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1 Uvod

Cytokininy tvofi jednu ze skupin rostlinnych hormond. V rostlinném téle, spolu
s dal$imi skupinami fytohormont, hraji dulezitou roli regulatora rostlinnych procest,
mezi které naptiklad patii regulace bunécného déleni, apikalni dominance, oddaleni
senescence, fizeni opadu listi a mnoho dalsich (Mok et al., 2000). Nékteré patogenni
bakterie syntetizuji vlastni derivaty cytokinind, které potlacuji obranné funkce
U napadeného hostitele, a timto podporuji Sifeni infekce. Po chemické strance jsou
cytokininy derivaty adeninu, substituované na pozici N°® adeninového kruhu. Dle typu
postranniho fetézce rozliSujeme dvé zakladni skupiny cytokinini, a to isoprenoidni
a aromatického typu. Cytokininy se mohou nachéazet v nékolika formach. Biologicky
aktivni formu ptedstavuji volné baze, mezi méné biologicky aktivni formy patii jejich
ribosidy, ribotidy, O-glykosidy pak slouzi jako zasobni molekuly a N-glykosidy jsou
oznac¢ovany jako neaktivni formy (Mok et al., 2000).

Diky tomu, Ze svou pfitomnosti dokazi ovlivilovat a fidit rist a vyvoj rostlin,
si ziskaly velkou pozornost a jsou pfedmétem studia. Cytokininy, a obecné vSechny
fytohormony, se nachéazeji v rostlindich nebo nékterych bakteriich ve velmi malych
koncentracich. Z tohoto divodu je nutné mit citlivé metody pro jejich kvalitativni
a kvantitativni analyzu. Vyvoj téchto analytickych metod ptfedstavuje stézejni krok
studia fytohormont. V dne$ni dob& se pro jejich studium vyuZiva predevSim
vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) ve spojeni s UV-VIS detektorem
nebo hmotnostnim spektrometrem (HPLC-MS/MS; Tarkowski et al., 2009).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Rostlinné hormony

Vyvoj rostlin je ovliviiovan mnoha faktory, jak endogennimi, tak i plisobenim
nejriznéjsich podminek vnéjsiho prostfedi. Mezi endogenni faktory patii vyznamna
skupina organickych nizkomolekularnich latek - rostlinnych hormont - nazyvana také
jako fytohormony. Rostlinné hormony jsou piirozenou soucasti rostlin, tyto latky
si rostlina sama syntetizuje a jsou mezi rostlinami univerzalni. Jednotlivé hormony jsou
vytvafeny v riznych ¢astech rostliny riznymi buitkami a odtud jsou poté translokovany
do ostatnich ¢asti rostlinného téla, kde ve velmi malé koncentraci, ¢asto v koncentracich
10 az 10 mol.I*%, zptisobuji fyziologickou odpovéd’. Tato odpovéd’ je dana schopnosti
bun¢k signal zachytit specifickymi receptory a nasledné na néj reagovat. Celkova
odpovéd’ je vétSinou zavisla na kooperaci dvou ¢i vice fytohormond, jejich mnozstvim,
oblasti, kde v rostliné plsobi a na citlivosti na dany hormon. Tato troven citlivosti
je regulovana ontogeneticky. Kone¢na odpovéd’ miize mit povahu stimulace ¢i inhibice.
Podle funkce, ucinkt ¢i chemické povahy jsou fytohormony déleny do skupin (Taiz
a Zeiger, 2010; Nambara, 2013).

Nekteré chemické latky s podobnou stavbou, ¢asto derivaty, které nejsou v rostlinach
syntetizovany, dokézi simulovat a ovlivnit signdlni odpovéd’. Vysledkem mize byt
I zména metabolismu, biosyntézy ¢i degradace fytohormond nebo ovlivnéni
transportnich drah z mist syntézy do mist uc¢inku. Né&které latky pozménuji citlivost
receptoru na signal v jednotlivych pletivech, kde dany signal ptsobi (Taiz a Zeiger,
2010).

Efekty plisobeni téchto ristovych regulatorti jsou pleiotropni, coz znamena, Ze
povétsinou maji nékolik rlznych projevii a jsou ovlivnény dal§imi riznymi
podminkami, jako napiiklad jejich koncentraci, typem rustové latky, vyvojovym
stadiem rostliny nebo fyziologickym stavem bunék, pletiv ¢i organt, které na dany
specificky signél reaguji. Tyto zmény citlivosti jsou dileZitym prvkem regulace procesii
vyvoje v rostlin€. Zminéné efekty jsou dale ovlivnény i1 vnéjSimi faktory, naptiklad
intenzitou svételného zareni, teplotou, vlhkosti atd. Zakladni studium téchto latek
ajejich efektlh muze probihat dvéma zplsoby, a to bud sledovanim tUrovné urcitého
fytohormonu za ur¢itych podminek a stadia fyziologického vyvoje, nebo sledovanim

ucinki dodané ristové latky (Taiz a Zeiger, 2010; Nambara, 2013).



2.1.1 Auxiny

Auxiny jsou nejdéle znamou skupinou fytohormontl. Ndzev auxin pochdzi z feckého
slova auxd, coz v ptrekladu znamena ,,zvétSovat se*“ (Tromas a Perrot-Rechenmann,
2010). Auxiny poprvé popsal vroce 1926 Nizozemsky botanik F. Went. Produkce
auxina v rostlinach je klicovym faktorem pro jejich rist, reakce na okolni prostiedi
a hlavné pro vyvoj rostlinnych organti (napt. listi a kvétt; Taiz a Zeiger, 2010). Toto je
dosazeno diky velmi slozitému a dobfe koordinovanému systému aktivniho transportu
molekul auxinu z buiiky do buiiky po celém téle rostliny podle tzv. polarniho transportu
auxinu. Toznamend, ze rostlina jako celek muze reagovat navnéjsi podminky
a prizptisobit se jim bez nutnosti mit nervovy systém (Tromas a Perrot-Rechenmann,
2010). Auxiny obvykle jednaji ve shod¢ nebo v opozici s ostatnimi fytohormony —
naptiklad pomér auxinu a cytokininu v uréitych rostlinnych tkanich ovliviiuje zahajeni
auxinu patii regulace gravitropismu (orientace rdstu podzemnich a nadzemnich ¢asti
rostliny), fototropismu (ohyb rostlin za zdrojem svétla), stimulace/inhibice tvorby
postrannich kotentl, regulace apikalni dominance rostliny, podpora ristu a prodluzovani
stonku (lino, 2001; Strohm et al., 2013). Dale se také podili na udrzovani polarity
fytohormony patfici do této skupiny jsou kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina
indolyl-3-maselna (IBA) a kyselina 4-chlor-indolyl-3-octova (4-CI-1AA; Taiz a Zeiger,
2010; Tromas a Perrot-Rechenmann, 2010).
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Obr. 1 Strukturni vzorce auxini — IAA (A), IBA (B), 4-CI-IAA (C).



2.1.2 Cytokininy

Cytokininy byly poprvé objeveny v 50. letech 20. stoleti F. K. Skoogem na univerzité
ve Wisconsinu — Madison (USA) v kokosovém mléce. Prvni cytokinin s nazvem Kinetin
byl uspéSn¢ izolovan az vroce 1955. Po chemické strance se jedna
0 6-furfurylaminopurin (Miller et al., 1955). Od t¢ doby jiz bylo identifikovano vice nez
40 derivati cytokininl. VétSina piirozené se vyskytujicich cytokininli jsou
NO-substituované derivaty adeninu s isoprenoidnim nebo aromatickym postrannim
fetézcem, lisici se pfitomnosti dalSich funkénich skupin, dvojnych vazeb ¢i jejich pozici
(Mok et al., 2000). Svou roli hraji v $iroké skale biologickych procest v rostlinach, jako
jsou napiiklad stimulace bunééného déleni, fizeni opadavani listd, kontrola apikalni
dominance, diferenciace chloroplastl, indukce exprese gent fotosyntézy ¢&i regulace

tolerance ke stresu (sucho, vysoka teplota, vysoka salinita atd.; Taiz a Zeiger, 2010).

Obr. 2 Strukturni vzorec t-zeatinu (tZ).



2.1.3 Gibereliny

Gibereliny byly objeveny v pribéhu 30. let 20. stoleti v Japonsku skupinou védcu
vedenych E. Kurosawou pfi studiu choroby ryze, kterd byla zplGsobena houbou
Gibberella fujikuroi. Tato houba vylucuje kyselinu giberelovou, ktera byla poprvé
uspésné izolovana v 50. letech 20. stoleti (Taiz a Zeiger, 2010). V dnesni dobé je znamo
vice nez 130 sloucenin patticich do této skupiny (Stirk et al., 2013). Po chemické
strance jsou gibereliny diterpenoidy slozené ze ¢ty isoprenoidnich jednotek, kdy kazda
obsahuje 5 uhlikovych atomi. Mezi hlavni u¢inky giberelinti patii stimulace kveteni,

kli¢eni semene, prodluzovani stonku a zvétSovani listu (Harberd et al., 1998).

