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ABSTRAKT

Limitujicimi prvky zemédélské produkce jsou zejména negativné plsobici biotické
a abiotické stresory prostiedi. Jejich dopady se snazi minimalizovat molekularné genetické
piistupy, které hledaji feSeni v geneticky modifikovanych organismech s vys§i odolnosti.
Soucasna legislativa vSak velice limituje vyuziti GMO, a proto se rovnéz hledaji jiné cesty,
jak docilit stejnych ucinkd. Jednou z cest je hledani farmak, které budou mit pozitivni vliv
na obranu rostlin proti stresorim prostiedi. Tato prace je vénovana charakterizaci latky
INCYDE, ktera blokuje degradaci rostlinnych hormoni cytokinind, které jsou zndmy svymi
pozitivnimi u¢inky na oddalovani starnuti rostlin a zvySeni odolnosti rostlin vii¢i extrémnimu
suchu. Klasickou bioeseji sledovanim délky hlavniho kotfene bylo prokazano, Ze plisobeni
latky INCYDE je srovnatelné s piisobenim jednoho z nejaktivnéjSich cytokininii
trans-zeatinu. Analyzou linii s pozménénou signalizaci kanonické signaliza¢ni drahy
cytokininll bylo ovéfeno, Ze pro zmény sledovanych morfologickych parametri nevyuzivaji
INCYDE a trans-zeatin rozdilnych slozek cytokininové signalizace. Navzdory tomu, Ze maji
INCYDE a trans-zeatin podobné uc¢inky, analyza proteomu odhalila odlisnosti v piisobeni

téchto latek. Tyto rozdily budou pfedmétem naslednych analyz.

Klicova slova: cytokininy, INCYDE, morfologie, proteomika, hmotnostni spektrometrie

ABSTRACT

Negative effects of biotic and abiotic stressors of the environment are limiting factors for
agricultural production. To minimize the effect of these factors, molecular genetics focuses
on preparing the new genetically modified organisms with higher tolerance to stress.
However, recent legislation strongly limits the use of GMO and thus new approaches focused
on similar outcomes are followed. One of these approaches is developing of new
pharmaceuticals with positive effects on plant tolerance to environmental stressors. This
thesis is focused on the characterization of such substance called INCYDE. INCYDE inhibits
degradation of plant hormons cytokinins, which are known to have positive effects on
delaying senescence and tolerance to extreme drought conditions. In the classical bioassay
based on inhibition of the main root growth, INCYDE was shown to be active as one of the
most active cytokinin trans-zeatin. Analysis of the lines with modified canonical cytokinin
signalling pathway showed INCYDE and trans-zeatin to act by same signalling components.
Despite the fact of similar effects on morphological alterations, proteom analysis revealed
differences in the effect of INCYDE and trans-zeatin on protein abundance. Differences on

the proteom level will be analyzed in following study.

Key words: cytokinin, INCYDE, morphology, proteomics, mass spectrometry
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1 UVOD

V dnesni dobé se stale vice mluvi o klimatickych zménach, které¢ ovliviiuji zivot
organismi na Zemi. Rostliny stale castéji ¢eli nepfiznivym podminkam, které nejsou pro
jejich Zivot typické. Mezi nejvétsi problémy bezesporu patii sucho a stres zplisobeny
vysokymi teplotami. Z hlediska zemédélstvi se jedna o limitujici faktory, které negativné

ovlivituji pfedevsim kvalitu a vynos hospodaiskych plodin.

Jednim z nastroji pro feSeni problému soucasného zemédélstvi, jako je stres
zpusobeny suchem, popiipadé jinymi biotickymi a abiotickymi stresory, se stala
modulace hladin vyznamnych enzymu regulujicich hladiny hormont, vyznamnych
metabolitli ¢i vysoce reaktivnich latek zapojenych do odpovédi na stres. Tohoto piistupu
se ujaly metody genového inzenyrstvi, které jsou na rozdil od klasické metody $lechténi
rychlejs$i a mén¢ finanéné narocné. Pomoci biotechnologii 1ze tak ,,na miru® pfipravit
rostliny s genetickymi modifikacemi, které zlepsSuji biologickou zdatnost a vynosy plodin.
Genetické modifikace a péstovani geneticky modifikovanych rostlin jsou vSak neustale
predmétem diskuse védcu, politikl, vefejnosti a dalSich skupin. Zatimco vétSina védca
vidi v genetickych modifikacich cestu k rychlému feSeni soucasnych problémi
se zemé&délstvim, verejnost se téchto pfistupl spiSe obava a vnima je negativné. Proto
se vedle molekularné genetickych piistupt hledaji i alternativni cesty, které by docilily
stejnych vysledkd. Jednou z téchto alternativ je pfiprava inhibitord ovliviujicich
biosyntézu ¢i degradaci latek zajmu. V polnich podminkach pak aplikace téchto
inhibitorti ve form¢ posttiku mize zvySovat ¢i snizovat hladinu latek zajmu v rostlinném
téle, samoziejmé za predpokladu, ze inhibitory nebudou piedstavovat zadné riziko pro

ekosystém a ¢loveka.

Experimenty spojené s ucinky inhibicnich latek se zkoumaji naptiklad u rostlinnych
hormoni cytokinint. Cytokininy jsou z hlediska zemédélské produkce velice zajimavé
pro své vlastnosti, mezi které patii naptiklad oddalovani starnuti ¢i zvySovani odolnosti

rostlin via¢i extrémnimu suchu.

V ramci této prace byl testovan vliv inhibitoru enzymu cytokinin
oxidazy/dehydrogenazy na fenotypové zmény modelové rostliny Huseni¢ku rolniho

(Arabidopsis thaliana).



2 CIL PRACE

Cilem teoretické Casti prace bylo zpracovat literarni reSer$i Soucasného poznani
biosyntézy, metabolismu, degradace, signalizace a funkci rostlinnych hormoni
cytokinint. Praktickd cast se zaméfila na sledovani ucinku nedavno objevené latky
INCYDE, ktera pusobi jako inhibitor enzymt zapojenych do degradace cytokinind.
Cilem bylo popsat ucinky této latky na zménu morfologie a proteomu Arabidopsis
thaliana a porovnat pisobeni INCYDEu s exogennim navysSenim hladiny cytokinint
pomoci trans-zeatinu. Na zakladé vysledki bylo hodnoceno, nakolik se lisi ucinek

exogenni aplikace rostlinnych hormonti od aplikace inhibitorti jejich degradace.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rostlinné hormony

Vzhledem ke své slozitosti by mnohobunécné organismy nemohly fungovat bez
komunikace mezi buitkami, tkdnémi a organy. Tuto myslenku vyslovil jiz v 19. stoleti
rakousky botanik Julius von Sachs, ktery piiSel s hypotézou, ze jednotlivé organy
Vv rostliné mezi sebou komunikuji. Na zakladé této uvahy byly pozdé&ji objeveny chemické

signaly, tzv. morfogeny, které tyto funkce vykonavaji (Prochazka et al., 1998).

Riistové a vyvojové procesy jsou u rostlin regulovany ristovymi regulatory, které
muzeme rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny fadime rostlinné hormony
(fytohormony) a do druhé skupiny pak dalsi latky s regulacni aktivitou (Prochazka et al.,
1998; Taiz a Zeiger, 2010). Samotné hormony jsou definovany jako organické
slou€eniny syntetizované v jedné ¢4asti organismu a nasledn¢ translokovany do casti jiné,
kde i pti nizkych koncentracich dokazi vyvolat fyziologickou odpovéd’ (Rao et al., 2002).
Hormony se syntetizuji ve vSech télech mnohobunéénych organismi véetné rostlinnych.
Slouzi jako chemiéti poslové od jedné bunky ¢i skupiny bunék ke druhym. V organismu
se podili na fizeni pribchu reakci a jejich vzajemné koordinaci. Pokud se zamétime
na porovnani Zivoc¢iSnych a rostlinnych hormond, tak si mizeme povSimnout jistych
rozdilti. Zatimco u zivo¢ichll dochazi k tvorbé hormonu v urc¢itém misté téla a jeho
naslednému transportu na urc¢ené misto (zlazy s vnitini sekreci), u rostlin dochazi k jejich
syntéze na rtiznych mistech, asto i na vice mistech soucasné. Zivo&isné hormony jsou
charakteristické plnénim ptevazné jen urcité funkce v téle, kdeZto rostlinné hormony se
vyznacuji pleiotropnim u¢inkem, kdy mohou ovliviiovat vice funkci v rostlin¢ (Taiz

a Zeiger, 2010).

Hormony se vadzou na specifické proteiny, které nazyvame receptory. Navazani
spousti specifickou signalizaci, ktera vede k G€¢inku hormonu. Existuji dva typy receptorti.
Receptory prvniho typu jsou umistény na bunééné membran¢. Jakmile se dany hormon
na tento receptor navaze, dojde k ptenosu signalu do jadra buriky prostiednictvim systému
druhych poslt. Receptor druhého typu je naopak umistén v cytoplasmé, do které prislusny

hormon musi nejprve bunikou proniknout. Tam se nasledn€ navaze na rozpustny receptor.



Navazanim vznika komplex, ktery putuje do jadra a tam vyvold zménu v expresi genu

(Prochézka et al., 1998).

V soucasné dob¢ mezi fytohormony fadime auxiny, cytokininy, gibereliny, etylén,
kyselinu abscisovou, kyselinu salicylovou, brassinosteriody, strigolaktony, NO,

polyaminy, kyselinu jasmonovou a peptidové hormony.

