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Schopnost  xantindehydrogenasy (XDH) hydroxylovat
in vitro nékteré cytokininy (CK) na purinovém jadre
v polohach 8 a 2 je zndma jiz dlouho, doposud vSak nebyl
ovéren jejich prirozeny vyskyt u rostlin.

Tato diplomova prace shrnuje poznatky o strukturni
rozmanitosti, metabolismu, pfenosu signalu, fyziologickych
funkcich a metodach analyzy CK. Dale se zabyva popisem
XDH, jeji funkci v rostlinnych burikdch a mozZnostmi
stanoveni jeji enzymové aktivity. V experimentalni Casti je
kladen dlraz na vyvoj metody kvalitativni a kvantitativni
analyzy hydroxyderivatd CK z rostlinnych tkanich. Pro
purifikaci je pouZzita extrakce na pevné fazi, nejlepSich
vysledkll bylo dosaZeno se sorbentem Oasis™ MCX.
Koncova analyza je postavena na ultra-ucinné kapalinové
chromatografii (UHPLC) s detekci tandemovou hmotnostni
spektrometrii  (MS/MS).  Podafilo se  dosahnout
dostateéného rozliSeni kritickych pard tvofenych cis
a trans isomery 8-hydroxy a 2,8-dihydroxyzeatinu, limity
detekce byly v rozmezi 20-360 fmol. Aktivita XDH byla
monitorovana u husenic¢ku rolniho, je€mene setého
a hrachu setého v nékolika vyvojovych stadiich (mladé,
dospélé a senescentni rostliny) a rostlinnych organech
(kofen, stonek, list). Na z&kladé ziskanych dat a dostupné
literatury byly vybrany vhodné vzorky pro UHPLC-MS/MS
analyzu hydroxyderivatd CK. Pouze v jediném vzorku
(senescentni listy hrachu) byl detekovan signal reten¢nim
¢asem odpovidajici 8-hydroxy-trans-zeatinu, jeho identitu
vSak nemohla byt potvrzena.

Cytokininy, hydroxyderivaty, xantindehydrogenasa, SPE,
UHPLC, MS/MS, nativni elektroforéza.
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Xanthine dehydrogenase (XDH) is known for its ability
to oxidize several cytokinins (CK) at positions 8 and 2
on purine skelet to their respective hydroxy derivates,
however those substances have not been found in plants
to date.

Contemporary knowledge about CK structural diversity,
metabolism, signaling, physiological functions and
analytical methods for their determination are summarized
in this master thesis. Description of XDH, its functions
in plant cells and options for measurement of its activity is
also included. The experimental part focuses
on development of qualitative and quantitative analytical
methods for hydroxy derivates of CK. Solid phase
extraction is used for purification, the best results were
obtained with Oasis™ MCX sorbent. The final step of CK
analysis was accomplished by ultra high performance
liquid chromatography (UHPLC) with tandem mass
spectrometry (MS/MS). Baseline separation of cis and
trans isomers of 8-hydroxy and 2,8-dihydroxyzeatin was
achieved as well as detection limits within 20-360 fmol
range. XDH activity was monitored in different stages
of development (young, adult and senescent plants) and
organs (roots, stems and leaves) of Arabidopsis thaliana,
Hordeum vulgare and Pisum sativum. Based on the
obtained data and available publications suitable samples
for UHPLC-MS/MS analysis were selected. Only one
relevant signal was detected in the sample from
senescent leaves of pea. Its retention time corresponds
with 8-hydroxy-trans-zeatin, but its identity could not be
confirmed.
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Cile prace

Prfehledné shrnout poznatky o problematice metabolismu cytokinin(i, vyskytu
aregulacni uUloze jejich jednotlivych forem a zplsobech jejich analyzy. Déale se
v literarni reSerSi zameéfit na charakterizaci enzymu xantin:NAD*oxidoreduktasy
(EC 1.17.1.4) amoznosti stanoveni jeho aktivity po nativni elektroforéze
na polyakrylamidovém gelu.

Vypracovat metodu purifikace a analyzy hydroxylovanych cytokinind pomoci
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie s vyuzitim standardd.

U vybranych modelovych rostlin urcit, které vyvojové stadium a Cast rostliny

vykazuje nejvyssi aktivitu xantin:NAD*oxidoreduktasy.

Oveérit prirozeny vyskyt hydroxylovanych forem cytokinind ve zvoleném rostlinném

materialu.



2. Uvod

Existenci rozpustnych faktorli stimulujicich déleni rostlinnych bunék predpokladal
na zakladé svého vyzkumu jiz Gottlieb Haberlandt v roce 1913 (Haberlandt, 1913). AvSak
teprve skupiné Folke Skooga a Carlose Millera pUsobici na University of Wisconsin se
v priib&hu 50. let minulého stoleti podafilo izolovat prvni z téchto latek, kinetin. Zpocatku
pracovali se slozitymi pfirodnimi matricemi a nedafilo se jim jednozna¢né identifikovat
zdroj substance, u které pozorovali schopnost spole¢né s auxiny stimulovat rdst
rostlinnych explantatll ve tkanové kultufe. Pokroku v této oblasti docilili v podstaté
nahodou, kdyz experimentovali se starou Ci autoklavovanou DNA izolovanou ze sledich
spermii (Miller et al., 1955a). S dostate¢nym zdrojem kinetinu, ktery takto ziskali, se Miller
mohl pustit do prace na rozlusténi jeho struktury, coz se mu také zahy podafilo. Kombinaci
spektralnich méfeni a reakci s chemickymi Cinidly ur€il, Ze se jedna o adenin nesouci
furan jako substituent v poloze N°. Vysledek jeho prace potvrdily shodné chemické

i biologické vlastnosti syntetického N°-furfuryladeninu (Miller et al., 1955b).

Brzy po kinetinu byly objeveny dalsi slouceniny, pfirozené se vyskytujici i uméle
pripravené, u kterych byla pozorovana obdobnéa biologickd aktivita. Folke Skoog dal této
nové skupiné rostlinnych hormond v roce 1965 pojmenovani cytokininy (CK), podle jejich
schopnosti stimulovat bunécné déleni — cytokinesi (Skoog et al., 1965). Jako CK jsou dnes
oznaCoveény také latky strukturné podobné, avSak bez biologické aktivity a vice versa
(Frébort et al., 2011). Doposud bylo z rlznych zdroji izolovAno a popsano vice nez
50 pfirozenych CK a mnohem vét$i mnoZzstvi jejich analogl se podafilo syntetizovat
(Galuszka et al., 2008). Mezi né patfi také derivaty trans/cis-zeatinu a isopentenyladeninu
hydroxylované na purinovém jadire v polohdch 2 a 8, které byly pfipraveny reakci
s xantin:NAD"oxidoreduktasu (Chen et al., 1975). Hlavnim cilem této diplomové prace je
pokusit se oveéfit, zda se takto modifikované CK vyskytuji pfirozené ve vybranych
modelovych rostlinach, kterymi jsou huseniCek rolni (Arabidopsis thaliana), hrach sety

(Pisum sativum) a jeCmen sety (Hordeum vulgare).

Rostlinné hormony nejsou typické Uzce specializovanym uCinkem, jak je tomu
u hormond zZivocidnych. Reguluji Sirokou Skalu procest, ¢asto je navic rozhodujici aktualni
pomér koncentraci nékolika hormonl najednou a cytokininy v tomto nejsou vyjimkou.
Stimuluji proliferaci bunék apikalniho meristému a tim umoziuji rlst nadzemni Casti

rosliny, zaroven jsou to negativni regulatory rdstu kofend (Werner et al., 2001). Lokalni



inhibice jejich biosyntézy v postrannich pupenech v dlsledku plsobeni auxinli umoZiiuje
jev zvany apikalni dominance (Tanaka et al., 2006). Vyznamnym zplsobem mohou CK
oddalit senescenci rostliny (Gan & Amasino, 1995) a ovliviiuji také transport mineralnich
Zivin (Takei et al., 2001). Podili se na regulaci vyvoje vodivych pletiv kofene (M&honen
et al., 2006) a kambia nezbytného pro tvorbu druhotného dfeva a lyka (Nieminen et al.,
2008). Prostfednictvim fytochroml jsou dokonce provazany s reakcemi rostlin
na osvétleni (Sweere et al.,, 2001). Zastinéné rostliny vlivem zmén v hladinach CK
urychluji prodluzovaci rlst (Carabelli et al., 2007), popsan je také jejich vliv na denni cykly
rostlin (Zheng et al., 2006). AvSak geny pro biosyntézu CK nejsou typické pouze pro
rostliny, schopnost produkovat CK byla pozorovana i u nékterych mikroorganismd.
Typickymi pfiklady jsou patogenni Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi et al., 1984)
a Rhodococcus fascians (Klambt et al., 1966), které po infekci rosliny vyuZivaji CK
ke stimulaci rdstu nadori, & nékteré druhy Rhizobii fixujicich plynny dusik
(Phillips & Torrey, 1972).

Je ziejmé, Ze dikladné prostudovani jednotlivych forem rostlinnych hormont, popsani
jejich Gcinkl a sestaveni komplexniho modelu regulace vyraznou mérou prispéje
k pochopeni vyvoje a Zivota mnohobunécnych rostlin. Tyto znalosti mohou byt aplikovany
zejména v oblasti zemeédeélského vyzkumu pro vyslechténi rostlin se zvySenou odolnosti
viéi vnéjSim vlivim a vys$simi vynosy. Béhem studia interakci mezi CK a kinasami
regulujicimi bunécny cyklus byly také objeveny derivaty cytokinind substituované
v polohach 2 a 9 na purinovém jadru, které inhibuji pfechod bunék z G2 do M faze. Jedna

se o0 olomoucin (Vesely et al., 1994) a zejména jeho mladsi a Uu¢inngjSi analog roskovitin

(Planchais et al., 1997), které mohou najit uplatnéni v Ié¢bé rakovinnych onemocnéni.

