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1. Cile prace

Optimalizace protokolu pro purifikaci 2MeS cytokinint v bakteridlnich médiich.

Identifikace a kvantifikace 2MeS cytokinint v bunkach a médiu Nostoc.

Identifikace a kvantifikace 2MeS cytokinind v médiu Rhodoccocus fascians a Streptomyces
turgidiscabies.

Purifikace 2MeS cytokininu v bakterialnich médiich pomoci PMME.

Ptevedeni HPLC metody pro analyzu 2MeS cytokininit na UPLC metodu.
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2. Uvod

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které reguluji mnoho vyvojovych procest jako
bunééné déleni, apikalni dominanci a starnuti listd. Dulezitou roli hraji v kontrole vyvoje i u
dalSich organismt napfiklad u cyanobakterii. U nékterych patogennich bakterii slouzi
k potlaceni obrannych mechanizmi napadené rostliny a k progresi infekce. Chemicky jsou
cytokininy derivaty adeninu, které jsou klasifikovany podle substituentu na pozici N°
adeninového cyklu jako izoprenoidni a aromatické, pricemz vSechny se mohou vyskytovat
jako volné baze, ribosidy, O- nebo N-glykosidy. Aktivni formou cytokinini jsou volné baze,

ostatni formy slouZi jako transportni nebo zasobni (Mok & Mok, 2001) .

Vyvoj citlivych analytickych metod hraje stézejni roli ve stanoveni zastoupeni
jednotlivych cytokinint, zjisténi endogennich hladin a objasnéni jejich funkce. Biologicky
material predstavuje komplexni matrici, ve které se ostatni latky vyskytuji v mnohem
vysSich koncentracich nez cytokininy. Kritickym krokem pfi analyze cytokinind je proto
jejich izolace. Pozadavkem je vysoka ti€innost extrakénich kroki a vysoka Cistota ziskanych
extraktl. Pfi samotné analyze cytokininli jsou vyuzivany zejména chromatografické
techniky. Dominantni roli pfi studiu cytokininti hraje HPLC, kterd ma oproti GC nékolik
vyhod. Odpada naptiklad nutnost derivatizace (cytokininy nejsou tékavé slouceniny) a s ni
spojené technické problémy. Pro detekci se pouziva nejcasteji HPLC ve spojeni s UV/VIS a
HPLC/MS (Tarkowski et al., 2004).
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3.1. Nostoc

Nostoc neboli jednofadka patii do kmenu sinic. Casto byva oznadovan jako blue —
green algae, vzhledem k modrozelenému zbarveni a podobnosti kolonii s fasami, ale jedna se
0 gram-negativni bakterii. Velikost téchto kolonii se pohybuje od mikroskopickych po
makroskopické rozméry (Dembitsky & Rezanka, 2005).

Obr. 1: Nostoc, kmen: MA4 UAM 307 (Mateo et al., 2010)

Vyskytuje sena dobie osvétlenych stanoviStich suchozemského i vodniho
ekosystému, ve vSech podnebnych pasmech, od tropického az po polarni. Vzhledem ke
schopnosti fixovat dusik ¢asto Zije v symbioze s vy3Simi rostlinami. S nékterymi houbami
vytvatri zvlastni druh mutualistického vztahu vedouci ke vzniku liSejnikd, ptfi¢emz rod
Nostoc patii k jednomu z mala druh, ktery neztratil schopnost piezivat symbioticky i

samostatné (Dembitsky & Rezanka, 2005).

Tab. 1: Vedecka klasifikace Nostoc
(Garrity et. al, 2001)

Doména Bakterie (Bacteria)
Kmen Sinice (Cyanobacteria)
Trida Sinice (Cyanobacteria)
Celed’ \Y

Rod Nostoc
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Rod Nostoc je charakteristicky nerozvétvenymi, vlaknitymi koloniemi obalenymi
slizem, ve kterych mohou vystupovat az étyfi typy diferenciovanych bunék, vznikajici jako
reakce na vné&j$i podminky. V zavislosti na vnéj$im prostfedi mohou vegetativni bunky
diferencovat v heterocysty fixujici N2, hormogonia nebo akinety podobné bakterialnim
spordm (Meeks et al., 2002). V porovnani s ostatnimi bakteriemi ma neobvykle velky
genom, piiblizné 10 Mb (Meeks et al., 2001).
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growing flaments LIMITATION

vegelative cells e LIGHT (MUTRIEMT)
“ / LIMITATION
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Obr. 2: Zivotni cyklus Cyanobacterii (Hense & Beckmann, 2006)

Z hlediska zpusobu ziskavani energie miize byt charakterizovan jako fotoautotrofni,
vyuZivajici jako zdroj uhliku CO; a provadgjici fotosyntézu pro tvorbu ATP a redukénich
ekvivalent a zaroven diazotrofni, fixujici dusik ve specializovanych buiikach, pfi¢emz u
nékterych druhi byla pozorovana i fakultativné heterotrofni vyziva (Meeks et al., 2002)

(heterotrofie — ziskavani uhliku z organickych slou¢enin) (Singleton & Sainsbury, 2001).
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3.1.1 Heterocysty

Fototrofie a diazotrofie nemohou probihat soudasné. ReSenim tohoto problému jsou
buniky specializované na fixaci dusiku a vznikajici jako reakce na jeho nedostatek
v prostiedi. Odhaduje se, ze v diferenciaci hetrocyst a fixaci dusiku je zapojeno vice nezZ
1000 gent, ale mechanismy indukce tvorby heterocysty dosud nebyly GpIné objasnény.
Transformace burniky v heterocystu je nevratna a zaroven zivotnost heterocysty je pomérné
kratka. ZjednoduSen¢ fteCeno, diferenciace bunky v heterocystu je primitivni formou
programované bunééné smrti (Mecks et al., 2002).

Sinice rodu Nostoc mohou vyuzivat pro sviyj rust anorganické i organické zdroje
dusiku. Anorganické zdroje jsou upfednostiiovany v tomto poradi: NH;" > NOs; > Ny,
pficemz dostatek NH," v prostiedi potladuje vznik heterocyst (Meeks et al., 2001).

Vznik heterocysty z asimilujici buiiky je slozity proces. Dilezitou podminkou je
odstranéni veskerého kysliku, protoZze enzym Nitrogenasa zajist'ujici fixaci dusiku vyZaduje
anaerobni prostfedi. Nejdifive dochazi k zastaveni syntézy enzymovych komplexi
ucastnicich se fotosyntézy a fixace uhliku a je indukovana syntéza Nitrogenasy. Poté se
zvySuje aktivita dychaciho fetézce a dochazi k rychlému vycerpani veSkerého kysliku.
Zaroven je bunka obalena dvouvrstvou polysacharidovou a glykolipidovou membranou,
ktera zabratiuje diftizi plynu a zajistuje udrzeni mikrooxického prostiedi (Mecks et al.,
2002).

Obr. 3: Heterocysty (Meeks et al., 2002)
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3.1.2 Akinety

Akinety jsou sporam podobné buiiky vznikajici jako reakce na nedostatek svétla a
Zivin (Meeks et al., 2002). Jsou odolng&jsi viici chladu a vysychani neZ vegetativni buiky, ale
mén¢ odolné vici extrémnim podminkam nez spory gram-pozitivnich bakterii (Adams &
Duggan, 1999). Od vegetativnich bunék se odliSuji vétsi velikosti, napadnymi granuly
obsahujicimi vysoké koncentrace glykogenu a cyanophycinu a zasobnim polymerem dusiku
obsahujicim arginin a aspartat v téméf ekvimolarni koncentraci (Wolk et al., 1994). Mnoho
fyziologickych a genetickych podobnosti ptispiva k predpokladu, Ze akinety jsou evolu¢nim

predchiidcem heterocyst.

Obr. 4: Akinety (ak)
(Mateo et al., 2010)

Akinety maji polysacharidovou vné&j§i membranu, kterd se nevyskytuje u
vegetativnich bun¢k, a obsahuji glykolipidy charakteristické pro heterocysty. Tato
dvouvrstevna polysacharidova a glykolipidova membrana zptsobuje rapidni snizeni difiize
plyni (Wolk et al., 1994). Protoze akinety spotfebovavaji malé mnozstvi kysliku, ale
zaroven neobsahuji membranové pory, jsou komponenty membrany jinak organizovany nez

u heterocyst (Meeks et al., 2001).
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3.1.3 Hormogonia

Hormogonia jsou relativné kratka pohybujici se filamenta, kterd neobsahuji
heterocysty. Buiikky hormogonia jsou mensi, jiného tvaru nez vegetativni vlakna (Meeks et
al., 2002). Jedna se o ptechodnou, nertistovou vyvojovou fazi, ve kterou se mohou
transformovat vSechny butiky bez nutnosti zvétSovat sviij objem. Vznika jako odpovéd’ na
stresoveé podminky. Transformace zpét ve vegetativni bunky je mozna pouze diferenciaci v
heterocysty (Meeks et al., 2001).

Pohybujici se filamenta vykazuji fototakticke i chemotaktické chovani. U nékterych
hormogonii byly pozorovany plynové vacky slouzici jako dalsi systém umoziujici pohyb.
Schopnost pohybovat se slouzi ke kolonizaci novych prostiedi (Mecks et al., 2001) a
umoziuje hormogoniim slouzit jako infekéni Cinitel pfi vzniku symbiozy (Meeks et al.,
2002).