3.2 Cytokininy

3.2.1 Objev cytokininu

Na samém pocatku objevu cytokinini byla nezodpovézena otdzka, které faktory
stimuluji rostlinné bunky k déleni neboli k cytokinezi (Taiz a Zeiger, 2010). V roce 1913
rakousky fyziolog Gottlieb Haberlandt vyslovil myslenku, ze déleni bunék by mohlo byt
vyvolano jistymi faktory. Svymi experimenty ukézal, Ze latky vyloucené floémem
riznych druha rostlin stimuluji bunééné déleni ve zranéné hlize brambory (Solanum
tuberosum); (Haberlandt, 1913). Tyto vysledky naznacovaly, ze by mohly existovat
rozpustné latky, které by v rostlinnych burikach déleni bunék podporovaly. Postupné bylo
testovano zna¢né mnozstvi latek ve snaze najit faktory zptisobujici zahajeni bunééného
déleni nebo udrzeni bunék v tomto procesu. Nejvyssi stimulace nariistu dané kultury byla
dosazena v kultivacnim médiu Philipa Whitea, ktery do bézného média ptidal spole¢né
s auxiny i kokosové mléko. Tim nasledné zjistil, ze takto pfipravené médium podporuje
nepietrzité déleni zralych diferenciovanych bunék v nebo z nejriznéjsich tkani a druht
rostlin za tvorby kalusu pfislu§né tkan€. Na zdklad¢ tohoto vysledku bylo usouzeno, ze
kokosové mléko obsahuje latky, které stimuluji zralé bunky Kk bunéénému déleni
a pomahaji je udrzet v tomto stavu (Taiz a Zeiger, 2010). I pies veSkerou snahu objasnit
tuto problematiku védci Gspéchu dosahli az v roce 1955, kdy byly cytokininy objeveny
(Miller et al., 1955).

Prvni cytokinin byl objeven a izolovan Millerem z autoklavovaného DNA spermatu
sledé v roce 1955. Tato sloucenina byla pojmenovana kinetin a to predevsim pro jeji
vlastnost podporovat bunééné déleni, tedy cytokinezi. Z chemického hlediska je kinetin

derivatem adeninu (aminopurinu), konkrétné 6-furfurylaminopurin (Miller et al., 1955).



Objeveni kinetinu prispélo k zalozeni nové skupiny fytohormond pojmenované
cytokininy (Frébort et al., 2011). Je ovSem nutné zminit, ze kinetin neni pfirozen¢ se
vyskytujici latkou v rostlindich. Tento objev byl nicméné dileZitym podnétem pro
vysloveni hypotézy, ze v rostlinach existuji piirozené se vyskytujici latky podobné
kinetinu, které reguluji bunécné déleni. Tuto tivahu potvrdil Letham v roce 1963 objevem
zeatinu, ktery se ptirozen¢ v rostlinach vyskytuje (Letham, 1963). Zeatin byl, jak jiz jeho
nazev naznacuje, izolovan z nezralého endospermu obilek kukufice (Zea mays).
V nasledujicich ctyficeti letech bylo identifikovano nekolik dalSich druhii cytokinini

u riznych druhti rostlin.
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Obr. 1: Chemicka struktura 6-furfuryladeninu (kinetin)

3.2.2 Chemicka podstata cytokininii

Cytokininy byly dtive definovany z hlediska vlastnosti jako latky, které podporuji
bunééné déleni a vykonavaji dalsi regulacni funkce stejnym zptisobem jako Kinetin.
Nicméné v soucasné dob¢ jsou cytokininy definovany spiSe z chemického hlediska, kdy
tento termin popisuje vSechny molekuly s podobnou strukturou a to bez ohledu na jejich
aktivitu (Frébort et al., 2011). Obecné se jedna o derivaty adeninu (aminopurinu)
s pfipojenym postrannim fetézcem na pozici N® (Spichal, 2012). Pfitomnost jednotlivych
typti cytokinini a jejich derivati muze byt zavisla na druhu rostliny, pletivu,

na vyvojovém stadiu, ale také na pfirodnich podminkach (Frébort et al., 2011).

Dle povahy postranniho fetézce délime cytokininy na dvé skupiny: isoprenoidni
a aromatické. Isoprenoidni cytokininy nesou isoprenoidni postranni fetézec, ktery mlize

byt nasyceny nebo nenasyceny. Aromatické cytokininy pak nesou aromaticky postranni
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fetézec, ktery mize byt dale substituovany v riznych polohach postranniho fetézce

(Davies, 2004; Astot et al., 2000).

U vyssich rostlin se nejcastéji vyskytuji cytokininy isoprenoidniho typu, mezi které
fadime zeatin, dihydrozeatin (DZ) a isopentenyladenin (iP). Bezesporu nejrozsifenéjsim
cytokininem je zeatin. Z chemického hlediska se jedna o trans-6-(4-hydroxy-3-methyl-
but-2-enylamino)purin. Mize se vyskytovat ve dvou konfiguracich, a to ve form¢ cis
nebo trans. Tato moznost dvoji konfigurace je dana pfitomnosti dvojné vazby, ktera
se vyskytuje v postrannim fetézci. Zatimco trans-zeatin (tZ) je aktivni formou cytokinint
a u rostlin je Cast&jsi (Taiz a Zeiger, 2010), cis-zeatin (CZ) se projevuje spie nizsi
aktivitou, zalezi vSak také na rostlinném druhu. ¢Z se nachazi hojnéji napiiklad

u kukufice, ryze (Oryza sativa) a cizrny (Frébort et al., 2011).
/\)\ /\)\/OH

HN HN
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Obr. 2: Chemickd struktura isoprenoidnich cytokininii (Sakakibara, 2006).

Mezi aromatické cytokininy patii ortho-topolin (0T), meta-topolin (mT) a jejich
methoxy derivaty (meoT a memT) a benzyladenin (BA); (Sakakibara, 2006). Zatimco
isoprenoidni cytokininy jsou v pfirodé rozsifené, aromatické jsou predevsim syntetické

a v rostlinach se vyskytuji jen ojedinéle (Frébort et al., 2011).
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Obr. 3: Chemicka struktura aromatickych cytokininu (Sakakibara, 2006).

Dal$imi znamymi latkami s cytokininovou aktivitou jsou difenylmocovinové typy,
jako je naptiklad thidiazuron (Davies, 2004; Taiz a Zeiger, 2010). Jsou pouze syntetické

a zatim nebyla prokazana jejich pfitomnost v rostlinnych pletivech (Davies, 2004).

V rostlinach se cytokininy vyskytuji jako volné baze nebo ve formé¢ nukleotidd,
nukleosidii a jejich derivatd nebo také jako konjugaty s glukosou, xylosou nebo
aminokyselinovymi zbytky (Spichal, 2012). Za nejaktivnéjsi se povazuji pravé volné baze
cytokininti (Argueso et al., 2009). Pfeména mezi riiznymi metabolity bude blize popsana

Vv kapitole metabolismu cytokinini.

3.2.3 Biosyntéza cytokininu

Jak jiz bylo uvedeno v predchézejicich ¢astech, biosyntéza aromatickych cytokinind
patii i v soucasné dobé k oblasti, ktera je stale zahalena rouskou tajemstvi. Tato ¢ast bude

tedy vénovana predevsim biosyntéze cytokinini isoprenoidnich.

Kli¢ovym enzymem v biosyntéze isoprenOidnich cytokinind v rostlinach je
isopentenyltransferaza (IPT); (Zalabék et al., 2013). Podle typu substratu rozdélujeme
IPT na adenosinfosfat-IPT nebo tRNA-IPT (Werner a Schmiilling, 2009). IPT katalyzuje
N-prenylaci adenosin-5’-fosfatu (ATP, ADP a AMP); (Zalabak et al., 2013). Tato
enzymova aktivita byla poprvé popsana v extraktu z Hlenky (Dictyostelium discoideum).
Prvni identifikovany gen kodujici de novo biosyntézu cytokinini byl identifikovan

u bakterie Agrobacterium tumefaciens. Byl oznacen jako tmr a nachazi se v T-DNA
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plasmidu vyvolavajiciho nadorové onemocnéni (Spichal, 2012). Geny kodujici ipt byly
nasledovné identifikovany 1 u dalSich bakterii a IPT aktivita byla také zaznamenana
v riznych extraktech rostlinnych pletiv (Kieber a Schaller, 2014). Donory isoprenoidniho
postranniho fetézce jsou dimethylallyl pyrofosfaty (DMAPP) nebo 1-hydroxy-2-methyl-
2-(E)-butenyl  4-difosfaty = (HMBDP). Ob¢  slouceniny  jsou  produkty
metylerytritolfosfatové (MEP) drahy, ktera je lokalizovana v plastidech a mevalonatové
(MVA) drahy, ktera je lokalizovana v cytosolu. Piednostnim donorem isoprenoidniho
postranniho fetézce u rostlinnych IPT je DMAPP a pfednostnim akceptorem jsou ATP
a ADP. Primarnimi produkty syntézy jsou tedy bud’ isopentenyladenosin-5’-trifosaty
(iPRTP) nebo isopentenyladenosin-5’-difosfaty (IPRDP); (Zalabak et al., 2013).

Pro syntézu tZ existuji dvé mozné cesty zahrnujici pfevod isoprenoidniho postranniho
fetézce. Prvni cesta zahrnuje IPT za vyuziti DMAPP. Tento proces vede k tvorbé iP
ribotidu, které jsou nasledné hydroxylovany za vzniku tZ ribotidd. Druha cesta vyuziva
MVA drahu. Vychozimi produkty rostlin jsou enzymy iPRTP a iPRDP, které mohou byt
nasledné pievedeny na tZ hydroxylaci isoprenoidniho postranniho fetézce pomoci
enzymu cytochrom P450 monooxygenazou CYP735A1 a CYP735A2 (Kieber a Schaller,
2014). Vétsina tZ v Arabidopsis je tvofena prostiednictvim prekurzoru pochazejiciho
z MEP dréhy. Toto tvrzeni bylo prokdzino na zakladné selektivniho znadeni 3C

isoprenoidnich drah v semenaécich Arabidopsis (Kasahara et al., 2004).