Tato diplomova prace vychazi pfedevsim z ¢lanku (Chen et al., 1975), ktery popisuje
in vitro syntézu derivatd nékterych CK hydroxylovanych na purinu v polohach 2 a 8 pomoci
xantin:NAD*oxidoreduktasy. Klade si za cil ovéfit, zda enzym katalyzuje hydroxylaci CK
také in vivo v rostlinach, respektive zda se hydroxyderivaty cytokininl (OHCK) vyskytuji
pfirozené nebo jsou pouze artificialni. Experimentalni prace zahrnovala aplikaci metod
pouzivanych pfi studiu proteinll, jakymi jsou elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Dale byla v prlbéhu prace vyvinuta metoda
pro purifikaci OHCK z rostlinného materiélu vyuZivajici extrakce na pevné fazi a naslednou
analyzu ultra-t¢innou kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(UHPLC-MS/MS).
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3. Teoreticka éast

3.1. Cytokininy

3.1.1 Struktura cytokinint

Zakladni rozdéleni CK je mozné provést s ohledem na jejich plvod. Kromé pfirozené
se vyskytujicich forem zname také CK syntetické, mezi které patfi zejména
disubstituované derivaty mocoviny. Plvodni prace, kdy se 1,3-difenylmocovinu podafilo
identifikovat jako latku podporujici bunééné déleni obsazenou v kokosovém mléce (Shantz
& Steward, 1955), bohuZel obsahovala chybu. Védci pro zpracovani velkého mnoZstvi
kokosovych ofechl vyuzili komeréni vybaveni, které bylo dfive pouZivano pro vyrobu
herbicidll zaloZzenych na derivatech fenylmocoviny (Amasino, 2005). Naopak kinetin a CK
odvozené od 6-(benzylamino)-purinu (BAP; viz. Tab. 1) byly dlouhou dobu povazovany
za Cisté syntetické latky. PFitomnost kinetinu byla vSak prokdzana v DNA Cerstvé
vyextrahované z lidskych i rostlinnych bunék. Vlivem oxidativniho poskozeni
deoxyribosové ¢asti molekuly DNA moze vzniknout furfural, ktery dale reaguje
s adeninem. Obdobnym zplsobem se kinetin formuje pfi autoklavovani DNA nebo jejim
dlouhém skladovani (Barciszewski et al., 1996). V tomto pfipadé vSak neexistuji relevantni

data, ktera by ukazovala na regulacni tlohu kinetinu utvofeného v rdmci poskozeni DNA.

Doposud v8echny znamé CK pfirodniho pdvodu obsahuji jako zaklad molekuly adenin
substituovany v poloze N° isoprenoidnim nebo aromatickym postrannim fetézcem. Prvni
isoprenoidni CK byl Castecné precisStén z kukufice (Miller, 1961) a pozdéji identifikovan
jako 6-(4-hydroxy-3-methylbut-trans-2-enyl)aminopurin. Trivialné je oznaCovan podle
védeckého jména kukufice (Zea mays) jako trans-zeatin (tZ) (Letham & Miller, 1965),
strukturni vzorce viz. Tab. 1. Jedna se o biologicky vysoce aktivni latku na rozdil od jeho
geometrického isomeru, cis-zeatinu (cZ) (Schmitz & Skoog, 1972). Z nezralych semen
lupiny Zluté (Lupinus luteus) byl také vyizolovan dihydrozeatin (DHZ), ktery v kalusovém
biotestu vykazoval znacnou aktivitu, ovSem v mnohem uzSim spektru koncentraci nez
tZ (Koshimizu et al., 1967). Pomineme-li prozatim rizné derivaty a konjugaty se sacharidy,
je poslednim zastupcem isoprenoidnich CK N°-(A%-isopentenyl)adenin (iP), od néjz jsou
zeatiny odvozeny hydroxylaci postranniho fetézce. Byl poprvé izolovan z bakterie
Corynebacterium fascians, ktera je rostlinnym patogenem (Klambt et al., 1966), a jedna se

0 nejbéznéjSi CK hojné se vyskytujici napfi¢ rostlinnou Fisi (Galuszka et al., 2008).



Tabulka 1. Strukturni vzorce, nazvy a zkratky vybranych cytokinin

HN/H1
N7 ?NH
PR
R, N \
HZ
R: R; R Nazev Zkratka
CH,
_/=< H H Isopentenyladenin iP
CH,
H OH 8-hydroxyisopentenyladenin 8-OHiP
OH OH 2,8-dihydroxyisopentenyladenin 2,8-OHiP
H,C—OR,
4/:5 H H trans-zeatin tz
CH,
H OH 8-hydroxy-trans-zeatin 8-OHtzZ
OH OH 2,8-dihydroxy-trans-zeatin 2,8-OHtz
CH,
f< H H cis-zeatin cZ
H,C—OR,
H OH 8-hydroxy-cis-zeatin 8-OHcZ
OH OH 2,8-dihydroxy-cis-zeatin 2,8-OHcZz
CH,
I< H H Dihydrozeatin DHZ
H,C—OR,
/ \ H H Kinetin K
(@]
/_Q H H 6-(benzylamino)-purin BAP

-10 -



R.Q

H H ortho-topolin oT
CHsS H 2-methylthio-ortho-topolin 2-MeSoT
OR,
H H meta-topolin mT
R:: 3-D-glukosa 9-glukosid 9G
R2: B-D-ribosa ribosid R
R:: 3-D-ribosa-5-monofosfat ribosid-5’-monofosfat RMP
Rs: 3-D-glukosa O-glukosid oG

Pozn.: neni-li v tabulce uvedeno jinak, v polohach R; — Rs se nachazi H

Zakladnim aromatickym CK je BAP, ktery byl syntetizovan na konci 50. let minulého
stoleti spolu s fadou svych derivatd modifikovanych na benzenovém jadre. Z téchto latek
vykazovaly biologickou aktivitu 0 mélo vySSi nez samotny BAP nékteré jeho derivaty
substituované v poloze ortho. Obecné pak byl pozorovan trend poklesu aktivity pres latky
(Okumura et al., 1959). Pfirozeny vyskyt aromatickych CK byl poprvé zaznamenan v roce
1975, kdy byl 6-(o-hydroxybenzylamino)-9-B-D-ribofuranosyl-purin (0TR; ortho-topolin
ribosid; trividlni nazev viz. nasledujici text) detekovan v dospélych listech topolu
(Populus x robusta) (Horgan et al., 1975). V nasledujicich letech rostl pocCet védeckych
praci oznamujicich identifikaci aromatickych CK v rostlinném materialu a zacalo byt
zfejmé, Ze tato skupina hormon( je v rostlinné ¥iSi pomérné rozsifena. Samotny BAP byl
pak detekovan v tumorech rajCete spolu se svym ribosidem a 9-glukosidem (Nandi et al.,
1989). Pomoci imunodetekce byly dale v listech topolu (Populus x canadensis) nalezeny
6-(0-hydroxybenzylamino)-purin (oT; ortho-topolin) (Strnad et al., 1992) a o nékolik let
pozdé&ji také vysoce aktivni 6-(m-hydroxybenzylamino)-purin, ktery byl trivialné
pojmenovan jako meta-topolin (mT) (Strnad et al., 1997), strukturni vzorce viz. Tab. 1.
Déale byly objeveny ortho-methoxytopolin, meta-methoxytopolin a jejich ribosidy v listech
husenicku a topolu (Populus x canadensis), které jsou zajimavé predevSim svym

vyraznym antisenescentnim ucinkem (Tarkowska et al., 2003).

-11 -



Rozmanitou skupinou derivatd isoprenoidnich i aromatickych CK jsou jejich konjugaty
se sacharidy, z nichZz nékteré jiz byly zminény v pfedchozim textu. BéZné jsou zejména
ribosidy (R) a ribosid-5-monofosfaty vazané v poloze N°, které souvisi s biosyntézou
- alespon co se tyCe isoprenoidnich CK, jelikoZ biosyntéza aromatickych CK doposud
nebyla objasnéna (Tarkowski, 2011). Znamy jsou také N-glukosidy v polohach 3, 7 a 9
purinového jadra, pficemz N3-glukosidy jsou biologicky aktivni a tato glukosylace je
reverzibilni (Letham et al., 1975). Naopak N’ a N°-glukosidy aktivitu postradaji (Letham
et al., 1983) a glukosa v téchto polohach nemdze byt ani odstépena (Letham et al., 1975).
DalSi zajimavou skupinou CK jsou derivaty glykosylované pfes hydroxyskupinu
postranniho fetézce. Tyto O-glukosidy byly popsany u zeatinl a jejich ribosidd (Letham
et al., 1976) i aromatického oT (Dolezal et al., 2002). Byly identifikovany také zeatinové
O-xylosidy (Shaw et al., 1987) a O-glukosidy odvozené od tZ-9-glukosidu a DHZ-9-
glukosidu (Werner et al., 2003a). Za zminku stoji také disacharidovy konjugat
6-benzylamino-9-[O-glucopyranosyl-(1 - 3)-ribofuranosyl]-purin  nalezeny v listovych
explantatech petlinie (Auer & Cohen, 1993) nebo CK oligosacharid 14-O-{3-O-[B-D-
galaktopyranosyl-(1 - 2)-a-D-galaktopyranosyl-(1 - 3)-a-L-arabinofuranosyl]-4-O-(a-L-
arabinofuranosyl)-B-D-galaktopyranosyl} -trans-zeatin ribosid izolovany 2z kokosového

mléka (Kobayashi et al., 1997).

