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Uvod a cile prace

Cytokininy jsou nizkomolekularni latky patfici mezi rostlinné hormony. V pletivech rostlin
pini nes€etné mnozstvi funkci jak na urovni samotnych bunék, u kterych reguluji jejich
déleni a diferenciaci, tak i nasledné vramci celého organismu, kde ovliviiuji kli¢eni
semen, rast lateralnich pupenu €i oddaluji listovou senescenci. Studium jejich vlastnosti
a pusobeni umoziiuje objasnéni mechanismu, kterymi mohou rostliny fidit rdizné vyvojové
procesy Vv odpovédi na biotické Ci abiotické vlivy prostfedi. Sledovani fyziologickych
ucinkd cytokininl prostfednictvim morfologickych zmén rostlin je mozné nékolika zpusoby,
vCetné sledovani vyskytu téchto fytohormonu v urlitych stadiich vyvoje, manipulace
s jejich pfirozenymi hladinami nebo zpusobem pfenosu signalu, a Casto také aplikaci
exogennich cytokinin. Fotolabilni chranici skupiny predstavuji vyhodnou moznost
mapovani pfitomnosti a vlivu riznych latek v€etné cytokinint. Uvolnéni bioaktivni latky je
umoznéno pusobenim UV zafeni, které Ize Casové i mistné specifikovat az na jednotlivé
buriky.

V ramci prohloubeni znalosti dané problematiky byla v teoretické ¢&asti prace
zpracovana literarni reSerSe na téma cytokininy a fotolabilni chranici skupiny se
zaméfenim na jejich aplikaci v biologickych systémech. Nasledna experimentalni ¢ast
se zabyvala syntézou vybranych N9-substituovanych derivatl cytokinini s chranici
2-nitrobenzylovou skupinou (caged-cytokininy) a jejich charakterizaci pomoci dostupnych
fyzikalné-chemickych metod. Biologicka aktivita ziskanych produktt byla poté testovana
na transgennich rostlinach Arabidopsis thaliana ARR5::GUS, ve kterych byla navozena

exprese B-glukuronidasy a nasledné sledovana jeji histochemicka lokalizace.



Teoreticka cast
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1 Cytokininy

Hormony jsou nizkomolekularni latky, které pusobi jako chemické pfenasece signall
z mist syntézy do mist potfeby, kde mohou pozménit expresi genu a/nebo funkce
proteinll. V rostlinach existuje mnoho skupin hormond, které spolupracuji na procesu
zpracovani environmentalnich podnétd a fidi tak dilezita rozhodnuti rostlinného vyvoje.

Jednou z nejlépe prozkoumanych skupin fytohormonl jsou cytokininy (CKs).
Z chemického hlediska se jedna o N°-substituované derivaty adeninu, které Ize podle
navazaného postranniho fetézce dale délit na isoprenoidni a aromatické. Ackoliv byly
puvodné povazovany za faktory, které v pfitomnosti auxint stimuluji bunécné déleni
(Miller a kol., 1955), navazujici vyzkumy prokézaly jejich uc€ast na mnoha dalSich
aspektech rostlinného rustu a vyvoje, jako je napfiklad kliceni, senescence Ci regulace
apikalni dominance (Mok, 1994).

Jako prvni z CKs byl identifikovan 6-furfurylaminopurin — degradacni produkt DNA
ziskany ze slediho spermatu, pozdéji oznaceny jako kinetin (Miller a kol., 1955).
K objeveni této slouceniny v rostlinném materiadlu vS8ak doSlo az o nékolik desitek let
pozdéji (Barciszewski a kol., 1996, Ge a kol., 2005). Prvnim zastupcem CKs izolovanym
pfimo zrostliny byl zeatin, ktery dostal své oznaceni podle rostliny, v jejimz nezralém
endospermu byl identifikovan — kukufice, Zea mays (Letham, 1963). Navazujici vyzkumy
prokazaly existenci mnoha dalSich slouéenin strukturné &i funkéné podobnych a CKs

se tak staly jednémi z nejstudovanéjsich fytohormona.

1.1 Struktura
Pfirozené CKs jsou adeninové derivaty s vedlejSimi Fetézci isoprenoidniho nebo

aromatického typu v poloze N® (Obr. 1). Mezi nejéast&j$i zastupce patfi CKs
s nenasycenym isoprenoidnim postrannim fetézcem, jako je napfiklad trans-zeatin a jeho
derivaty. Dihydrozeatin, ktery na rozdil od zeatinu obsahuje nasyceny fetézec, byl mimo
jiné identifikovan ve fazolu - Phaseolus vulgaris (Wang a Horgan, 1978).

Zpocatku se predpokladalo, Zze endogennimi latkami jsou pouze isoprenoidni CKs.
Tento nazor vyvratili objev derivatd N°-benzylaminopurinu (BAP), tzv. topolind
(Horgan a kol., 1975).

Skupina syntetickych CKs se sklada z derivatd mocoviny, thiomocoviny a sloucenin
od nich odvozenych, jako jsou napfiklad difenylmoCovina a thidiazuron
(Mok a kol., 1982, Takahashi a kol., 1978).
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Obr. 1. Struktura vybranych cytokinin.

Isoprenoidni

VétsSina CKs obsahuje kratky alifaticky fetézec isopentenylového zbytku napojeny
na adenin v pozici 6. Hormony, u kterych nedoS$lo k modifikaci tohoto fetézce, patfi
do skupiny CKs isopentenylového typu (iP-typ). Zastupcem této skupiny latek je
NC-isopentenylaminopurin  (iP; 6-(3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9H-purin).  V rostlinach
se dale vyskytuji CKs zeatinového typu (Z-typ), mezi které patfi trans-zeatin
((E)-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9H-purin)  vznikajici  vlivem enzymu
zpusobujicich hydroxylaci terminalniho uhliku na postrannim fetézci nebo pfimo
pusobenim adenylat-isopentenyltransferasy (IPT, EC 2.5.1.27) (Astot a kol., 2000).
Jeho stereoizomer, cis-zeatin, vznikd prfedevSim uclinkem tRNA-IPT (EC 2.5.1.75)
(Frébort a kol., 2011).

Aromatické

Aromatické CKs byly identifikovany v nékolika druzich rostlin, v€etné husenicku rolniho -
Arabidopsis thaliana (Tarkowska a kol., 2003) a topolu kanadského - Populus canadensis
(Strnad, 1997), ale neni jisté, zda se vyskytuji i u jinych zastupcu. Tato skupina latek
zahrnuje kromé BAP [ meta-topolin (6-(3-hydroxybenzylamino)-9H-purin)
a ortho-topolin (6-(2-hydroxybenzylamino)-9H-purin). Vyznacuji se vyraznou CK aktivitou,
av8ak princip jejich biosyntézy a degradace zlstava neobjasnén. Mechanismus
glykosylace a interakce se signalnimi drahami pravdépodobné sdili s isoprenoidnimi CKs,
jelikoz enzymy i receptory jsou schopné rozpoznavat obé skupiny latek
(Yamada a kol., 2001).
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1.2 Metabolismus

Cytokininy se v rostlinach vyskytuji nejen jako volné baze, ale i ve formé nukleosidu
a nukleotidd (Obr. 2). Baze mohou dale vazat glukosu v pozicich N3, N7 a N9
na adeninovém kruhu (N-glykosylace) nebo pFes hydroxyl postranniho fetézce
(O-glykosylace). Na této hydroxylové skupiné dochazi i kvazbé xylosy
(Turner a kol., 1987). Pozice N9 muze byt modifikovana L-alaninem (Entsch a kol., 1983)
a C2 methylthio skupinou (Persson a kol., 1994).

OR,

= " b-D-glukosa
b-D-xylosa
HN R
4
NZeS 7N\ \b—D—qukosa
1
1l
R2 °N N
Ry Rs
thylthiol b-D-ribosa
methylthio l b-D-ribosa 5'-fosfat
b-D-glukosa b-D-glukosa
alanin

Obr. 2. Modifikace struktury CKs. O-glykosylace postranniho Fetézce je oznacena modie, Cervené
zvyraznéné Casti znaci N-glukosylaci (podle Sakakibara, 2006).

Obsah endogennich CKs zavisi na rovnovaze mezi de novo syntézou, mirou importu
a exportu, preménou mezi ruznymi formami, pfechodnou inaktivaci pomoci konjugace
(pFevazné glykosylace) a katabolickymi reakcemi, které vedou ke ztraté biologické aktivity
(Schéma 1) (Mok a Mok, 2001, Sakakibara, 2006).