Aktivni formy cytokinin jsou volné baze, které jsou ziskany z cytokininovych
ribotidii v jednoduchém enzymatickém kroku katalyzou enzymu fosfohydroribolaza
LONELY GUY (LOG); (Schaller et al., 2015). LOG enzymy byly poprvé izolovany
v ryzi (Kurakawa et al., 2007) a pozdé&ji byly také nalezeny v genomu Arabidopsis
(Zalabak et al., 2013). V Arabidopsis se nachazi sedm gent, které aktivni LOG enzymy
koduji (Kieber a Schaller, 2014).

Kromé gent kodujicich IPT rostlinné genomy také obsahuji geny pro tRNA-IPT
(Zalabak et al., 2013). Tyto enzymy umoziuji N-prenylaci adenosinu navazaného
v molekule tRNA, degradace pak zptisobi uvolnéni cZ (Murai, 2014). To mimo jiné také
naznacuje, ze tRNA mize zprostiedkovavat drahu syntézy tZ pres cZ (Kasahara et al.,
2004).
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Obr. 4: Model biosyntézy cytokininii (Hirose et al., 2008).

V genomu Arabidopsis je devét AtIPT, které se podileji na de novo biosyntéze
(AtIPT1 a AtIPT3-8) a dvé tRNA-IPT (AtIPT2 a AtIPT9). IPT1, 5 a 8 jsou cileny
do plastidi. Zbyvajici 4 enzymy byly lokalizovany v cytoplazmé (Sakakibara, 2006).
Genové exprese se lisi v zavislosti na IPT genech. IPT1 bylo nalezeno v prekurzorovych
bunikach xylému Vv kofeni, axilu listu a nezralych semenech. IPT3 bylo objeveno
ve floému a IPT4 v nezralych semenech s vyssi expresi v chalazalni ¢asti endospermu.
IPT5 je dominantni v primordiu postranniho kofene, v kolumele kofenové ¢epicky. IPT6
se nachazi v Sesuli a IPT7 zase ve floému, endodermisu kofenové prodluzovaci zony,
v trichomech mladych listdi a pylovych lackach. IPT8 se nachéazi v nezralych semenech
s vyssi expresi v Chalazalni ¢asti endospermu (Sakakibara, 2006). Enzymaticka struktura
IPT byla identifikovana a popsana i v jinych rostlinach jako je chmel (Humulus lupulus),

moruse (Morus alba), kukufice a ryze (Spichal, 2012).

3.2.4 Metabolismus a degradace cytokinini

Kromé¢ biosyntézy je hladina endogennich cytokininii také regulovana konjugaci
s glukosou ¢i degradaci (Argueso et al., 2009). Cytokininy muzeme také rozd¢lit do 3
hlavnich skupin, které zahrnuji aktivni formy, formy translokace a ukladani, nebo formy
inaktivni (Davies, 2004).
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Jak jiz bylo zminéno v uvodni Casti, témef vSechny cytokininy jsou v rostlinach
ptitomné jako baze nebo odpovidajici nukleosidy a nukleotidy. Vzajemné premény téchto
forem jsou uskute¢novany enzymy, které jsou zapojené do purinového metabolismu
(Haberer a Kieber, 2002). U riznych druht rostlin bylo nalezeno nékolik enzymu, které
se do pfemén zapojuji. Jedna se napiiklad o nukleotidasu, adenosin nukleosidasu, adenin
fosforibosyltransferasu (APT), adenosin kinasu (ADK). Tyto enzymy se vyznacuji

Sirokou substratovou specifitou a obecné rozpoznavaji adenosin (Spichal, 2012).

LOG i i
s neaktivni
) < o
PTg oo ¥ oo oy 2ooos i) CKXS
o ":]‘ m “':j B - - - ‘: RN ——lp
CK mikleotid @eaktivn)  CK mikleosid (neaktivn) ~ C mukdeobaze (aktivm)

-~ =
- — -

APT (Adenin fosforibosyltransferaza)

Obr. 5: Schéma vzdjemnych piemén mezi volnymi bazemi, nukleotidy a nukleosidy.
Mezi aktivni formy cytokininii patii volné baze, zatimco nukleotidy a nukleosidy jSou
prekurzory neaktivnich forem cytokinini. LOG enzymy primo prevaddi neaktivni formy
cytokininit na jejich volné bdze, zatimco APT enzymy pusobi opacnym zpiisobem
a podileji se na deaktivaci cytokininii prevodem aktivnich volnych bdzi na neaktivni

nukleotidy (Zhang et al., 2013).

Za nevratny proces cytokinind se povazuje N-glykosylace, kterd primarné nastava
v poloze N’ nebo N® purinového kruhu (Kieber a Schaller, 2014). Enzymy ucastnici se
N-glykosylace jsou glukosyltransferasy, které vyuzivaji jako glukosylové donory uridin
difostat glukosu a uridin trifosfat glukosu. N-glykosidy jsou obecné neaktivni, proto se
predpoklada, ze nevratné inaktivuji cytokininy (Spichal, 2012).

Cilovym mistem konjugace na zbytky glukosy, nebo v nékterych ptipadech zbytky
xylosy, je také hydroxylova skupina postranniho fetézce cytokinint. Tato modifikace se
nazyva O-glykosylace a vlivem pisobeni enzymu O-glykosyltransferasy vznikaji
O-glukosidy a O-xylosidy. Tento d¢j je reverzibilni a nastava na kysliku postranniho
fetézce zeatinu nebo DZ (Taiz a Zeiger, 2010; Schaller et al., 2015). Predpoklada se, ze
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O-glykosidy cytokininli jsou zdsobni formy cytokininii a jsou odolné vici Stépeni
cytokinin oxidazou/dehydrogenazou (CKX); (Kieber a Schaller, 2014). O-glykosylové
formy mohou byt zpétné pievedeny na aktivni formy uc¢inkem enzymu B-glukosidasy
(Brzobohaty et al., 1993).

Jak jiz bylo feceno v tvodu této kapitoly, hladiny cytokinind v rostlinéch jsou také
vyznamné regulovany degradaci. Tato regulace je fizena enzymem CKX, ktery $tépi
nenasycené postranni fetézce z cytokininu typu tZ a iP, ¢imz zpusobuje jejich nevratnou
inaktivaci (Schaller et al., 2015), zatimco DZ a BA jsou tomuto $tépeni rezistentni
(Kieber a Schaller, 2014). Enzymaticka aktivita CKX byla poprvé popsana Patesem
a jeho kolegy v tabakové kultuie v roce 1971 (Paces et al., 1971). Sekvence genu, které
koduji proteiny CKX byly od té doby identifikovany v mnoha rostlinnych druzich, jako
je napiiklad Arabidopsis, kukufice, ryze, orchidej (Dendrobium sonia), je¢men (Hordeum
vulgare) a psenice (Triticum aestivum). Geny CKX byly identifikovany i v nékterych
prokaryotickych organismech, jako jsou bakterie Rhodococcus fascians nebo v genomu
sinic, napiiklad v Nostoc a Anabaena. Reakce je zalozena na pievodu dvou elektront
ze substratu cytokininu na flavinovy FAD kofaktor za tvorby meziproduktu iminu, ktery
hydrolyzuje cytokinin na adenin a nenasyceny aldehyd. V Arabidopsis bylo
identifikovano 7 proteini CKX lokalizovanych bud’ do vakuol (AtCKX1 a AtCKX3)
nebo do apoplastu (AtCKX2, AtCKX4, AtCKX5 a AtCKX®6) s vyjimkou AtCKX7, ktery
postrada signalni peptid (Spichal, 2012). Regulace téchto enzym v souc¢asné dob¢ nabizi

modulaci hladin cytokinint.

3.2.5 Signalni draha cytokinini

Signalni draha cytokininii je podobnd dvoukomponentni signalni draze bakterii
a kvasinek (Ferreira a Kieber, 2005). Na rozdil od bakterii je systém cytokininové
signalizace hybridnim dvoukomponentovym systémem slozitéj$im a je zprostfedkovan
vicestupniovou His—Asp—His—Asp fosforylaci zahrnujici histidin fosfotransferovy
protein (HPt). Receptory citlivé k cytokinintim, které jsou lokalizovany na membranach
endoplazmatického retikula (ER); (Caesar et al., 2011), obsahuji histidinkinazovou
doménu kovalentné spojenou s piijima¢ovou doménou. Po autofosforylaci His zbytku

a prenosu fosfatu na pfijimacovou doménu je posléze vyuzito proteini obsahujicich
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fosfotransferovou doménu, které prenaseji fosfatovou skupinu do jadra bunky, kde ji
predavaji regulatorim odpovédi, Které zahajuji expresi cilovych gent (Kieber a Schaller,
2014).