Mezi znamé derivaty CK patfi také jejich konjugaty s alaninem, jakym je napfiklad
kyselina lupinova (9-alanyl-zeatin) izolovana ze semendckl lupiny Uzkolisté (Lupinus
angustifolius) (MacLeod et al., 1975) nebo 9-alanyl-BAP ze semenackl fazolu (Phaseolus
vulgaris) (Letham et al., 1979). V lupiné byly dale nalezeny ribosid-5-monofosfaty
O-acetyl-Z a DHZ (Letham & Zhang, 1989), tvorba O-acetyl-Z a ZR pak pravdépodobné
souvisi s reakci na chlad u cibulek narcisu (Narcissus pseudonarcissus) (Letham et al.,
2003). DalSi zajimavou skupinou CK jsou 2-methylthio-derivaty (2-MeS), které byly poprvé
identifikovany v tRNA izolované z klick( pSenice, konkrétné se jednalo o 2-MeSiPR
a 2-MeStZR (Burows et al.,, 1970). O nékolik let pozdéji byl v chloroplastové tRNA
Spenatu objeven 2-MeScZR, tRNA z celych listl navic obsahovala i jeho trans-isomer
(Vreman et al., 1978). 2-MeS derivat oT-9-glukosidu byl izolovan z rostliny Zantedeschia
aethiopica, Cesky nazyvané kala, (Chaves das Neves & Pais, 1980) 2-MeSoT-O-glukosid
se podafilo identifikovat v bunécné suspenzni kultufe merliku ¢erveného (Chenopodium
rubrum) (Dolezal et al., 2002).
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ZavéreCna Céast této kapitoly o strukturni rozmanitosti CK je zaméfena na shrnuti
dosavadnich poznatkl o jejich derivatech hydroxylovanych pfimo na purinovém jadre. Pro
znaCnou strukturni pfibuznost CK s puriny v primarnim metabolismu bézné oxidovanymi
xantin:NADoxidoreduktasou (XDH) neni pfekvapenim, Ze se pfipadnymi interakcemi CK
s timto enzymem zabyvali védci jiz kratce po objeveni kinetinu. Jeho reakci s XDH
precisténé z kravského mléka vznika smés 8-hydroxy a 2,8-dihydroxykinetinu. Necha-li se
tato reakce probihat aZ do ustaleni absorpéniho spektra reakéni smési, zlstava jako
dominantni produkt dihydroxyderivat (Bergmann & Kwietny, 1958). Obdobnym zplisobem
byly pripraveny také derivaty iP a obou isomerli zeatinu (Chen et al., 1975). Béhem
screeningu pddnich bakterii bylo zji§téno, Ze Serratia proteamaculans je schopna rdst
na BAP jakozto vyhradnim zdroji uhliku. Hlavnim metabolitem izolovanym z této kultury byl
8-OHBAP a analogickych vysledkl bylo dosazeno také pfi kultivaci bakterii na iP
a adeninu (Taylor et al., 2006). V rostlinné FiSi byl doposud popsan jediny vyskyt CK
hydroxylovanych na purinu. Konkrétné se jedna o 2-OHiP-9G, 2-OHcZ-9G a 2-OHiP-
-9-B-D-apiofuranosyl-(1 - 6)-B-D-glukosid izolované z plodl dfezovce kaspického

(Gleditsia caspica), ktery patfi do Celedi bobovitych rostlin (Hosny et al., 2009).

3.1.2 Metabolismus cytokininl

Obsah CK v pletivech rostlin se liSi nejen mezidruhové, ale také v ramci jednotlivych
rostlinnych organt, rlznych vyvojovych stadii i v zavislosti na vnéjSich podminkach.
Zmény hladin CK byly zaznamenany v navaznosti na osvit rostliny (Benkova et al., 1999),
dostupnosti mineralnich Zivin, zejména dusiku (Takei et al., 2001), nebo v reakci
na osmoticky stres (Vyroubalova et. al., 2009). Byla pfitom popsana cela fada enzym
metabolizujicich CK, které se na této citlivé regulaci podileji. Zasadni vyznam ma jejich
biosyntéza probihajici zejména v pletivech s Cilou proliferaci, jakymi jsou mladé listy
Ci apikalni meristémy kofene a nadzemni casti rostliny. Negativni regulaci biosyntézy
potom zprostfedkovavaji auxiny (Nordstrém et al., 2004). Obsah aktivnich forem CK
v pletivech jemné reguluje cela fada interkonverzi, jejich pfeména na zasobni formy,
pfipadné ireverzibilni degradace (Obr. 1). Nasledujici text je vénovan zejména
metabolismu isoprenoidnich CK, nebot je l1épe prostudovan. Nékteré reakce, pfedevsim
kongujace se sacharidy, mohou byt pro aromatické CK analogické, doposud vSak nebyl

identifikovan ani prekurzor jejich postranniho fetézce.
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ZI - zeatinisomerasa; ZOGT - zeatin-O-glukosyltransferasa; GLU - -glukosidasa;

ZR - zeatinreduktasa; LAS - syntasa kyseliny lupinové

Donorem isoprenoidniho postranniho fetézce je u vy3Sich rostlin pfevazné dimethylallyl
difosfat (DMAPP), ktery mlze byt syntetizovan methylerythritol fosfatovou drahou (MEP)
v plastidech nebo mevalonatovou drahou (MVA) v cytosolu (Kasahara et al., 2004).
Samotnou prenylaci aminoskupiny adeninu zajiStuji isopentenyltransferasy (IPT), pficemz
jsou zndmy dvé skupiny liSici se substratovou specifitou. Jedné se o adenylatovy typ IPT
(EC 2.5.1.27) vyuZivajici jako substrdt zejména ADP a ATP, mélo vyznamnym
a v rostlinné bufice méné zastoupenym substratem je také AMP (Kakimoto et al., 2001).
Druhym typem je tRNA IPT (EC 2.5.1.8) umozZziiujici prenylaci adeninu obsazeného v tRNA
(Golovko et al., 2002). Genom husenicku obsahuje celkem devét IPT, pfi€emz pouze
AtIPT2 a AtIPT9 modifikuji tRNA, ostatni jsou adenylatového typu. Studiem hladin
jednotlivych forem CK v mutantnich rostlinach (ztrata funkce jedné az Ctyr IPT) se podafilo
ukazat, ze adenylatové IPT jsou zodpovédné za syntézu iP a tedy i tZ. Nejvyrazngjsi vliv
na hadiny téchto CK pak m& mutant atipt3. Tvorba cZ je naproti tomu jednoznacné zavisla
na funkénosti AtIPT2 a AtIPT9. Vznika tedy jako soucast tRNA a po jeji degradaci je cZ
uvolnén ve formé nukleotid monofosfatu (Miyawaki et al., 2006).

Jedinym Siroce uznavanym zdrojem cZ je tedy modifikace a degradace tRNA. Nékteré
védecké prace se sice zabyvaji existenci zeatin-cis-trans-isomerasy, enzym ovSem
doposud nebyl fadné charakterizovan (Frébort et al, 2011). Byla popsana pouze jeho
¢astecna izolace z nezralych semen fazolu (Phaseolus vulgaris) (Bassil et al., 1993).
Pozdéji byl publikovan ¢lanek mapujici konverzi radioaktivné znafeného c¢Z na tZ
v bramboru (Solanum tuberosum) s pfiblizné 10% ucinnosti béhem &tyt, respektive sedmi
dni (Suttle & Banowetz, 2000). Jindy v3ak nebyla Zadna pfeména zaregistrovana (Kuroha
et al., 2002). U rostlin pfevazujici de novo biosyntéza tZ pak vychazi z iP nukleotidu, ktery
je hydroxylovan za u€asti cytochromu P450 monooxigenasy (Takei et al., 2004a). Nékteré
IPT ovSem mohou vyuzZivat jako substrat také (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat
(HMBDP), v tomto pfipadé tZ vznika pfimo bez nutnosti dalSi hydroxylace (Krall et al.,
2002). Tato alternativni drdha je typick& zejména pro Agrobacterium tumefaciens, rostlinny
patogen, ktery béhem infekce do rostliny transferuje ¢ast DNA svého Ti-plasmidu (T-DNA).
Jeji soucasti je IPT (oznaCovana jako Tmr), kter4 je nasledné exprimovana v plastidech.
Zde také vznikhA HMBDP jako intermediat MEP drahy (Sakakibara et al., 2005).

NedostaCujicim zplsobem je potom prostudovana problematika tvorby DHZ.
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Pravdépodobné je jeho zdrojem reakce katalyzovana zeatinreduktasou (EC 1.3.1.69).
Enzym byl pouze Castecné precistén z embryi fazolu, jeho funkce vyZaduje NADPH
(Martin et al., 1989) a nejspiS také kovovy kofaktor, nebot hrachova zeatinreduktasa je
inhibovana chelatacnim Cinidlem (Gaudinova et al., 2005) .