Experimentalné bylo zjisténo, ze CKs ve formé volné baze pfedstavuji aktivni latku,
zatimco jejich ribosidy vykazuji pouze nizkou hladinu aktivity (Spiess, 1975).
Tuto hypotézu potvrdil objev genl kédujicich CK receptory. Nukleosidy nebyly schopné
vazby na receptor, volné baze vSak ano (Yamada a kol., 2001), a proto o nich dnes
hovofime jako o aktivni formé CKs. Hojné rozSifeni nukleosidd v xylémovych
a floémovych §tavach ruznych druhl rostlin naznacuje, Zze by se mohlo jednat
o transportni formu fytohormonu. Mozna funkce téchto cukernych konjugatd jako
zasobnich a inaktivnich CKs byla potvrzena zjisténim odolnosti O-glukosidd vugi
cytokinindehydrogenase (CKX, EC 1.5.99.12) (Frébort a kol., 2011).

Metabolicky stabilnéjSi nez volné baze jsou i dalSi konjugaty, N-glukosidy,
jejichz vznikem dochazi k ireverzibilni inaktivaci CKs (McGaw a Horgan, 1983).

DalS8i moznosti inaktivace je degradace CKs pomoci CKX, jejimz pUsobenim dochazi
k odstépeni NC°-postranniho Fetézce za vzniku adeninu a pfislusného aldehydu

odvozeného od uvolnéného fetézce (Frébort a kol., 2011).
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1 - cytokinindehydrogenasa (EC 1.5.99.12)

2 - trans-zeatin-O-B-D-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.203)

3 - B-glukosidasa (EC 3.2.1.21)
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5 - zeatinisomerasa
6 - zeatinreduktasa (EC 1.3.1.69)
7 - cis-zeatin-O-B-D-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.215)

4 - zeatin-O-B-D-xylosyltransferasa (EC 2.4.2.40)

Schéma 1. Mozné modifikace Ne-isoprenoidniho postranniho fetézce. PferuSovanou c¢arou jsou
znazornény premeny, u kterych zatim nebyl identifikovan dany enzym (podle Mok a Mok, 2001).
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1.3 Signalizace

Cytokininy, obdobné jako dal$i signalni molekuly, pasobi ve velmi nizkych koncentracich
(1-50 pmol.g™ &erstvé hmoty) a jejich interakce se specifickym receptorem predstavuje
z&kladni krok v pfevodu signalu na konkrétni odpovéd (Galuszka a kol., 2008).
Funguji lokalné v meristematickych pletivech, ale i na vétSi vzdalenosti (Obr. 3)
(Kudo a kol., 2010, Werner a Schmilling, 2009). Distribuce CKs trans-zeatinového typu
xylémovymi a iP-typu floémovymi Stavami naznaCuje pFitomnost selektivnich
transportnich systému (Hirose a kol., 2008). Nedavné studie odhalily moznou funkci
neékterych purinovych permeas A. thaliana jako transportérli cytokininovych nukleotidu.
Pfenos pravdépodobné probih& jako symport s protony (Birkle a kol., 2003, Cedzich a
kol., 2008). Specifické transportéry nukleosidu, které se pravdépodobné mohou podilet
i na transportu CK ribosidu, byly objeveny vryzi (Hirose a kol., 2005) a A. thaliana
(Hirose a kol., 2008).

A: transpirace B: H* iP, 2 iPR, tZR

iPR, tZR

Obr. 3. Transport CKs. A/ Model transportu CKs
v rostlinach — pfitomnosti nitratu v kofenech dochazi
k indukci IPT a zvySeni hladiny tZR, které jsou poté
neseny transpiranim proudem do nadzemni Césti
rostliny. B/ Pravdépodobny transport CKs pres
membrany — purinové permeasy (Cerveng), rovnovazneé
nukleotidové transportéry (modie) (pfevzato a upraveno
z Kudo a kol., 2010).

Zpusob pfijmu a pfenos signalu zustaval v pfipadé CKs dlouho neobjasnén. Tato
situace se zacCala ménit po objeveni CKI1 (CK-independent 1), genu z A. thaliana,
ktery kdduje histidinkinasovy receptor a jeho zvySena exprese indukuje odpovédi typické
pro CKs (Kakimoto, 1996). Prvni CK receptor, CRE1/AHK4/WOL, byl identifikovan
vroce 2001 (Suzuki a kol., 2001). Nasledovaly objevy dalSich receptort, prfenasecu
(histidin-fosfotransferovych protein z Arabidopsis thaliana, AHPs) a regulatort odpoveédi
(Arabidopsis response regulators, ARRs) (Suzuki a kol., 2002). Experimentalné bylo
prokazano, ze CK signal je pfijiman a pfenaden pomoci nékolikastupfiové fosforylace
pres komplex tvofeny dvoukomponentni signalni drahou, ktera byla jiz znama u prokaryot
a niz8ich eukaryot (Obr. 4) (Hwang a Sheen, 2001).
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AHPG ® ~ y \ -4 Proteolyza

Translokace )
ARRs C | Genova
CRFs typu B exprese
Translokace ¥ V(J;:TLU NN m_/

C " regulovana transkripc

Obr. 4. Model transdukce CK signélu (pfevzato a upraveno z Rashotte a kol., 2006).

Prvni ¢asti kaskady je jiz zminéna membranova histidinkinasa (Higuchi a kol., 2004).
Tento membranovy protein obsahuje extracelularni CHASE (cyclases/histidine
kinases-associated sensing extracellular) doménu (Mougel a Zhulin, 2001), ktera pfijima
signal a zménou své konformace umoznuje dimerizaci receptoru. V dusledku toho
dochazi k autofosforylaci histidinkinasové domény na histidinovém zbytku. Fosfat je poté
pfenesen na aspartatovy zbytek téhoz proteinu a z néj putuje na histidin nachazejici
se na AHPs, které predavaji signal dale az do jadra. Kone¢nym pfijemcem jsou ARRs
typu B, které ovliviuji transkripci a umoznuji expresi cilovych CK genu, véetné ARRs
typu A. Jejich aktivace zpUsobuje inhibici pfenosu fosfatu a ARRs typu A tak funguji jako
zpétna vazba (To a kol., 2007). Aktivaci ARRs typu B dochazi také ke zvySeni transkripce
CRF (cytokinin response factors), které se v dusledku pfitomnosti fosforylovanych AHPs
hromadi v jadfe, kde spolecné s ARR typu B zprostfedkovavaji expresi genl
regulovanych CKs (Rashotte a kol., 2006).

1.4 Biologicka aktivita
Cytokininy hraji roli v mnoha procesech rlstu a vyvoje rostlin, v€éetné regulace apikalni
dominance, formovani a aktivity meristémi v nadzemnich ¢astech rostlin, zvétSovani list(,

senescence, transportu zivin, kli¢eni semen ¢i reakce na bioticky a abioticky stres.
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Pravdépodobné také zprostfedkovavaji mnozstvi procesu regulovanych svétlem,
jako je deetiolizace a diferenciace chloroplasti (Mok, 1994).

VétSina studii zabyvajicich se biologickou aktivitou CKs je zalozena
na experimentech, které sleduji nasledky exogenni aplikace CKs nebo regulaci jejich
endogenniho obsahu (Werner a kol., 2003). Vyznamny pfinos pFedstavuji transgenni
rostliny, u nichz byla pozmé&néna produkce biosyntetickych & degradacnich enzymu.
Rostliny se zvySenou expresi CKX se vyznacuji nizkymi hladinami CKs a naslednymi
fenotypovymi projevy, jako je snizena aktivita stonkového apikalniho meristému
¢i nadmérny rast primarniho kofene (Werner a kol., 2003). ZvySeny obsah CKs
zpusobeny indukci exprese IPT vede k oddaleni senescence (Smart a kol., 1991).
Pri studiu funkci CKs byly pouzity i rostliny s modifikovanou transdukci signalu, napfiklad
s absenci CK receptort (Riefler a kol., 2006) ¢i nadprodukci ARRs (Kang a kol., 2013).

1.4.1 Bunéény cyklus
Prachod bunéénym cyklem je fizen periodickym uskupovanim regulacnich proteind,
tzv. cyklinG s cyklin-dependentnimi kinasami, ¢imz dochazi ke vzniku serin/threoninovych
kinasovych komplext, které zprostfedkovavaji fosforylaci dalSich substratt. Uspésny
prichod cyklem zajistuji tzv. kontrolni body, které monitoruji vhodnost a spravnost
replikace. U eukaryot existuji dva hlavni milniky: jeden na konci G;-faze a druhy
na pomezi fazi G,/M (Francis a Sorrell, 2001).

