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1. TEORETICKA CAST



1.1 Cytokininy

1.1.1 Definice a historie objevu cytokinixi

Nazev rostlinnych horman cytokinini vznikl z jejich schopnosti podporovatleni
burgk. Objev prvniho cytokininu se datuje v roce 19%dy byla v autoklavované DNA
nalezena latka, chemicky pojmenovana jako 6—fulfgignin a trivialé pojmenovana
jako ,kinetin“ (Barciszewski et al., 1996; Frébettal., 2011).

Navzdory objevu kinetinu jako prvniho cytokininatd slodenina byla jako firozere
se vyskytujici latka prokdzana o vice gyt desetileti pozgi, kdy po wtSinu této
doby byl vznik kinetinu vysétlovan jako produkt ugiého gesmyku vyvolaného
autoklavovanim. Jakoipozere se vyskytujici byl kinetin nalezen v kokosovéreahu,
DNA teleciho brzliku nebo i v jinych DNA, kdetrbe vznikat jako produkt poSkozeni
DNA chemickou reakci furfuralu s adeninovym zbytkéBarciszewski et al., 1996;
Barciszewski et al., 2007; Miller et al., 1956; boé et al., 2011).

Cytokininy se jako chemicka individugadi mezi rostlinné hormony, které byly
objeveny na konci 19. stoleti a jsou definovanyjgirozerg se vyskytujici latky, které
se nachazeji v rostlinném pletivu ve velmi nizkédentraci (fmol - pmol.q erstvé
hmoty). Tato definice souvisi také s pojmem retuda ristu rostlin®, které Ize
definovat jako latky schopné stimulovdist, ovSem na rozdil odistovych regulatar
mezi ré Ize z&adit i latky ungle nasyntetizované (Frébort et al., 2011; Tarkoveskl.,
2004). Velké mnozstvi latekazenych mezi cytokininy Ize #dit do obou dchto
skupin, a tudiz Ize dojit k z&mu, Ze cytokininy lezi na pniku tchto dvou mnozin.
Spol&n¢ s rozvojem cytokinith se objevuje jes8tdalSi skupina latek, jejiz vznik byl
umoZzreén na zaklad znalosti struktury cytokiniina jejich vazebnych protainJednéa se
0 anticytokininy, které v biologickém materialuigobi jako antagonisté cytokininové
odpowdi (Skoog et al., 1975).

1.1.2 Chemicka struktura a rozdleni

Podle chemické struktury Ize cytokininy rafitl do dvou hlavnich skupin, a sice na
derivaty adeninu a derivaty raviny a thiom@oviny, kdy v biologickém materialu se
piirozere vyskytuji hlavié derivaty adeninu (Frébort et al., 2011; Tarkowskial.,
2004).
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Podrobgjsi rozdsleni cytokinini adeninového typu Ize provést podle konfigurale N
postranihofettzce na isoprenoidni a aromatické. Mezi cytokininisoprenoidnim
postranim fettzcem lze z#adit isopentenyladenin, zeatirci§ a trans izomer),
dihydrozeatin a dalSi. Mezi aromatické cytokiniag zd@adit benzyladenin a topoliny.

N¢které z &chto slodenin jsou zobrazeny na Obr. 1.
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Obrazek 1: Vzorce a nazvy vybranych cytokiriirfMok & Mok, 2001).
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Kromé téchto slodenin Ize v rostlinach naléztizné derivaty, mezi které gatO-
glukosidy, N-glukosidy a konjugaty s aminokyselinam kterych je na zéklad
strukturalnich odliSnosti patrna odliSna biologickétivita (Mok & Mok, 2001,
Tarkowski et al., 2004).

1.1.3 Cytokininovy transport

VysSi rostliny jsou sloZzeny zkolika organ, které mohou byt furdné rozdileny na
vegetativni a generativni, nebo také na fotosykéta nefotosyntetické. Tyto organy
na sebe vzajendnpasobi a to jak zdvodu optimalizace metabolickych a vyvojovych
procesi, tak i z hlediska reakce na &®i podngty. Pro tyto dely vznikly systémy
mistni a dalkové komunikace mezinkami a organy u kterych rostlina vyuziva
nizkomolekularnich latek mimo jiné i fytohormo(Sakakibara et al., 2010).

Mezi cytokininy pevladajici ve vys8ich rostlinach Hatpredevdim N-(A%-
isopentenyl)adenin (iP) a zeatin (Z), kdy volné ebazjejich ribosidy (iPR, ZR) jsou
povaZovany za biologicky aktivni sléeniny (Werner et al., 2001).

Z hlediska regulace hladiny cytokiiinse vyuziva &kolika regul&nich systém
zahrnujici mimo jiné také regulaci syntézy a degcad cytokini, kterym bude
vénovana nasledujici kapitola. DalSim systémem regulaladiny je distribuce
rastovych hormot jak v ramci pletiva, tak i v ramci celé rostlinpistribu¢ni systém
téchto latek je vrostlinach zcela &bivy z hlediska efektivnosti komunikace mezi
bunkami acastmi rostliny (Hirose et al., 2008; Sakakibaralet2010).

Prvnim stupsm cytokininové distribuce je intracelularni trangpoytokinini. Hlavnim
prostorem subcelularni syntézy cytokinifsou plastidy, kdy na zakladpoznatk
hromadni cytokininovych ribosid ve vakuole a striktni intracelularni lokalizaci
biosyntetickych enzyifn v buré¢nych organelach vede kqapokladu existence
intracelularniho transportniho systéemu (Sakakib2086).

Druhou oblasti distribuce je transport cytokinipies plazmatickou membranu, kdy
pokud pomineme difuzi, byly v rdmci tohoto systémalezeny d¥ skupiny enzym,
které mohou zodpovidat za distribuci cytokinmezi intracelularnim a extracelularnim
prostorem.

Prvni skupinou jsou purinové permeasy (PUP), ktey/ nalezeny \Arabidopsis,
zprostedkovavaji pijem cytokininovych bazi. Jednd se o transportétPUP1l a

AtPUP2 s Sirokou substratovou specifitou, schopramé transportu cytokininovych
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bazi (iP, tZ) zprosedkovavat gjem i nékolika jinych adeninovych derivét jako
samotného adeninu nebo kofeinu (Blrkle et al., 2@a&akibara, 2006). Transportéry
PUP jsou zakotveny v cytoplasmatické membrarpracuji na principu symportu $ H
kationty (Obr. 2). Transportétova afinita AtPUPD pZ se pohybuje kolem Ki = 20-35
UM, coz je hodnota srovnatelna s jinymi enzymy meliahjici cytokininy (Burkle et
al., 2003; Cedzich et al., 2008; Gillissen et2000).

Ackoliv existuji transportéry pro volné baze, majoiritransportni formou cytokinin
zustavaji nukleosidy. Transportni proteiny pro nukldg pati do skupiny
rovnovaznych nukleosidovych transpo@téfENT). V Arabidopsis bylo zjigho, Ze
proteiny z této skupiny (AtENT3, AtENT6, AtENT7) kiszou penaset cytokininové
ribosidy iPR a tZR na zakladkoncentraniho gradientu f&s membranu (Sakakibara et
al., 2010).

Rostlina - dalkovy transport

A Rostlinné
oem O pletivo
(iP-typ

Obrazek 2: Transport cytokinifh v rostlinnach. ECP, extracelularni prostor (apsja
ICP, intracelularni prostor (cytosol); iP,°4h%isopentenyl)adenin; tZirans-zeatin;
iPR, NP-(A%isopentenyl)adenin ribosid; tZRirans-zeatin ribosid; PUP, purinova
permeasa; ENT, rovnovazny nukleosidovy transpdiféerner & Schmdlling, 2009;
Sakakibara et al., 2010).

Podobné transportéry byly nalezeny také v genoraa @ryza sativa), ktery obsahuje
¢tyii ENT geny (OSENT1 - OsENT4), kdy produkt genu O3RNzprostedkovava
piijem cytokininovych nukleosid stejreé jako samotného adenosinu. OSENT2 preferuje
IPR s Km = 32uM pied tZR s Km = 660 uM (Hirose et al., 2005).
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Poslednim stupgim distribuce je transport vramci celé rostliny, eré je
zprostedkovana xylemem a floemem (Obr. 2). Cytokininy utyf® prevazuji ve
floemovém transportu a tZRigvaZuje v xylemovem transportu (Sakakibara et al.,
2010). Samotny vznikéthto cytokinini mize byt odpowdi na rEkolik vn¢jSich nebo
vhitinich podnéta, kterym je ¥novana podkapitola 1.1.5.

1.1.4 Signalni drdha cytokinini

Cytokininova signalizace je v hkach vysSich rostlin zprastdkovana komplikovanym
systémem. f&nos signalu nastava navazanim cytoKima transmembranovy receptor
obsahujici tzv. CHASE doménu, temou vysoce konzervovanou sekvenci
aminokyselin, ktera zaji§ije vazbu aktivniho cytokininu, rgjsgji iP nebo tZ pipadre

i ¢cZ a jejich gisluSnych ribosid (iPR, tZR, cZR). V pipad Arabidopsis byly nalezeny
tii receptory (AHK2, AHK3, AHK4), kdy na zaklgdrazebnych preferenci byla zfiga

nizsi afinita &chto receptar k iP typu cytokinii (To & Kieber, 2008; Werner &
Schmiilling, 2009).

X

P

fo
B
L e

z

: N
AHK i i®
U
DD

WAVYAW

Obrazek 3: Signalni draha cytokinin (Mok & Mok, 2001; Werner & Schmiilling,
2009).
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Navazanim cytokininu na CHASE doménu dochazi uditinasy k autofosforylaci
histidinového zbytku s naslednymieposem fosfatové skupiny na Asp, ze kterého
dochazi k fosforylaci proteinu HP, ktery zptestkovava penos signalu do jadra foky
(Obr. 3). Fosforylovany HP protein v j@&dreaguje s proteiny RR (response regulator),
které se di na A-typ a B-typ. Rozdil meziémito skupinami spsiva jednak

v aminokyselinové sekvenci a také ve schopnostjaeat se samotnymi cytokininy,
kdy A-typ je schopen samostatreagovat na cytokininy, ovSem B-typ nikoliv (To &
Kieber, 2008; Werner & Schmilling, 2009; Sakakih&@06).

1.1.5 Biologické funkce cytokinir v rostlindch

Zvyseni zemsdélské produkce v celém &¢ za poslednétyti desetileti bylo spojeno s
vyznamnym narstem v pouzivani hnojiv, ovSem s negativnhim dopachenvzivotni
prostedi. Rikladem je eutrofizace sladkovodnich vod. Z toliwatlu se stale zvySuje
potteba pochopit vztahy meziistovymi regulatory, enviromentalnimi podminkami a
fenotypovymi projevy (Sakakibara et al., 2010).

Pivodre se pedpokladalo, Ze cytokininy jsou syntetizovany wekech. OvSem
nedavné studie o rozmdsi metabolismu cytokiniin prokazaly, Ze cytokininy jsou
vyrédbiny nejen v kéenech, ale také varnych mistech v ramctasti rostlin. V
Arabidopsis jsou geny kédujici proteiny syntetizujici cytokigi exprimovany viad
organi, vcetrg koreni, list, stonki a kwta.

Z pohledu biologickych funkci cytokininje treba ¥c hodnotit z gkolika pohledu a to
z pohledu vyskytu aktivnich a neaktivnich foremogynina, vlivu enviromentalnich
podminek a vyvojové faze, ve které se rostlina aachRoviZz je teba poukazat na
vliv cytokinini na jednotlivécasti rostliny, jelikoz nelze z hlediskagsnosti vykladu
pohliZet u vlivu cytokinig na rostlinu jako celek.