Obr. 5: Hormogonia, vyobrazenda skdla predstavuje 1 pm
(Duggan et al., 2007)
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3.2 Rhodoccocus

Rhodoccocus je rod aerobnich, chemoorganotrofnich, nepohyblivych grampozitivnich
bakterii s vysokym obsahem GC v DNA (63-73%). Jako zdroj uhliku a energie je schopen
vyuZivat Siroké spektrum organickych latek, coz umoziiuje nejen Siroky enzymaticky aparat,
ale i kyselina mykolovad obsazeni v plazmatické membrané, kterda umoziuje piijem
hydrofobnich latek. V roce 2006 byl kompletné sekvenovan genom Rhodoccocus sp. RHAL.
Jedna se o jeden z nejvétsich genomi v bakterialni i8i. Sklada se z 9,702,737 pb (67% G+C)

organizovanych na jednom linearnim chromozomu a tfech plazmidech.

Tab. 2: Védecka klasifikace Rhodococcus
(Zhi et al., 2009)

Doména Bakterie (Bacteria)
Kmen Actinobacteria
Rad Actinomycetales
Celed’ Nocardiaceae
Rod Rhodococcus

Rod Rhodoccocus se vyskytuje pievazné v pudé, ale i ve vodnich ekosystémech a
eukaryotickych buiikach jako patogen (McLeod et al., 2006). Zbarveni kolonii mize byt od
bezbarvého, pies bilé, Zluté, ruzové, oranzové az po typické Cervené, podle kterého dostal
tento rod svij nazev (Rhodon — rize) (Goodfelow et al., 1998), (Goodfelow& Maldano,
2006). V kulturach se bézné vyskytuji jako koky, ale mohou prochazet riznymi
morfologickymi zménami. Tyto morfologické zmény piedstavuji jednoduchy zivotni cyklus,
kdy se nekteré koky méni v tycky, ze kterych mohou vznikat filamenta, kterd se dale vétvi a
nasledné mize dochazet k jejich rozpadu a opakovani celého cyklu.

Vzhledem ke svému komplexnimu metabolismu nalezl Rhodoccocus vyuZiti v fadé
prumyslovych aplikaci. Pfikladem mtze byt desulfurizace fosilnich paliv, produkce steroidi

nebo akrylamidu a kyseliny akrylové (McLeod et al., 2006).
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3.2.1 Rhodoccocus fascians

Rhodoccocus fascians je hojné rozsifen téméf po celém svété (Crespi et al., 1994).
V kultufe vypada jako rtzné dlouhé, zaoblené nebo kulaté tycky (Tilfort, 1936). Je
puvodcem nemoci zvané ,,witches broom* syndrom, voln¢ ptelozeno: nemoc ¢arodéjnického
kostéte (Vaclavikova, 2008). Hlavnimi ptiznaky tohoto onemocnéni jsou nadory na listech
(,,leafy galls*) a fasciace neboli ztrata apikalni dominance a vytvatreni nefunk¢nich vyhonkt
v misté infekce (Crespi et al., 1994). U jednodéloznych rostlin zpusobuje deformaci ristu a
tvorbu struktur pfipominajicich kvét kvétaku (Miller et al., 1980). Dale inhibuje rtst tabaku
a vyvoj jeho kotenového systému (Crespi et al., 1992).

Vzhledem K sirokému spektru hostiteld, vcetné hospodaisky vyznamnych, zejména
okrasnych rostlin je tato bakterie zodpovédna za pomérné velké hospodaiské Skody
(Depuydt et. al., 2008). Piikladem mize byt vyskyt R. fascians v Kalifornii v roce 1950, kde
pasobil jako limitujici faktor, pfi produkci okrasnych rostlin, zejména kopretin
(Leucanthemum). O teméf 25 let pozdgji byla tato bakterie v oblasti stale pfitomna na téméef
100% rostlin (Oduro, 1975). Anglické skolky okrasnych rostlin vy¢islily ztraty na prodeji,
naklady spojené s likvidaci napadenych rostlin a ztraty na mnoZeni rostlinného materiélu,
ktery musel byt zlikvidovan, aby nedochazelo k dalsimu $ifeni infekce, na vice nez 1 milion
dolarti za jeden rok (Putnam & Miller, 2007).

Obr. 6: Anténovity nador na listu krasnoocka (Coreopsis)
(Putnam & Miller, 2007).
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3.3 Streptomyces

Rod Streptomyces zahrnuje vice nez pét set zastupcu (Maczulak, 2011) vyskytujicich
se prevazné v pude, ale také ve vod¢ a sedimentech (Bouchek-Mechine et al., 2006). Je
charakteristicky rozvétvenymi vlaknitymi koloniemi podobnymi myceliu hub. Velikost
bun¢k se pohybuje od 0,5 do 2 pm. Velikost genomu reprezentativniho zastupce S.
coelicolor je 8 667 507 pb (Bentley et al, 2002). Na linearnim plazmidu nese 7825 gent, coz
je u bakterii nejveétsi dosud objeveny pocet genl. VétSina znich patii mezi saprofyty
(saprofytismus — zisk&vani Zivin z odumielych organismii), ale jsou schopny vyuzivat jako
zdroj energie SirSi spektrum organickych zdroji nez vétSina bakterii, naptiklad glukézu,
laktat, Skrob nebo chitin. Streptomyces produkuje t€kavy netoxicky metabolit geosmin, ktery

udava pude, ve které se vyskytuje, charakteristicky zemity zapach (Maczulak, 2011).

Tab. 3: Vedecka klasifikace Streptomyces
(Maczulak, 2011)

Doména | Bakterie (Bacteria)
Kmen Actinobacteria
Rad Actinomycetales
Celed” | Streptomycetaceae
Rod Streptomyces

Rod Streptomyces se vyznacuje schopnosti produkovat antibiotika. Dnes je vyuzivano
vice nez tii desitky antibiotik produkovanych timto rodem, napt. tetracykliny, streptomycin,
neomycin, nystatin (Maczulak, 2011).

Pouze nékolik druht je patogeny rostlin napadajici vyhradné jejich podzemni casti
(Loria et. al, 2007). Nejrozsitengjsi chorobou zpisobovanou patogennimi zastupci tohoto
rodu (napf. S. scabies, S. acidiscabies, S. turgidiscabies, S. europaeiscabiei) (Bouchek-
Mechine et al., 2000) je ,,potato scab* neboli strupovitost brambor, kterd se projevuje jako
povrchoveé nebo hlubokeé Iéze na hlizach. Strupovitost je zdvazné onemocnéni vyskytujici se
po celém svété, vSude tam, kde se brambory péstuji. Napada také dalsi hliznaté okopaniny,
véetné Fedkvicky, fepy, mrkve, tufinu a sladké brambory. Symptomy strupovitosti na
bramboru se mohou vyrazné¢ liSit. Vypadaji bud’ jako povrchové nebo
vyvysené hnédé skvrny na pokozce, nebo jako tmavé jamky zasahujici nékolik milimetr do
bramborové hlizy. Tyto 1éze mohou byt malé a diskrétni, nebo mohou splyvat a pokryvat

velké plochy povrchu hlizy (Wanner, 2006).
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Obr. 7: Strupovitost na hlizach bramboru

A — povrchové léze, B — vyvySené léze, C — jamkovité léze
(Loria et. al, 2007)

Nejlépe popsanym piivodcem strupovitosti je Streptomyces scabies (Ssynonymum S.
scabiei, kmen ATCC49173), ktery se vyskytuje po celém svété. Dalsi dva morfologicky
podobné, ale geneticky odlisné druhy streptomycet, S.  europaeiscabiei
a S. stelliscabiei byly popsany ve Francii, na vychodé¢ USA a v Kanadé (Bouchek-Mechine
et al., 2000; Bukhalid et al., 2002). DalSimi druhy, které zpusobuji strupovitost jsou S.
acidiscabies, popsana ve vychodni ¢asti Severni Ameriky, v Japonsku a Koreji (Lambert &
Loria, 1989; Park et al., 2003a; Téth et al., 2001), S. turgidiscabies popsané v Japonsku,
Koreji, Finsku, a Svédsku (Kreuze et al.; 1999; Lehton et al., 2004; Miyajima et al., 1998;
Park et al., 2003b) a S. aureofaciens ve Finsku (Kreuze et al., 1999). DalSi patogenni druh S.
reticuliscabiei je odpovédny za povrchovou neboli béznou strupovitost v Evropé (Bouchek-
Mechine et al., 2000). S. reticuliscabiei mize byt stejny jako ptvodce povrchové

strupovitosti v Kanadé a Finsku S. aureofaciens (Faucher et. al, 1992; Kreuze et. al, 1999).
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3.3.1 Streptomyces turgidiscabies

Streptomyces turgidiscabies se odliSuje od ostatnich Streptomyces zpisobujicich
strupovitost brambor. Vyznacuje se Sedivym zbarvenim kolonii a hladkymi cylindrickymi
spérami. V buné&né sténé obsahuje | -diaminopimelovou Kkyselinu. Obsah guaninu a
cytosinu v DNA je 71%. Jako zdroj uhliku je schopna vyuZivat rafinosu a inulin. Vykazuje
citlivost na streptomycin (20 pg/ml™), penicilin G (10 Ul/ml™), polymyxin B (15 ug/ml™) a
acetat thalia (15 pg/ml™). Uroven genetické piibuznosti mezi S. turgidiscabies a S.
acidiscabies, S. caviscabies, S. cabies, S. griseus, S. Setonii a S. tendae je nizk& (Miyajima
et al., 1998).

