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1 Uvod

Zivot a vyvoj jednobunééného rostlinného organismu je kontrolovan genetickymi,
membranovymi a enzymatickymi mechanismy. U organismii mnohobunécnych je vSak
zdivodu vyssi komplexity nutné, aby jednotlivé builkky byly schopny mezi sebou
komunikovat. Jako chemické pfenaseCe informaci mezi zivoCiSnymi buikami funguji
zivocisné hormony, u rostlin se jedna o fytohormony a rstové regulatory.

Rostliny jsou k fytohormonim velmi citlivé, u¢inky nékterych z nich se projevuji
i v koncentracich pohybujicich se v pmol/g Cerstvé hmoty (Frébort etal., 2011). DalSim
znakem fytohormonti je jejich schopnost interagovat mezi sebou a podilet se na vysledném
efektu v rostlin¢ (Mok et al., 2001).

Za regulatory, které rast podporuji, jsou povazovany auxiny, cytokininy (CK)
a gibereliny. Oproti tomu ethylen a kyselina abscisovda (ABA) rlst inhibuji (Brukhin
a Morozova, 2011). Déle se mezi fytohormony tadi naptiklad brassinosteroidy, jasmonaty ¢i
strigolaktony (Vyli¢ilova et al., 2020).

CK maji vliv na Siroké spektrum d&ji a metabolickych procest v rostlinach, napiiklad
reguluji rast kofene, kveteni, apikalni dominanci a ucastni se transportu zivin v rostliné
(Vylicilova et al., 2020). Dale ovliviiuji odolnost rostliny vici stresu (Janeckova et al., 2018),
ucastni se vyvoje chloroplastii a pomahaji regulovat fotosyntézu a s ni spojené enzymy (Frébort
etal., 2011; Vickova et al., 2006).

CK pisobi také antisenescenéné — jsou totiz napiiklad schopny obnovovat hladinu
chlorofylu a karotenoidu (VI¢kova etal., 2006), inhibovat syntézu degradacnich enzymi
(Nisler et al., 2018) ¢i stabilizovat klicové komponenty fotosystému II (Janeckova et al., 2019).
Rovnéz vykazuji antioxidac¢ni aktivitu v rostlinnych pletivech, kde dokazou neutralizovat
volné radikaly a reaktivni formy kysliku (Vyli¢ilova et al., 2016).

Cilem této prace je pipravit vybrané C?-derivaty benzylaminopurinu (BAP), zkoumat
jejich fyzikalné-chemické charakteristiky, dale otestovat jejich biologickou aktivitu a porovnat

ziskané vysledky se znamymi daty.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Objev fytohormoni a cytokinini
S konceptem existence rostlinnych hormont jakoZzto latek regulujicich rostlinny rust v nizkych
koncentracich piisel v 19. stoleti Charles Darwin se svym synem Francisem pii studiu tropismt
(Whippo a Hangarter, 2006). Dikaz existence auxinu podal v roce 1926 Fritz Went, kdyz ve
svém slavném experimentu asymetricky piilozil gelové blo¢ky napusténé latkou izolovanou
z odtiznutych $picek koleoptilii ovsa seté¢ho (Avena sativa) na dekapitované koleoptilie. To
mélo pii jejich rastu za nasledek ohybani na opac¢nou stranu, nez byl bloc¢ek prilozen. Went
nasledné latku nazval auxin a pozdé&ji byla tato latka identifikovana jako kyselina indol-3-
octova (IAA) (Enders et al., 2015).

Prvnim izolovanym syntetickym CK byl vroce 1955 6-furfurylaminopurin
z autoklavované sledi DNA a latka byla nasledné pojmenovana jako kinetin (Kin) pro svou
schopnost iniciovat cytokinezi v in vitro kulturach (Miller et al., 1955; Barciszewski et al.,
2007).

K prvni izolaci pfirozené se vyskytujiccho CK doslo vroce 1963 a jednalo se
0 isoprenoidni 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin. 1zolovan byl z obilek kukufice
seté (Zea mays), podle které byl nasledné pojmenovan jako trans-zeatin (Letham, 1963).
Prvnim  izolovanym  pfirozené  se  vyskytujicim  aromatickym  CK byl
6-(0-hydroxybenzylamino)-9-R-D-ribofuranosylpurin z dospélych listi hybridniho topolu
(Horgan et al., 1975).

2.2  Struktura cytokininu a jejich charakterizace
Piirozené se vyskytujici cytokininy jsou chemickymi derivaty purinu. Kazdy z nich mutze
existovat ve formé volné baze, korespondujiciho nukleotidu, nukleosidu a O- ¢i N-glykosidu
(ribosidu, glukosidu ¢i xylosidu). CK jsou zpravidla biologicky aktivni ve form¢ volné baze
(Kaminek, 1992).

Navazani fosforibosylu na bazi CK snizuje jeho biologickou aktivitu (Sakakibara,
2006; Zhang et al., 2013). Rovnéz piipojeni glukosy na purinovy cyklus pomoci
glykosyltransferasy vétSinou dany CK inaktivuje. Glukosa miiZze byt napojena k adeninu ptes
atomy N3, N” a N°, pak se jedna o N-glukosylaci, anebo na hydroxyskupinu na postrannim
fetézci (Liang et al., 2009), kdy se jedna o O-glukosylaci.

O-glukosylace je reverzibilni a diky ni je dany CK odolny vii¢i enzymatickému $tépeni

postranniho Fetdzce v pozici N®. JelikoZ tyto konjugaty mohou byt konvertovany zpét do aktivni
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formy aktivitou B-glukosidas, ptedpoklada se, Ze maji roli zasobarny ¢i ulozist¢ CK. Oproti
tomu N-glukosylace na pozici N’ a N° nemize byt §tépena pomoci B-glukosidas, je tedy
ireverzibilni. Tyto konjugaty se postupné hromadi Vv rostliné a ma se za to, ze maji svou roli
v detoxikaci rostlinného organismu (Hou et al., 2004).

Vzajemna konverze mezi jednotlivymi formami CK je zprostiedkovavana enzymy
ucastnicimi se obecného metabolismu purinu, jejich vliv na CK aktivitu, transport
a homeostazu vsak zlistava do zna¢né miry nezndmy (Hou et al., 2004).

CK mohou byt ireverzibilné degradovany enzymem
cytokininoxidasou/dehydrogenasou (CKX), ktera §tépi N® postranni fetézec (Hutchison et al.,
2002). V zavislosti na piitomnosti substituentu, nasobnych vazeb ¢i charakteru postranniho
fetézce na pozici N° se cytokininy odlisuji ve své biologické aktivité, rozpustnosti a dalsich

fyzikalnich, chemickych i biologickych vlastnostech (Kaminek, 1992).

2.3 Klasifikace cytokinint

Cytokininy je mozné rozd¢€lit na ptirozené se vyskytujici a syntetické. U CK syntetickych se
kromé derivati odvozenych od purinovych cytokinint ptirozen¢ se vyskytujicich jedna hlavné
0 derivaty odvozené od mocoviny. Pfirozené se vyskytujici purinove CK se déli v zavislosti na

navazaném postrannim fetézci na pozici N°® na isoprenoidni a aromatické.

2.3.1 Cytokininy odvozené od mocoviny

Patti sem napiiklad 1-fenyl-3-(1,2,3-thidiazol-5-yl)moc¢ovina (TDZ, thidiazuron),
difenylmocovina (DPU) nebo N-fenyl-N-2-chlor-4-pyridylmocovina (CPPU, forchlorfenuron).
Struktury téchto latek Ize vidét na obr. 1.

HN

HN HN
HN/KO HN/KO HN/KO
o 00
N:N/ =
Cl N

thidiazuron (TDZ) difenylmocovina (DPU)  pyridylmocovina (CPPU)

Obr. 1: Strukturni vzorce, ndzvy a zkratky vyznamnych cytokinini odvozenych od mocoviny

12



Uplatnéni TDZ je velmi rozsahlé — aplikuje se na ovoce pro oddaleni produkce a snizeni
senzitivity k ethylenu, a tedy ke zpomaleni senescence, u fezanych rostlin prodluzuje ¢erstvost
listth 1 kvétd a ucinkuje jako rastovy regulator v kultiva¢nich médiich. Také brani degradaci
karotenoidi a produkci kyseliny abscisové a vyuziva se k defoliaci baviniku pied jeho
mechanickym sbérem (Gupta et al., 2021).