Prvni faktor je, Ze se cytokininy mohou v rostlimyskytovat v aktivni a neaktivni
form¢. Za aktivni formu jsou povaZzovany volné cytokinmedaze jako iP nebo tZ, kdy
zvlastni postaveni v tomto faktoru mé vzajemny W4tans- a cis- izomeru zeatinu.
Trans izomer byl povazovan za aktivni formu hormonu, méptomu cis izomer byl
povazovan za té#n neaktivni (Kaminek, 1982).

V poslednich #&kolika letech byly pednesenyitkazy o kltové roli vzajemného vztahu
obou izomei, spa@ivajici jednak v dynamickych pramach hladin obou izomérve

fazich rostlinného vyvoje a také enzymaticky zpexftované vzajemné konverzi
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v pribéhu Zivota celé rostliny (ikladem je Arabidopsis) nebo v piibéhu
embryogenezéi buné¢ného cyklu (Dobrev et al., 2002; Emery et al., 1998jdoSova
et al., 2011; Quesnelle & Emery, 2007).

DalSim aspektem biologickych funkci cytokifiine jejich vliv na jednotlivécasti
rostlin. Pokud se budeme zabyvat jednotlivymi fiagickymi (€inky, jsou cytokininy
povazovany za regulatory funkce meristému, podpataymanci axidlnich pupén
reguluji vztah mezi sinkem a zdrojem a oddalujieseenci listu(Gan & Amasino
1995; Tanaka et al., 2006; Sakakibara et al., 2010)

V korenech rostliny se stgjnjako na mnoha jinych mistech projevuji profidhé
Gcinky mezi cytokininy a auxiny, kdy jejich vzajemiviterakce a po#r ve prosgch
cytokinini ovliviiuje meristematickou diferenciaci cevnich swgzkkorenové
prodluZzovani a negativni regulaci tvorby postrahnkoreni (Sondheimer & Tzou,
1971; Werner & Schmilling, 2009). Tyto a dalSfinky cytokinini v kombinaci

s vlivem auxinu jsou popsany Vv tzv. auxin-cytokmi@ hypotéze vyti@né Skoogem a
Millerem predpokladajici zasadni vliv interakcéchto dvou skupin hormdn na
rostlinnou morfogenezi (Werner et al., 2001).

Nemért dualezitym vyuZitim cytokinih je reakce na enviromentalni podminky.
V nadzemnicasti rostliny se da hovidb o vlivu swtla, které interaguje s prvky
cytokininového signalizaniho systému.

U podzemnichc¢asti (kdeni) se Ize z hlediska ¥sich podminek setkat s velmi
variabilnim prostdim, ¥etn® lokélnich rozdik v dostupnosti mineralnich Zivin, kdy
reakce na zému podminek zprogtdkovavaji prag cytokininy.

V tomto snéru panuje dlouhodoby nazor, Ze vznik cytokinje indukovan dostupnosti
anorganického dusiku. Ras¥nna zaklad analyzy transkriptomu byly nalezeny funkce
cytokinina také v signalizaci vyskytu siry, fosfiata ovlivreéni syntézy proteiin
zaji¥ujicich gFijem Zeleza zydy, kdy tato cytokininova funkce je zavisla na
receptorech AHK3 a AHK4 (Argueso et al., 2009; Rubt al., 2009; Séguéla et al.,
2008). Z tohoto pohledu jsou tedy cytokininy, pawgny za regulatoryigmu Zivin
pies kden, Wetrg vlivu na snér rastu kaeni do mist sidedlni koncentraci Zivin
(Werner & Schmilling, 2009).

Cytokininy hraji svou roli nejen v reakcich na#e a koncentraci Zivin, ale také ve
stresovych reakcich na osmoticky tlak, sucho nebaktivni formy kysliku.
Nezanedbatelna je také role cytokihin patogenezi a symbidze s bakteriemi nebo

plisremi. NejznangjSi a bezpochyby nejprozkouniggi pripad je interakce rostliny
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s bakteriiAgrobacterium tumefaciens, ktera na zékladprodukce cytokinifi a auxiri
vyvoldva u rostliny tvorbu nediferenciovaného plati (kalusu). Mezi dalSi
mikroorganismy vyuZzivajici podobny princip HaErwinia herbicola, Pseudomonas

syringae aRhodococcus fascians (Werner & Schmilling, 2009).
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1.2 Biosyntéza a degradace cytokinin

V této kapitole budou fedstaveny sledy enzymatickych reakci, pomoci ktefgou

v rostlinach syntetizovany cytokininy a rasn budou probrany moznosti jejich
inaktivace jak reverzibilni tak ireverzibilni. Nalary existence isoprenoidnich a
aromatickych cytokinii se tato kapitola bude émovat pouze isoprenoidnim

cytokininam.

1.2.1 Biosyntetické drahy cytokinini

Usttedni  postaveni v biosyntéze  cytokilnin m&  bezpochyby  enzym
isopentenyltransferasa (IPT), ktera katalyzuje kgagi isopentenylovéastiiettzce se
strukturou obsahujici adeninovaast. Z hlediska jpvodu nmize isopentenylova@ast
pochazet ze dvou metabolickych drah, jmeroMEP draha a MVA draha. Z hlediska
puvodu adeninovéasti molekuly se rowk vyskytuji d¥ moznosti, které budou
podrobrji probirany u podkapitoly &nujici se enzymu IPT (Mok & Mok, 2001,
Frébort et al., 2011).

1.2.1.1 Zdroje isoprenoidni¢asti cytokininové molekuly

Jak bylofeceno v Gvodu kapitoly, pro syntézu cytokifije zapotebi adeninova a
isoprenoidnicast. K syntéze isoprenoidiasti molekuly dochazi na dvou mistech
s moznym vyuzitim dvou metabolickych drah, kte@ujgrehledrd zobrazeny na Obr.
4. Mevalonatova draha je umisa v cytosolu u buik vysSich rostlin, a zahrnuje vznik
dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP) zgvodniho prekurzoru acetyl-CoA. Na zakiad
experimeni s radioaktivé znaenymi substraty byla navrzena alternativni moznost
syntézy isopentenylovéasti fettzce v podob hydroxyanalogu postrannihetzce, s
nadzvem 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfatMiBDP).

HMBDP je meziproduktem methylthriolfosfatové (MEEJahy, ktera se vyskytuje
v bakteriich a plastidech. Jelikoz HMBDP obsahujarbxylovou skupinu, kromh
mozné konverze na DMAPP jej Izé&imo enzymaticky transportovat na aminoskupinu
adeninu za vzniku zeatinového tymgytokinini. Obs cesty syntézy byly nalezeny
v Arabidopsis thaliana, kde hraji ob duleZitou roli v syntéze aktivnich cytokinin
(Astot et al., 2000; Kakimoto, 2003; Sakakibara)@0
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Mevalonatova draha
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Obrazek 4: Syntéza isoprenoidni¢asti cytokinini. MEV, mevalonat; DXP
deoxyxylulosafosfat, MEP, methylthriolfosfat; DMAPPdimethylallylpyrofosfat;
HMBDP, 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfat &imoto, 2003).

1.2.1.2 Isopentenyltransferasa (IPT)

Prvni a rychlost uwjici krok biosyntézy cytokiniinje prevod isopentenylovéhi@zce

na adeninovou ¢ast molekuly. Tato enzymatickd reakce je katalypava
isopentenyltransferasou (IPT, ES 2.5.1.20kd\v zakladni Uvaha o reakcigtava pro
vSechny organismy stejnda, dznych skupin organismu panuji v této reakci rozdily
v preferencich a druzich substrdtteré enzym vyuziva (Sakakibara, 2006).

Prvni identifikace substréitvyuzivanych IPT byla dosazena v organisbiatyostelium
discoideum. Tato hlenka produkuje latku discadenin, adenindesivat, fgisobici jako
inhibitor kliceni spor (Nomura at al., 1977; Taya et al., 19P8&)ni krok syntézy této
latky je identicky vzhledem k syntéze cytokitiikdy dochazi k IPT katalyzovanému
prénosu isoprenylovéheetézce na akceptor AMP nebo ADP, ale nikoliv ATP nebo
CAMP.

U rostlin a rkterych jinych organisiin rozliSujeme gkolik forem syntézy cytokinid,
kterych se zEastuje IPT. Na Obr. 5 je zobrazeno <iné schéma reakci
katalyzovanych IPT vedoucich ke tvérbytokinini. Jak je patrné, v Arabidopsis jako
modelové rostlin se vyskytuji 2 skupiny IPT enzym kdy prvni typ je #kdy
ozna&ovan jako ATP/ADP AtIPT vzhledem k tomu, Ze jakdosnat vyuziva volné
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nukleotidy. VArabidopsis se vyskytuje celkem 9 IPT izoenzynkdy 7 z nich nalezi
praw do tohoto typu (AtIPT1, AtIPT3, AtIPT4, AtIPT5, IRT6, AtIPT7 a AtIPTS8).
Tento typ tvéi s&Zejni ¢ast syntézy cytokinin Kazdy¢len tohoto typu IPT geénma
jedingnou prostorovou expresi. Exprese AtIPT3, 5 a 7yskytuje pordrné rozsahle
ve vegetativnich organech. AtIPT8 se exprimuje agh¥ v reproduknich organech s
nejvyssi expresi v nezralych semenech, &tggho AtIPT4. AtIPT1 je exprimovan v
ovariich a vegetativnich organech.

Tyto enzymy disponuji jesStjednim vzajemnym rozdilem, a sice odliSnostiiv
inhibi¢nimu vlivu cytokinini na jejich expresi, kdy enzymy AtIPT1, 3, 5 a 7ujso
negativié regulovany cytokininy, zatimcociinky cytokinini na AtIPT4, 6 a 8 nebyly
sledovany (Kakimoto, 2003; Miyawaki et al., 20061uCt al., 2010).
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Obrdzek 5: Enzymatické reakce katylyzované IPT (f®d AMP,

adenosinmonofosfat; ADP, adenosindifosfat; ATP,nadmntrifosfat, iPRMP, Ri(A%-

isopentenyl)adenin ribosid 5 -monofosfat; iPRDP-(Af-isopentenyl)adenin ribosid
5 -difosfat; iPRTP, Ri(A*isopentenyl)adenin ribosid 5'-trifosfat; DMAPP,
dimethylallylpyrofosfat;, HMBDP,  4-hydroxy-3-meth@E)-butenyl  difosfat
(Sakakibara, 2006).

Krome této cesty byla identifikovana dalSi moznost syytéytokinini, ktera vyuziva
jako zdroj adeninovéasti molekuly tRNA. Tyto enzymy rozpoznavaji tRN2edevsim
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pak typ, ktery na zgtku antikodonu obsahuje na prvnim raist a katalyzuji penos
isopentenylového nebo cis-hydroxy-isopentenylovgbstrannihdetszce na N pozici

na adeninovém kruhu. Vtomto &m z divodu moznosti vyuziti i HMBDP Ize
piedpokladat, Ze degradace tRNAegstavuje hlavni zdrogis-zeatinového typu
cytokinini (Sakakibara, 2006; Chen, 1997).