Obr. 8: Streptomyces turgidiscabies, kmen SY9113"
(Miyajima et al., 1998)
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3.4 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony hrajici roli v mnoha vyvojovych procesech.
Ovliviuji bunééné déleni, senescenci, apikalni dominanci, vyvoj chloroplastti a kliceni
semen, ale také reguluji toleranci ke stresu a pfenos nutricnich signal (Mok & Mok, 2001).
Vyskytuji se nejen u rostlin a nizSich organismi jako jsou fasy a bakterie, ale i u
parazitického hmyzu a ¢ervi (Stirk & van Staden, 2010).

Z chemického hlediska jsou cytokininy derivaty adeninu, které jsou rozdélovany podle
substituentu na pozici N°® adeninového cyklu na isoprenoidni a aromatické. Jednotlivy
zastupci obou skupin se li§i pfitomnosti ¢i nepfitomnosti dvojnych vazeb, hydroxylovych a
methylovych skupin a jejich pozici (Mok & Mok, 2001).

VétSina cytokinini se také vyskytuje jako cukerné konjugdty, pfiCemz mezi
jako nukleotidy, nebo konjugaty s aminokyselinami. DalSi samostatnou skupinu, zahrnujici
2MeS CK a nedavno objevené hydroxyderivaty cytokinind, tvoti derivaty substituované na
pozici C2 (Tarkowski, 2011). Funkéni formou jsou volné béze, ostatni formy slouZi jako
transportni nebo z&sobni (Mok & Mok, 2001).

3.4.1 2MeS cytokininy

2MeS cytokininy patii do skupiny derivati substituovanych na uhliku v poloze 2
adeninového cyklu. Tyto derivaty, znamé piedev§im u iIPR a cZR, byly identifikovany
ptevazné u bakterii, ale i nékterych rostlin (Tarkowski, 2011). 2MeS cytokininy byly také
objeveny v blizkosti antikodonii tRNA, které rozpoznavaji kodony zacinajici uracilem, a
pravdépodobné ovliviuji piesnost translace. Z chemického hlediska jsou tyto derivaty

hydrofobné&jsi a v jejich koncentrace jsou nizsi nez u béznych CK (Tarkowski et al., 2010).
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Tab. 4:

Priklady strukturnich vzorcii cytokinini

(Tarkowski, 2011)

HN—R1
N7 I -N
Jege o)
R2” N° °NH
R R, Né&zev cytokininu Zkratka
CH,
/_<— H Isopentenyladenin iP
—H,C CH,
H,C—OH
/:< H trans-zeatin VA
—H,C CH,
H,C—OH
/_< H Dihydrozeatin DHZ
—H,C CH,
H .
CHs 2-methylthio- )
— CH3-S- ) ) 2MeSiP
—H,C CH, isopentenyladenin
H,C—OH 2-methylthio-
= CHy-S- _
—H,C CH, trans-zeatin 2MeStZ
CHs 2-methylthio-
/:< CH3-S- ) ) 2MeScZ
—H,C H,C—OH Cls-zeatin
\—Q H Benzyladenin BA
HO
\_@ H ortho-topolin oT
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3.4.2 Biosyntéza cytokinini

Hladiny cytokinini se li§i v jednotlivych organech rostlin a k vyznamnym zménam
jejich hladin dochazi i v prib&hu ontogenetického vyvoje rostliny. ZvySené hladiny
nachdzime v proliferujicich pletivech, napf. v kotenovych $pickach, vrcholcich stonku,
mladych listech a nezralych semenech (Emery et al., 2000). Hladiny CK jsou také
ovlivilovany mineralni vyzivou, zejména piijmem dusiku (Takei et al., 2002), a také v reakci
na stres (Vyroubalova et al., 2009). Hlavnimi zptisoby regulace hladin aktivnich CK v misté
pusobeni jsou biosyntéza, interkonverze, inaktivace, degradace a transport (Tarkowski,
2011).

Prvnim krokem biosyntézy CK je prenylace (isopentenylace) exocyklické
aminoskupiny adeninu. Tyto reakce jsou katalyzovany enzymy isopentenyltransferasami
(IPT) (Kakimoto, 2001; Takei, 2001), které jsou podle substratové specifi¢nosti dale déleny
na adenylatové IPT a tRNA IPT. Adenylatové IPT (EC 2.5.1.27) katalyzuji prenylaci
adeninu ve formé AMP, ADP a ATP nikoliv v8ak adeninu nebo adenosinu a tRNA IPT (EC
2.5.1.8) pak zajistuji prenylaci adeninu v tRNA (Kakimoto, 2001; Morris et al., 1993).
Donory isoprenoidniho postraniho fetézce jsou dimethylalyl difosfat (DMAPP) pochazejici
z mevalonatové drahy a (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat (HMBDP) (Krall et al.,
2002, Sakakibara et al., 2005). Koncova methylova skupina isopentenylu miize byt nasledné

hydroxylovana cytochrom P450 monooxygenasami (Takei et al., 2004).
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Obr. 9: Schéma biosyntézy a metabolismu cytokinini (prrevzato z Frébort et al., 2011).
IPT - adenylat isopentenyltransferasa; CYP450 - cytochrom P450 monooxygenasa
LOG - cytokinin fosforibohydrolasa (Lonely guy); N-GT — cytokinin N-glukosyltransferasa;
pGLU — p-glukosidasa; CKX — cytokinindehydrogenasa; ZOGT - zeatin-O-
glukosyltransferasa; ZI — zeatinisomerasa; ZR — zeatinreduktasa; LAS — synthasa kyseliny

lupinové.

3.4.2.1 Biosyntéza 2MeS cytokinini v tRNA

KaZzda prokaryontni i eukaryotni tRNA, kromé& tRNA pro serin, obsahuje na pozici 37
2MeSiP (Grosjean et al., 1985). Funkce této modifikace byla studovidna na E. coli a
predpoklada se, ze stabilizuje interakci tRNA s mRNA. Ztrata této modifikace u miaA
mutantl E. coli a Salmonela typhimurium zptsobila nepfesnosti a snizeni u¢innosti translace
(Connoly & Winkler, 1989).

Pro samotnou biosyntézu 2MeSiP jsou nezbytné dva enzymy (Esberg et al., 1999).
Prvnim z nich je isopentenyltransferasa miaA, ktera katalyzuje pienos isopentenylové
skupiny z DMMAP na adenosin v pozici 37 vétSiny tRNA, které poté ¢tou kodony zaéinajici
uracilem (Leung et al., 1997).
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Nasledujici krok biosyntézy zavisi na dostatku Zeleza, cysteinu a S-
adenosylmethioninu (SAM) a zahrnuje dvé reakce. Prvni z nich je thiolace iP na A37 a
prenos methylu ze SAM (Goefler, 1969). Thiolaci iP na pozici 37 zajistuje enzym miaB.
Pokud je gen pro tento enzym nefunk¢ni, zistava adenosin na pozici 37 pouze ve formé iP
(Esberg et al., 1999). 2MeSiP A37 muze byt nasledné hydroxylovan miaE enzymem na
2MeSZ (Pesson & Bjork, 1993).

CH; C'H; CH;
CH1 CH,OH
NH, PPi n HN

N DVIAPP A \)\ H

y: | N SAM, "§" <= <¢
(A J\ e J\ A

N™ >N VIlaA MiaB (Fe-S) N SCH; MiaE SCH;

R
tRNA - A3y tRNA - i{,."\;_'. tRNA - I11S:in)\3_'. tRNA - 1'[1531'0“;\3]

Obr. 10: Biosyntéza 2MeSiP v tRNA (Mathevon et. al., 2007)

3.4.3 Interkonverze

Metabolické drahy cytokininii Ize rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny patii
modifikace adeninoveého cyklu, druhd skupina pak zahrnuje modifikace postranniho
isoprenoidniho fetézce (Sakakibara, 2006). Predpoklada se, ze na vzajemnych pfeménach
cytokinini se podili enzymy purinového metabolismu (Chen, 1997). Defosforylaci CK
nukleotidll zajist'uji 5'-nuklosidasy a alkalické i kyselé fosfatasy a odstépeni ribosy muze byt
katalyzovano adenosin nukleosidasou.

Vyznam téchto enzymil v metabolismu cytokininti ovSem ziistava sporny vzhledem ke
dvéma skuteCnostem. Za prvé: afinita téchto enzymid nemusi byt dostate¢né vysoka
vzhledem k niZ§im koncentracim CK oproti ostatnim adeninovym derivatim (Galuszka et
al., 2008) a za druhé: jsou tyto enzymy konstitutivné exprimovany, coz je v rozporu
s potiebou efektivni regulace hladin téchto molekul (Frébort et al., 2011). Toto tvrzeni
podporuje i objev fosforibosylhydrolasy ,Lonely guy“, enzymu specifického vaci
cytokininim, ktery katalyzuje pfeménu cytokininovych nukleotidi na aktivni volné baze
(Kurakawa, 2007).
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3.4.4 Degradace a inaktivace

Dulezitym procesem zapojenym do regulace hladin aktivnich cytokinini je jejich
nevratna degradace tzn. tdpeni N° postranniho fetézce. Tato reakce je katalyzovana
cytokinindehydrogenasou (CKX), (EC 1.5.99.12) ndlezici do skupiny oxidoreduktas
obsahujicich FAD. Produktem této reakce je adenin, piipadné piislusny N° substituovany

derivat a aldehyd postranniho fetézce. (Frébortova et al., 2004).

