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1 UVOD

Cytokininy, latky patfici do skupiny rostlinnych hormont, hraji spolu s auxiny
dulezitou roli v ristu a vyvoji rostlin. Podili se napfiklad na regulaci bunééného déleni,
diferenciaci, ovlivituji apikalni dominanci a opad listi. Déle byla prokazana funkce
cytokinint v patogenezi bakterie Rhodococcus fascians, ktera vyuziva tyto
fytohormony k naruseni hormonalni rovnovahy v rostliné. To nasledn¢ vede k rozvoji

infekce a dalSich symptom.

Od objeveni prvniho cytokininu jiz ub&hla cela fada let, piesto zistava jest€ mnoho
otazek nezodpovézenych. Diky stale se zlepSujicim analytickym technikam, jako je
napiiklad ultrati¢inna kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekeci,
mame nyni U¢inngjsi a efektivnéjsi néstroje pro analyzu téchto latek, coz nam otevira

nové moznosti a smeéry dal§iho vyzkumu.

V této bakalatské praci se zabyvam extrakci, purifikaci a analyzou methylovanych
cytokininti obsazenych v rostlinném pletivu a kultivatnim médiu bakterie R. fascians,
o kterych toho zatim neni mnoho znamo. Hlavnim cilem této prace je vyvinout metodu
pro purifikaci a analyzu methylovanych cytokininti, v ptipad€ pozitivnich vysledki
poté stanovit obsah cytokininu methylzeatinu v rostlinném pletivu a kultiva¢nim

médiu bakterie R. fascians.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné hormony

Stejné jako zivoclichové vyuzivaji hormony pfi regulaci metabolickych procesii
ve svém téle, tak i1 rostliny maji své hormony — tzv. fytohormony. I kdyz funkce a
zékladni principy pisobeni zivocisnych a rostlinnych hormont jsou velice podobné
(ptsobi v nizkych koncentracich, kazdy hormon ma sviij receptor, vétSinou organické
nizkomolekularni latky, ovliviiuji rdst a vyvoj), existuje také mnoho odlisnosti.
Rostliny naptiklad nemaji specializované organy pro sekreci hormonii (endokrinni
systém), fytohormony jsou méné specifické a pusobi s vétsi komplexitou. Rostlinné
hormony jsou dale charakteristické kooperativnim ptisobenim, ¢astéj$im synergickym,
popiipadé antagonistickym G¢inkem. Fytohormony mohou pusobit jak v misté, kde

jsou syntetizovany, tak mohou byt do mista pisobeni transportovany.

V dnesni dobé zndme velké mnozstvi rostlinnych hormond. Prvnim objevenym a
izolovanym rostlinnym hormonem byla kyselina indolyl-3-octova (IAA, Kogl a
Kostermans, 1934), které se fika také auxin a dala jméno celé skupiné fytohormond.
Dale nasledoval objev giberelind a cytokininti. Prvni pfirozeny cytokinin zeatin byl
nalezen az v druhé poloviné 20. stoleti v nezralém endospermu kukufice (Letham,
1963). Zatim poslednimi nové identifikovanymi fytohormony byly strigolaktony
(Umehara et al., 2008).

Na zaklad¢ chemické struktury rozdélujeme rostlinné hormony do nékolika skupin:
auxiny, cytokininy (CK), gibereliny, ethylen, kyselina abscisovd, brassinosteroidy,
jasmonaty, kyselina salicylova a strigolaktony (Obr. 1) (Tarkowska et al., 2014).
Nékteti autofi fadi mezi rostlinné hormony také latky s regulaéni aktivitou
(napf. polyaminy), ty by se ale do této skupiny fadit nemély, jelikoZ nespliuji n€ktera

kritéria pro zarazeni mezi rostlinné hormony.
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Obr. 1 Strukturni vzorce vybranych fytohormont a latek s regulacni aktivitou.
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2.2 Cytokininy

Cytokininy patii spolu s auxiny mezi nejdulezitejsi rostlinné hormony, jelikoz reguluji
fadu vyznamnych procest v rostlin€. Jiz od poloviny dvacatého stoleti byla zndma
zakladni funkce CK — stimulace buné¢ného déleni, podle které ziskaly cytokininy také
svlj nazev. Cytokininy byly definovany jako latky, které v pfitomnosti auxinu
stimuluji bunééné déleni. Od dob objeveni kinetinu Millerem a Skoogem (Miller et al.,
1955) této definici vyhovovalo stale vice latek. Dnes jiz mezi cytokininy fadime jak
pfirozené¢ se vyskytujici derivaty adeninu, tak synteticky pfipravené derivaty
fenylmocoviny, ale také strukturné podobné slouceniny, nehledé na to, jakou maji

cytokininovou aktivitu (Frébort et al., 2011).

