mezi nejvyznamnéjsi skupiny fytohormoni patii auxiny,
gibberelliny, kyselina abscisova, cytokininy, kyselina salicylovd, etheny, kyselina
jasmonova a brassinosteroidy. V poslednich letech byla identifikovana nova tiida

rostlinnych hormont, ktera se nazyva strigolaktony.®

1.1.1 Auxiny

Fytohormony ze skupiny auxinil jsou prvni objevené, a tudiZ nejlépe prozkoumané rostlinné
hormony. Termin auxin pochazi z feckého slova ,,auxein®, coz v ptekladu znamena ,,riist™.
Pravdépodobné prvni zminka o auxinech pochazi z konce 19. stoleti, kdy Charles Darwin se
svym synem Francisem Darwinem zkoumali pfi¢inu ohybu koleoptile smérem ke svétlu
(fototropismus).” Podstatu fototropismii se podaiilo objasnit az v letech 1926 biologem
Fritsem Warmoltem Wentem, ktery objevil Ze Spicka koleoptile produkuje latku, ktera
pronikd do agaru a stimuluje prodluzovani. Pozdéji bylo zjisténo, ze prodluzovani je

wMrwve v

zapricieno auxiny. 10

Zakladnim zastupcem auxinil je pfirozené se vyskytujici slabd kyselina indol-3-yloctova

(IAA), kterd je syntetizovand v délicim pletivu na vrcholu vyhonku a transportovéna ke
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kofenové Ipicce.!! Kyselina IAA byla poprvé izolovana ve 30. letech 20. stoleti z
lidské mo¢i,'? kvasinek'® a houby Rhizopus suinus'* pomoci testu Avena. Test s ndzvem
Avena (Obrazek 2) pomohl k objevu jak pfirozen¢ se vyskytujicich, tak syntetickych auxint.
V testu Avena se slouceniny testuji na aktivitu auxinu v semenaccich Avena sativa (oves
sety). Na zacatku testu se odstrani krajni ¢ast koleoptile a po urcité dobé riistu se odstrani
vetsi Cast koleoptile a zaroven 1 primarni list. Na odfiznutou ¢ast semenacku se umisti
agarovy blok, ktery obsahuje fytohormon auxin. Po inkubaci se méfi zakiiveni vyvolané
diftizi a transportem auxinu z agarového bloku do koleoptile sazenice.'®
Primarni list

Agarovy blok
~/ Koleoptile g Y

1

y I\

Obrazek 2 Test auxinové odezvy Avena'®

Biosyntéza IAA muZe byt zprostfedkovana metabolickymi cestami, které jsou zavislé nebo
nezavislé na aminokyseliné tryptofanu.!” Existuje celkem pét biosyntetickych drah IAA
z tryptofanu, které jsou navzdjem propojeny. Biosyntetické drahy jsou pojmenovany podle
meziproduktli, které syntézou vznikaji. Tyto prekurzory, a tedy i jednotlivé biosyntetické
dréhy, se nazyvaji kyselina indol-3-ylpyrohroznova (IPyA), indol-3yl-acetaldoxim (IAOx),
indol-3-ylacetonitril (IAN), indol-3-ylacetamid (IAM) a indol-3-ylacetaldehyd (IAAld).!”
Mezi dalsi aktivni a pfirozené se vyskytujici auxiny (Obrazek 3) patii kyselina 4-chlorindol-
3-yloctova (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctova (PAA).!* Syntetickym zastupcem je 2,4-
dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D)."
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Obrazek 3 Chemicka struktura nékterych auxini: indol-3-yloctova kyselina (1), 4-
chlorindol-3-yloctova kyselina (2), fenyloctova kyselina (3) a 2,4-dichlorfenoxyoctova
kyselina (4)

Transport auxinu je zprostfedkovavéan transmembranovymi proteiny PIN-FORMED (PIN)
a ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B (ABCB), které v buiice slouZzi k vyplaveni
IAA. Znédmych je celkem osm druhti PIN proteind, které se dale rozd€luji na dvé skupiny.
Prvni skupinou jsou kratké PIN, mezi néz patii PIN1, PIN2, PIN3, PIN4, PIN7 a nachazeji
se na plazmatické membrané.?’ Kazdy ze zminénych PIN je umistén na riiznych mistech v
kofenovych tkanich. Napiiklad PIN3 je lokalizovidn v kofenovém pericyklu,?! PIN4 je
umistén v kofenovém meristému.?? Druhou skupinou jsou dlouhé proteiny PIN, konkrétné
PINS, PIN6 a PINS, které zprostiedkovavaji transport I[AA zcytoplazmy do
endoplazmatického retikula.”> Do skupiny ABCB proteinii lze zatadit ABCB1, ABCB4,
ABCB19 a ABCB21.>* Transportni proteiny usnadiujici pifjem IAA zapoplastu do
cytoplazmy se nazyvaji AUXIN RESISTANT1/LIKE AUX1 (AUX1/LAX).%

1.1.2 Gibberelliny

Rostlinné hormony gibberelliny (GA) byly objeveny ve 30. letech 20. stoleti v Japonsku pii
studiu choroby ryZze, kterd se nazyva bakanae. Toto onemocnéni zpiisobuje houba Gibberella
Sfujikuroi, podle které byla skupina téchto fytohormonti pojmenovana. Onemocnéni bakanae

je typické nadmérnym riistem stonkt a nizkou produkci semen.?®

GA jsou dilezité pro vyvoj rostliny, a to zejména pro kli¢eni semen, prodluzovani stonku,
expanzi listd, vyvoj trichomd a indukci kveteni.?” V rostlindch, houb4ch a bakteriich je nyni
identifikovano vice jak 130 GA, ale ne viechny jsou biologicky aktivni.?® Skelet biologicky
neaktivnich GA obsahuje dvacet uhlikii (Obrazek 4). Biologicky neaktivni GA slouzi
v rostlinach jako prekurzory pro biologicky aktivni formy nebo v rostling ptedstavuji formu
deaktivovanych metaboliti. Bioaktivni GA maji strukturu slozenou z devatenacti uhlikd,

pfi¢emz dvacaty uhlik je nahrazen péticlennym laktonovym mistkem, ktery spojuje ctvrty a
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desaty uhlik. Mezi biologicky aktivni GA patii naptiklad GA1, GA3, GAs a GA7 (Obrazek

4).29, 30

Obrazek 4 Chemicka struktura gibberellinu 12 (5), kyseliny gibberellové (6), gibberellinu
4 (7) a gibberellinu 7 (8)

GA jsou diterpenoidni kyseliny, které jsou syntetizovany z geranylgeranyl-difosfatu
(GGDP) terpenovou cestou, kde je tvofen meziprodukt tetracyklicky diterpen ent-kauren.
GGDP se diky enzymu ent-kopalyldifosfatsyntaza (CPS) preméni na ent-kopalyl-difosfat
(ent-CPD), a poté na ent-kauren pomoci ent-kaurensyntazy (KS). Za ucasti enzymu ent-
kaurenoxidazy (KO) se ziska ent-kaurenol, ktery se pfeméni na ent-kaurenal, a poté na ent-
kaurenovou kyselinu, z které za pomoci oxidazy ent-kaurenové kyseliny (KAO) vznikne
ent-Ta-hydroxykaurenova kyselina a z té se vytvoii aldehyd GA 12, ktery se metabolizuje na
nebioaktivni GA12. GA12» miize byt nasledné preménén pomoci Cao-oxidazy na jiné GA.?®
Syntézy se uskutectiuji v riznych castech buiiky. Napiiklad GGDP a ent-kauren jsou
syntetizovany v plastidu, kdezto enzym KAO v endoplazmatickém retikulu. Oxidézy, které

preménuji GA12na daldi GA jsou syntetizovany v cytosolu.*!*2

1.1.2.1 Kyselina gibberellova

Kyselina gibberellova (GA3) je tetracyklicka dihydroxy-y-laktonova kyselina. GA3z ma
formu bilého krystalického prasku, ktery mé bod tani v rozmezi 233 az 235 °C. Rozpustnost
GA; ve vodé je 5 g-dm ™, 1épe se rozpousti v alkoholu, acetonu nebo ethyl-acetatu. Polo¢as

rozpadu GAj; ve vodnych roztocich je pii teploté 20 °C 14 dni a pii 50 °C 2 dny.3**

Fytohormon lze z rostliny izolovat pouze v nizkém mnozZstvi, proto je od 30. let 20. stoleti

GA; ziskdvana prevazné fermentaci. K produkci GA3 se vyuzivd nejcastéji fermentace
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v pevné fazi (SSF) a submerzni fermentace (SmF). Pii SSF fermentaci mikroorganismus
roste na pevné matrici bez pfitomnosti volné vody. Vyhody SSF jsou vysoké vytézky
produktii, nizka tvorba odpadnich vod a vzniklé vedlejsi produkty, které l1ze dale vyuzit jako
substraty.*>-¢ Pfi SmF fermentaci je mikroorganismus kultivovan v kapalném médiu, ktery
vyzaduje vice vody, energie a prostoru.’’ V piipadé primyslové vyroby GAs se nejvice

uplatiiuje fermentace SmF s houbou Fusarium fujikuroi.

Mezi nejdulezitéjsi ziviny pro produkci GAj3 patii prvky uhlik a dusik. Syntéza GAj3 zacina
v momenté, kdy mikroorganismy spotiebuji veskery dusik v médiu, ktery je pfitomen
nejcastéji ve forme siranu amonného, chloridu amonného nebo glycinu. K dosazeni lepsich

vytézki GAsrozhoduje pomér uhliku k dusiku. Nejbéznéjsi je pomér mezi 6:1 a 45:1.38

Produkci GA3 ovliviiuji fyzikalni faktory, a to pfedevsim teplota, ktera by se méla pohybovat
v zavislosti na pouzitém kmeni od 25 °C do 32 °C. Pro produkci GA3 se optimalni pH

nachazi v rozmezi hodnot 3,5 az 5,8.%*

Pro naslednou izolaci GA3 se nejcastéji vyuzivaji adsorpéni kolony. Adsorp¢ni kolony jsou
naplnény pevnou pryskyftici, ktera je afinitni k rozpusténé latce.” Dalsi metody, které lze
aplikovat pro izolaci GAs jsou extrakce kapalina-kapalina, separace pies membrany*’ a

chromatografické metody.’

1.1.3 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou rostlinné hormony, které¢ se podili na riistu a vyvoji rostlin véetné
déleni rostlinnych bun&k (cytokinezi), tvorby organti, mobility Zivin a starnuti.*! Vétsina
pfirozené se vyskytujicich CK ma strukturu adeninu s riiznou substituci na atomu dusiku
v poloze Sest. Nejbézngjsi cytokinin se nazyva trans-zeatin (Obrazek 5). Zeatin ma ve své
struktufe isoprenoidni postranni fetézec. Trams-zeatin je syntetizovan z dimethylallyl-
difosfatu a ADP/ATP pomoci enzymu isopentenyltransférazy, ktery produkuje
isopentenyladeninovy nukleotid a ten je nasledné metabolizovan cytochromem P450.%
Kromé frans-zeatinu se ve vysSich rostlinach miize zeatin vyskytovat i v konfiguraci cis, a
to diky vzijemné pfeméné pomoci enzymu zeatin-izomeraza.** Mezi dal§i pfirozené se
vyskytujici CK patii 6-benzylaminopurinin (Obrazek 5), ktery nese aromaticky postranni
fetézec. Piikladem umélého CK odvozeného od adeninu je kinetin (Obrazek 5). Kromé
adeninového skeletu mohou mit syntetické CK strukturu fenylmoc€oviny, které v rostlinach

nebyly doposud nalezeny. Zastupce CK fenylmocoviného typu je thidiazuron (Obrazek 5).*?
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K biosyntéze CK dochazi v kotfenové Spicce, kde je fytohormon déle transportovan do

nadzemni &asti rostliny.**

H
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Obrazek 5 Chemicka struktura trans-zeatinu (9), 6-benzylaminopurininu (10), kinetinu
(11) a thidiazuronu (12)

1.1.4 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je fytohormon ktery se hromadi v plodu baviniku a listech
platanii. Fytohormon byl objeven v 60. letech 20. stoleti.** ABA v rostling ovliviiuje zrani
embryi, dormanci semen, kliceni, bunécné déleni a indukci kvétu. ABA jakoZto rostlinny
hormon je velice vyznamny v reakcich na abioticky stres, jako je sucho, zasoleni piidy a na
nizkou nebo vysokou teplotu.*” Hormon ABA (Obrazek 6) mé strukturu seskviterpenoidu
s jednim stereogennim centrem na atomu uhliku. Pfirozen¢ se vyskytuje v konfiguraci S, ale
muze se vyskytovat i v enantiomerni R form€. ABA v konfiguraci R miize byt produktem

racemizace pres katabolit ABA trans-diol.*¢

13

Obrazek 6 Chemicka struktura kyseliny abscisové (13)

ABA se nachazi ve vSech ¢astech rostliny. Kromé rostlin ji mohou produkovat fytopatogenni

houby, bakterie, motské houby nebo &lovek.*”*> Houby syntetizuji ABA piimo z farnesyl-
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pyrofosfatu, zatimco biosyntetickd cesta v rostlindich je uskutecnéna nepiimo

z karotenoid®.*®

1.1.5 Ethen

Ethen (Obrazek 7) je nejjednodussim zastupcem alkenti a zaroven dilezitym hormonem ve
vysSich rostlinach, ktery je za normalniho tlaku a teploty v plynném skupenstvi. V 19. stoleti,
byl objeven ucinek ethenu na rostliny pfi Gniku plynu z pouli¢niho osvétleni. Osvétlovaci
plyn zpisoboval Zloutnuti a odumirani listd.** Na konci 19. stoleti fyziolog Dimitry
Neljubow poprvé prokazal biologicky ucinek ethenu, ktery ovliviiuje rostliny. Neljubow
pozoroval zvlastni rast u etiolovanych sazenic hrachu, za ktery mohl Unik osvétlovaciho
plynu v jeho laboratoii.>® V roce 1934 Richard Gane pomoci kvantitativni chemické metody
potvrdil své tvrzeni, Ze rostliny syntetizuji ethen.’! Ethen v rostling difunduje do blizkych
bunck pies membrany, tudiz neni potieba transportnich proteinli, které by ethen

distribuovaly.*
HZC = CH2

14

Obrazek 7 Chemicky vzorec ethenu (14)

Metabolicka draha biosyntézy ethenu v rostlindch je slozena ze dvou krokti. V prvnim kroku
dochazi k pfeméné S-adenosyl-L-methioninu na 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou
kyselinu (ACC) pomoci enzymu ACC syntdzy. V druhém kroku se ACC metabolizuje na
ethen diky ACC oxidaze.>

1.1.6 Jiné piirodni regulatory riistu

1.1.6.1 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BR) jsou polyhydroxylované fytosteroly, které nesou minimalné jeden
atom kysliku na uhliku v poloze tfi. Molekula BR mtiZe nést i vice atomt kysliku, které se
budou nachézet na uhlicich v polohach dva, Sest, dvacet dva nebo dvacet tfi. BR se vyskytuji
v rostlinach pfirozrné a soucasné je identifikovano vice nez 70 druhéi BR.>* V 70. letech 20
stoleti byl poprvé izolovan nejaktivnéj§i BR s ndzvem brassinolid (BL) z pylovych zrn
Brassica napus (brukev fepka).>> Pro optimalni rlist a vyvoj rostlin je ddlezité udrzovat

optimalni hladinu BR. V nadmérmém mnoZzstvi BR piisobi jako inhibitor, kdezto v malém
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mnozstvi plsobi jako aktivator.’® Nejhojnéji se vyskytuji dvaceti osmi uhlikaté BR

castasteron (CS) a BL (Obrazek 8).%’

HO"

15 16

Obrazek 8 Chemicka struktura brassinolidu (15) a castasteronu (16)

BR jsou syntetizovany na endoplazmatickém retikulu a dale jsou transportovany do

apoplastu.®® Syntéza BR je uskute¢néna z kampesterolu diky enzymu cytochrom P450.4?