CK ve formé nukleotidll vykazuji pouze nizkou biologickou aktivitu. Defosforylaci mohou
katalyzovat enzymy purinového metabolismu s Sirokou substratovou specifitou, zejména
5'-nukleotidasa (EC 3.1.3.5), pfipadné jiné hojné zastoupené alkalické (EC 3.1.3.1)
Ci kyselé fosfatasy (EC 3.1.3.2). Adenosinnukleosidasa (EC 3.2.2.7) mize dale
ze vzniklého nukleosidu odStépovat ribosu (Galuszka et al., 2008). U ryZe (Oryza sativa)
byla vSak objevena také fosforibohydrolasa specificka pro CK nukleotidy, kterou kéduje
gen nazavany ,Lonely guy” (LOG). Jeho exprese byla lokalizovana zejména ve Spicce
vrcholového meristému stonku, pfedpokladad se proto vyznamny podil LOG na citlivé
regulaci aktivace CK v tomto intenzivné se vyvijejicim pletivu (Kurukawa et al., 2007). Byly
ovSem prokazany i reakce vedouci od CK bazi k nukleosidiim, respektive nukleotidim.
Prikladem je metabolizace exogenné aplikovaného BAP adeninfosforibosyltransferasou
(EC 2.4.2.7) na pfislusny monofosfat v rostlinach husenic¢ku (Moffatt et al., 1991). Vysoka
afinita k isoprenoidnim CK pak byla zjiSténa u adenosinkinasy (EC 2.7.1.20) pochazejici
z BY-2 (brigth yellow-2) bunék tabaku (Kwade et al., 2005). Z vyjimkou LOG je vSak
fyziologicky vyznam vSech téchto enzymi z hlediska jejich podilu na metabolismu CK
nejednoznacny. Jsou totiz exprimovany konstitutivngé, coz nenechava prostor pro jemnou
regulaci. Jejich afinita k CK, které se v rostlinach vyskytuji az v Sestkrat nizSich
koncentracich oproti ostatnim adeninovym derivatim, navic nemusi byt dostateéna pro
efektivni metabolické pfemény (Galuszka et al., 2008). Relativné nedavny objev LOG
mlZe naznaCovat existeci dalSich enzymi specifickych k CK, které doposud nebyly
popsany (Frébort et al., 2011).

Z hlediska regulace biologické aktivity CK ma zasadni vyznam jejich konjugace se
sacharidy. Na zakladé bakterialnich biotestd je mozné konstatovat, Ze v porovnani s CK
bazemi je aktivita ribosidli pomérné nizka. O-glukosidy, ale také N’ a N°-glukosidy, jsou
pak prakticky zcela inaktivni (Spichal et al., 2004). Genom husenicku obsahuje dva geny
pro N-glukosyltransferasu (EC 2.4.1.118) katalyzujici pfenos glukosy z uridin-5'-
difosfoglukosy na endocyklické atomy dusiku v polohadch 7 a 9, pficemz substratem
mohou byt isoprenoidni i aromatické CK (Hou et al., 2004). Reakce je povaZovana
za ireverzibilni inaktivaci CK, v fedkvi (Raphanus sativus) se po exogenni aplikaci CK

hromadi pravé tyto derivaty (McGaw et al., 1984). Nékteré rekombinantni (exprese
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v tabaku) isoenzymy cytokinindehydrogenasy huseniCku jsou ov3em schopné Stépit
N%glukosidy v mirné kyselém prostiedi dokonce efektivnéji nez ostatni CK (Galuszka
et al., 2007). Znamy jsou i N3-glukosidy (Letham et al., 1975), jejich syntéza ale doposud
nebyla objasnéna. Konjugace se sacharidy mdZe probihat také pres kyslikovy atom
na postrannim fetézci nékterych CK. V kukufici (Zea mays) byl nalezen enzym specificky
k ¢z, cis-zeatin-O-3-D-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.215) (Martin et al., 2001). trans-

zeatin-O-B-D-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.203) huseniCku naopak mezi isomery
nerozliSuje a glukosyluje tZ i ¢Z (Hou et al., 2004). Dale byla z fazolu isolovana zeatin-O-
xylosyltransferasa (EC 2.4.2.40) vyuZzivajici jako substrat UDP-xylosu (Turner et al., 1987).
JelikozZ biologicky inaktivni O-glykosidy nejsou substratem CKX (McGaw & Horgan, 1983)
a sacharid z nich mdZe byt snadno odstépen plisobenim B-glukosidasy (EC 3.2.1.21), jsou
povazovany za zasobni formu. Tento enzym je aktivi i vi¢i N3-glukosidim (Brzobohaty
etal.,, 1993). Kromé& sacharidd mohou byt CK konjugovany is dalsimi molekulami.
Prikladem je alanin, ktery je pFfenaSen zeatin-9-amino- karboxyethyltransferasou
(EC 2.5.1.50) z O-acetyl-L-serinu za vzniku kyseliny lupinové (Entsch et al., 1983).

Zbyva shrnout poznatky o ireverzibilni degradaci volnych CK bazi a ribosidl. Oxidativni
Stépeni CK bylo poprvé popsano v hrubém extraktu z tabaku (Paces et al., 1971),
zodpovédny enzym vSak byl fadu let mylné nazyvan cytokininoxidasa (Whitty & Hall;
1974). Pozdéji bylo prokazano, Zze enzym obsahuje flavinovy kofaktor a pred kyslikem
preferuje jiné elektronové akceptory, bylo tedy navrZzeno jeho prFeklasifikovani
na cytokinindehydrogenasu (CKX; EC 1.5.99.12) (Galuszka et al., 2001). Pfirozenym
elektronovym akceptorem kukuficné CKX je 2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-on
a také produkty jeho oxidativni degradace (Frébortova et al., 2010). Vysledkem enzymové
reakce je potom adenin, pfipadné jeho N°-derivat, a aldehyd strukturou vychazejici
z postranniho fetézce. V pfipadé degradace iP se napfiklad jedna o 3-methyl-2-butenal
(Brownlee et al., 1975). Nejrychleji probiha degradace iP, zeatinu a jejich ribosidd, Stépeny
jsou ale také aromatické CK, i kdyZ jsou vyrazné horSimi substraty (Frébortova et al.,
2004). Naopak DHZ neni CKX degradovan viibec (Galuszka et al., 2007). JelikoZ byva
hojné obsazen v semenech nékterych rostlin (Koshimizu et al., 1967), (Martin et al., 1989),
je povaZovan za zasobni formu CK dllezitou pfed nastartovanim jejich de novo biosyntézy
béhem kliceni (Frébort et al., 2011).
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3.1.3 Transport cytokininli a pfenos signalu

Signélni molekuly typicky Gcinkuji ve velice nizkych koncentracich, coz klade néaroky
na citlivy zplsob jejich percepce. Nezbytnou podminkou koordinace vyvojovych procest
rostlin je také efektivni transport fytohormon( na misto jejich G¢inku. Ve védecké komunité
dlouhou dobu pfeviadal ndzor, Zze CK jsou syntetizovany pfevazné v apikalnim meristému
kofene, odkud jsou vodivymi pletivy rozvadény do zbytku rostliny (Galuszka et al., 2008).
S rozvojem experimentalnich metod se ovSem ukazalo, Ze IPT geny jsou exprimovany
i v ostatnich ¢astech rostliny, coZ ukazuje také na parakrinni zplsob CK signalizace
(Miyawaki et al., 2004). Experiment, béhem kterého byla na kofen mutantniho husenicku
(atipt1;3;5;7) naroubovana nadzemni Cast bézné rostliny (WT; wild-type) a vice versa,
prokazal nezavislost normalniho rdstu meristéml na dalkové CK signalizaci (Matsumoto-
Kitano et al., 2008). Nicméné v xylémové i floémové mize byly naméfeny relativné vysoké
koncentrace CK, zejména jejich ribosidi (Kamboj et al., 1998). V xylému pfevaZuje tZR,
u kukufice péstované pfi nedostatku dusiku pfitom bylo po jeho dodani pozorovano
navyseni koncentrace tZR a také urychleni jeho transportu do listd (Takei et al., 2001a).
Naopak ve floémové mize jsou nejvyraznéji zastoupeny CK odvozené od iP (Corbesier
et al., 2003). Hypotézu, Ze tZR slouzi pro akropetalni a CK iP typu pro bazipetalni
signalizaci, podporuji také vySe zminéné experimenty s roubovanim husenicku.
V mutantnim kofeni se po €ase obnovily koncentrace CK iP typu na normalni Groven,
hladiny tZ typu v3ak byly obnoveny pouze Castecné. Analogické vysledky byly zjistény
u rostliny s mutantni nadzemni ¢asti (Matsumoto-Kitano et al., 2008).

PFes membranu mohou byt CK baze kotransportovany s H* purinpermeasou (PUP), jak
bylo demonstrovano na enzymu z huseniCku. AtPUP1 byla lokalizovana zejména
v epithemu hydatod, coZ nazna€uje moznou funkci pfi prevenci ztrat CK béhem gutace.
Studie se zaméfila také na AtPUP2, kterd byla detekovana pfevazné ve floémovych
burikach listl a mlze se tak podilet na transportu CK na delsi vzdalenosti (Burkle et al.,
2003). JelikoZ je Kn t&chto enzymi na Grovni bunééné koncentrace purinu, ktera dalece
presahuje koncentraci CK, tento transport nebude pfilis efektivni (Frébort et al., 2011).
V ryzi (Hirose et al., 2005) a pozdéji také v husenicku (Hirose et al., 2008) byly ovSem
nalezeny také specifické transportéry CK ribosidd (ENT; equilibrative nucleoside
transporters), které pracuji na zakladé koncentracniho gradientu. Transportér z ryze
OsENT?2 pfitom vyrazné preferoval iPR pfed tZR, coz ukazuje na moznou selektivitu ENT.