2.2.1 Vyskyt a biologicka aktivita

Pfirozené se vyskytujici cytokininy fadime mezi derivaty adeninu substituované
v N6 poloze. Ty mizeme rozdélit podle charakteru postranniho fetézce na isoprenoidni
a aromatické (Obr. 2). Isoprenoidni fetézec mize byt dale hydroxylovan za tvorby
cis-zeatinu (cZ) nebo trans-zeatinu (tZ), popiipadé mize byt dvojna vazba redukovana
za vzniku dihydrozeatinu. Hydroxylaci benzenového jadra u aromatickych derivata
ziskame ortho, meta nebo para topolin. Hydroxylace miize probéhnout také piimo
na purinovém skeletu, nejcastéji v poloze 2. Dalsi vyznamnou skupinou pfirozen¢ se
vyskytujicich CK jsou methyl-thio derivaty, které maji navazanou CHz-S- skupinu
také na uhliku ¢islo 2 (Tarkowski, 2011).
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Obr. 2 Strukturni vzorce a nazvy vybranych cytokininu (pievzato z Frébortova, 2008).

Cytokininy se nevyskytuji pouze jako volné baze, ale také jako nukleosidy,

nukleotidy, popiipadé konjugaty s aminokyselinami (Obr. 3). Volné baze maji nejvyssi

biologickou aktivitu a jsou povazovany za hlavni aktivni formu cytokinind. Naproti

tomu nukleotidy jsou povazovany za produkty biosyntézy CK s malou biologickou

aktivitou, ribosidy za transportni formy a glykosidy bud’ za docasné, nebo trvale

inaktivni formy CK (trvalda N-glykosylace v polohach 3, 7 nebo 9, docasna

O-glykosylace postranniho fetézce) (Sakakibara, 2006). Zeatin muze byt také

konjugovan s alaninem v poloze 9 za tvorby kyseliny lupinové (Parker et al., 1975;

MacLeod et al., 1975), stejné tak mtize dojit ke konjugaci alaninu s benzyladeninem

(Letham et al., 1979).
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CK se nevyskytuji pouze u rostlin, ale také u organismd, které maji svlij zivotni

cyklus izce spjat s rostlinami, jako jsou naptiklad nékteré fytopatogenni bakterie nebo

houby. Biosyntéza CK probiha u vyssich rostlin, mechu, fas, bakterii, hub a dokonce

u n€kterého hmyzu parazitujiciho na rostlinach (Romanov, 2009; Taiz a Zeiger, 2010).
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2.2.2 Biosyntéza a metabolismus

Pro rtst a vyvoj rostliny je diillezita aktualni hladina aktivnich forem cytokinini. Jejich
obsah se 1isi v jednotlivych organech, pletivech, v pribéhu bunécného cyklu a
Vv priubéhu vyvoje rostliny. Je také ovliviitovan fadou vnéjsich faktord, jako je mineralni
vyziva a stres. Hladina aktivnich forem CK je prostorové a Casové regulovana pomoci
biosyntézy, interkonverze, transportu, inaktivace a degradace (Kakimoto, 2003;

Tarkowski, 2011).

Doposud zname dvé biosyntetické drahy CK isoprenoidniho typu (Obr. 4).
Biosyntéza zacind pfenosem isoprenoidniho postranniho fetézce na adenin ve formé
nukleotidu nebo na adenin navazany v tRNA. Tato reakce je katalyzovana enzymem
isopentenyltransferasou, popiipadé tRNA isopentenyltransferasou (IPT; EC 2.5.1.27;
tRNA-IPT; EC 2.5.1.8; Sakakibara, 2006). Donorem isoprenoidniho postranniho
fetéze je bud’ dimethylallyl pyrofosfat (DMAPP; isopentenyladenin-dependentni
draha), nebo 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfat (HMBDP; Krall et al., 2002;
isopentenyladenin-independentni draha). V ptipad¢ prenylace pomoci DMAPP mize
byt vedlejsi fetézec dale hydroxylovan za katalyzy enzymu cytochrom P450
monooxygenasy (CYP450; EC 1.14.-.-.; Takei et al., 2004). Nukleotidy Ize néasledn¢
ptevést na volné baze hydrolyzou pomoci enzymu cytokinin fosforibohydrolasy
(LOG; EC 3.2.2.n1; Kurakawa et al., 2007). Biosyntéza aromatickych cytokinint
nebyla doposud objasnéna. Predpoklada se ale, ze vychazi z metabolismu fenolovych
sloucenin (Strnad, 1997).