N/\/L CKX “//\)\ % 0
N
N N N)IN\ ﬂ,N;I\> + H\/l\

FAD FADH:

Isopentenyladenin Imin Adenin 3-methyl-2-butenal

Aox Ared

Obr. 11: Schéma katalytické degradace isopentenyladeninu

Dalsi moznosti regulace hladin aktivnich cytokininti je inaktivace. Z hlediska
biologicke aktivity vykazuji nejvyssi aktivitu CK ve formé volnych bazi, nizkou aktivitu
maji ribosidy na pozici N° a dale N° a N’ glukosidy jsou zcela neaktivni. Syntézu téchto
glukosidi zajistuje enzym N-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.118) (Entsch et al., 1979). Dalsi
moznosti modifikace CK je O-glykosilace hydroxyl postraniho fetézce pomoci
glykosyltransferasy (Frébort et al., 2011). O-glykosilované cytokininy slouZi jako zasobni a
mohou byt nasledné $tépeny B-glukosidasou (Brzobohaty et al., 1993). Vzhledem k nizké
rychlosti biosyntézy CK hraji tyto dva enzymy stézejni roli v regulaci hladiny aktivnich
cytokinind (Abe et al., 2007).

3.4.5 Cytokininy jako signalni molekuly

Cytokininy, stejn¢ jako ostatni rostlinné hormony ptsobi jako signalni molekuly ve
velmi nizkych koncentracich pohybujicich se okolo 1-50 pmol/g FW (Rahman, 2008).
Samotny signal je prenasen dvouslozkovou kaskddou oznacovanou jako histidyl-aspartyl
(His-Asp) fosfatova signalni draha. Po interakci cytokininu s CHASE doménou receptoru
dochazi Kk dimerizaci a autofosforylaci receptoru, ktery pireda fosfat histidin-
fosfotransferovému proteinu. Ten nasledn€ ptenese signal do jadra na regulator odezvy (RR)

typu B. Pfenosem fosfatu na regulator odezvy B dochazi k modulaci jeho transkripéni
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aktivity, kaktivaci exprese genii primarni cytokininové odpovédi a RR typu A, které
negativné reguluji cytokininovou odpovéd’ (Hwang & Sakakibara, 2006).

Ackoliv jsou cytokininové receptory intenzivné studovany z hlediska funkce,
biochemickych vlastnosti a exprese (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et
al., 2006; Romanov et al., 2006), jejich lokalizace v rdmci buiky neni dosud ptesné
definovdna. Obecné se predpoklada, Ze cytokininové receptory jsou lokalizovany na
plazmatické membrané protoplasti (Kim et al., 2006). Nedavna studie prokazala pfitomnost
téchto receptorti také na endoplazmatickém retikulu (ER). Zjisténa data napovidaji, Ze
CHASE doména neni orientovana smérem k apoplastu, ale smérem k lumenu ER, zatimco
C-koncova doména kinasy, ktera po aktivaci ptenasi fosfat na histidin-fosfotransferovy
protein, je orientovana smérem k cytoplazmé. Toto tvrzeni podporuje fakt, ze pii tomto
usporadani ma cytokinin vétsi afinitu k receptoru, vzhledem K zjisténému pH optimu pro
vazbu (Caesar et al., 2011).

plasma nuclear Cytokinin
membrane () membrane Responses
Cytokinin—p - =
L HOQ) — ®‘_*= ® > @ @ Cytokinin
CHASE AHP1 ARR1 ) Responses
[ ] ARR3
jﬁg kA ke Type-AARR  ARR4
CRET AHP3 ARRT0  yanseripton  ARRS
efc. ARR11 ARR6
oD, otc.
Cytokinin receptors AHPs type-B ARRs type-AARRs

Obr. 12: Schéma cytokininové signalni drahy v Husenicku
(Kieber & Shaller, 2010).

3.4.6 Interakce cytoininu s ostatnimy fytohormony

VétSina vyvojovych procest je krome cytokininti regulovana i ostatnimi fytohormony,
zejména auxinem (Galuszka et al., 2008; Prenisova et al., 2009; Pernisova et al., 2011) a

etylenem (Ruazicka et al., 2007; Ruzicka et al., 2009). K interakci miize dochazet na nékolika

urovnich: na Urovni metabolismu, signalingu, transportu, exprese gend a stability proteind

(Pernisova et al., 2011).
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Zatimco vliv auxinu na expresi cytokinoxidasy/dehydrogenasy je nejasny (Pernisova
et al.,, 2011), exprese genll pro isopentenyltransferasu je ucinkem auxinu zvySovana
(Miyawaki et al., 2004). Pomoci méfeni CK profilu a rychlosti biosyntézy bylo prokazano,
Ze auxin negativné ovliviiuje pool cytokininii negativni regulaci biosyntézy (Nordstrom et
al., 2004). M¢tenim hladin CK v husenicku bylo zjisténo, ze CK stimuluji biosyntézu auxinu
v jeho mladych listech a kofenech. Cytokininy plsobi jako pozitivni reguldtor biosyntézy

auxinu, zatimco auxin negativné reguluje biosyntézu cytokinini (Jones et al., 2010).

3.4.7 Vyznam cytokinini v patogenezi

Rostlinné hormony obecné hraji velmi dualezitou roli v odpovédi rostliny jak na
abioticky, tak bioticky stres. Vyznamného pokroku bylo dosaZzeno v pochopeni ulohy
kyseliny salicylové (SA), jasmonati (JA) a etylenu (ET) v obranych reakcich rostliny.
Ostatni hormony (brassinosteroidy, gibereliny, auxiny, cytokininy a kyselina abscisova) jsou
také zapojeny do obrannych signalnich kaskad, ale konkrétni mechanismy jsou mnohem
méné prostudovany (Bari & Jones, 2009).

Role cytokininti v imunitnich reakcich rostlin nebyla dosud dostate¢né objasnéna, ale
objevuji se ndznaky toho, ze CK hraji roli vregulaci odpovédi rostliny vici nékterym
patogenim (Robert-Seilaniantz et al., 2007).

Cytokininy hraji dilezitou roli naptiklad pfi nddorovém onemocnéni zplsobeném
houbou Plasmodiophora brassicae napadajici pfevazné brukvovité rostliny (napf. Brassicca
napus, Arabidopsis thaliana). Vramci studie genové exprese Arabidopsis thaliana
infikované P. brassicae byla pozorovana odli$na exprese vice nez 1000 gent oproti kontrole
a zaroven byla silné potladena exprese genti zapojenych do udrZovani rovnovahy hladin
cytokinint (CK synthasa, CK dehydrogenasa). Transgenni rostliny overexprimujici geny pro
cytokinindehydrogenasu vykazovaly rezistenci vuéi infekci P. brassicae, coZz napovida, Ze
cytokininy jsou kli¢ovym faktorem pii vzniku nadorovitosti (Siemens et al., 2006).

Dalsim piikladem ulohy cytokinini v patogenezi muze byt Agrobacterium
tumefaciens, ktery integruje ¢ast plazmidové DNA nesouci gen pro Tmr (tumour morfology
root) enzym do genomu rostliny. Tmr enzym je adenosin isopentenyltransferasa, kterd se
podili na biosyntéze cytokinint. Disledkem zmény hladin cytokinind je tvorba krckovych

nador na hostitelské rostling. (Sakakibara et al., 2006).
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Obr. 13: Nddorovitost kostalovin (Plasmodiophora brasiccae)
(Sedlarova, 2004 - nepublikovano)

3.4.7.1 Cytokininy produkované Rhodoccocus fascians

Inhibice rtstu kotenti, oddalena senescence jsou fenotypové znaky rostlin napadenych
Rhodoccocus fascians, ale zaroven jsou to znaky, za které jsou ve zdravych rostlinach
odpovédné cytokininy (Vereecke et. al, 2000). Tuto skute¢nost si poprvé dali do souvislosti
Thimann a Sachs v roce 1966. V roce 1996 byly pomoci HPLC a RIA stanoveny hladiny
cytokinini v mediu Rhodoccocus fascians. Bylo zjisténo, ze virulentni i nevirulentni kmeny
sekretuji do media velké mnozstvi cytokinind a to ¢Z, ¢ZR, tZ, tZR, DHZ, DHZR, iP a iPR.
V mediu virulentni bakterie byl navic identifikovan 2MeSiP (Eason et al., 1996).

Posledni vysledky naznacuji, ze hlavni Glohu v patogenezi hraji iP, 2MeSiP, cZ,
2MeScZ, tZ a 2MeStZ. Role ribosidu je vzhledem K jejich nizké biologické aktivité
zanedbatelna (Pertry et al., 2009).

3.4.7.2 Patogeneze Rhodoccocus fascians
K rozvoji symptomu typickych pro infekci bakterii Rhodoccocus fascians je nezbytné,
aby bakterie obsahovala patogenni geny. Tyto geny jsou lokalizovany na 200kb velkém,

linedrnim konjugativnim plazmidu pFiD188. Nositelem tohoto plazmidu je pouze virulentni
kmen D188, kmen D188-5 ho neobsahuje (Crespi et al., 1992).
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Pomoci insertni mutageneze bylo zjisténo, Ze tento plazmid obsahuje tii klicové
lokusy nezbytné pro propuknuti infekce a to att, hyp a fas, pticemz kli¢ovou roli hraje fas
lokus, jehoZz inaktivaci vznika nevirulentni vlakno. Lokusy att a hyp ovliviiuji miru projevu
infekce. Vyfazenim hyp dochazi ke zvySeni virulence, vyfazenim att ke snizeni (Crespi et
al., 1992).