Obr. 3 Strukturni vzorec giberelinu A1 (GA1).



2.1.4 Ethylen

Ethylen je jedinym plynnym fytohormonem, ktery je produkovan vSemi rostlinnymi
¢astmi, ale pouze nékteré z nich ho produkuji ve velkém mnozstvi. Ethylen je také
tvotfen jako odpovéd’ na stresové podminky rostliny pii poranéni ¢i ndkaze patogenem.
Svymi Géinky podporuje zrani plodu, ovliviiuje opad listli, stimuluje tloustnuti stonku
a kotenti, inhibuje rust do délky nebo vyvolava tvorbu adventivnich kotent (Lin et al.,

2009; Taiz a Zeiger, 2010).

Obr. 4 Strukturni vzorec ethylenu.



2.1.5 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova je na rozdil od ostatnich fytohormont samostatnou strukturou. Byla
puvodné nazyvana ,,abscisin 11, protoze se zprvu piedpokladalo, Zze hraje vyznamnou
roli pii dormanci pupent. Kyselina abscisova (ABA) byla poprvé identifikovéana v roce
1963 F. Addicottem a jeho spolupracovniky (Taiz a Zeiger, 2010). Jedna
se 0 seskviterpen s 15 uhlikovymi atomy a cyklickou ¢asti v molekule, vyskytujici se
ve vicero izomerech, z kterych je ale pouze aktivni (S)-ABA. V rostlindch hraje
dilezitou roli, a to tim, ze snizuje citlivost na nedostatek vody a reguluje otevirani
a zavirani pruduchti. V uréitém obdobi vyvoje rostliny, napiiklad pii zrani semene,
je potieba vyrazné snizit obsah vody v bunikach. Jeji vysoka koncentrace také brani
pfedcasnému vykli€eni semene, stimuluje rlst laterdlnich kofend a dormanci pupenti

(Hetherington a Quatrano, 1991).

Obr. 5 Strukturni vzorec kyseliny abscisové.



2.1.6 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy jsou Sestou objevenou skupinou fytohormont. Prvni byl v roce 1979
izolovan fytohormon brassinolid z pylu fepky olejky (Brassica napus), a odtud tedy
pochézi nazev pro celou skupinu, kterd dnes obsahuje ptfes 70 druhti brassinosteroida
(Bajguz a Hayat, 2009; Taiz a Zeiger, 2010). Tyto fytohormony se steroidni strukturou
pusobi synergicky s nékterymi ostatnimi hormony, jako napiiklad s auxiny nebo
gibereliny. Brassinosteroidy stimuluji déleni a objemovy rust bunék, indukuji kveteni,
podporuji kliceni semene. Jejich dalsi funkci je ochrana rostliny pted stresovymi faktory

z vngjsiho prostiedi (Bajguz a Tretyn, 2003).

Obr. 6 Strukturni vzorec brassinolidu.



2.1.7 Strigolaktony

Skupina fytohormoni byla poprvé popsana v 60. letech 20. stoleti (Taiz a Zeiger, 2010).
Svou strukturou to jsou terpenoidni latky odvozené od karotenoidi. Dodnes bylo
popsano 15 zastupci této skupiny (Xie a Yoneyama, 2010). Strigolaktony jsou
syntetizovany v kofenech rostlin a odkud se rozvadéji do zbytku téla. Stimuluji rast
parazitickych rostlin, jejich signal aktivuje vétveni a proristani mykorhiznich hub, coz
ma za nasledek vznik symbidzy mezi houbou a rostlinou. Tento symbioticky vztah mezi
rostlinami a houbami se nazyva mykorrhiza a piinasi své vyhody pro ob¢ strany.
Mykorrhizni houba vyménou za své mineralni latky ptijima fixovany uhlik z hostitele.
Na rozdil od ostatnich fytohormont je role strigolaktont velmi specificka (Ruyter-Spica

etal., 2013).

Obr. 7 Obecny strukturni vzorec strigolaktonu.



2.1.8 Jasmonaty

Jasmonaty jsou malou skupinou fytohormonti odvozenych od kyseliny linolové. Prvni
identifikovany fytohormon pochazel z oleje ptipraveného z jasminu obecného. Kyselina
jasmonova ajeji derivaty jsou obecné nazyvany jasmondty a jsou produkovany
v nékterych castech rostlinného téla. Odtud jsou poté transportovany floémem
do ostatnich ¢asti, kde aktivuji genovou expresi tim, ze se pfipoji k promotorim. Dale
ovlivituji dozravani plodua (spolu s ethylenem), inhibuji rist kofent, fidi vyvoj
a otevirani kvéta a stimuluji v nich sekreci nektaru. V neposledni fadé také podporuji
vznik obrannych latek proti patogeniim, a to tim, ze aktivuji expresi gent, které koduji
rizné obranné mechanismy proti tomuto poskozeni (Devoto et al., 2005; Taiz a Zeiger,

2010).

CH,

O =

Obr. 8 Strukturni vzorec kyseliny jasmonové.
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2.1.9 Polyaminy

Polyaminy jsou skupina alifatickych amint s nerozvétvenym fetézcem, které vznikaji
biosyntézou zaminokyselin. Tato skupina latek nepatii mezi fytohormony, ale
predstavuji skupinu latek s regulacni aktivitou. Jejich hlavni funkci je regulace ristu,
oddéleni senescence a jsou soucasti procesti, které chrani rostliny ptfed stresem.
Polyaminy maji antioxida¢ni ucinky, schopnost neutralizovat kyselé slouceniny
a stabilizuji buné¢né membrany. Patfi zde naptiklad spermidin, spermin, putrescin
a kavaderin (Zhao a Yang, 2008).

NH,
HNT > N

Obr. 9 Strukturni vzorec putrescinu.
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2.2 Cytokininy

Cytokininy patii do skupiny rostlinnych hormont, které jsou nezbytné pro mnoho
vyvojovych pochodii. Cytokininy ovliviiuji bunécné déleni, apikdlni dominanci,
senescenci nebo zvysuji toleranci ke stresovym podminkam (Mok et al., 2000).

Pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou derivaty adeninu s postrannim fetézcem
napojenym na pozici N® aromatického kruhu. Dle povahy postranniho fetézce
cytokininy rozliSujeme na isoprenoidni a aromatické. Jednotlivé derivaty se lisi
pritomnosti rtiznych funkc¢nich skupin nejen na postrannim fetézci, ale 1 na purinovém
jadte (Mok et al., 2000). Cytokininy s aromatickym postrannim fetézcem nejsou
Vv ptirod¢ ptili§ bézné, vyskytuji se pouze v nekolika rostlinnych druzich (Strnad, 1997).
Isoprenoidni cytokininy se déli na dvé podskupiny, a to cytokininy odvozené
od isopentenyladeninu  (iP) a cytokininy zeatinového typu, které obsahuji
hydroxylovany isopentenyl. Cytokininy zeatinového typu se dale déli na trans a cis
Vv zévislosti na tom, kterd ze dvou metylovych skupin je na postrannim fetézci
hydroxylovana. Aktivita trans-zeatinu je daleko vét$i neZz aktivita cis-zeatinu.
Cytokininy se v aktivni formé vyskytuji ve formé bazi, v méné aktivni jako ribosidy
¢i ribotidy (Kakimoto, 2003).

12



Tab. 1 Zakladni skelet molekuly cytokininu, strukturni vzorce a zkratky vybranych cytokinint

(ptevzato z Tarkowski, 2011).
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2.2.1 Biosyntéza cytokinint

Zvysené hladiny cytokinind nalezneme pievazné v mladych délicich pletivech,
naptiklad ve vrcholech stonkli, mladych listech nebo v kofenovych Spickach
(Emery et al., 2000). Hladina cytokinini v daném misté (pletivu, ¢i bunce) je
regulovana biosyntézou, konjugaci, interkonverzi, degradaci a transportem.

Biosyntéza cytokinini odvozenych od isopentenyladeninu zacind pfenosem
isoprenoidni ¢asti na adenin pomoci enzymu isopentenyltransferasy (IPT, EC 2.5.1.27;
Takei et al., 2001). Donorem isoprenoidniho postranniho fetézce jsou dimethylallyl
difosfat (DMAPP) a 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfat (HMBDP; Krall et al.,
2002; Sakakibara et al., 2005). V piipadé ptipojeni preferovanéjsi DMAPP a formaci
cytokininu odvozenych od isopentenyladeninu mulze byt postranni fetézec dale
hydroxylovan pomoci cytochromu P450 monooxygenasy (Takei et al., 2004).
Cytokininové nukleotidy jsou poté hydrolyzovany za vzniku volnych bazi.