1.1.6.2 Kyselina jasmonova

Kyselina jasmonova (JA) se fadi mezi oxylipiny, coZ jsou oxidované derivaty mastnych
kyselin. Mezi diilezité funkce JA patii vyvoj kvétil, embryogeneze a kli¢eni.>* Fytohormon
JA dokaze eliminovat biotické a abiotické stresy, naptiklad kdyZ jsou rostliny vystavené UV
zareni®® nebo zvysené teploté.®! Hromadéni JA v bunéénych kulturdch Petroselinum
hortense je podporovano houbovymi patogeny.®> Nejvyssi hladina JA se nachézi
v reprodukénich organech a v kvétech, kdezto nejnizsi hladina je v kotfenech a zralych
listech.%® Mezi vyznamné derivaty JA patii methyl-jasmonét (Obrazek 9). Methyl-jasmonat
je vyznamny svou ochrannou funkci, kterou plisobi na povrch rostlin. Tento derivat JA
indukuje syntézu obrannych inhibitorli proteindz nejen v oSetfenych rostlinach, ale také

v jejich okoli.%

o N

COOH
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Obrazek 9 Chemicka struktura kyseliny jasmonové (17) a methyl-jasmonatu (18)
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Syntéza JA zalind v momenté, kdy se pomoci fosfolipazy oddé€li kyselina linolenova

z membran chloroplastu.%

1.1.6.3 Kyselina salicylova

Kyselina salicylova (SA) je fenolicky hormon, diky kterému rostlina muze odvadét vodu
povrchem listu &i piijimat ionty.%® Derivaty SA se souhrnné nazyvaji salicylaty. Znamym
derivatem SA je salicin (Obrazek 10), ktery se nachazi ve vrbové kiife. DalSim vyznamnym
salicylatem je methyl-salicylat (Obrazek 10), ktery se nachazi vkefi libavka.t”8
Nejznaméjsim derivatem SA je kyselina acetylsalicylova (Obrazek 10), ktera se skryva pod
obchodnim ndzvem aspirin (pfipadné anopyrin ¢i acylpyrin). Nazev aspirinu, léku proti
bolesti, je odvozeny od Poa pratensis (lipnice lu¢ni). Acetyl SA byl poprvé izolovan na

konci 19. stoleti slavnou némeckou firmou Bayer.*?

19 20 21 22

Obrazek 10 Chemicka struktura kyseliny salicylové (19), salicinu (20), methyl-salicylatu
(21) a kyseliny acetylsalicylove (22)

V metabolismu SA existuji stale nejasnosti. Vychozi latkou syntézy SA je aminokyselina
fenylalanin, ktera je pfeménéna pomoci enzymu fenylalanin amoniak-lyazy na kyselinu
trans-skoficovou. Kyselina trans-skoficova je nasledné dekarboxylovana na kyselinu

benzoovou, kterd je hydroxylovana diky enzymu 2-hydroxyléza kyseliny benzoové na SA.%

1.1.6.4 Strigolaktony

Rostlinné hormony strigolaktony (SL) jsou seskviterpenové laktony odvozené od
karotenoidu.”® SL jsou vybornym inhibitorem vétveni rostlin.”! V roce 1966 byl izolovan
prvni SL, strigol (Obrdzek 11), ktery byl ziskan z kofenového vymésku parazitického
plevele Striga lutea.” Paraziticky plevel predstavuje v zemédélstvi velky problém, roste na
kotfenech napadené rostliny, kde se dale rozmnozuje. Svého hostitele paraziticky plevel obira

o Ziviny, nebot neni schopny fotosyntetické asimilace.” Z pozdgjsich studiich na mutantech,
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kteti trpéli deficitem SL bylo zjisténo, ze fytohormon potlacuje vétveni vyhonki. Diky t€émto
studiim byly SL v roce 2008 zafazeny na seznam rostlinnych regulatort.”® Vedle strigolu je
dalsim ptikladem ptirozené se vyskytujiciho SL jeho diastereomer orbanchol (Obrazek 11).

Zastupcem syntetickych analogi je napfiklad latka GR24 (Obrazek 11).7°

OH O/,' O OH O/,, O O O
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Obrazek 11 Chemicka struktura strigolu (23), orbancholu (24) a GR24 (25)

Biosyntéza SL zahrnuje celkem tfi enzymy, jednu izomerazu a dvé dioxygenazy, které se
nachdzi v plastidech a $tépi karotenoidy. Enzymy maji za ukol pfeménit 3-karoten na lakton,

¢imz vznika karlakton, ktery je dale oxidovéan v cytosolu buiiky, kde vznik4 SL.”®

1.2 Vyuziti v zemédélstvi

IAA jsou ve vysSich koncentracich pro rostlinu toxické, a proto jsou v zemédélstvi hojné
vyuzivany auxinové herbicidy, které slouzi k hubeni dvoudé€loznych pleveli. Auxinové
herbicidy jsou ve srovnani s IAA stabilnéjsi, a proto je jejich uc¢inek dlouhotrvajici. Mezi
takové herbicidy patii derivaty kyseliny fenoxyoctové obsahujici atomy chloru, kdy mezi

nejzndmé;jsi derivat patii kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D).”"8

Aplikace GA pomoci postiiku vede k vétsi velikosti, hmotnosti, pevnosti plodi tfesni’® a
hroznti bez pecek.’ GA; se vyuzivd ke zvySeni aktivity hydrolytickych enzyml ve
sladovnickém je¢meni®! a k urychleni kli¢eni semen Trichocereus terscheckii.®* P¥i produkci
s6ji zmirfiuje GAj; stres ze zasoleného prostiedi a obnovuje normélni vyvoj séjovych bobd.®
V ptipad¢ kukufice dokaze GA3 zmirnit U€inky sucha v dobé€, kdy se kukufice nachazi ve
vegetativni fazi®* a v kombinaci s kiemikem chrani plodinu pred &ervy Spodoptera
frugiperda.®® GA4 a GA7 mohou chranit slupky jablek pted rzivosti, kterd je ¢asto zptisobena

mrazem.5°

Fytohormon cytokinin patfi mezi hlavni regulatory vynosu semen. Exogenni aplikace na

bavinik vede ke zvySeni vynosu semen bavlny, kterd jsou dilezitym zdrojem oleje a
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bilkovin.}” Zastupce CK benzyladenin je v zemé&délstvi vyuzivan k produkci zdravych

sazenic ryze.*

Exogenni aplikace ABA oddaluje vadnuti kvétin a umoziiuje rostliné prezit kratké obdobi
v suchém prostiedi, cehoz se vyuziva pii preprave rostlin na dlouhé vzdalenosti. Pii pieprave
rostlin do prodejen mohou byt rostliny vystaveny stresu jako je vysoka teplota nebo

nepravidelny ptisun vody, coz zpiisobi vyschnuti substratu, a nakonec zvadnuti rostliny.®

Ethen je hojné€ vyuzivan k dozravani banant. Banany se sklizeji zelené, aby nedoslo ke
zkazeni béhem dlouhé prepravy. Nez se banany dopravi do prodejen, tak se nechavaji dozrat
ve specialnich skladech, kde se do vzduchu pfida ethen. Ethen ptisobi jako inhibitor kli¢eni
hliz v bramborech, kde dochazi k do¢asnému zastaveni kli¢eni.*? Ethefon (kyselina 2-
chlorethylfosfonovd), ktery je vrostlindich metabolizovan na ethen se vyuziva

k predsklizitovému a poskliziiovému zrani ovoce, zeleniny a obilovin.®
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2 CYKLODEXTRINY

Cyklodextriny (CD) jsou makrocyklické oligosacharidy skladajici se z riznych pocti D-
glukopyranosovych jednotek spojenych a-1,4 glykosidickymi vazbami. Jejich velmi
dalezitou vlastnosti je minimalni toxicita, coz umoznuje hojné vyuziti v potravinaistvi ¢i
farmacii. Pozornost si zaslouzily pfedevs$im svymi schopnostmi inkludovat jiné molekuly do
svych lipofilnich kavit. CD jsou pfipravovany enzymatickou degradaci polysacharidu

skrobu (Obrazek 12).9%°!

CGTase (Bacillus macerans) OH
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Obrazek 12 Piiprava CD enzymatickou degradaci Skrobu

2.1 Historie

Poprvé byly CD popsany v roce 1891 francouzskym védcem Antoinem Villiersem, ktery
studoval plsobeni maselné fermentace mikroorganismu Bacillus amylobacter na
bramborovém $krobu.”>?* Pozoroval tvorbu nezadoucich krystald tehdy neznamé latky se
zvlastnimi vlastnostmi. Tyto krystaly nazval celulosin, kviili jejich podobnosti s celulosou.
Mezi jejich spole¢né vlastnosti patii odolnost vii¢i kyselé hydrolyze, absence redukujicich

funkénich skupin, $patna rozpustnost ve vodé¢ a nestravitelnost mnohymi mikroorganismy.

Prvni, kdo popsal piipravu, izolaci a vlastnosti CD byl rakousky védec Franz Schardinger.”*
Zabyval se vyzkumem mikroorganismu, které mohou vést k otrave jidlem. V roce 1903 diky
tomuto vyzkumu objevil, Ze typ vysoce tepelné¢ odolnych mikroorganismii byl schopen
rozpoustét skrob a vytvaret vedlejsi krystalické produkty podobné celulosinu. Z jodové
reakce zjistil, ze se jednd o dva produkty, které pojmenoval krystalicky dextrin-a a
krystalicky dextrin-f (n€kdy také nazyvané Schardingerovy dextriny). V roce 1904 izoloval
novy mikroorganismus Bacillus macerans, ktery byl schopny poskytnout stejné krystalické

dextriny jako piedtim, ale s vy3$§im vytézkem.”
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Od pocatku 20. stoleti zacali vytvaret historii CD dal$i vyznamni badatel¢, kterymi byli
Pringsheim, Karrer, Feudenberg, French, Cramer, Casu, Bender, Saenger, Nagai, Szejtli a

Pitha.

Po objeveni CD nastalo v letech 1911 az 1935 obdobi pochybnosti a neshod. Stale nebyla
popsana struktura CD. Po této fazi od roku 1935 do roku 1950 nastalo obdobi vyzkumu, kdy
bylo publikovano velké mnozstvi praci zejména dvou vyzkumnych skupin. Prvni skupina
pod vedenim amerického chemika Dextera Frenche odhalila molekulovou hmotnost a-CD
a B-CD, kterou urcili z rentgenové difrakce a z méfeni hustoty krystali. French a jeho
skupina dokazali spravné pritadit k a-CD Sest glukopyranosovych jednotek, k B-CD sedm a
ke y-CD osm glukopyranosovych jednotek.’® Druha skupina pod vedenim némeckého védce
Karla Johanna Freudenberga dokazala jako prvni popsat cyklickou strukturu CD.?” Poté

v roce 1949 Friedrich Cramer zavedl nomenklaturu CD.%®

Vyzkum mezi lety 1950 a 1970, byl zaméfen na zjiStovani konformace a analyzu
spektroskopickych dat CD a jejich inkluznich komplext, které se mohou uplatnit v katalyze

a dale vyuzit jako enzymové modely.