Arabidopsis m& dva geny (AtIPT2 a AtIPT9) kodujici enzymy mabu vici tRNA.
Kli¢ovou ulohu v o¥teni tvrzeni, Zeis-zeatinovy typ cytokininu je vazan na degradaci
tRNA, sehrala fprava rostlinného double a kvadrupolového mutaftabidopsis
thaliana, piicemZ double mutant &hvyrazené geny AtIPT2 a 9 a kvadrupolovy mutant
mél vyfazené geny AtIPT1, 3, 5 a 7. Yipadt kvadrupolového mutantu byl detekovéan
pokles iP a tZ, ovSem c4&is-zeatin ribosid (CZR) ais-zeatin ribosid monofosfat
(cZRMP) nely normalni nebo i zvySenou hladinu, coz spoéese skuténosti, Ze

v pripad® double mutantu doSlo k jejich kvantitativnimu vyemi, potvrzuje dognku,

Ze cZ-typ cytokinifi je produkovan pomoci jiné cesty nez iP a tZ-tyfkiint. tRNA
IPT jsou tedy nezbytné pro biosyntézu cZ-typu cytwki (Chen, 1997; Chu et al.,
2010; Miyawaki et al., 2006).

Obrazek 6: Krystalova struktura IPT (A) a jeho aktivniho migBa Chu et al., 2010).
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Pokud se nyni za#ime na objasini mechanismu enzymatické reakce IPT pochéazejici
z Humulus lupulus ktery je zobrazen na Obr. #istime, Ze struktura daného enzymu
obsahuje &teré konzervované sekvence, které jsou spélepro vSechny rostliny,
ovSem na druhou stranu obsahuje gd@vwariabilni oblasti, které tuji prostorové
umiseni prislusného genu néglad v chloroplastech (Chu et al., 2010).

Pokud chceme objasnitidod preference dkterych substrat pred jinymi, je teba
poznat strukturu aktivniho mista. V IPT se moleksidostratu ATP nachazi na jedné
strart enzymového kanalu. Adeninovy kruh z ATP je Zamov hluboké kapse a kanal
obsahuje také Pi skupinu, ktera se nachazi na dstriaéé kanalu. Cukern&ast
molekuly ATP neni oproti adeninovému kruhu z@ma. Jinak cely enzymovy kanal je
obklopentadou pozitiveé nabitych aminokyselinovych zbytk a tudiz je k dispozici
rozsahla sivodikovych vazeb.

Aminokyselinové rezidua vytwdjici tuto sf jsou v rAmci zachovani reaktivity enzymu
vysoce konzervované. Mezi tyto aminokyselimové kpypati napiklad Asp?
interagujici pimo s N pozici na adenosinu. Mezi dal$i aminokyselinovéitkab
interagujici s adenosinem Fatagiiklad Il€#?% Thr'* nebo Ly4%, ktery interaguje tzv.
piimou a nefimou vodikovou vazbou, kdy néma vodikova vazba je zprostikovana
molekulou vody, ktera se nachazi v aktivnhim gist

V tomto snéru se zde projevujeutkzitost gistupu rozpoustlla do aktivniho mista
enzymu. Krons jiného s adenosinem interaguiji i aminokyselinowgtlzy Mef?, Let®®
Ala®?! a 11€?? formou van der Waalsovy interakce s adeninovymhé&nu a ribosou.
Fosfatova skupina ATP tyovodikové vazby s postrannittszci Set* a GIrf’* stejre
jako dw vodou zprostdkované interakce.

Obecrs plati, e enzymy pibuji jako kofaktor M ionty na stabilizaci beta a gama
fosfatové skupiny vazané na ATP. Nicmighadny kovovy ion koordinujici ATP se ve
strukture rostlinné IPT nevyskytuje.

Misto toho, postranrietizce Ly$® a Lys " stabilizuji gama fosfatovou skupinu ATP a
tim nahrazuji roli M§" ionti. Z tchto interakci enzymu s fosfatovymi skupinami
z ATP vyplyva zdvodreni preference ATP a ADP jako substrgpited AMP u
rostlinnych IPT. Z hlediska preference substratd’ WPaZe nukleotidové substraty
v tomto pdadi: ATP > dATP= ADP > GTP > CTP > UTP (Chu et al., 2010; Miyawaki
et al., 2006; Sakakibara, 2006).
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1.2.1.3 Ostatni enzymy biosyntetické drahy

Po vzniku iPR fosfatu je syntéza tZ katalyzovanadyromem P450 monooxygenasou.
U Arabidopsis byly nedavno nalezeny dva takove enzymy (CYP738A1YP735A2).
Hodnoty kinetickych konstant vtomto ohledu naanpa preferedni pisobeni

CYP735A na iPRMP a iPRDP nez na iPRTP.
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Obrazek 7: Biosyntetickd draha pro iP, tZ a cZ. CYP735A, cyiom P450
monooxygenasa; iPRMP,°NA%isopentenyl)adenin ribosid 5"-monofosfat; iPRDE; N
(A%-isopentenyl)adenin ribosid 5 -difosfat; iPRTP®-(M*-isopentenyl)adenin ribosid
5-trifosfat; tZRMP, trans-zeatin ribosid 5-monofosfat; iPRMP, °Xa%
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isopentenyl)adenin ribosid; cZRMRrans-zeatin ribosid 5-monofosfaiP, N°-(A%
isopentenyl)adenin; tZfrans-zeatin; cZ, cis-zeatin; iPR, N-(A%isopentenyl)adenin
ribosid; tZR, trans-zeatin ribosid; cZR,cis-zeatin ribosid (Frébort et al.,, 2011;
Sakakibara, 2006).

Tuto skuténost je mozné ovSem velmi snadno kompenzousblpenim fosfatas, které
pievadji iPRTP, iPRDP, tZRTP a tZRDP naiglusSné monofosfaty (Sakakibara, 2006;
Takei et al., 2004).

Z hlediska syntézy volnych bézi je proces realinpov@isobenim enzymu
fosforibohydrolasy (LOG), kteryipvadi iPRMP, tZRMP a cZRMP n&iglusné volné
baze. Za alternativni moznost syntézy je pokladaresta realizovanatgobenim 5°-
ribonukleotidfosfohydrolasy fpvadijicim iPRMP, tZRMP a cZRMP nafiglusné
ribosidy za od&peni fosfatu, které jsou nasleédadenosin nukleosidasotiepedeny na
aktivni volné baze. V neprodgh této cesty ovSem mluvi afinit&chto enzyni

k ptislusnym substram v kontrastu sijsobenim LOG (Frébort et al., 2011; Kakimoto,
2003; Sakakibara, 2006).

Casto opomijenou syntetickou cestou se vtomto ohktdva degradaceis-prenyl-
tRNA na cis-zeatin ribosid 5"-monofosfat (cZRMP), ktery je led@ise enzymaticky
pieveden az na cZ. (ezitost této biosyntetické drahy potvrzuje fake velkacast
postranniharettzce cZ uArabidopsis je odvozena pravz této syntetické cesty.iés
svou dilezitost hraje degradace tRNAAvabidopsis pouze druhotnou roli. Progtsi
piehlednost jsou enzymatické reakce popsané v todduwzobrazeny ve schématu na
Obr. 7(Chen, 1997; Kakimoto, 2003; Sakakibara, 2006)

1.2.2 Deqgradace cytokinii

JelikoZ jsou cytokininy vyuzivany jako signalnikigt je teba velmi citli¥ regulovat
jejich hladinu v rostlinném pletivu. Z tohdidodu se vyvinulo &kolik metod degradace
aktivnich cytokiniri. Degradani proces mizeme z hlediska reverzibility ro&it na

vratny a nevratny (Frébort et al., 2011).
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1.2.2.1 Vratna inaktivace cytokinini

Reverzibilni degradace cytokiriinje realizovana na zakladkonjugace aktivni
cytokininové  molekuly obvykle se sacharidovou malek, pipadre

s aminokyselinou. Z pohledu vratné inaktivace <& j@ tZ nabizi moznost snizeni
aktivity prevedenim na cZ isomeracifipadre prevedenim redukci dvojné vazby
v isopentenylovéasti molekuly na DHZ (Frébort et al., 2011; Mok 8ok] 2001).

Z pohledu vyuzitelnosti hraji vtomto ohledu hlavndhu dva typy enzyfa sice O-
glukosyltransferasy a O-xylosyltransferasy. Do apripadaji také N-glukosyl
transferasy, ovdem enzymy uniajici vratnou pemsnu N’ a N’ glukosidi na volné
baze nebyly dosud nalezeny (Frébort et al., 2(Ridgobeni obou enzyinje zobrazeno
na Obr. 8.
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Obrazek 8: Reverzibilni inaktivacetrans-zeatinu. N-GT, N-glukosyltransferasa,
ZOGT, zeatin O-glukosyltransferaggaGLU, B-glukosidasa; tZirans-zeatin. (Frébort
et al., 2011).

Pisobenim enzymu zeatin O-glykosyltransferasy vz@kglucosylzeatin, ktery se zda
byt vSudygitomny metabolit v rostlinach oproti O-xylosylzeatj ktery je mé& casty.
O-glucosylzeatin je odolnyii degradaci cytokinin oxidasou/dehydrogenasoutdem
byt preménén na aktivni cytokinin pomoci enzynfldglukosidasy. Poddo se izolovat
enzymy odpovidajici za tuto konverzi a sice O-xylvansferasu (EC 2.4.1.204) z
Phaseolus vulgaris, a O-glukosyltransferasu (EC 2.4.1.203aseolus lunatus.

Geny, které kéduji zeatin O-glucosyl- a O-xylosfisferasu byly naklonovany z
Phaseolus lunatus a Phaseolus vulgaris, kdy oba tyto geny neobsahuji Zadné introny a
koduji polypeptidy o délce 459 a 454 aminokyselhm®tnosti cca 51 kDa.

Jiz zmirnym enzymem pro reaktivaci cytokirinje p-glukosidasa (EC 3.2.1.21).
Kukuti¢cné pB-glukosidasy maji fibliznou hmotnost 60 kD s funkci reaktivace

konjugovanych cytokiniih. Gen kodddujici tento enzym v kukai je asi 5 kbp dlouhy
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a sklada se z 12 exdbroddlenych 11 introny (Frébort et al., 2011; Mok & Mdk)01;
Turner et al., 1987; Veach et al., 2003).

1.2.2.2 Nevratna inaktivace cytokinini — cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

Cytokinin oxidasa/dehydrogenasa (CKX) je enzymareibilné degradujici cytokininy
od$gpenim N-isoprenoidniho postrannihietizce za vzniku adeninu afigluného
aldehydu (Mok & Mok, 2001)Aktivita tohoto enzymu byla nalezena u mnoha druh
rostlin a v mensSi mi¢ byla aktivita také nalezena vkolika dalSich organismech, a to u
Funaria hygrometrica a D. discoideum (Gerhauser & Bopp, 1990; Armstrong & Firtel
1989).

V¢étSina, ale ne vSechny zZchto enzyni, jsou glykoproteiny, s optimélnim pH v
rozmezi 6,0 az 9,0 (Armstrong, 1994; Kaminek & Ammmsg, 1990).Reakni proces
cytokininové oxidace probihaigs iminovy intermediat, kdy elektronovy akceptor
piijme dva elektrony z enzymového flavinového kofaktoPo mnoho let se
piedpokladalo, Ze pro enzymatickdmnost je nezbytny molekularni kyslik, ale psgd
byly zjiSteny jiné variace elektronového akceptoru a to zeprghinonového typu, které
byly efektivrgjsi nez kyslik (Galuszka et al., 2001; Frébortovale2004). Z tohoto
duvodu byl enzym feklasifikovan na dehydrogenasu EC 1.5.99.12 (Gktust al.,
2001).