Biosyntéza cytokinini zeatinového typu je moznd pomoci dvou raznych
metabolickych drah, ato bud isopentenyladenin-dependentni drahou, kde je prvné
produkovan isopentenyladenin nukleotid a poté je hydroxylovan za Gcasti cytochromu
P450 monooxygenasy (Astot, et al., 2000). Druhou moznosti  je
isopentenyladenin-independentni draha, kde jsou cytokininy trans-zeatinového typu
produkovany piimo pienosem hydroxylovaného postranniho ftetézce z prekurzoru
HMBDP na adeninovy kruh (Sakakibara et al., 2005). V rostlinach jsou ptitomny dvé
dréhy pro produkci isoprenoidnich fetézci, které jsou soucasti prekurzorti obou drah.
Prvni je mevalonatova draha, lokalizovana v cytosolu a mitochondriich, ktera produkuje
prekurzory pro biosyntézu sterold, nekterych seskviterpenti a postranniho fetézce
ubichinonu. Druhou je methylerytritol fosfatova draha, lokalizovana v plastidech, ktera
je zodpovédna zaprodukci monoterpend, nékterych seskviterpend, diterpent,
karotenoidl a postrannich fetézct pro chlorofyl a plastochinon (Lange et al., 2000;
Laule et al.; 2003). Mevalonatova draha zac¢ina kondenzaci tfi molekul acetyl-CoA
a postupnou redukci na mevalonat, ktery je poté dvakrat fosforylovan za vzniku
mevalonat-5-difosfatu. Poté nésleduje dal§i fosforylace, dekarboxylace a nakonec
izomerace na DMAPP. Methylerytriol fosfatova draha zacind kondenzaci pyruvatu
a glyceraldehydu-3-fosfat za vzniku slouceniny 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat, ze které
nasledné¢ vznikd methyleritriol fosfit. V dalsim kroku dochdzi ke spojeni

s cytidylfosfatem, nasleduje fosforylace a cyklizace. Vznikly HMBDP muize byt déle
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redukovan na isopentenyl difosfat a DMAPP (Lange et al., 2000; Sakakibara et al.,
2005).

MEV DRAHA
o OH OH

/[k R MOH MOPP
SCoA HO,C HO,C
ACetyI‘COA MVA \ )\/\OPP

Mevalonat difosfat

DMAPP

o MEP DRAHA N

/U\ 7 HO / OPP
AN e g St P o N IPP
Pyruvat N oP oP OPP
OH OH OH OH
OHC
oP DXP MEP HMBDP
OH

D-glyceraldehyd-3-fosfat

Obr. 11 Schéma mevalonatové a methylerytriol fosfatové drahy pro biosyntézu isoprenoidniho
fetézce (prevzato z Kakimoto, 2003).

DMAPP — dimethylallyl difosfat; DXP — 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat; HMBDP —
4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfat;, MEP — methylerythritol fosfat;, MVA -
mevalonatova kyselina; IPP — isopentenyldifosfat

Cytokininy jsou de novo syntetizovany jako latky neaktivni a jsou skladovany
ve form¢ nukleotidu, mono-, di- nebo trifosfati. Aktivace a posledni krok biosyntézy
cytokininti je tedy hydrolytické $t€peni in vivo pomoci enzymu fosforibohydrolasy, také
nazyvan¢ho jako ,LOG®, ktery byl nalezen vryzi a vgenomu Arabidopsis
(Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al., 2009). LOG enzym je zodpovédny za §tépeni
ribosa-5"-monofosfatu z nukleotidu cytokininu, coz ma za nasledek vytvofeni
biologicky aktivni cytokininové baze v jednom kroku. Substraty pro LOG enzym jsou
také di- nebo trifosfaty a vSechny typy isoprenoidnich adenosin-5"-monofosfati

(Kurakawa et al., 2007).
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Obr. 12 Schéma metabolismu cytokinini (ptevzato z Frébort et al., 2011).

IPT — isopentenyltransferasa; CYP450 — cytochrom P450 monooxygenasa; LOG — cytokinin
fosforibohydrolasa (,,Lonely guy*); N-GT — cytokinin N-glukosyltransferasa; BGLU -
B-glukosidasa; CKX — cytokinindehydrogenasa; ZOGT — zeatin-O-glukosyltransferasa; ZI —
zeatinisomerasa; ZR — zeatinreduktasa; LAS — synthasa kyseliny lupinové
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2.2.2 Inaktivace a degradace cytokinini

Molekula cytokininu mize byt inaktivovana konjugaci s cukernym zbytkem v reakci
katalyzované enzymem UDP-glykosyltransferasou (UGT, EC 2.4.1.X). V tomto
procesu je uridin difosfat (UDP) donorem molekuly cukru pro konjugaci s molekulou
cytokininu. Konjugace mize probéhnout na O- nebo N- pozici cytokininu. N-glykosidy
jsou ireverzibilni formou, ale O-glykosidy mohou byt reverzibilné¢ deglykosidovany
zpét na aktivni molekulu cytokininu pomoci enzymu B-glukosidasy (EC 3.2.1.21;
Brzobohaty et al., 1993; Hou et al., 2004). Glukosidované cytokininy jsou zasobnimi
formami, které jsou rezistentni v0¢i pusobeni degradacniho  enzymu
cytokinindehydrogenasy (CKX). Glykosilace umoziuje rostlin¢ udrzovat idealni obsah
cytokinini v jednotlivych organech a fazich svého vyvoje (Mok et al., 2005). Dalsi
moznosti, jak kontrolovat hladinu cytokinini v rostlinnych tkanich, je jejich
ireversibilni degradace. Tato degradace je Kkatalyzovana enzymem cytokinin
dehydrogenasou (CKX; EC 1.5.99.12), nalezici do skupiny oxidoreduktas, obsahujici
molekulu FAD. Pii této reakci dochazi k oxidativnimu §tépeni na N® postrannim fetézci
za vzniku adeninu, nebo jeho derivatu, a aldehydu z postranniho fetézce (Frébort et al.,

2011).

CHs CHy
HN/\)\CH3 NMCHg, NH,
Ve T EX» NN N\ H—20> N XN Ox CHz
t o~ \> FAD/FADH’ m P > t . \> + \/Y
N N N + N : CH,
Isopentenyladenin Imin Adenin 3-Methyl-2-butenal

Obr. 13 Schéma degradace isopentenyladeninu katalyzovanou za pfitomnosti enzymu
cytokininindehydrogenasy (CKX).
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2.2.3 Cytokininy jako signalni molekuly

Cytokininovy signal je pfendaSen do jadra dvoukrokovym signalnim systémem
oznaC¢ovanym jako histidyl-aspartyl (His-Asp) signalni kaskada. Prvni krok v signalni
kaskadée je percepce molekuly cytokininu pomoci senzoru hystidinkinasového receptoru
(HK). Hystidinkinasovy receptor se sklddd z CHASE domény, jedné vysilaci a dvou
pfijimacich domén. Pfipojeni cytokininové molekuly na CHASE doménu ma
zanasledek konforma¢ni zmény doprovazené autofosforylaci vysilaci a pfijimaci
domény. Dalsim krokem je pienos signalu z receptoru na regulatory odezvy (RR) typu
B, ktery je zprostiedkovan histidinfosfotransferovymi proteiny (HPS). Existuji dva typy
regulatorti odezvy, typ-A a typ-B, které se lisi svou strukturou a funkci. Pfenos fosfatu
na RR typ B vede k aktivaci exprese genti primarni cytokininové odpovédi. Zaroven
dochdzi k expresi RR typ A, které negativné reguluji cytokininovou signalni drahu.
Dochazi ke genové expresi a odezvé na cytokininovy signal (Imamura et al., 1999,

Hwang a Sakakibara, 2006).

Cytokininova

Plasmatickda membrana (?) Jaderna membréana odpovéd'
Cytokinin— - )
ytokini ) @ ‘-) ® ) @ k//@l’ Cytokininova
CHASE AHP1 ARR1 | ) ARR3 odpovéd’
ﬁﬂg AHP2 ARRZ “TypaARR  ARR4
s AHP3 ARR10  transkripce ARR5S
CRE ARR11 ARR6
Cytokininové AHPs ARRs - typ B
receptory

Obr. 14 Model cytokininové signalni drahy v husenic¢ku (pievzato z Kieber a Schaller, 2010).
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2.2.4 Interakce s dal§imi fytohormony

Vyvojové procesy jsou regulovany i dalSimi fytohormony nez jen cytokininy,
a to hlavné ethylenem (Razicka et al., 2007, 2009) a auxinem (Galuszka et al., 2008;
Pernisova et al., 2009, 2011). K interakci mize dochazet na nékolika urovnich — Groven
metabolismu, pfenosu signalu, transportu, genové exprese nebo také na urovni stability
proteinti. (Pernisova et al., 2011). Cytokininy jsou pozitivnimi regulatory biosyntézy
auxinu, ale auxiny jsou negativnimi regulatory biosyntézy cytokininu, coz bylo

prokazano u métfeni koncentrace u huseni¢ku (Jones et al., 2010).
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2.3 2-Methyl-thio cytokininy

2-Methyl-thio cytokininy (2MeS CK) tvoii skupinu derivati substituovanych na uhliku
v poloze 2 adeninového kruhu. Tyto derivaty byly objeveny u nékterych bakterii
arostlin (Tarkowski, 2011). Ne&které znich se nachazeji v tRNA. Jsou tedy
pravdépodobné dulezité v prubehu translace pro stabilizaci interakci mezi mRNA
atRNA. Po chemické strance jsou tyto derivaty hydrofobnéjsi a Vv rostlinach se

vyskytuji v nizSich koncentracich nez klasické cytokininy (Tarkowski et al., 2010).