Od roku 1970 se zac¢inaji CD hojné vyuzivat v komer¢ni sféfe. Zpocatku nasly své uplatnéni
ve farmaceutickém a potravinaiském primyslu, poté se jejich vyuZiti rozsifilo do dalSich
primyslovych odvétvi. Bylo vyvinuto mnoho katalyzitori na bazi CD pro rizné
syntézy.”>1% V soucasnosti vychazi kazdym rokem vice nez 4000 publikaci na téma CD a

jejich komplexi.'*!
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Obrazek 13 Pocet publikaci o CD vydanych v letech 1998 az 2020 dle Chemical
Abstracts, SciFinder Scholar ™
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2.2 Rozdéleni, vlastnosti a struktura cyklodextrini

Ptirodni CD jsou déleny podle poctu glukopyranosovych jednotek. Nej€astéji se vyskytuji
CD se Sesti (a-CD), sedmi (B-CD) nebo osmi (y-CD) glukopyranosovymi jednotkami.
Glukopyranosové jednotky v prostoru zaujimaji *C; zidlickovou konformaci. Piirodni CD
maji tvar komolého kuzele (Obrazek 14) s primarnimi a sekundérnimi hydroxylovymi
skupinami, které jsou umistény na uzsich a SirSich okrajich struktury. Cyklick4 struktura CD
vytvaii vnitini ¢ast makrocyklu (kavitu), kterd je hydrofobni a vnéj$i hydrofilni cast, coz
umoziuje interakci s velkym mnoZstvim molekul.!® CD se ziskéavaji ze smési selektivni
precipitaci organickymi latkami, mezi které patii napiiklad hexan nebo fluorbenzen, se

kterymi tvoii CD malo rozpustné inkluzni komplexy.”!
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Obrazek 14 Chemické struktury a rozméry pro a-, - a y-CD'%

Kvuli zlepSeni fyzikalné-chemickych vlastnosti (Tabulka 1), se zacaly ptirodni CD
modifikovat. Cilen¢ vznikly derivaty, které vykazuji lepSi rozpustnost, také byla

prizptisobena velikost a tvar kavity pro inkludovanou molekulu.
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Tabulka 1 Vybrané vlastnosti jednotlivych CD

Vlastnosti a-CD B-CD v-CD
Pocet glukopyranosovych jednotek 6 7 8
Molekulova hmotnost [g-mol™] 973 1135 1297
Rozpustnost ve vodé pri 25 °C [%, w/v | 14,5 1,9 23,2
Vyska kavity [A] 7,9 7,9 7,9
Primér kavity [A] 4,7-53 6,0-6,5 7,5-8,3
Objem Kkavity [AJ] 174 262 427

2.3 Inkluzni komplexy

CD maji schopnost tvofit relativné stabilni inkluzni komplexy se Sirokym spektrem riznych
pevnych, kapalnych a plynnych latek. V téchto komplexech je hostujici molekula drzena
v dutiné hostitelské molekuly CD pomoci nekovalentnich interakei, jako jsou naptiklad van
der Waalsovy sily, disperzni interakce nebo vodikové vazby.!** Hydrofobni kavita CD je
vhodnym hostitelem pro znacné mnozstvi organickych latek ptfevazné lipofilniho charakteru.
Vzniklé inkluzni komplexy lze v nékterych piipadech izolovat jako stabilni krystalické
latky.!% Zaclenéni ligandu do CD ma vyznamny vliv na fyzikdlné-chemické vlastnosti

ligandu.”!

Dutlezitd charakteristika inkluznich komplext je jejich stechiometrie, kterd zavisi na
velikosti kavity a charakteru hosta. Komplexy s riznou stechiometrii se zpravidla vyskytuji
v roztoku vedle sebe v rovnovéaze. Termodynamické parametry a asociacni konstanty (K.),
nékdy také oznafovany jako konstanty stability, se mohou stanovit riznymi fyzikalné-
chemickymi metodami.”! Piikladem je isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie (ITC) nebo
nuklearni magneticka resonance (NMR), pomoci kterych Ize urcit stechiometrii titraénimi

106 nebo metodou Jobova grafu.!®” V priibéhu titrace se do roztoku hosta ptidava

experimenty
alikvotni podil hostitele nebo v nékterych piipadech do roztoku hostitele urcity podil hosta.
Dulezité je udrZzovani konstantni koncentrace jedné z komponent. V rezimu rychlé vymény
na Casové Skale NMR zéavisi chemicky posun na molarnich zlomcich ¢isté komponenty podle

rovnice (1).

6= Spure T Xi €Y)

Dalsi uziteénou NMR metodou pro urovani stechiometrie komplext je konstrukce Jobova

grafu, kterd byva ¢asto oznatovana jako metoda kontinudlnich variaci.!” Pi této metodé se



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

udrzuje konstantni soucet koncentraci obou komponent a méni se jejich molarni podily.
Dalsi metoda, kterou Ize urcit stechiometrii a odhadnout stabilitu komplexu, je hmotnostni
spektrometrie v kombinaci s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS). ESI patii mezi mékkeé
ionizaéni techniky, pfi nichz dochazi k fragmentaci ptiivodnich molekul jen v malé mite. Pro
studie ESI-MS jsou idedlnimi analyty nabité koordina¢ni komplexy, které jsou snadno
ionizovany zpravidla pouze odstranénim protiontu, ¢ehoz lze snadno dosdhnout v polarnich

rozpoustédlech.!%®
V fad¢ piipadld interaguje host (G) s hostitelem (H) ve stechiometrickém poméru 1:1.
Existuji také priklady supramolekuldrnich systéma s vy$s$i stechiometrii, znichz se
nejbéznéji vyskytuji poméry 2:1 (G2H) a 1:2 (GH) (Obrazek 15).'%” Vznik komplexu GH
v poméru 1:1 vyjadiuje rovnice (2) a piisluSnou rovnovdznou neboli asociacni konstantu,
vypoctenou pomoci koncentraci jednotlivych molekul vyjadfuje rovnice (3).

G+HSGH (2)

[GH]
[G] - [H]

Kf i

Kal:1 = (3)

Hostitel Host

1:1 221 152 252

Obrizek 15 Mozné stechiometrie CD komplexd!!?
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2.4 Vyuziti cyklodextrinii

CD jsou netoxické latky, které maji v dnesni dobé velmi Siroké vyuziti v riznych odvétvich
pramyslu. Kromé potravinaistvi se CD Siroce uplatiuji ve farmacii, kde slouzi k
zakomplexovani Spatné¢ rozpustnych 1éciv, aby doslo ke zvySeni jejich biologické
dostupnosti.''! Dalsi uplatnéni CD a jejich derivati je kupiikladu v chemickém primyslu,
kde se tyto molekuly vyuzivaji jako katalyzatory pro zlepsSeni selektivity reakci a pro
separaci a Gisténi produktd.''? Aplikace CD v oblasti analytické chemie, se konkrétng

nachézi v chromatografii, kde se hojné vyuZivaji pro separaci enantiomeri.'!?

1% 1%

10%

M Potraviny a kosmetika

H Farmaceuticky primysl

i Chemicky pramysl
Zemédeélstvi

H Analyticka chemie

Obrazek 16 Procentualni zastoupeni CD v jednotlivych odvétvich primyslu''*

2.4.1 Potravinarsky primysl

Komplexace tékavych latek pted pouZitim v potravindch je vyhodné kvili zamezeni
degradace nebo ztraty aroma béhem zpracovani potraviny. K zakomplexovani komponent
se vyuziva stabilizace takzvané ,,by powdering®, ktera je typicka pro rizna ochucovadla a
koteni. V potravinafstvi maji komplexy CD velmi dobrou povést pro jejich vysokou stabilitu
béhem tepelného zpracovani. Takovym piikladem je vyroba bonboni, susenek a Zvykacek,
kde je nutné pouziti véts§itho mnozstvi ochucovadla, nezZ jaké zlstava v kone¢ném produktu.
Pti pouziti aditiva v podobé inkluzniho komplexu s CD lze snizit mnozstvi pouzitych
ochucovadel neZ pii pouZiti samotného ochucovadla. Navic tyto komplexy vydrzi déle
senzoricky aktivni neZ tekuté esence nebo slozky samotné.!!>!'¢ Komplex s CD se vyuziva
1 u neptijemné zapachajici a nestabilni kyseliny dokosahexaenové (DHA), ktera se fadi mezi
zdravi prospéSné omega tfi nenasycené mastné kyseliny. Komplex DHA@CD dokéZe snizit

nepiijemny zéapach a zlepsit stabilitu DHA.'”
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Dale se CD vyuziva ke zlepSeni chuti ndpoji a bylinnych sirupli. Snizuji hotkou chut’
do népoji, které obsahuji katechiny dojde ke snizeni nepiijemné hotké chuti, ¢ehoz se hojné
vyuziva pii vyrobé ¢ajovych napoji. Do zenSenového extraktu se pridava konkrétné y-CD.

Vzniklé komplexy potla¢uji nejen hotkou chut,, ale snizuji i hygroskopické vlastnosti.!!8

CD v potravinach chréni lipofilni slozky potravin, jako jsou vitaminy a mastné kyseliny,
které jsou citlivé na kyslik, svétlo nebo teplo. Takovym piikladem je vitamin E (tokoferol),
jenz vykazuje nizkou rozpustnost ve vod¢ a vysokou citlivost na svétlo. V komplexu s CD je

vitamin E stabilngj$i neZ pii pouziti samotného tokoferolu.!"’

2.4.2 Zemédélstvi

CD tvoti komplexy se Sirokou Skalou latek vyuZzivanych v zemédé€lstvi. Takovymi latkami
jsou syntetické pesticidy, mezi které patii herbicidy, insekticidy nebo fungicidy.
Komplexace pesticidii s CD vede ke zlepSeni jejich vlastnosti a zpravidla ke zvySeni
ucinnosti. T€kavé kapaliny lze diky komplexaci pfeménit na stabilni pevné praSky a
dosdhnout tak ztraty jejich tékavosti. Nékteré ucinné latky nejsou vyuzivany kviili jejich
nesnesitelnému zéapachu. V komplexu s CD lze dosahnout snizeni této neptijemné vlastnosti,
a to bez zmény biologického uCinku. Komplexace CD muze zpomalovat uvoliiovani

biologicky aktivnich latek.'*°

Syntéza inkluznich komplexti hydroxypropyl-B-CD a B-CD s nizkotoxickym fungicidem
2,4,5,6-tetrachlor-1,3-ftalonitrilem (také nazyvanym chlorothalonil) vede ke zvySeni
rozpustnosti ve vodé¢, tepelné stabilité a zachovéani fungicidni aktivity."”! Insekticid
imidakloprid (IMI) patfi mezi G€innou latku, ktera se vyuziva k hubeni savého hmyzu a
termitd. U komplexu B-CD s IMI doslo ke zlepSeni rozpustnosti a ke zvySeni ucinnosti
pesticidii.'*? Komplex IMI@B-CD byl pro svou vlastnost fizeného uvoliiovani u¢inné latky
aplikovan v textilnim odvétvi, zeméd€lstvi nebo pro vyrobu polypropylenovych a

filamentovych prizi.'*?

Nékteré pesticidy relativné rychle degraduji a jejich degradace zacina uz béhem jejich
syntézy a zvySuje se aplikaci do prostfedi. Vysledné degradacni produkty se li§i od
puvodnich pesticidt fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, zejména mohou byt toxi¢téjsi a mit
delsi perzistenci v prosttedi. Takovy ptipad byl zaznamenéan u herbicidu, ktery se nazyva
alloxydim. Degradaéni produkty alloxydimu vykazuji vys$si rozpustnost ve vodé€, mobilitu ¢i

tepelnou stabilitu, ale z vyzkumu byla také zjisténa jejich zvySena toxicita nez u ptivodni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

slouceniny.!?* Obecné plati, ze vytvofeni inkluzniho komplexu CD s pesticidem, miize

zabranit jeho degradaci a tim zamezit zvyseni toxicity.'?
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II. PRAKTICKA CAST
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje

Mg¢teni spekter nuklearni magneticka resonance byla provadéna na pfistroji JEOL INM-ECZ
400R/S3 pracujicim pfi frekvenci 399,78 MHz (‘H) a 100,53 MHz ('*C). Chemické posuny
v 'H a 3C NMR spektrech jsou uvadény v jednotkach ppm. Jako interni standardy byla
pouzivana rozpoustédla 3C §(DMSO-ds) = 39,59 ppm, 'H: §(DMSO-ds) = 2,50 ppm a
0(D20) =4,75 ppm. Pouzita rozpoustédla byla ziskana z komercnich zdrojt a byla pouzivana

bez dalsi Gpravy.

K méfeni na ITC pfistroji byl pouZzit isotermalni titraéni mikrokalorimetr VP-ITC, firmy
MicroCal. Mikrokalorimetr a jeho méfici ¢ast zahrnuje automatickou mikropipetu o objemu
295 ul. Dalsimi dvémi ¢astmi jsou referencni (srovnavaci) a reakéni (méfici) cely ve tvaru
mince o objemu 1,4438 ml. Teplota obou cel byla po celou dobu experimentu pocitacove
udrZovéana na 30 °C. Experiment byl vyhodnocen v programu ORIGIN 7.0 s matematickym
modelem (,,One set of Sites™) pro vyhodnoceni reakéni stechiometrie (n), vazebnou
konstantu (K), enthalpii (AH) a entropii (AS). Vzorky byly pfed méfenim odplynény na

odplynovacim pfistroji ThermoVac od firmy MicroCal.

ESI-MS experimenty byly provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
amaZon X (Bruker Daltonics) za pouZiti elektrospreje jako iontového zdroje. Méfeni byla
provadéna v negativnim skenovacim modu. Do iontového zdroje byly vzorky pfivadény

kovovou kapilarou pfi konstantnim pritoku 3 pl-min”!

. Podminky méfeni samotné GA3 a
jejich smési s hostujicimi molekulami se liSily, proto jsou uvedeny separatné. GAj:
koncentrace 0,5 pg-ml™!, rozpoustédlo MeOH:H,O 1:1 (v:v), napéti na kapilate 4,2 kV,
napéti na konci kapilary 140 V, teplota susiciho plynu 220 °C, pratok susiciho plynu 6
dm*min™!, tlak rozpraSovaciho plynu 55,16 kPa. Komplexy hostitel host: koncentrace hosta
12,5 uM, koncentrace hostitele 12,5 nebo 37,5 uM, rozpoustédlo H>O, napéti na kapilaie 4,0
kV, napéti na konci kapilary 20 V, teplota susiciho plynu 300 °C, pratok susiciho plynu 6
dm?-min!, tlak rozpragovaciho plynu 206,84 kPa. Jako susici a rozprasovaci plyn byl pouzit

dusik. Tandemova hmotnostni spektra byla, po izolaci vybraného iontu, métena za pomoci

kolizni indukované disociace (CID), pticemz jako kolizni plyn bylo pouzito helium.
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3.2 Méreny ligand a hostitelské molekuly

V experimentu byl méfen ligand GA3 (Obrazek 4), jehoz molarni hmotnost je 346,38
g-mol . Ligand byl ziskan od firmy Merck (Sigma—Aldrich).