Na zaklad srazeni enzymu kyselinou trichloroctovou bylo &Zji®, Ze enzym vaze
enzymovy kofaktor kovalentni vazbou @vibdu, Ze nebylo mozné proveést ¢hiohi
kofaktoru od enzymu. Na zakkadalSich experimefitbylo zjiS€no, Ze CKX obsahuje
kovalentr vazany FAD, ktery usnadje redoxni katalyzu vlivem oxidai sily flavinu
(Bilyeu et al., 2001; Frébortova et al., 2004).

Kukuti¢cna CKX, klasifikovana jako ZmCKX1 byla lokalizovanaleuronové vrstv v
zrnech a ve floémovych hkach stonk, kdy v zrnech z hlediska exprese enzymu byla
zjiStena caso¥ dynamicka a prostorévdiferenciované zavislost (Bilyeu et al., 2003;
Frébort et al., 2011).

Kompletni CKX enzymy se skladaji z domény pro vazbAD a substratového
vazebného mista. Asi jedn#etina vSech aminokyselin t¥ici protein, je vysoce
konzervovana u jednotlivych CKX enzym FAD-vazebné domény obsahuji velké
mnoZstvi konzervovanych regionu, coz nazja jejich mozny funéni vyznam ve

vazl® substratu a transportu elektfofBilyeu et al., 2001).
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Pokud se zagitime na substratovou specifitu CKKans-zeatin, isopentenyladenin a
isopentenyladenosin slouZi jako dobré substratig@esi zeatin ribosidu eis-zeatinu
bylo zjiS€no za pitomnosti velkého mnoZstvi enzymu. Jako nevhodrstsaty pro
CKX se ukazal dihydrozeatin, kinetin a benzylamundp spoléné se zeatin-9-
glukosidem. Na zaklad kinetickych parametr je isopentenyladenin preferovany
substrat v z&su strans-zeatinem. Mezi &teré substraty pro CKX Ize it N°-(4-
methoxybenzyl)adenin, ®benzyladenin, ortho-topolin, ®™NA%*isopentenyl)adenin,
kinetin a tZ (Bilyeu et al., 200Erébort et al., 2011).
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1.3 Enzymy konvertujicitrans-zeatin

Trans-zeatin (tZ) je jednim z dominantnich aktivnichakyhint isoprenoidniho typu.
Jeho syntéza probih&a standardnim procesem prozsyoyéokininu. Vzhledem k tomu,
Ze ve své strukte obsahuje dvojnou vazbu, je schoperitwdva izomery ¢is atrans).

Z hlediska biologické aktivity je mnohonasa@bwice aktivnitrans izomer, coz oviem
neubiracis izomeru na dlezitosti. Enzymy, které konvertuji tZéetre moznych
produkf, jsou ehledrg zobrazeny na Obr. 9.

JelikoZz je tZ biologicky aktivnim cytokininem, jeclwopen podléhat degradaci

zagicinujici ztratu aktivity, ktera rive byt realizovana vratnnebo nevrath Obs

varianty jsou probrany vipdchazejici kapitole o syntéze a degradaci.
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HO\/]\/\
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CH,
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S, ; BGLU ZOGT
Glc
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HN / —O—Xyl
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Obrazek 9: Enzymy (mode) konvertujicitrans-zeatin a jejich produkty. tZtrans-
zeatin; DHZ, dihydrozeatin; LAC, 3-[N(4-hydroxyisopentenyl)adeninyl]-L-alanin; cZ,
ciszeatin; N-Glc-tZ, N-glukosylirans-zeatin; ZR, zeatin reduktasa; LAS, 9-
aminokarboxyethyltransferasa; ZI, zeatircistrans isomerasa;, N-GT, N-
glukosyltransferasa; ZOGT, zeatin-O-glukosyltrarsta; PGLU, p-glukosidasa.
(Frébort et al., 2011; Sakakibara, 2006).
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V tomto sméru Ize kratce zminit, Ze ireverzibilni degradacergalizovana CKX a
reverzibilni degradace je realizovana pomoci kamjeg se sacharidem (zeatin-O-
glukosyl transferasou, EC 2.4.1.203jipadré¢ konjugaci s aminokyselinou, ktera je
realizovana enzymem 9-aminokarboxyethyl-transfara&C 2.5.1.50 (Frébort et al.,
2011; Mok & Mok, 2001).

DalSi moznosti modifikace tZ struktury, pokud poerre jiZ zmignou izomeraci
realizovanou zeatin isomerasou, je redukce dvojagby procesem hydrogenace
realizované pomoci zeatin reduktasy (EC 1.3.1.68héit et al., 2011).

1.3.1 Zeatincis-trans isomerasa

Hlavnim produktem biosyntetické drahy cytokinivyuzivajici tRNA je cis-zeatin
ribosid (cZR), ktery je ovSem minim&nl00 krat méa& aktivni nez tZ ve srovnani
biologickych vzork tabakového kalusu (Bassil et al., 1993). Kompleanalyzy
suchozemskych rostlin ukazuji, Ze se cZ typ CK yugke vSude v rostlinnéisi,
piicemz jejich hladiny se mohou vi€hu Zivota rostliny zne&né¢ meénit (GajdoSova et
al., 2011; Suttle & Banowetz, 2000). Mezékieré rostliny, které p#t mezi ty
s vyskytem cZ a cZR, lze it lilek brambor, tabak, ryzi, pSenici a oveskirb chce
rostlina ziskat biologicky aktivnrans-zeatin z mé# aktivni cZ formy je teba vyuzit
enzymatickou konverzi, jelikoZ ijpozena konverze je v biologickych podminkach
v potrebné mie velmi nepravépodobna (Bassil et al., 1993).

Enzym, ktery zajifuje tuto konverzi je nazyvan zeatois-trans izomerasa, jehoz
¢innost byla poprvé popsana v roce 1993 a byla plewva jehocast€nd izolace z
nezralych semeiPhaseolus vulgaris (Bassil et al., 1993). Zakoncentrovani enzymu
Z biologického materialu bylo realizovano pomocirochatografickych technik, ze
kterych byla také pouzita chromatograficka kolorsahujici konkanavalin A, kdy
skute&nost, Zze enzym Ize pomoci této kolatgst&né purifikovat vede k pedpokladu,
Ze se jedna o glykoprotein (Bassil et al., 1993).

Tento enzym jako sy substrat vyuziva jak cZ tak i jeho ribosid (cZ2Rydyz v menSi
mife. U tohoto enzymu bylo ro¢na owieno, Ze je mozna i #ma konverze z tZ na cZ,
ale konverze cZ na tZ je v tomto ohledu favorizavan

Z hlediska zdarného fiochu izomerace je zapebi, aby enzym #h k dispozici s¥tlo,
flavinovy kofaktor a v pipact experimentu in vitro i dithiothreitol (Bassil elt,al993;
Frébort et al., 2011).
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1.3.2 Zeatin reduktasa

Premegna tZ na dihydrozeatin (DHZ) je katylazovana enzymeeatin reduktasou (EC
1.3.1.69). Tato enzymatick&gmeéna byla postuphdetekovana v listech hrachiBigum
sativum) a embryichPhaseolus coccineus a Phaseolus vulgaris, ale nikoliv vPhaseolus
lunatus (Gaudinova et al., 2005; Martin et al 1989).

Metabolickd funkce tohoto enzymuu#ée souviset s regulaci hladin cytokifirv
rostlinnych tkanich zidrodu, Ze cytokininy s nenasycenyni-Nbostrannimietszcem
jsou mnohem aktiw)Si nez jejich pragsky. Krong toho nasycené cytokininy jsou
odolné proti aktivié degradanich enzyni a proto rychla feména tZ na dihydrozeatin
by mohla zachovavat biologickou aktivitu cytokifijnaniz by bylo teba provést
ireverzibilni degradaciysobenim CKX (Gaudinova et al., 2005; Martin et 4089;
Mok & Mok, 2001). Cytokininy DHZ typu s neftSi pravépodobnosti pspivaji
k celkovému obsahu cytokinirv rostlinach, ale zatim nebyfgurlozen zadnyiukaz, Zze
by regulovaly gjaké fyziologické procesy (Gaudinova et al., 2005).

S postupengasu byly provedeny pokusy o charakteriza¢ast&nou purifikaci tohoto
enzymu z embryPhaseolus vulgaris a z hlediska reakich podminek bylo zji8ho pH
optimum v rozmezi 7,5 az 8,0 s nutnaitgmnosti NADPH jako kofaktoru (Frébort et
al., 2011; Martin et al., 1989). Ra¥n byly provedeny experimenty se snahou zjistit,
zda je mozny zfiny prevod z DHZ na tZ, ovSem bez pozitivniho vysledkua(tih et
al., 1989). Enzym izolovany Rhaseolus vulgaris nevyZzadoval ATP ani kationty, ale
enzym zPisum sativum byl inhibovan pidanim diethyldithiokarbamétu, jako
chelat&niho ¢inidla, coz naznaje, Zze u B muze byt nutna yitomnost kovového
kofaktoru (Gaudinova et al. 2005).

Zajimavou vlastnosti zeatin reduktasy je jeji vysapecifénost, kdy jediny znamy
substrat je tZ ale ostatni latky jako cZ, tZR, i€ba zeatin O-glykosidy nebyly jako
substraty vyu?Zity.

Za pomoci gelové filtkni chromatografie byly nalezeny dva izoenzymy zeati
reduktasy pojmenované jako HMW a LMW tilpizné Mr 25 kDa a 55 kDa (Martin et
al., 1989; Mok & Mok, 2001). Molekularni hmotnddMW izoenzymu byla fiblizné
dvakrat tsi nez LMW izoenzymu, coz &Ki o rozdilu v pétu podjednotek mezi
témito dwma izoenzymy (Martin et al., 1989).
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1.4. Analyza cytokinini

Cytokininy se jako rostlinnéistové regulatory vyskytuji v jednotlivych rostlinety
pletivech a organechét&inou ve velmi nizkych koncentracictagows pmol - fmol.g*
cerstvé hmoty). Tato skuteost ve spojeni s pouze malym mnozstvim vzorkugkie

k dispozici, zvySuje paéebu po citlivych a komplexnich analytickychigiupech, které
dokazou s vysokourpsnosti tyto hladiny stanovit.

Jako nejlepsieSeni se jevi spojeni vhodné sepiaraechniky s citlivou analytickou
koncovkou. Z hlediska separace je primarnim poZestawysoka efektivita procesu a
minimalizace prav&podobnosti degradace stanovovaného analytu. V guoegtrakce

a purifikace se jako zakladni operti vyuziva nafpklad vhodné extralni cinidlo,
vetSinou ve spojeni s prowddm celého procesu za snizené teploty, obvykle #hd2i

a -20°C (Tarkowski et al., 2004). Pokud se &me na nasledné analytické stanoveni
lze uveést Bkolik metod, které jsou pro tytacaly vhodné.