14
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Obr. 4 Klicové enzymy metabolismu cytokininu (pfevzato z Frébort et al., 2011). IPT —
isopentenyltransferasa; CYP450 — cytochrom P450 monooxygenasa; LOG — cytokinin
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Vzniklé cytokininy mohou byt pfeménovany fadou enzymui (Obr. 4). Zeatin
cis-trans isomerasa (Bassil et al., 1993) Kkatalyzuje pifeménu cis-zeatinu
na trans-zeatin. Existence tohoto enzymu neni ov§em zcela prokazana a nékteré studie
hovoii spiSe proti, poptipadé se pfiklani k jeho velice nizké aktivité¢ (Miyawaki et al.,
2006). Zeatinreduktasa (EC 1.3.1.69; Martin et al., 1989) katalyzuje redukci zeatinu
na dihydrozeatin, glykosylace je katalyzovana enzymy O-glukosyltransferasou
(EC 2.4.1.203; Martin et al., 1999; EC 24.1.215; Veach et al., 2003),
O-xylosyltransferasou (EC 2.4.2.40 Turner et al., 1987), B-glukosidasou (EC 3.2.1.21;
Brzobohaty et al., 1993) a cytokinin N-glukosyltransferasou (EC 2.4.1.118; Hou et al.,
2004). Konjugaci alaninu s trans-zeatinem katalyzuje enzym  zeatin
9-aminokarboxyethyltransferasa (EC 2.5.1.50, Parker et al., 1986) (Frébort et al.,
2011).

Degradace CK je katalyzovand enzymem cytokinindehydrogenasou (CKX;
EC 1.5.99.12; Galuszka et al., 2001). Jedna se o oxidativni §tépeni N® postranniho
fetézce a tento proces je nevratny. Nukleotidy, O-glukosidy, dihydrozeatin a jeho

konjugaty tomuto Stépeni nepodléhaji (Taiz a Zeiger, 2010).

2.2.3 Prenos cytokininového signalu

V cytoplasmatické membrané rostlinné butiky se nachazi transmembranové proteiny,
které slouzi jako receptory pro vazbu cytokinin. Doposud byly objeveny tfi typy
téchto receptori — Vv roce 2001 receptor CRE1/AHK4 (cytokinin response
1/Arabidopsis histidine kinase; Inoue et al., 2001; Suzuki et al., 2001), dale
nasledovaly receptory AHK2 a AHK3 (Yamada et al., 2001; Nishimura et al., 2004).
Jednd se o histidin kinasy, které jsou soucasti dvousloZzkového signalniho systému

histidin-aspartyl fosfatové signalni kaskady (Obr. 5).

Rostlinny hormon je rozpoznan CHASE (cyclases/histidine kinases associated
sensory extracellular) doménou lokalizovanou v blizkosti N-konce proteinu
(Anantharaman a Aravind, 2001; Mougel a Zhulin, 2001), ktera je orientovana smérem
do lumen endoplazmatického retikula (Caesar et al., 2011) (Obr. 6). Dochazi
k autofosforylaci histidinového zbytku histidin kinasové domény, orientované smérem
do cytoplazmy, a naslednému pteneseni fosfatu na aspartatovy zbytek intracelularni

piijimaci domény. Fosfat je poté pfenesen na histidin-fosfotransferovy protein (AHP;
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Arabidopsis histidine-containing phosphotransfer protein) a nakonec na regulator
odpovédi (ARR; Arabidopsis response regulator) typu B. Ten aktivuje expresi gent
primarni cytokininové odpovédi spolu s ARR typu A, ktery zpétné reguluje signalizaci
cytokininti. Z AHP muzZe byt také fosfat pienesen ptimo na ARR typu A, ktery posléze
reguluje expresi dal§ich gent a aktivitu riznych cilovych proteint (Taiz a Zeiger,
2010).