Tab. 2 Zakladni skelet molekuly 2MeS cytokininu, strukturni vzorce a zkratky vybranych 2MeS
cytokininu (pfevzato z Tarkowski et al., 2010)

HN—R;
6
1NZ"
/L > 8
HsC—S
Rz
R: R> Nazev cytokininu Zkratka
CHB .. . .
/:< H 2-methylthio-isopentenyladenin 2MeSiP
—H,C CH, R 2-methylthio-isopentenyladenin ribosid 2MeSiPR
H,C—OH _ :
__ H 2-methylthio-trans-zeatin 2MeStZ
—H,C CH, R 2-methylthio-trans-zeatin ribosid 2MeStZR
CH, o :
_ H 2-methylthio-cis-zeatin 2MeScZ
R 2-methylthio-cis-zeatin ribosid 2MeScZR

—H,C  H,C—OH

R: B-D-ribosa
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2.3.1 Biosyntéza 2MeS cytokinini

V soucasné dob¢ je zndmy proces biosyntézy 2MeS CK pouze u nekterych bakterii
(napiiklad Salmonella typhimurium; Mathevon et al., 2007). U rostlin jsou znalosti
biosyntézy téchto derivatl zatim velmi omezené.

Prvnim krokem v biosyntéze téchto derivati v tRNA je vytvofeni i°A37, ktery je
katalyzovan enzymem tRNA(i°A37) synthasou. Isopentenylova skupina, pochézejici
Z metabolismu mevalonatové kyseliny (DMMAP), je poté pienesena isopentenyl
transferasou z iP na pozici 37 adeninu (A37) VtRNA, kde v dalsim kroku probiha
pfipojeni thio skupiny pochézejici z cysteinu a methylové skupiny pochdzejici
z adenosilmethioninu. Tento krok je katalyzovan za pfitomnosti enzymu MiaB a je
zavisly na ptitomnosti Zeleza, cysteinu a S-adenosylmethioninu (SAM; Gefter, 1969).
Poté miiZze v poslednim kroku nastat hydroxyla¢ni reakce katalyzovand enzymem MiaE,

ktera je zavisla na pfitomnosti kysliku (Buck a Ames, 1984).

CH;, CH; CH;

AZ* /\24('113()11

]\)\ DMAPP f f o f f\
4 4

) MiaA < ) MiaB (Fe- S) < )\ Ml E )\

SCH; SCH;

tRNA - Ay tRNA - i°A5; {RNA - ms’i®A3; {RNA - msZio®As;
Obr. 15 Biosynteticka draha pro 2MeSiP v tRNA (Salmonella typhimurium; Mathevon
et al., 2007).

DMAPP — dimethylally difosfat; PPi - difosfat; SAM — S-adenosylmethionin

21



2.4 Rhodococcus

eey

Rhodococcus je rod aerobnich, nepohyblivych, grampozitivnich bakterii zijicich
v riznych podminkéch, nejcastéji v pidé a vodé nebo jako patogeny v eukaryotickych
bunkach (McLeod et al., 2006). Pievazna vétSina bakterii zrodu Rhodococcus
je neskodnych nebo prospésnych, ale patii zde i druhy, které jsou patogenni. Kultury
maji rizné zbarveni, bézné se vyskytuji v podobé kokt, z kterych mohou pirechazet
pomoci morfologickych zmén na tyCinky a poté na filamenta, ktera se vétvi, dochazi
k jejich rozpadu a opakovani celého zivotniho cyklu. V roce 2006 doslo k uspésné
sekvenaci genomu Rhodococcus sp. RHAL, kde bylo zjisténo, Ze obsahuje jeden
z nejveétsich genomtt u domény bakterii. Tento genom obsahuje 9 702 737 part bazi
usporddanych do Ctyf linedrnich replikonti — jednoho chromozomu a t¥i plasmidi

pRHL1, pRHL2 a pRHL3. Obsah G-C je 67 % (McLeod et al., 2006).

Tab. 3 Zatazeni rodu Rhodococcus do systému (ncbi.nlm.nih.gov — Taxonomy browser).

Doména Bacteria
Kmen Actinobacteria
Trida Actinobacteria

Podtiida Actinobateridae

Rad Actinomycetales

Podrad Corynebacterineae

Celed’ Nocardiaceae
Rod Rhodococcus

Rod Rhodococcus je zajimavy a dilezity hlavné kvuli svému metabolismu. Bakterie
totiz obsahuji rozsahly enzymaticky aparat a v plazmatické membrané kyselinu
mykolovou, coz ma za nasledek schopnost piijimat hydrofobni latky, katabolizovat
Sirokou Skélu organickych sloucenin a produkovat z nich uZite¢né produkty. Piikladem
muze byt schopnost metabolizovat Skodlivé chemické slouceniny pfitomné v zivotnim
prostiedi, jako jsou naftalen, toluen a PCB, na latky pro zivotni prostfedi neSkodné.
Diky svému metabolismu jsou dulezité 1V primyslovém vyuziti, a to z divodu
produkce kyseliny akrylové, akrylamidu, bioaktivnich steroidd nebo desulfurizace
fosilnich paliv (McLeod et al., 2006). Zajimavé je také vyuziti metabolitu indenu, ktery
je pouzivan k vyrob¢ 1€ku indinaviru, ktery slouzi jako proteasovy inhibitor pii 1é¢bé

HIV (Treadway et al., 1999).
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2.4.1 Rhodococcus fascians

Rhodococcus fascians je zastupce rodu Rhodococcus, ktery je patogenni
pro jednodélozné 1 dvoudélozné rostliny. Bakterie tvofi nepohyblivé oranzové zbarvené
kolonie rizné délky a zakiiveni. Napadeni rostliny se vyznacuje tvorbou nadoru
na listech (,,leafy galls®) a ristu vyhonkl v misté infekce, coz je zptisobeno zadsahem
do apikalni dominance. Dal$imi pfiznaky napadeni je inhibice ristu kofene, zpomaleni
ristu nadzemni casti rostliny, opad a deformace listi (Crespi et al., 1992).
U jednodéloznych rostlin dochazi K ristu nadord podobajicich se kvétu kvétaku (Miller
et al., 1980).

Obr. 16 Nador zpusobeny Rhodococcus fascians na listu krasnoocka (Coreopsis; Putnam
a Miller, 2007).
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Rhodococcus fascians napada velké mnozstvi rGznych hostitelti, mezi které patii
kromé& okrasnych rostlin i nékteré hospodarsky vyznamné rostliny, napiiklad rostliny
tabdku, a proto je zodpovédny za velké hospodarské Skody, které kazdorocné zphsobi
(Depuydt et al., 2008). Podobné jako Agrobacterium nezabiji Rhodococcus svého
hostitele, ale indukuje u ngj proliferaci tkdni. Bakterie mize byt usmrcena pii 1écbé
pomoci antibiotik (Vereecke et al., 2000).