Jako typické fiklady lze uvést radioimunoanalyzu (RIA) nebo stamd ELISA
zaloZenou na interakci analytu s protilatkou. échto metod se ovSem vyskytuje cela
fada problému, které snizuji jejich vyuziti pro temtruh stanoveni, zvlaSpokud se
jedna o velky peet vzorki, kdy je teba divat se na analyzu i z ekonomického hlediska,
nehled na to, Ze protilatky peebné pro stanoveni ELISA mohou zdityich okolnosti
zkiizerg reagovat s jinymi slozkami, které se vyskytuji Zlkwumané sisi (Izumi et
al., 2009). Z&chto divoda se od &chto metod stale vice upousti.

spojeni s vhodnym detektorem. Prvni metoda tohgta byla bezesporu tenkovrstva
papirova chromatografie (TLC), kter4 byla pgkesahrazena technikami HPLC nebo
GC s nasleghumistnym detektorem, kde Ize uvést nidgad UV/VIS detektor, nebo
raizné druhy hmotnostni spektrometrie (MS) (Tarkowskial., 2004). Z hlediska
pouzitelnosti a fesnosti se ovSem jako lepSi analyzator jevi detgammoci MS

z divodu, Ze v pipact UV/VIS je moZzna pitomnost dalSich fotoaktivnich latek ve
frakci stanovovaného analytu, cozZibe veést ke zkresleni stanoveni (Thomas et al.,
1975).
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1.4.1 Systém GC/MS

Pred zavedenim systému HPLC/MS se jednalo o nejpan$i metodu analyzy
cytokinina v biologickych materialech. Jelikoz cytokininy radif mezi €kaveé latky pro
jejich analyzu systémem GC/MS je nutna derivatizltera také tvid hlavni nevyhodu
této metody oproti HPLC/MS (Tarkowski et al., 200Bpkud se derivatizace vynech4,
dochazi ke vzniku nereprodukovatelnych spekter.ni€rdéto nevyhody je rowi
komplikace ve vysokych teplotach, které pandji grovacni separace anafbyt kdy
muze dojit k tepelnému rozpadu termolabilnich &n (Izumi et al., 2009). Mezi
a¢inné derivatizace pro GC Ize zahrnou tvorbu pertoeanych nebo
trifluoroacetylovych derivdit cytokinini (MacLeod et al., 1976).

1.4.2 Techniky s vyuzitim kapalinové chromatografie

Techniky vyuZivajici forem kapalinové chromatogeafijsou c¢asto spojovany
s hmotnostnim spektrometrem, kteryiza vyuzit tizné typy ionizace a to od ionizace
termosprejem (TSI), ionizace elektrosprejem (E$dpizaci rychle leticimi atomy
(FAB) az po chemickou ionizaci za atmosferickérakul (APCI). Pes mnoho tyf
ionizaci jsou Bkteré z nich mé&hvhodné, kdy sem lze gadit ionizaci termosprejem u
které se vyskytuje vysoka citlivost termospreje maénu slozeni mobilni faze
(Tarkowski et al., 2004).

Jednou z prvnich technik pracujicich s timto typgmomatografie je sytém vyuZzivajici
kapalinové chromatografie za atmosférického tlakuspojeni s chemickou ioniad
hmotnostni spektrometrii (LC/APCI-MS), kdy tato hedka ve srovnani s metodou
ELISA vykazovala velmi podobné vysledky a tudiz yaodn& pro stanovovani
rostlinnych hormot v biologickém materialu (Yang et al., 1993).

S nastupem vysokotlaké kapalinové chromatografiePE) dosSlo k vyraznému
zvétSeni efektivity analyzy, kdy jako analyzator Izepfiklad pouZit jiz zmiany
UV/VIS detektor neb@astji MS detekci.

Piikladem systému vyuZivaného pro analyzu cytokinjp HPLC/ESI-MS/MS u
kterého bylo pro cytokininy dosazeno defteich limitu kolem 1 pmol. Doba analyzy
jednoho vzorku pomoci tohoto systému byla 4 minatyz umo#uje provést i 150
analyz den& Efektivitu chromatografické separace lze také SavypouZzitim

piedkolonky, ktera umaiije nastik vétSiho mnoZstvi vzorku i na kolony o malém
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praméru. V tomto usptadani je mozné dosahnout i femtomolarnich detiek limiti
(Tarkowski et al., 2004).

Ve vztahu k provedeni chromatografickdsti Izefici, Ze pokud je pouZita gradientova
eluce dochazi ve srovnani s eluci isokratickou komem efektivijSimu oddleni
analytu. S touto Upravou Ize dosahnout vice jalOQ Krat tsi citlivosti s dosazenim
linearity v rozmezi 1 fmol — 5 pmol s vyuZzitim s§stu HPLC/ESI-MS/MS (Prinsen et
al., 1998).

DalSi giklad analytického usgédani, kterého lze vyuzit je HPLC/TSI-MS/MS
vyuZivajici ionizaci termosprejem. Pokudiihbédneme k uvedenému nedostatku
termosprejové ionizace, bylo zde dosazeno defek limitu od jednotek po desitky
pmol v zavislosti na sledovaném metabolitu (Tarkdvet al., 2004). V posledni déb
rovnéz roste patba stanovovatskolik trid rostlinych hormot sowasre a to z divodu
vzajemneé interakce mezi jednotlivymi skupinami. Bito (Gely se jako velmi efektivni
ukazuji metody vyuZivajici propojeni velmtigé kapalinové chromatografie (UPLC)
ve spojeni standemovym  kvadrupolovym  hmotnostnimpekisometrem

s elektrosprejovou ionizaci (UPLC-ESI-gMS/MS). Painteto metody je mozné dgfit
nekolik trid hormorii sowasré a to s mezi stanovitelnosti v jednotkach az deseli
fmol (Kojima et al., 2009).

Velkou vyhodou vyuZziti HPLC nebo UPLC ve spojeriMS detektorem je mnozstvi
vzorku, které je nutné pro danou analyzticgmz je zde zavislost na povaze tkani a
druhu stanovovanych hormin nicméné se toto mnozstvi pohybuje v jednotkach
piipadré desitkach mgerstvé hmoty (Tarkowski et al., 2004; Kojima et 2009).

-33-



2. EXPERIMENTALNI CAST
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2.1 Material, chemikalie a roztoky

2.1.1 Biologicky material

Vychozim biologickym materidlem pro provie experimenty byly lusky Fazolu
obecného Fhaseolus vulgaris), vzorky z Kukuice seté Zea mays) odmida Cellux
v rizném stadiu vyvoje a listy jednotlivych difub odfid hrachu a fazoli, které jsou pro

vétsSi prehlednost uvedeny v Tab. 1.

Tabulka 1: Nazvy a odiidy pouzitého rostlinného materialu.

Cesky druhovy o
n ) _ Latinsky nazev Odrida
nazev rostliny
1 Dita
2 _ Katka
- ) ) Phaseolus  vulgaris
3 Fazol keickovy Luna
var. nanus
4 Zuzka
5 Japonsky
o Phaseolus  wulgaris o
6 Fazol popinavy _ Borlotto di Vigevano
var. wlgaris
7 Alderman
8 Hrach sety Pisum sativum Gloriosa
9 Zazrak z Kelvedonu

Biologicky material byl uchovavan ve zmrazeném gtavteplot -70°C.

2.1.2 Chemikalie

KoHPO, Hydrogenfosforénan draselny

KH.PO, Dihydrogenfosforénan draselny

100% EtOH Ethanol

MeOH Metanol pro HPLC (Lachnefeskéa republika)
HCOOH Kyselina mravei

NH3 (26%) Amoniak (26% vodny roztok)

NaoEDTA Disodna 8l kyseliny ethylediaminotetraoctove
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Glycerol

DTT (200 mmol.1" Dithiothreitol

Triton X-100

Inhibitor proteas coctail (Sigma-Aldrich, USA)

(NH4)2SOy Siran amonny

NADP* (Sigma-Aldrich, USA)

tZ trans-zeatin (OlcheminCeska republika)

Modified Lowry Protein Assay Reagent (Thermo ScfentUSA)
2N Folin-Ciocalteu Phenol Reagent (Thermo ScientifiSA)
Albumin Standard Ampules (Thermo Scientific, USA)
Scintilatni koktejl Ultima Gold (Packard Bioscience, USA)

2.1.3 Technické vybaveni

Mixeér

Dispergator

HPLC Nexera (Shimadzu, Japonsko) s kolonou Eclipes C18, @ 2,1 x 50 mm
(Agilent Technologies, USA)

lontovy scintil&ni detektor Beckman LS 65@Beckman Coulter, USA)

Inkubator

Preparativni HPLC Waters 1525 s detektorem UV/VIatéks 2487 (Waters, USA)
a kolonou XBridge Prep C18, @ 10 x 100 mm (WateSA)

Filtra¢ni kolonky (10 kDa filtr)

Centrifuge Tube Filters, 0.22 pym Pore CA Membr&amsterile (Corning, USA)
Vymrazovaci koncentrator SpeedVac SPD Il (THERM@&cEon Corporation, USA)
Automatickeé pipety

Spektrofotometr

Centrifuga

Nizkotlaky kapalinovy chromatograf Bio-Logic LP BRad, USA) s kolonou Octyl
Sepharose 4 Fast Flow

pH metr
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2.1.4 Riprava pufri a ostatnich roztoki

Extrak ¢éni pufr A
0,1 mol.I* K-fosfatovy pufr (pH = 7,3); 0,5 mmolINa,EDTA; 20% Glycerol;
5,0 mmol.I* DTT; 0,3 % Triton X-100 a 1,33 mitlinhibitor proteas coctail.

Pufr B
0,1 mol.I* K-fosfatovy pufr (pH = 7,3); 0,5 mmolIN,EDTA; 20% Glycerol;
5,0 mmol.I* DTT a 20% (NH),SO..

Pufr C
0,1 mol.I* K-fosfatovy pufr (pH = 7,3); 0,5 mmot-IN&EDTA; 5,0 mmol.* DTT.

Reakéni pufr
0,1 mol.I* K-fosfatovy pufr (pH = 8,0).

Mobilni faze pro HPLC

566 ul HCOOH (100%) do cca 500 ml destilovand®HTitrace roztokem Nk (26%)
na pH = 4,0. Doplnit do 1 litru destilovanou vodou.
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2.2 Metodika

2.2.1Castand izolace enzymu produkujiciho neznamy produkt zazolovych luski

Vzorek fazolovych lusk zmrazenych na -70°C o hmotnosti 258 g byl homagesén

v mixéru s extraknim pufrem A (sloZzeni viz chemikalie) vpém 1:1,4 (m:V).
Extrakce byla provagha po dobu 60 minut za &mwsné homogenizace &sn pomoci
dispergatoru  4°C. Nasledovala centrifugace po dobu 20 minit 9600 g,
supernatant byl odten a precipitat byl rozsuspendovan ve stejnémnobjextrakniho
pufru A a identickym postupem byla provedena drektéakce.

Po spojeni supernatdintz obou extrakci bylo provedeno vysoleni na 20% qmm
(NH4).SO, (1149 na 1 litr extraktu) s naslednou centrifugaici9 600 g. Supernatant
byl zbaven tuhychtastic a naslednpodroben nizkotlaké chromatografii na kaon
Octyl-Sepharose 4FF, ktera byla nejprve promyta m0@ufru B a naslednna ni byl
nanesen piny objem vzorku. Kolona byla dale promgsa 200 ml roztoku 20%
(NH4).SO, v pufru B a z kolony byla ziskavana frakce 1.

Postupg byly z kolony ziskany dalSi 3 frakce, kdy byla &wh promyvana postupn
cca 200-250 ml 10% (NpLSO, v pufru B (frakce 2), samotnym pufrem B bez
(NH4).SO, (frakce 3) a nakonec pouze destilovanou vodowkggad). Celkem byly
ziskany 4 frakce, u kterych byly nasleédrmastaveny enzymové reakce. Postup nastaveni
je uveden v podkapitole 2.2.2. Cela pracedbyla provadna i teplot 4°C.