Jednoduchy dvouslozkovy
signalni systém

@ e
Aktivace
H D —_—
( )-( ) C H ) transkripce
Vstup Vysilac Prijimac Vystup
Senzor histidin kinasa Regulator odpovédi

Vicestupnovy dvouslozkovy
signalni systém

® ® ® |
C = H =_Db ) (. H ) (b »= ) —» Akdivace

transkripce

Hybridni senzor histidin kinasa Hpt (AHP) Regulator odpovédi (ARR)

Obr. 5 Schéma jednoduchého a vicestupniového dvouslozkového signalniho systému (pievzato
z Taiz a Zeiger, 2010). HPT — histidin-fosfotransferovy protein — histidine phosphotransfer
protein, AHP — histidin-fosfotransferovy protein u Arabidopsis — Arabidopsis
histidine-containing phosphotransfer protein; ARR — regulator odpovédi u Arabidopsis —
Arabidopsis response regulator.
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Obr. 6 Schéma signalni drahy cytokinini (pfevzato z Taiz a Zeiger, 2010). 1 — Vazba
cytokininu na extracelularni CHASE doménu; 2 — Aktivace histidin kinasové aktivity a pfenos
fosfatu na aspartat pfijimaci domény; 3 — Pienos fosfatu na histidin-fosfotransferovy protein
(AHP); 4 — Fosforylace prijimaci domény regulatoru odpovédi (ARR) typu B; 5 — Aktivace
transkripce genti kodujicich ARR typu A; 6 — Fosforylace ARR typu A; 7 — Exprese gent

primarni cytokininové odpovédi.
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2.2.4 Metody chemické analyzy cytokinini

Cytokininy se stejn¢ jako ostatni fytohormony vyskytuji v rostlinach ve velmi nizkych
koncentracich, obvykle fadové fmol-pmol-g? &erstvé hmoty. Vzhledem Kk nizké
koncentraci, pfitomnosti slou¢enin s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
odlisné polarit¢ a dalSim faktorim je jejich analyza zna¢né obtizna. Pro jejich
stanoveni jsou vyzadovany analytické metody, které jsou dostateCné citlivé a

selektivni (Tarkowski et al., 2004).

Prvnim krokem analyzy endogennich CK, bez ohledu na metodu koncové analyzy,
je extrakce CK z rostlinného materialu a nasledna purifikace. Pro extrakci se nej¢astéji
pouziva methanol nebo modifikovana viceslozkova extrakéni smés podle Bielského
(methanol-kyselina mravenéi-voda; 15:1:4; Hoyerova et al., 2006). Purifikace se
bézné provadi pomoci extrakce na pevné fazi (SPE; solid phase extraction) s vyuzitim
ruznych sorbentll v zavislosti na stanovovaném analytu (nepolarni C18 sorbenty,
iontoménice, popiipadé smésné sorbenty). Néplnové kolonky pro SPE mohou byt
nahrazeny kifemennymi kapildrami obsahujicimi polymerni monolyty (PMME;
polymer monolith microextraction, Zhang et al., 2006), popfipadé muze byt sorbent
umistén piimo v pipetovaci Spicce (pipette tip SPE, tzv. StageTip, Svacinova et al.,
2012). Pokud je zapotiebi vyssi G¢innost purifikace, vyuziva se metody imunoafinitni
extrakce (IAE; immunoaffinity extraction), ptipadné kombinace SPE a IAE
(Podlesakova et al., 2012; Tarkowski, 2011).

Nejpouzivangjsi techniky koncové analyzy fytohormoni jsou plynova a kapalinova
chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (GC-MS; LC-MS),
radioimunoanalyza (RIA) a enzymova imunoanalyza (ELISA). Hlavni nevyhodou
plynové chromatografie je nutnost derivatizace, ktera u kapalinové chromatografie
neni nutnd, a proto se vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), eventualné
ultrau¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC) uplatiiuje v dne$ni dobé castéji.
Pro separaci cytokininli je u kapalinové chromatografie nejvhodnéjsi systém
reverznich fazi, kdy je jako stacionarni faze pouzit nepolarni sorbent, naptiklad C18.
Pro spojeni s hmotnostni spektrometrii se nejhojnéji vyuziva ionizace elektrosprejem
(ESI), jako analyzator pak trojity kvadrupélovy analyzator. Mezi piednosti spojeni
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie patii vysokd separacni
ucinnost LC a citlivost a selektivita MS detekce. Imunochemické metody vyuzivaji

vazbu specifickych protilatek a jsou vhodné pro stanoveni distribuce CK na celularni
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a subcelularni urovni (Podlesakova et al., 2012; Tarkowski et al., 2009; Tarkowski,
2011).