Patogenita spoc¢iva v pfitomnosti linearniho plasmidu u kmene D188 (Francis et al.,
2012). Prvni krok interakce je zatim neznamy, jelikoz Rhodococcus patii mezi
nepohyblivé ptidni bakterie a neni tedy znamo, jak se dostane na hostitele. Jakmile se
ale na n¢&j dostane, tak neni potieba k infikaci poranéni rostliny. Rhodococcus fascians
je dobie adaptovany epifyt a vytvari na pokoZce rostliny biofilm, aniz by se zahgjila
infekce (Cornelis et al., 2001). Odpovéd’ rostliny na tvofeni biofilmu ma za nasledek
modifikaci jejiho primarniho metabolismu, coz je signalem pro bakterii Rhodococus
fascians k zahajeni patogenického zivotniho cyklu. (Depuydt et al., 2009a). Pod
epifytnimi koloniemi dochazi k penetraci bakterie do rostlinnych tkani (Cornelis et al.,
2001). K posunu od epitofytni faze k endofytni je potieba funkéniho att operonu, ktery
kéduje produkei autoregulacnich signall, které kontroluji expresi penetrace a dalSich
virulentnich gend (Maes et al., 2001; Stes et al., 2013). Poté nasleduje exprese fas
operonu a syntéza smési 6 cytokinini (2-iP, cisZeatin, transZeatin a jejich
2-methyl-thio- derivatt), které ovlivituji dalsi vyvoj rostliny (Pertry et al., 2009, 2010).
Sekrece cytokinind do rostlinnych tkani vede k aktivaci signalni kaskady, coz ma
za nasledek aktivaci dormantnich meristémi a znovuzahdjeni déleni bunék v cortexu.
Poté dochazi kristu délivych meristtmt (Depuydt et al.,, 2008, 2009a,b).
Prostfednictvim svych cytokinini Rhodococcus fascians vyuziva napadenou rostlinu
K syntéze auxint a putrescinu, a to ma za nasledek zesileni a podporu vyvoje infekénich

piiznaku (Stes et al., 2011, 2012).
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Obr. 17 Model produkce smési cytokinini prostiednictvim Fas operonu (pievzato z Pertry
et al., 2010).

2.4.2 Vyuziti bakterie Rhodococcus fascians

I kdyZ je Rhodococcus fascians bran jako patogenni bakterie, tak nékteré jeho geneticky
upraven¢ kmeny mohou slouzit pro komeréni vyuziti. Piikladem je pouziti
nepatogenniho kmene pro péstovani rostlin, kdy dojde k inokulovani seminek, coz ma
za nasledek, ze rostlina pro sviij rast spotiebuje poloviéni mnozstvi slouc¢enin dusiku
zpudy pfizachovani stejného vynosu. Dale zvySena produkce cytokininu vede
ke zvétSeni listd, zvySeni aktivity u fotosyntetickych aparatt, oddaleni senescence
a narust v produkci biomasy (Carrillo et al., 2010). Své vyuziti ma i v dalSich odvétvich
pramyslu. Dals$i mozné pouziti Rhodococcus fascians, o kterém se uvazuje, je
regenerace a podpora rustu kofeni ¢i listi u napadené rostliny nebo pouziti
pro vylepseni transferového procesu u Agrobacterium tumefaciens (Tarkowski
a Vereecke, 2014).
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2.5 Metody studia cytokininii

Cytokininy a obecné fytohormony hraji dulezitou roli ve vyvoji a rastu rostliny
anckteré 1 pfi interakcich patogennich bakterii s rostlinami. Pro porozuméni jejich
funkci, biosyntézy ¢i regulacnich drah na vnitini nebo vnéjsi signaly je nutné mit
metody kvalitativni a kvantitativni analyzy (Liu et al., 2010).

Rostlinnd pletiva, bakteridlni buniky nebo kolonie tvofi komplikovanou smeés
nejruznéjSich nizkomolekularnich a vysokomolekularnich latek. Fytohormony
se vyskytuji v této smesi ve velmi nizkych koncentracich, casto v fadech pikomola nebo
femtomold na jeden gram Cerstvé hmoty (Novak et al., 2003). Kromé¢ téchto latek se ale
ve smési vyskytuji 1 slouceniny, které maji podobné chemicko-fyzikalni vlastnosti nebo
strukturu, coz znesnadiiuje celkovou analyzu (Tarkowski, 2011).

Cytokininy maji riznorodou strukturu a fyzikalné-chemické vlastnosti. Pravé téchto
vlastnosti miZeme vyuzit pfi jejich studiu a vyvoji analytickych metod. Cytokininy
se vyskytuji v riznych formach, at’ uz jako nukleotidy, nukleosidy, voln¢ baze ¢i jako
glukosilované molekuly. Nukleotidy jsou polarni slouceniny, nukleosidy a volné baze
jsou hydrofobni molekuly. Derivaty 2MeS-derivati pfedstavuji velmi hydrofobni
skupinu latek. Diky dvojné vazbé na postrannim fetézci adeninového kruhu
se cytokininy nachazeji i ve formé trans a cis izomertu. Tyto izomery je nutné
pii analyze od sebe oddélit, protoZze kazdy z nich ma odliSnou biologickou aktivitu
(Galuszka et al., 2008). Ptiprava vzorku je klicovym krokem pfi analyze fytohormont.
Postupy pouzivané pii extrakci a purifikaci cytokininl patii mezi kritické casti celého

analytického procesu (Tarkowski et al., 2009).

2.5.1 Extrakce

Biologicky material by mél byt ithned po odebrani vhodné zpracovan a hluboce
zamrazen, aby nedochazelo k jeho degradaci a snizeni obsahu analyta. K homogenizaci
materidlu se nejcastéji vyuzivd rozdrceni v tfeci misce za pouziti tekutého dusiku
(Tarkowski et al., 2009). Po homogenizaci nasleduje pfevedeni analytu z biologické
matrice do roztoku pomoci extrakéniho cinidla. Jako nejbéZnéjSi extrakéni Cinidla
se pouzivaji methanol, ethanol ¢i Bielského extrakéni roztok a jeho modifikace, ktera

neobsahuje chloroform (Bielski, 1964; Hoyerova et al., 2006). Pti extrakci je také nutné
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zabranit degradaci analytu, kterou mohou zpUsobit pfitomné enzymy a nevhodné

svételné nebo teplotni podminky (Tarkowski, 2004).

2.5.2 Extrakce na pevné fazi (SPE)

Extrakce na pevné vrstvé neboli solid-phase extraction (SPE) je jedna z dostupnych
technik, ktera je Siroce vyuzivéna pro purifikaci, extrakci a izolaci mnoha sloucenin.
Hlavni vyhodou této metody je vysokd navratnost pfi pouziti vhodného sorbentu
a operacniho protokolu i v pfipadech, kde jiné tradiéni extrakéni techniky selzou
(Tarkowski et al., 2009). Pro prekoncentraci cytokinint se obvykle pouziva nepolarni
DEAE-celulosy nebo DEAE-Sephacel kolon a nasledném pouziti C18 kolony (Tucker
a Roberts, 2000).

Rychlé¢ a ucinné separace cytokininii bylo také dosazeno pomoci SPE kolony
obsahujici smésny sorbent s vlastnostmireverzni faze aiontoménice (Dobrev
a Kaminek, 2002). Po pouziti C18 kolony jako prekoncentraéniho nastroje miize
nasledovat ptecisténi vzorku pomoci SPE se sorbentem s vlastnostmi katexu (MCX).
Pii této aplikaci MCX sorbentu se podafilo odstranit v porovnanim s DEAD-Sephadex
nebo C18 SPE kontaminanty absorbujicich pti UV svétle, coz ve vysledku vede k vétsi
navratnosti metody (Hoyerova et al., 2006)

Pro dalSi separaci cytokininovych nukleotidii od béazi a cukernych konjugati
se vyuziva sorbentu s vlastnostmi anexu jako dalsiho kroku pti SPE (Takei et al., 2003).
Mezi dalS$i moZnosti prekoncentrace a purifikace nukleotidli je pouZziti dvoukrokové

metody s vyuzitim Oasis HLB a MAX kolon (Ge et al., 2006).
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2.5.3 PMME

Polymerni mikroextrakce monolitem (PMME = polymer monolite microextraction)
je druh mikroextrakce na pevné fazi (SPME = solid phase microextracion). SPME
je prakticky miniaturizovana SPE poskytujici vysokou citlivost, jednoduchost
a moznost snadné automatizace pii pouziti malého objemu rozpoustédel a vzorku (Xu
etal., 2010). V posledni dobé si ziskaly velkou pozornost sorbenty zaloZzené na bazi
polymeru. Diky riznému sloZzeni téchto polymernich sorbenti a jejich
fyzikalng-chemickych vlastnosti se nabizi §iroky okruh vyuziti (Svec, 2010).

Materialy, které se pouzivaji pro vyrobu sorbenttli, 1ze rozdélit do dvou skupin —
sorbenty zaloZené na bazi organickych polymert (organic polymer based) nebo na bézi
oxidu kiemicitého (silica based; Xu et al., 2010). Vyhodou organickych sorbentl je
jejich polymerace v jednom kroku, pfizpusobitelnost k prostoru a moznost pfipojeni
vlastnich funkénich skupin pro specifické potieby (Buchmeiser, 2007). Organické
polymerni monolity jsou obecné vysoce biokompatibilni a stabilni pfi rizném pH, coz
dovoluje jejich pouziti pro biologické vzorky. Nicméné pii pouziti, kdy dochazi
ke kontaktu s nékterymi organickymi rozpoustédly, muze dochazet k deformacim
struktury monolitu nebo jeho rozpousténi, coz vede ke snizeni mechanické stability (Xu

etal., 2010).