Jako hostitelské molekuly byly pouzity a-CD, B-CD a y-CD (Obrazek 14). Molarni
hmotnost a.-CD &ini 972,86 g-mol !, v piipadé y-CD je uvadéna hodnota 1297,12 g-mol '
Oba makrocykly byly ziskany od firmy Glentham life sciences. Poslednim makrocyklem,
jenz byl pii méfeni vyuzit je B-CD, ktery byl ziskdn od firmy Acros Organics a pred
samotnym méfenim byl standardizovan pomoci CHNS elementarni analyzy. Experimentalni

molarni hmotnost pouzivaného B-CD byla 1224,55 g-mol .

3.3 Priprava pufru o pH 8,16

Pro NMR m¢éfteni byl ptipraven pufr o pH 8,16. Pufr byl ptipraven ze 14,26 mg, 16,57 mg
KCl a 0,92 mg NaOH. Jednotlivé navazky byly rozpustény ve 4,5 ml D,O.

Puftr pro ITC méfeni byl ptfipraven v odmérné baiice o objemu 500 ml, kde bylo kvantitativné
prevedeno 1,5511 g H3BOs, 1, 8598 g KCl a 0,0857 g NaOH. Odmérna baiika byla doplnéna
po rysku destilovanou vodou. pH takto pfipraveného pufru bylo zméfeno na pH metru HI

2221 Bench a hodnota byla stanovena na 8§,16.

3.4 Priprava vzorki

Navazky byly stanoveny na mikrovahach znacky Mettler Toledo, které méfi s piesnosti na
+1ug a na analytickych vahach Boeco s pfesnosti na £0,1 mg. K pipetovani byly pouzity
automatické pipety Transferpette S v rozsahu objemu 100-1000 pl a Eppendorf Research
Plus 20-200 pl.

Vzorek na NMR méfeni byl vytvofen rozpusténim navazky 5,5 mg GAs v 600 pl DMSO-ds.
Do NMR kyvety bylo odpipetovano 500 pl.

NavaZzka s obsahem 5,8 mg GA3 byla rozpusténa v 600 pl D-O. Do NMR kyvety bylo

odebrano 500 pl nasyceného roztoku.

Ke zbytku asi 100 pl roztoku, bylo ptidano 60 mg 10 % K>COs3 a dalSich 500 pl D20, poté
bylo do kyvety odebrano 500 pl roztoku do NMR kyvety.
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Jako vnitini standard pro NMR byla pouzita navazka 9,71 mg kyseliny maleinové, ktera byla
rozpusténa v 1 ml D>0. 100 pl tohoto roztoku bylo ptidano do kyvety s 500 pl nasycené¢ho
roztoku GA;.

Pro méfeni stability GA3z v alkalickém prostfedi byl pfipraven vzorek z 5,09 mg GA3
rozpusténé v 600 pl D>O. Do NMR kyvety bylo odpipetovano 500 ul vzorku. Navazka 45,9
mg K>COs3 byla rozpusténa v 600 pl D20. 500 pl roztoku s KoCOs bylo odebrano do kyvety
ke GAs.

Na ptipravu vzorku pro ovéieni stability GA3z v pufru byla pouzita navazka 0,76 mg GA3s,

ktera byla rozpusténa v 1 ml pufru.

Pro NMR titraci byly vzorky pfipravené rozpusténim navazky GAz v 600 pl D>O nebo v
pufru o pH 8,16 (Tabulka 2 a 3). Poté bylo odebrano Do NMR kyvety 500 pl roztoku.
Obdobné byl pfipraven i roztok s CD s rozdilem, Ze makrocyklus byl rozpustén v objemu
750 ul D20 nebo pufru o pH 8,16 (Tabulka 2 a 3). Do kyvety obsahujici ligand byly postupné

pipetovany celkem tfi ekvivalenty CD.

Tabulka 2 Navazky GAs a CD rozpusténych v D2O

Prostiedi Vzorek m [mg]
GA3 0,78
a-CD 6,41
D20 GA3 0,80
B-CD 7,46
GA3 0,78
17-CD 8,52

Tabulka 3 Navazky GA3z a CD rozpusténych v pufru

Prostiedi Vzorek m [mg]
GA;3 0,76
a-CD 6,41
Pufr pH 8,16 GAs 0,76
’ B-CD 8,05
GA3 0,79
7-CD 8,44

Jednotlivé navazky ligandu a makrocyklu (Tabulka 4 a 5) pouzitych na konstrukci Jobova
grafu byly rozpustény ve 3,3 ml D>O. Do 11 NMR kyvet byly postupné pipetovany alikvotni

objemy obou komponent, v rozsahu molarniho zlomku kazdé z komponent xj=0-1.
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Tabulka 4 Navazky GAsz a CD pro Jobuv graf

Vzorek m [mg]
GA3 2,53
a-CD 6,81
GA;3 2,43
B-CD 7,91
GA3 2,43
y-CD 9,09

Tabulka S Pipetované objemy roztoku do jednotlivych NMR kyvet

Kyveta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Vga, [nl] | 600 540 480 420 360 300 240 180 120 60 0
Vep Il | O 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600

Vzorky pro ROESY experiment byly pfipraveny rozpusténim navazek GAj; (Tabulka 6)
v 700 pl D>0. Nasledné bylo odpipetovano 600 pl vzniklych nasycenych roztok, které byly
ptidany k navazce B-CD nebo y-CD (Tabulka 6). Poté bylo napipetovano 500 ul jednotlivého

roztoku do kyvety.
Tabulka 6 Navazky GA3z a CD pro méfeni ROESY
Vzorek GA;3 B-CD GA; v-CD
m [mg] | o071 4,66 | 0,79 5,32

Na ITC meéteni byly vzorky pfipraveny podle (Tabulky 7 a 8).

Tabulka 7 Navazky GA3z a CD rozpusténych v H>O pro méfeni na ITC

Prostiedi Vzorek m [mg] V [ml]
GA3 1,91 10
a-CD 7,28 1,5
GAs3 1,67 10
H:0 B-CD 5,62 1
GA3 1,88 10
v-CD 9,89 1,5
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Tabulka 8 Navazky GAsz a CD rozpusténych v pufru pro méteni na ITC

Prostiedi Vzorek m [mg] V [ml]
GA3 1,74 10
a-CD 4,95 1
Pufr pH 8,16 B('; CA;) é:gg 110
GAs3 1,76 10
v-CD 6,57 1

Na kli¢ici experiment byly pfipraveny celkem tfi roztoky. Prvni roztok byl piipraven z 5,2
mg GA3, navazka byla kvantitativné pfevedena do odmérné banky o objemu 500 ml, ktera
byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Dalsi roztok byl pfipraven z navazky 9,8 mg [3-
CD, kde byl CD kvantitativn¢ pteveden do odmérné baiky o objemu 250 ml a doplnén po
rysku pfedchozim roztokem GAj3. Roztok s B-CD byl pfipraven z navazky 9,7 mg a pfeveden
do 250 ml odmérné banky. Odmérna banka byla po rysku doplnéna destilovanou vodou.
Experiment byl sestaven z celkem 22 misek, které vcelku obsahovaly 220 semen z rostliny
Lunaria rediviva (mésicnice vytrvald), z nichz 100 bylo po dobu 14 dni zamrazeno na teplotu
—5 °C a zbylych 120 bylo uchovavanych pii laboratorni teploté. Do kazdé misky bylo na
vatovy tampon uloZeno 10 semen, které byly zality 15 ml roztoky (Tabulka 9). Aplikace
roztokd probihala v uzavieném laminarnim boxu. Misky, semena a vatové tampony byly

pted pouzitim dezinfikovany ponofenim do 3 % H20..

Tabulka 9 Pocet misek s jednotlivymi roztoky pouZitych na kli¢ici experiment

Vzorek H:0 GA3 B-CD B-CD s GAs
Laboratorni teplota 3 3 3 3
Teplota -5 °C 3 3 3 1
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4 DIKUZE A VYSLEDKY

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, zda GAj3 tvoii komplex s a-CD, B-CD ¢i y-CD.
Vznikly komplex GA3;@CD by mohl vyfesit problém s aplikaci vhodné koncentrace
hormonu, ¢imz by bylo zajisténo dlouhodobé uvolnovani nizké koncentrace a tim prodlouzit

pusobeni rostlinného hormonu.

4.1 Kyselina gibberellova

V prvni ¢asti experimentu bylo hledano rozpoustédlo vhodné pro NMR méfeni, ve kterém
by byla zkoumana kyselina dobte rozpustna. Pro ovéfeni identity komeréni GA3 byl jako
rozpoustédlo pouzit DMSO-ds, ve kterém doslo k rozpusténi GAs. U tohoto roztoku byla
zméfena *C, DEPT-135, 2D COSY a 2D HSQC spektra, pomoci kterych byly ptifazeny
signaly uhlikd (Pfiloha 1) a vodik® (P¥iloha 2) zkoumané kyseliny. 'H NMR spektrum bylo
porovnano se spektrem z databaze!?®, &¢imz bylo prokazano, Ze se jedna o zkoumanou GA3.
Nasledné byla vyzkouSena rozpustnost GA3 v D20, protoze komplexy s CD v DMSO-ds
jsou podstatné méné stabilni nebo by komplexace viibec nemusela probéhnout. V D,0 se
rozpustila pouze ¢ast ligandu, proto byl nasyceny roztok odebran do NMR kyvety a bylo
provedeno méfeni '"H NMR spektra. Pro zjisténi koncentrace jiz zméfeného nasyceného
roztoku GAj3 byl do kyvety pfiddn roztok standardu kyseliny maleinové a zméfeno 'H NMR
spektrum. Za pomoci integrace a znamé koncentrace k. maleinové byla vypoctena
koncentrace nasyceného roztoku GAsz v kyveté na hodnotu 0,015 mol-dm 3. K nerozpusténé
navazce z piedeslého vzorku byl pfidan K>,COs a dals§i mnozstvi D>O. K>COs3 v roztoku
vytvoril alkalické prostiedi, ve kterém se GAs rozpustila, ale v '"H NMR spektrech byla
laktonového kruhu. Roztok s K2COs3 byl pfili§ alkalicky, jelikoz dochazelo k degradaci GAs.
Z tohoto dtivodu bylo hledané vhodné vodné prostiedi, a proto byl vytvotren pufr z H3BOs,
KCI a NaOH, jehoz vysledné pH bylo 8,16. V tomto pufru byla zmétena stabilita GAs3,
vzorek se zmé&fil 4% s ¢asovou prodlevou 24 hodin. I po dlouhém ¢asovém intervalu byla
meéfend kyselina v roztoku o daném pH stabilni. Proto byl pufr nasledn€ pouZit 1 pro dalsi

experimenty.
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4.2 Supramolekularni komplexy kyseliny gibberellové s CD

4.2.1 Nuklearni magneticka resonance
Titrace

NMR titrace je analyticka metoda, kterd studuje interakce mezi hostem a hostitelskou
molekulou. Interakce mezi hostem a hostitelem se zpravidla projevuje zménou rozlozeni
elektronové hustoty, ¢imz se zméni chemické posuny signali obou komponent.
Supramolekularni komplex vznikd vzdy v rovnovaze s nekomplexovanymi slozkami.
Vzhledem k rychlosti NMR spektrometru mizeme rozlisit rychlou nebo pomalou vyménu.
Rychla vyména je typickda pro hostitelské molekuly CD, kde béhem titrace dochdzi k

postupnému posunu signalu, tak jak roste moldrni zlomek komplexované slozky.

V tomto experimentu byly ke GA3 postupné pipetovany tii ekvivalenty a-CD, 3-CD nebo
7-CD. Méfeni bylo kromé ¢isté D,O provedeno také v pufru o pH 8,16.

Titrace ligandu GA3 s a-CD. V '"H NMR spektrech (Piiloha 3) nebyly zaznamenény Zadné
vyrazné posuny, které¢ by odpovidaly interakcim mezi jednotlivymi komponenty. V Cisté
D>0O 1 v pufru (Ptiloha 4) byly vysledky méteni obdobné. Lze tedy soudit, Ze stabilita
komplexu GA3@a-CD v roztoku je velmi nizka, pokud tedy viibec za dan¢ koncentrace

vznika. Tento vysledek se dal o¢ekavat vzhledem k relativné malé velikosti kavity a-CD.

Pii titraci s B-CD byly zaznamenany malé, ale jednoznaéné posuny signiltt v 'H NMR
spektrech (Obrazek 17). Nejvétsi posun byl zaznamenan u signalu methylové skupiny
ligandu GA3s. Z toho vyplyva, ze pravé methylova skupina je nejvice ovlivnéna vznikem
komplexu. Chemické posuny signalii methylové skupiny namétené v obou prostiedich, byly
nasledné¢ vyneseny do grafu (Obrazek 18) v zavislosti na molarnim zlomku. Z kiivek v grafu
lze vy¢ist, Zze vznikly komplex se v obou prostfedich chova obdobné (Ptiloha 5). Nicméné

v prostredi Cisté D20 jsou u GA3@-CD zaznamenany vétsi zmény chemického posunu.
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Obrizek 17 '"H NMR spektra GA3 titrované roztokem B-CD v D,0 pfi 30 °C
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Obrazek 18 Zména chemickych posuni methylové skupiny GA3 v zavislosti na molarnim
zlomku B-CD v D;O a pufru

Z titrace s y-CD lze zpozorovat posun mezi 'H NMR spektrem ¢isté GA3 (Obrazek 19) a
spektrem po prvnim pfidaném ekvivalentu hostitelské molekuly. Tento jev nasvédcuje

moznému vzniku komplexu GA3@y-CD. Nejvétsi posun byl stejné jako u GA3@B-CD
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zaznamenan u signdlu methylové skupiny GAs, proto byly tyto signély pro titrace v obou
prostiedich vyneseny do grafu (Obrazek 20) v zavislosti na molarnim zlomku. Z grafu Ize
zpozorovat, ze mezi prvni a druhou hodnotou chemického posunu v prosttedi D,O doslo
k strmému poklesu, coz by mohlo nasvédcovat vzniku komplexu, kdezto v prostiedi pufru

jsou chemické posuny konstantni (Pfiloha 6) oproti D>O.
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Obrazek 19 '"H NMR spektra GAj titrované roztokem y-CD v D,O pii 30 °C

—@— Deuterovana voda —@—Pufr
1,290 | 1269 1,275 1,275 1,272 1,274
1,260

€ 1,230
Q

2
S 1,200

1,170 128 LSS L161 9155 1,156

1,140
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

xfoD

Obrazek 20 Zména chemickych posuni methylové skupiny GA3 v zavislosti na molarnim
zlomku y-CD v D20 a pufru
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Konstrukce Jobova grafu

Pro urceni stechiometrie komplexii byla pouzitd analytickd metoda, ktera se nazyva Jobiv
graf (Jobs plot). Pti této metod¢ je udrzovan konstantni soucet koncentraci a méni se molarni

zlomky ligandu a makrocyklu.