Pfenos CK signalu uvnitf bunky je nejlépe prostudovan u husenicku, nasledujici text se

proto vénuje poznatkdim vztahujicim se pravé k této rostliné. Myslenka, Ze do signalizace
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je zapojen dvouslozkovy systémem (TCS; two-component system), vznikla
po experimentech s huseniCkem nadexprimujicim hisitidinkinasu CKI1 (Kakimoto, 1996).
Obdobny systém je pfitom b&zny zejména u mikroorganismll, v rostlinach byl poprvé
popsan v souvislosti s ethylenovym receptorem (Chang et al., 1993). Prvni sloZkou TCS
zodpovédnou za detekci CK je histidinkinasa (AHK; Arabidopsis histidine kinase), pficemz
byly objeveny tfi isoenzymy: AHK2, AHK3 a AHK4 (Yamada et al., 2001). Nezavisle byla
publikovana prace ukazujici CK rezistenci rostlin s mutaci v genu pro histidinkinasu CRE1,
tato je ovSem s AHK4 totoZzna (Inoue et al., 2001). Dale byla zjiSténa exprese jednotlivych
isoenzym0 v rliznych rostlinnych organech. Zatimco AHK2 a AHK3 jsou exprimovany
prakticky napfic¢ celou rostlinou, AHK4 se zda byt pfisné specificka pro kofeny (Ueguchi
et al., 2001). Rozdily jsou také v citlivosti AHK k rlznym CK. AHK3 i AHK4 vykazuji
vysokou afinitu k iP, tZ a thidiazuronu, AHK3 je vSak podstatné citlivéjSi k aromatickym CK
a navic rozpoznava i cZ a DHZ (Spichal et al., 2004). Co se tyCe subcelularni lokalizace,
donedavna se predpokladalo ukotveni AHK v plasmatické membrané, ve skutecnosti jsou
ale umistény pfevazné v membrané endoplasmatického retikula (Wulfetange et al., 2011).

Samotnou percepci CK umoziuje transmembranova CHASE (cyclases/histidine
kinases-associated sensing extracellular) doména (Mougel & Zhulin, 2001), nasleduje
dimerizace AHK a zacina histidin-aspartat fosforyla¢ni kaskada (Obr. 2). Nejprve dochazi
k autofosforylaci receptoru na His residuu, odkud je fosfat pfenesen na Asp v blizkosti
C-konce proteinu (Hutchison & Kieber; 2002). Mezi¢lankem signalizacni kaskady je
histidin obsahuijici fosfotransferovy protein (AHP) (Suzuki et al., 2000), pficemz AHP1
az AHP3 a AHPS5 jsou schopny prenaSet fosfat dale, coz neplati pro AHP4 (Hutchison
et al., 2006). AHP6 potom viibec neobsahuje potfebny His a patrné slouZi jako inhibitor
této Casti signalni drahy (Mahoénen et al.,, 2006). Koncovymi pfijemci fosfatové skupiny
mohou byt néktery z celé fady jadernych regulatord odpovédi (ARR; Arabidopsis response
regulator), které je mozné roz€lenit na dvé skupiny (Hwang & Sheen 2001). Patfi sem
ARR typu B, transkripéni faktory zodpovédné za regulaci vétSiny, ne-li vSech, procesl
zavislych na CK signalizaci (Heyl et al., 2008). Také transkripce ARR typu A je jimi
indukovana, zvySena exprese je detekovatelna dokonce jiz po 10 minutach od aplikace
exogennich CK na pokusnou rostlinu (D'Agostino et al., 2000). Zfejmé nejvyznamnéjSi
tlohou ARR typu A je zpétnovazebn& negativni regulace CK signalizace (To et al., 2004),
ktera z nejvétsi pravdépodobnosti probiha na drovni pfenosu fosfatu z AHP (Dortay et al.,
2006).
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Obrazek 2. Schéma His-Asp fosforylacni kaskady — pfenos CK signalu;
pfevzato a upraveno z (Werner & Schmulling, 2009). CHASE — doména
rozpoznavajici CK; AHK — histidinkinasa; AHP — histidin obsahujici

fosfotransferovy protein; ARR — regulator odpovédi.

3.1.4 Fyziologické funkce cytokininu

Vyvojové procesy rostlin jsou obvykle fizeny vice skupinami fytohormont najednou.
PfestoZze pfesny mechanismus regulace neni v mnoha pfipadech znam, jiz kratce
po objeveni CK byla zjevna jejich sou€innost s auxiny (Skoog & Miller, 1957) a pozdéji se
zaCala rozkryvat také souvislost CK s UC€inky ethylenu (Cary et al.,, 1995). Hlavnim
nastrojem studia vlivu CK na rist rostlin byla dlouhou dobu pouze jejich exogenni aplikace

a pozorovani vyslednych G¢inkd, zlom nastal s rozvojem metod molekularni biologie
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a genetiky (Galuszka et al., 2008). MnoZstvi doposud publikovanych praci z této oblasti
vyzkumu svym rozsahem dalece pfesahuje ramec kapitoly, budou zde proto shrnuty

pouze nejvyznamnéjSi poznatky.

3.1.4.1 Regulace vyvojovych procest

M s

indukujicich pfechod rostlinnych bunék z G1 do S faze bunécného cyklu (Riou-Khamlichi
etal.,, 1999). Pravé jejich prostfednictvim CK reguluji mnoZstvi délicich se bunék
ve vrcholovém meristému stonku (SAM; shoot apical meristem) a ve vyvijejicich se
postrannich organech (Dewitte et al., 2007). Zasadni Ulohu pfi udrZzeni funkce SAM pfitom
ma KNOTTED1-like homebox (KNOX), transkrip&ni faktor, ktery aktivuje biosyntézu CK
a zaroven negativné reguluje biosyntézu giberilinl zodpovédnych za prodluzovaci rist
bunék (Jasinski et al., 2005). Prostfednictvim CK potom KNOX ovliviiuje také morfogenezi
list rajcete (Shani et al., 2010). Negativni zpétnovazebna regulace CK signalizace
zprostfedkovana ARR typu A je navic v pfipadé SAM potlaCena pfimou represi transkripce
prislusnych genl plsobenim specifického faktoru WUSCHEL (Leibfried et al., 2005).
Se SAM souvisi také jev zvany apikalni dominance, kdy intaktni vrchol rostliny roste
prednostné a vétveni stonku je potlateno. Rozhodujici vliv zde maji auxiny produkované
pravé v rostlinném vrcholku, odkud jsou nasledné transportovany bazipetalné
az do korenll. Po dekapitaci vrcholku je odstranén zdroj auxini a postranni pupeny jsou
uvolnény z inhibice, totéZ bylo pozorovano po aplikaci exogennich CK (Cline, 1991).
Molekularni mechanismus byl studovan na hrachu, auxiny zde negativné reguluji expresi
IPT v postrannich pupenech a tim také biosyntézu CK. Dekapitace tak vede k narlstu
koncentrace CK ve stonku do chvile, nez roli SAM nepfevezme néktery z doposud
dormantnich pupent (Tanaka et al., 2006).

Pfimy vliv CK byl pozorovan také v souvislosti s aktivitou kambia, které umoziuje
sekundarni tloustnuti stonk(. Transgenni topol (Populus tremula x tremuloides)
nadexprimujici geny pro CKX pod kontrolou promotoru CK receptoru z bfizy mél
v dlsledku snizené hladiny aktivnich CK vyrazné tenéi stonek oproti WT. Ovlivnéna byla
i anatomie bunék tvoricich cévni svazky (Nieminen et al., 2008). Ve shodé s témito
vysledky je Uplnd ztrdta kambia a snizend tloustka stonk( i kofenl u husenicku
s vyfazenymi geny pro IPT. Exogenni aplikace CK vSak aktivitu kambia u téchto rostlin
stimulovala umeérné jejich davce (Matsumoto-Kitano et al., 2008). Diferenciace cévnich

svazkll kofene pfitom zacina jiz v pribéhu embryogeneze, floém a prokambium jsou zde
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zakladany asymetrickym délenim bunék. Pro tento proces nezbytny gen WOODEN LEG
(Mé&honen et al., 2000) se ukazal byt totoZny s CK receptorem AHK4 (Inoue et al., 2001).

S vyjimkou vySe popsaného vyvoje cévnich svazk( jsou GCinky CK v kofenovém
systému oproti jejich pozitivnimu pdsobeni na nadzemni ¢ast zcela opac¢né, jak dokladuje
fada experimentl. Nadexprese CKX u husenicku vedla k vyraznému snizeni aktivity SAM,
rostliny mély zakrslou nadzemni ¢ast vcetné listl. CK deficientni fenotyp ma naopak
zvySeny pocet bunék apikélniho meristému kofene (RAM; root apical meristem) vedouci
k delSimu primérnimu kofeni oproti WT, z&roven dochazi k jeho intenzivnéjSimu vétveni
(Werner et al., 2003b). Stejné znaky byly pozorovéany také u rostlin s vyfazenymi IPT geny
(Miyawaki et al., 2006) ¢i geny pro AHK (Riefler et al., 2006). Rist postrannich korenl je
umoznén polarnim transportem auxind vedoucim k asymetrickému bunéénému déleni
na rozhrani xylému a pericyklu. CK se tomto podili negativni reguluji exprese auxinovych
transportérl (Laplaze et al., 2007). Tento zpUsob regulace, kdy auxiny indukuji de novo
organogenezi a CK pfimo ovliviiuji jejich distribuci se zda byt jednim z obecnych
mechanism{ interakce obou skupin fytohormon( (Pernisova et al., 2009). Dalsi pfiklad
protichlidnych G¢inkll CK a auxinl je moZné nalézt jiz béhem rané embryogeneze, kdy
dochazi k déleni prvni buriky zakladajici linie kmenovych bunék kofene. Zatimco v apikalni
dcefiné bunce probihd CK signalizace bez naruSeni, auxiny v bazdalni bufice aktivuji
transkripci ARR typu A a dochazi k inhibici CK signalu (Mller & Sheen, 2008).