CPPU je velmi efektivni ve zvétSovani biomasy ovocnych plodi, a proto se vyuziva
predevsim pfi péstovani vodnich melounti a kiwi. Jeho nadmérna aplikace v§ak mize snizovat

kvalitu plodu ¢i zptisobovat abnormality jeho rustu (Koprna et al., 2016).
2.3.2 Isoprenoidni purinové cytokininy

Do skupiny isoprenoidnich purinovych CK se fadi napiiklad N°-(A%-isopentenyl)adenin (iP),

trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a dihydrozeatin (DHZ). Jejich struktury jsou znazornény na
obr. 2.
H
N AN N
P
=
N N

F
LA

isopentenyladenin (iP) dihydrozeatin (DHZ)
OH
OH

H H

NTT X N NTT Xy N
L Ly 1Ly

= =
N N N N
trans-zeatin ((7) cis-zeatin (¢Z)

Obr. 2: Strukturni vzorce, nazvy a zkratky vyznamnych isoprenoidnich cytokinind
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Bylo zjisténo, ze CZ vykazuje vyrazné nizsi biologickou aktivitu v porovnani se svym
isomerem tZ, ktery napiiklad silnéji pasobi proti infekcim a patogentm (Grosskinski et al.,
2013), lépe bréani chlorofyl proti degradaci a vice stimuluje rast kalusu (GajdoSova et al., 2011).
Pievazujici formou zeatinu v rostlinnych pletivech je jeho trans isomer. V rostlindch se
piirozené vyskytuje enzym s isomerasovou aktivitou, jenz je schopen konvertovat cZ na tZ
a zpét. Tento enzym je ale inaktivni v pletivech rostlin, které byly ponechany rist ve tmé
(Kaminek, 1992).

Piedpoklada se, ze ¢Z hraje hlavni roli v udrZzovani bazalni viability listd v limitujicich
podminkach, kdy je syntéza hlavnich CK potlacena. Tato domnénka je zaloZena na tom, Ze
pokud rostlina ¢eli stresu, dochazi ke zvysené syntéze cZ (GajdoSova et al., 2011). Je to patrné
z toho divodu, Ze syntéza cZ, na rozdil od ostatnich CK, probihd mimo jiné i mevalonatovou
drahou (MVA). Tato metabolické draha nepottebuje jako své prekurzory ATP, ADP ani AMP,
na rozdil od drahy methylerytritolfosfatové (MEP, také nazyvana nemevalonatova draha),
kterou probiha syntéza ostatnich isoprenoidnich CK. Ve stresu napfiklad z nedostatku svétla je

vvvvvv

prekurzory pro MEP (JaneCkova et al., 2018; Zhao et al., 2013).

2.3.3 Aromatické purinové cytokininy
U aromatickych CK se v postrannim fetézci nachazi aromatické jadro. Poprvé byly izolovany
z listt topolu (Horgan etal., 1975) a jejich vyskyt byl nasledné potvrzen take v dalSich
rostlinach (Nandi et al., 1989). Vyznamnou roli ve vyzkumu aromatickych CK sehral i prof.
Miroslav Strnad, ktery se svym tymem piiSel s metodou HPLC-ELISA screeningu specificky
zaméfenou na derivaty 6-benzylaminopurinu (BAP). Touto metodou objevil skupinu CK
soustfedénou kolem vysoce biologicky aktivni latky, 6-(3-hydroxybenzylamino)purinu
(3-OHBAP) (Strnad, 1997).

Jelikoz tym prof. Strnada tuto slou¢eninu objevil ve tkanich topolu, byla pojmenovana
meta-topolin a jeji isomer 6-(2-hydroxybenzylamino)purin (2-OHBAP) ortho-topolin.
Biologicka aktivita 3-OHBAP se ukazala byt srovnatelna s dosud nejvice aktivnim znamym

CK, kinetinem (Strnad, 1997). Struktury téchto slou¢enin jsou znazornény na obr. 3.
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2-MeOBAP 3-OHBAP 3-MeOBAP

Obr. 3: Strukturni vzorce a zkratky vyznamnych aromatickych cytokinint

Ackoliv existence aromatickych CK byla potvrzena v fad¢ rostlinnych druhti (naptiklad
husenicek, topol), neni jisté, ze se vyskytuji u vSech rostlin (Strnad, 1997; Tarkowska et al.,
2003; Sakakibara, 2006). Aromatické CK maji oproti tém isoprenoidnim jednu zna¢nou
vyhodu — jsou stabilngjsi a méné nachylné k oxidativni degradaci (Plihal et al., 2013). To z nich

déla vhodné kandidaty pro prumyslové vyuziti pfi péstovani rostlin a mikropropagaci.
2.4 Utinky cytokinini na rostliny

Rostlinné hormony piisobi jiz v koncentracich vrozmezi 1-50 pmol/g cerstvé hmoty

(Galuszka et al., 2008) a mohou ucinkovat lokaln¢ v meristematickych pletivech jako
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parakrinni hormony a zaroven i distaln¢ napiiklad v signalizaci dostupnosti zivin (Frébort
etal., 2011).

Utinky cytokinint je vzdy nutné chapat v kontextu ostatnich hormont pfitomnych
v médiu, jelikoz znac¢nou roli hraje vzajemny pomér koncentraci fytohormont, a to az do
takové miry, Ze n€kdy mohou byt jejich efekty zcela opa¢né — s auxiny mohou CK interagovat
synergicky nebo i antagonisticky (Mok et al., 2001).

CK obecné maji vliv na bunécné vyvojové procesy, tedy koordinuji bunécné deleni
a podporuji proliferaci v rostlinnych kulturach. Vyznamnou roli v bunééném déleni hraji sice
auxiny, bez spoluprace s CK vsak nedojde k jeho iniciaci (Svacinova etal., 2012).
CK v koordinaci s auxiny rovnéz ovladaji diferenciaci kotene, prytu, listu i kvétu. Maji také
antisenescen¢ni ucinky a kontroluji kliceni semen (Brukhin a Morozova, 2011). Rovnéz hraji
roli v apikalni dominanci, vétveni prytu i kofend a v diferenciaci chloroplastd béhem zrani.

Meristematické pletiva si diky CK zachovavaji svou délivou funkci (Frébort et al., 2011).

2.4.1 Interakce cytokinini s dal§imi fytohormony

Cytokininy kooperuji s ostatnimi fytohormony (pfedevsim s auxiny a ethylenem) a jsou
schopny ovliviiovat i jejich biosyntézu (Jones et al., 2010). Bylo prokazano, Ze kinetin a dalsi
CK se chovaji synergicky s kyselinou indol-3-octovou (IAA) a spoleéné s vapenatymi ionty
stimuluji produkci ethylenu (Lieberman, 1979).

U rostlin po exogennim ptidani BAP dochazi Kk inhibici rdstu hypokotylu
a k ptehnanému zakfiveni apikalniho hacku. Tyto znaky nalezi mezi troji odezvu (triple
response) typickou pro ethylen. Ethylen totiz miiZe ptisobit jako mediator pro uc¢inky CK na
kofenovou inhibici a hypokotylovou elongaci. To umoziuje castecn¢ blokovat Gcinky CK
pomoci inhibitori ethylenu nebo péstovanim mutantt méné senzitivnich k ethylenu (Cary
etal., 1995).

CK signalizace muze byt regulovana na drovni transkripce t¢inkem auxint. Jejich
plusobenim muZe totiz dojit k navyseni transkripce regulacnich geni, jejichZ produkty nasledné
ucinkuji jako negativni regulatory CK signaliza¢nich drah (Miiller a Sheen, 2008). To ma
nasledné vliv mimo jiné na vznik lateralnich kotent (Fukaki a Tasaka, 2008). Role cross-talku
mezi auxiny a CK je patrna i v piipadech narusSeni jejich homeostazy, jako je tomu naptiklad
u otravy rostliny tézkymi kovy (Ranjan et al., 2021; Bruno et al., 2017).

Vyznamny je také cross-talk mezi CK, auxiny a reaktivnimi formami kysliku (ROS,

reactive oxygen species). Vysoka koncentrace ROS sice zna¢i zvySenou miru stresu a miize
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byt toxicka, ROS jsou nicméné v rostliné vyuzivany také jako signalni molekuly. Netoxicka
koncentrace ROS je udrZovana antioxida¢nimi mechanismy, ale i interakci s metabolickymi

drahami fytohormont (Bielach et al., 2017).

2.4.2 Vliv cytokinini na senescenci

Jak exogenné aplikované cytokininy, tak jejich endogenné zvySeny obsah cCasto pisobi
antisenescencné — oddaluji senescenci rostlinnych pletiv, udrzuji hladinu a aktivitu
fotosyntetickych pigmenti a tlumi peroxidaci lipidi. Velmi vysokou antisenescencni aktivitu
vykazuji naptiklad tZ a 3-OHBAP, o néco nizsi aktivitu maji BAP a Kin a za CK s velmi nizkou
nebo zadnou antisenescenéni aktivitou jsou povazovany c¢Z a 2-OHBAP (Honig et al., 2018;
Gajdosova et al., 2011).