Jednou z prvnich objevenych funkci pfisuzovanych CKs byla jejich schopnost
v pritomnosti auxinu stimulovat buné&né déleni (Miller a kol., 1955). Pfi detailn&jSim
zaméfeni na jednotlivé faze bunéného cyklu a jejich porovnani s Zivo€iSnym cyklem
doslo k identifikaci specifickych cyklinG a cyklin-dependentnich kinas (CDK), které
umoznuji pfechod buriky do nasledujiciho stadia déleni (Obr. 5) (Stals a Inze, 2001). Bylo
zjisténo, Ze po aplikaci CKs dochazi k indukci exprese cyklind typu D, které hraji roli
pfi pfekonavani kontrolniho bodu G./S. Analyza mutantnich rostlin s vy$§imi hladinami
CKs prokazala zvySeny obsah cyklinu D3 a nadmérna exprese tohoto proteinu
v transgennich rostlinach vedla k jejich schopnosti tvofit kalus nezavisle na pfidanych
exogennich CKs (Riou-Khamlichi a kol., 1999).
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Obr. 5. Model prechodll Gi/S a G,/M v rostlinach. V G;-fazi dochazi k expresi cyklind typu D (CYCD)
a jejich katalytické podjednotky, cyklin-dependentni kinasy A (CDKA). Aktivace komplexu CDKA-CYCD
vyzaduje disociaci CDK inhibi¢niho proteinu (ICK), jehoz transkripce je indukovana kyselinou abscisovou
a fosforylaci threoninového zbytku CDKA pomoci CDK-aktivujici kinasy (CDKD;1). Pfechod G2/M je spojen
s fosforylaci CDK' prostfednictvim CDK-aktivujici kinasy (CAK) a defosforylaci tyrosinového zbytku CDK
(pfevzato a upraveno ze Stals a Inze, 2001).

PFi experimentech s bunéénymi kulturami tabdku BY-2 bylo zjisténo, ze v uréitych
fazich bunééného cyklu dochazi ke zvySovani hladin téchto fytohormon, pfevazné Z-typu
CKs (Redig a kol., 1996). Navazujici vyzkumy zabyvajici se plsobenim lovastatinu
jako inhibitoru biosyntézy prekurzoru CKs (kyseliny mevalonové), potvrdily snizeni hladiny
téchto fytohormonl a zastaveni bunécného cyklu v G,-fazi. Opétovna aktivace déleni
bunék byla navozena externi aplikaci zeatinu (Laureys a kol., 1998). Nutnost pfitomnosti
CKs pro spusténi mitosy potvrdily experimenty na jiném druhu tabaku,
Nicotiana plumbaginifolia, jehoz burfiky obsahovaly CDK s fosforylovanym tyrosinem
(Tyrl4 a Tyrl5) a byly tak pozastaveny v G,-fazi. Po aplikaci CKs doSlo k odstépeni
fosfatu a néasledné aktivaci daného enzymu, €imz bylo dosazeno synchronizovaného

vstupu do faze mitdzy (Zhang a kol., 1996).

1.4.2 Vyvoj kofene a prytu

Rust rostlin zavisi na kontinualni funkci meristému, ve kterych je udrZzovana rovnovaha
mezi proliferaci a diferenciaci bunék. Vliv CKs na déleni bunék byl potvrzen experimenty
s transgennimi rostlinami, ve kterych dochazelo ke zvySené expresi CKX a v dusledku
toho degradaci aktivnich fytohormond (Werner a kol.,, 2001). Redukce stonkovych

meristému byla pozorovana i v pfipadé mutantnich rostlin, které nemély funk&ni receptory
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(Nishimura a kol,, 2004) ¢&i geny kodujici enzymy biosyntetické drahy CKs
(Miyawaki a kol., 2004, Miyawaki a kol., 2006).

Za posledni desetileti doSlo k odhaleni jistych spoju mezi transkripci, ktera je dilezita
pro aktivitu stonkovych apikalnich meristéml, a biosyntézou hormond (Obr. 6).
Exprese KNOTTED1-like homeoboxovych proteini (KNOX) ve stonkovych délivych
pletivech potlacuje diferenciaci bunék, ¢ehoz je dosaZeno pomoci regulace poméru
mezi hladinou CKs a giberelinl. KNOX proteiny jsou schopné potladit geny zodpovédné
za biosyntézu giberelinG a naopak aktivuji geny pro produkci CKs
(Hake a kol.,, 2004, Kepinski, 2006, Sakamoto a kol., 2001, Yanai a kol., 2005).
DalSi zpUsob regulace aktivity stonkového meristému je mozny diky pfeméné neaktivnich
CK nukleotidd na aktivni volné baze. K expresi pozadovaného enzymu (EC 3.2.2.nl),
ktery je kddovany genem LONELY GUY, dochazi v horni ¢asti meristému a mutace tohoto

genu tak opét zplsobuje redukci po¢tu bunék (Kurakawa a kol., 2007).

KNOX

¢ \
Auxin Glberelln\/ N

p N ,\CK \\\

Iniciace listu

Obr. 6. Interakce mezi hormony, které zprostredkovavaji funkci stonkového apikalniho meristému. Ve
stonkovém apikalnim meristému A. thaliana potlacuje KNOX protein biosyntézu giberelinl a navozuje
biosyntézu CKs. Na okrajich meristému (Srafovana oblast) dochazi k akumulaci auxinu a nasledné iniciaci
listového primordia (modra oblast), éehozZ je dosazeno pravdépodobné snizenou expresi KNOX (pfevzato a
upraveno z Kepinski, 2006).

Pozitivni vliv CKs na rust stonkovych apikalnich délivych pletiv je pravdépodobné
opakem jejich funkce v kofenech. U mutantnich rostlin se snizenym obsahem CKs doSlo
ke zvétSeni kofenového meristému v dusledku hromadéni meristematickych bunék.
D4 se predpokladat, Zze CKs zde funguji jako regulatory bunélné diferenciace
(Dello loio a kol., 2007, Werner a kol., 2003). Dale bylo také zjisténo, Ze transkripCni
faktor ARR1, ktery je exprimovan jako odpovéd na CKs, aktivuje kromé jinych i gen
SHY2. Vznikly protein pak pusobi jako negativni regulator auxinové signalizace
a v disledku toho dochazi k redistribuci auxinu. Auxin vSak dokaze tento protein odbourat
a zachovat délivou schopnost bunék. Rlst a velikost kofene je tak dana pomérem auxinu

a CKs (Dello loio a kol., 2008).
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1.4.3 Senescence
Prvotni experimenty zabyvajici se pouzitim CKs na oddélenych €astech rostlin objevily
schopnost téchto latek oddalovat starnuti. U listd rostliny Xanthium pennsylvanicum
(Fepen), které byly ponofeny do vodného roztoku kinetinu, doSlo ke snizeni uUbytku
proteind a listy si =zachovaly zelenou barvu (Richmond a Lang, 1957).
Antisenescencni vlastnosti fytohormon( byly pozorovany i u okvétnich listki hvozdiku
karafiatu (Dianthus caryophyllus), ve kterych diky plUsobeni kinetinu a BAP nevznikal
ethylen (Mor a kol., 1983). Pozdéjsi vyzkumy vSak dokazaly, ze externi aplikace latek
nemusi byt vzdy efektivni a mize dochazet ke zkresleni vysledkd vlivem experimentalnich
podminek, coz bylo pozorovano napfiklad pfi aplikaci BAP na c&asti listd A. thaliana.
Ve tmé doslo k poklesu rozpadu chlorofylu, zatimco pfi praci na svétle dany CK tento
rozklad stimuloval (Zacarias a Reid, 1990).

Studium endogennich CKs prokazalo existenci nepfimé umeéry mezi jejich obsahem
a pribéhem senescence (Singh a kol., 1992). V navaznosti doSlo k potvrzeni poklesu
transkripce genl uc&astnicich se biosyntézy a signalizace CKs béhem procesu starnuti,
zatimco geny kédujici degradaéni enzymy byly aktivovany (Buchanan-Wollaston a kol.,
2005).

Pfimy dukaz o funkci CKs poskytly vyzkumy transgennich rostlin tabéku
(Nicotiana tabacum), v nichZz po navozeni senescence dochazelo k expresi kliCového
enzymu CK biosyntézy, IPT (Obr. 7). Listy téchto rostlin mély delSi Zivotnost a vesSkeré

aspekty senescence byly v dospélém stadiu znatelné potlacené (Gan a Amasino, 1995).

promator SAG12 PT

Y

Isopentenyliransferasa

Senescence ——— CKs

Obr. 7. Model autoregulacniho systému inhibice senescence. Exprese IPT je pod kontrolou specifického
senescencéniho promotoru SAG12. Pogatek senescence indukuje vznik daného enzymu a nasledny vzestup
hladiny CKs, ¢imz dochazi k potlateni senescence a poté inaktivaci promotoru, coz zamezi hromadéni CKs
(podle Gan a Amasino, 1995).