V modelovém organismu Arabidopsis bylo po analyze sekvence genomu popsano pét
HPt genli oznacovanych AHP1 — AHPS5. AHP1 — AHP5 pienéseji signal z receptoru
lokalizovaného v plazmatické membran¢ na ARR nachazejici se v jadie (Heyl
a Schmiilling, 2003). Krom¢ téchto péti AHP proteinil byl nalezen jesté Sesty pseudo Hpt
protein (AHP6), ktery nese substituci v konzervativnim His a pisobi jako negativni
regulator této drahy. Mimo tyto proteiny byly také ur¢eny ARR, které jsou rozdéleny
do ctyt skupin podle jejich kodované sekvence a strukturni C-terminalni domény.
Rozlisuje se 10 ARR typu-A (ARR3-ARR9, ARR15-ARR17), 11 ARR typu-B (ARR1,
ARR2, ARR10-ARR14, ARR18-ARR21), 2 ARR typu-C (ARR22 a ARR24)
a 9 Arabidopsis pseudo regulatort odpovédi (ARR); (To a Kieber, 2008).

cytokinin /—\ CHASE doména

membrana ER

AHP () ——

jaderna membrana

/\

Typ-B ARR @ I—) @l Tvp-A ARE
OO X

Obr. 6: Schéma pienosu signdlu v signalizaci cytokininii. Cytokinin se vaze k doméndm
CHASE AHK2/AHK3/AHK4 cytokininovych receptoru uvniti- lumenu endoplazmatického
retikula (ER). Navazani cytokininii aktivuje doménu vysilace, ktera autofosforyluje na His
(oznaceno H). Fosfat je nasledovné prenesen zbytkem Asp (oznaceno D) v doméné
prijimace. Fosfit je pak prenesen do proteinu AHP, ktery se pohybuje mezi cytoplasmou

a jadrem. V jadre AHP prenasi fosfat na ARR typu B, ktery pak reguluje expresi mnoha
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cilovych genii, véetné ARR typu A. ARR typu A jsou také fosforylovany pusobenim AHP.
Tyto geny jsou spojeny s negativni odpovedi, ktera zpétné tlumi aktivitu cytokininové
drahy (oznacenol). Signalizaci cytokininii také negativné reguluji pseudo IPT protein

AHP6 a oxid dusnaty (NO). (Kieber a Schaller, 2014)

Mimo tyto kanonické komponenty cytokininové signalizace jsou jiz dnes znamy
I dalsi komponenty, které tuto signalizaci reguluji. Mezi tyto komponenty patii proteiny
KISS ME DEADLY (KMD), o kterych je znamo, ze ubikvitinuji regulatory odpovéedi
typu B a oznacCuji je tak pro degradaci. Timto zplsobem negativné ovliviiuji
cytokininovou signalizaci (Kim et al., 2013). Vyznam téchto proteint v globalnim obrazu
cytokininové odpovédi vsak jesté nebyl plné objasnén. Mezi nekanonické komponenty
patii rovnéz postranni vétev signalizace pomoci CRF proteinti. CRF interaguji s proteiny

AHP a maji rovnéZ vyrazny vliv na rust a vyvoj rostlin (Rashotte et al., 2006).

3.2.6 Derivaty cytokininu

Na zéklad¢ znalosti chemické struktury a biologické aktivity cytokinint a latek
S cytokininovou aktivitou se chemicky pfipravuji i latky, které jsou schopny jejich
pusobeni blokovat. V takovém piipadé se jednd o latky antagonistické, tzv.
anticytokininy. Mezi G¢inné antagonisty patii rizné pyrolové a pyrazolové derivaty, které
maji modifikované postranni fetézce v disledku zruSeni dvojné vazby a navazani
metylové skupiny (Taiz a Zeiger, 2010). Patii mezi né napiiklad ACK1, ACK2
(Kapchina-Toteva a Stoyanova, 2003), PI-55 (Spichal et al., 2009) nebo LGR-991 (Nisler
et al. 2010).

PI1-55 se strukturné velmi podobad aromatickym cytokininlim. Nese ovSem navic
ve specifickych polohach postranniho fetézce substituce, které pak snizuji cytokininovou
aktivitu (Werner a Schmiilling, 2009). PI-55 je antagonistou pusobicim na urovni
receptoru. Kompetitivné inhibuje  vazbu navazanim ligandu trans-zeatinu
na cytokininové receptory odpovédi (CRE1)/Arabidopsis histidin kindzu (AHK3
a AHK4) a potlacuje indukci cytokininové odpovédi (Spichal et al., 2009).

Jako dalSim antagonistou receptorti cytokinint byl popsan i LGR-991. Na molekularni
urovni blokuje cytokininové receptory CREI1/AHKA4. Jeho uc€innost je v porovnani

s antagonistou PI-55 stejna. LGR-991 navic pisobi jako kompetitivni inhibitor AHK3
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(Nisler et al., 2010). Zminénou inhibici cytokininové signalizace je mozné U takovych

latek potlacit pfidavkem vétsiho mnozstvi cytokinint (Taiz a Zeiger, 2010).

3.2.7 Funkce cytokinini

Funkce cytokinini byla ptivodné spojena zejména S bunéénym délenim. Teprve
pozdéjsi experimenty prokézaly, Ze cytokininy hraji mnoho dalSich vyznamnych roli
Vv rostlinném téle. Pro fadu takovych vlastnosti se hleda praktické uplatnéni, a to zejména

V oblasti zemédélstvi.

Mezi jedny z hlavnich uloh cytokinint patii regulace bunééného cyklu a déleni bunék.
Cytokininy jsou nezbytné nejen pro mnozeni bunék v kultufe, ale také pro vytvoreni
novych pryti apikalnich meristémt (SAM). Pozitivni regulace SAM je zaloZena pravée
na stimulaci bunééného déleni. Naopak kotenovy apikalni meristém cytokininy negativné
reguluji prostfednictvim podpory bunécné diferenciace (Schaller et al., 2014). Negativni
vliv na kofeny byl potvrzen i v experimentu s antagonistou cytokininti PI-55, ktery

pozitivng ovlivnil rast lateralnich kotenti (Spichal et al., 2009).

Cytokininy také vzajemné interaguji s fytohormony auxiny, ¢imz se zabyvali jiz
Skoog a Miller. Skrze experimenty dosli k zavéru, Ze spravny pomér auxini a cytokininti
hraje klicovou roli v regulaci in vitro organogeneze (Skoog a Miller, 1957). Jestlize
médium obsahuje vyrovnany pomér cytokininti a auxinti, dochazi k tvorb¢ kalusu, coz je
hojivé pletivo. V piipadé€ ze auxiny pfevladaji nad cytokininy, dochazi na kultivovaném
segmentu K tvorbé kofenovych zakladd. V opacném ptipade, kdy pievazuji cytokininy,

dochazi na segmentu k tvorbé pryti. (Nordstrom et al., 2004).

Hladiny endogennich cytokininti vyznamné ovliviiuji fenotyp rostliny. Vysoké davky
cytokininli maji spiSe negativni vliv na rist rostlin. U mladych list transgenniho tabaku
pfi zvySené hlading cytokinint doslo k projevu chloréz (Novak et al., 2013). Naopak
snizeni hladin cytokinint vedlo k pomalému ristu rostliny, témét nedoslo k prodlouzeni
délky hypokotylu, listy byly malych rozmért a ¢asto i netypického tvaru (Miyawaki et
al., 2006; Werner et al., 2001).

Cytokininy se vyznacuji také vlastnostmi oddalovani stirnuti rostlin. Oddaleni
senescence bylo prokdzano ve studii transgennich rostlin s expresi bakterialniho genu

ipt bakterie Agrobacterium tumefaciens regulovanym promotorem Psac12, ktery je aktivni
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zejména pii senescenci (Gan a Amasino, 1995). Senescenci fizena regulace genu ipt vedla
k navySeni hladiny cytokininti, ktera v rostlin¢ tabaku oddalovala starnuti listi a udrzeni
jejich aktivni fotosyntetické aktivity. V jiné studii transgenni rostliny nesly bakteridlni
gen ipt ve spojeni s promotorem SARK izolovaného z fazoli. Tyto rostliny byly vystaveny
stresu ze sucha a v porovnani s kontrolou vykazovaly odolnost vii¢i stresu zptisobeného
nedostatkem vody. Zatimco kontrolni rostliny z velké ¢asti zvadly a z nedostatku vody se
nezregenerovaly, transgennich rostlin zvadlo malé mnozstvi a po opétovném zaliti vodou

vykazovaly znamky rastu (Rivero et al., 2007).

Mimo zvySenou odolnost rostlin proti extrémnimu suchu se v souc¢asné dob¢ ukazuje,
7e cytokininova signalizace ovliviiuje rovnéz odpovéd’ rostlin k teplotnimu stresu (Cerny
et al., 2014). Cytokininy hraji také vyznamnou roli pti vyvoji a strukturalni diferenciaci
chloroplastii (Dobréanszki et al., 2014). Ovliviiuji hromadéni pigment a maji pozitivni

vliv na fotosyntetické procesy (Cortleven, et al., 2011).

3.3 Proteomika

Oznaceni ,,proteom® bylo poprvé pifedneseno V roce 1994 australskym doktorandem
Markem Wolkinsem na konferenci v Siené (Kovaiova, 2005). Tento termin piedstavuje
sadu proteinu, které jsou piitomné v dané bunce, tkani/pletivu nebo organismu v urcitém
Case. Zahrnuje veskeré jejich modifikace, vzdjemné interakce, lokalizace a metabolické
procesy Vv zavislosti na Case, prostiedi a typu buriky. Vznikl tak novy obor na zakladé
kombinace termint ,,protein“ a ,,genomika‘“ nazvany proteomika (Zhang et al., 2013).
vyvoje bunék a vlivem meéniciho se prostiedi podléha nepfetrzitému pozménovani
(Phizicki et al., 2003; Kovarova, 2005).