Nejdiive byla zméfena GA3 s a-CD. Jiz pfed méfenim bylo pfedpokladano, na zédklad¢€ vyse
popsanych titracnich experimentti, ze vnitini prostor hostitelské molekuly a-CD je pro GA3
prili§ maly. V naméfenych 'H NMR spektrech (P¥iloha 7) byly zpozorovany jen velmi malé
zmény chemickych posuni. D4 se tedy opét konstatovat, ze komplex GAz@a-CD

pravdépodobné nevznika.

Nasledovalo méfeni GA3z s B-CD. V tomto ptipadé byla o¢ekavana komplexace v poméru
1:1. V '"H NMR spektrech (Obrazek 21) s B-CD doslo k vyraznéj$im posuniim v porovnani
s pfedchozim métfenim s a-CD, a to naptiklad u signalu H-atomu na a-atomu vzhledem ke
karboxylové funkei (Hr) nebo u signalu methylové skupiny (Ho). Byl vytvotfen graf zavislosti
zmény chemického posunu v soucinu s molarnim zlomkem na molarnim zlomku (Obréazek
22), ktery by mohl urcit stechiometricky pomét vzniklého komplexu. Nicméné vysledky
tohoto experimentu jsou velmi nejednoznac¢né. Graf neukazuje jasnou stechiometrii
komplexu GA3@B-CD, nebot’ maximum signdlu Hr se nachazi v hodnoté molarniho zlomku
pfiblizn€ 0,20 a maximum signalu H, se nachdzi okolo 0,85. V grafu je dale vykresleny
idedlni ptipad pro vznik komplexu G@H ve stechiometrii 1:1, jehoZ maximum lezi v 0,50 a
pomér 2:1 s maximem v 0,33. Tato nejednoznacna interpretace vysledki muize plynout
jednak z toho, Ze zmény chemickych posunti jsou velmi malé, prakticky na hranici chyby
méteni a jednak z mozné piitomnosti dalSich procest, napiiklad disociace dimeru kyseliny

pti nizsich koncentraci, které rovnéz ovliviiuji chemicky posun.
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Obriazek 21 '"H NMR spektra GA3 a B-CD méfena Jobovou metodou
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Obrazek 22 Graf obsahujici chemické posuny v sou¢inu s molarnim zlomkem signala Hr a
H, v zavislosti na molarnim zlomku GA3

Posledni méteni pomoci metody kontinualnich variaci probéhlo pro komplex GAz@y-CD.

Posuny jednotlivych signalu v 'H NMR spektrech (P¥iloha 8) byly obdobné ve srovnani se
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spektry ziskanymi pii méteni s B-CD. Coz znamena ze, komplex GA3@y-CD s velkou

pravdépodobnosti vznika, avsak jeho stechiometrie je nejasna.

V ptipadé '"H NMR experimentti se viemi tiemi homology CD se objevil intenzivni posun u

wrwe

ROESY experiment

K potvrzeni, zda mezi sebou GA3 a B-CD ¢i y-CD interaguje, a dochéazi tedy ke vzniku
komplexu, byly zméteny 2D ROESY spektra, ktera umoziuji detekovat prostoroveé blizké
H-atomy. V naméfeném ROESY spektru GA3@p-CD nebyly vidény zadné vyrazné
interakce, které by jednoznacné potvrzovaly vznik komplexu. V piipadé¢ méteni GAsz s y-CD
(Obrazek 23) byly interakce intenzivnéjsi oproti méteni s B-CD, ve spektru Ize zpozorovat
interakce mezi H-atomy lokalizovanymi uvniti kavity y-CD a methylovou skupinou
zkoumané kyseliny (V Obrazku 23 zvyraznéno ¢ervenymi krouzky). Tento experiment tudiz

podporuje hypotézu o ptitomnosti komplexu GA3@y-CD ve studovaném roztoku.
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Obrazek 23 2D ROESY spektrum komplexu GAj3s y-CD
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4.2.2 Isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie

Druhou pouzitou metodou byla ITC, diky které bylo mozné zjistit stechiometrii (n),
vazebnou konstantu (K), zménu enthalpie (AH) a zménu entropie (AS). V cele kalorimetru
se nachdzela GAs a v jehle a-CD, B-CD nebo y-CD. Tti experimenty byly provedeny v Cisté
vodg, dalsi tfi v pufru o pH 8,16. VSechny experimenty na ITC byly provadény pii 30°C.

Ani pomoci ITC nebyla stechiometrie vzniklych komplexii objasnéna. Body, které
znazoriuji hodnoty uvolnénych tepel béhem titrace, vykazuji znacny rozptyl od modelové
funkce, a pfi zachovani variability ve vSech tfech iteracnich parametrech (n, K, AH)
nekonvergovala iterace ke smysluplnym hodnotam. Aby bylo mozné ziskat alespoii hodnoty
K, bylo nutné hodnoty n zafixovat dle predpoklddané stechiometrie 1:1. Z tohoto diivodu
byla stechiometrii pfisouzena hodnota jedna, coz by znamenalo, ze host tvoifi s danym
hostitelem komplex ve stechiometrickém poméru 1:1 a nasledné probéhla iterace. Z kiivky

byly ziskany parametry K, AH a dopocitana byla hodnota AS.
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Ze zaznamu experimentu, kdy byl ligand titrovan o-CD (Obrazek 24), je mozno vy¢ist ze
v prostiedi pufru je uvolnéné teplo mnohem vétsi nez ve H>O. Vétsi hodnota vazebné
konstanty (Tabulka 10) ptislusela méteni v pufru, z ¢ehoz lze soudit, ze kdyby komplex

vznikal, v prostfedi pufru bude stabilné&jsi nez v ¢isté H2O.
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Obrazek 24 ITC zaznamy GA; titrované roztokem o-CD v H20 (1) a v pufru (2)

Tabulka 10 Termodynamické parametry komplexace GAz s a-CD v H20 a v pufru

Prostiedi n K [M] AH [kJ-mol™!] AS [kJ-mol-K]

H:20 1 7-10% —7552 —24.9
Pufr o pH 8,16 1 1,6-10° —-0,55 0,06
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Ze zaznamu experimentu, kde bylo titrovano odmérnym roztokem B-CD (Obrazek 25) bylo
uvolnéné teplo v obou prostedich pfiblizné stejné. Termodynamické parametry (Tabulka

11) se v métenych prostiedich vyznamné nelisily.
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Obrazek 25 ITC zaznamy GA; titrované roztokem [-CD v H,0 (1) a v pufru (2)

Tabulka 11 Termodynamické parametry komplexace GAs s 3-CD v H2O a v pufru

Prostiedi n K [M] AH [kJ-mol™'] AS [kJ-mol-K]

H:0 1 972 -2,8 0,05
Pufr o pH 8,16 1 197 -5,3 0,03
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V posledni sad¢ experimentli byla zkoumana kyselina titrovana y-CD, uvolnéna tepla se
v prostiedi vody a pufru vyrazné nelisila (Obrazek 26). VEtsi vazebnd konstanta (Tabulka
12) byla zjisténa pii meteni v H>O, a to pfiblizné o jeden fad oproti méteni v pufru. Vyrazné
vyssi rozptyl experimentdlnich bodi kolem modelové funkce vSak ponékud snizuje

davéryhodnost vysledku v piipadé titrace v pufru.
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Obrazek 26 ITC zaznamy GA; titrované roztokem y-CD v H20 (1) a v pufru (2)

Tabulka 12 Termodynamické parametry komplexace GA3 s y-CD v H20 a v pufru

Prostiedi n K [M] AH [kJ-mol™']  AS [kJ-mol-K]

H:0 1 245 -12,13 0,006
Pufr o pH 8,16 1 94,8 =275 —0,03
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4.2.3 Elektrosprejova ionizace s hmotnostnim detektorem

Vznik komplexi GA3;@B-CD a GA3;@y-CD byly ovéfeny pomoci tfeti nezavislé metody
ESI-MS, ktera je citlivéjsi nez NMR. Jelikoz GAj3 je karboxylova kyselina, tak méfeni bylo
provadéno v zaporném modu. Z experimentu byla zjiSténa stabilita a stechiometrie danych
komplext, kdy stabilnéjsi byl komplex GA3@y-CD (vyssi intenzita signali komplexu), coz
muze byt oditvodnéno vétsi hostitelskou molekulou, kterou y-CD oproti B-CD disponuje.
Meéieni probihalo ve dvou smésich v molarnich pomérech 1:1 a 1:3. Z tandemovych spekter
bylo zjisténo, ze pii fragmentaci komplext se stechiometrii 1:1 vznikaji vzdy deprotonavané
molekuly hostitele a se stechiometrii 1:2 dochézi ke vzniku deprotonované molekuly hosta

s hostitelem.

V hmotnostnim spektru (Obrazek 27) smési GA3 a y-CD v molarnim poméru 1:3 je
vyobrazeno celkem sedm iontd. Zékladni pik s hodnotou 345 m/z patii deprotonované GAs.
Dva molekulové klastry naleZi hostitelské molekule y-CD. Klastr s hodnotou 820 m/z, ktery
je dvakrat nabity a klastr s hodnotou 1641 nélezi komplexu ve stechiometrii 1:1. Déle se ve
spektru vyskytuje signal odpovidajici dvakrat nabitému komplexu dvou GAj3 s y-CD, ktery
je ve spektru oznacen [2-M@y-CD-2-H']*". Posledni iont, ktery je dvakrat deprotonovany

ma ve spektru hodnotu 1468 a patii komplexu GA3 s y-CD v poméru 1:2.
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Obrazek 27 Hmotnostni spektrum smési GAz ay-CD v moldrnim poméru 1:3
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4.2.4 Kli¢eni semen

V kli¢icim experimentu jsme se snazili ovéfit, jestli roztok GAsz ¢i roztok pfipraveny
rozpusténim navazky B-CD v roztoku GAjs.ovlivni kliceni semen rostliny Lunaria rediviva.
Jako slepy experiment byly pouzity roztok samotného B-CD a destilovana voda. Rostlina
Lunaria rediviva byla zvolena vzhledem k velikosti semen (cca 10 mm), coz znacné
usnadiovalo provadéni experimentu i jeho vyhodnoceni. Kromé toho se jednd o rostlinu
vedenou na &erveném seznamu ohroZenych druhti CR a piipadné pozitivni vysledky by
mohly napomoci péstovani této rostliny v kultufe a nasledné reintrodukci. Semena byla
sbirana v sezén¢ 2021 v populaci ptivodem z Kralického Snézniku (5867a) reintrodukované
ve Vizovickych vrsich (6873a). Semena byla uchovévana po dobu 36 dni v termostatu pfi
teploté 25 °C. Jiz po druhém dni po zahdjeni experimentu se na semenech objevila plisen,
semen, je pravdépodobné, Ze semena byla kontaminovana sporami plisni a oplachnuti 3 %
roztokem H>O> nebylo dostate¢né pro sterilizaci povrchu semen. Pouziti alternativniho
dezinfekéniho Cinidla, naptiklad roztoku KMnO4 nebylo vhodné pro moznou interferenci
zbytkl sloucenin manganu s aplikovanou GAj. Experiment probihal i po nalezeni plisné
nadale, s domnénkou, Ze by semena mohla byt viici plisni odoln4, jelikoz samotna rostlina
roste v t€Zkych podminkach. Ani po 36 dnech se neobjevily Zadné znamky kliceni a
dochdzelo k stalému rozSifovani plisné (Obrazek 28), a tak byl pokus po 36. dni ukoncen.
Pro ptipadné budouci experimenty s kli¢enim semen bude nutné zvolit jiny rostlinny model

nebo vyftesit problém se sterilizaci semen.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

50

Obrazek 28 Ukézka provedeni kli¢iciho experimentu se zietelnou plisni na semenech
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ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo otestovat supramolekularni chovani GAs s a-CD, B-CD a

v-CD pomoci NMR, ITC a ESI-MS.

Titracni experimenty pomoci NMR byl provedeny ve dvou prostfedich, v D>O a v pufru o
pH 8,16. Z méfeni 'H NMR spekter nebyl prokazan vznik komplexu GA3@o-CD, ve
spektrech nebyly zaznamenany zadné viditelné zmény chemickych posunt. V piipadé
titrace s B-CD k malym zménam chemickych posunii dochdzi, pficemz nejvétsi zmena
chemického posunu byla pozorovana u signalu methylové skupiny ligandu GAs, ktery je
pravdépodobné nejvice ovlivnén vznikem komplexu. Pii titraci s y-CD komplex
pravdépodobné vznikd. Tomuto tvrzeni nasvéd€uje vyraznd zména chemickych posunt mezi
'"H NMR spektrem samotné GAs a spektrem po prvnim piidavku hostitelské molekuly y-CD.
V métenich v pufru byly zmény chemickych posuni ve vSech pifipadech mensi. Dalsi
pouzitou NMR metodou byla konstrukce Jobova grafu, zkterého méla byt urcena
stechiometrie vzniklych komplext. Tato metoda ukazuje, stejné jako pfedchozi metoda, ze
komplex GA3@a-CD pravdépodobné nevznikd. Vysledky méfeni pro komplexy GAs@p-
CD a GA3@y-CD vypadaly obdobné: z Jobova grafu nevyplynula jasnd stechiometrie
komplexi, jelikoz maxima molarnich zlomku se nachazela pro signal Hrv 0,20 a Ho v 0,85.
Nejednoznacna interpretace vysledki miZze byt zpisobena malymi chemickymi posuny
nebo zde miiZze pii nizSich koncentracich probihat disociace dimeru GAjs. Pro ovéfeni
komplexace mezi GA3 a hostitelskou molekulou B-CD ¢€i y-CD byla zméfena 2D ROESY
v pfipadé méfeni s B-CD. Tento experiment podporuje tvrzeni, Ze komplex GA3@y-CD
vznika.