V souvislosti s navozenim dlouhovékosti listd byly zkoumény i CK receptory.
s mutantni linii A. thaliana orel2-1. Mutace v CHASE doméné toho receptoru méla
za nasledek jeho stalou aktivaci. V pfipadé této linie dochazelo po aplikaci CKs
k potlaceni pfiznaku listové senescence, avsak u rostlin s nefunkénim receptorem AHK3

nebyl pozorovan zadny vliv pfidanych CKs (Kim a kol., 2006).
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Dalsim objevenym cilem pusobeni CKs byly faktory ovliviiujici transport Zivin
ze zdroje do mist potfeby. Experimentalné bylo zjisténo, Ze tyto fytohormony zpUsobuiji
indukci extracelularni invertasy, €imz dochazi ke zméndm vztahu mezi zdrojem

a sinkovym pletivem a naslednym antisenescen¢nim projevim (Lara a kol., 2004).

2 Fotolabilni chranici skupiny

Pfirozené denni svétlo mize puasobit zmény v molekulach, které mu byly vystaveny.
Toto pozorovani vedlo ke vzniku samostatného odvétvi chemie — fotochemie, které
se vyvijelo jiz od 19. stoleti (Albini a Dichiarante, 2009). Pokroky ve vyrob& umélych
zdroju svétla a filtrti, které propousti pouze paprsky ur€itych vinovych délek, umoznily
vysoce efektivni a selektivni provadéni fotochemickych reakci, ¢ehoz je dnes vyuzivano
pro odstépovani riznych fotolabilnich chranicich skupin (Pelliccioli a Wirz, 2002).

Caged-slouceniny jsou inertni, ale zarover fotosenzitivni latky s latentni biologickou
aktivitou (Obr. 8). Po jejich osvitu dochazi k fotolyze a transformaci na pIné aktivni
biomolekuly, které mohou byt agonisty €i antagonisty v urlitych biologickych procesech.
Fotolyza je dvoufazovy proces: nejprve dochazi k pohlceni svétla caged-molekulou
za vzniku nestabilniho meziproduktu. Nasleduje pfeména meziproduktu na pozadovanou
molekulu produktu. Celou reakci uréuje nékolik zasadnich molekulovych vlastnosti, jako je
extinkéni koeficient, kvantovy vytézek fotolyzy a konstanta pfemény na produkt
(Kao, 2006).
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Vicekrokova
syntéza
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Caging Primy Caglng
chromofor caging chromofor
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Obr. 8. Princip caging metody. K inaktivaci funkénich skupin mdze dochazet pfimo nebo Ize vyuzit syntézy
o vice krocich. Caging chromofor zabranuje vazbé latky na receptor, dokud neni odstranén ozafenim
(pfevzato a upraveno z Ellis-Davies, 2007).
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Pro zvySeni pouZitelnosti fotolabilnich chranicich skupin v biologickych systémech
se Casto vyuziva jejich modifikace. Pfidanim jinych substituCnich skupin do bézné
pouzivanych latek muaze dojit k pozitivni zméné zakladnich vlastnosti, jako je dobra
rozpustnost ve vodnych rozpoustédlech, vysSi vinova délka absorpce &i vysoky absorpéni
koeficient (Yu a kol., 2010).

Caged-molekuly musi byt pfed fotolyzou chemicky stabilni a biologicky inertni.
Slou€eniny uvolnéné fotolyzou by mély byt transparentni pro vinovou délku pouzitou
k ozafovani a biologicky benigni, stejné tak jako pouzité svétlo. VétSina dostupnych
caged-latek je tak aktivovana ultrafialovym svétlem v rozsahu vinovych délek 200-400 nm
(Kao, 2006). Fotolyza by méla probihat Cisté a poskytovat vysoky kvantovy vytézek.
Caged-molekuly by mély byt rozpustné v cilovém médiu a rychlost uvolfiovani aktivni
formy musi pfevySovat rychlost studované odpovédi (Ellis-Davies, 2007, Pelliccioli a Wirz,
2002).

Na rozdil od jinych konvenénich zpusob( vpravovani reagencii do bunék pfinasi
caged-molekuly tfi potencialni vyhody. Tato metoda nabizi moznost uvolnit aktivni
molekuly v urcitém Case, pfiemz mlze dochazet i k hromadéni inaktivni formy uvnitf
Zivych bunék ¢&i tkani a po osvitu dojde Kk jejich okamzité interakci s receptory.
DalSi vyhodou je jednoduchost manipulace a zaméfeni svétla pomoci zrcadel a Cocek,
coz umoziuje soustifedit paprsek do mista, jehoz velikost je limitovana pouze difrakci.
V neposledni fadé Ize vyuzit caged-slouCenin pro kontrolu chemické identity molekul
uvolnénych fotolyzou, jelikoz bioaktivni latky byvaji Casto nestalé a po jejich aplikaci
mohou byt cilové buriky vystaveny nejen pozadovanym sloueninam, ale i spektru jejich
degradacnich produktu (Kao, 2006).

2.1 Nejpouzivanéjsi fotolabilni chranici skupiny

V pfipadé organickych syntéz byly fotolabilni chranici skupiny vyuzivany jiz dlouhé léta
a existuje tak cela fada komeréné dostupnych sloucenin. V posledni dobé vSak nachazeji
tyto latky uplatnéni i pfi do€asné inaktivaci biologicky aktivnich slou€enin. Nasledujici
stranky pfedstavuji stru¢ny pFehled fotolabilnich chranicich skupin, které byly vyuzity

pro studium rdznych biologickych procesu (Tabulka 1).

22



Tabulka 1. Souhrn nejéastéji vyuzivanych fotolabilnich chrénicich skupin.

Fotolabilni chranici skupiny Funkéni skupiny
2-nitrobenzyl -COOH, -OH, -NH>»
(2-nitrofenyl)amin -COOH
2-fenyl-oxoethyl -COOH, -OH, -NH2, O-P(O)R2
fenoxy-, benzyloxy -COOH, -NH;
2-(2-azidofenyl)ethyl -COOH, -NH;
7-nitroindolin -COOH, -NH:
benzensulfonyl -OH
benzoin -OH, -NH;
kumarin-4-ylmethyl -COOH, -OH, -NH;

2.1.1 2-Fenyl-oxoethylova skupina (téz fenacylova)

Bylo zjisténo, ze fotolyzou fotosenzibilatori, které jsou dobrymi donory elektronu
v excitovaném stavu, Ize v pfitomnosti fenacylovych derivata ziskat pfislusné karboxylové
kyseliny, alkoholy a fosfaty s vysokym vytéZkem. Vinova délka pouzitého zarfeni je
nasledné dana zvolenym senzibilatorem (Banerjee a Falvey, 1997, Banerjee a kol., 1999).
Obdobné experimenty byly provedeny pro fenacyl estery v pfitomnosti donort vodikovych
atoml (Schéma 2) (Banerjee a Falvey, 1998). Jako velmi vyhodna chranici skupina
pro karboxylové kyseliny se jevi 2,5-dimethylfenacyl, k jehoz odstranéni dochazi diky
intramolekularni fotoreakci (Klan a kol., 2000). V disledku interakci elektroni mezi
karbonylovou skupinou a fenylovym kruhem vyZaduje fenacylova skupina pro svou
excitaci zafeni o kratSich vinovych délkach (Sheehan a Umezawa, 1973).
Ve srovnani s 2-nitrobenzylovou skupinou doch&zi k odstépovani fenacylu rychleji
(Zabadal a Klan, 2001).
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Schéma 2. Fotoindukované odstépeni vodiku z propan-2-olu karbonylovou skupinou fenacylesteru
kyseliny fenyloctové. Po pfechodu do excitovaného tripletniho stavu dochazi k fragmentaci vzniklého
radikalu, pravdépodobné pres meziprodukt, za vzniku volné kyseliny a acetofenonu (pfevzato a upraveno
z Banerjee a Falvey, 1998).
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p-hydroxyfenacylova skupina byla UuspéSné pouzita pfi syntéze caged-ATP a také
v biochemickych a fyziologickych vyzkumech, které se zabyvaly reakéni kinetikou
procesem transdukce signalu v nervové soustavé (Conrad a kol., 2000, Givens a kol.,
2000). Moderni techniky umozfuji jeji aplikaci v biologickych studiich zabyvajicich
se vazbou substratu, konformacnimi zménami enzymu, dynamickou inhibici €i kinetikou
pfenosu signéalu (Geibel a kol., 2000, Koetting a kol., 2012, Ma a kol., 2006).