Tab. 4 Prehled monolitickych polymernich materialt vyuzivané pro mikroextrakci na pevné fazi
(ptevzato z Xu et al., 2010).

MAA — kyselina methakrylova, EDMA — etylen-dimethakrylat, GMA — glycidylmethakrylat,
AA — akrylamid, 4-VP — A4-vinilpyridin, Bis — N,N-"methylen-bis-akryamid, LMA -
laurylmethakrylat, VDA — 2-vinil-4,4-dimethyl-lakton, HEMA - 2-hydroxyethylmethakrylat,
NIPAAmM — N-isopropylakrylamid, MAOE — oktylmethakrylat, MASE — stearylester kyseliny
methakrylové, BMA — butylmethakrylat

Polymer Funk¢ni monomer Crosslinker
Poly(MAA-EDMA) MAA EDMA
Poly(GMA-EDMA) GMA EDMA

Poly(AA-VP-Bis) AA/4-VP Bis
Poly(LMA-EDMA) LMA EDMA
Poly(VDA-HEMA-EDMA VDA/HEMA EDMA
Poly(HEMA-EDMA) HEMA EDMA
Poly(NIPAAM-EDMA) NIPAAmM EDMA
Poly(MAOE-EDMA) MAOE EDMA
Poly(MASE-EDMA) MASE EDMA
Poly(BMA-EDMA) BMA EDMA
Poly(GMA-EDMA-BMA) GMA/BMA EDMA
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Pro extrakci Vv bazickém prosttedi se nejcastéji pouziva poly(methakrylova
kyselina-ethylen dimethakrylat) zkracené poly(MAA-EDMA), ktera obsahuje polarni
karboxylové skupiny a hydrofobni kostru. Dal§im materidlem, ktery se Casto vyuziva, je
poly(glycidyl methakrylat-ethylen dimethakrylat) ozna¢ovany jako poly(GMA-EDMA).
Vyhodou tohoto materialu je pfitomnost epoxidovych skupin, které se daji snadno
derivatizovat. Monolity zalozené na bazi oxidu kifemicitého se pouzivaji mén¢. Jejich
hlavni vyhodou je snadnd derivatizace a odolnost proti strukturnim zménam
pii kontaktu s organickymi rozpoustédly nebo pii vystaveni vysoké teploté (Xu et al.,
2010).

Monolity se vyrab&ji v mnoha formatech. Mezi nejpouzivanéjsi patii tzv. ,,in-tube*
usporadani v trubicce, které elegantné odstrafiuje problémy s laménim monoliti a fesi
problém kapacity kapilar. Dalsi uspotadani je ,tip based*, které je vyuzivano hlavné
pfi préci s proteiny a peptidy. Monoliticky material je umistény v pipetovaci Spicce, kde
pomoci nasavani a vypousténi roztoku dochazi k extrakci. Toto uspofadéani je oproti
tradicni SPME rychlé a levné. Mezi dal$i uspofadani patii MEPS (microextraction
in a packed syringe), kde je injek¢ni stiikacka naplnéna monolitem. Vyhodou tohoto
usporddani je moznost regenerace sorbentli, opakované pouziti a moznost spojeni
s HPLC nebo GC. Pro metody genového inzenyrstvi se vyuziva usporadani ,lab on
chip* (Xu et al., 2010).

SPME se da snadno propojit s plynovou chromatografii nebo kapalinovou
chromatografii v online ¢i offline rezimu (Xu et al., 2010). Pfi pouziti v offline rezimu
se pouziva injek¢ni stfikaCka s kapilarou, kterd je napojena na stfikacku pomoci
plastové spojky. Toto uspofadani se oznacuje PMME (polymer monolith
microextraction = polymerni monoliticka mikroextrakce). Diky prutoku riznych druht
rozpoustédel pres kapilaru dochézi k sorpci a desorpci analytu. Pritok rozpoustédel pies
kapilaru zajiStuje automatické pumpa, na které se da nastavit rychlost pratoku
rozpoustédla. Moznost paralelni extrakce n€kolika vzork soucasné€, pouziti malého
mnozstvi rozpoustédel i vzorku a automatizaci postupu dochazi k vyraznému zrychleni
a zjednoduseni celého procesu (Zhang et al., 2007).

Online ,,in-tube* propojeni mikroextrakce s HPLC lze jednoduSe docilit pouzitim
dvou Sesticestnych ventild a pump. Kolona obsahujici monolit je zapojena jako smycka
pro naneseni vzorku na pumpu B (viz Obr. 18). Vysoké presnosti metody bylo dosazeno
pfesnym nacasovanim piepnuti pro kondicionaci extrakéni kolony, nanesenim vzorku,

promytim kolony, eluci analytu a finalni analyzou (Xu et al., 2010).
29



11
9 10
=
€Y
! 8 E(E 12

Obr. 18 Online spojeni PMME s HPLC (ptevzato z Xu et al., 2010).

A —Naneseni (Injection); B — PInéni (Load); 1 — Syringe pumpa; 2 — Smy¢ka; 3 — Odpad;
4 — Ventil A; 5 — Ventil B; 6 — Kolona s monolitem; 7 — Pumpa A; 8 — Pumpa B; 9 — Separaé¢ni
kolona; 10 — Detektor; 11 — Nosny roztok; 12 — Mobilni faze

Mikroextrace ,,in-tube® byla také spésné spojena online s pCES (pressure-assisted
capillary electrochromatography) pii pouziti kapilary obsahujici poly(MAA-EDMA)
monolit, kterd byla zapojena na Sestiportovy ventil v CES systému. Dal§i moznosti je
spojeni mikroextrakce ,,in-tube* s kapilarni elektroforézou. V tomto spojeni nezaleZi,
zda je pii extrakci pouzit proud nebo ne. Naneseni vzorku a promyti je docileno pomoci
tlaku nebo napéti, pripadné za pouziti obou souc¢asné. Bohuzel v tomto in-line zapojeni
extrakce nedochazi k dobrému rozdéleni analytd kvali problémim spojenych

s vhodnosti pouziti roztoki, které by byly vhodné pro extrakci a zaroven pro kapilarni
elektroforézu (Xu et al., 2010).
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Obr. 19 PMME pumpa a stiikacka s kapilarou.

Pro analyzu cytokininli ,,in-tube® se pouziva kapilara obsahujici kopolymer
aminopropansulfonové kyseliny a ethylendimethaakrylatu - zkracené oznacovan jako
poly(AMPS-co-EDMA). Tento monolit obsahuje kladn¢ nabité sulfonové skupiny
a hydrofobni kostru, ¢imz dochazi k extrakci cytokinini na bazi iontové vymeény
i hydrofobnich interakcich (Liu et al., 2010).
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2.5.4 Metody koncové analyzy

Existuje mnoho metod pro koncovou analyzu cytokinin. Mezi tradi¢ni techniky se fadi
imunotesty a biotesty. Biotesty pro svou ¢asovou naroc¢nost a nizkou ptesnost byly jiz
pred ¢asem nahrazeny metodami imunochemickymi nebo spojenymi technikami. Mezi
nejpouzivanéjsi imunotesty, které se vyuzivaji pro stanoveni cytokinini, patii RIA
(radioimunnoassay), ELISA (enzyme-linked imunnosorbent assay) nebo SPA
(scintillation proximity assay; Tarkowski et al., 2009). Hlavnim principem téchto metod
je pouziti vysoce specifickych protilatek, které se vazi na molekuly cytokinind. Mezi
dalsi techniky patii napiiklad kapilarni elektroforéza s hmotnostni detekci (CE-MS)
nebo plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS). Plynova chromatografie
poskytuje pfesné vysledky S nizkym limitem detekce. Nevyhodou GC-MS je nutny
derivatizacni krok pro pfevedeni cytokininii na tékavé derivaty, coz s sebou piinasi
hydrolyzu derivati a komplikaci celé analyzy (Tarkowski et al., 2009). V dne$ni dobé
se nejcastéji vyuziva pro koncovou analyzu cytokinind vysokoucinna kapalinova

chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC-MS; Liu et al., 2010).

2541 HPLC

HPLC (high performance liquid chromatography) patii mezi chromatografické techniky
vhodné pro analyzu cytokininii. Mezi hlavni vyhody patifi rychlost analyzy, vysoké
rozliSeni a moznost spojeni sriznymi typy detektorti, podle aktualni potieby
experimentatora (UV-VIS, MS, scintilaéni pocita¢é apod.). LC-MS piedstavuje
spolehlivou metodu pro identifikaci cytokininl, metoda plné¢ nahradila GC-MS, ktera
dominovala kvalitativni analyze do konce 90. let minulého stoleti (Tarkowski et al.,
2009).