Vyznamna Uloha je CK pfipisovana také v souvislosti oddalenim senescence rostlin.
Exprese IPT kontrolovand senescenci regulovanym promotorem v tabdku vedla
k vyznamnému prodlouzeni délky Zivota rostliny pfi zachovani fotosyntetické aktivity
(Gan & Amasino, 1995). Déle je studovan dopad zménénych hladin CK na tvorbu kvétd,
ryze se snizenou expresi CKX jich méla vice, coz ovlivnilo i vynos (Ashikari et al., 2005).
Dle predpokladu byl jejich pocCet naopak nizSi u huseni¢ku nadexprimujiciho CKX,
prekvapenim ov3em byla tvorba vétSich semen (Werner et al.,, 2003b). Na zavér stoji
za zminku také vliv CK na parametry zdroje a mista spotfeby (sink) nékterych metabolit(.
CK deficientni rostliny tabaku meély nizsi obsah chlorofylu a dochézelo u nich ke zménam
na Urovni nékterych organel, ale obsah rozpustnych sacharid(l ve zdrojovych listech nebyl
vyznamné ovlivnén. Naopak sink nadzemnich Casti obsahoval = mnohem méné
rozpustnych sacharidi nez WT, niz$i byla i aktivita vakuolarni invertasy (5tépi sacharosu
na glukosu a fruktosu) a obsah ATP. Tyto zmény ovSem nebyly pfiliS vyrazné u sinku
kofend (Werner et al., 2008).
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3.1.4.2 Reakce na vnéjsi podminky

Kvalita a kvantita svétla patfi spolu s dostupnosti vody a mineralnich Zivin
signalizaci existuje na molekularni Grovni pomérné uzky vztah, Ustfedni je pfitom interakce
mezi fosforylovanym ARR4 (typ A) a fytochromem B (phyB) (Mira-Rodado et al., 2007).
Jedna se o hlavni fotoreceptor pro ¢ervené svétlo, ktery ovliviiuje fadu procest jako je
elongace bunék, vyhybani se stinu ¢i regulace nasazovani kvét v zavislosti na délce dne.
phyB mizZe existovat ve dvou vzajemné preveditelnych formach, pficemz neaktivni forma
absorbuje Cervené svétlo (R; red), zatimco aktivni forma vzdalené Cervené svétlo (FR;
far-red). Pfechod mezi nimi je dan pravé absorpci pfislusného zareni (Fankhauser, 2001).
Expresni profily ARR4 s phyB se do znacné miry prekryvaji, ARR4 navic stabilizuje aktivni
formu fotoreceptoru (Sweere et al., 2001).

Rostliny v husté vegetaci mohou byt asto zastinény svymi konkurenty v boji o svétlo,
coZ se projevi zménou spektra zareni, které na né dopada. Konkrétné klesne pomér R/FR
v disledku absorpce ¢erveného svétla fotosystémy konkurenénich rostlin. Tato zména je
diky phyB zaregistrovana a dochazi k auxiny indukovanému zvySeni exprese CKX.
Vysledkem je pokles hladin CK, zastaveni rlstu listd a naopak urychleni prodluZovaciho
rGstu ve snaze prerlst konkurenci (Carabelli et al., 2007). Svou nezastupitelnou Glohu maji
phyB a ARR4 spolecné s ARR3 v udrZeni cirkadianniho rytmu a jeho synchronizaci
s délkou osvitu. V tomto pfipadé se oviem jedna o proces na CK nezavisly. Pro spravnou
funkci cirkadianniho oscilatoru staci pouze bazalni exprese obou ARR a jeji zvySeni
v disledku exogenni aplikace CK nevedlo k zadnym defektim (Salomé et al., 2006).
Nedavno se také ukazalo, ze svétlo funguje jako morfogenicky signal pro iniciaci listovych
primordii. Osvit rostliny prostfednictvim CK uvolni z inhibice propagaci bunék SAM, ¢imz
je zajistén jejich dostatek pro zaloZeni novych listl. Svétlo dale ovlivni subcelularni
lokalizaci auxinovych transportérli, zména gradientu auxinl nasledné vede k usmérnéni
rlstu vyvolaného CK vstfic tvorbé novych listovych primordii (Yoshida et al., 2011).

Vliv CK je popsan i v souvislosti s rostlinnym stresem réizného plvodu. Rostliny tabaku
exprimujici IPT pod stresem indukovanym promotorem mély diky oddaleni senescence
vyrazné zvySenou odolnost proti suchu. Mutantni rostliny si béhem dvoutydenniho sucha
dokazaly zachovat relativné vysoky obsah vody a fotosyntetickou aktivitu, byt snizenou.
Obnovené zalévani u nich navic vyvolalo energicky rlst, zatimco WT rostliny béhem
experimentu uvadly (Rivero et al., 2007). Limitujicim faktorem rdstu je také dostatek

dusiku v pldé. U kukufice péstované s jeho omezenym pfisunem byla po dodani nitratu
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pozorovana akumulace iP nukleotidi a rlznych forem tZ v kofenech, nasledné vzrostla
hladina tZR v xylémové mize a nakonec tZ v listech. Zvy3ené hladiny CK se udrzely
nejméné po dobu jednoho dne (Takei et al., 2001). Pozdé&ji byla prokazana rychla indukce
genu AtIPT3 v odezvé na dodani nitrdtu rostlinam dlouhodobé stresovanym jeho
nedostatkem (Takei et al., 2004b). CK signalizace dale participuje na regulaci pfijmu
fosforu, siry nebo Zeleza a podili se i na interakci s nékterymi mikroorganismy, at uz se
jednd o patogeny Ci symbiotické bakterie (Werner & Schmiilling, 2009).

3.2. Xantin:NAD*oxidoreduktasa

Enzymy schopné katalyzovat oxidaci Siroké Skaly purinQ, ale také pyrimidin(i a pterin(
byly izolovany z celé fady organisml od bakterii po Clovéka. Jedna se zejména
o xantin:NAD"oxidoreduktasu (XDH, xantindehydrogenasa; EC 1.17.1.4) katalyzujici
primarné oxidaci hypoxantinu na xantin a dale az na kyselinu mocovou (Obr. 3), vyznamné
se tedy podili na degradaci nukleovych kyselin. U savcli pak mUlze dojit ke konverzi
enzymu na xantin:O.oxidoreduktasu (XO, xantinoxidasa; EC 1.17.3.2), ktera vyuziva jako
akceptor elektron( kyslik za tvorby superoxidu a peroxidu vodiku. Této reakce je schopna
i XDH, byt jako finalni akceptor vyrazné preferuje NAD™ (Hille & Nishino, 1995). Pfeména
XDH na XO byla pozorovana béhem skladovani XDH pfi -20 °C (Stripe & Corte, 1969),
reverzibilné k ni dochazi oxidaci thiolovych skupin cysteinu, ireverzibilné pak ¢aste¢nou

proteolyzou enzymu na specifickych mistech (Hille & Nishino, 1995).

NAD® NADH +H" NAD® NADH +H"
0O 0O @)
HN NH HN NH HN NH
N N o SN N 0 NH NH
Hypoxantin Xantin Kys. mocova
H,O H,O

2 2

Obrazek 3. Reakcni schéma XDH.

3.2.1 Struktura a pribéh reakce xantindehydrogenasy

s

Primarni struktura XDH je napfi¢ rlznymi organismy vysoce konzervovana. Jedna se
o0 homodimerni enzym, jehoz molekulova hmotnost je pfiblizné 290 kDa, pficemz kazdy

z monomerll obsahuje asi 1330 aminokyselin a b&hem katalyzy pracuje nezavisle
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(Rodriguez-Trelles et al., 2001). Z dlivodd jeji snadné dostupnosti je nejlépe prostudovana
XDH izolovana z kravského mléka, jejiz strukturu se jako prvni podafilo rozlustit
rentgenovou krystalografii. Enzym byl krystalovan jako komplex s kyselinou salicylovou,
kterd je jeho inhibitorem. Surovd data byla ziskana analyzou zmrazeného krystalu
s rozlienim 2,1 A a struktura XDH byla vyfeSena diky kombinaci metody molekulové
nahrady a anomalniho rozptylu rentgenového zareni na atomech Zzeleza obsazenych
v 2Fe-2S klastrech (Enroth et al., 2000).