2.1.2 Kumarin-4-ylmethylova skupina
Kumarin-4-ylmethylové chranici skupiny byly vytvofeny pro pouziti u fosfatl
(Givens a Matuszewski, 1984, Schade a kol., 1999), karboxylatll (Schade a kol., 1999),
aminu, alkoholG (Takaoka a kol., 2003, Takaoka a kol., 2004), fenold a karbonylovych
slou¢enin (Lu a kol., 2003). Fotosensitivnich vlastnosti fosfatového esteru
kumarin-4-ylmethanolu si jako prvni vSimli Givens a Matuszewski, ktefi také uvedli
moznost jeho vyuziti jako fluorescenéni znacky pro nukleofilni molekuly, véetné proteinu
(Givens a Matuszewski, 1984). Karboxylové kyseliny a fosfaty mohou byt chranény
pomoci 7-methoxykumarin-4-ylmethylu pfes esterovou vazbu (Schade a kol., 1999).
Mechanismus fotolyzy kumarin-4-methyl caged-sloucenin je relativné jednoduchy.
Po excitaci molekuly svétlem dochéazi k heterolyze C-O esterové vazby a vznika iontovy
par (kumarinylmethylkarbokation a X anion). lontovy par je poté separovan a zachycen
v polarnim rozpoustédle za vzniku 4-hydroxymethylkumarinu a nechranéného XH.
V pfipadé slou¢enin B (Schéma 3) vznika pfimou fotolyzou XCOOH, ktera podléha
dekarboxylaci a vznika tak koneény produkt, XH (Schade a kol., 1999, Yu a kol., 2010).

X o\n/x
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X = RCOO, fosfaty X = NHR, OR

Schéma 3. Struktura kumarin-4-ylmethylovych chranicich skupin.

Fotolabilni skupiny odvozené od kumarinu jsou ¢&asto vyuzivany pro caging

sekundarnich  poslli, jako je cyklicky adenosin-5‘-monofosfat a  cyklicky

vvvvvv

téchto slou€enin pfi syntéze blokatort glutamatovych transportért (Takaoka a kol., 2003).
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2.1.3 Fenoxy- a benzyloxyskupiny

K objevu této skupiny latek vedly experimenty s benzyloxykarbonylglycinem, ze kterého
se po osvitu UV zafenim uvoliovala zminéna aminokyselina. Derivaty téchto skupin byly
poté vyuzivany pfi syntéze peptidd diky snadné separaci a identifikaci aminokyselinovych
produktl fotolyzy, b&éhem které dochazelo k heterolytickému $tépeni vazby C-O a vzniku
benzylového kationtu. V pfipadé fenoxyskupiny vazané na karboxylovou kyselinu se jedna
o homolytické $tépeni esteru (Schéma 4) (Barltrop a Schofield, 1965, Zabadal a Klan,

2001).
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Schéma 4. Fotolyza fenoxyskupiny. Stépenim esteru dochazi ke vzniku fenoxy- a acylradikald, které poté
mohou podléhat rekombinaci a vytvafet acylfenoly nebo po odstépeni vodiku z prostfedi vznika fenol
a pfislusna karboxylova kyselina.

2.1.4 2-(2-Azidofenyl)-ethylova skupina

Jako prvni ze zastupcu této skupiny byl zkouman 2-(2-azidofenyl)ethylalkohol. Aromatické
azidy predstavuji stabilngjsi slouCeniny nez azidy alifatické, netvofi iminy
a absorbuji svétlo vétSich vinovych délek. Jejich fotolyzou vznika nitrenovy meziprodukt,

ktery pfechazi pfes aminolovy derivat na indol a uvolnénou aktivni molekulu

(Barton a kol., 1971).
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Schéma 5. Mechanismus fotolyzy esteru 2-(2-azidofenyl)ethylové skupiny. Dochazi k rozpadu azidové
skupiny za vzniku nitrenu a dusiku. Po nasledné cyklizaci se molekula $tépi na pyrrol a pfisluSnou
karboxylovou kyselinu.

Azidofenylova fotolabilni chranici skupina byla aplikovana pfi fotoafinitnim znaceni
nukleovych kyselin, které napomaha studiu struktury supramolekularnich komplexu
uCastnicich se replikace a transkripce (Knorre a Godovikova, 1998). Déale byla také
soucasti syntézy vedouci k vytvofeni derivatu kyseliny hyaluronové, na jehoZ povrchu
mohou byt imobilizovany proteiny, coz pfedstavuje vyhodnou metodu pro transport 1&Civ
(Lee a kol., 2013).
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2.1.5 Benzoinova skupina

Mezi hlavni vyhody, které podporuji vyuziti benzoinovych derivatt jako chréanicich skupin,
patfi jejich vysoké kvantové vytézky a vznik inertniho meziproduktu - benzofuranu. Vinova
délka pouzivana k uvolnéni chranici skupiny (300 nm) v8ak muze byt absorbovana
vznikajicim produktem. Kromé& samotného benzionu patfi mezi pouzivané skupiny

3,5-dimethoxybenzoin a jeho derivaty (Pelliccioli a Wirz, 2002).

Schéma 6. Mechanismus fotolyzy benzoinové skupiny.

Benzoinova skupina byla mimo jiné pouzita pro syntézu caged-ATP (Thirlwell a kol.,
1994). DalSi moznosti jejiho vyuziti je protekce hydroxyskupiny nukleosidi a alkohol(

¢i karboxylového konce peptidd (Peach a kol., 1995, Pirrung a Bradley, 1994).

2.1.6 7-Nitroindolinova skupina

Slouceniny této skupiny se vyznacuji efektivni fotolyzou, ktera je dana silnou absorpci
svétla voblasti 350 nm, a nejsou ovlivhovany vznikem nitrosoindolového produktu
(Corrie a kol., 2005). Jedna z prvnich aplikaci této fotolabilni chranici skupiny, konkrétné
1-acyl-7-nitroindolinu, byla uskutenéna vroce 1999 pfi syntéze caged-glutamatu.
Fotolyza vSak probihala v zavislosti na rozpoustédle (Papageorgiou a kol., 1999).
Pro syntézu dalSich karboxylovych kyselin s chranici skupinou (glycin, y-aminomaselna
kyselina) byl ispésné vyuzit 4-methoxy-7-indolinyl, ktery v pfipadé L-glutamatu poskytoval
vy88i procento pfemény nez L-glutamat ochranény 7-nitroindolinylovou skupinou
(Canepari a kol., 2001).

0" “OR o~ \o~<
(@)
R1 = CH2C02MG \ _H
R1 \ R1 R1
- : / - /
N protonovy N N
H transfer R
NO NO +RCOy ~ N{
0 o—<
(0]

Schéma 7. Predpokladany mechanismus fotolyzy 1-acyl-7-nitroindolinu. Primarni reakci je prenos
acylové skupiny na sousedni nitrosubstituent. Poté dochazi k uvolnéni protonu nasledovanému odstépenim
kaboxylatu.
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2.1.7 2-Nitrobenzylova skupina

V dnesni dobé patfi 2-nitrobenzylové skupina mezi jedny z nejpouzivanéjSich fotolabilnich
chranicich skupin. Tato latka silné absorbuje svétlo o vinové délce 275 nm (UV-C)
a CasteCné v oblasti UV-B (Herrmann, 2012). V pfipadé alkoholt probiha deprotekce
v nékolika mezikrocich za vzniku pfislusného alkoholu a 2-nitrosobenzaldehydu
(Schéma 8) (Corrie a kol., 2005, Hellrung a kol., 2005). Reakce je silné ovliviiovana
rozpoustédlem a pH média (ll'ichev a kol., 2004). Za ucelem snizeni energie pouzitého
svétla se vyuzivaji substituenty poskytujici elektrony, jako napfiklad methoxy skupina
(Bochet, 2002, Pelliccioli a Wirz, 2002).

_R
o-R o)
-R R
QL= 00 — O — QL — QO
o o - — + HO-R
NO, g f\i NO NO
OH

H

o~Z%

Schéma 8. Mechanismus fotolyzy 2-nitrobenzyletherovych derivata. Tyto ethery jsou odstrafiovany
intramolekularni interakci, pfi které dochazi k pfenosu vodiku za vzniku tautomerd meziproduktu, aci-nitro
sloucenin. Ty dale pfechazi pres benz[c]isoxazolol a 2-nitrosobenzyl hemiacetal na 2-nitrosobenzyladehyd a
pfislusny alkohol.

Fotolabilni 2-nitrobenzylové chranici skupiny byly pouzity pfi modifikaci povrchu
krycich skli¢ek, na kterych po osviceni fluorescenénim mikroskopem dochazelo k pfilnuti
bunék, coz umoznuje studium mezibunéénych interakci (Kikuchi a kol., 2008). DalSim
moznym vyuZitim je vazba léCiva pfes chranici skupinu na nosi¢, ktery danou latku
dopravi na misto ureni a po ozafeni dojde k jejimu uvolnéni (Agasti a kol., 2009).
Pro vyzkum neurologickych onemocnéni mize byt pfinosem pouziti caged zine€natych
iontd (Bandara a kol., 2009). Této chranici skupiny bylo pouzito i v pfipadé syntézy
caged CKs (Hayashi a kol., 2012).
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Experimentalni ¢ast
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3 Materialy a metody
3.1 Chemikalie

V experimentalni ¢asti této BP byly pouZity nasledujici chemikalie: Murashige-Skoog
medium, 5-brom-4-chlor-3-indolyl-B-glukuronid (X-Gluc) (Duchefa);
N,N*-dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid (DMSO), ethanol (EtOH), ethyl-acetéat
(EtOACc), methanol (MeOH), chlorid amonny, chloroform, petrolether, sacharosa, toluen
(Lach-Ner, s.r.0.); disodna si0l kyseliny ethylendiamintetraoctové dihydratu,
dihydrogenfosforeénan sodny, hydrogenfosforeénan sodny (Merck); hexakyonoZelezitan
draselny, hexakyanozeleznatan draselny (Neolab); 1-brommetyl-2-nitrobenzen,
2-(4-morfolino)ethansulfonova kyselina, deuterovany DMSO (DMSO-dg), hydrid sodny,
Phytagel, Triton-X100 uhli¢itan draselny (Sigma-Aldrich) a demi voda. Vychozi cytokininy
pro syntézu iP, BAP, 2-chlor-6-(3-methoxyfenylamino)-9H-purin ~ (INCYDE),
6-(3-methoxybenzylamino)-9H-purin (3MeOBAP) a kinetin byly pfipraveny v oddéleni
Chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana.