Fas operon obsahuje 6 genti odpovédnych za biosyntézu cytokinint a jejich exprese je
siln¢ kontrolovana jak na urovni transkripce, tak translace (Temmerman et al., 2000). FasA
je homologni s cytochromP450 monooxygenasami. N-konec FasB vykazuje 70% homologii
s 4Fe-3Su-typem ferredoxinii Aktinomycet a jeho C-konec je homologni s o podjednotkou
pyruvat dehydrogenasy. Fas C pak koduje B podjednotku tohoto enzymu. Oba (Fas B i FasC)
obsahuji vazebné misto pro kofaktor thiamin pyrofosfat (Crespi et al., 1994). Fas D nese gen
pro isopentenyltransferasu (IPT), klicovy enzym pro biosyntézu cytokinini (Crespi et al.,
1992). Fas E vykazuje homologii s rostlinnou cytokininoxidasou/dehydrogenasou (CKX)
(Smulling et al., 2003) a Fas F vykazuje podobnost s glutation S-transferasou (Goethals et
al., 2001).

Ul

fas | att hyp

Fas A — cytochrom P450 monoxygenasa

Fas B — 4Fe-3Su ferredoxin, a podjednotka pyruvat dehydrogenasy
Fas C - B podjednotka pyruvat dehydrogenasy

Fas D - isopentenyltransferasa (IPT)

Fas E — cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

Fas F — glutation S-transferasa

Obr. 14: Fas operon Rhodoccocus fascians

Pokusy s mutanty jednotlivych gent (D188-fas A/F) prokazali, Ze mutace zptisobuje
rozdilné hladiny cytokinin a 2MeStZ je produkovan pouze plivodnim kmenem DI18S.
Z toho Ize usuzovat, Ze jednotlivé geny fas operonu hraji roli v ruznych ¢astech biosyntézy

CK a pro syntézu 2MeStZ je nezbytny kompletni fas operon. Klicovou roli Fas D neboli
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isopentenyltransferasy potvrzuje fakt, Ze hladiny CK v mutantu fasD byly niZSi nez
v puvodnim kmenu. Dale bylo potvrzeno, Ze FasA-FasB-FasC slouzi jako systém
hydroxylace iP vedouci ksyntéze derivati zeatinu. Mutaci v genu pro CKX doslo ke
zdvojnasobeni hladiny derivatt iP, coz naznacuje, ze FasE upiednostiiuje tyto derivaty pied
derivaty zeatinu. U mutantu D188-fasF doSlo k vyraznému snizeni hladin cZ a tZ, z ¢ehoz
1ze usuzovat, ze FasF pfi patogenezi zodpovédny za Stépeni zeatinovych nukleotidt. Jedinym
CK jehoz hladiny byly vyssi u vSech mutantti i nevirulentniho kmene D188-5 byl 2MeSiP,
z ¢ehoz vyplyva, ze tento derivat mize mit chromozomalni ptivod a slouzi jako prekurzor

ostatnich cytokinini produkovanych pomoci fas operonu (Pertry et al., 2010).

AMP (ADP/ATP) + DMAPP chromzom/tRINA

g & O

adenin ] .
4 <:I ip basalni hladiny 2MeSiP

3-metyl-2-butenal tZ, cZ, 2MeScZ

@ Fas A-C @ Fas A-C

2
CZ, tZ |:|'> 2MeSczZ
2MeStZ

ﬁ FasF

tZRSMP, cZRSMP

Obr. 15: Produkce cytokininu prostirednictvim fas operonu Rhodoccocus fascians
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3.4.7.3 Patogeneze Streptomyces turgidiscabies

Ze vSech druhii zplsobujicich strupovitost brambor byla jako prvni popsana
Streptomyces scabies (syn. S. scabei). Tato bakterie se vyskytuje po celém svété a byla
pfedmétem vyzkumu patogeneze vice nez 100 let. Postupné se vSak zacaly objevovat nové
druhy zpusobujici stejné onemocnéni, coz vedlo k hypotéze tvrdici, Ze zastupci rodu
Streptomyces sdili genetické determinanty umoznujici progresi infekce. Tuto teorii
podporovala konzervovanost virulentnich gend spojend s pfitomnosti transpozi¢nich
elementt (IS — insertion elements) v riznych patogennich druzich (Bukhalid et. al, 1998).

Streptomyces turgidiscabies byla identifikovana na zaklad¢ isolatt z 1ézi strupovitosti
brambor v Japonsku. VSech 21 isolati bylo identickych jak morfologicky, tak fyziologicky,
coZ napovida, Ze patogeni kmeny S. turgidiscabies jsou klony. Popula¢ni studie ukazovaly,
Ze patogenni S. turgidiscabies se vyskytuje ve vychodni ¢asti ostrova Hokkaido, zatimco
Vv zapadni ¢asti se vyskytuje geneticky riznoroda populace S. scabies (Takeuchi et. al, 1996).
Zjisténa data naznacuji, Ze S. turgidiscabies vznikla jako dusledek horizontalniho transferu
virulentnich gend z evolu¢né starSiho druhu S. scabies. Objeveni PAI (mobile pathogenicity
island) tuto domnénku potvrdilo (Joshi & Loria, 2007). Na tomto pohyblivém, 660kb
velkém, elementu lezi nékolik virulentnich gent. Tyto geny, vCetné necl genu a genil
biosyntetické drahy peptidického fytotoxinu thaxtominu, jsou konzervovany vS.
turgidiscabies i S. scabies (Kers et al., 2005). Tyto dva lokusy jsou vzdaleny piiblizné
325kb. Mobilni elementy obsahuji oteviené cteci ramce sriznym obsahem GC a
predstavitele nékolika rodin IS (Kers et. al., 2005).

Fas operon Streptomyces turgidiscabies lezi v tésné blizkosti genti biosyntické drahy
thaxtominu (Kers et al., 2005). Vzhledem kabsenci tohoto operonu v S. scabies se
predpoklada, ze z n& byl vyjmut a vloZzen do PAI S. turgidiscabies. Jednotlivé geny se
prekryvaji nebo jsou oddéleny kratkym intergenetickymi useky, tim padem formuji operon
stejné jako v R. fascians. Vzhledem k podobnosti sekvence, obsahu GC a organizaci gent je
pravdépodobné, Ze fas operon R. fascians i S. turgidiscabies ma stejny puvod. P&t ze Sesti
genu fas operonu S. turgidiscabies je homolognich s geny fas operonu R. fascians. V ptipadé
fasé pravdépodobné doslo kreorganizaci na chromozomu S. turgidiscabies. Kromé
homolognich genti byly na operonu S. turgidiscabies objeveny dvé methyltransferasy (mtrl,
mtr2) a transmembranovy pienaSe¢, které nejsou konzervovany na operonu R. fascians.
Dalsi odliSnosti je pozice fasé - lysindekarboxylasy a skute¢nost, ze cely fas region je

ohrani¢en dvéma transpozi¢nimi elementy z rodiny 1S110 (Joshi & Loria, 2007).
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transmembranovy transporter

S0 154:493 mﬂ}\ n;;eoe Pa; };g;ﬂﬂ Bl b f554\ B BI0
1S110, 1S4, 15493, 1S2606 — transpozi¢ni elementy
araC - regulator transkripce
txtD — biosyntéza thaxtominu
nos — synthasa oxidu dusnatého
Fas 1 — cytochrom P450 monoxygenasa
Fas 2 - 4Fe-3Su ferredoxin, a podjednotka pyruvat dehydrogenasy
Fas 3 — B podjednotka pyruvat dehydrogenasy
Fas 4 - isopentenyltransferasa (IPT)
Fas 5 — cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

Fas 6 — glutation S-transferasa

mtrl, mtr2 - methyltransferasy
Obr. 16: fas operon Streptomyces turgidiscabies

U Streptomyces zptsobujici strupovitost brambor nebyla nikdy popsana schopnost
vyvolat tvorbu listovych nadorid. Ov§em podobnost fas gent S. turgidiscabies a R. fascians
napovidd, ze by tato bakterie mohla mit geneticky aparat umoznujici tyto symptomy
vyvoldvat. Ve studii s Anos mutantantem (knockout genu pro fytotoxin), bylo zjisténo, Ze
symptomy vyvolané infekci S. turgidiscabies se podstatné 1isi v zavislosti na druhu rostliny,
mist¢ inokulace a stafi rostliny. Infekce klicicich semen tabéku zptisobila tvorbu kosatého
kofenového systému a mirnou inhibici ristu. U dvoutydennich rostlin tabaku infekce
vyvolala tvorbu pupenti v oblastech listového meristému. Inokulace axilarniho meristému
téitydenniho tabaku zpusobila vyrazné vyssi tvorbu pupentt mezi 7-10 dnem od inokulace. Po
4 tydnech se tyto pupeny vyvinuly ve struktury podobné nadorim s malymi zelenymi listy
okolo a zaroven doslo k vyraznému zpomaleni rtstu. Pti pokusu s dvojitym mutantem Anos
Aipt ktvorb¢ Zadnych pupenti ani nadort nedochazelo. Stejna studie byla provedena
s Arabidopsis thaliana, u které také dochazelo k tvorbé pupenti a doslo k vyrazné redukci
vyvoje jak listl, tak kofent. Je zajimavé, ze infikované rostliny vytvarely vétsi a pocetngjsi

trichomy, nez kontrolni neinfikované rostliny (Joshi & Loria, 2007).
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Tab. 5: Geny pritomné na fas operonu S. turgidiscabies

a jejich srovnéni s geny fas operonu R. fascians
(Joshi & Loria, 2007)