Frakce 2 a 3 byly nasledzahugovany na filtr&nich kolonkach s filtrem na 10 kDa na

objem cca 10 ml.

2.2.2 Nastaveni enzymovych reakci

Procinnost enzymu produkujici neznamy produkt byla jleuzakni sneés o slozeni:

= K-fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 met.(pH = 8,0)

= rostlinny extrakt

= roztok NADF o koncentraci 0,1 motl

= roztoktrans-zeatinu o koncentraci 10 mma.|
Roztoktrans-zeatinu je zde pouzivan jako substrat pro enzymaeaici. Standardni
nastaveni pro enzymové reakce bylo 6@, 6pufru; 20 ul roztoku tZ; 1,4ul roztoku

NADP" a 20ul rostlinného extraktu. Finalni koncentrace jedngth komponent byla
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1,27 mmol.! NADP" a 1,82 mmol tz. Fipadné modifikace ve sloZeni reéak srsi
jsou uvedeny u vysledkjednotlivych experimefit Standardni objem celé re&ak
smesi je 110ul. Reakni smesi byly inkubovany v mikrozkumavkach o objemu 1,6 m
pii 28°C po dobu 24 hodin.

2.2.3 Postup zpracovani vzori pro HPLC-UV/VIS a nasledné analyza

Enzymova reakce byla zastaveriddpvkem 100% ethanolu ve dvojnasobném objemu
pro vysrazeni protein Vzorky byly centrifugovany 5 minutipl4 000 g s naslednym
odcklenim supernatantu agvedenim do mobilni faze HPLC, kdy byl k supern@tan
ptidan roztok mravefanu amonného o koncentraci 15 mnibll pH = 4,0 v porru
1:5,7 vzhledem Kk objemovému mnoZstvi supernatamMésledovala filtrace do
mikrozkumavek o objemu 1,5 mljgs filtr s pory o velikosti 0,22m a po peneseni
filtratu do vialek nasledovala analyza na HPLC wthmeolovém gradientu s nékem
vzorku o objemu 2Qul. Mobilni faze zde byla ty@na 100% MeOH (slozka A) a
roztokem mravetanu amonného o koncentraci 15 mmbl(slozka B). Analyza

probihala v rostoucim methanolovém gradientu (Bais.teplotou pece 40°C.

Tabulka 2: SloZzeni mobilni faze v pbé¢hu analyzy systémem HPLC-UV/VIS.

Cas Slozka A Slozka B
[%] [%]
0 5 95
7 5 95
22 25 75
47 80 20
50 100 0
53 100 0
56 5 95
65 5 95

Proces trval 65 minut a byl sledovan na detektoviiMUS, kdy sledované vinové délky
byly 268 nm a 300 nm.
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2.2.4 Analyza enzymovych reakci s radioaktiviiznatenym substratem

Prislusné vzorky byly standardnim tgmbem analyzovany dle podkapitoly 2.2.3 a
frakcionovany na 4 minutové a 1 minutové frakce 20ddo 24 minuty dle reténiho
¢asu) na HPLC. Objem 1Q0 z kazdé frakce byl nasle&ismichan s 2 ml scintidéaiho
koktejlu a néfren na iontovém scintiémim detektoru. Ziskana data byla analyzovana ve
srovnani s vystupem UV-VIS detektoru HPLC.

2.2.5 Hiprava vzorka listi riznych druhti a odrid fazoli a hrachu a vzorki

kuku Fice v nizném stadiu vyvoje

Vzorky zamrazené na -70°C byly rozdrceny za pontéeti misky s tlotkem a
kapalného dusiku, ipmistény do vhodnych nadob a naslédpodrobeny extrakci
pomoci pufru A v poréru 1:2 (m:V). Cely proces extrakce byl pro¢adza chlazeni
ledem. Po nasledné centrifugadti @4 000 g po dobu 20 minut byly nastaveny
enzymatické reakce dle podkapitoly 2.2.2.

2.2.6 Lowryho metoda stanoveni koncentrace protein

Stanoveni bylo prov&do na zakladl srovnani s albuminem jako standardem, kdy 200
ul vhodre naredéného vzorku nebo standardu bylo smichano s 1 mbkazModified
Lowry Protein Assay Reagent. Roztok byl ponechanniifut v klidu a nésledn

k nému bylo gidano 100ul roztoku 2N Folin-Ciocalteu Phenol Reageriedného
vodou v pondru 1:1. Po 30 minutové inkubaci v temnu byly vzoryalyzovany na

spektrofotometru ifp vinoveé délce 750 nm.
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2.3 Vysledky a diskuze

2.3.1 Stanoveni neznamého produktu viznych druzich a odmidach fazoli a

hrachu

Vzorky byly zpracovany dle postupu, ktery je uvedgmodkapitole 2.2.5 a byly u nich
nastaveny reakce, podle postupu z podkapitoly 2Za3fedpokladu, Ze reéhi snes
obsahovala 74,6l reakéniho pufru; 10,Qul rostlinného extraktu; 1,4l roztoku NADP

s finalni koncentraci 1,273 mmat;1 20,0 ul roztoku tZ s finalni koncentraci 1,820
mmol.I* a 4,0l roztoku DTT s finalni koncentraci 7,273 mmodl.lU zbytkového
mnoZstvi extraktu bylo provedeno stanoveni koneestmproteii Lowryho metodou
dle podkapitoly 2.2.6.

Po 24 h byla probihajici reakce zastavena a dl®cwae oddilu 2.2.3, byly vzorky
analyzovany na HPLC-UV/VIS. Ziskan& data jsou stamio Tab. 3.

Tabulka 3: Koncentrace tZ a neznamého produktu, specifickiyranova aktivita a

koncentrace protein jednotlivych vzork listi fazoli a hrachu stanovené Lowryho

metodou.
Neznamy Specificka
tz Cproteinu
Vzorek Odrada 1 produkt enzymova aktivita 1
[mmol.I] 1 L [mg.ml™]
[mmol.I] [pkat.mg™]
Dita 0,932 1,108 5,763 12,239
Katka 0,930 0,907 4,376 13,198
Fazol ke&ickovy Luna 1,045 0,851 5,252 10,311
Zuzka 1,066 1,117 5,486 12,962
Japonska 1,734 0,416 1,084 24,416
Borloto di
Fazol Popinavy , 0,547 1,283 4,922 16,594
Vigevano
Alderman 2,270 0,302 1,600 12,012
i . Gloriosa 2,371 0,330 1,862 11,267
Hrach sety
Zazrak
2,059 0,806 3,460 14,822
z kelvedonu
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Ze ziskanych dat je patrné, Ze aktivita vedoucivkeiku nezndmého produktu je
piitomna jak v listech hrachu, tak i v listech fazdh gihlédnutim k dobB prabéhu
enzymatické reakce, nejvysSi konverzi vykazovaltylifazoli ve srovnani s listy
hrachu, kdy vzhledem k oihl¢ fazole nejmensi konverze byla nalezena u liszole
kerickové ,Japonské”, u které je aktivita ve srovnamistatnimi vzorky fazoli 4-5x
mensi. Hodnoty koncentraci izolovanych proiese pohybuji mezi 10-16 mg.thlkdy
vyjimku tvori pouze Fazole k&kova ,Japonsko“, u které je tato hodnota &&m
dvojnasobna ve srovnani s ostatnimi vzorky. RitSivrehlednost jsou Udaje z Tab. 3
zahrnuty do grafu (Obr. 10).

Ziskané vysledky tedy ukazuji na druhovou diferaciciv gitomnosti enzymu
konvertujiciho tZ na neznamy produkt. Ve zkoumanyebrcich byla také nalezena
piitomnost cZ a DHZ, ovSem jejich hladiny ukazujievita jejich endogenntipomnost

v piavodnim extraktu, nez na préfinuti @islusnych enzymatickych reakci viphu

experimentu.

10,00

9,00 1

8,00

7,00 A

6,00

5,00 —

4,00

3,00 1

Aktivita [pkat.mg™ proteinii v extraktu]

2,00 A

AANNalmn

0,00

Obrazek 10: Grafické znazormni specifické enzymové aktivity enzymu konvertdjaci

tZ na neznamy produkt u jednotlivych vzoristi fazole a hrachu.
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2.3.2 Analyza vzorki kukurice v rizném stadiu vyvoje na gitomnost nezndmého

produktu

Vzorky byly zpracovany na zakladoostupu uvedeném v podkapitole 2.2.5. Reakce
byly nastaveny podle postupu v podkapitole 2.2.2arelyzovany podle navodu
v podkapitole 2.2.3. U enzymatickych reakci bylaifita standardni redki snes a
reakce byla analyzovana po 24 hodinach.

U zbytkového mnozZstvi extraktu bylo provedeno stend koncentrace protain
Lowryho metodou dle podkapitoly 2.2.6. Data ziskandPLC-UV/VIS a Lowryho

metody jsou uvedena v Tab. 4.

Tabulka 4: Koncentrace tZ a neznameého produktu, specifickdyraova aktivita a
koncentrace proteinv jednotlivych vzorcich kukice v tizném stadiu vyvoje. DAP,

dna po opyleni; ND, nedetekovano.

7 Neznamy Specificka
Coroteinu
Vzorek ., Pprodukt  enzymova aktivita et 1
[mmol.l7] L N [mg.ml™]
[mmol.l™] [pkat.mg™]

Kofenova Spika 9,138 0,108 4,595 1,500
Koteny staré 2 gsice 8,138 0,118 0,567 13,290
Stonek 10,375 0,068 0,328 13,140
Apikalni ¢asti starych ligt 12,143 0,127 1,617 5,000
Apikalni meristém

9,872 ND ND 0,580
(staré 2 mssice)
Samti kvét (-10 DAP) 7,741 0,181 12,829 0,900
VIdkna saniiho kwtu

9,585 0,257 8,510 1,920
(-5 DAP)
Vldkna saniiho kwtu (0 DAP) 9,935 ND ND 1,010
Pra3niky (0 DAP) 7,110 0,666 70,637 0,600
Zrajici zrna (0 DAP) 10,055 ND ND 8,460
Zrajici zrna (5 DAP) 11,777 0,130 2,833 2,920
Zrajici zrna (20 DAP) 9,874 0,377 1,500 15,980
Zrajici zrna z hornéasti palice

7,973 0,215 1,352 10,130

(35-40 DAP)
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Podle ziskanych udaje patrny vyskyt zkoumané enzymatické reakcestére vSech
vzorcich s vyjimkou apikalniho meristému, zrajicioim (0 DAP) a vldken sattho
kvétu (0 DAP). Nejvice pekvapivy je vyskyt neznamého produktu v prasnidkcke se
vyskytuje v nej¥étSi mie. Pro ¥tSi prehlednost byly Udaje o aktigienzymu pevedeny
do grafu (Obr. 11).

Ve vzorcich byly také gfeny koncentrace tZ. Navzdory sk&nesti, Ze v reakni snesi
méla byt vychozi koncentrace tZ 1,82 mmd).zneiené hodnoty v mnohatipadech
tuto hladinu dalecerpsahovaly. Tuto skutaost Ize zévodnit kombinaci endogenniho
vyskytu a nesprawnzvolenéhoredini vzorku pro stanoveni tZ vzhledem k tomu, Ze

maximalni koncentrace u kalilira fady pro tZ v reakni sn¥si byla 2,00 mmolt.
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Obrazek 11: Grafické znazorni specifickych enzymovych aktivit u jednotlivych

vzorki kukuiice v izném stadiu vyvoje.
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2.3.3 Stanoveni distribuce radioaktivity v rostlinnych extraktech po enzymatické

reakci s radioaktivné znatenym tZ[3H]

Se vzorky uvedenymi v Tab. 5 byly nastaveny statiareakce dle postupu uvedeném
v podkapitole 2.2.2, ke kterym bylo navit¢idano 5ul radioaktivré zna&eného tZ

s finalni koncentraci 2,09amol.I"*. K nekterym reakcim bylo také fjlano 4,0l
roztoku DTT s finalni koncentraci 7,273 mmd).hebo byla provedena zé&na NADF

za NADPH (Tab. 5). U radioakti¢nznaeného tZ byly tritiem nahrazeny vSechny
vodikové atomy na purinovém skeletu.