Rozméry dimeru jsou 155 x 90 x 70 A a kazda z podjednotek se sklada ze tfi domén
vzajemné propojenych dvéma smyckami. N-koncova doména (Cervena na Obr. 4) sloZzena
z aminokyselin 1-165 obsahuje dva 2Fe-2S klastry koordinované postrannimi fetézci
cysteind. Pfes oba klastry jsou postupné prenaseny elektrony z katalytického mista
obsahujiciho molybdopterin na FAD nachéazejici se v doméné tvofené aminokyselinami
226-531 (zelena na Obr. 4). FAD je pfitom kovalentné vazan uvnitf hluboké dutiny, ktera
umoZiuje volny pristup molekul rozpoustédla. Do této dutiny také milze vstoupit
nikotinamidovy kruh molekuly NAD®, ktery je finAlnim akceptorem elektronll. Nejvétsi je
C-koncova katalyticka doména enzymu (modra na Obr. 4) slozena z aminokyselin
590-1332 (Enroth et al., 2000). Ta obsahuje pro reakci Ustfedni atom molybdenu, jehoz
ligandy jsou dvé thiolenové siry molybdopterinu (-S-), sulfo (=S), oxo (=0) a hydroxo (-OH)
skupiny. Samotna reakce je zahajena pfenosem protonu z Mo-OH na postranni fetézec
blizkého glutamatu, ktery je stabilizovan tvorbou vodikové vazby smérem k dusikovému
atomu substratu. Nasleduje nukleofilni atak Mo-O na uhlikovy atom substratu, ktery ma
byt hydroxylovan, a pfenos nadbytecného protonu na sulfoskupinu Mo=S. Dochéazi tak
postupné k redukci molybdenu z oxidacniho stupné +6 na +4. Do reakce nasledné
vstupuje molekula vody, kterA& umozni rozpad meziproduktu a obnoveni Mo-OH
za soucasného transferu elektronti z molybdenu na FAD (Okamoto et al., 2004).

XDH je schopna katalyzovat oxidativni hydroxylaci adeninu (Wyngaarden & Dunn,
1957), kinetinu (Bergmann & Kwietny, 1958) a také iP, tZ a cZ (Chen et al., 1975), pficemz
ve vSech pfipadech vznikaji jako meziprodukty pfislusné 8-hydroxyderivaty a nakonec
i 2,8-hydroxyderivaty. Rychlost enzymové reakce pro trojici iP, tZ a cZ a jejich
8-hydroxyderivaty vSak dosahuje ve srovnani s xantinem pouze 31,5-42 %. K. pro oxidaci
xantinu je 1,16 uM, pro uvedené CK se pohybuje v rozmezi 1,81-2,21 upM, je tedy
0 56-90 % vySSi (Chen et al., 1975).
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Obréazek 4. (A) Struktura XDH z kravského mléka, vykresleno v programu PyMOL
na zakladé experimentalnich dat (Enroth et al., 2000). Odpovidajici domény obou
podjednotek jsou vyznaleny stejnymi barvami s rozdilnymi odstiny. Domény obsahujici
2Fe-2S Kklastry jsou znazornény cervené, FAD domény jsou zelené, modre jsou
vyobrazeny domény nesouci molybdopterinové kofaktory. Zluté smycky spojuji 2Fe-2S
a FAD domény, fialové se nachdzi mezi FAD a molybdopterinovymi doménami.
(B) Rozmisténi kofaktor( a navadzané kyseliny salicylové uvnitf enzymu. (C) Zobrazeni
povrchu enzymu, barvy odpovidaji popisu v ¢asti A.
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3.2.2 Xantindehydrogenasa u rostlin

Doposud se podarilo purifikovat XDH, ale nikoli XO, z nékolika rostlinnych druhd véetné
pSenice (Triticum aestivum) (Montalbini, 1998), rlznych lusténin (Montalbini, 2000),
hrachu (Sauer et al.,, 2002) ¢i husenicku a dalSich. Posledni jmenovany se zda byt
vyjimecny, nebot vétSina organism{ obsahuje pouze jeden gen pro XDH, u husenicku
vSak byly nalezeny dva (Hesberg et al., 2004). Kromé purinového katabolismu se u rostlin
navic predpoklada fyziologicka uloha XDH v procesech souvisejicich s biotickym
a abiotickym stresem. ZvySena exprese nebo aktivita XDH byla pozorovana bé&hem
patogeneze (Montalbini, 1992), sucha, zasoleni pldy a zejména senescence, kdy byl
narlst aktivity nejmarkantnéjsi. Neni vSak jednoznacné prokazano, jestli je divodem
zvy$ena potieba degradace purini nebo produkce reaktivnich kyslikovych radikall
(Hesberg et al., 2004). Druhou moznost podporuje zjisténi, ze za urcitych podminek
zavislych mimo jiné na dostupnosti substrattl, pH a poméru koncentraci NADH/NAD* m(ize

XDH huseniCku efektivné oxidovat NADH za tvorby superoxidu (Zarepour et al., 2010).

3.2.3 Detekce enzyml na elektroforetickych gelech

Existuje fada experimentalnich metod postavenych na rdznych chemickych
¢i fyzikalnich principech, které umoznuiji vizualizovat enzymy na elektroforetickych gelech.
Mezi bézné techniky patfi napfiklad imunobloting a autoradiografie, nejcastéji jsou vSak
vyuzivany chromogenni nebo fluorogenni reakce. Pfeména substratu na barevny
respektive fluoreskujici produkt pfitom mdlze byt katalyzovana jednokrokové pfimo
studovanym enzymem nebo vhodnou spraZzenou reakci (Manchenko, 2003). Detekci XDH
po separaci hrubého extraktu huseniCku na nativnim polyakrylamidovém gelu je mozné
provést pomoci chromogenni reakce s tetrazoliovou soli (Hesberg et al.,, 2004).
NadbyteCné elektrony po oxidaci substratu mohou z FAD  pfechazet
na fenazinmethosulfat, ktery umoZziuje efektivni redukci tetrazoliové soli. Vznika tak
intenzivné zbarveny a ve vodé nerozpustny formazan, ktery v gelu okamzité precipituje.
Jelikoz je tato barvici smeés citliva na svétlo, musi byt pfipravena vzdy bezprostfedné pred

pouzitim a reakce musi probihat ve tmé (Manchenko, 2003).

3.3. Metody analyzy cytokinin

Rostlinna pletiva jsou tvofena vysoce komplexni smési nizko- a vysokomolekularnich
latek, ve které jsou CK obvykle pfitomny v mnozstvi fmol aZz pmol na gram Cerstvé hmoty.

Jejich analyzu navic komplikuje fakt, Ze koncentrace latek s podobnou strukturou
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Ci vlastnostmi je v pletivech fadové vyssi. Samotné CK pak nejsou homogenni skupinou
co do fyzikalné-chemickych vlastnosti a doposud neni bézné analyzovat vSechny jejich
formy najednou. Nezbytné je také rozlisit jednotlivé isomery, nebot’ se obvykle liSi svou
biologickou aktivitou (Galuszka et al., 2008). Pro ultra-stopovou analyzu latek v takto
slozitych matricich je proto kliGovym krokem pfiprava vzorkd zahrnujici sbér materiélu,

extrakci, prekoncentraci a purifikaci (Tarkowski et al., 2009).

3.3.1 Priprava vzorkl

Nejsou-li vzorky okamzité po odbéru vhodnym zplsobem dale zpracovany, je nutné
zamrazit je v tekutém dusiku a dale skladovat nejlépe pfi -80 °C, aby bylo zabranéno
enzymatickym pfeménam CK, zejména defosforylaci nukleotidd (Tarkowski et al., 2009).
Extrakce homogenizovaného materialu byla tradi¢né provadéna tzv. Bieleskiho extrak€énim
roztokem sloZzenym z methanolu, chloroformu, kys. mravenci a vody v poméru (v/v)
12:5:1:2 (Bieleski, 1964). Ukazuje se ovSem, ze vylouCeni chloroformu ze smési neovlivni
extrak¢ni Gcinnost ani jeji schopnost inaktivovat nezadouci enzymy, zarover je pfitom
vyrazné snizen podil vyextrahovanych lipofilnich kontaminantd. Chloroform je navic
nezadouci zdravotniho a ekologického z hlediska (Hoyerova et al., 2006).

PrevaZujicim zplsobem purifikace a prekoncentrace vzork( je v soucasné dobé
zejména extrakce na pevné fazi (SPE), pfipadné imunoafinitni extrakce. Vhodnou
kombinaci sorbentl Ize pfi SPE purifikaci také dosahnout frakcionace rdznych skupin CK.
Pouziti silného katexu umoznuje vyvazani vSech forem CK z kyselého roztoku, nebot’ se
jedna o slabé baze. Nasledné mlze byt pouZit slaby anex (napf. DEAE-Sephadex) v sérii
s reverzni fazi (sorbent Cig). Jsou-li na né&j vzorky aplikovany v roztoku mravencanu
amonného, CK nukleotidy nesouci zaporny naboj jsou na anexu zadrzeny, zatimco CK
baze, nukleosidy a glukosidy prote¢ou a zachyti se az na reverzni fazi (Astot et al., 1998).
Alternativou mlze byt napriklad polymerni smésny sorbent katexu a reverzni faze (MCX),
ktery pfi vhodné volbé aplikovanych roztokll umoZnuje oddéleni CK bazi a glukosidd
od nukleotidl, ale také auxinl a kys. abscisové (Dobrev & Kaminek, 2002).
NejselektivnéjSi metodou je imunoafinitni extrakce, vyuzivA se monoklonalnich
polyspecifickych protilatek proti N° substituovanym derivatim adeninu vazanych na pevny
nosi¢. Kritickym parametrem je zde zejména kvalita pouzité protilatky, vyhodou pak
moznost jejiho opakovaného pouZiti. Zivotnost se pfi spravném zachazeni pohybuje
v rozmezi 2-5 let (Tarkowski, 2011). Tyto protilatky ovSem nejsou schopny rozpoznavat

CK O-glukosidy, N"-glukosidy a nukleotidy, které musi byt pfipadné oddéleny konvenénimi
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SPE metodami a enzymaticky Stipany B-glukosidasou, respektive alkalickou fosfatasou
(Novék et al., 2003).