Gen Délka G+C Shoda | Podobnost
(AK) (%) (%) (%)

fas 1 400 69 65 77
fas 2 295 66 61 71
fas 3 310 66 72 84
fas 4 257 63 49 68
fas 5 445 66 54 67
fas 6 207 67 65 76
mtrl 284 65

mtr2 280 66

e | w|  w w

Fas operon dosud nebyl popsan u Zadnych jinych bakterii. Vylu¢ny vyskyt tohoto
operonu pouze u gram-pozitivnich ale ne u gram-negativnich bakterii zptisobujicich listové
nadory (napf. Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens) zistava nevysvétlen.
Geny pro IPT jsou u téchto bakterii také lokalizovany na plazmidech, coz naznacuje, Ze geny
nutné pro biosyntézu cytokininti jsou mobilizovany pomérné Casto. V podstaté je schopnost

biosyntézy cytokinind charakteristickou vlastnosti bakterii interagujicich s rostlinami (Joshi

& Loria, 2007).

36




3.5 Metody studia cytokinintu

Chemicka analyza fytohormont je nezbytnou soucasti studia rlstu a vyvoje rostlin a
v neposledni tad¢ také interakci rostlin s patogeny. Informace o pfitomnosti urcitych
hormonti a jejich hladindch umoziiuji objasniovani podstaty biologickych procest, které jsou
fytohormony ovliviiovany. Rostlinné pletivo, bakteridlni buniky ¢i bakterialni médium je
slozitou smési nizkomolekularnich a vysokomolekuldrnich latek, v némz se rostlinné
hormony vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich, obvykle v fadech femtomolti nebo
pikomold v jednom gramu Cerstvé hmoty (¢i ml média). Spole¢né s fytohormony se v této
smési vyskytuji i latky velmi podobnych fyzikalné-chemickych vlastnosti nebo podobné
struktury. Tyto latky komplikuji kvalitativni i kvantitativni analyzu zejména proto, Ze se ve
vzorku vyskytuji v fadové vyssich koncentracich (Tarkowski, 2011).

Z hlediska chemickych vlastnosti pfedstavuji cytokininy velmi riznorodou skupinu
latek. Nukleotidy jsou polarni (iontové) slouceniny, relativné hydrofobni skupinu ptedstavuji
volné baze a glykosidy a 2MeS-derivaty jsou siln¢ hydrofobni. Cytokininy se také vyskytuji
ve vice izomernich formach (cis/trans izomery zeatinu, polohové izomery topolinu a
ruznych glykosidl), které je nutné pii analyze dokonale odlisit, protoze kazdy z téchto
derivati vykazuje jinou biologickou aktivitu. Z téchto diivodd musi byt analytické metody
pro studium cytokininti dostate¢né citlivé, selektivni a robustni, aby poskytovaly spolehlivé

vysledky bez ohledu na analyzovany biologicky material (Galuszka et al., 2008).
3.5.1 Extrakce cytokinini

Biologicky material pro analyzu by mél byt odebiran tak, aby mohl byt ihned
extrahovan nebo okamzité zmrazen a uchovan nejlépe pti -80°C. Dale je nutné zabranit tani
vzorku pii manipulaci (napf. navazovani, transportu). K homogenizaci materialu se nejcastéji
VyuZiva rozdrceni v tieci misce v tekutém dusiku nebo kulovy mlyn (Tarkowski, 2011).

Ukolem extrakce je pievedeni analytil z biologické matrice do extrakéniho Ginidla, tak
aby v prubéhu extrakce nedoslo k enzymatické, tepelné, svételné nebo oxidativni degradaci a
zaroven bylo dosazeno piijateln¢ho vytézku. V pribchu extrakce je tfeba zabranit konverzi
cytokininovych nukleotidii na ribosidy a zaroven je nutné zajistit optimalni podminky pro

extrakei Sirokého spektra metabolitd s riznou rozpustnosti (Tarkowski et al., 2004).
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Pro extrakci cytokininti z biologického materialu se vyuziva kromé methanolu,
ethanolu ¢i acetonu hlavné viceslozkovych extrakénich smési. Mezi nejcastéji vyuzivané
patii Bielského extrakéni pufr oznacovany také jako MCF-7 (metanol-chloroform-kyselina
mravenc¢i-voda v poméru 12:5:1:2, v/v), ktery zabranuje konverzi nukleotidii na ribosidy
inhibici fosfatas a zaroven se vyznaCuje vysokou extrakéni ucinnosti. (Bielski, 1964). Pro
extrakci cytokinini se také vyuziva modifikovany Bielského extrakéni pufr, ktery
neobsahuje chloroform. Tato modifikace zachovava schopnost inhibovat fosfatasy a absence

chloroformu sniZuje obsah lipofilnich kontaminanti ve vzorku (Hoyerova et al., 2006).

3.5.2 Purifikace

Prestoze se K identifikaci a kvantifikaci cytokininii se nejcastéji jako analyticka
koncovka vyuzivd HPLC ve spojeni s hmotnostni detekci, je nutné vzorky pied analyzou
dikladné purifikovat, pfipadn¢ frakcionovat. Diive se k extrakci a precisténi vzorki
vyuZivala extrakce kapalina-kapalina, ale vzhledem k &asové narocnosti, pracnosti a
nedostateCnému pieciSténi vzorku tuto metodu nahrazuje extrakce na pevné fazi (SPE)
(Tarkowski, 2011).

Pro frakcionaci a purifikaci cytokininli se vyuzivaji rizné sorbenty, které vazou tyto
molekuly na zakladé riznych interakci (Tarkowski 2011). Vzhledem k tomu, Ze amino
skupina na pozici C6 ma pKa = 4 maji cytokininy kladny naboj pii pH < 3. N9 ma pKa = 10,
takze pti pH > 11 jsou cytokininy nabity zaporn€. U cytokininovych nukleotidt je fosfatova
skupina nabita dvakrat s pKa ~ 1 a pKa ~ 6. Substituent na pozici N°, p¥ipadné substituce
methylthio- skupinou na pozici C2 udava cytokininim hydrofébni charakter (Dobrev &
Kaminek, 2002; Tarkowski, 2011).

Pro prekoncentraci cytokinind se nejcast&ji vyuziva nepolarni sorbent C18.
celulosou nebo DEAE Sephacelem v prvnim kroku, nasledované C18 kolonou (Tucker &
Roberts, 2000). Rychlého a efektivniho ptecisténi cytokinind bylo dosazeno také pouzitim
smeésného sorbentu s vlastnostmi jak reverzni faze (RP), tak iontoménice (Dobrev &

Kaminek, 2002).
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Obr. 17: Prurifikace cytokininii z biologického materialu
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3.5.2.1 Mikroextrakce

V poslednich letech doslo k velkému rozvoji sorbentl pro piipravu vzorkd. Ve snaze
dosdhnout sorbenti pozadovanych pro jednoduché, cenové dostupné a snadno
automatizovatelné metody se zda byt klicovym faktorem miniaturizace. Miniaturizovana
extrakce na pevné fazi (SPME - solid phase microextraction) se vyznacuje vysokou
citlivosti, potiebou malého mnozstvi vzorku, malou spotfebou rozpoustédel a jednoduchou
automatizaci (Risticevic et al., 2009). Velkou pozornost si ziskaly monolitické materialy
Sriznym chemickym slozenim, konfiguraci a funk¢nosti vyuzitelné v Sirokém spektru
aplikaci (Svec, 2010).

Materidly pouzivané v SPME lze rozdé¢lit do dvou skupin: organické polymery
(organic polymer based) a materialy na bazi oxidu kiemicitého (silica based) (Xu et al.,
2010). Syntéza organickych monolitd vyzaduje pouze jednokrokovou polymerizaci. Ptes
jednoduchost ptipravy predstavuji ptizplsobitelnou porézni strukturu s funkénimi skupinami
Sitymi na miru (Buchmeister, 2007). Tyto polymery jsou biokompatibilni a pH stabilni, takze

jsou pouzitelné pro biologické vzorky napt. moc¢ nebo krevni sérum.