Analyzy byly provadny dle postupu, ktery je uveden v podkapitole 2.Z #atovych
vystupa z UV-VIS detektoru a iontového scintiliiho detektoru byl pro kazdy vzorek
sestrojen graf (Obr. 12-18). Jednotlivé radkpodminky spokn¢é s vysledky, které
vyplyvaji z jednotlivych grafickych vyhodnocenipjsuvedeny v Tab. 5.

Tabulka 5: Zobrazeni vysledk vyplyvajicich z analyzy radioaktivity ve spojeni
s UV/VIS detektorem v zavislosti na druhu vzorkeeaknich podminkach. tarans-

zeatin; cZ,ciszeatin; tZ-9G,trans-zeatin N-glukosid; DHZ-9G, dihydrozeatin N

glukosid.
Cislo ] ] Primarni produkty
Vzorek Reakeéni podminky

vzorku konverze tZ
1 Obilky — kukuice (10 DAP) NADP tZ-9G; cZ
2 Obilky — kukudice (10 DAP) NADPH, DTT tZ-9G; DHZ-9G
3 Kvét - kukuice NADP tZ-9G; cZ
4 Kvét - kukuice NADPH, DTT DHZ-9G
5 Hrach — nadzemn#st NADP DHZ-9G; cZ
6 Hrach — nadzemgast NADPH, DTT DHZ-9G

Kontrola - Hrach —

7 NADPH, DTT -

nadzemngast

Na zaklad dat uvedenych v tabulce je patrné, Ze u viiarlNADPH se vyskytuje jako
jeden z primarnich produkt DHZ-9G, coZz naznaje vyskyt zeatin N-glukosyl
transferasy, kter4d ovSem prekurzor DHZ-9G, ktergmDHZ musi gkde ziskavat.
Jelikoz dochézelo k distribuci radioaktivity pgado €chto slodenin, Ize si tento jev
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vyswitlit tak, Ze zn&eny tZ byl zeatin reduktasou konvertovan na DHzrktbyl
nasled® okamzit pirevadn na DHZ-9G zeatin N-glukosyl transferasou.

Anomalie, ktera se vtomto ohledu vyskytuje u htactkdy reakce probiha i
v piitomnosti NADP, miiZze byt vysétlena zbytkovou existenci enzymového kofaktoru
Vv real¢ni snesi.

V mnoha vzorcich se vyskytuje rasintaké tZ-9G coz je vzhledem k vyskytu DHZ-9G
octekavané. Ovsem vzhledem k tomu, Ze tyto dva mozadugty maji své retemi
casy od sebe vzdalené ndémez jednu minutu, pak také nelze s jistatimiy do kterého

z nich eSla majoritntést radioaktivity, vzhledem k tomu, Ze radioakéuityla v dané
oblasti néfena v 1 minutovych frakcich.

U tiech vzork byl patrny vyskyt cis-zeatinu, ktery ovSem vznikalnnohem mensi
mite. U vetSiny vzork Ize rovreéz predpokladat degradaci vzniklych tZ metahblita
adenin, ovSem vzhledem k reteimu ¢asu adeninu (3,731 minut) nelze toto tvrzeni
potvrdit ani vyvrétit, jelikoZ neni mozné uspokgjivozliSit, zda radioaktivita dané
frakce pochéazi z adeninu nebo Zistot vyplavenych z kolony.

U vzorku ¢islo 6 (Tab. 5; Obr. 17) lze pozorovat distribuadipaktivity do piki

s retegnim ¢asem v rozmezi 28—-34 minut. Tuto skukest lze vyloZit jako moznou
konverzi radioaktivd znaeného tZ na neznamé latky, nebo nedokonalé ¢leai
vzorku na analytické kolan Pro potvrzeni nebo vyvraceni této hypotézy jeeovieba
proveést opakovani experimentu.

Z hlediska vzniku neznamého produktu, kterym se tatice zabyva, Iz#ci, Zze ve
zkoumanych vzorcich se tento metabolit vyskytovaé welmi malém az
nedetekovatelném mnozstvi a tudiz ho ve zkoumamwydicich nelze zadit mezi
majoritni metabolity.

Pomoci kontroly zde bylo ro¢#a owieno, Ze nedochazi ke vzniku artetakjelikoz
pokud byla reaéni sn¥s vystavena varu, ktery denaturoval enzymy, majostozka
analyzy byla tZ.
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2.3.4 lzolace a analyza NMR pro stanoveni chemickétruktury neznadmého

produktu
Enzymovy extrakt, byl fijpraven a zpracovan dle postupu uvedeném v podkapit

2.2.1 a nasledn byl nanesen na nizkotlakou chromatografickou kelq®ctyl-
Sepharose 4FF), kde byl frakcionovan postupnymosiaiiim koncentrace (NSO,

v promyvacim roztoku (podkapitola 2.2.1).

Frakce 2 a 3 byly nasledlizahugovany na kolonkach s filtrem 10 kDa a prosi@ni
byly nastaveny enzymatické reakce dle podkapitoB/22 Ziskané vysledky ukéazaly
26x vy3Si enzymovou aktivitu ve frakci 2 ve srovingfrakci 3.

S frakci 2 bylo dle postupu uvedeném v podkapitdle.2 nastaveno cca 350
enzymatickych reakci. Po 24 hodinach byly reakstax@ny pidavkem 100% ethanolu
ve dvojnasobném nadbytku s naslednou centrifugacéigbu 5 minut 14 000 g.
Veskeré supernatanty byly spojeny a postupranaSeny na preparativni HPLC
analytickou kolonu s naskem 500ul. Kolona pracovala v methanolovém gradientu a
ziskané frakce obsahujici neznamy produkt bylyespopa nasledhzahustny pomoci
vakuové odparky s naslednou krystalizaci neznamt&y.laHmotnost ziskaného

krystalického produktdinila cca 7 mg.

H4C
/ \
N
NZ~ N\
YW

Obrazek 19: Struktura neznameého produktu s chemickym nazveBiréethylpyrrol-

1-yhpurin.

Vzorek byl podroben analyze NMR négiroji Bruker AVANCE 11l 600 MHz. Proces
meieni a vyhodnoceni byl proveden Markem Kuzmou PtzDCMikrobiologického

Ustavu AVWCR, ktery ugil strukturu neznamého produktu (Obr. 19) a jehbinsicky
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nazev je 6-(3methylpyrrol-1-yl)purin. Zj&tim chemické struktury této sléeniny byl
zarove splren primarni cil této bakalaské prace. Tuto chemickdloweninu Ize unile

nasyntetizovat na zaklagrislusného laboratorniho postupu (Haidoune et 880}
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2.4 ZAWRr:

Bakal&ska prace byla anovana ziskavani novych poznatko cytokininovém
metabolismu v zeguélskych plodinach kukiici, hrachu a fazoli.

Teoretickacast této prace bylaémovana vypracovani literarni reSerSe, ktera ¥ sob
v prvni¢asti zahrnuje komplexni a stny prehled historie objevu cytokiniin objasgni
jejich struktury, signalizace a transportu v rogttth. DalSi¢asti prace se &nuji
piehlednému zobrazeni metabolismu isoprenoidnich kipytoi z hlediska jejich
syntézy a degradace. R@&n je blize specifikovdn metabolismus cytokinin
zeatinového typu, detrg strikné charakteristiky enzyim které se na dm podileji.
Posledni kapitola teoretickésti se snazi shrnout metodyspupu k analyze cytokinin

a poukazat na vyhody a nevyhody jednotlivych pastup

Experimentélnitdst prace byla sestavena ve snaze charakterizgsiytva chemickou
strukturu neznameého produktu, ktery byl nalezeostlinnych extraktech kukice a
fazoli (Dr. Dana Tarkowska, Laborataistovych regulatar PiF UP, nepublikovana
data). Praktick&tédst se zabyva kvalitativnim a kvantitativnim sravind vyskytu
enzymové aktivity vedouci ke vzniku nezndmého nadiabv listech fazoli a hrachu a
rovnéz mapuje jeho vyskyt v jednotlivycltasovych intervalech ustu kukuice.
Vysledky nazneéuji, Ze aktivita vedouci ke vzniku metabolitu sd&vantitativniho
hlediska vyskytuje vice v listech fazoli oprotitlism hrachu. U kukiice se metabolit
pravdEpodobré vyskytuje v mensi n¢ v celém spektru sledovanyalésti rostlin
s kvantitativni variabilitou. Vyjimkou jsou zrajicirna O did po opyleni, apikalni
meristém a vlakna saifino kwtu O dni po opyleni, kde enzymova aktivita vedouci
kjeho vzniku nebyla detekovana. Velmi znatelny kyys byl ovS8em nalezen
v praSnicich.

Za pomoci analyzy NMR byla sestavena chemicka strakneznameho metabolitu jako
derivatu adeninu s chemickym nazvem 6-(3methylpyirgl)purin. Ackoliv je nyni
znama jeho chemicka struktura, jeho fémkzapojeni v cytokininovém metabolismu
zentdélskych plodin je dosud stale neznamé &larby se stat fgdmeétem dalSiho

vyzkumu interakcidchto rostlinnych hormahnv zémedélskych plodinach.

-56 -



Seznam pouzité literatury

Argueso C.T., Ferreira F.J., Kieber J.J. (2009)immnental perception avenues: the
interaction of cytokinin and environmental respopathwaysPlant Cell Environ. 32,
1147-1160.

Armstrong D.J. (1994) Cytokinin oxidase and theutation of cytokinin degradation. In
Cytokinins: Chemistry, Activity, and Function, (D.W.S. Mok, M.C. Mok, ed.), pp. 139—
154, CRC Press, Boca Raton, Florida, USA.

Armstrong D.J., Firtel R.A. (1989) Cytokinin oxidaactivity in the cellular slime mold
Dictyostelium discoideum. Dev. Biol. 136 491-499.

Astot C., Dolezal K., Nordstrém A., Wang Q., Kunk€&l, Moritz T., Chua N-H.,
Sandberg G. (2000) An alternative cytokinin biosyasis patwayProc. Natl. Acad. Sci.
U.S A 97, 14778-14783.

Barciszewski J., Massino F., Clark B.F.C. (2007 é&in - A multiactive moleculdnt. J.
Biol. Macromol. 40, 182—-192.

Barciszewski J., Siboska G.E., Pedersen B.O., CBuk.C., Rattan S.I.S. (1996)
Evidence for the presence of kinetin in DNA and egtracts FEBS Lett. 393 197-200.

Bassil N.V., Mok D.W.S., Mok M.C. (1993) Partial qification of a cis- trans-isomerase

of zeatin from immature seed Bhaseolus vulgaris L. Plant Physiol. 102, 867-872.

Bilyeu K.D., Cole J.L., Laskey J.G., Riekhof W.Esparza T.J., Kramer M.D., Morris
R.O. (2001) Molecular and biochemical charaktermrabf a cytokinin oxidase from
maize.Plant Physiol. 125 378-386.