Jednim z mechanismt, jakymi CK zachovavaji fotosyntetickou aktivitu chlorofylu
béhem senescence, je jejich schopnost stimulovat de novo syntézu enzymu RuBisCo (ribulosa-
1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa) a udrzovat jeho aktivitu — tento efekt vykazuje (Vickova
et al., 2006). Vlivem CK jsou rovnéz inhibovany geny spojené se senescenci (SAG, senescence
associated genes), které koduji degradaéni enzymy — proteasy, lipasy a RNAsy
(Nisler et al., 2018).

Plisobenim CK béhem senescence také dochazi k zachovavani a ovlivnéni funkce
fotosystému 1l (PSII). Predpoklada se, Ze mechanismus jejich G¢inku je zaloZen na
stabilizovani svétlosbérnych komplext PSII, reakénich center PSII a kyslik vyvijejiciho
komplexu (Janeckova et al., 2019; Vylicilova et al., 2016).

Zacatek senescence se vétSinou poji ke sniZzeni obsahu aktivnich forem CK. Tento
pokles muze byt disledkem zrychleni degradace ¢i inaktivace CK nebo také inhibice jejich
biosyntézy (JaneCkova et al., 2018). Rychlost senescence je ovlivnéna piitomnosti biotickych
i abiotickych vngjsich faktort a stresorti (Joshi etal., 2019). Jednim z nejvyznamnéjsich
faktoru je svétlo, pii¢emz vliv ma hlavné jeho intenzita a délka fotoperiody. Zastinovani listd
Ci zkraceni fotoperiody ma za nasledek urychleni senescence, snizeni fotosyntetické aktivity
a zvyseni oxidativniho stresu. Svétlo ma totiz pfimy vliv na hladinu endogennich CK v rostling
— hraje roli v regulaci jejich biosyntézy, transportu, signalizaci i degradaci (Janeckova et al.,
2018).

Vyssi svételnd expozice rovnéz kompenzuje nedostatecnou CK signalizaci u mutanti
s inaktivovanymi receptory AHK3 a AHK?2. Ptilis intenzivni expozice svétlu v§ak mize zvysit
excitaci elektront, a tim vyvest z rovnovahy elektronovy transportni fetézec, coz dale muze

mit za nésledek nadprodukci ROS a zvyseni oxidativniho stresu (Jane¢kova et al., 2018).
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2.4.3 Cytokininy v mikropropagaci rostlin

Uéinek cytokinint je dobie zmapovan pro pouziti v rostlinnych biotechnologiich, zejména
v in vitro metodach (Cosié et al., 2022; Chen et al., 2021; Gupta et al., 2021; Nisler et al.,
2020; Joshi et al., 2019; Aremu et al., 2012). Konkrétné se jedna o mikropropagaci, kde se CK
pridavaji do kultiva¢nich médii pro urychleni bunécného déleni a zajisténi rovnomérného
vyvoje tkani. Mikropropagace v médiich obsahujicich CK spole¢né s gibereliny se hojné
vyuziva v biotechnologiich, mimo jiné pti komerénim péstovani ovocnych stromu (Plihal
etal., 2013), ale i ve specifictéjsich piipadech, jako je tfeba zachovavani ohrozenych druhi
rostlin (Hlatshwayo et al., 2020).

Aktualné nejvice pouzivanym CK v mikropropagaci je BAP z divodu jeho vysoké
efektivity a relativné nizkych finan¢nich nakladi. Aplikace BAP ma nicméné také své
nevyhody — jeho derivat benzylaminopurin-9-glukosid (BAP-9-G) se hromadi v rostlinach
a pti sklenikovém péstovani se postupné uvoliuje a zptisobuje heterogenitu rastu (Werbrouck
et al., 1996).

Probiha tedy snaha o pfipravu derivati BAP, které ponesou jeho vyhody a pomoci
zmény struktury mohou eliminovat nevyhody spojené s nechténou tvorbou BAP-9-G.
Pfipravované derivaty substituované na atomu N° adeninu jsou slibnymi kandidaty. U latky
6-benzylamino-9-(tetrahydropyran-2-yl)purinu (BAP-9-THP), stejné jako u 6-benzylamino-9-
(tetrahydrofuran-2-yl)purinu (BAP-9-THF), se ukazalo, Ze jejich CK aktivita je vysS$i nez
u BAP (Sziicova etal., 2009; Zhang a Letham, 1989). BAP-9-THP se jiz dlouhou dobu
vyuziva pro kontrolu kveteni Sirokého spektra rostlinnych druht. Neni v§ak zatim iplné jasné,
zda jsou BAP-9-THP a BAP-9-THF u¢inné samy o sobé, nebo jestli jejich efekt plyne
z nachylnosti vazby na N°® atomu k enzymatickému §tépeni, ¢imz by se tyto derivaty stavaly
pouhymi zdroji volnych bazi adeninu (Sziicova et al., 2009).

U BAP-9-THP a BAP-9-THF se pro dalsi zvySeni jejich aktivity Casto substituuje
minimalné jeden vodik v benzylovém kruhu hydroxy ¢i methoxy skupinou. Vznika tak
napiiklad latka 6-(3-methoxybenzylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin (3-MeOBAP-9-
THP) ¢i sloucenina 6-(3-methoxybenzylamino)-9-(tetrahydrofuran-2-yl)purin (3-MeOBAP-9-
THF). Tyto derivaty se fadi mezi CK druhé generace, tedy uméle vytvofené CK vykazujici
vysokou biologickou aktivitu, ale nevyskytujici se v rostlinach piirozené (Vylicilova et al.,
2020; Plihalova et al., 2016).

V mikropropagaci se take vyuzivaji aromatické CK, které maji na postrannim
aromatickém jadie hydroxy- ¢ methoxyskupinu a ziroven ribosid na pozici N°. Jedna se
napiiklad o 6-(3-methoxybenzylamino)purin-9-B-D-ribosid (3-MeOBAPR), ktery rovnéz
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vynika vysokou biologickou aktivitou (Vyli¢ilova et al., 2020). Struktury téchto derivatu je

mozné vidét na obr. 4.

éwﬁ (- )
O ;1:

3-MeOBAP-9-THP 3-MeOBAP-9-THF 3-MeOBAPR

Obr. 4: Strukturni vzorce a zkratky zminénych derivati aromatickych cytokinint

V budoucnu by své vyuziti v komerénim péstovani rostlin mohly najit i CK soli
kyseliny methansulfonové, tedy mesylaty. Mesylované soli BAP, 2-OHBAP, 3-OHBAP
a 3-MeOBAP se prokazaly byt efektivni v ochran¢ PSII pied degradaci a jejich vyhodou je
vysoka rozpustnost v polarnich rozpoustédlech. Z dtvodu pfitomnosti purinového jadra
a hydrofobnich postrannich fetézcti jsou bézné aromatické CK Spatné rozpustné ve vodé.
Standardn¢é se tedy CK aplikuji na tkanové kultury po rozpusténi v dimethylsulfoxidu
(DMSO), ethanolu ¢i 1M NaOH a nésledném zifedéni vodou na pozadovanou koncentraci.
Bé&hem tohoto procesu vSak muze dojit k vykrystalizovani CK z roztoku a také k negativnimu
ovlivnéni rostlin pomoci DMSO. Moznost rozpustit mesylaty CK piimo ve vod¢ tyto problemy
eliminuje (Klos et al., 2022).
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2.4.4 Cytokininy v biotechnologiich
Cytokininy maji v rostlinnych biotechnologiich velky potencial. Je tfeba diky nim mozné
ovliviiovat odnozovani obilnin a zvysit tak vynos zrn, a tim i celkovou produktivitu
zemédelstvi. Jejich aplikace jakozto komerénich ristovych regulatord je vSak komplikovana
komplexitou jejich efektd, cross-talkem s dal$imi fytohormony a odliSnostmi G¢inkti mezi
rostlinnymi druhy (Koprna et al., 2016).

Jak jiz bylo ¢aste¢né zminéno, spravna koncentrace CK je homeostaticky modulovana
ptimou syntézou in situ pomoci isopentenyltransferas, komplexnim mechanismem
akropetalniho a bazipetalniho transportu isoprenoidnich CK, reverzibilni konjugaci na
glykosidy a ireverzibilni inaktivaci enzymem cytokininoxidasa/dehydrogenasa (CKX). Studie
prokazaly, ze sniZzena exprese a aktivita CKX v fad¢é obilnin vedla ke zvySeni vynosu zrn,
tolerance k abiotickému stresu a organogenesi (Gupta et al., 2021).