Tab. 6: Polymerni monolitické materialy vyuZivané v mikroextrakci na pevné fazi,
(Xu et. al, 2010)
MAA - kys. methakrylovd, EDMA - etylen-dimethakrylat, GMA - glycidylmethakrylat,

AA - akrylamid, 4VP- 4-vinilpyridin, Bis -  N,N-"methylen-bis-akryamid,
LMA - laurylmethakrylat, VDA - 2-vinil-4,4-dimethyl-lakton,
HEMA - 2-hydroxyethylmethakrylat, NIPAAmM - N-isopropylakrylamid,
AOE -  oktylmethakrylat, =~ MASE -  stearylester  kyseliny  methakrylové,

BMA - butylmethakrylat,

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

Poly(AA-VP-Bis) AA/4-\/P 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) MAOQOE EDMA
Poly(MASE-EDMA) MASE EDMA
Poly(BMA-EDMA) BMA EDMA
Poly(GMA-EDMA-BMA) GMA/BMA EDMA
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Pro extrakci bazickych analytl se nejcastéji vyuziva Poly(methakrylova kyselina-
ethylen dimethakrylat) (poly(MAA-EDMA)), kterd& ma polarni karboxylové skupiny a
zarovenn hydrofobni kostru.  DalSim casto pouzivanym materidlem je Poly(glycidyl
methakrylat - ethylen dimetakrylat) (Poly(GMA-EDMA)). Vzhledem Kk ptitomnosti
epoxidovych skupin je snadno derivatizovatelny. Na bazi tohoto sorbentu byly pfipraveny
imunoafinitni sorbenty s imunoglobulinem G nebo anti-ochratoxinem A. Monolity na bazi
oxidu kiemicitého maji velky potencial pro pouZziti v extrémnich podminkach, protoze netrpi
deformacemi pfi pouziti organickych rozpoustédel a jejich vyhodou je snadné derivatizace.
Ve srovnani s organickymi polymery se ale vyuzivaji mnohem méné ¢asto (Xu et al., 2010).

Monolitické materialy se vyuZivaji v ruiznych formatech. Pivodnim formatem bylo
pouziti extrakéniho vldkna obalené¢ho sorbentem. Toto usporadani mélo nékolik nevyhod,
napiiklad kfehkost a malou extrakéni kapacitu. Velkého rozvoje dosahlo ,,in tube* neboli
usporadani Vv trubiéce, které fesi problémy s [Amanim monolitt i kapacitou kapilar. DalSim
usporadanim, které je na vzestupu zejména v genovém inZenyrstvi je ,,lab on chip* neboli
laboratot na Cipu. Tento trend, ale postupné zasahuje i do biologickych analyz vzhledem ke
snizeni doby analyzy, ceny, rizika kontaminace, ale zejména diky citlivosti a schopnosti
zpracovat i limitované mnozstvi vzorku (Xu et al., 2010). Toto uspofadani bylo uspé&né
pouzito naptiklad pro ptecisténi a prekoncentraci imipraminu z lidské moci (Tan et al.,
2003). Pro purifikaci a selektivni izolaci zejména proteini a peptidi proteomice, genomice a
metabolomice se pouZivaji monolity ,tip based”. Tento format mikroetrakce je zaloZen na
pipetovaci Spi¢ce naplnéné monolitickym sorbentem. Cely extrakéni proces, V podstaté
nasavani a vypousténi roztoki pomoci pipety, je vzhledem ke konvenénimu SPE mnohem
jednodussi a rychlejsi. Tyto $pi¢ky jsou komeréné dostupné (ZipTip — Millipore (USA),
Omix — Varian (USA), NuTipC18, MonoTipC18 — GL Sciences (Japonsko) (Xu et al.,
2010). Dalsi moznosti je usporadani MEPS (Microextraction in a packed syringe), kdy je
stiikacka naplnénd sorbentem. Na konci je pevna, porézni ucpavka, kterd brani jeho
vyplavovani. Velkou vyhodou tohoto uspofdadani je snadné spojeni s GC a HPLC
nevyZzadujici Zadné Gpravy chromatografu. Dalsi vyhodou MEPS je opakované pouZiti takto
piipravenych stiikacek, zatimco klasické SPE je mozné pouzit pouze jednou (Abdel-Rehim
et al., 2008). Dalsim usporadanim vyuZivajicim extrakénich vlaken je ,,Stir-bar-sorptive
extraction (SBSE). Ve srovnani s klasickou SPME je vrstva sorbentu asi 50-250krat vétsi,
¢imZz se zvySuje extrakéni kapacita. Problémem je oviem vyroba takto Sirokych vrstev
sorbentu. Magnetickd vldkna pro tento typ extrakce, 0,5-1 mm Siroka, jsou komercné
dostupna jako Twister od firmy Gerstel (Némecko). Pro eluci analytd se vyuziva teplotni
desorpce nebo desorpce pomoci rozpoustédel (Xu et al., 2010).

»Microextraction based on monolithic spin column® vyuziva k provedeni klasickych

extrak¢nich krokl (kondicionace, naneseni, promyti a eluce) centrifugu. Piiprava této ,,spin‘
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kolony je jednoducha, monoliticky materidl je upevnén v kolon¢ pomoci ultrazvukové
adheze a nasledné¢ vloZzen do mikrozkumavky. Toto uspotfadani zabrafuje odpatovani
rozpoustédel v pribéhu analyzy. ,,Spin* Kolony naplnéné silnym katexem a silnym anexem
byly pouzity naptiklad pro stanoveni bazickych, respektive kyselych drog v lidském séru
a lidské moc¢i (Xu et al., 2010).

Pavodni format SPME je snadno propojitelny s plynovou chromatografii. ,,In tube*
mikroextrakce byva online nebo offline spojovdna s velkym mnoZstvim pfistroji, ale
zejména sHPLC (Xu et al., 2010). Pro pohon offline extrakénich procesti se vyuziva
injekéni stfikacka. Toto uspotadani, kdy je na stfikacku upevnéna monoliticka kapilara
pomoci plastové spojky, se nazyva ,,polymer monolith microextraction“. Sorpce a desorpce
analytll je provadéna prohanénim rozpoustédel pomoci automatické pumpy umoziujici
nastavit rychlost pritoku. Kromé vyhod jako tspora vzorku a rozpoustédel zmifiovanych
vySe automatickd pumpa umoZiuje také paralelni extrakci nékolika vzorkl, ¢imz dochazi

k vyraznému zrychleni zpracovani materidlu (Zhang et al., 2006).

Injekéni stitkacka Spojka Kapildra

I

[ -——

Obr. 18: Usporadani ,, polymer monolith microextraction **
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Online spojeni PMME a HPLC je pomérné snadno realizovatelné pomoci dvou
Sesticestnych ventild a pump. Monolitickd kolona je umisténa misto jedné smycky pro
naneseni vzorku. Pro vysokou ptesnost metody je nutné spravné nacasovani piepnuti ventilu

do pozic pro naneseni vzorku, promyti a zejména eluci pro finalni analyzu (Xu et al., 2010).

- =-INJECT
Syringe —1LOAD
— L Pump :
Sample ((  Carrier
loop \ o solution
Waste
Separation
column Detector
Monolith /7 i
column Valve B
Pump B \obi
- - - 0 e
= hase
Waste P

Obr. 19: Online spojeni mikroextrakce s HPLC
(Xu et. al, 2010)

Kromé HPLC a GC byla ,,in-tube* mikroextrakce usp&né online spojena také s pCEC
(Pressure assisted electrochromatography). Vyhodné je také pouZiti instrumentace kapilarni
elektroforézy, bez ohledu na to zda je k extrakci vyuzivan proud ¢i ne. Nicméng, v tomto
reZimu in-line detekce nedochdzi ktak presvéd¢ivému oddéleni analytl, vzhledem
k problematice pouZiti roztoki vhodnych pro extrakci a zaroven kompatibilnich s CE (Xu et
al., 2010).
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In-tube mikroextrakce pomoci monolitické kapilary naplnéné Poly(AMPS-co-
EDMA), coZ je kopolymer aminopropansulfonové kyseliny a ethylendimethakrylatu, byla
uspés$né pouzita pro analyzu cytokininti. Vzhledem ke kladné nabitym sulfonovym skupinam
a hydrofobni kostfe dochazi k extrakci cytokinin jak na principu iontové vymeény, tak

hydrofobnich interakci (Liu et al., 2010).

Extrakece
CH:OH. H.O. HCOOH
15471

C18, 200 mg
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Obr. 20: Purifikace cytokining pomoci PMME




3.5.3 Metody koncoveé analyzy

Tradi¢nimi technikami pro kvantifikaci cytokininli jsou biotesty a imunotesty.
Prestoze jsou biotesty stézejni pro izolaci novych sloucenin, jsou pomérné nepfesné a ¢asove
naro¢né (Tarkowski, 2004). Nejbéznéjsi imunotesty vyuzivané pro studium cytokinind jsou
RIA (Radioimunnoassay) a ELISA (enzyme-linked imunnosorbent assay) (Grayling &
Hanke, 1992; Maldiney et al., 1986). Vyhodou téchto metod je pouziti vysoce specifickych
protilatek, které umoziuji lokalizaci cytokinind v pletivu a studium distribuce téchto
molekul (Casanova et al., 2004). Plynova chromatografie byla pouzivana k analyze
cytokininti jiz v 70. letech. Spojeni GC/MS bylo vyuzivano pievazné ke kvantifikaci.
Vzhledem Kk tomu, Ze cytokininy nejsou té€kavé molekuly je velkou nevyhodou nutnost
derivatizace pii pouziti GC, kterd komplikuje analyzu CK (Tarkowski et al., 2009).