Cytokininy ve formé volnych bazi a jejich cukerné konjugity jsou hydrofobni
slouceniny, které se chovaji jako slabé zasady (Bartak et al., 2000). Této vlastnosti se
vyuziva pfi jejich analyze na kolon¢ s reverzni fazi pti kyselych podminkach. Nicméné
polarnéjsi nukleotidy cytokininti nejsou dobfe rozdéleny na klasickych RP-LC
kolonach. Kvili tomuto se pfevadi nukleotidy na ribosidy pomoci alkalické fosfatasy
pted samotnou RP-HPLC analyzou nebo jsou aplikovana extrémni pH v kombinaci se

specialnimi RP-kolonami (Béres et al., 2010).
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Tradién¢ pouzivanymi kolonami pro HPLC analyzu klasickych cytokinini jsou
kolony typu RP-C18 nebo C8; popiipadé¢ C4 pro derivaty 2MeS cytokinint. Kvili
tomu, Ze jsou cytokininy slabé baze, tak se vyuzivaji jako mobilni faze slabé okyselené
roztoky a organicka rozpoustédla (Tarkowski et al., 2009).

Cytokininy vykazuji absorbanci pii vinovych délkach 220 nm az 300 nm, proto se
nejbéznéji pouzivda UV-VIS detektor. Daleko presnéjsi a citlivéjsi detekce je mozna
pfi spojeni s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS). Hlavni vyhodou pouziti LC-MS
oproti  GC-MS je pteskoeni derivatizatniho kroku, ktery mulze zpusobit
potize - omezena stabilita ¢i vytvofeni vicenasobnych produktt (Tarkowski et al.,
2009).

2 -

Obr. 20 Schéma HPLC systému (pievzato z Waters.com — Identifying and Quantitating
Compounds).

1 — Zasobniky s mobilni fazi; 2 — Pumpy; 3 — SméSovac¢ mobilni faze; 4 — Vzorek,

5 — Davkovaci zatizeni; 6 — HPLC kolona se stacionarni fazi; 7 — Detektor; 8 — Vyhodnocovaci
zafizeni; 9 — Zasobnik pro odpad
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2.5.4.2 UHPLC-MS

Chromatograficka metoda UHPLC (ultra-high performance liquid chromatography) je
také oznaCovana jako UPLC (ultra performance liquid chromatography). Na rozdil
od HPLC se pracuje s ¢asticemi stacionarni faze o velikosti 2 um a men$imi. Z tohoto
divodu se razantné zvySuje Uc¢innost, rychlost separace, roste tudiz i citlivost metody.
Zaroven je dosahovéno daleko vyssich tlaka pti separaci (az do 1000 bar), coz vyzaduje
specialni instrumentaci (odolné pumpy a davkovaci systém). Na strané detekce jsou
v ptipad¢ UHPLC-MS kladeny vyssi pozadavky na skenovaci rychlost hmotnostniho
detektoru kvili vysoké rychlosti analyzy (Sifka chromatografickych pikl v zakladné se
pohybuje v tadu sekund). Spojeni UHPLC s hmotnostnim detektorem (UHPLC-MS)
poskytuje G¢inny nastroj pro studium cytokinini (Tarkowski et al., 2009; Tarkowski,
2011).

2.5.4.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie se nejcastéji pfi analyze cytokininli pouziva ve spojeni
s kapalinovou chromatografii (LC-MS), nékterych specialnich piipadech i kombinaci
s kapilarni elektroforézou (Ge et al. 2008; Béres et al., 2012). Pii LC-MS je nutné
prevedeni analytu z mobilni faze na ionty v plynném stavu. V dnes$ni dob¢ existuje
mnoho technik ionizace, ale pro studium cytokininii se nejcastéji pouziva technika
ionizace elektrosprejem (ESI), kdy dochazi k zavedeni mobilni faze z chromatografické
kolony do kapilary v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru. V iontovém zdroji
dochazi za pomoci inertniho plynu (nejéastéji dusiku) ke sprejovani mobilni faze za
zvysené teploty. Na hrot kapilary se vklada vysoké napéti (v fadech kV). Diky zvySené
teplot¢ dochazi k odpafeni rozpoustédla z mobilni faze a ionizovany analyt poté
postupuje do hmotnostniho analyzatoru (Cole, 2010). Pro kvantitativni analyzu
cytokininli se nejcastéji pouziva trojity kvadrupdlovy analyzator, a to z divodu své
vysokeé citlivosti a selektivité. Tento analyzator mize pracovat pfi identifikaci analytu
jak vrezimu MS, tak i vrezimu MS/MS. Pii kvantifikaci cytokininii se nejcastéji
vyuziva mod MRM (multiple reaction monitoring), kdy dochazi ke sledovani produktu
rozpadu iontd. Tento rezim poskytuje vysokou selektivitu detekce pravé z davodu
sledovani charakteristického produktového fragmentu pochazejiciho z vybraného

prekurzoru zkoumaného analytu. Pravé kvuli nutnosti ionizovat analyt je potieba
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spravné vybrat vhodné slozeni pouzité mobilni faze. Mobilni faze by se méla skladat
pouze z tekavych slozek, aby nedochédzelo ke kontaminaci iontového zdroje. Pro
separaci cytokininli se nejcastéji kvili jejich hydrofobnosti pouzivaji slabé okyselena

organicka rozpoustédla (Tarkowski et al., 2009; Tarkowski, 2011).

35



5 Diskuze

Pro analyzu Sesti derivath 2MeS cytokininti existuje pouze jedina metoda (Tarkowski
et al., 2010), ktera je bohuzel ¢asové naro¢na (56 minut pro rozd¢leni vSech Sesti latek)
anedovoluje analyzu vice vzorkt v kratkém casovém useku. Separace je realizovana
za pouziti kolony Jupiter C4 (Phenomenex). Nasim cilem bylo vyvinout novou metodu
separace, ktera by byla daleko rychlejsi. Dokonaléd separace vSech analyti je potfebna
proto, aby byly pfesn¢ kvantifikovany jednotlivé hormony (v naSem ptipad¢ 4 izomery),
které se vyrazné 1isi svoji biologickou aktivitou (Novak et al., 2003). Vyvoj metody
probihal v systému reverznich fazi za pouziti HPLC a UHPLC. Pro HPLC analyzu byla
testovana kolona Aeris C4 (Phenomenex), jejiz sorbent ptedstavuje novou generaci
puvodniho materialu Jupiter C4. Na této kolon¢ se podafilo od sebe odseparovat druhy
atreti par obsahujici 2MeScZR, 2MeStZR, 2MeSiP a 2MeSiPR. Bohuzel oddéleni
prvniho kritického paru obsahujiciho volné baze 2MeScZ a 2MeStZ neni uspokojivé
(viz Tab. 23). Proto jsem pfistoupil k vyvoji UHPLC separace. V predeslé praci
(Bartoskova, 2012) byly testovany chromatografické kolony BEH 300 C4, CSH C18
(Waters) a Zorbax Bonus RP (Agilent). Zadna z nich neposkytovala uspokojivou
separaci 2MeS-CK v kombinaci S mobilnimi fazemi kompatibilnimi s ionizaci
elektrosprejem. V této bakalaiské praci byly testovany dalsi tfi chromatografické
(UHPLC) kolony. Jak je patrné z vysledkl shrnutych v Tab. 23, kolona Zorbax
300SB-C3 neni vhodna kviili koeluci cytokininovych ribosidii. Kolona Hypesil Gold C4
se jevi jako vhodné&jsi, i kdyz separace volnych bazi neni uplna (rozliseni 0,985).
Nejlepsi separace bylo dosazeno na kolon¢ PhenylHexyl CSH. Celkovou dobu analyzy
Sesti 2MeS derivatl cytokininli se zde podafilo zkratit z 56 minut na 17 minut, coZ je
témer trojnasobné zlepSeni oproti pivodni publikované HPLC metod¢€. Tato separace
poskytuje uspokojivé rozliseni a je pouzitelna pro profilovani téchto Sesti 2MeS CK.
Hodnota rozliSeni pro prvni kriticky par je 1,267, pro druhy kriticky par je rozliSeni
1,300 a pro posledni par obsahujici 2MeSiP a 2MeSiPR je hodnota rozliSeni 1,733.
V idealnim ptipadé by mélo byt dosaZzeno hodnoty rozliSeni u kazdého paru minimalné
1,500 (Majer et al., 1989). Ziskana rozliseni by mohla byt jesté vyssi v piipadé zapojeni
kapilary z kolony pfimo do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. V nasem
piipadé mobilni faze s analyty tekla jeste pres celu detektoru diodového pole, kde doslo
K rozmyti analytd.

36



Tab. 23 Shrnuti vysledki testovanych chromatografickych kolon.