CKX jsou flavoproteiny schopné $tépeni N® postranniho fetézce za vzniku adeninu
a nenasyceného aldehydu 3-methyl-2-butenalu. Jelikoz CKX rozeznavaji dvojnou vazbu
isoprenoidniho postranniho fetézce, DHZ a aromatické CK jsou ke Stépeni timto enzymem
rezistentni (Sakakibara, 2006). V piipad¢, Ze dojde k zablokovani CKX vhodnym inhibitorem,
nebude dochazet ke $tépeni postrannich fetézcl, coz povede k relativni elevaci koncentrace
aktivnich forem CK v rostlin¢ (Gupta et al., 2021).

Jako efektivni inhibitory CKX se prokazaly byt aminoderivaty CK odvozenych od
mocoviny. Rovnéz Ize vyuzit molekularné-biologicky ptistup pro vyvinuti transgenni rostliny
se snizenou expresivitou gent pro CKX. Vyuziti inhibitort ma tu vyhodu, ze neni pravné
omezeno tak striktné jako vyuziti GMO rostlin. Je nicméné nutné pocitat s tim, Ze na rizné
rostlinné druhy mohou mit inhibitory odlisné u¢inky (Gupta et al., 2021).

Pii péstovani obilnin a v mikropropagaci rostlin se ¢asto pouzivaji BAP a Kin, a to bud’
samostatné, nebo v kombinaci s dal§imi regulatory (pfedev§im ABA a IAA). Aplikuji se
vétsinou sprejovanim nebo pridanim do zavlahové vody. Exogenni aplikace CK na lusténiny
béhem reprodukéniho obdobi zvysuje vitalitu kvétd a biomasu luskd, ¢imz rovnéz roste jejich
vynos. Co se tyCe zeleniny, aplikovanim BAP dochazi k urychleni kveteni u rajcat ¢i ke
zna¢nému nardstu biomasy vyhonka u Spenatu. Schopnost CK posilovat odolnost rostliny vici
biotickému i abiotickému stresu se vyuziva napiiklad pti péstovani lilku ¢&i fepy V prostiedi
s vysokou salinitou. Pro zvysSeni vynosu sklizné se CK aplikuji i na sady ovocnych stroma

a bavinikova pole (Koprna et al., 2016).
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2.5  Testovani biologické aktivity cytokininu
Efekty daného cytokininového derivatu na rostliny se studuji pomoci tzv. biotestu.
V nésledujicich odstavcich jsou popsany vybrané CK biotesty, které byly provedeny

vV rdmci experimentalni ¢asti této kvalifika¢ni prace.

2.5.1 Korenovy biotest

Za pomoci kotfenového biotestu je mozné sledovat vliv cytokininti na délku hlavniho kotfene
ana délku a pocet lateralnich kofent v porovnani s rostlinami rostoucimi v médiu bez
testované latky. Biotest probiha tak, Ze do %2 MS média v Petriho miskach jsou v multiplikéatu
nasazena semena husenicku (Arabidopsis thaliana) a po uzavieni jsou misky umistény do
svislé polohy. Synchronizace klieni a rustu jednotlivych rostlin je zajisténa vystavenim
vysazenych semen chladové periodé. Poté jsou misky s vysazenymi semeny inkubovany
a v pravidelnych intervalech skenovany, aby nasledné¢ mohla byt vyhodnocena délka a pocet
kofenti. Cim siln&j§i CK aktivitu testovand latka vykazuje, tim vice bude dochazet k inhibici

kotenového ristu, hlavni kofen tedy bude kratsi a pocet lateralnich kotfent niZsi.

2.5.2 Senescencni biotest

Pro urceni, do jaké miry je dany cytokinin schopen oddalovat rostlinnou senescenci, se vyuziva
senescenéniho biotestu S odstizenymi listy z mladé psenice (Triticum aestivum), které jsou po
odstfizeni kKkultivovany v roztoku testovaneho CK. Nasledné¢ je provedena extrakce
chlorofylovych barviv a za pomoci spektrofotometrického méfeni absorpénich spekter
extrahovanych barviv je stanovena jejich koncentrace, a tedy i mira jejich degradace
v diisledku senescence. Cim siln&j§i antisenescenéni aktivitu testovana latka v dané
koncentraci vykazuje, tim vyssi bude retence chlorofylu po kultivaci ve tmé. Hlavni vyhodou
tohoto biotestu je jeho nenaro¢nost, nevyhodou je nicméné to, ze béhem kultivace odstiizenych

listt muze dochazet k metabolizaci studovane latky.

2.5.3 Kalusovy biotest

Kalusovy biotest je zaloZen na principu stimulace ristu cytokinin-dependentniho kalusu tabaku
(Nicotiana tabacum) schopného proliferovat pouze za pfitomnosti CK v klasickém
Murashige-Skoog (MS) médiu. Vykazuje-li latka pfidana do média CK aktivitu, projevi se to
koncentracné zavislym ptirGstkem hmotnosti kalusu, coz je zjisténo zvaZenim kalusu. Hlavni

vyhodou tohoto biotestu je jeho nenaroc¢nost, stinnou strankou je vSak nutnost péstovat kalus
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Vv piitomnosti studovaného CK po dobu 4 tydni. Béhem této doby muze dochazet k rozkladu

daného derivatu.

2.5.4 Receptorovy biotest
U rostlin byly objeveny tii membranové receptory slouzici k pfenosu cytokininového signalu
do bunécného jadra, kde nésledné dochazi k fosforylaci transkripénich faktorii a expresi
cilovych gent. Jedna se o receptory CRE1/AHK4, AHK3 a AHK2 — vSechny jsou histidin
kinazy nachazejici se v cytoplasmatické membrané rostlinnych bun¢k (Aoyama a Oka, 2003).
Ke zjisténi presné koncentrace latek, které aktivuji CK receptory a aktivuji transdukei
signalu, je mozné pouzit receptorovy biotest. Ten byva provadén za vyuziti transgenniho
kmene bakterie Escherichia coli s genem cps::lacZ, jehoz exprese je zavisla na ptitomnosti
a koncentraci CK v kultivaénim médiu. Gen lacZ kdduje enzym B-galaktosidasu, jehoZz aktivitu
je poté mozné stanovit za pouziti pomocného fluorogenniho substratu, ktery je $t€pen a jeho
produkt fluorimetricky méfen, coz umozni ur€it schopnost testované latky aktivovat CK
receptor. Vyhodou tohoto testu je to, ze v jeho pribéhu nedochazi k metabolizaci

testovanych CK.

2,55 ARRb5::GUS biotest

Finalni komponentou dvoustupiiového signalniho systému u A. thaliana jsou produkty gend
typu ARR5 (Arabidopsis response regulator 5), jejichZ exprese je zvySovana pritomnosti
cytokinint (Brandstatter a Kieber, 1998). Toho je vyuZzivano v prubéhu ARR5::GUS biotestu,
kde se méfi enzymaticka aktivita B-glukuronidasy (GUS) pod kontrolou promotoru ARR5S
ve 2-3 dny starych semenacécich transgennich A. thaliana. Semenacky jsou nejdiive
kultivovany 17 hodin s testovanou latkou a po jejich sklizeni a homogenizaci je provedeno
stanoveni aktivity GUS za vyuziti pomocného fluorogenniho substratu. Hlavni vyhodou tohoto

biotestu je kratka doba kultivace semenackd, z ¢ehoz plyne nizsi riziko metabolizace a rozpadu

v
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3  Experimentalni Cast

3.1 Chemikalie
Pro piipravu vybranych latek byly pouzity tyto chemikalie: 2-amino-6-chlorpurin,
dimethylsulfoxid (DMSO), 6-chlorpurin, furfurylamin od vyrobce Sigma-Aldrich; benzylamin
od firmy abcr GmbH; 2,6-dichlorpurin, 2-fluor-6-chlorpurin od firmy OIChemIm, s. r. o.;
aceton, chloroform, diethylether, ethanol, ethylacetat, methanol, triethylamin od firmy
VWR International.

Béhem provadénych biotesti byly pouzity tyto chemikélie: agar, dimethylsulfoxid
(DMSO), dusi¢nan draselny, D-glukosa, L-glutamin, glycin, chloramfenikol, inositol,
kaseinovy hydrolyzat, kyselina 1-naftyloctova, kyselina nikotinova, kyselina 2-(N-morfolino)-
ethansulfonova, B-merkaptoethanol, 4-methylumbelliferyl-B-galactopyranosid (MUG),
pyridoxin, sacharosa, siran hofe¢naty, uhli¢itan sodny od vyrobce Sigma-Aldrich; ampicilin od
firmy Sigma, s. r. o.; chlorid vapenaty, kyselina sirovd od firmy Lach-ner, s. r. o,
dihydrogenfosfore¢nan draselny, dihydrogenfosfore¢nan sodny, heptahydrat siranu
zeleznatého, chelaton 3, kyselina boritd, kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA),
molybdenan amonny, siran manganaty, siran méd’naty od firmy Lachema, a. s.; chlorid
amonny, chlorid vapenaty, hydroxid draselny, hydroxid sodny od firmy Penta;
6-benzylaminopurin, trans-zeatin od firmy OIChemIm, s.r.o0.; dihydrogenfosfore¢nan
amonny od firmy Spolana, s. r. 0.; Triton X-100 od vyrobce Carl Roth GmbH; dusi¢nan
vapenaty od firmy VWR International.