3.3.2 Metody koncové analyzy

Vysoce citlivou a zaroven na pristrojové vybaveni nenaronou metodou stanoveni CK
je enzymova imunoanalyza, pfipadné radioimunoanalyza, ktera umoznuje jednodussi
detekci, ale klade naroky na manipulaci s radioaktivnim materialem. Vyuziva se zejména
kompetitivniho uspofadani, kdy vzdy konstantni mnoZzstvi znac¢eného standardu soutézi
0 vazebna mista protilatek s rliznymi koncentracemi neznaceného standardu, respektive
antigenu ve vzorku. Koncentrace neznamého vzorku je pak mozné dopocitat ze stanovené
kalibracni zavislosti. U imunoanalytickych metod je vzdy nutné pocitat s kfizovou
reaktivitou protilatek, pro kvantitativni analyzu se proto vyuZivA chromatografické
predseparace vzorkll (Tarkowski et al., 2004). P¥i pouziti experimentalniho usporadani
s biotinylovanou protilatkou a avidinem znacnou alkalickou fosfatasou se podafilo
dosahnout limitu detekce mensiho nez 3 fmol pro iP a iPR (Sotta et al., 1987).

V minulosti byla pro analyzu CK Casto pouzivdna plynova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (MS), ta se ovSem s pfichodem vysokouc€inné kapalinové
chromatografie (HPLC) dostala do pozadi. Dlivodem je prevazné nutnost derivatizovat
vzorky, jelikoZz CK nejsou tékavé. Cela analyza se tak komplikuje, v priib&hu reakce navic
mlze vznikat vice rlznych produktl (Tarkowski et al., 2009). Technicky posun
instrumentace béhem posledni dekady vedl k vyraznému zvy3eni separacni ucinnosti
a citlivosti HPLC-MS, diky ¢emuz je dnes tato metoda pro analyzu CK pouZzivana
nejcastéji. HPLC a tim spiSe moderngjsi ultra-u¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC)
umoZiuje dostateCnou separaci CK véetné jejich isomert, prficemz se obvykle vyuZiva
systému reverznich fazi a gradientové eluce. Smeés obsahujici 21 pfirozené se
vyskytujicich CK a 15 deuterovanych internich standard( je diky tomuto pfistupu mozné
analyzovat béhem 12 min (Novék et al., 2008). Z chromatografické kolony jsou analyty
kapilarou pfivadény do iontového zdroje MS, ktery ma za Ukol prevést molekuly
rozpusténé v mobilni fazi na ionty v plynném stavu. Z celé fady ionizacnich technik je diky
svym prednostem (vysokda citlivost, nizké pozadi) vyuZivdna zejména ionizace
elektrosprejem (Tarkowski et al., 2009). V tomto pripadé je nezbytné zajistit, aby byla
mobilni faze tékava a nedoslo ke kontaminaci iontového zdroje krystaly soli. Vhodnou
mobilni fazi je zejména mraven€an amonny (pH=4,0) v kombinaci s methanolem (Novak

etal.,, 2003). lonty nasledné pokraCuji do analyzatoru, vyhodou je pouZiti pfistroje
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umoznujiciho sledovani produktu rozpadu iontd (MRM), jako je trojity kvadrupdl nebo
kvadrupdl s analyzatorem doby letu, jelikoZz detekce v tomto reZzimu je vysoce selektivni.
Prekurzorovy iont o zvoleném poméru m/z je v kolizni cele pfistroje rozbit sraZzkou
s molekulou inertniho plynu a dale je monitorovan pouze signal odpovidajici jeho

charakteristickému fragmentu (Tarkowski et al., 2011).

Jelikoz rostlinné hormony a ristové regulatory nelcinkuji nezavisle na sobé, ale jejich
signaini drahy tvori provazanou sit, je pro disledné pochopeni regulace vyvojovych
procesu rostlin nezbytna znalost jejich hladin za rliznych vnéjSich i vnitfnich podminek.
Trendem poslednich let proto stava takzvand hormonomickd analyza, jejimz cilem je
stanoveni koncentraci co nejvétsino poctu fytohormond sou¢asné. Dochéazi tak k Usporam
¢asu, laboratorniho materialu ale i vzorkl. Problémem z{stavaji velké rozdily ve fyzikalné-
chemickych vlastnostech rdznych skupin fytohormond, a také mezi analyty v rdmci jedné
skupiny. MnoZstvi stanovovanych latek je timto omezeno a disledkem jsou Casto i vySsi
limity detekce. Velkou vyzvou do budoucna zlstava také zavedeni dostatecné citlivych
analytickych metod, ktery by umoZnily stanoveni celého spektra fytohormond na buné&éné

arovni (PodleSakova et al., 2012).
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Nasledujici 3 kapitoly budou zvefejnény v kvétnu 2015. Tato ¢ast diplomové

prace obsahuje metody a vysledky, které nebyly k datu odevzdani publikovany.

4. Material a metody
5. Vysledky

6. Diskuse
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Zaveér

Teoretickd Cast diplomové prace strucné shrnuje dosavadni poznatky o strukturni
rozmanitosti, metabolismu, pfenosu signalu a fyziologickych funkcich CK. Déle se
zabyva strukturou a reakénim mechanismem XDH, jakoz i jeji ulohou v rostlinach
a moznostmi detekce jeji enzymové aktivity. Posledni Cast této kapitoly je
vénovana prehledu nejvyznamnéjSich metod pouzivanych pro analyzu CK.
Experimentalni Cast zahrnuje popis vyvoje metody purifikace OHCK pomoci SPE.
Na zakladé stanovenych hodnot navratnosti byl ze tfi variant vybrdn smeésny
sorbent Oasis™ MCX, ktery je v praci dale vyuzit pro zpracovani realnych vzorki
Z husenicku, hrachu a jeCmene.

Dale byla vyvinuta metoda UHPLC-MS/MS pro koncovou analyzu OHCK
v rostlinném materialu. Byly také stanoveny nékteré jeji analytické parametry, jako
je LOD, LOQ a linearni dynamicky rozsah.

Pomoci nativni elektroforézy a aktivitniho barveni byla zmapovana aktivita XDH
v kofenech, stoncich a listech zvolenych pokusnych rostlin v nékolika vyvojovych
stadiich. Na zakladé téchto vysledkli a dostupné literatury byl vybran vhodny
rostlinny material pro nasledny pokus o identifikaci OHCK.

Nad ramec cili této prace byl proveden experiment zkoumajici moZnosti
identifikace XDH po nativni elektroforéze proteomickymi metodami.

V zavéru experimentalni ¢asti jsou popsany vysledky pokusu o identifikaci OHCK
ve zvoleném rostlinném materialu. Za daného experimentalniho uspofadani nebyla
tato snaha Uspé&Sna. Pouze v pripadé vzorku ze senescentnich listll hrachu byl
detekovan signal, ktery by potencialné mohl patfit 8-OHtZ. Jednoznacnou
identifikaci ovSem nebylo mozné uskutecnit.

Vysledky diplomové prace jsou diskutovany proti publikované literatufe a na zaveér

jsou nastinény moznosti dalSiho experimentalniho postupu.
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9. Seznam zkratek

2-MeS
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8-OHcZz
8-OHtzZ
9G

AcN
AHK
AHP
APS
ARR
BAP
BCA
CBB
CK
CKX

cZ

DHZ
DMAPP
DTT
ENT

2-methylthio

8-hydroxyisopentenyladenin (analogicky 2,8-)
8-hydroxy-cis-zeatin (analogicky 2,8-)
8-hydroxy-trans-zeatin (analogicky 2,8-)
9-glukosid

acetonitril

histidinkinasa (husenicek)

fosfotransferovy protein (husenicek)
peroxodisiran sodny

regulator odpovédi (husenicek)
6-(benzylamino)-purin

bicinchoninova kyselina

Coomassie brilliant blue

cytokininy

cytokinindehydrogenasa (EC 1.5.99.12)
cis-zeatin

dihydrozeatin

dimethylallyl difosfat

dithiothreitol

transportér CK ribosidd; equilibrative nucleoside transporters
hmotnost za Cerstvého stavu (fresh weight)
(E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat
vysokoucinna kapalinova chromatografie
isopentenyladenin

isopentenyltransferasa; adenylatovy typ (EC 2.5.1.27)
interni standard

KNOTTED1-like homebox; transkripcni faktor
limit detekce

fosforibohydrolasa ,Lonely guy*

limit kvantifikace

desorpce a ionizace laserem za Uc€asti matrice

smeésny sorbent — katex a reverzni faze
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MeOH
MEP
MRM
MS
MTT
MVA
OHCK
oT
PAGE
phyB
PMS
PUP

R

R/IFR
RAM
RUBISCO
SIN
SAM
SDS
SPE
TEMED
TFA
TCS
TOF
TRIS

tz
UHPLC
WT
XDH
XO

methanol

methylerythritol fosfatova draha

sledovani produktu rozpadu iontd
hmotnostni spektrometrie
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
mevalonatova draha

hydroxyderivaty cytokinin(

ortho-topolin

polyakrylamidovy gel

fytochrom B

fenazinmethosulfat

purinpermeasa

ribosid

pomeér Cerveného a vzdaleného Cerveného svétla
apikalni meristém kofene
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
pomér signal / Sum

apikalni meristém stonku

dodecylsulfat sodny

extrakce na pevné fazi
tetramethylethylendiamin

trifluoroctova kyselina

dvouslozkovy systém

analyzator doby letu
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
trans-zeatin

ultra-u¢inna kapalinova chromatografie
bézna rostlina (wild-type)
xantindehydrogenasa (EC 1.17.1.4)
xantinoxidasa (EC 1.17.3.2)
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