Sucha rozpoustédla byla pfipravena podle nasledujiciho postupu: k aktivovanému
molekulovému situ (24 hodin — 300 °C) bylo pfidano pozadované rozpoustédio (20% m/v)

a suseno 72 hodin pod chlorkalciovym uzavérem (Williams a Lawton, 2010).

3.2 Metody

Prubéh reakci byl kontrolovan pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) provadéné
na hlinikovych TLC deskach Silikagel 60 F,; (Merck). Slozeni mobilni faze bylo
chloroform/MeOH 9:1 a vizualizace probihala pod UV lampou Camag pfi vinové délce
254 nm.

Sloupcova kapalinova chromatografie byla provadéna ve sklenénych kolonach
naplnénych  silikagelem Davisii LC60A 40-63 Micron (Grace Davison).
Slozeni jednotlivych eluénich smési je uvedeno v nasledujici kapitole u konkrétnich latek.

Cistota pfipravenych latek byla zméFena pomoci vysokolginného kapalinového
chromatografu (HPLC Alliance 2690 Separations Module, Waters, Milford, MA, USA),
ve kterém byla umisténa kolona C18 Symmetry (Waters) o priméru 2,1 mm a délce
150 mm s porovitosti 5 ym. Vzorek rozpustény v MeOH (1 mg/ml) byl nasledné nafedén
100krat a nanesen v objemu 10 ul do pocatec¢ni mobilni faze. Separace probihala
v methanolovém gradientu (0° — 90% A; 25 — 10% A; 35 — 10% A; 36" — 90% A; 45" —
10% A) o pratoku 0,25 ml/min. Mobilni fazi A tvofil 15 mM mraven¢an amonny o pH 4,0,
mobilni fazi B MeOH. Detekce byla zajiSténa detektorem s diodovym polem (PDA 2996,

Waters) s méfenim v rozmezi vinovych délek 210-400 nm.
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Za ucelem zjisténi molekulové hmotnosti produktd byl eludt veden do hmotnostniho
spektrometru ZMD 2000 (Micromass, Manchester, UK), jehoz iontovy zdroj (ESI) byl
vyhfivany na 120 °C a desolvatacni teplota Cinila 300 °C. K ionizaci dochazelo pomoci
kapilarniho napéti 3,0 kV a napéti na vstupni stérbiné 20 V. Jako desolvatacni i zmlzovaci
plyn byl pouzit dusik. Mé&feni bylo provedeno v pozitivnim (ESI") FULLSCAN mddu
v rozsahu m/z 50-850.

NMR spektira vzorku rozpusténych v DMSO-ds byla méfena na spektrometru
Jeol ECA-500 pfi frekvencich 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C) a Bruker Avance
pfi frekvenci 300 MHz (*H) a 75 MHz (*C).

Elementarni slozeni produktl bylo stanoveno na analyzatoru Thermo Finnigan
FLASH EA 1112 Series. Pripravené latky byly navazeny do cinovych kelimkd (2-3 mg),
a po sbaleni spaleny pfi teploté 950 °C za prutoku nosného plynu (helium) 130 ml/min
a referen¢niho 100 ml/min. Jednotlivé prvky ve formé plynd byly detekovany teplotné-

vodivostnim detektorem.

3.3 Syntéza
N9-alkylace — obecny postup

R'] ~
NH
Ry “~NH A) 1,2 ekv. 2-NO,BzBr, 1,3 ekv. NaH
nebo N| X N\>
N B) 1,1 ekv. 2-NO,BzBr, 2 ekv. K,CO )\
N , 2 ) 20L03 —
| \> > R, N N
P
Ry” N N

DMF, DMSO, 12 h
- NO,
R4 = benzyl, 3-methylbut-2-en-1-yl, 3-methoxybenzyl, 3-methoxyfenyl, furfuryl

R,=H, Cl

Schéma 9. Obecny postup N9-alkylace.

Metoda A: ve vysuSené bance pod dusikovou atmosférou byl ve smési suchého DMF
a DMSO (4:1) rozpustén dany CKs a 2-nitrobenzylbromid (2-NO,BzBr, 1,2 ekvivalentu).
Poté byl ve tfech davkach pfidan hydrid sodny (1,3 ekv.).

Metoda B: ve vysuSené bance pod dusikovou atmosférou byl v suchém DMSO (7 ml)
rozsuspendovan dany CKs a bezvody uhli¢itan draselny (2 ekv.). Nasledné byl ke smési
pfikapan roztok 2-NO,BzBr (1,1 ekv.) v suchém DMF (5 ml).

Po ukoncCeni reakce byla reakéni smés nalita na led (20 g). V pfipadé vzniku pevné latky
byl pevny podil zfiltrovan, promyt vychlazenou vodou a vysu$en v su$arné pfi 50 °C.
PFi vzniku gelu byl produkt extrahovan EtOAc (4x 15 ml). Spojené organické frakce byly
promyty solankou (2x 10 ml), vysu$eny (Na,SO,) a odpafeny za vakua. Surovy produkt

byl pfecidtén pomoci sloupcové kapalinové chromatografie.
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6-benzylamino-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (1)

h e syntetizovano metodou A
e extrakce do EtOAc
NHN\ N e kolona chloroform/MeOH 19:1 s MeOH gradientem
QJNI N\> e svétle Zluta pevna latka, vytéZzek 43,1 %

ESI*-MS m/z: (360,2, [M+H]")
NO, 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 4,71 (bs, 2H),
575 (s, 2H), 691 (d, J = 7,4 Hz,1H), 7,18-7,37 (m, 5H), 7,58

(t, J = 6,5 Hz, 1H), 7,66 (t, J = 6,5 Hz, 1H), 8,14 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 8,21 (s, 1H), 8,45
(bs, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43,44, 44,04, 119,51, 125,60, 127,16, 127,78,
128,74, 129,39, 129,60, 132,54, 134,93, 140,61, 141,58, 147,91, 149,66, 153,31, 154,92.
EA (teor./experiment.): %C - 63,32/63,00, %H - 4,48/4,18, %N - 23,32/22,00.

2-chlor-6-(3-methoxyfenylamino)-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (2)

/
i e syntetizovano metodou A
©\NH o filtrace
N Y e kolona toluen/MeOH 14:1
. )'\)N:EN\> o 2luta pevna latka, vytézek 22,48 %
ESI*-MS m/z: (411,6, [M+H]")
NO, 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,73 (s, 3H), 5,75

(s, 2H), 5,89 (bs, 1H), 6,65 (dd, J = 8,3 Hz, 2,1 Hz, 1H), 6,93
d, J =76 Hz, 1H), 7,23 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,58
(t, J = 6,7 Hz, 2H), 7,66 (t, J = 6,7 Hz, 1H), 8,15 (dd, J = 8,3 Hz, 0,9 Hz, 1H), 8,32 (s, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 44,41, 55,41, 107,58, 109,21, 113,85, 119,28,
125,66, 129,35, 129,73, 131,88, 135,00, 140,38, 142,99, 147,76, 151,53, 152,86, 152,99,
159,79.
EA (teor./experiment.): %C - 55,55/56,97, %H - 3,68/3,84, %N - 20,46/19,00.
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6-(3-metylbut-2-en-1-ylamino)-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (3)

syntetizovano metodou B

extrakce EtOAc, filtrace

kolona chloroform/MeOH 19:1 s MeOH gradientem
svétle Zluta pevna latka, vytézek 20,17 %

ESI*-MS m/z: (338,7, [M+H]")

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,64 (s, 3H), 1,67

(s, 3H), 4,03 (bs, 2H), 5,28 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 5,70 (s, 2H), 6,84 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,55
(td, J = 6,7 Hz, 1,5 Hz, 1H), 7,62 (td, J = 6,1 Hz, 1,2 Hz, 1H), 7,91 (bs, 1H), 8,11
(dd, J = 8,3 Hz, 1,5 Hz, 1H), 8,14 (bs, 2H).