2.3 Rhodococcus fascians

Rhodococcus fascians (RF) je aerobni, pleomorfni, nepohybliva, nesporulujici,
gram-pozitivni bakterie, ktera pfi ristu na agaru tvoii oranzové kolonie. Radi se
do kmene aktinobakterie (actinobacteria) a jako fytopatogen napada jak dvoudélozné,
tak jednod€lozné rostliny. Napadeni rostliny RF vede k tvorbé nadorti na listech,
takzvanych ,leafy galls* (proliferace bun¢k za vzniku nefunk¢nich vyhonkd v misté
infekce) (Obr. 7). Dale mize dochazet k fasciaci, ztraté apikalni dominance a tim
ke ketovittmu vzhledu rostliny (,,witches’ broom®), vytvafeni malych a

deformovanych listdi, snizené produkci kvéti a zakrnélému riustu (Tarkowski a

Vereecke, 2014; Depuydt et al., 2008). Pro pietrvani symptomu je dilezita pfitomnost
bakterie (Vereecke et al., 2000).

Obr. 7 Typické symptomy infekce bakterii Rhodococcus fascians (pievzato z Putnam a Miller,
2007). A — ,,Leafy gall* na listu krasnoocka (Coreopsis); B — proliferace stonku srdcovky
(Dicentra); C — deformace listu paznehtniku mékkého (Acanthus mollis); D — fasciace lykovce
vonného (Daphne odora; bez ptitomnosti RF).
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Geny zpusobujici patogenitu virulentniho kmene DI88 se nachézeji
na konjugativnim linearnim plazmidu pFiD188 (plazmid indukujici fasciaci; fasciation
inducting plasmid; Francis et al., 2007). Na plazmidu pFiD188 byly identifikovany tii
lokusy fas, att a hyp, které jsou nezbytné pro interakci mezi rostlinou a patogenem.
kodujicich isopentenyltransferasu a dalSi enzymy nezbytné pro produkci cytokinini
(Obr. 8). Lokus fas také obsahuje regulac¢ni gen fasR a geny mtrl a mtr2 kodujici
methyltransferasy. Zbylé dva lokusy na pFiD188 jsou zodpovédné za vyvazenou
virulenci (jejich mutace zpusobily hypervirulenci nebo atenuaci virulence;
Crespi et al., 1992). Daéle byl nalezen chromozomalni lokus VICA nezbytny pro pteziti
bakterie v infikované rostling, jelikoz koduje enzym pro odstranovani toxického

glyoxylatu (Vereecke et al., 2002).

Hlavnim mechanismem patogenniho uc¢inku RF je produkce cytokinini a nasledné
naruseni rovnovahy rostlinnych hormont v rostlin€. Virulentni kmen D188 produkuje
Sest riznych synergicky pusobicich CK (iP, tZ, cZ, 2MeSiP, 2MeStZ, 2MeScZ)
dulezitych pro virulenci. Zvysena hladina CK vede k aktivovani homeostatickych
mechanismu v rostliné (zastaveni biosyntézy CK, exprese CKX genti; Depuydt et al.,
2008) a degradaci CK pomoci CKX. V husenicku nejsou 2MeScZ a cZ dostatecné
u¢inné odbouravany pomoci CKX, a proto dochazi k jejich akumulaci v rostlinném
pletivu. Tyto CK poté stimuluji proliferaci a rozvoj dalSich symptomd. (Pertry et al.,
2009).