Vyvoj proteomiky béhem poslednich n¢kolika let dospél k znacnym pokrokiim. Jako
veédecka disciplina se stala jednim z nejrychleji se rozvijejicich védnich obor v ramci

ptirodnich véd viibec. Rozvoj je ovlivnény pifedev§im novymi technologiemi pro separaci

peptidi/proteint, jejich analyzu a zpracovanim dat bioinformatikou (Zhang et al., 2013).

Ke studiu proteomu slouzi cela fada riznych pfistupt z hlediska metodologie, ucelu

a cili. Strukturni proteomika se snazi pochopit chovani proteinti z hlediska jejich
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struktury a vyuziva predevsim krystalografie a modelovani. Funkéni proteomika se
zabyva ptedevSim funkcemi bilkovin a studiem procest, které hraji dtlezitou roli ve
vyvoji organismu. Diferencni proteomika sleduje zméeny slozeni proteomu, které se meéni
pii raznych stavech v organismu. Cilem je pak identifikovat rozdiln¢ se vyskytujici

proteiny (Chmelik, 2005).

Dnesni diferen¢ni proteomika vyuzivd dvou hlavnich postupii. Prvni vychazi
Z intaktnich proteini (tzv. top-down), které jsou separovany, kvantifikovany (napf.
metodou dvourozmérné elektroforézy ¢i kapalinova chromatografie) a nasledné
identifikovany, pfevazné pomoci hmotnostni spektrometrie identifikaci peptida
vzniklych jejich digestem. Druha cesta vychazi piimo z digestu, kdy je cely proteom
rozStépen protedzou a informace o piivodnich proteinech a jejich mnozstvi se ziskava
z identifikace a kvantifikace (tryptickych) s§tépa (tzv. bottom-up metoda); (Chmelik,
2005; Zhang et al., 2013).

3.3.1 Priprava vzorki, extrakce

vewr

vvvvvv

bunécna sténa. VEtSinou jsou navic bohaté na proteazy, oxidacni enzymy a slou€eniny,
které interferuji s proteomickou analyzou (sacharidy, lipidy, fenolické latky a jiné

sekundarni metabolity); (Chatterjee et al., 2012).

Pro samotnou extrakci proteinii nelze vypracovat jeden jediny protokol, protoze
proteiny jsou znac¢né riznorodé a to zejména z hlediska molekulové hmotnosti, naboje,
hydrofobicity, posttransla¢nich uprav a modifikaci (Chen a Harmon, 2006). Proteiny jsou
obecné extrahovany bud vodnym pufrem, detergentem, nebo pifimym srdzenim. Pfi
extrakci rostlinného proteomu se ¢asto vyuziva srazeni kyselinou trichloroctovou (TCA),
acetonem, fenolova extrakce ¢i kombinace téchto metod (Chen a Harmon, 2006;
Faurobert et al., 2007).
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3.3.2 Metody analyzy proteomu

Proteom je znacné slozity a je tedy vhodné pouzit vice metod pro jeho analyzu. Mezi
nejcastéj$i pouzivané predseparacni techniky patii elektroforéza a kapalinova
chromatografie (LC); (Chen a Harmon, 2006). Vlastni analyza dnes prakticky probiha
vyhradn¢ pomoci hmotnostni spektrometrie (MS), ktera v kombinaci s LC-MS byla uzita
I v této praci. Kazdy hmotnostni spektrometr se sklada ze tii hlavnich ¢asti, mezi které
patii iontovy zdroj, analyzator a detektor ¢astic. lontovy zdroj slouzi k tvorbé ionti
V plynné fazi, probihd tzv. ionizace. V hmotnostnim analyzatoru se separuji ionty
na zékladé¢ poméru hmotnosti a naboje (m/z), cely proces probiha ve vakuu. Vybrané
ionty jsou nasledné zaznamenany detektorem a ziskany signal je digitalizovan a jsou

ziskana data k vyhodnoceni (Friedecky a Lemr, 2012).

iontovy Alvza
vzorek B> zdroj )| analyzator

7 detelcor || R 7 data

vakuove pumpy

Obr. 7: Schéma zdkladnich komponent hmotnostniho spektrometru

Dlouhou dobu byla MS omezena pouze pro malé termostabilni latky, protoze u latek
S vys$i molekulovou hmotnosti dochazelo k pftili§ velkému rozpadu. Postupné byla
vyvinuta technika ionizace elektrosprejem (ESI) a ionizace pomoci laseru se soucasnou
desorpci vzorku navazaného na matrici (MALDI). Tontové zdroje jsou obvykle spojeny
s iontovou pasti, analyzatorem doby letu TOF nebo kvadrupolovym analyzatorem,
pripadné kombinaci uvedeného. Stanoveni hmotnosti proteinli neznamena rovnou jejich
urCeni. K urCeni pomahaji az hmotnosti peptidi a jejich fragmentii, kdy jsou jejich
spektra srovnana s teoretickymi spektry nachdzejicich se v sekven¢nich databézich
(Kovarova, 2005; Domon a Aebersold, 2006). Analyzovany vzorek miZze byt
vyhodnocen kvalitativné (identifikace proteinll) a kvantitativné (stanoveni mnozstvi)

(Kovariova, 2005).
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4 MATERIAL A METODIKA

Prakticka cast bakalaiské prace byla rozdélena na ¢ast fyziologickou a proteomickou.
Fyziologicka cast zahrnovala experiment se sledovanim zmény fenotypu v odpovédi
na davku tZ a inhibitoru CKX (INCYDEu) u rostlin divokého typu i geneticky
modifikovanych rostlin s modulovanou cytokininovou signalizaci. Proteomickd cast
zahrnovala kultivaci rostlinného materialu a samotnou ptipravu vzorkli pro analyzu

hmotnostni spektrometrii.

4.1 Rostlinny material a jeho kultivace

Vliv Gcinku tZ a INCYDEU na morfologii semenackt byl sledovan na modelovém
organismu Arabidopsis thaliana (ekotyp Columbia, Col-0). Semena byla nejprve
povrchove sterilizovana 80% ethanolem po dobu 5 minut. Nasledné byla semena vyseta
ve sterilnim prostfedi flowboxu na zZivné 2 Murashige a Skoogovo médium (Duchefa)
S 1% agarem (Duchefa). U média bylo upraveno pH na hodnotu v rozmezi 5,7 - 5,8
ptidavkem 1M roztoku KOH pted autoklavovanim, které zajistilo sterilizaci média. Pied
rozlévanim na cCtvercové Petritho misky (12,5 x 12,5 cm) byla média obohacena
pfislusnym mnozstvim DMSO, tZ nebo INCYDEu pro dosazeni pozadované
koncentrace. V experimentu byl testovan vliv koncentra¢ni fady tZ a INCYDEu s finalni
koncentraci 10 nM, 100 nM, 1 uM a 10 uM. Latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMSO), pficemz kontrolni rostliny rostly na médiu jen s pfidavkem DMSO (0,1 % v/v).
Semena byla vysévana Vv jedné fadé¢ piiblizné€ po dvanacti semenech na misku. Nakonec
byly misky oblepeny polopropustnou naplasti Medipor. Oblepeni bylo potiebné pro
zachovani sterility uvnité misek. Takto nachystané misky byly uchovany v lednici po
dobu tfi dnti, aby doslo k vernalizaci semen. Po uplynuti 3 dnt byly misky vertikalné
umistény do kultiva¢niho boxu (Percival Scientific, Inc.). Rostliny byly kultivovany 7 dni
za podminek intenzity svétla 100-120 umol.m?2.s? a rezimu dlouhého dne 16 hod na
svétle pii 21°C a 8 hod ve tmé pti 19°C. Analyza vlivu tZ a INCYDEu na fenotyp mutantti
kmd1,2,4 a geneticky upravenych linii se zvySenou expresi KMD1 a KMD2 probéhla
podobné¢ jako experiment s rostlinami divokého typu kultivovanych na médiu

s ptidavkem 0,5 uM tZ a INCYDEu.
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Po 7denni kultivaci prob¢hlo fotografovani jednotlivych misek. Rostliny byly
upraveny tak, aby bylo mozné provést nasledujici méteni délky hypokotylt a délky
hlavnich kofent v programu Imagel. Ziskané hodnoty byly zpracovany v programu

Microsoft Excel a statisticky porovnany prosttednictvim T-testu.

Pro proteomickou analyzu byly rostliny kultivovany 7 dni na 2 MS médiu bez
ptidavku rostlinnych regulatorti. Na médium byla poloZena sterilni sitka (Uhelon 120T)
na které byla semena vyseta. Po 3 dnech vernalizace a 7 dni rstu za podminek popsanych
vySe byly sitky se semenacky ponofeny do roztoku s 0,5 uM tZ nebo INCYDEem a poté
pfeneseny na médium o stejné koncentraci rastovych regulatori. Po 24 hodinach
nasledoval sbér. Stejny postup jsme pouzili i pfi kultivaci 14-ti dennich rostlin, kdy jsme
zvIast odebirali vzorky z kofenli a nadzemnich c¢asti rostliny. Jednotlivé vzorky byly

zmrazeny v tekutém dusiku a uchovany pti -80°C do doby, nez byla zahajena analyza.

4.2 Homogenizace a extrakce proteinii

Ziskané vzorky byly homogenizovany v tekutém dusiku. Po homogenizaci bylo
ke vzorkiim piidano 2 ml 10% (w/v) TCA v acetonu. Nasledné byla provedena
centrifugace pti 10000 x g a teploté 4°C po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl odebran
supernatant a ke zbylému peletu byl ptfidan 1 ml 10% (w/v) TCA v destilované vodé.
Nasledovala druhé centrifugace po dobu 10 minut. Vysledny supernatant byl odpipetovan
a k peletu byl pfidan 1 ml 80% (v/v) aceton v destilované vod¢ a nasledovalo tieti stocent,

které probihalo 15 minut za shodnych podminek.