¥C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 18,32, 25,87, 38,14, 43,91, 122,63, 125.50,
129,24, 129.50, 132,51, 133,61, 134, 81, 141,21, 147,82, 153,23, 154,73.

EA (teor./experiment.): %C - 60,34/60,14, %H - 5,36/5,00, %N - 24,84/24,12.

6-(3-methoxybenzylamino)-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (4)

o

HN
N N\
s

~

NO,

syntetizovano metodou B

filtrace

kolona EtOAC/PE 1:1, 2:1

bila pevna latka, vytézek 21,19 %

ESI*-MS m/z: (391,6, [M+H]")

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,67 (s, 3H), 4,64

571 (s, 2H), 6,75 (d, J = 83 Hz, 1H), 7,17

(td, J = 8,0 Hz, 1,2 Hz, 1H), 7,54 (t, = 7,6 Hz, 1H), 7,62 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 8,42 (bs, 1H).

6-furfurylamino-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (5)

syntetizovano metodou B

filtrace

kolona chloroform s MeOH gradientem
svétle Zluta pevna latka, vytézek 62,7 %
ESI*-MS m/z: (350,6, [M+H]")
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,66 (bs, 1H), 572 (s, 2H), 6,22
(d, J = 3,1 Hz, 1H), 6,33 (dd, J = 3,1 Hz, 1,8 Hz, 1H), 6,86 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,51
(d, J=0,9 Hz, 1H), 7,54 (td, J = 8,0 Hz, 0,9 Hz, 1H), 7,62 (td, J = 7,3 Hz, 0,9 Hz, 1H), 8,11
(dd, J =8,3 Hz, 1,2 Hz, 1H), 8,18 (bs, 1H), 8,19 (s, 1H), 8,32 (bs, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36,97, 44,05, 107,28, 110,98, 119,57, 125,61,
129,36, 129,61, 132,53, 134,93, 141,70, 142,36, 147,91, 149,76, 153,20, 153,44, 154,69.
EA (teor./experiment.): %C - 58,28/57,90, %H - 4,03/4,03, %N - 23,99/23,17.

3.4 Stabilitni studie

Pro méfeni absorpénich spekter byly pfipravené latky (1, 3 a 5) rozpustény
v 60% EtOH a latka 2 nejprve v DMSO a poté v 60% EtOH (findlni koncentrace DMSO
1 %). Na skenovacim spektrofotometru UV-2401 PC (Shimadzu) byla zméfena
absorbance v rozmezi vinovych délek 210-500 nm.

U latek 1 a 3 byla provadéna stabilitni studie. 1 mM roztoky testovanych latek
ve60% EtOH byly ozafeny na skenovacim  spektrofotometru v rozsahu
254-300 nm (20 skend). Osvicené vzorky byly naneseny na TLC a porovnany
se standardy (iP a BAP) v mobilni fazi chloroform/MeOH (9:1).

3.5 Biologicka aktivita

3.5.1 GUStest

Pro experimenty byla pouzita transgenni reportérova linie Arabidopsis thaliana
ARRS5::GUS. Semena byla sterilizovana roztokem (70% EtOH s pfidavkem 0,01 % Tritonu
X-100) a po usuSeni umisténa na pevné MS médium (0,5x Murashige a Skoog médium,
1 % sacharosa, 11 g/l phytagel, 0,5 g/l 2-(4-morfolino)ethansulfonova kyselina, pH 5,6).
Za ucelem navozeni synchronizovaného rlstu byla semena kultivovana dva dny ve tmé
pfi 4 °C a poté péstovana pét dnl vrezimu 16 h svétlo/8 h tma (24 °C/22 °C, 50%
vihkost).

Testované latky (1 a 3) byly rozpustény v DMSO a poté ve sterilnim tekutém MS
médiu (finalni koncentrace 20 uM, 0,1 % DMSO). Z takto pfipravenych roztoku byly
odebrany 2 ml a v kiemennych kyvetach ozareny pomoci skenovaciho spektrofotometru
Shimadzu UV-2401 PC (20 skenl v rozsahu 254-300 nm).

Pétidenni semenacky ARRS5::GUS byly kultivovany v pfipravenych médiich 16 h
ve tmé pfi 24 °C. Poté byly rostliny nékolikrat oplachnuty roztokem pro GUS barveni
(0,1 M fosfatovy pufr pH 7,2, 10 mM ethylendiamintetraoctovd kyselina, 0,5 mM
hexakyonozelezitan draselny, 0,5 M hexakyanozeleznatan draselny, 0,1% Triton X-100).

Pro histochemickou vizualizaci exprese B-glukuronidasy byly semenacky inkubovany
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v GUS roztoku s pfidavkem X-Gluc (1 mM 5-brom-4-chlor-3-indolyl-B-glukuronid), Nejprve
bylo po 20 minut aplikovano vakuum a poté byly vzorky inkubovéany jednu hodinu
za laboratorni teploty. Po promyti 70% EtOH byly kofinky rostlin pozorovany

pod mikroskopem SMZ 168 TL (Intraco micro) pfi 20nasobném zvétseni.

4 Vysledky a diskuze
4.1 Syntéza

V navaznosti na &lanek Hayashi a kol. publikovany vroce 2012 byly syntetizovany
caged-cytokininy a jejich derivaty s 2-nitrobenzylovou chranici skupinou. V pfipadé
zminéného ¢lanku probihala syntéza pfes dva kroky. V prvni reakci byl k 6-chlorpurinu
pfipojen 2-NO,BzBr (2,16 ekv.) v pfitomnosti 1,8-biazabicykloundek-7-enu (1,44 ekv.).
Vznikly  6-chlor-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin byl déle substituovan v poloze C6
benzylaminem (caged-BAP) nebo 4-amino-2-methylbutanolem (caged-dihydrozeatin).

Cilem této prace bylo ovéfeni publikovanych vysledkd a pfiprava dalSich derivat(
odvozenych od iP, INCYDE, kinetinu a 3MeOBAP (Tabulka 2).

Tabulka 2. Shrnuti fyzikalné-chemickych vlastnosti pfipravenych latek.

. Elementarni analyza
Vytézek HPLC ESI'-MS

Latka teor./experiment.
(%) (%) (m/z)
%C %H %N
1 43" 99,9 360,2 63,32/63,00 4,48/4,18 23,32/22,00
2 23" 99,9 411,6 55,55/56,97 3,68/3,84 20,46/19,00
3 20° 99,3 338,7 60,34/60,14 5,36/5,00 24,84/24,12
4 21° 87,2 391,6 n.a. n.a. n.a.
5 63° 97,9 350,6 58,28/57,90 4,03/4,03 23,99/23,17

Vysvétlivky: n.a. — neanalyzovano, * — syntetizovano metodou A, ® — syntetizovano metodou B.

Reakéni schéma bylo pozménéno a v priibéhu syntézy byly optimalizovany reakéni
podminky. Vychozi latkou byl samotny cytokinin, ktery nasledné podléhal N9-alkylaci.
Zaroven doslo ke snizeni nadbytku alkylacniho Cinidla na 1,2 ekv. a jako baze byl pouzit
hydrid sodny (1,3 ekv.) — metoda A. Pfi aplikaci této metody vSak reakéni smés
obsahovala nezreagované alkylacni Cinidlo a vysledny produkt bylo obtizné separovat.
Pro optimalizaci syntézy a separace byla navrZzena metoda B. MnoZstvi 2-NO,BzBr bylo
snizeno na 1,1 ekv. a pouzitou bazi byl uhli€itan draselny (2 ekv.).

V rdmci N9-alkylace dochézelo ke vzniku pfedevsim N9, ale i N7 (minoritni podil)

izomeru. V pribéhu separaci byl uspésné ziskan pouze jeden N7 derivat od latky 2, ktery
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byl charakterizovan pomoci HPLC-MS. V dusledku malého mnozZstvi produktu vSak
nebylo mozné tuto latku dale charakterizovat a testovat. N7 derivaty v8ak predstavuji
zajimavou alternativu k N9 caged-CKs, protoze se u téchto latek také nepredpoklada
cytokininova aktivita. A jelikoZz doposud nebyly pfipraveny, neni znama jejich stabilita

ani podminky pro deprotekci.

4.2 Stabilitni studie

Pro mérfeni absorp&nich spekter vrozmezi 210-500 nm byly pouzity 10 uM roztoky
danych produktl (1, 3, 5) v 60% vodném EtOH. Z divodu obtizné rozpustnosti byla latka
2 nejprve rozpusténa v DMSO a poté v 60% EtOH (1 % DMSO). Spektra prvnich tFi
vzorkll obsahovala charakteristické absorpéni maximum v oblasti 270 nm (Graf 1).
Toto zjisténi bylo v souladu s jiz publikovanymi daty, ktera prfedpokladala silny absorpéni
pas kolem 275 nm (Herrmann, 2012). V pfipadé latky 2 doSlo k posunu absorpéniho

maxima do 305 nm (viz Pfiloha 1).
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Graf 1. Absorpcni spektrum latky 1.