— fasR>— mtr1> mtr2>— fasA > fasB> fasC> fasD> fask > fasF>—

FasR regulator typu AraC

Mtr1 methyltransferasa

Mtr2 methyltransferasa

FasA cytochrom P450 monooxygenasa

FasB ferredoxin, o podjednotka pyruvatdehydrogenasy
FasC B podjednotka pyruvatdehydrogenasy

FasD isopentenyltransferasa

Fask cytokinindehydrogenasa

FasF glutathiontransferasa, fosforibohydrolasa

Obr. 8 Schéma lokusu fas a predpokladanych funkci jednotlivych gent (pfevzato z Stes et al.,
2011). Fas operon je vyznaceny zelené.
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Nezbytnost celého fas operonu pro patogenitu byla nedavno zpochybnéna, stejné
tak mechanismus plisobeni smési Sesti cytokinini. Pomoci horizontalniho transferu
genti bylo zjisténo, Zze pro vyvolani infekce postacuje pouze syntéza
isopentenyladeninu pomoci IPT a jeho aktivace enzymem fosforibohydrolasou.
Isopentenyladenin se poté hromadi v pletivu a stimuluje proliferaci. Piedpoklada se,
ze pro vyvolani infekce jsou dostacujici pouze Ctytfi funkce zahrnujici sekundarni
metabolismus (att), transkripci gend (fasR), biosyntézu cytokininu (fasD) a jejich
aktivaci (fasF). Enzymatické funkce zbylych proteinti kodovanych fas operonem jsou
ziejme pro patogenitu postradatelné, ale mohou byt vyuzity pro G¢innéjsi biosyntézu

a aktivaci CK (Creason et al., 2014).

2.3.1 Biosyntéza cytokinini v bakterii Rhodococcus fascians

Fas operon obsahuje Sest genti kodujicich proteiny zapojené do biosyntézy CK. Jejich
exprese je vyvolana extrakty z infikovaného pletiva, nikoliv z neinfikované rostliny
(Crespi et al., 1992), je regulovana jak na urovni transkripce, tak translace a je zavisla
na podminkéch prosttedi (pH, zdroje uhliku a dusiku, obsah kysliku a fosforu, hustota
buriky) a na aktivité regulac¢nich proteini. Na plazmidu pFiD188 byl objeven gen fasR,
ktery reguluje expresi fas operonu a je nezbytny pro virulenci (Temmerman et al.,
2000).

Syntéza CK v bakterii R. fascians mize probihat dvéma zpisoby. Degradaci tRNA
nebo de novo za katalyzy IPT a dalSich enzymu (Obr. 9). Transferova RNA RF
obsahuje fadu cytokininti (Matsasubara et al., 1968) a je povazovana za jejich dulezity
zdroj (nejspi§ i hlavni zdroj c¢Z a 2MeScZ). Vyssi hladiny CK a zejména
isopentenyladeninu jsou syntetizovany de novo. Klicovym enzymem celé biosyntézy
je isopentenyltransferasa (fasD) syntetizujici iP, ktery je prekurzorem pro dalsi
cytokininy. FasA ptisobi nejspise jako cytochrom P450 monooxygenasa a hydroxyluje
iP za tvorby tZ a cZ, dale také 2MeSiP za tvorby 2MeScZ a patrné i 2MeStZ. FasB a
fasC jsou pravdépodobné pomocné proteiny a dodavaji energii kK hydroxylacim.
Enzym fasF uvoliuje cytokininy z jejich nukleotidi za tvorby volnych bazi, tudiz
pusobi jako fosforibohydrolasa. Funkci fask, cytokinin dehydrogenasy, je degradace
CK a tento enzym ma nejvétsi afinitu k CK iP typu (Pertry et al., 2010).
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AMP (ADP/ATP) + DMAPP chromosom/tRNA

o |

zakladni hladiny iP,
tZ, cZ, 2MeScZ

adenin Fask
+ -— jP

3-methyl-2-butenal
FasA—E/ l FasA-C l FasA-C

2MeSiP

l?
: 2MeScZ
Z o2 > oMesStz
/:asF T FasF
tZR5MP cZR5MP

Obr. 9 Model biosyntézy cytokininti prostfednictvim fas operonu (ptevzato z Pertry et al.,
2010).
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2.4 Methyltransferasy

Transfer methylu na molekulu substratu je katalyzovan enzymy methyltransferasami
(MTs, EC 2.1.1.-). Donorem methylové skupiny mize byt celd fada sloucenin
(napt. methanol, methyltetrahydrofolat, methylaminy, methylthiol, chlormethan),
avSak nejéastéj$im donorem je S-adenosylmethionin (SAM; Cheng a Roberts, 2001)
(Obr. 10). Methylace za ucasti koenzymu SAM probiha nejcastéji mechanismem
nukleofilni substituce (Sn2), kdy jako nukleofil pusobi atom siry, kysliku, dusiku,
popfipad¢ uhliku, selenu, arsenu ¢i halogenid (O'Hagan a Schmidberger, 2010;
Schmidberger et al., 2010), nicméné¢ znamy jsou i methyltransferasy vyuzivajici
radikalovy mechanismus (Zhang et al., 2012).