K proteinovému peletu bylo pfidano 0,8 ml SDS pufru (2% dodecylsiran sodny w/V,
30% sacharéza, 5% B-merkaptoethanol, 5 mM EDTA, 100 mM Tris; pH 8.0). V dalsim
kroku bylo k 0,8 ml proteinu rozpusténého v SDS pufru pfidano 0,4 ml fenolu a dukladné
protfepano na tfepacce pii 850 rpm. Nasledné byly vzorky vloZeny do centifugy
a centrifugovany pii 15000 x g 20 minut. Fenolova frakce obsahujici protein byla
odebrana pipetou tak, aby nedoslo k poruseni sachar6zové vrstvy, a pienesena do nové
mikrozkumavky o objemu 2,0 ml. Fenolicka frakce byla doplnéna do objemu 2 ml
roztokem 100 mM octanu amonného v methanolu, aby doslo k vysrdzeni proteind.

Vzorky byly uchovany ptes noc pii -20°C. Nasledn¢ byly vzorky stoceny pii 15000 x g
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5 minut a po odstranéni supernatantu byl pfidan pro vysrazeni proteinu 1 ml 80% acetonu.

Po nésledné centrifugaci byl supernatant odpipetovan a zbyly pelet byl vysusen.

4.3 Digest

Po vysuSeni byl pelet rozpustén v 300 pl roztoku 100 mM NH4HCOza 8 M mocoviny
po dobu 60 minut pii 25°C na tfepacce. Nasledné byla stanovena koncentrace pomoci
metody dle Bradfordové (Bradford, 1976); (Sigma Aldrich) a destickového
spektrofotometru (Tecan). Nasledujici krok zahrnoval $t€peni vzorku trypsinem (10 pl na

500 pg proteinu); (Promega) pfti teploté 30°C ptes noc.

4.4 QOdsoleni a priprava pro LC-MS analyzu

Pro odsoleni vzoru byla pouzita odsolovaci desticka Cig SPEC (Agilent). Nejdtive
byla promyta 2x 400 pl methanolu a 4x 400 pl ddH20. Nasledovalo naneseni vzorkl
a nasledné promyti 4x 400 ul ddH20. Nasledné se vzorky eluovaly pomoci 400 pl

metanolu a nechaly se odpatit v SpeedVac koncentratoru (Thermo).

Pied samotnou LC-MS analyzou byla ke vzorkiim ptidana 0,1% kyselina mravenci
(FA) a 5% ACN v objemu, aby vysledna koncentrace peptidu byla zhruba 5 pg/ul.
Stocené vzorky byly pfeneseny do vialek s insertem o objemu 100 ul a vlozeny
do autosampléru UltiMate 3000 RSLC (Dionex) spojeného s UHR-TOF hmotnostnim

spektrometrem maXis Impact (Bruker).

4.5 LC-MS analyza

Vzorky byly analyzovany pomoci Cig reverzni chromatografie (15 cm, 0,1 mm
prumér, Ascentis Express Column, Sigma-Aldrich) pfimo napojené k nanoESI zdroji

CaptiveSpray (Bruker). UltiMate 3000 RSLC pracoval s priatokem 300-500 nl/min,
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gradient ACN byl 4-35% b&hem 180 minut. UHR-TOF spektrometr méfil v MS/MS
moédu pro identifikaci proteint (rozsah 50-2200 m/z, MS sbér 2 Hz, MS/MS 4-20 Hz,
max. 20 prekurzort, funkce aktivni exkluze) a pro ¢ast experimenti pro kvantifikaci
pouze v MS moddu (rozsah 350-1600 m/z, sbér 0,5 Hz). Pii méfeni byl pouzit vnitini
standard 1221,99 m/z (lockmass).

451 Zméreni a zpracovani MS spekter

Pomoci analyzatoru q-TOF byla ziskdna MS spektra, ktera byla nejdiive zpracovana
programem DataAnalysis. Nejdiive se v tomto programu provedla rekalibrace spekter
podle referen¢ni slozky (kalibrant 1221.99 m/z) a nasledné extrakce dat, kdy byly
odfiltrovany Sumy a ziskany tzv. buckety, které umoziuji kvantifikaci peptidi. Buckety

jsou vytvotfené vektory pro kaZzdou unikatni m/z v rdmci LC-MS analyzy.

4.5.2 Statistické zpracovani

Za pomoci softwaru ProfilAnalysis 2.1 byla vytvotfena kvantifika¢ni tabulka, ktera
umoznila porovnat unikatni m/z v daném ¢ase mezi jednotlivymi analyzovanymi vzorky.
Dale byla provedena automaticka korekce reten¢niho Casu a normalizace spekter.
Zaveretnym krokem byl vytvorfen list signifikantné regulovanych bucketi za zakladé

porovnani T-testu (p-value 0,05).

45.3 Zméreni a zpracovani MS/MS spekter

K identifikaci peptidl byla pouzita MS/MS spektra. Pomoci nich je mozné zjistit ptivodni
proteinové sloZeni vzorku. K identifikaci peptidl byly pouzity programy Mascot Server
2.4.0, ktery vyuzil databazi proteini Arabidopsis (TAIR 10) a ProteinScape, ktery
dodate¢né zpracoval identifikované peptidy/proteiny. Spolehlivost identifikace byla
ur¢ena FDR<1% (false discovery rate). Zavérecny krok Vv programu ptedstavoval

pfifazeni jednotlivych bucketl k identifikovanym peptidim.
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45.4 Analyza dat v programu Skyline

Na zakladé piedeslych analyz jsme ziskali idaje o sekvenci identifikovaného peptidu
a nazvu proteinu, ke kterému byl dany peptid pfifazen. Dale jsme méli k dispozici
hodnoty m/z, naboj, retencni ¢as, hodnoty Score (pro naSe ucely byly brany peptidy
s hodnotou vyssi nez 20), sekvenci aminokyselin peptidu a jeho modifikace, regulaci
vypocitanou pomoci automatické analyzy. Byly brany v potaz pouze proteiny, které byly
regulované pod 0,7 a nad 1,4 bez modifikaci methionin, glutamin, asparagin a cystein.
Pro praci v programu Skyline jsme ziskané udaje zapsali do tabulky, ktera slouzila jako

piehledny podklad pro vyhodnocovani.

Skyline je volné dostupny program pro akademické i komer¢éni vyuZiti pro
kvantitativni analyzu dat. Na zaklad¢ vlozenych dat automaticky piitadi jednotlivé piky.
Toto automatické pfifazovani bylo nutné manualné zkontrolovat z divodu vysokého
procenta chybného pfifazeni a ptipadné chybné oznaceni piku opravit predev§im na
zaklad¢ znalosti spravného retenéniho casu. Abychom protein mohli oznalit za

regulovany, je nutné nalézt alespon dva regulované peptidy.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Cytokininy maji vyznamnou roli nejen ve vlastnim vyvoji rostliny, ale i v adaptaci na
okolni prostfedi. Mimo jiné je znamo, ze zvysuji odolnost rostlin vici suchu, oddaluji
senescenci a podileji se na odpovédi k teplotnimu stresu (viz 3.2.8 Funkce cytokinint).
Praktické vyuziti je zatim limitovano, protoze vyuziti geneticky modifikovanych
organismli neni obecn¢ povoleno. Vhodnou alternativou mize byt vyuziti farmak.
V soucasné dob¢ se vedle anticytokininli také experimentuje s nejriznéjSimi inhibitory
biochemickych procest spojenych s cytokininy. Modulace hladin cytokininii miize mit
za nasledek zajimavé a v praxi uzite¢né uplatnéni. Naptiklad experimenty zabyvajici se
zvySenim hladiny cytokininli prokézaly, Zze v disledku sniZeni exprese CKX mohou
rostliny ryZe produkovat vice zrnek vlivem zmény kvétenstvi, coz vede ke zvySeni
vynosu dané plodiny (Ashikari et al., 2005). Mezi takové latky inhibi¢ni povahy patii
naptiklad 1  2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurin  (inhibitor of  cytokinin
degradation, INCYDE); (Obr. 8). Tato latka je inhibitorem kli¢ového enzymu CKX
Vv procesu katabolismu a inaktivace cytokinin (Zatloukal et al., 2008). Jeji u¢innost
prokazali Aremu a kolektiv, kdy sice po aplikaci INCYDEu nebyl odvracen negativni
ucinek salinity zptisobeny osetienim NaCl, ale byl pozorovan pozitivni vliv na pocet
kvétl a snizeni hladiny indikatoru oxida¢niho stresu malondialdehydu (Aremu et al.,

2014).

NH,

Obr. 8: Chemicka struktura 2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurin (INCYDE)
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Jelikoz aplikace INCYDEu vede k nardstu hladiny aktivnich cytokinind, jedna se do
jisté miry o podobny efekt, jakym je exogenni aplikace cytokininu. Cilem této bakalarské
prace bylo porovnat vliv a ptipadny rozdil v ptisobeni tZ a INCYDEu na semenacky
Arabidopsis z fyziologického a proteomického hlediska. Mimo zéakladniho sledovani
rostliny divokého typu bylo pouzito i mutantnich linii s narusenou drdhou proteasomové

signalizace, které maji naruSenou odezvu na cytokinin.