Bilyeu K.D., Laskey J.G., Morris R.O. (200Bynamics of expression and distribution of

cytokinin oxidase/dehydrogenase in developing mkereels.Plant Growth Regul. 39,
195-203.

-57 -



Birkle L., Cedzich A., Dopke C., Stransky H., Okum8., Gillissen B., Kiihn C.,
Frommer W.B. (2003) Transport of cytokinins mediabg purine transporters of the
PUP family expressed in phloem, hydathodes, an@mof Arabidopsis. Plant J. 34,
13-26.

Cedzich A., Stransky H., Schulz B., Frommer W.BQ@) Characterization of cytokinin
and adenine transport in Arabidopsis cell cultuRbant Physiol. 148 1857-1867.

Dobrev P., Motyka V., Gaudinova A., Malbeck J., viriékova A., Kaminek M.,
Vankova R. (2002) Transient accumulationctd- andtrans-zeatin type cytokinins and
its relation to cytokinin oxidase activity duringlccycle of synchronized tobacco BY-2
cells.Plant Physiol. Biochem. 40, 333-337.

Emery R.J.N., Leport L., Barton J.E., Turner N.Gtkins C.A. (1998) Cis-isomers of
cytokinins predominate in chickpea seeds throughimeit development?lant Physiol.
117, 1515-1523.

Frébort I., Kowalska M., Hluska T., Frébortova Galuszka P. (2011) Evolution of
cytokinin biosynthesis and degradatidnExp. Bot. 62(8), 2431-2452.

Frébortova J., Fraaije M.W., Galuszka P., SebelaPd. P., Hrb& J., Novak O., Bilyeu
K.D., English J.T., Frébort 1. (2004) Catalytic cgan of cytokinin dehydrogenase:
preference for quinones as electron accepBicghem. J. 380, 121-130.

GajdoSova S., Spichal L., Kaminek M., Hoyerova Moyak O., Dobrev P.l., Galuszka
P., Klima P., Gaudinova A., Zizkova E., Hanu$ hnfak M., Travnéek B., Pedek B.,
Krupicka M., Vaikova R., Strnad M., Motyka V. (2011) Distributiobjological
activities, metabolism, and the conceivable functad cis-zeatin-type cytokinins in
plants.J. Exp. Bot. 62(8), 2827-2840.

Galuszka P., Frébort I., Sebela M., Sauer P., 3&to8., ReP. (2001). Cytokinin
oxidase or dehydrogenase? Mechanism of cytokingnadiation in cereald. Biochem.
268, 450-461.

- 58 -



Gan S., Amasino R.M. (1995) Inhibition of leaf setence by autoregulated production
of cytokinin. Science 270, 1986-1988.

Gaudinova A., Dobrev P.I., Solcova B., Novak Orn&t M., Friedecky D., Motyka V.
(2005) The involvement of cytokinin oxidase/dehygipase and zeatin reductase in
regulation of cytokinin levels in Pe®&iéum sativum L.) leaves.J. Plant Growth Regul.

24, 188-200.

Gerhauser D., Bopp M. (1990). Cytokinin oxidasemwsses. 2. Metabolism of kinetin
and benzyladeninia vivo. J. Plant Physiol. 135 714-718.

Gillissen B., Birkle L., André B., Kiihn C., Rentdoh Brandl B., Frommer W.B. (2000)
A new family of high-affinity transporters for adas, cytosine, and purine derivatives
in Arabidopsis. Plant Cell 12, 291-300.

Haidoune M., Mornet R., Laloue M. (1990) Synthesi$-(3-methylpyrrol-1-yl)-98-D-
ribofuranosyl purine a novel metabolite of zeatboside.Tetrahedron Lett. 31, 1419-
1422.

Hirose N., Makita N., Yamaya T., Sakakibara H. @0Bunctional characterization and
expression analysis of a gene, OSENT2, encodiregaitibrative nucleoside
transporter in rice suggest a function in cytokimansportPlant Physiol. 138 196—
206.

Hirose N., Takei K., Kuroha T., Kamada-NobusadaHayashi H., Sakakibara H. (2008)
Regulation of cytokinin biosynthesis, compartmergdion and translocatiod. Exp.
Bot. 59, 75-83.

Chen Chong-maw. (1997) Cytokinin biosynthesis amgrconversionPhysiol. Plant.
101, 665-673.

Chu H.-M., Ko T.-P., Wang A.H.-J. (2010) Crystatusture and substrate specifity of
plant adenylate isopentenyltransferase frétumulus lupulus: distinctive binding

affinity for purine and pyrimidine nukleotideNucleic Acids Res. 38, 1738—-1748.

-59 -



lzumi Y., Okazawa A., Bamba T., Kobayashi A., FukkisE. (2009) Development of a
method for comprehensive and quantitative analgdiplant hormones by highly
sensitive nanoflow liquid chromatography—electragprionization-ion trap mass
spectrometryAnal. Chim. Acta 648 215-225.

Kakimoto T. (2003) Biosynthesis of cytokinirs.Plant Res. 116 233-239.

Kaminek M. (1982) Mechanisms preventing the interfiee of tRNA cytokinins in
hormonal regulation. IRlant Growth Substances (P.F. Wareing, ed.), pp. 215-224,
Academic Press, New York, USA.

Kaminek M., Armstrong D.J. (1990) Genotypic vanatin cytokinin oxidase from
Phaseolus callus culturédant Physiol. 93, 1530-1538.

Kojima M., Kamada-Nobusada T., Komatsu H., Takej Kuroha T., Mizutani M.,
Ashikari M., Ueguchi-Tanaka M., Matsuoka M., Suzuki, Sakakibara H. (2009)
Highly sensitive and high-throughput analysis o&énil hormones using MS-probe
modification and liquid chromatography—tandem nsgssctrometry: An application for
hormone profiling inOryza sativa. Plant Cell Physiol. 50(7), 1201-1214.

MacLeod J. K., Summons R. E., Letham D. S. (197@s$4spectrometry of cytokinin
metabolites - Per(trimethylsilyl) and permethyl idatives of glucosides of zeatin and
6-benzylaminopurinel. Org. Chem. 41, 3959-3967.

Martin R.C., Mok M.C., Shaw G., Mok D.W.S. (1989)nAenzyme mediating the
converzion of zeatin to dihydrozeatin Rinaseolus embryos.Plant Physiol. 90, 1630-
1635.

Miller C.O., Skoog F., Okumura F.S., Saltza M.H.Strong F.M. (1956) Isolaton,
structure and synthesis of kinetin, a substancegptiog cell divisionJ. Am. Chem.
Soc., 78(7), 1375-1380.

Miyawaki K., Tarkowski P., Matsumoto-Kitano M., Kafl., Sato S., Tarkowska D.,
Tabata S., Sandberg G., Kakimoto T. (2006) RolesAddbidopsis ATP/ADP

- 60 -



isopentenyltransferases and tRNA isopentenyltraasés in cytokinin biosyntesis.
Proc. Natl. Acad. ci. U. S A. 103 16598-16603.

Mok D.W.S., Mok M.C. (2001) Cytokinin metabolism daraction. Annu. Rev. Plant
Physiol. Plant Molec. Biol. 52, 89-118.

Nomura T., Tanaka Y., Abe H., Uchiyama M. (1977}dEynin activity of discadenine: a
spore germination inhibitor dictyostelium discoideum. Phytochemistry 16, 1819—
1820.

Prinsen E., Van Dongen W., Esmans E.L., Van OnckefeA. (1998) Micro and
capillary liquid chromatography-tandem mass speottoy: a new dimension in
phytohormone research.Chromatogr. A 826, 25-37.

Quesnelle P.E., Emery R.J.N. (2007) cis-Cytokirthmst predominate ifPisum sativum
during early embryogenesis will accelerate embrymmth in vitro. Can. J. Bot.-Rev.
Can. Bot. 85, 91-103.

Rubio V., Bustos R., Irigoyen M., Cardona-Lépez Rojas-Triana M., Paz-Ares J.
(2009) Plant hormones and nutrient signaliPlgnt Mol.Biol. 69, 361-373.

Sakakibara H. (2006) Cytokinins: Activity, Biosyesis and Translocatiodnnu. Rev.
Plant Biol. 57, 431-449.

Sakakibara H., Kudo T., Kiba T. (2010) Metabolisndd.ong-distance translocation of
cytokinins.J. Integr. Plant Biol. 52(1), 53-60.

Séguéla M., Briat J-F., Vert G., Curie C. (2008}dkynins negatively regulate the root
iron uptake machinery iArabidopsis through a growth-dependent pathwBlant J.
55, 289-300.

Skoog F. Schmitz R.Y., Hecht S.M., Frye R.B. (1975) Antiditan activity of
substituted pyrrolo[2,3-d]pyrimidineBroc. Natl. Acad. ci. U. S A. 72(9), 3508-3512.

-61 -



Sondheimer E., Tzou D.-S. (1971) The metabolisthasmones during seed germination
and dormancy Il. The metabolism of-&-zeatin in bean axeBlant Physiol. 47, 516—
520.

Suttle J.C., Banowetz G.M. (2000) Changes in caiaeand cis-zeatin riboside levels

and biological activity during potato tuber dormanehysiol. Plant. 109 68-74.

Takei K., Yamaya T., Sakakibara H. (2004) ArabideidYP735A1 and CYP735A2
encode cytokinin hydroxylases that catalyze theyithesis of trans-zeatid.Biol.
Chem. 279 41866-41872.

Tanaka M., Takei K., Kojima M., Sakakibara H., Mbki (2006) Auxin controls local
cytokinin biosynthesis in the nodal stern in apaaminancePlant J. 45, 1028-1036.

Tarkowski P., Dolezal K., Strnad M. (2004) Analy{gicmetody studia cytokinin Chem.
Listy 98, 834-841.

Taya Y., Tanaka Y., Nishimura S. (1978) 5’-AMP igliaect precursor of cytokinin in
Dictyostelium discoideum. Nature 271, 545-547.

Thomas T.H., Carroli J.E., Isenberg F.M.R., PendagA., Howell L. (1975) A Simple,
inexpensive, high pressure liquid chromatographéthmd for separating cytokinins in
plant extractsPlant Physiol. 56, 410-414.

To J.P., Kieber J.J. (2008) Cytokinin signalingottomponents and mor&rends Plant
ci. 13, 85-92.

Turner J.E., Mok D.W.S., Mok M.C., Shaw G. (19839lation and partial purification of
an enzyme catalyzing the formation of O-xylosylzeat Phaseolus vulgaris embryos.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A. 84, 3714-3717.

Veach Y. K., Martin R.C., Mok D.W.S., Malbeck J.ankova R., Mok M.C. (2003) O-
Glucosylation of cis-zeatin in maize. Character@at of genes, enzymes, and
endogenous cytokinin®lant Physiol. 131, 1374-1380.

-62 -



Werner T., Motyka V., Strnad M., Schmiulling T. (AQ(Regulation of plant growth by
cytokinin.Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A. 98, 10487-10492.

Werner T., Schmdilling T. (2009) Cytokinin action jphant developmentCurr. Opin.
Plant Biol. 12, 527-538.

Yang Y.Y., Yamaguchi I., Kato Y., Weiler E.W., Mdushi N., Takahashi N. (1993)
Qualitative and semiquantitative analyses of cytmle using LC APCI-MS in
combination with ELISAJ. Plant Growth Regul. 12, 21-25.

-63 -