3.2  Pristrojové technika

Navazovani chemikalii bylo provadéno na vahach od firmy RADWAG Vahy, s. r. 0., syntézy
probihaly na magnetické michaéce s ohfevem od firmy VELP Scientifica a k odpafovani
rozpoustédel z roztokl pripravovanych latek byla vyuzivana rota¢ni vakuova odparka znacky
Heidolph. Pro uréeni chemické individuality pfipravenych latek byl pouzit NMR spektrometr
JEOL 500 ECA, kalibrace posunu na zbytkovy pik rozpoustédla v *H DMSO-d6 2,50 ppm.

Cistota pripravenych latek byla zjisténa na vysokouéinné kapalinové chromatografii
(UHPLC) Waters Acquity UPLC H-Class System na kolon¢ C18 Symmetry (pramér 2,1 mm,
délka 150 mm, pérovitost 5 um). Vzorek byl rozpustén v methanolu a nasledné byl 22 minut
promyvan gradientem methanolu (5-99 %) s mravencanem amonnym pii pH 4 a prutoku

0,3 ml/min. Absorbance slozek byly detekovany pii vinové délce 190-500 nm. Déle byl tento
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eluat veden do hmotnostniho spektrometru Waters Acquity QDA, jehoz iontovy zdroj byl
zahiivan na teplotu 120 °C, desolvata¢ni teplota ¢inila 300 °C. Jako zmlzovaci plyn byl pouzit
dusik. Pouzité kapilarni napéti ¢inilo 3 KV, napéti na vstupni $té€rbin¢ 15 V. Méfeni bylo
provadéno v pozitivnim FULLSCAN modu v rozsahu m/z 45-1 000. Analyza byla provedena

Mgr. Hanou Omamikovou a Mgr. Radimem Simerskym, Ph.D.

Elementarni analyza C, H, N piipravenych latek byla stanovena na analyzétoru Fisons
EA1112 CHN Analyzer od firmy Thermo Fisher Scientific. Ptistroj byl kalibrovan pomoci
standardu nikotinamidu s navazkou v rozmezi 2-2,80 mg. Analyzované vzorky byly rovnéz
navazovany v rozmezi 2-2,80 mg. Mikronavazka pevného zhomogenizovaného vzorku byla
pii analyze katalyticky spalovana v proudu kysliku a helia (nosny plyn) za teploty 950 °C po
dobu 480 sekund. Vznikla plynna smés byla na chromatografické koloné rozdélena na slozky
COz2, H20 a N a kvantifikovédna na tepelné-vodivostnim detektoru. Z intenzity signdlu kazdé

slozky bylo vypoéteno procentualni slozeni analyzovaného pevného vzorku.

Bé&hem biotestll byla prace vyzadujici sterilni prostfedi provadéna v horizontalnim
flowboxu znacky Holten. Navazovani vSech chemikalii bylo provedeno na analytickych
vahach AE 240 od vyrobce Mettler Toledo a michani bylo provadéno na elektromagnetickém
michadle MR Hei-Mix Sod firmy Heidolph. Pfi inkubaci bakterialnich pre-kultur
V receptorovém testu byl pouZit termostatovatelny destickovy inkubator s orbitalnim tfepanim
Thermomixer comfort od firmy Eppendorf. Dale byl v pribéhu testii vyuzivan inkubator
KB-240 od firmy Binder. Béhem kultivace v ARRS::GUS testu byla pouzita Tiepacka
Excella E24 od vyrobce New Brunswick Scientific Co, s. r. 0., pfi homogenizaci rostlinného
materidlu byl pouzZit oscilacni vibracni mlyn MM 200 od firmy RETSCH. Na zavér
receptorového biotestu byl pouzit fluoroscen¢ni reader Fluoroskan Ascent od vyrobce
Thermo Labsystems a destickovy spektrofotometr Tecan Sunrise od firmy Tecan. Tento

spektrofotometr byl pouzit i v senescencnim biotestu.
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3.3 Syntéza
3.3.1 Piiprava kinetinu (Kin)

Pfiprava byla proveden podle Wang et al., 2018, pfi¢emz misto butanolu pii pfipravé reakeni
smesi byl pouzit propanol, reakéni ¢as byl zkracen na 5 hodin a teplota snizena na 105 °C.
V 16 ml propanolu byl rozmichén 1 g (1 eq) 6-chlorpurinu a bylo pfidano 0,68 ul (0,75 g,
1,2 eq) furfurylaminu a 0,73 pl triethylaminu (0,98 g, 1,5 eq). Smés byla ponechana reagovat

za stadlého michani v lazni pti teploté 105 °C po dobu 5 hodin. Reakce probéhla dle schématu 1.

N o}
Cl H,N NH
N /Jj: N\ PV L W propanol, 105 °C NE N
L L) ¢ 7 ~ 1)
N — k N N
6-chlorpurin furfurylamin triethylamin kinetin

Schéma 1: Piiprava kinetinu

Po ukonceni reakce byla provedena vakuova filtrace, reakcéni batika promyta 30 ml
propanolu a produkt umistén do horkovzdu$né suSarny pii 50 °C na 24 hodin. Nasledn¢ byl
produkt rozpustén ve 100 ml ethanolu a umistén do lednice na rekrystalizaci. Poté byla opét
provedena filtrace, vysuSeni v susarn¢ a bylo navazeno 1 100 mg produktu.

Vytézek: 40 %; HPLC: 98,84 %; Mr = 215,21; MS [M+H*] = 216,20.
'H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 8.20 (s, 1H), 8.14-8.04 (m, 2H), 7.54 (s, 1H), 6.35 (s, 1H),
6.23 (s, 1H), 4.75-4.63 (m, 2H).

3.3.2 Priprava 2-amino-6-benzylaminopurinu (2-NHBAP)

Syntéza byla provedena dle Havlicek et al., 1997, probéhla v§ak zména spocivajici v nahrazeni
butanolu pfi ptipravé reakéni smési propanolem, snizeni teploty béhem reakce na 105 °C
a prodlouzeni Casu reakce na 5 hodin. Do 100 ml propanolu bylo pfidano 1 001 mg 2-amino-
6-chlorpurinu s 729,2 ul benzylaminu (697,5 mg, 1,1 eq) a 1 003 ul (716,81 mg, 1,2 eq)
triethylaminu a smés byla v lazni pfi teploté 105 °C ponechana reagovat dle schématu 2.
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H,N
Cl NH
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2-amino-6-chlorpurin benzylamin triethylamin 2-amino-6-benzylaminopurin

Schéma 2: Ptiprava 2-amino-6-benzylaminopurinu

Po probéhnuti reakce a ochlazeni reakéni smési byla provedena vakuova filtrace, pevny
podil roztoku byl proplachnut propanolem a vysusen v susarné pii 50 °C. Hmotnost produktu
po vysuseni ¢inila 1 292 mg.

Vytézek: 53 %; HPLC: 97,97 %; Mr = 240,26; MS [M+H"] = 241,17.
'H NMR (500 MHz, DMSO-D¢) & 8.09 (s, 1H), 7.65 (s, 2H), 7.34 (t, J = 7.7 Hz, 2H),
7.28 (t, J=7.6 Hz, 2H), 7.19 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 5.70 (s, 2H), 4.64 (s, 2H).

3.3.3 Piiprava 2-chlor-6-benzylaminopurinu (2-CIBAP)

Obdobné¢ jako u 2-NHBAP byla syntéza provedena dle Havlicek et al., 1997 a prob&hla zména
spocivajici v nahrazeni butanolu pfi pfiprave reakéni smési propanolem, snizeni teploty béhem
reakce na 105 °C, prodlouZeni ¢asu reakce na 5 hodin a misto 2-amino-6-chlorpurinu byl pouzit
2,6-dichlorpurin. Do 100 ml propanolu bylo pii michani pfidano 1 005 mg (1 eq)
2,6-dichlorpurinu, 602 pl benzylaminu (591,88 mg, 1,1 eq) a 977 ul (710,26 mg, 1,2 eq)
triethylaminu. Smés byla za stalého michani pfivedena k teploté¢ 105 °C a byla ponechéana

reagovat 5 hodin. Reakce probéhla podle schématu 3.