5.1 Porovnani vlivu tZ a INCYDEuU na morfometrické parametry

semenacki Arabidopsis thaliana

Jako rostlinny material jsme zvolili Arabidopsis ekotyp Col-0. Porovnavali jsme vliv
exogenniho ptidavku tZ a INCYDEu na morfologické parametry. Vzhledem k tomu, ze
modulace hladiny cytokinini pii aplikaci INCYDEu spoléha na vlastni biosyntézu
cytokinint, chtéli jsme porovnat, jak silného fenotypu je mozné dosahnouts koncentraéni
fadou INCYDE. Byl porovnan jeho u¢inek s tZ, ktery patii mezi cytokininy se silnym
ucinkem (Spichal, 2012). Pro sledovani u¢inki byla zvolena exponencialni Skala
koncentraci poc¢inajici od 10 nM po 10 pM. Jako kontrola slouzily vzorky kultivované na
¢istém médiu s DMSO bez ptidané latky zajmu. Jako zakladni parametr byla stanovena
délka hlavniho kofene, jelikoZ jsou cytokininy znamy svym inhibi¢nim vlivem na jeho

rast.

Pusobeni regulatord ristu bylo patrné jiz okometricky (viz obr. 9). V porovnani
s kontrolou je vidét, ze se zvysujici se koncentraci tZ nebo INCYDEu dochazi ke
zkracovani délky hlavniho kotene a u koncentrace 10 uM se hlavni kofen téméf nevyvinul
a nedosahoval ani 10 % délky kofene kontrolnich rostlin. Celkové vykazovaly rostliny
kultivované pii vysSich koncentracich aberantni rlist a s rostouci koncentraci bylo mozné
sledovat hromadéni fialovych barviv, a to u oSetfeni obéma latkami. Zfialovéni
hypokotylii u silnéjSich koncentraci bylo pfedpokladano na zakladé piedchozich studii,
které prokazaly hromadéni antokyanovych barviv u Arabidopsis osetienych cytokininy
(Deikman a Hammer, 1995).
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INCYDE

Obr. 9: Fenotyp rostlin oSetienych tZ a INCYDEem. Na obrazku jsou zobrazeny vybrané
reprezentativni rostliny kultivované na mediu s pridavkem prislusnych koncentraci tZ

a INCYDEu (10 nM, 100 nM, 1 uM a 10 uM). DMSO je kontrola bez pridané latky zajmu.

Porovnani ucinkt INCYDEu s tZ v kotenové bioeseji prokazalo vysoky potencial
INCYDEUu jako faktoru navozujiciho silnou cytokininovou odpovéd’. Navzdory tomu, Ze
je zvySeni cytokininli zavislé na vlastni biosyntéze, bylo ptisobeni INCYDEU Vv nizsich
koncentracich srovnatelné s plisobenim tZ a u vyssich koncentraci 1 a 10 pM byl u¢inek
dokonce vyraznéj$i u INCYDEu nez u tZ a to statisticky signifikantné (Obr. 10, a <0,05).
Dtive bylo popséano, ze vysoké hladiny cytokininli mohou zptsobovat oxidaéni poSkozeni
rostlin (Novak et al., 2013) a navozovat apoptozu jiz pii koncentracich v fadech desitek
mikromoltl (Carimi et al., 2005). Porovnani ptsobeni tZ a INCYDEu naznacuje, ze je
mozné pomoci inhibitoru CKX modulovat hladiny cytokininii od drobnych zmén az po
stavy, kdy cytokininy ptisobi svymi vysokymi hladinami jiz zavazné poskozeni. Na
zékladé nasich vysledki miizeme potvrdit, ze tZ a INCYDE maji podobné dasledky pro

zmény fenotypu u rostlin.

30



De¢lka hlavniho koiene
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Obr. 10: Vliv koncentraci tZ a INCYDEU na délku hlavniho koiene. Na obrazku je
zobrazena koncentracni rada tZ a INCYDEu pro méreni délky hlavniho korene. Sloupce
reprezentuji priumérné hodnoty a chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku

naméreného souboru. Hvezdicka oznacuje statisticky signifikantni rozdil mezi piisobenim

tZ a INCYDEU (p <0.05).

Cytokininy jsou znamé svou roli regulace pfechodu mezi skotomorfogenezi
a fotomorfogenezi (Chory et al., 1994). Mezi jejich ptsobeni patii rovnéz ovliviiovani
délky hypokotylu (Smets et al., 2005; Novak et al., 2015), proto jsme zafadili do naseho
experimentu i méfeni délky hypokotylu. Nicméné standardni intenzita svétla uzita pro
kultivaci (100-120 umol.m™2.s™) byla jiz natolik vysoka, ze nebyl na hypokotylu
pozorovan vyznamné statisticky signifikantni vliv cytokininti v elongaci hypokotylu
(Obr. 11). To je v souladu s detailni analyzou vlivu cytokininii na prodluzovani
hypokotylu, ktera doklada snizovani vlivu cytokininti se zvySovanim svételné intenzity

(Kuklova et al., nepublikovano).
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Obr. 11: Vliv koncentraci tZ a INCYDEu na délku hypokotylu. Na obrazku je zobrazena
koncentracni Fada pro méreni délky hypokotylu. Sloupce reprezentuji priumérné hodnoty

a chybové usecky predstavuji smerodatnou odchylku naméreného souboru.

Na zakladé¢ fyziologickych vysledkil jsme pro nasledné pokusy zvolili koncentraci 0,5
uM tZ nebo INCYDEu, ktera jiz vykazovala vyznamné ucinky latek na zmény fenotypu

a pfitom jesté nepusobila vyrazné poskozeni ristu kotene.

5.2 Porovnani vlivu tZ a INCYDEuU na linie s pozménénou

cytokininovou signalizaci

U signalizacni drdhy cytokinini existuje vyznamnd redundance a piekryvy ve
funkcich receptort, AHP proteint, tak i u regulatort odpovédi. Presto je znamo, ze
nékteré slozky této signalizace mohou byt specifické pro urcité signaly. Rtizné receptory
cytokininti jsou rtuzn¢ citlivé k odliSnym typtum cytokininti (Spichal et al., 2004; Stolz et
al., 2011) a v jejich funkci hraje roli i misto jejich lokalizace na trovni rostlinnych organt
(Novék et al., 2015). U signalizace cytokininii je mimo kanonickou drdhu znama i
postranni signalizace ptes proteiny CRF. Abychom otestovali, zda je ptisobeni INCYDEu
atZ shodné na urovni riiznych signalnich drah, pouzili jsme pro analyzu zmény fenotypu
linie s pozménénou kanonickou cytokininovou signalizaci. Pro experiment byly pouzity
transgenni rostliny 35S::KMD1, 35S::KMD2, kmd1-1;kmd2-1;kmd4-1 (kmd1,2,4). KISS
ME DEADLY (KMD) je oznaceni pro ¢leny rodiny F-box proteint, které ubikvitinuji
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transkripéni faktory regulatori ARR-typu B v cytokininové signalizaci. Jde tedy o
negativni regulatory kanonické cytokininové signalizace. Byl testovan jak vliv zvySené
exprese téchto proteini (KMDlox a KMD20x), tak i vliv vicenasobnych mutant
kmd1,2,4 s posilenou cytokininovou signalizaci (Kim et al., 2013).

Experiment probéhl podobnym zptuisobem jako u kultivace rostlin divokého typu,
s tim rozdilem Ze jsme zvolili koncentraci 0,5 pM tZ nebo INCYDEu, a to na zaklad¢
vysledkl predeslého experimentu, jak jiz bylo zminéno. Opét jsme métili morfologické
parametry: délku hlavniho kotene a délku hypokotylu. Na obr. 12 je vidét zfejmy rozdil
v délce hlavniho kofene a vzhledu rostliny vibec. Uginek na kofen byl viak téméf

dvojnasobny u mutantni linie kmd1,2,4 (Obr. 13).

kmdl,2,4

KMD?2

Obr. 12: ProjevtZ a INCYDEu na fenotyp KMD. Na obrazku jsou zobrazeny vybrané
reprezentativni rostliny KMDI1, KMD2, kmdl,2,4 kultivované na médiu s pridanym 0,5
uM tZ, INCYDEu. DMSO je kontrola, nebyla tedy pridana zadna latka.
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Obr. 13: Grafické zobrazeni délky hlavniho koiene u linii Arabidopsis s pozménénou
cytokininovou signalizaci. KMDI a KMD?2 je overexpresor, zatimco kmdl,2,4 je mutant.
Hveézdicka oznacuje statisticky signifikantni rozdil mezi piisobenim regulatoru a kontrolni

rostliny (p <0.05).

Navzdory tomu, Ze byl jiZ u neoSetfenych transgennich a mutantnich linii sledovan
posun v délce hlavniho kotfene v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr. 12), nebyl
po osetieni tZ a INCYDEu shledan zadny statisticky signifikantni rozdil v pusobeni
téchto latek. Stejny vysledek mélo i stanoveni délky hypokotylu (Obr. 14), kdy se
ukdzalo, ze mezi plisobenim tZ a INCYDEu neni statisticky signifikantni rozdil, 1 kdyz
oSetfeni u mutantni linie vykazovalo statisticky vyznamné prodlouzeni hypokotyld oproti
neoSetiené linii. Lze tedy soudit, Ze pro sledované morfologické zmény nejsou u tZ

a INCYDEu rozdilné vyuZivany paralelni signalni komponenty cytokininové signalizace.
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Obr. 14: Grafické zobrazeni délky hypokotylu u linii Arabidopsis s pozménénou
cytokininovou signalizaci. KMDI a KMD?2 je overexpresor, zatimco kmdl,2,4 je mutant.
Hveézdicka oznacuje statisticky signifikantni rozdil mezi piisobenim regulatoru a kontrolni

rostliny (p <0.05).