Kolona 2MeS Rt [min] RozliSeni
Aeris Widepore 3,6u C4 cZ 12,42 0607
150 x 2,10 mm; 3,6 um tZ 12,80 ’
cZR 14,86
tZR 15,57 1,034
iPR 18,29
ip 18,52 0.973
Zorbax 300 SB-C3 cZ 14,72 1047
100 x 2,10 mm; 1,8 um tZ 15,49 ’
cZR 25,04 0
tZR 25,04
Hypersil Gold C4 cZ 11,05 0.985
150 x 2,20 mm; 1,9 um tZ 11,48 '
cZR 15,24
tZR 15,35 2,641
PhenylHexyl CSH cZ 9,28 1267
50 x 2,10 mm; 1,7 um tZ 9,85 ’
cZR 12,95
tZR 13,60 1,300
iPR 14,49
iP 14,62 1,733

Pro SPE purifikaci 2MeS cytokinin z média Rhodococcus fascians D188 byly
pouzity komeréné dostupné kolony Strata-X (Phenomenex, Torrace, CA, USA)
obsahujici polymerni sorbent, ktery poskytuje silnou retenci pro analyt na zékladé
vlastnosti sorbentu vazat analyt pomoci mechanismu vodikovych vazeb, hydrofobnich
interakci a interakcemi mezi dvojnymi vazbami.

Jako alternativa k extrakci na pevné fazi byla pro purifikaci 2MeS derivati CK
z média Rhodocuccus fascians D188 pouzita metoda mikroextrakce (PMME — Polymer
monolith microextraction) za pouziti kopolymerniho monolitu
2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonové kyseliny a ethylendimethakrylatu
(AMPS-co-EDMA). Pii této purifikaci se vychazelo z jiz publikovanych vysledka (Liu
etal.,, 2010). Extrakéni kapilary s AMPS-co-EDMA byly pouzity pii PMME
klasickych cytokininl z rostlinného materialu. PouZity polymer obsahuje hydrofobni
kostru, na které jsou navazany sulfonové skupiny, coz ma za nasledek, Zze dochazi
k extrakci cytokinind jak mechanismem iontové vymény (katex), tak mechanismem
nepolarni interakce. Pti optimalizaci PMME metody byla pouzita analyza HPLC-UV.
Navratnosti pro vSech Sest analyti se pohybovaly od 82,5% do 89,1% (viz Tab. 21).
Pro validaci PMME metody byla nasledné stanovena navratnost purifikace 2MeScZ

z kultiva¢niho média Rhodococcus fascians D188, ktera je v tomto piipadé 47,69 % (viz
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Tab. 22). Ziskané vysledky ukazuji, ze navratnost pii pouziti realného vzorku
z biologického materidlu je t¢éméf o polovinu nizsi. Tento jev je zplsoben piitomnosti
biologické matrice, piedev§im pak pritomnosti latek, které kompetuji s analytem
ovazbu K sorbentu extrakéni kapilary. Ziskané hodnoty koresponduji s diive
publikovanymi vysledky. Liu (2010) uvadi ndvratnost standardd 94,6-100 %; v redlném
vzorku pak 59,1-77,1 %.

Optimalizaci podminek pouzitych pro PMME mikroextrakci 2MeS derivati CK
se podafilo ziskat téméf srovnatelné navratnosti pro analyt 2MeScZ (47,69 %) jako
pfi pouziti klasické SPE purifikace (53,97 %). Tento rozdil v ndvratnosti neni statisticky
patii jednoduchost, pouziti malych objemu rozpoustédel, snadna automatizace, moznost
opakovaného pouziti sorbentu a hlavné rychlost. V nasem piipadé doSlo k témér
desetinasobnému  zrychleni celého purifikacniho protokolu. Odpada nutnost
koncentrovani vzorku ve vakuu (ptfed vlastni finalni analyzou).

DalSim krokem validace purifika¢ni metody bylo stanoveni mnoZstvi 2MeScZ
v médiu Rhodococcus fascians D188 za pomoci UHPLC-MS/MS analyzy. Pertry
(2009) uvadi, ze koncentrace tohoto derivatu je 4,25 nmol v jednom litru kultiva¢niho
média. V naSem experimentu byl obsah 2MeScZ stanoven na 2,14 nmol.I"* (PMME)
a 2,38 nmol.I"* (SPE). Tento rozdil pravdépodobné odpovida skute¢nosti, ze k nasim
experimentim byla pouzita novad kultura bakterie. Cill prace bylo dosazeno. Nova
purifikaéni metoda PMME je vyrazné rychlej§i nez diive publikovana metoda SPE;

kratsi je rovnéZ chromatograficka separace finalni analyzy.
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6 Zavér
Tato bakalafska prace je vénovana purifikaci 2MeS cytokinint z bakterie Rhodococcus
fascians D188 a vyvojem rychlé LC-MS metody pro jejich koncovou analyzu.

Kromé klasické SPE purifikace byla pro extrakci 2MeS cytokininli z média
Rhodococcus fascians D188 vyuzita purifikacni metoda PMME (polymer monolith
microextraction). Sorbentem pouzitym pii mikroextrakci byl kopolymerni monolit
2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonové kyseliny a ethylendimethakrylatu
(AMPS-co-EDMA). Puvodni metoda mikroextrakce klasickych cytokinint (Liu et al.,
2010) byla modifikovana pro purifikaci 2MeS cytokininti. Tato metoda poskytuje
srovnatelnou navratnost jako klasickd SPE a navic pfinds$i jednoduchost, rychlost
a moznost automatizace.

Podatilo se vyvinout rychlou chromatografickou metodu UHPLC analyzy. Tato
separace je trojnasobné rychlejsi nez ptivodni publikovana HPLC metoda (Tarkowski
etal., 2010).

Nakonec byla stanovena koncentrace 2MeScZ u kultivované bakterie Rhodococcus

fascians D188.Vysledky koresponduji s diive publikovanymi daty (Pertry et al., 2009).
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8 Seznam pouzitych symboli a zkratek

2MeS CK 2-methylthio cytokininy

2MeScZ 2-methylthio-cis-zeatin

2MeScZR 2-methylthio-cis-zeatin ribosid
2MeStZ 2-methylthio-trans-zeatin

2MeStZR 2-methylthio-trans-zeatin ribosid
2MeSiP 2-methylthio-isopentenyladenin
2MeSiPR 2-methylthio-isopentenyladenin ribosid
4-CI-1AA 4-chlor-indolyl-3-octova kyselina

4VP 4-vinilpyridin

A37 adenosin na pozici 37 v tRNA

AA akrylamid

ABA kyselina abscisova

ADP adenosindifosfat

AMPS-co-EDMA kopolymer 2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonové kyseliny
AMP adenosinmonofostat

ATP adenosintrifosfat

att lokus na pFiD188

BA benzyladenin

B-GLU B-glukosidasa

Bis N,N-"methylen-bis-akryamid

BMA butylmethakrylat

C3 reverzni stacionarni faze

C4 reverzni stacionarni faze

C18 reverzni stacionarni faze

CE kapilarni elektroforéza

CK cytokinin

CKX cytokinindehydrogenasa

CYP 450 cytochrom P450 monoxygenasa

cZ cis-zeatin

CZR cis-zeatin ribosid

DHZ dihydrozeatin

DMAPP dimethylallyl difosfat

DXP 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat

EDMA ethylen-dimethakrylat

ESI ionizace elektrosprejem

ELISA imunotesty zalozené na enzymech

Fas lokus na pFiD188

GAL1 giberelin A1

GC plynova chromatografie

GMA glycidylmethakrylat

HEMA 2-hydroxyethylmethakrylat

HMBPP 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyldifosfat
HPLC-UV vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci v UV oblasti
HPLC-MS vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
IAA indolyl-3-octova kyselina

IBA indolyl-3-maselna kyselina

iP isopentenyladenin

IPP isopentenylfosfat
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IPT isopentenyltransferasa

LAS synthasa kyseliny lupinové

LC kapalinova chromatografie

LMA laurylmethakrylat

LOG cytokinin fosforibohydrolasa
MAA kyselina methakrylova

MAOE oktylmethakrylat

MASE stearylester kyseliny methakrylové
MRNA mediatorova nukleova kyselina
MS hmotnostni spektrometrie

mT meta-topolin

N-GT cytokinin glukosyltransferasa
NIPAAmM N-isopropylakrylamid

oT ortho-topolin

PCB polychlorované bifenyly

PMME mikroextrakce na pevné fazi s vyuzitim monolitickych polymernich sorbentt
PPi difosfat

RIA radioimunoanalyza

RP reverzni faze

SAM S-adenosylmethionin

SPE extrakce na pevné fazi

SPME mikroextrakce na pevné fazi
tRNA transferova ribonukleové kyselina
tZ trans-zeatin

tZR trans-zeatin ribosid

VDA 2-vinil-4,4-dimethyl-lakton

Z zeatin

Z| zeatinisomerasa

ZOGT zeatin-O-glukosidasa

ZR zeatinreduktasa
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