H,N
Cl NH
N7 X N s . propanol, 105 °C X N
Jo ~ - 1T
+ +
= =
cl N N k cl N N
2,6-dichlorpurin benzylamin triethylamin 2-chlor-6-benzylaminopurin

Schéma 3: Ptiprava 2-chlor-6-benzylaminopurinu
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Po prob¢&hnuti reakce a ochlazeni reakéni smési byla provedena vakuova filtrace, pevny
podil roztoku byl proplachnut propanolem a vysusen v susarné pii 50 °C. Hmotnost produktu
po vysuseni Cinila 1 179 mg.

Vytézek: 49 %; HPLC: >99%; Mr = 259,69; MS [M+H*] = 260,10.
'H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 8.74 (s, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.41-7.28 (m, 4H),
7.22 (t, J=7.2 Hz, 1H), 4.75-4.50 (m, 2H).

3.3.4 Piiprava 2-fluor-6-benzylaminopurinu (2-FBAP)

Obdobné¢ jako u 2-NHBAP byla syntéza provedena dle Havlicek et al., 1997 a prob¢&hla zména
spoCivajici v nahrazeni butanolu pfi pfipraveé reakéni smési propanolem, snizeni teploty béhem
reakce na 105 °C, prodlouZeni ¢asu reakce na 5 hodin a misto 2-amino-6-chlorpurinu byl pouzit
2-fluor-6-chlorpurin. Ve 100 ml propanolu bylo rozpusténo 1 006 mg 2-fluor-6-chlorpurinu
a ptidano 699 ul (687,17 mg, 1,1 eq) benzylaminopurinu a 945 ul (707,95 mg, 1,2 eq)
triethylaminu. Reakce prob&hla béhem 5 hodin za michani pii teploté 105 °C podle schématu 4.

Cl kg NH
N X N propanol, 105 °C N X N
A\ e ey, ESPEREK N\
1L - - L
F N7 N K F N7 N

2-fluor-6-chlorpurin benzylamin triethylamin 2-fluor-6-benzylaminopurin

Schéma 4: Ptiprava 2-fluor-6-benzylaminopurinu

Po prob¢hnuti reakce a ochlazeni reakéni smési byla provedena vakuova filtrace, pevny
podil roztoku byl proplachnut propanolem a vysusen v susarné pii 50 °C. Hmotnost produktu
po vysuseni Cinila 640 mg.

Vytézek: 27 %; HPLC: 97,40 %; Mr = 243,24; MS [M+H"] = 244,20.
'H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) § 8.75 (t, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.39-7.27 (m, 4H), 7.26-7.20
(m, 1H), 4.64 (d, 2H).
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3.4  Biologické testovani
Vsechny biotesty byly provedeny pod vedenim Mgr. Hany Vyli¢ilové, Ph.D., za asistence pani
Jarmily Balonové.

3.4.1 Korenovy biotest

Piiprava 1 1% MS média byla provedena dle nésledujiciho postupu: v 950 ml destilované vody
bylo rozpusténo 2,15 g MS média, 0,5 g kyseliny 2-(N-morfolino)-ethansulfonové a 10 g
sacharosy. Hodnota pH meédia byla upravena 4M roztokem hydroxidu draselného na rozmezi
5,6-5,8 a objem byl doplnén na 1 1. Pfed rozlitim média do litrové sklenice bylo navazeno 11 g
agaru na jeji dno.

Po vysterilizovani ¥2 MS média v autoklavu a jeho rozliti do Petriho misek byla
na povrch ztuhlého média nasazena ethanolem sterilizovana semena husenicku (A. thaliana)
za pomoci sterilniho paratka. Vysazovani semen bylo provadéno ve flowboxu, misky byly
pripraveny ve cCtyinasobném multiplikatu. Po vysazeni byly misky uzavieny, ovazany
parafilmem a na dobu 2 dnid vlozeny do lednice. Poté byly umistény do svislych stojant
a vlozeny do kultivacniho boxu a vzdy po péti, osmi, deseti, dvandcti a patnacti dnech ristu
bylo provadéno skenovani kultivovanych Petriho misek. Délka hlavniho kofene a pocet

lateralnich kofenti byl poté ze skent stanoven za pomoci programu ImageJ.

3.4.2 Senescencni biotest

Byl pfipraven zasobni Hoaglanduv roztok obsahujici v uvedenych koncentracich nasledujici
latky: dusi¢nan vépenaty (4,0:102 M), siran hotfe¢naty (2,1:102 M), dusi¢nan draselny
(6,5-102 M), dihydrogenfosfore¢nan amonny (1,0-102 M), kyselina borita (4,5-10* M), siran
manganaty (2,0-10* M), siran méd’naty (4,0-10° M), siran zine¢naty (7,6-10° M), molybdenan
amonny (8,1-10°% M). Dile Hoaglandfiv zisobni roztok obsahoval 1 ml kyseliny sirové
0 koncentraci 4,9-102 M.

Semena ozimé psenice (T. aestivum L. cv. Hereward) byla proplachovana kohoutkovou
vodou po dobu 24 hodin a pote byla vyseta na tac obsahujici perlit s Hoaglandovym Zivnym
roztokem. Ten byl pfipraven smichanim 10 ml Hoaglandova zasobniho roztoku, piidanim
3 ml 0,1M chloridu véapenatého a 1 ml roztoku FEEDTA (obsahujici Chelaton 3 v koncentraci
7,45 g/l a heptahydrat siranu Zeleznatého v koncentraci 5,45 g/l) a upravenim pH na hodnotu

6,8 pomoci roztoku hydroxidu sodneho. Tac s vysetymi semeny byl zakryt ¢ernou hlinikovou
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folii a byl vlozen do kultivaéniho boxu (fotoperioda: 12 hodin svétlo, 12 hodin tma, 20 °C,
7 000 Ix) na dobu 5 dnii. Po prvnim dni kultivace byla z tdcu odstranéna hlinikova folie.

Do 96jamkové desticky byly napipetovany roztoky testovanych latek tak, aby jejich
koncentrace ¢inily 108 M, 107 M, 10° M, 10° M a 10* M, vzdy v péti opakovanich.
Z vykultivované pSenice byly odstiizeny konecné listové segmenty o délce ptiblizné 3,5 cm.
Do kazdé jamky byla pak bazalnimi konci zasunuta &tvefice takto ustfizenych list. Ctvefice
listd byly pied vkladanim do jamek navazeny tak, aby se jejich celkova hmotnost pohybovala
v rozmezi 0,09-0,11 g. Takto ptipravena desti¢ka byla inkubovana 96 hodin ve tm¢ pfi teploté
25 °C za zvySené vlhkosti. Pét Ctvefic listi bylo zamrazeno pfi teploté -80 °C pro urceni
pocate¢ni hladiny chlorofylu.

Po ukonceni inkubace probehla extrakce chlorofylovych barviv z listd vlozenim listl
z desticky do zkumavek obsahujicich 5 ml 80% ethanolu a jejich povatenim pii 80 °C po dobu
10 minut. Listy poté byly vyjmuty ze zkumavek, objem byl doplnén na 5 ml a do 96jamkové
desticky byly takto ziskané extrakty rozpipetovany a byla zmétena jejich absorbance pii vinové
délce 665 nm.

3.4.3 Kalusovy biotest

Piiprava klasického MS média byla provedena dle nasledujiciho postupu: v 1 | destilované
vody bylo rozpusténo 4,3 ¢ MS média (basal medium; AE-CH-2136), 200 mg L-glutaminu,
30 g sacharosy a 8 g agaru. Poté bylo pfidano 10 ml roztoku glycinu (ze zasobniho roztoku
200 mg/l), 10 ml roztoku inositolu (ze zasobniho roztoku 1 g/100 ml), 5 ml roztoku FEEDTA
(ze zasobniho roztoku pfipraveného smichanim 3,36 g Chelatonu 3 a 2,785 g heptahydratu
siranu Zeleznatého do 0,5 1 deionizované vody), 5 ml roztoku vitaminl (na ptipravu 100 ml
zasobniho roztoku bylo smichano 10 mg kyseliny nikotinove, 10 mg pyridoxinu a 8 mg
thiaminu) a 10 ml roztoku kyseliny 1-naftyloctové (ze zasobniho roztoku 10 mg/100 ml). V
ptipadé MS média pro udrzovaci kulturu kalusu bylo ptidano 2,25 ml roztoku BAP (ze
zasobniho roztoku 10 mg/100 ml).