Latky vybrané pro stabilitni studie (1 a 3) byly rozpustény v 60% EtOH (finalni
koncentrace 1 mM) a ozafovany vrozmezi 254-300 nm pomoci skenovaciho
spektrofotometru (20 skenu). TLC analyza pfipravenych latek a standardd v mobilni fazi
chloroform/MeOH (9:1) prokazala po ozafeni vznik volnych CKs (Rf — iP = 0,34,
BAP = 0,34) zcaged-CKs (Rf — 1 = 0,74, 3 = 0,68). Deprotekce vSak neprobihala
kvantitativngé, jelikoz kromé& minoritniho podilu aktivniho CKs byla pozorovana i vychozi
latka, coz je mozné pfisuzovat nedostate¢né intenzité svételného zdroje.

K odstranéni chranici skupiny byly pouZity i jiné zdroje UV zafeni — ruéni lampa
Camag (254 nm a 365 nm, 8 W) a lampa Blak-Ray B-100AP (UVP, 365 nm, 100 W).
Testované roztoky byly umistény na Petriho miskach ve vzdalenosti 1 cm od svételného
zdroje a ozafovany po dobu 1 h. PFi porovnani se standardy byl pozorovan vznik malého
mnozstvi aktivni latky pouze v pfipadé vzorku 3 ozafovaném svétlem o vinové délce
254 nm.
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4.3 Biologické aktivita

Pro in vivo testovani biologické aktivity caged-CKs a uspésnosti jejich fotolyzy byla
pouzita transgenni reportérova linie rostlin A. thaliana ARR5::GUS. Tato linie obsahuje
gen pro B-glukuronidasu (GUS), ktera je pod kontrolou cytokinin-inducibilniho promotoru
ARRS5. V pfitomnosti CKs dochazi k aktivaci exprese GUS v zavislosti na jejich
koncentraci. Pro histochemickou lokalizaci GUS exprese se vyuziva chromogenni
substrat X-Gluc, ktery po rozstépeni [B-glukuronidasou poskytuje modré zbarveni
(Stomp, 1992).

Pétidenni semenacky byly umistény po ¢tyfech do dvanéactijamkové desky
s pfipravenymi médii obsahujicimi testované latky (20 uM, 0,1 % DMSO) a byly
kultivovany 16 h pfi 24 °C. Po pfidani substratu X-Gluc byly rostliny inkubovany 20 minut
pod vakuem a poté 1 h za laboratorni teploty. Vizualizace exprese GUS v kofenové Casti
rostlin probihala pod mikroskopem pfi 20nasobném zvétSeni. Jako negativni kontrola
slouzilo MS médium s pfidavkem DMSO (finalni koncentrace 0,1 %), pozitivnimi
kontrolami byly roztoky iP a BAP v MS médiu (20 uM, 0,1 % DMSOQO). Pro porovnani
aktivity caged-CKs a volnych CKs byla polovina médii pfed kultivaci vystavena UV zafeni
(20 skend v rozsahu 254-300 nm) a druha polovina roztok( zUstala neozarena.

V pfipadé negativni kontroly bylo pozorovano modré zbarveni vtésné blizkosti
kofenové S$picky, v misté aktivniho déleni bunék, ve které dochazi k biosyntéze
endogennich CKs (Obr. 9a). U obou pozitivnich kontrol (iP, BAP) doSlo ke vzniku modré
barvy po celé délce kofene nezavisle na vystaveni UV zafeni.

Aplikace testovanych latek (1 a 3) vS8ak neposkytovala pfilis jasné vysledky. Modré
zbarveni celého kofene se v pfipadé vzorku 3 vyvinulo jak nasledkem pusobeni UV
sveétla, tak i bez jeho pfFitomnosti. Zjisténé vysledky nepotvrdily predpoklady
o N9-substituovanych derivatech, jelikoz by tyto latky nemély byt schopné interagovat
s CK receptory a stimulovat tak expresi B-glukuronidasy (Mik a kol., 2011). V dasledku
nedostatku Casu byl v8ak tento test proveden pouze jednou a pro ovéfeni tohoto
pozorovani je nezbytné experiment zopakovat.

V pfipadé rostlin kultivovanych v neozafeném médiu s obsahem latky 1 byla aktivita
B-glukuronidasy pozorovéana v oblasti aktivniho kofenového meristému a také nasledné
ve vodivém pletivu. Modré zbarveni se v8ak nenachazelo v prodluzovaci a diferenciacni
zo6né (Obr. 9b). Naopak u rostlin kultivovanych v médiu s pfidavkem ozafeného roztoku
latky 1 byla patrna exprese GUS v celém kofenu, coz svéd¢i o pfitomnosti aktivnich CKs
vzniklych odstépenim chranici skupiny. Stejného pozorovani bylo dosazeno u pozitivni
kontroly, pficemz vSechny tyto informace jsou v souladu s daty publikovanymi v ¢lanku
Hayashi a kol., 2012.
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Obr. 9. Vysledky histochemické lokalizace B-glukuronidasy v kofenech A. thaliana. —UV — neozafena
kultivaéni média, +UV — ozarena kultivacni média, NEG — negativni kontrola, a — zéna aktivniho déleni bunék,
b — prodluzovaci z6na, ¢ — cévni svazky.

Ziskané vysledky prfedevSim u latky 1 potvrzuji mozné vyuziti téchto sloucenin
pro studium biologickych procesu spojenych s metabolismem ¢&i signalizaci CKs. Aplikaci
dostatec¢né uzkého svételného svazku muze potencialné dochazet ke vzniku aktivnich
molekul pouze v konkrétnich burikach, v nichz Ize poté sledovat reakce na pFitomnost
dané latky. V ramci dalSiho vyzkumu je vSak nutné optimalizovat proces fotolyzy chranici
skupiny pouzitim vhodnéjSich svételnych zdroji s pozadovanymi vinovymi délkami
a pfiméfenou intenzitou zafeni. U biologického testovani (ARR5::GUS test) je tfeba
upravit podminky inkubace rostlin v médiu s testovanymi latkami a zaroven také nalézt

vhodny ¢asovy interval pro kultivaci semenacku v roztoku s chromogennim substratem.
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5 Zaver
V ramci této bakalarské prace byla zpracovana literarni reSerSe zaméfena na téma
cytokininy a fotolabilni chranici skupiny. V teoretické €asti byly shrnuty vlastnosti a funkce
téchto fytohormonu. Dale byl vypracovan prehled pouzivanych fotolabilnich chranicich
skupin s jejich aplikacemi v biologickych systémech. V experimentalni ¢asti byly
pfipraveny derivaty cytokininG s 2-nitrobenzylovou chranici skupinou v pozici N9, pfiCemz
u dvou z nich byla testovana jejich stabilita vi¢i UV zafeni. Biologicka aktivita vybranych
produktl byla dale zkoumana pomoci ARR5::GUS cytokininového testu.

Pfedpokladana konverze neaktivniho caged-cytokininu na aktivni molekulu po ozafeni
UV svétlem byla pozorovana pouze v pfipadé latky 1. Cytokininy aktivovana exprese
B-glukuronidasy byla lokalizovdna v meristematické zoné kofenové Spicky a dale
v cévnich svazcich. Po ozafeni doslo k zabarveni kofene po celé délce, véetné
prodluzovaci a diferenciaéni zony. U produktu 3 nebylo dosazeno dostate€ného rozdilu
mezi intenzitou zbarveni kofen( rostlin kultivovanych v ozafreném a neozareném médiu.

Pro zvySeni prikaznosti téchto vysledk(l je vS8ak nutné experimenty zopakovat
a zoptimalizovat proces fotolyzy a ARR5::GUS test. Kromé syntézy dalSich caged-
cytokininl a jejich derivatl se jako vhodna moznost jevi pouziti jinych fotolabilnich
chranicich skupin, které by danou biomolekulu uvolfiovaly rychleji, nebo by bylo mozné

navodit jejich fotolyzu pomoci zafeni s odliSnymi vinovymi délkami.
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7 Prilohy
7.1 Priloha 1 - Absorpéni spektra pripravenych latek
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Graf 2. Absorpcni spektrum latky 1 — absorpéni maximum pozorovano pfi 268 nm.
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Graf 3. Absorpé€ni spektrum latky 2 — absorpéni maximum pozorovano pfi 305 nm.
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Graf 4. Absorpéni spektrum latky 3 — absorpéni maximum pozorovano pfi 268 nm.
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Graf 5. Absorpéni spektrum latky 5 — absorpéni maximum pozorovano pfi 270 nm.
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