Navazani methylové skupiny na molekulu biologicky aktivni latky, jako naptiklad
hormonu, neurotransmiteru, lipidu, proteinu nebo nukleové kyseliny, zptisobi zménu
Vv jejich fyzikadlné-chemickych vlastnostech, a proto patii k zdsadnim modifikacim
téchto sloucenin. Methylace ma velmi Siroké spektrum funkci zahrnujicich biosyntézu,
metabolismus, detoxifikaci, transdukci signalu, translokaci proteinii a procesovani

nukleovych kyselin (Martin a McMillan, 2002).

Prvni struktura SAM-dependentni methyltransferasy, Hhal DNA MT, byla ur¢ena
v roce 1993 (Cheng et al., 1993). Doposud je znamo velké mnozstvi rozdilnych
SAM-dependentnich methyltransferas, které fadime do 5 ttid podle jejich strukturnich
ryst (Schubert et al., 2003). Navzdory nizké podobnosti v aminokyselinové sekvenci
maji methyltransferasy relativné vysokou strukturni podobnost. Nejhojnéji zastoupena
je téida prvni, ktera vykazuje motiv B-a-B-a-f, ktery se nazyva Rossmanntv fold a

tvoii vazebna mista pro nukleotidy (Rao a Rossmann, 1973) (Obr. 10).

Diky mnoha funkcim a velkému vlivu na vlastnosti substratu jsou
methyltransferasy v posledni dobé centrem zajmu nejen biomedicinského vyzkumu.
Jejich strukturni a funkéni rozmanitost zapfiCifluje Sirokou moZnost vyuZiti
pfi biokatalytickych methylacich pestré skaly jak syntetickych, tak pfirodnich latek,
které¢ mohou byt dale pouzity jako 1éCiva, agrochemikalie, chemicky cCisté latky ¢i
biopaliva (Nawabi et al., 2011; Struck et al., 2012). Dale se studuje jejich uplatnéni
pti bioremediacich (LeDuc et al., 2004; Qin et al., 2006) a znaceni proteini

a nukleovych kyselin (Klimasauskas a Weinhold, 2007).

24
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Obr. 10 (a) — Strukturni vzorec S-adenosylmethioninu (SAM) (b) — Schématické znazornéni
Rossmannova foldu u prvni tfidy methyltransferas (pfevzato z Martin a McMillan, 2002).
Modie vyznacena vazebna mista pro SAM a substrat; zlut¢ a-helixy, ¢ervené -skladané listy;
Sed¢ je vyznaceny C a-helix, ktery v jadie proteinu neni vzdy ptitomen.

2.4.1 Methylace a rostlinné hormony

Methyltransferasy hraji dlleZitou roli v metabolismu a homeostaze celé fady
rostlinnych hormond. Naptiklad methylaci IAA vznika methylester-IAA, ktery je
nepolarni a mize byt sndze transportovan pres membranu. Diky tomu vykazuje vyssi
aktivitu pfi biotestech a je vyuzivan jako analog IAA. Navic naruSeni exprese IAA
karboxyl methyltransferasy vede k fenotipyckym zménam dokazujicim roli této

methyltransferasy pti vyvoji listt (Qui et al., 2005; Bajzug a Piotrowska, 2009).
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Karboxyl methyltransferasa kyseliny salicylové katalyzuje methylaci kyseliny
salicylové za vzniku methyl-salicylatu, ktery je dilezitou vonnou slozkou v kvétinach.
K jeho akumulaci dochazi pii poranéni rostliny a diky vysoké tékavosti slouzi jako
vzduchem prenaseny signal indukujici obranné mechanismy v neporanénych mistech
a okolnich rostlinach, kde je pfevadén zpét na kyselinu salicylovou (Ross et al., 1999;
Shulaev et al., 1997).

Dale byla prokazana klicova role karboxyl methyltransferasy kyseliny jasmonové
pii reakcich rostlin regulovanych jasmonaty. T¢kavy methyl-jasmonat mtize ptisobit
jako intra/intercelularni regulator, popfipad¢ jako vzduchem piendSeny signal
zprostiedkovavajici komunikaci mezi rostlinami (Seo et al., 2001; Farmer a Ryan,
1990).