Do média vysterilizovaného v autoklavu byly ptidany testované latky tak, aby bylo
dosazeno koncentraci 10 M, 107 M, 10°® M, 10° M a 10* M. Z t&chto roztok byly
ptepipetovany 3 ml do jamek v Sestijamkovych deskach, po ztuhnuti médii bylo do kazdé
jamky umisténo 0,1 g kalusu tabaku (N. tabacum L. cv. Wisconsin 38) a kazdy kalus byl
rozdélen na tfi dily. Desticky s kalusem byly inkubovany po dobu 4 tydni ve tmé pti 24 °C. Po

skonceni inkubace byly zjistény hmotnosti kalusu ve vSech jamkach.
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3.4.4 Receptorovy biotest

Byly provedeny testy na aktivaci receptori CRE1/AHK4 a AHK3. Béhem testu byly pouzity
transgenni kmeny E. coli KMIO01-pINITI/AHK4 a KMI001-pINITI/AHKS, selektovany byly
diky rezistenci k ampicilinu (AHK4) a chloramfenikolu (AHKS3). Bylo pfipraveno M9 médium
pro kultivaci bakterialnich pre-kultur obsahujici nasledujici latky v uvedenych koncentracich:
dihydrogenfosfore¢nan sodny (47,76 mM), dihydrogenfosfore¢nan draselny (22,2 mM);
chlorid sodny (8,6 mM), chlorid amonny (18,7 mM), siran hofe¢naty (2,0 mM), D-glukosa
(22,2 mM); chlorid véapenaty (0,1 mM), kaseinovy hydrolyzat kysele hydrolyzovany (Merck,
katalogove c¢islo 1022450500, 0,1%). Po inokulaci probéhla kultivace v thermomixeru po dobu
24 hodin pti 25°C a 300 rpm, uchovani pti 4 °C.

Bakterialni pre-kultury byly ziedény v poméru 1:600 pomoci M9 média a byly
rozpipetovany do 96jamkové desti¢ky, kde byly nasledné v multiplikatu pfidany testované
latky tak, aby bylo dosaZeno koncentraci 0,1, 1, 10 a 50 mM. Nésledovala kultivace na
thermomixeru po dobu 17 hodin pii 25°C a 450 rpm. Po ukonceni kultivace probé&hlo piidani
fluorogenniho substratu MUG, inkubace 1 hodinu pti 37 °C, zastaveni reakce stop pufrem
(obsahujicim glycin v koncentraci 132 mM a uhli¢itan sodny v koncentraci 83 mM) a zméieni

fluorescence pii vinové délce 365/460 nm (emise/excitace).

3.4.5 ARR5::GUS biotest

Sterilni semena transgenni A. thaliana (ekotyp Col-0) nesouci fuzni gen pARR5::GUS byla
kvuli synchronizaci kliceni kultivovana na klasickém % MS médiu (piiprava byla popsana
v kapitole kofenového biotestu) ve tmé po dobu 3 dnu pii 4 °C a nasledné byly pfemistény do
fytotronu na tiepacku na 4 dny pii teploté 22 °C, svételny reZim 16h den/8 h noc. Prob&hlo
ptidani testovanych latek do média tak, aby jejich koncentrace ¢inila 10 uM. Po 17 hodinach
byly semenacky vyjmuty a homogenizovany za pomoci oscilaéniho vibracniho mlynu
(3 minuty, 27 Hz) v extrakénim pufru 1 (50 mM fosfatovy pufr, 10 mM EDTA, 10 mM
B-merkaptoethanol, deionizovana voda). Nasledné byl pfidan extrakéni pufr2 (50 mM
fosfatovy pufr, 10 mM EDTA, 10 mM -merkaptoethanol, 0,2 % Triton X-100, 0,2 % SDS,
deionizovana voda) a semenacky byly inkubovany pii 4 °C po dobu 30 minut. Nakonec
probéhla inkubace pii 37°C ve tmé po dobu 60 minut s MUG substratem o koncentraci 2 mM

a zméfeni fluorescence pii emisni/excitacni vinové délce 365/460 nm.
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4 Vysledky

4.1  Pripravene latky
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Obr. 5: Piehled pfipravenych latek
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4.2  Elementarni analyza pripravenych latek

Elementarni analyza vSech pfipravenych sloucenin byla provedena Ing. Janou Kocifovou,
ziskané hodnoty byly zaneseny do tabulky 1. Zastoupeni prvku v testovanych latkach se misty
1i§i od teoretickych hodnot, odchylky byly pravdépodobné zpiisobeny piitomnosti necistot
z dtivodu pouziti nespravného standardu ¢i nedokonalym dosusenim pted provedenim analyz.
Ostatni parametry jednotlivych latek mimo elementarni analyzu jsou pro vyssi prehlednost

uvedeny v sekci syntéz vzdy u konkrétni latky.

Tab. 1: Hodnoty elementéarni analyzy testovanych slouc¢enin

| stka Teoretické hodnoty Provedena analyza
%N %C [%H| %N %C % H
Kin 32,54 | 55,81 | 4,22 | 31,76 | 55,18 4,05
2-FBAP 28,79 | 59,25 | 4,14 | 28,04 | 59,21 4,23
2-CIBAP 26,97 | 55,50 | 3,88 | 26,09 | 54,35 3,73
2-NHBAP 34,98 | 59,99 | 5,03 | 34,94 | 58,84 | 5,01
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4.3  Biologicka aktivita pripravenych latek
4.3.1 Korenovy biotest

Korenovy biotest
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DMSO BAP 2-CIBAP 2-FBAP 2-NHBAP Kin
Latka v koncentraci 0,1 pM

Obr. 6: Zavislost délky primarniho kofene na aplikaci latek 2-CIBAP, 2-FBAP, 2-NHBAP,
Kin a kontrol v koncentraci 0,1 uM. Jako pozitivni kontrola slouzil BAP, jako negativni
kontrola bylo pouZzito DMSO

Korenovy biotest - lateralni koreny
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DMSO BAP 2-CIBAP 2-FBAP 2-NHBAP Kin

Latka v koncentraci 0,1 pM

Obr. 7: Zavislost mnozZstvi lateralnich kofenti na aplikaci latek 2-CIBAP, 2-FBAP,
2-NHBAP, Kin a kontrol v koncentraci 0,1 uM. Jako pozitivni kontrola slouzil BAP,
jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO
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4.3.2 Senescencni biotest

Senescencni biotest
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Obr. 8: Zavislost retence chlorofylu na koncentraci 2-FBAP, 2-NHBAP a Kin v médiu. Jako
pozitivni kontrola slouzil BAP, jako negativni kontrola byla pouzita voda — v grafu znacena

prerusovanou linkou. Z divodu $patné rozpustnosti ve vodé latka 2-CIBAP testovana nebyla.

4.3.3 Kalusovy biotest

Kalusovy biotest
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Obr. 9: Zavislost hmotnosti prirtistku kalusu na koncentraci 2-CIBAP, 2-FBAP a 2-NHBAP.
Jako pozitivni kontrola slouzil BAP, jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO — v grafu

znaceno pferuSovanou linkou
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4.3.4 Receptorovy biotest

Aktivace receptoru AHK3
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Obr. 10: Zavislost relativni aktivity B-galaktosidasy (receptor AHK3) na koncentraci
2-CIBAP, 2-FBAP, 2-NHBAP, Kin a kontrol v médiu. Jako kontroly pro porovnani vysledkt
byly pouzity BAP atZ

Aktivace receptoru CRE1/AHK4
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Obr. 11: Zavislost relativni aktivity R-galaktosidasy (receptor CRE1/AHK4) na koncentraci
2-CIBAP, 2-FBAP, 2-NHBAP, Kin a kontroly v médiu. Jako kontrola byl pouzit tZ
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435 ARR5::GUS test

ARR5::GUS test
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Obr. 12: Zavislost aktivity GUS na ptitomnosti 2-CIBAP, 2-FBAP, 2-NHBAP, Kin
a kontroly v médiu v koncentraci 10 uM. Jako kontrola byl pouzit BAP.

Hodnoty testovanych latek jsou vztazeny ke kontrole
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5 Diskuse

CK negativné reguluji rast hlavniho kofene i tvorbu lateralnich kofent (Fukaki a Tasaka,
2008). Provedené kofenové biotesty ukazaly, Ze piftomnost chloru i fluoru v pozici C2
u pfipravenych derivatd BAP zesiluje jeho inhibiéni efekt na kofeny. Latky 2-NHBAP a Kin
prokazaly tuto ocekavanou CK aktivitu také, ale zdaleka ne tak silnou. To se shoduje s daty
z predchozi studie tdchto sloucenin, ve které autofi uvedli, Ze halogenace na pozici C2
amplifikuje CK aktivitu, zatimco umisténi aminoskupiny na tuto pozici aktivitu sniZuje
(Savelieva et al., 2018).