5.3 Rostlinny material pro proteomickou ¢ast

Z vysledku fyziologie lze konstatovat, Ze exogenni ptidavek tZ a INCYDEu ma velmi
podobny G¢inek na morfologické parametry Arabidopsis. Dalsim krokem bylo ovéfit, zda

to tak je 1 na Grovni proteomu.

Kultivace rostlinného materidlu probihala 7 dni na sitkdch na médiu bez ptidané latky
zajmu. Po 7 dnech doslo k aktivaci rostlin na sitkach v roztoku obsahujici 0,5 uM tZ nebo
INCYDEu a poté byly na 24 hodin pfeneseny na médium s ptidavkem 0,5 uM regulatoru.
Nasledné probéehl sbér vzorkl (viz kapitola 4 Material a metodika). Jednotlivé vzorky
byly pfipraveny pro analyzu hmotnostni spektrometrii dle schématu, které je zobrazeno

na obr. 15.
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Obr. 15: Pritbeh pripravy vzorku pro LC-MS analyzu.

5.4 Proteomicka analyza a jeji nasledné vyhodnoceni

Ptipravené vzorky byly analyzovany metodou LC-MS pomoci Cig reverzni
chromatografie, ktera byla napojena k nanoESI zdroji a UHR-TOF spektometru. Pro
separaci peptidt byl zvolen gradient ACN 4-35% po dobu 180 minut. Prub¢h separace je
znazornén na nasledujicim chromatogramu (0br.16), kde muzeme vidét, ze rozlozeni

intenzit bylo v pribéhu celé analyzy dobré.
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Obr. 16: Pritbéh analyzy chromatogramem. Na obrazku je zobrazena ukdzka z pritbéhu

analyzy chromatogramem.Obrazek je ziskany z programu DataAnalysis 4.1.
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Obr. 17: Znazornéni LC-MS analyzy pomoci mapy m/z v Case (bucketir). Intenzita
odpovida velikosti signali. Obrazek je ziskany z programu DataAnalysis 4.1.

Nasledné jsme provedli porovnani vzorkli prostfednictvim tzv. Base Peak
Chromatogram, ktera zobrazuje pouze nejintenzivnéjsi iont v kazdém spektru. Vysledné
porovnani neni prekvapivé, protoze analyzované rostliny byly vizudln¢ identické, a tak
lze ptedpokladat, ze hlavni slozky jejich proteomu (které vystihuje BCP chromatogram)

budou shodné.
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Obr. 18: Porovndni shodnosti vzorkii. Porovnani BCP chromatogramii kontrolnich
rostlin a rostlin vystavenych po dobu 24 hodin ucinku 0,5 uM tZ (fialova) ¢i INCYDEu
(Zlutd). Mock predstavuje kontrolu bez pridané latky zdajmu (modra).

Nasledn¢ probéhlo zpracovani dat v programu ProfileAnalysis 2.1, kde bylo

provedeno statistické zpracovani pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA analyza).
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Obr. 19: Vystup 7 PCA analyzy. U predchoziho obrazku bylo receno, ze se tZ a INCYDE
temer nelisi (dano stejnou fazi vyvoje), coz ale neplati u PCA analyzy. Po porovnani vsech
zmeérenych hodnot vidime, ze se INCYDE a tZ vzdaluji od kontroly, coz jasné prokazuje
Jjejich rozdilné ucinky. Dale miizeme na zakladeé tohoto vysledku rici, Ze tZ se podoba spise

kontrole.

Nasledné byl proveden parovy T-test k nalezeni bucketd, které jsou vyznamné

pozménény mezi kontrolni rostlinou a rostlinou o$etienou regulatory (obr. 20).

a) b)
-log10 -log10
b-value| b-value |
6 B o
% o
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-2 0 2 log2 fold change -5.0 -2.5 0.0 log2 fold change

Obr. 20: Pdrovy T-test. Vystup z programu ProfileAnalysis 2.1 (T-test): (a) Jednd se
o parové srovnani tZ a mock. (b) Parové srovndani INCYDEu a mock. Zluté jsou oznacené

vyznamné regulované buckety, zelené oznaceni nesou buckety neregulované.
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Rozdil mezi tZ a INCYDEm muze byt v misté plsobeni. Zatimco tZ piisobi vSude
v rostliné, kde se vyskytuji receptory, INCYDE jen v mistech s pfitomnosti CKX.
Distribuce ,,aktivnich“ cytokinintl je tak provazana s distribuci enzymu CKX a jeho
aktivitou, proto jsme krom¢ 7denni kultivace zvolili shodny experiment s 14-ti denni
kultivaci, ve kterém jsme chtéli zjistit, zda se u¢inek INCYDEu lisi na urovni kofene
a nadzemni ¢asti rostliny. Z ¢asového omezeni probéhla pouze piiprava vzorki a jejich
zméteni hmotnostni spektrometrii. Analyza ziskanych dat bude pfedmétem ndvazné

prace.

5310 celkem

Obr. 21: Vennuv diagram. Schematické zobrazeni nalezenych proteinii v korenové
a nadzemni casti rostliny (list). Bylo identifikovano celkem 5310 proteinii, z cehoZ pouze

1118 bylo detekovano jak v korenové, tak v listové casti.
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6 ZAVER

Zemédelstvi je z hlediska zivota lidské populace kliCovym bodem v jeji obzive.
Efektivita a produkce je vsak zavisla na mnoha faktorech. Na jedné stran¢ je odrazem
samotnych kultivarG rostlin, ale na druhé strané je do znacné miry dana vné&jSim
prostiedim, které ptisobi na plodiny mnoha biotickymi a abiotickymi stresory jako jsou
sktdci, patogeny, nedostatek vody, vysoka teplota ¢i nedostatek nutricnich latek v pade¢.
Natlak na zvySovani zeméd¢lské produkce je znacné€ vysoky, pficemz metody klasického
Slechténi jsou zdlouhavé, jelikoz vyslechténi nové odrudy trva vice nez 10 let a Slechtitelé
ani nevi, jaké vlastnosti rostlin budou za takovou dobu zadané. Vzhledem k tomu, ze
soucasna legislativa nepovoluje péstovani geneticky modifikovanych rostlin S cilenou
zménou genomu, zacaly se vyvijet i alternativni pfistupy, jejichz cilem je dosdhnout
stejnych vysledkt jako maji GMO. Mezi stied zajmu patii modulace hladin fytohormont,
které vyznamnou mérou ovliviiuji rist a vyvoj rostlin. V této praci jsme se zaméfili na
sledovani ucinku nového farmaka INCYDEu, ktery navySuje hladiny cytokinint,
vykazujicich fadu pozitivnich vlastnosti v rastu a odolnosti rostlin.

V bakalaiské praci byl sledovan vliv aplikace INCYDEu, ktery inhibuje aktivitu
enzyml CKX a tim brani degradaci aktivnich cytokininti. Vliv INCYDEu byl na Grovni
morfologickych zmén a zmén proteomu porovnavan S exogennim oSetienim rostlin
Arabidopsis thaliana cytokininem trans-zeatinem. V praci bylo bioeseji demonstrovano,
ze INCYDE ma srovnatelné ucinky s obecné velmi aktivnim cytokininem trans-zeatinem.
Navzdory tomu, Ze trans-zeatin a INCYDE maji srovnatelny u¢inek na délku hlavniho
kotene, proteomickd analyza odhalila, Ze obé¢ latky pisobi odliSn€ na Girovni proteomu,
coz muize byt dano jak mistem pasobeni téchto latek, tak i rozdilnou hladinou populace

ruznych cytokininovych typi, které osetfeni vyvolalo.

V nasledujici studii budou vyhodnocena veskera data ziskana z hmotnostni
spektrometrie, bude provedena transkriptomicka a metabolicka analyza ptisobeni téchto
latek. Rovnéz bude zkoumano, zda je u¢inek INCYDEu odlisny v kofenové a nadzemni
¢asti rostliny.

Tato prace vznikla s podporou projektu CEITEC (CZ.1.05/1.1.00/02.0068)
z Evropského fondu regionélniho rozvoje (ERDF).
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8 SEZNAM ZKRATEK

ACN acetonitril
ADK adenosin kinaza

ADP adenosindifosfat

AHP Arabidopsis histidin fosfotransferovy protein
AMP adenosinmonofosfat

APT adenin fosforibosyltransferaza

ARR regulator odpovédi u Arabidopsis

Asp kyselina asparagova

ATP adenosintrifosfat

BA benzyladenin

CKX cytokinin oxidaza/dehydrogenaza
cZ cis-zeatin
DMAPP  dimethylallyl pyrofosfat

DMSO dimethylsulfoxid

Dz dihydrozeatin
ER endoplazmatické retikulum
His histidin

HMBDP  1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfat
HPt histidin fosfotransferovy protein

INCYDE 2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurin

iP isopentenyladenin

iPRDP isopentenyladenosine-5'-difosfat

iIPRTP isopentenyladenosine-5'-trifosfat

IPT isopentenyltransferaza
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KMD KISS ME DEADLY

LC kapalinova chromatografie

LC-MS  hmotnostni spektrometrie spojena s kapalinovou chromatografii
LOG enzym fosfohydroribolaza (LONELY GUY)

m/z pomér hmotnosti a néboje

memT methoxy derivaty meta-topolinu

meoT methoxy derivaty ortho-topolinu
MEP metylerytritolfosfatova draha
MS hmotnostni spektrometrie

mT meta-topolin

MVA mevalonatova drdha

NO oxid dusnaty

oT ortho-topolin

SAM stonkovy apikalni meristém
TCA kyselina trichloroctova

tZ trans-zeatin
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