Vyznam methyltransferas pro metabolismus cytokininli nebyl jesté zcela objasnén,
bylo vSak objeveno nékolik methylovanych cytokinini v rdznych organismech,
naptiklad 1’-methylzeatin (Evidente et al., 1986), 2-hydroxy-1’-methylzeatin
a 2-hydroxy-6-methylaminopurin (Farooqui et al.,, 1990). My se zajimame
0 methylované CK, protoze lokus fas bakterie Rhodococcus fascians obsahuje oblast
kodujici methyltransferasy (mtrl a mtr2) dosud neznamého vyznamu. Navic existuje
domnénka, Ze tyto MTS mohou methylovat atom dusiku na molekule cytokininu,
jelikoz se vyskytuji ve stejném klastru fylogenetického stromu jako

N-methyltransferasy z kukufice a husenicku (Pertry, 2009).
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6 ZAVER

Tato bakalatska prace je vénovana methylovanym cytokininim v kultivaénim médiu
bakterie Rhodococcus fascians a rostlinach. V teoretické ¢asti bylo pojednano
o0 rostlinnych hormonech cytokininech, bakterii Rhodococcus fascians a enzymech
methyltransferasach. V ramci experimentalni ¢asti byla vyvinuta purifikacni a LC-MS
metoda pro analyzu methylovanych cytokinini v biologickém materialu a dale byl

proveden screening methylovanych cytokinind v kultivaénim médiu bakterie

Rhodococcus fascians a rostlinach.

V ramci screeningu bylo provedeno orienta¢ni stanoveni obsahu 1’-methylzeatinu
v rostlinném materialu, pfi¢emz koncentrace byla fadové desitky fmol-g™. P¥itomnost
tohoto cytokininu bude ovSem nutné potvrdit zméfenim hmotnostniho spektra nebo
alespoii ptidanim konfirmaénich MRM piechodli do metody koncové analyzy, na coz
bude potieba precistit vétsi mnozstvi rostlinného materidlu. Dale byl detekovan signal
vV SIM moédu pro m/z 218, ktery by mohl svym retenénim c¢asem odpovidat
methylisopentenyladeninu, pro bliz8i identifikaci bude nutné zméfit hmotnostni
spektrum tohoto signdlu. V kultivacnim médiu Zadného z testovanych kmeni bakterie
R. fascians nebyl pozorovan signal methylovanych cytokininti, na metod¢ pro jejich

identifikaci v tomto médiu bude potieba jesté nadale pracovat.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AHK?2
AHK3
AHP
ARR
BAP

CE
CHASE
CK
CKX
CRE1/AHK4
CYP450
cZ

C18
DHZz
DMAPP
DMF
ESI
HMBDP
IAA
IAE

iP

IPT
LAS
LOG
MRM
MT
MS-stl
mZ
N-GT
PMME
RF
SAM
SIM
SPE

tZ
UHPLC
Zl
ZOGT
ZR
BGLU

arabidopsis histidin kinasa 2

arabidopsis histidin kinasa 3

arabidopsis histidin-fosfotransferovy protein
arabidopsis regulator odpovéedi
benzyladenin

kolizni energie

cyclases/histidine kinases associated sensory extracellular
cytokinin

cytokinindehydrogenasa

cytokinin response 1/ arabidopsis histidine kinase 4
cytochrom P450 monooxygenasa
cis-zeatin

oktadecyl

dihydrozeatin

dimethylallyl pyrofosfat
N,N-dimethylformamid

ionizace elektrosprejem
4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfat
indolyl-3-octova kyselina

imunoafinitni extrakce

isopentenyladenin

isopentenyltransferasa

zeatin 9-aminokarboxyethyltransferasa
cytokinin fosforibohydrolasa

multiple reaction monitoring
methyltransferasa

Murashige a Skoog stl

methylzeatin

cytokinin N-glukosyltransferasa
mikroextrakce polymernim monolitem
Rhodococcus fascians
S-adenosylmethionin

single ion monitoring

extrakce na pevné fazi

trans-zeatin

ultra i¢inna kapalinova chromatografie
zeatin cis-trans isomerasa
zeatin-O-glukosyltransferasa
zeatinreduktasa

B-glukosidasa
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