Druhou nezavislou metodou, z které lze urcit stechiometrii, vazebnou konstantu, zménu
enthalpie a zménu entropie je ITC. Experiment probihal bud’ v ¢isté H,O nebo v pufru o pH
8,16. Z diivodu rozptylenych experimentdlnich hodnot uvolnénych tepel, bylo nutné
hodnoty stechiometrie zafixovat dle pifedpokladané stechiometrie 1:1. Pro méfeni
s odmérnym roztokem a-CD v pufru byla vazebna konstanta o jeden tad véEtsi nez
v prostiedi Cist¢ H>O. Pii titraci s B-CD byly vazebné konstanty relativné stejné v obou
prostiedich. V pfipad¢ méteni s y-CD v prostfedi H>O byla konstanta stability o jeden tad

vétsi nez v pufru.
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Vznik komplexu byl ovéfen tfeti nezavislou metodou ESI-MS. Krom samotnych
hmotnostnich spekter byla zmétena i tandemova hmotnostni spektra. Byla ovéfena stabilita
a stechiometrie ve dvou molarnich pomérech 1:1 a 1:3 supramolekuldrnich komponent ve
studovanych roztocich. Vétsi stabilita byla zjisténa pro komplex GAz@y-CD. V roztoku
obsahujicim GA3z a B-CD v poméru 1:1 by detekovan komplex GA3@B-CD. V obsahujicim
ob¢ slozky v poméru 1:3 se vyskytuje kromé komplexu se stechiometrii 1:1 taky komplex
GA3@2-B-CD. V ptipadé¢ y-CD se v obou roztocich s molarnim zastoupenim 1:1 i 1:3
vyskytovaly vzdy stejné komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1 a 1:2.

V neposledni fad€ probehlo ovéieni plisobeni roztoku s GA3z a roztoku GAsz s B-CD na kli¢eni
semen Lunaria rediviva. 1 kdyz pted zapocetim experimentu prob¢chla sterilizace vSeho
nacini i semen ve 3 % H>0», nedokézali jsme predejit vzniku plisné. Pliseni se na povrchu
semen objevila jiz druhy den po aplikaci roztoki. Jelikoz Lunaria rediviva v ptirod¢ roste
v tézkych podminkach (stinné, vlhkd a chladni mista), doufali jsme ve zvySenou odolnost
semen vuci plisni a v experimentu pokracovali. Po 36. dni byl experiment ukoncen, bez
znamek kliceni. Pro pfipadné opakovani kli¢icitho experimentu bude nutné zmeénit

modelovou rostlinu nebo zpisob sterilizace semen.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

SEZNAM POUZITE LITERATURY

I'R. Hooley: Gibberellins: perception, transduction and responses. Plant. Mol. Biol. 1994,
26, 1529-1555.

2 K. Graeber, K. Nakabayashi, E. Miatton, G. Leubner-Metzger, W. Soppe: Molecular
mechanisms of seed dormancy. Plant Cell Environ. 2012, 35, 1769—1786.

3 K. Hermann, J. Meinhard, P. Dobrev, A. Linkies, B. Pesek, B. Hess, I. Machackova, U.
Fischer, G. L. Metzger: 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid and abscisic acid during
the germination of sugar beet (Beta vulgaris L.) - A comparative study of fruits and seeds.

J. Exp. Bot. 2007, 58, 3047-3060.

“ B. A. Adie, J. P. Pérez, M. M. P. Pérez, M. Godoy, J. J. S. Serrano, E. A. Schmelz, R.
Solano: ABA is an essential signal for plant resistance to pathogens affecting JA biosynthesis

and the activation of defences in Arabidopsis. Plant Cell. 2007, 19, 1665—-1681.
5].D. Jones, J. L. Dangl: The plant immune system. Nature 2006, 444, 323-329.

®S. T Chisholm, G. Coaker, B. Day, B. J. Staskawicz: Host-microbe interactions: shaping
the evolution of the plant immune response. Cell. 2006, /24, 803—-814.

7 P. Sabol, J. Pilatova: Jak funguje imunita u rostlin? Ziva. 2020, 1, 17-19.

8 V. G. Roldan, S. Fermas, P. B. Brewer, V. P. Pages, E. A. Dun, I.P. Pillot, F. Letisse, R.
Matusova, S. Danoun, J. C. Portais, H. Bouwmeester, G. Becard, C. A. Beveridge, C.
Rameau, S. F. Rochange: Strigolactone inhibition of shoot branching. Nature. 2008, 455,
189—-194.

? C. Darwin: The power of movement in plants. Cambridge University Press. 1880, ISBN
9780511693670.

10'F. W. Went: Wuchsstoff und Wachstum. Extrait du Recueil des Travaux Botaniques
Neerlandais. 1928, 25, 1-116.

' K. Ljung, R. Bhalerao, G. Sandberg: Sites and homeostatic control of auxin biosynthesis

in Arabidopsis during vegetative growth. Plant J. 2001, 28, 465-474.

2F. Kégl, A. J. H. Smit, H. Erxleben: Uber ein neues Auxin (Heteroauxin) aus Harn. XI.

Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe. Hoppe-Seyler's Zeitschrift fur Physiologische
Chemie. 1934, 228, 90-103.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

3 Kégl F, D. G. F. R. Kostermans: Hetero-auxin als Stoffwechselprodukt niederer
pflanzlicher Organismen. Isolierung aus Hefe. 13. Mitteilung tiber pflanzliche
Wachstumsstoffe. Hoppe-Seyler's Zeitschrift fur Physiologische Chemie. 1934, 228, 113—
121.

14 K. V. Thimann: On the plant growth hormone produced by Rhizopus suinus. /nt. J. Biol.
Chem. 1935, 109, 279-291.

I5'F. W. Went, K. V. Thimann: Phytohormones. The Macmillan Company. 1937.
http://www.rooting-hormones.com/IBAarticles/Went_Phytohormones with%20ocr.pdf

16 T. A. Enders, L. C. Strader: Auxin Activity: Past, present, and Future. Am. J. Bot. 2016,
102, 180-196.

7' N. D. Tivendale, J. J. Ross, J. D. Cohen: The shifting paradigms of auxin biosynthesis.
Trends Plant Sci. 2014, 19, 44-51.

8D. A. Korasick, T. A. Enders, L. C. Strader: Auxin biosynthesis and storage forms. J. Exp.
Bot. 2013, 64, 2541-2555.

M. Yamamoto, K. T. Yamamoto: Differential effects of 1-naphthaleneacetic acid, indole-
3-acetic acid and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid on the gravitropic response of roots in an

auxin-resistant mutant of Arabidopsis, aux1. Plant Cell Physiol. 1998, 39, 660—-664.

20 E. Zazimalov4, A. S. Murphy, H. Yang, K. Hoyerové, P. HoSek: Auxin transporters—
Why so many? Cold Spring Harb Perspect Biol. 2010, 2.

21 J. Friml, J. Wisniewska, E. Benkova, K. Mendgen, K. Palme: Lateral relocation of auxin

efflux regulator PIN3 mediates tropism in Arabidopsis. Nature. 2002, 415, 806—809.

22 ]. Friml, E. Benkova, I. Blilou, J. Wisniewska, T. Hamann, K. Ljung, S. Woody, G.
Sandberg, B. Scheres, G. Jiirgens, K. Palme: AtPIN4 mediates sink-driven auxin gradients
and root patterning in Arabidopsis. Cell. 2002, 108, 661-673.

23 M. G. Sawchuk, A. Edgar, E. Scarpella: Patterning of leaf vein networks by convergent
auxin transport pathways. PLoS Genet. 2013, 9.

24 E. Remy, P. Duque: Beyond cellular detoxification: A plethora of physiological roles for
MDR transporter homologs in plants. Front Physiol. 2014, 5, 201.

23W. A. Peer, J. J. Blakeslee, H. Yang, A. S. Murphy: Seven things we think we know about
auxin transport. Mol. Plant. 2011, 4, 487-504.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

26 P. Hedden, V. Sponsel: A century of gibberellin research. J. Plant Growth Regul. 2015,
34, 740-760.

27 P. Achard, P. Genschik: Releasing the brakes of plant growth: how GAs shutdown
DELLA proteins. J. Exp. Bot. 2009, 60, 1085-1092.

28 S. Yamaguchi: Gibberellin metabolism and its regulation. Annu. Rev. Plant Biol. 2008,
59,225-251.

29 P. Hedden, V. Sponsel: A Century of Gibberellin Research. J. Plant Growth Regul. 2015,
34, 740-760.

30 D. Tarkowska, O. Novak, K. Flokova, P. Tarkowski, V. Ture¢kova, J. Gruz, J. Rol¢ik, M.
Strnad: Quo vadis plant hormone analysis? Planta. 2014, 240, 55-76.

31 J. Binenbaum, R. Weinstain, E. Shani: Gibberellin Localization and Transport in

Plants. Trends Plant Sci. 2018, 23, 410-421.

32 P. Hedden, A. L. Phillips: Gibberellin metabolism: New insights revealed by the genes.
Trends Plant Sci. 2000, 5, 523-530.

33 B. Bruckner, D. Blechschmidt: The gibberellin fermentation. Crit. Rev. Biotechnol. 1991,
192, 163-192.

3% C. Rodrigues, L. P. D. S. Vandenberghe, J. de Oliveira, C. R. Soccol: New perspectives
of gibberellic acid production: a review. Crit Rev Biotechnol 2012, 32, 263-273.

33 A. Pandey, C. R. Soccol, D. Mitchell: New developments in solid state fermentation: I-

bioprocesses and products. Process Biochem. 2000, 35, 1153-1169.

3¢S, Selvaraj, V. R. Murty: Semi-solid state fermentation: a promising method for
production and optimization of tannase from Bacillus gottheilii M2S2. Res. J. Biotechnol.

2017, 12, 39-48.

37 E. M. Escamilla, L. Dendooven, 1. P. Magafia, R. Parra, M. De la Torre: Optimization of
gibberellic acid production by immobilized Gibberella fujikuroi mycelium in fluidized

bioreactors. J. Biotechnol. 2000, 76, 147—-155.

38 P. K. R. Kumar, B. K. Lonsane: Solid state fermentation: physical and nutritional factors

influencing gibberellic acid production. Appl. Microbiol. Biotechnol. 1990, 34, 145-148.

39 7. Tang, R. Zhou, Z. Duan: Separation of gibberellic acid (GA3) by macroporous
adsorption resins. J. Chem. Technol. Biotechnol. 2000, 75, 695-700.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

40.J. Berrios, D. L. Pyle, G. Aroca: Gibberellic acid extraction from aqueous solutions and

fermentation broths by using emulsion liquid membranes. J. Memb. Sci. 2010, 348, 91-98.

*I'D. W. Mok, M. C. Mok: Cytokinin metabolism and action. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol. 2001, 891, 89-118.

42 T. ASAMI, Y. NAKAGAWA: Preface to the Special Issue: Brief review of plant
hormones and their utilization in agriculture. J. Pestic. Sci. 2018, 43, 154—158.

43 R. C. Martin, M. C. Mok, J. E. Habben, D. W. S. Mok: A maize cytokinin gene encoding
an O-glucosyltransferase specific to cis-zeatin. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 2001, 981,
5922-5926.

4 B. Gillissen, L. Burkle, B. Andre, C. Kuhn, D. Rentsch, B. Brandl, W. B. Frommer: A
new family of high-affinity transporters for adenine, cytosine, and purine derivatives in

Arabidopsis. Plant Cell. 2000, 1, 291-300.

45 A. Wasilewska, F. Vlad, C. Sirichandra, Y. Redko, F. Jammes, C. Valon, N. F. D. Frey,
J. Leung: An update on abscisic acid signaling in plants and more. Molecular. Plant. 2008,

1,198-217.

4 S.R. Cutler, P. L. Rodriguez, R. R. Finkelstein, S. R. Abrams: Abscisic acid: Emergence
of a core signaling network. Ann. Rev. Plant Biol. 2010, 61, 651-679.

47 K. Nakabayashi, M. Okamoto, T. Koshiba, Y. Kamiya, E. Nambara: Genome-wide
profiling of stored mRNA in Arabidopsis thaliana seed germination: epigenetic and genetic

regulation of transcription in seed. Plant J. 2005, 41, 697-709.

48 J.Kang, J. U. Hwang, M. Lee, Y. Y. Kim, S. M. Assmann, E. Martinoia, Y. Lee: PDR-
type ABC transporter mediates cellular uptake of the phytohormone abscisic acid. Proc.

Natl. Acad. Sci. U S 42010, 107, 2355-2360.

4'W. T. Sedgwick, F. Schneider: The relation of illuminating gas to public health. J Am Pub
Health Assoc. 1911, 1, 385-390.

59D, Neljubow: Uber die horizontale nutation der stengel von Pisum sativum und einiger

anderen. Pflanzen Beih. Bot. Zentralb. 1901, 10, 128—139.
S R. Gane: Production of ethylene by some fruits. Nature. 1934, 134, 1008.