V senescenénim testu se potvrdila antisenescencni aktivita Kin (Barciszewski et al.,
2007) a ukazala se i u 2-FBAP a 2-NHBAP. Data publikovana Nislerem et al., 2010 ukazuji,
7e optimalni koncentrace pro antisenescen¢ni aktivitu strukturné podobného 2-fluor-6-(2-
hydroxy-3-methylbenzylamino)purinu a 2-amino-6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purinu
je také 0,1 mM, nicméné derivat s fluorem na C2 mél o 10 % vyssi aktivitu oproti tomu
s aminoskupinou na této pozici.

Latka 2-CIBAP v senescen¢nim biotestu testovana nebyla, jelikoz neni rozpustna ve
vodé¢ a béhem testu dochazelo k jeji precipitaci i po rozpusténi v DMSO a natfedéni vodou na
testovanou koncentraci. Vyli¢ilova et al., 2016 vsak zjistila, ze (alespon v piipadé ribosou
derivovanych CK na pozici N° umisténi chloru na pozici C? snizuje antisenescencni efekt
daného CK. Ve stejné studii bylo také poukazano na to, Ze chlor na pozici C? snizuje toxicitu
testovanych aromatickych CK (Vyli¢ilova et al., 2016; Honig et al., 2018).

V kalusovém testu stoupala efektivita testovanych latek ptimo umérné s koncentraci,
s vyjimkou 2-FBAP a standardu BAP v koncentraci 0,1 mM, kde jejich schopnost indukce
déleni kalusu klesla na minimum — Vv této koncentraci se totiz nejspi§ zacaly projevovat jako
toxické pro kalus. Ve vSech ostatnich testovanych koncentracich v§ak vykazovaly tyto dvé
latky vyssi aktivitu nez 2-CIBAP a 2-NHBAP.

Ziskané vysledky koreluji s vysledky, které publikoval Nisler et al., 2010, jenz testoval
mimo jiné i 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin derivovany na pozici C? fluorem,
chlorem ¢i aminem. Autofi uvadi, ze optimalni koncentrace 2-amino-6-(2-hydroxy-3-
methylbenzylamino)purinu pro rist kalusu byla 0,1 mM, zatimco pro 2-chlor-6-(2-hydroxy-3-
methylbenzylamino)purin a také pro 2-fluor-6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin to bylo
0,01 mM. Koncentrace 0,01 mM byla optimalni pro kalus i v ptipadé samotného 6-(2-hydroxy-
3-methylbenzylamino)purinu.
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Inhibi¢ni efekt nékterych derivati CK ve vysokych koncentracich na kalus se ukazal
i ve studii provedené Matuskovou et al., 2023. Indukce kalusu poklesla mimo jiné ve vysokych
koncentracich zeatinu (v trans i cis isomerii) a u standardu substituovanych D-ribosou na
atomu N® (jednalo se o trans-zeatin-9-D-ribosid, cis-zeatin-9-D-ribosid a isopentenyladenin-
9-D-ribosid).

Inhibici kalusu ve vysSich koncentracich BAP, Kin, tZ a iP lze vidét také ve studii,
kterou provedla Zahajska et al., 2017. Naopak nejvyssi efekt na indukci kalusu ve vysokych
koncentracich mély derivéty tZ substituované chlorem a bromem na pozici C8.

Podle studie Vyli¢ilové et al., 2016 mezi aromatické CK, u kterych koncentrace 0,1 mM
rast kalusu podporuje, patii derivaty 2-chlor-6-benzylaminopurin-9-ribosidu nesouci chlor ¢i
jod na pozici para aromatického postranniho retézce.

Co se tyce isoprenoidnich CK, u kterych je koncentrace presahujici 0,1 mM optimalni
pro indukeci kalusového rustu, fadi se mezi né (1°‘R)-1°‘-methyl-cis-zeatin-9-ribosid. Zajimavé
je, ze isomer této latky (1°°S)-1‘-methyl-cis-zeatin-9-ribosid na déleni kalusu nema v podstaté
zadny vliv (Fujii et al., 1994).

Vysokou schopnost aktivace receptoru AHK3 prokéazaly 2-CIBAP a 2-FBAP, které
v koncentraci 50 mM dosahovaly aktivity okolo 120 %, coz ptesahovalo 100% aktivitu
standardu tZ v této koncentraci. Oproti tomu 2-NHBAP a Kin neaktivovaly receptor AHK3 ani
na 20 %, stejné jako tomu bylo u standardu BAP. To souhlasi s vysledky publikovanymi
Nislerem et al., 2010, které poukazuji na to, Ze substituce halogenu na pozici C2 aromatického
CK zvysuje jeho schopnost aktivovat jak receptor AHK3, tak i CRE1/AHK4, zatimco
aminoskupina na této pozici aktivaci snizuje. To je také v souladu se studii od Savelievy et al.,
2018. Ve studii publikované Zahajskou et al., 2017 vsak Kin vykazoval vysokou miru
aktivace AHK3.

Nizka aktivace receptoru AHK3 ucinkem BAP se uk&zala i ve studii provedené
Romanovem et al., 2006. Autofi této studie rovnéz uvadi, ze z testovanych latek naopak
nejvyssi afinitu k receptoru AHK3 i k receptoru CRE1/AHK4 vykazoval tZ.

Receptor CRE1/AHK4 byl ve v§ech koncentracich nejsilnéji aktivovan standardem tZ,
ale vysokou miru aktivace vykazoval i 2-FBAP v koncentraci 50 mM, kdy jeho aktivita byla
stanovena na témét 90 %. Jak Kin, tak i 2-CIBAP dosahovaly v nejvyssi koncentraci piiblizné
30% aktivity. 2-NHBAP neaktivoval receptor téméft vibec.

Téchto vysledkd bylo dosazeno ve studii od Savelievy et al., 2022, kde byly testovany
derivaty N°-(a-methylbenzyl)adeninu s chlorem, fluorem & aminoskupinou na pozici C2

Autofi této studie uvadi, ze predevsim 2-fluor-N8-(a-methylbenzyl)adenin, ale také i 2-chlor-
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N®-(a-methylbenzyl)adenin aktivovaly receptory AHK3 i CRE1/AHK4 velmi silng, zatimco
2-amino-N8-(a-methylbenzyl)adenin oba receptory aktivoval jen minimalng.

V ARRS5::GUS testu dosahovala aktivita GUS vSech testovanych latek hodnoty 100 %,
kromé& 2-NHBAP, u které to bylo téméf 90 %. Umisténi halogenu na C? pozici adeninu tedy
nema vliv na expresi genu ARR5, aminoskupina na této pozici dokonce jeho expresi mirné
inhibuje.

Podobnych vysledki v ARRS5::GUS testu dosahl i Nisler et al., 2010, kde jim testované
derivadty ~ 2-chlor-6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin ~ a  2-fluor-6-(2-hydroxy-
3-methylbenzylamino)purin aktivovaly expresi genu ARR5 skoro do stejné miry jako BAP,
zatimco aktivita 2-amino-6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purinu byla v tomto testu

znacéné slabsi.
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6 Zavér

V této bakalaiské praci byly optimalizovanymi postupy piipraveny ¢tyfi jiz znamé derivaty
cytokininii odvozené od purinu, pfi¢emz tfi z téchto latek byly substituovany v pozici C2.
Vybrané slouceniny byly zkoumany pro jejich u¢inky na rostliny a potencialni uplatnéni
v zemé&d¢€lstvi, v mikropropagaci rostlin ¢i v biotechnologiich. Probéhla fyzikalné-chemicka
charakterizace vSech ptipravenych latek, ¢imz byla prokazana jejich Cistota a chemicka
individualita. Latky byly nasledné otestovany v kofenovém, senescencnim, receptorovém,
kalusovém a ARR5::GUS testu na cytokininovou aktivitu.

Ukazalo se, ze latky 2-CIBAP a 2-FBAP jsou velmi silnymi inhibitory kofenového
rastu a také Ze jejich schopnost aktivace cytokininovych receptort je vysoka. Latka 2-NHBAP
se v fadé testli chovala odlisn¢€ — naptiklad byla vyrazné slabsim inhibitorem kotfenového ristu
a ji zprostiedkovana aktivace cytokininovych receptorti byla minimalni. Zjisténé odliSnosti
davaji divody k provedeni rozsahlejSich biologickych testovani téchto slou¢enin, kde by bylo
také vhodné plné€ vyloucit jejich toxicitu pro rostlinna pletiva i zivocisné tkané. V piipadée
odhaleni dal$ich pozitivnich vlastnosti by bylo mozné pfipravené cytokininové derivaty pouzit
pro optimalizaci metod pé&stovani rostlin a dosahnout tak zkvalitnéni jejich produkce a zvySeni

jejich vynost.
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