52 B. Van de Poel, D. Van der Straeten: 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) in

plants: more than just the precursor of ethylene! Front. Plant Sci. 2014, 5.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

33 C. Chang: Q&A: How do plants respond to ethylene and what is its importance? BMC
Biol. 2016, 4.

5% G. J. Bishop, T. Yokota: Plants steroid hormones, brassinosteroids: current highlights of
molecular aspects on their synthesis/metabolism, transport, perception and response. Plant

Cell Physiol. 2001, 42, 114-120.

55 J. W. Mitchell, N. Mandava, J. F. Worley, J. R. Plimmer, M. V. Smith: Brassins—a new
family of plant hormones from rape pollen. Nature. 1970, 225, 1065—-1066.

6 8. D. Clouse, M. Langford, T. C. McMorris: A brassinosteroid-insensitive mutant in
Arabidopsis thaliana exhibits multiple defects in growth and development. Plant Physiol.
1996, 111, 671-678.

57 A. Sakurai: Brassinosteroid biosynthesis. Plant Physiol. Biochem. 1999, 37, 351-361.

38 A. Planas-Riverola, A. Gupta, I. Betegon-Putze, N. Bosch, M. Ibafies, A. I. Cafio-Delgado:
Brassinosteroid signaling in plant development and adaptation to stress. Development. 2019,

146.

3% V. Balbi, A. Devoto: Jasmonate signalling network in Arabidopsis thaliana: crucial

regulatory nodes and new physiological scenarios. New Phytol. 2008, 177, 301-318.

80 A. Conconi, M. J. Smerdon, G. A. Howe, C. A. Ryan: The octadecanoid signalling
pathway in plants mediates a response to ultraviolet radiation. Nature. 1996, 383, 826—829.

81 0. Herde, R. Atzorn, J. Fisahn, C. Wasternack, L. Willmitzer, H. P. Cortes: Localized
wounding by heat initiates the accumulation of proteinase inhibitor II in abscisic acid-
deficient plants by triggering jasmonic acid biosynthesis. Plant Physiol. 1996, 112, 853—
860.

2 H. Gundlach, M. Miiller, T. M. Kutchan, M. H. Zenk: Jasmonic acid is a signal transducer
in elicitor-induced plant cell cultures. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1992, §9, 2389-2393.

6 T. A. Dar, M. Uddin, M. M. A. Khan, K. R. Hakeem, H. Jaleel: Jasmonates counter plant
stress: a review. Environ. Exp. Bot. 2015, 115, 49-57.

64 E. E. Farmer, C. A. Ryan: Interplant communication: airborne methyl jasmonate induces
synthesis of proteinase inhibitors in plant leaves. Proc. Natl Acad. Sci. U S 4. 1990, §7,
7713-7716.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

65 B. O. R. Bargmann, A. M. Laxalt, B. Ter Riet, C. Testerink, E. Merquiol, A. Mosblech,
A. Leon-Reyes, C. M. J Pieterse, M. A. Haring, 1. Heilmann, D. Bartels, T. Munnik:
Reassessing the role of phospholipase D in the Arabidopsis wounding response. Plant Cell
Environ. 2009, 32, 837-850.

% 1. Raskin: Role of salicylic acid in plants. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol. Biol. 1992,
43,439-463.

7J. Y. Wick: Aspirin: A history, a love story. Consult. Pharm. 2012, 27, 322-329.
%8 G. Weissmann: Aspirin. Sci. Am. 1991, 264, 84-91.

% H. 1. Lee, J. Leodn, 1. Raskin: Biosynthesis and metabolism of salicylic acid. Proc. Natl.

Acad. Sci. U S A. 1995, 92, 4076—4079.

70 K. Akiyama, H. Hayashi: Strigolactones: chemical signals for fungal symbionts and

parasitic weeds in plant roots. Ann. Bot. 2006, 97, 925-931.

"1 K. Sorefan, J. Booker, K. Haurogne, M. Goussot, K. Bainbridge, E. Foo, S. Chatfield, S.
Ward, C. Beveridge, C. Rameau, O.Leyser: MAX4 and RMS1 are orthologous dioxygenase-
like genes that regulate shoot branching in Arabidopsis and pea. Genes Dev. 2003, 17, 1469—
1474.

2 C. E. Cook, L. P. Whichard, B. Turner, M. E. Wall, G. H. Egley: Germination of
Witchweed (Striga lutea Lour.): Isolation and Properties of a Potent Stimulant. Science.

1966, 154, 1189-1190.

3 C. Parker: Observations on the current status of Orobanche and Striga problems

worldwide. Pest. Manag. Sci. 2009, 65, 453—459.

V. G. Roldan, S. Fermas, P. B. Brewer, V. P. Pagés, E. A. Dun, J. P. Pillot, F. Letisse, R.
Matusovd, S. Danoun, J. Ch. Portais, H. Bouwmeester, G. Bécard, Ch. A. Beveridge, C.
Rameau, S. F. Rochange: Strigolactone inhibition of shoot branching. Nature. 2008, 455,
189-194.

7>S. M. Smith: Q&A: What are strigolactones and why are they important to plants and soil
microbes? BMC Biol. 2014, 12.

76 A. lder, M. Jamil, M. Marzorati, M. Bruno, M. Vermathen, P. Bigler, S. Ghisla, H.
Bouwmeester, P. Beyer, S. Al-Babili: The path from [-carotene to carlactone, a

strigolactone-like plant hormone. Science. 2012, 335, 1348—-1351.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

77 J. Mithila, J. CH. Hall, W. G. Johnson, K. B. Kelley, D. E. Riechers: Evolution of
resistance to auxinic herbicides: historical perspectives, mechanisms of resistance, and
implications for broadleaf weed management in agronomic crops. Weed Sci. 2011, 59, 445—

457.

78 K. Grossmann: Auxin herbicides, current status of mechanism and mode of action. Pest

Manag. Sci. 2010, 66, 113-120.

8. Horvitz, C. Godoy, A. F. L. Camelo, A. Yommi, C. Godoy: Application of gibberellic
acid to ’Sweetheart’ sweet cherries: effects on fruit quality at harvest and during cold storage.

Acta Hortic. 2003, 628, 31-316.

80 L. Casanova, R. Casanova, A. Moret, M. Agusti: The application of gibberellic acid
increases berry size of ‘Emperatriz’ seedless grape. Span. J. Agric. Res. 2009, 7, 919-927.

81 A. M. MacLeod, A. S. Millar: Effects of gibberellic acid on barley endosperm. J. Inst.
Brew. 1962, 68, 322-332.

82 P. O. Baes, M. R. Aréchiga: Seed germination of Trichocereus terscheckii (Cactaceae):

light, temperature and gibberellic acid effects. J. Arid. Environ. 2007, 69, 169—-176.

8 M. Hamayun, S. A. Khan, A. L. Khan, J. H. Shin, B. Ahmad, D. H. Shin, L. J. Lee:
Exogenous gibberellic acid reprograms soybean to higher growth and salt stress tolerance.

J. Agric. Food Chem. 2010, 58, 7226-7230.

8 N. Akter, M. R. Islam, M. A. Karim, T. Hossain: Alleviation of drought stress in maize
by exogenous application of gibberellic acid and cytokinin. J. Crop. Sci. Biotechnol. 2014,
17,41-48.

85 R. lvarenga, J. C. Moraes, A. M. Auad, M. Coelho, A. M. Nascimento: Induction of
resistance of corn plants to Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) by application of silicon and gibberellic acid. Bull Entomol. Res. 2017, 107, 527—
533.

86 W. Rademacher: Plant Growth Regulators: Backgrounds and Uses in Plant Production. J
Plant Growth Regul. 2015, 34, 845-872.

87 M. Ashikari, H. Sakakibara, S. Lin, T. Yamamoto, T. Takashi, A. Nishimura, E. R.
Angeles, Q. Qian, H. Kitano, M. Matsuoka: Cytokinin oxidase regulates rice grain

production. Science. 2005, 309, 741-745



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

88 W. Healy: Piles of money. GrowerTalks. 2009, 72, 42—-46.

89 P. Bhadoria, M. Nagar, V. Bharihoke, A. S. Bhadoria: Ethephon, an organophosphorous,
a Fruit and Vegetable Ripener: Has potential hepatotoxic effects? J. Family Med. Prim.
Care. 2018, 7, 179-183.

% Chem. Rev. 1998, 98 (5), 7-2076. Celé &islo je vénovano cyklodextrintim.

’1J. L. Atwood, J. M. Lehn, J. Szejtli: Comprehensive supramolecular Chemistry, volume 3

cyclodextrins. Pergamon, Oxford, U. K., 1996.

92 A. Villiers: Sur la transformation de la fécule en dextrine par le ferment butyrique. Chimie
Organique—Compte Rendus des Séances de I’Académie des Sciences Février. 1891, 112,
435-437.

3 A. Villiers: Sur la transformation de la fécule en dextrine par le ferment butyrique. Bulletin

de la Société Chimique de Paris. 1891, 45, 468—470.

94 F. Schardinger: Uber thermophile bakterien aus verschiedenen speisen und milch, sowie
iiber einige umsetzungsprodukte derselben in kohlenhydrathaltigen néhrlosungen, darunter
krystallisierte polysaccharide (dextrine) aus stirke. Zeitschrrift fiir Unter- suchuing von

Nahrungs- und Genussmittel. 1903, 6, 865—-880.

%5 F. Schardinger: Bacillus macerans, ein aceton bildender rotteba- cillus. Centralblatt fiir

Bakteriologie Parasitenkunde und Infek-tionskrankheiten. 1905, 14, 772-781.

% D. French, M. L. Levine, J. H, Pazur, E. Norberg: Studies on the Schardinger dextrins.
The preparation and solubility character- istics of alpha-dextrins, beta-dextrins, and gamma-

dextrins. J. Am. Chem. Soc. 1949, 71, 353-356.

%7 K. Freudenberg, H. Boppel, M. Meyer-Delius: Observations on starch.

Naturwissenschaften. 1938, 26, 123—-124.
%8 F. Cramer: Die cyclodextrine aus Stirke. Dissertation Heidelberg. 1949.

9S. M. Han, Y. I. Han, D. W. Armstrong: Structural factors affecting chiral recognition and

separation on beta-cyclodextrin bonded phases. J. Chromatogr. 1988, 441, 376-381.

100 R, A. Menges, D. W. Armstrong: Chiral separations using native and functionalized
cyclodextrin-bonded stationary phases in highpressure liquid-chromatography. ACS Symp.
Ser. 1991, 471, 67-100.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

101 poget publikaci o cyklodextrinech vydanych od roku 1998 do roku 2020. Chemical
abstract, SciFinder Scholar ™. 2022.

102G, Crini, S. Fourmentin, E. Fenyvesi, G. Torri, M. Fourmentin, N. M. Crini:

Cyclodextrins, from molecules to applications. Environ. Chem. Lett. 2018, 16, 1361-1375.

103 N. M. Crini, S. Fourmentin, E. Fenyvesi, E. Lichtfouse, G. Torri, M. Fourmentin, G.
Crini: 130 years of cyclodextrin discovery for health, food, agriculture, and the industry: a

review. Environ. Chem. Lett. 2021, 19, 2581-2617.
104 A Villiers: Compt. Rend. Acad. Sci. 1891, 112, 536.

1055 M. Botella, B. del Castillo, M.A. Martyn: Cyclodetrin properties and applications of
inclusion complex formation. Ars. Pharm. 1995, 36, 187—198.

1060, Calliess , A. H. Daranas: Application of isothermal titration calorimetry as a tool to

study natural product interactions. Nat. Prod. Rep. 2016, 33, 881-904.

107J.'S. Renny, L. L. Tomasechiv, E. H. Tallmadge, D. B. Collum: Method of Continuous
Variations: Applications of Job Plots to the Study of Molecular Associations in

Organometallic Chemistry. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2013, 52, 11998-12013.

108 C. S. Mallis, M. L. Saha, P. J. Stang, D. H. Russell: Topological Characterization of
Coordination-Driven  Self-Assembly Complexes: Applications of Ion Mobility-
MassSpectrometry. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2019,30, 1654—-1662.

109 F Ulatowski, K. Dabrova, T. Balakier, J. Jurczak: Recognizing the Limited Applicability
of Job Plots in Studying Host—Guest Interactions in Supramolecular Chemistry. J. Org.
Chem. 2016, 81, 1746—1756.

10 G, Crini: Review: A History of Cyclodextrins. Chem. Rev. 2014, 114, 10940—-10975.

U1 T, Loftsson, M. E. Brewster: Pharmaceutical Applications of Cyclodextrins 1. Drug
Solubilization and Stabilization. J. Pharm. Sci. 1996, 85, 1017-1025.

12 A Nowicki, V. Le Boulaire , A. Roucoux: Nanoheterogeneous Catalytic Hydrogenation
of Arenes: Evaluation of the Surfactant-Stabilized Aqueous Ruthenium(0) Colloidal
Suspension. Adv. Synth. Catal. 2007, 349, 2326-2330.

13 G. Giibitz, M. G. Schmid: Chiral separation principles in capillary electrophoresis. J.
Chromatogr. A. 1997, 792 , 179-225.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

114 J. Szejtli: Utilization of cyclodextrins in industrial products and processes. J. Mater.

Chem. 1997, 7, 575-587.

15 H. Hashimoto, K. Hara, N. Kuwahara, K. Mikuni, K. Kainuma, S. Kobayashi. Jpn. Kokai.
1985. JP85 234 564.

16 K. Lindner, L. Szente, J. Szejtli. Acta Alimentaria. 1981, 10, 175.
7 A. Tamagawa. Jpn. Kokai. 1985. JP85 204 739.
18y, Akiyama. Jpn. Kukai. 1979. JP7980463.

19 J. Agric: Antioxidant Vitamin E/Cyclodextrin Inclusion Complex Electrospun
Nanofibers: Enhanced Water Solubility, Prolonged Shelf Life, and Photostability of Vitamin
E. Food Chem. 2017, 65, 5404-5412

120 J. Szejtli: Cyclodextrins in pesticides. Starch/stirke. 1985, 11, 382-386.

121'S. Gao, Y. Liu, J. Jiang, Q. Ji, Y. Fu, L. Zhao, C. Li, F. Ye: Physicochemical properties
and fungicidal activity of inclusion complexes of fungicide chlorothalonil with [-

cyclodextrin and hydroxypropyl-B-cyclodextrin. J. Mol. Lig. 2019, 293, 111-513.

122 M. Chen, J. Wang, W. Zhang, G. Diao: Preparation and characterization water-soluble
inclusion complexes of imidacloprid-B-cyclodextrin polymer and their electrochemical

behavior. J. Electroanal. Chem. 2013, 696, 1-8.

123 A. C. Turan, I. Ozen, H. K. Giirakin, E. Fatarella: Controlled release profile of
imidacloprid-Bcyclodextrin inclusion complex embedded polypropylene filament yarns. J.

Eng. Fibers. Fabr. 2017, 12, 75-83.

124].7. Villaverde, P. S. Espafia, J. L. A. Prados, A. M. Lamsabhi, M. Alcami: Computational
Study of the Structure and degradation products of alloxydim herbicide. J. Phys. Chem. A.
2018, /22, 3909-3918.

125 M. E. Baez, J. Espinoza, R. Silva, E. Fuentes: Influence of selected cyclodextrins in
sorption-desorption of chlorpyrifos, chlorothalonil, diazinon, and their main degradation

products on different soils. Environ. Sci. Pollut. Res. 2017, 24, 20908-20921.

126 Gibberellic acid (77-06-5) 'H NMR. https://www.chemicalbook.com/SpectrumEN_77-
06-5 1HNMR htm



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

63

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PAMP
IAA
GA
GA3
CK
ADP
ATP
ABA
BR

JA

SA

SL

CD
NMR
ITC
ESI-MS
DMSO-ds
D20
MeOH

ROESY

AH

48

pathogen-associated molecular patterns
kyselina indol-3-yloctova
gibberelliny

kyselina gibberellova
cytokininy

adenosindifostat
adenosintrifosfat

kyselina abscisova
brassinosteroidy

kyselina jasmonova

kyselina salicylova
strigolaktony

cyklodextriny

nuklearni magneticka resonance

isotermalnti titra¢ni mikrokalorimetrie

elektrosprejova ionizace s hmotnostnim detektorem

deuterovany dimethylsulfoxid
deuterovand voda

methanol

rotating-frame nuclear Overhauser effect correlation spectroscopy

parametr stechiometrie
vazebna konstanta
enthalpie

entropie



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

SEZNAM OBRAZKU
Obrazek 1 ,,Cik—cak* model rostlinné imunity ..........cccceeeviieeiiieeiieesie e eeveeeeeee e 12
Obrazek 2 Test aUXINOVE OACZVY AVEHA ........eccveeeueeeiieiieeiieciieeieeste e esre s seeeeaee e enne 13

Obrazek 3 Chemicka struktura nékterych auxind: indol-3-yloctova kyselina (1), 4-
chlorindol-3-yloctova kyselina (2), fenyloctova kyselina (3) a 2,4-dichlorfenoxyoctova

KYSEIINA (4) 1veeeeieeeiie ettt ettt e e et e e et e e e te e e e taeesaseeessseeeesseeessseeenseeeasseeesseeesseennnns 14
Obrazek 4 Chemickd struktura gibberellinu 12 (5), kyseliny gibberellové (6), gibberellinu
4 (7) @ IbDETCIINU 7 (8) .ocueeeeeiieeeee ettt e e e et e e eeaeeenaeeennns 15
Obrazek 5 Chemicka struktura trans-zeatinu (9), 6-benzylaminopurininu (10), kinetinu (11)
A thidIAZUTONU (12) ..eiiiiieeiie ettt e et e e et e e s eeeessbeeessbeeesaseeesseeenseeesneas 17
Obrazek 6 Chemicka struktura kyseliny abscisove (13) ....coovvveiieriieiiienieeiieeieeieeeen 17
Obrazek 7 Chemicky vzorec ethenu (14) .........cccooiiiiiiiiiiiiieiieeieee e 18
Obrazek 8 Chemicka struktura brassinolidu (15) a castasteronu (16)..........cc.cccveecveennnnne. 19
Obriazek 9 Chemicka struktura kyseliny jasmonové (17) a methyl-jasmonatu (18) .......... 19
Obrazek 10 Chemicka struktura kyseliny salicylové (19), salicinu (20), methyl-salicylatu
(21) a kyseliny acetylsalicyloOVe (22) ....oieuiiriieiieie et 20
Obrazek 11 Chemicka struktura strigolu (23), orbancholu (24) a GR24 (25).................... 21
Obriazek 12 Piiprava CD enzymatickou degradaci SKrobu...........cccoeeviiniiiiniinnncnnene. 23
Obrazek 13 Pocet publikaci o CD vydanych v letech 1998 az 2020 dle Chemical Abstracts,
SciFinder Scholar ™ ... ... ..o 24
Obrazek 14 Chemické struktury a rozméry pro o=, B- a Y-CD..ooovevrvevviiiniieeiiieeieeeee 25
Obrazek 15 Mozné stechiometrie CD KOmpleXl ........cooovvveiieriieiiieniieiiecieeeesee e 27
Obriazek 16 Procentudlni zastoupeni CD v jednotlivych odvétvich primyslu................... 28
Obrazek 17 'H NMR spektra GAj titrované roztokem B-CD v D>O pti 30 °C.................. 39
Obrazek 18 Zména chemickych posunti methylové skupiny GAs v zavislosti na molarnim
ZlomKku B-CD Vv D20 @ PUITU....viiiiiiiiiicieceeceeeeee ettt 39
Obrazek 19 'H NMR spektra GA; titrované roztokem y-CD v D0 pii 30 °C .................. 40
Obrazek 20 Zména chemickych posunti methylové skupiny GAs v zavislosti na molarnim
ZlomKku Y-CD vV D20 @ PUITU ..o 40
Obrazek 21 'H NMR spektra GAj a B-CD méfena Jobovou metodou...............ccoveveneen.e. 42
Obriazek 22 Graf obsahujici chemické posuny v sou¢inu s molarnim zlomkem signalt Hr a
Ho v zavislosti na molarnim zIomKu GAG.......cooiiiiiiiiiiieee e 42
Obrazek 23 2D ROESY spektrum komplexu GA3 s y-CD ....ocovviieniiiiiiiieiecieeee 43
Obrazek 24 ITC zaznamy GA; titrované roztokem a-CD v H>O (1) a v pufru (2) ........... 45
Obrazek 25 ITC zaznamy GAs titrované roztokem B-CD v H,O (1) a v pufru (2)............ 46
Obrazek 26 ITC zaznamy GA3 titrované roztokem y-CD v H,O (1) a v pufru (2)............. 47

Obrazek 27 Hmotnostni spektrum smési GA3 ay-CD v molarnim poméru 1:3................. 48



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

Obriazek 28 Ukazka provedeni kli¢iciho experimentu se zfetelnou plisni na semenech....50



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Vybrané vlastnosti jednotlivych CD ..........cocviieiiiiieciiiieeeee e, 26
Tabulka 2 Navazky GA3z a CD rozpusSténych v DoO.....oocviiiiiiiiiiiiciieieceeeeee 34
Tabulka 3 Navazky GA3z a CD rozpuSténych v pufiu .......occvveeiiieiiiieece e, 34
Tabulka 4 Navazky GAz a CD pro JobUv graf ..........cccoeviiiiiiiiiiicieecece e 35
Tabulka S Pipetované objemy roztokt do jednotlivych NMR kyvet........cccceevvvveeveennnn. 35
Tabulka 6 Navazky GAz a CD pro méteni ROESY ......cccooiiiiiiiiiiiieiececeeeeee 35
Tabulka 7 Navazky GA3z a CD rozpusténych v H O pro méfeni na ITC...............c..oc....... 35
Tabulka 8 Navazky GA3z a CD rozpusténych v pufru pro méteni na ITC.......................... 36
Tabulka 9 Pocet misek s jednotlivymi roztoky pouzitych na kli¢ici experiment............... 36

Tabulka 10 Termodynamické parametry komplexace GAz s a-CD v H>O a v pufru........ 45
Tabulka 11 Termodynamické parametry komplexace GAz s B-CD v H>O a v pufru ........ 46
Tabulka 12 Termodynamické parametry komplexace GA3 s y-CD v H2O a v puftu ........ 47



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

SEZNAM PRILOH

P¥iloha 1 'H NMR spektrum GA3

Piiloha 2 °C NMR spektrum GA3

Priloha 3 'H NMR spektra GAj; titrované roztokem o.-CD v D>O pii 30 °C
P¥iloha 4 '"H NMR spektra GAs titrované roztokem a.-CD v pufru pii 30 °C
Piiloha 5 '"H NMR spektra GAs titrované roztokem B-CD v puftu pfi 30 °C
P¥iloha 6 'H NMR spektra GAs titrované roztokem y-CD v pufru pfi 30 °C
P¥iloha 7 'H NMR spektra GAsz a a-CD méfena Jobovou metodou

P¥iloha 8 'H NMR spektra GA3 a y-CD méfena Jobovou metodou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

Priloha 1 'H NMR spektrum GA3;

i r
DMSO-d,
fg
q
) P
i
b e ]
cd kl o
h mn
a L
—
0.6283 0.9308 0.9673 0.9211 0.9729 2.0440 0.9399 1.0576 0.5111 2.0329 1.9978 5.2385 3.0000
| S— ] =] [H] ] 5] (] 5] ] |- 9] -] 5]
B R m AR RRE AR L L e L R AAEEasiocony L
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Chemical Shift (ppm)
Piiloha 2 *C NMR spektrum GA3
DMSO-dj
h
9 i S
Imn
|
e k
d r
b o]
a c f ] 8]
T L B A I | B R T \l T L I"\\ T | \\\I\‘ ||'
160 140 120 100 80 60 40 20

Chemical Shift (ppm)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

Piiloha 3 '"H NMR spektra GAs titrované roztokem a-CD v D20 pii 30 °C

H1  HO

o )

lo o
©

=T =

6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15
Chemical Shift (ppm)

Priloha 4 '"H NMR spektra GAs titrované roztokem a.-CD v pufru pii 30 °C

2,5
!

2,0

6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5
Chemical Shift (ppm)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

70

P¥iloha 5 'H NMR spektra GAs titrované roztokem B-CD v pufru pii 30 °C

H1  H,0 H5H6 H2 H4

H3

Ekv. B-CD

FF

6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35
Chemical Shift (ppm)

Priloha 6 '"H NMR spektra GAs titrované roztokem y-CD v pufru pii 30 °C

H1  HO H5 H6
o Hé
| H2
H3
|
Ekv. y-CD \‘ ’
a b clld e (i
3‘0 M m J\J "I
25 /J
M, M,

2,0

5 h d
a b C e
o |y 1
6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5

Chemical Shift (ppm)

T

1.0



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

Piiloha 7 '"H NMR spektra GAs a a-CD méfena Jobovou metodou

H5HE H4
H2

6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5
Chemical Shift (ppm)

Piiloha 8 '"H NMR spektra GA3 a y-CD méfena Jobovou metodou

H5

ﬂ .l
] H'Um
S — N 'N,!}‘)y
= |
o JUM
) "

55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5
Chemical Shift (ppm)

,@:
o]



	OBSAH
	Úvod 9
	I TEORETICKÁ ČÁST 10
	1 Rostlinné hormony 11
	1.1 Klasifikace rostlinných hormonů 12
	1.2 Využití v zemědělství 21

	2 Cyklodextriny 23
	2.1 Historie 23
	2.2 Rozdělení, vlastnosti a struktura cyklodextrinů 25
	2.3 Inkluzní komplexy 26
	2.4 Využití cyklodextrinů 28

	II PRAKTICKÁ ČÁST 31
	3 Experimentální část 32
	3.1 Použité přístroje 32
	3.2 Měřený ligand a hostitelské molekuly 33
	3.3 Příprava pufru o pH 8,16 33
	3.4 Příprava vzorků 33

	4 Dikuze a výsledky 37
	4.1 Kyselina gibberellová 37
	4.2 Supramolekulární komplexy kyseliny gibberellové s CD 38

	závěr 51
	SEZNAM POUŽITÉ LITERATury 53
	seznam použitých symbolů a zkratek 63
	seznam OBRÁZKŮ 64
	seznam TABULEK 66
	seznam PŘÍLOH 67
	Úvod
	1 Rostlinné hormony
	1.1 Klasifikace rostlinných hormonů
	1.1.1 Auxiny
	1.1.2 Gibberelliny
	1.1.2.1 Kyselina gibberellová

	1.1.3 Cytokininy
	1.1.4 Kyselina abscisová
	1.1.5 Ethen
	1.1.6 Jiné přírodní regulátory růstu
	1.1.6.1 Brassinosteroidy
	1.1.6.2 Kyselina jasmonová
	1.1.6.3 Kyselina salicylová
	1.1.6.4 Strigolaktony


	1.2 Využití v zemědělství

	2 Cyklodextriny
	2.1 Historie
	2.2 Rozdělení, vlastnosti a struktura cyklodextrinů
	2.3 Inkluzní komplexy
	2.4 Využití cyklodextrinů
	2.4.1 Potravinářský průmysl
	2.4.2 Zemědělství


	3 Experimentální část
	3.1 Použité přístroje
	3.2 Měřený ligand a hostitelské molekuly
	3.3 Příprava pufru o pH 8,16
	3.4 Příprava vzorků

	4 Dikuze a výsledky
	4.1 Kyselina gibberellová
	4.2 Supramolekulární komplexy kyseliny gibberellové s CD
	4.2.1 Nukleární magnetická resonance
	Konstrukce Jobova grafu
	ROESY experiment

	4.2.2 Isotermální titrační mikrokalorimetrie
	4.2.3 Elektrosprejová ionizace s hmotnostním detektorem
	4.2.4 Klíčení semen


	závěr
	SEZNAM POUŽITÉ LITERATury
	seznam použitých symbolů a zkratek
	seznam OBRÁZKŮ
	seznam TABULEK
	seznam PŘÍLOH