Dnes je nejvyuzivangj$i metodou vysokoucinna kapalinovd chromatografie
s hmotnostni  detekci (LC/MS). Pfednosti LC/MS analyzy je vysokd ucinnost
chromatografie, citlivost a selektivita hmotnostni detekce. Vysoka ucinnost separace je nutna
vzhledem k vyskytu izomeri cytokinind, které maji identicka hmotnostni spektra. LC/MS je
nejefektivnéj$i metodou také diky vyuzivani internich znacenych standardi (IS). Tyto
autentické analyty, znatené stabilnimi isotopy (napi. °H, °N, **C), maji s ptivodnimi shodné
fyzikalni a chemické vlastnosti, ale li$i se molekulovou hmotnosti. Pfed extrakci cytokininii
se k biologickému materialu pfida urcité mnozstvi znaceného interniho standardu, a prestoze
dochazi v pribéhu purifikace ke ztratim, pomér endogennich cytokinini a internich
standardil ziistava stejny. Z vysledk Ize stanovit nejen mnozstvi endogennich cytokininti ale

i ndvratnost celé metody (Tarkowski, 2011).

3.5.3.1 Chromatografie na reverzni fazi

Vétsina separaci cytokininu probihd v systému reverznich fazi. Mobilni faze pouzité
v LC/MS musi vyhovovat jak chromatografické separaci, tak hmotnostni detekci. Cytokininy
jsou slabé baze, proto se nejlépe separuji v okyselenych organickych rozpoustédlech. Jako
druha sloZzka mobilni faze se nejcastéji vyuzivaji slabé organické kyseliny, nejcastéji
kyselina mraven¢i nebo octova, piipadné jejich amonné soli. Aby doslo k dokonalému
rozdéleni cytokinint, je nutné pouZzit gradientovou eluci. Nejcastéji vyuzivanymi sorbenty
pro separaci cytokinini jsou C18 nebo C8 pro klasické cytokininy a C4 pro jejich 2MeS
derivaty (Tarkowski et al., 2009).
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Velkym pokrokem v kapalinové chromatografii bylo zavedeni kolon naplnénych
casticemi o velikosti 1,7 um. Chromatografie vyuZzivajicich téchto sorbentl se oznacuje jako
UPLC (ultra performance liquid chromatography) nebo UHPLC (ultra-high performance
liquid chromatography). V tomto chromatografickém maodu se pracuje s tlaky az do 1000
bar. UHPLC separace jsou citlivgjsi, i¢inngjsi a v neposledni fad¢ dochazi k vyraznému
zrychleni analyzy (Tarkowski, 2011).

Pro analyzu klasickych cytokinini bylo publikovano nékolik metod. Mezi klasické
cytokininy nepatii siln¢ hydrofobni 2MeS derivaty. I pfes snahu vyvinout metodu, ktera by
umoznovala analyzovat 2MeS cytokininy spolu s klasickym, tyto pokusy ztroskotaly na
nemoznosti separace vSech izomerti. Dosud jedind metoda umoznujici analyzu Sesti 2-
methylthio derivati cytokinini (2-methylthio-cis-zeatin, 2-methylthio-trans-zeatin, 2-
methylthio-cis-zeatin ribosid, 2-methylthio-trans-zeatin ribosid, 2-methylthio-
isopentenyladenin, 2-methylthioisopentenyladenin ribosid) je tedy realizovana samostatné na
koloné C4. K separaci cytokinind se jako mobilni faze vyuziva 20mM mravenc¢an amonny o

pH 5 a acetonitril. Celkova doba analyzy je 56 minut (Tarkowski et al., 2010).
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Obr. 21: Separace 2MeS cytokininii
A - 2MeScZ, B - 2MeStZ, C — 2MeScZR, D - 2MeStZR, E - 2MeSiPR, F — 2MeSiP
(Tarkowski et. al, 2010)
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3.5.3.2 HILIC chromatografie

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC - hydrophilic interaction liquid
chromatography) ptedstavuje alternativni pfistup k separaci malych polarnich molekul.
Z historickych dvodii se HILIC oznacuje jako varianta chromatografie na normalni fazi, ale
kombinuje charakteristiky tfi zakladnich chromatografickych technik: iontové

chromatografie, chromatografie na normalni a reverzni fazi (Buszewski & Noga, 2011).

Obr. 22: Kombinace zakladnich technik v HILIC mddu separace

Obecné vzato existuji tfi mozné mechanismy separace. Prvnim z nich je distribuce
analyti mezi mobilni a stacionarni fazi, druhym je adsorpce analytli na povrch sorbentu.
Posledni teorie ptedpoklada, Ze nejprve dochazi k adsorpci vodné slozky mobilni faze na
povrch sorbentu a nasledné distribuci analytu mezi touto vrstvou a mobilni fazi. Retence také
zavisi na velkém mnozstvi intramolekularnich interakci (napt. vodikové vazby, donor-
akceptorové, dipol-dipol a Van der Waalsovy interakce).

Jako stacionarni faze mize byt pouzit jakykoliv polarni sorbent. Typickou stacionarni
fazi v HILIC chromatografii je klasicky silica gel a jeho modifikace mnoha polarnimi
funkénimi skupinami (napt. NHp-, CN-, Ph-). DalSi moZnosti je pouZiti polymernich
sorbentdl nebo smésnych stacionarnich fazi obsahujicich krom¢ polarni modifikace také C8
nebo C18. PiestoZze mnozstvi komeréné dostupnych kolon navrzenych specialné pro HILIC
separace se zvysuje, stale neexistuje univerzalni sorbent obdobny C18 v systému reverznich
fazi (Buszewski & Noga, 2011).
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Typickou mobilni fazi v HILIC separacich je svodou misitelné organické
rozpoustédlo s malym mnozstvim vody. Kazdopadné Ize pouzit jakékoliv aprotické
rozpoustédlo, které je misitelné s vodou nebo alkoholy. Elu¢ni sila rozpoustédel roste v radé
aceton < isopropanol = propanol < acetonitril < etanol < dioxan < DMF ~ metanol < voda.
HILIC chromatografie jsou provadény bud’ isokraticky s vysokym obsahem organické
slozky mobilni faze (60-90%) (Liu et. al, 2010) nebo gradientovou eluci, kdy separace
zacina vysokym podilem organické slozky a kon¢i vysokym podilem vody. Pro kontrolu pH
se vyuziva typicky mravencan nebo octan amonny. Hlavni ulohou téchto aditiv je zajisténi
pH pii kterém jsou analyty v protonizovaném stavu (Buszewski & Noga, 2011).

HILIC chromatografie byla vyuZita pro identifikaci 5 klasickych cytokinind (kinetin,
benzylaminopurin, isopentenyladenin, zeatin, dihydrozeatin). Separace probihala na koloné¢
Luna 5u (250 x 2 mm; 5um). Keluci analyti dochazelo isokraticky. Mobilni faze
obsahovala 85% acetonitrilu s 0,01% kyseliny mravenci a 15 % vody s 0,01% kyseliny

mravenéi (Liu et al., 2010).

Intenzita

2000 T T T T T T T T T T 1

Retentni ¢as (min)

Obr. 23: Separace cytokininii v HILIC modu
1 - Kinetin, 2- benzylaminopurin, 3 — isopentenyladenin,
4 - zeatin, 5 — dihydrozeatin,
(Liu et. al, 2010)
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8. Zavér

Tato prace se zabyva purifikaci 2MeS derivata cytokinind z bakterialnich médii, jejich
kvantifikaci a vyvojem rychlé LC-MS metody koncové analyzy. Purifika¢ni protokol byl
optimalizovan pro kultivacni média Nostoc a Rhodoccocus fascians. Idenifikace a
kvantifikace byla kromé& kultiva¢nich médii téchto dvou bakterii provedena také v médiu
Streptomyces turgidiscabies.

Podaftilo se vyvinout jednoduchou jednokrokovou purifikaci 2MeS cytokinini z média
cyanobakterie Nostoc. Tyto derivaty byly nasledné identifikovany a kvantifikovany pomoci
HPLC-MS metody. V piipadé bunék se identifikace a kvantifikace téchto derivatu nezdatila,
nebot’ v pribéhu purifikace doslo ke ztraté analytl i internich standardd.

Zaménou SPE sorbentu se nepodaftilo zvysit navratnost dvoukrokové purifikace 2MeS
CK z média R. fascians.

Vibec poprvé byly identifikovany a kvantifikovany klasické i 2MeS cytokininy
Vv kultivaénim médiu dalsi fytopatogeni bakterie S. turgidiscabies. Ptestoze tato bakterie nese
obdobny linearni plazmid zajistujici biosyntézu cytokininu jako R. fascians, profil
cytokinini se vyrazné lisi.

Jako alternativa ke klasické SPE purifikaci byla pro extrakci 2MeS cytokinini z média
Nostoc vyuZzita purifikace pomoci PMME (porous monolith microextraction). Tato metoda
poskytovala uspokojivou navratnost a vyznacovala se pomérné¢ jednoduchym provedenim.

Pti snaze urychlit LC-MS metodu koncové analyzy 2MeS CK bylo vyuZzito nékolik
stacionarnich fazi v systému reverznich fazi a v HILIC mddu separace. V systému reverzni
faze jsme se potykali s nedostate¢nou separaci kritického paru 2MeScZR a 2MeStZR.
V HILIC moédu separace byla problematicka retence téchto pomérné hydrofobnich analytu.

Rychlou LC-MS metodu pro analyzu 2MeS derivati se nepodatilo vyvinout.
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10. Seznam zkratek

2MeS CK
2MeScZz
2MeScZR
2MeStZ
2MeStZR
2MeSiP
2MeSiPR
A37

ADP
AHK
AMP
araC
AHK
ARR
AMPS-co-EDMA

ATP

att

BA
B-GLU
C18

C4

CK
CKX
CYP 450
cZ

cZR
DHZ
DHZR
DMAPP
ELISA
ER

ESI

Fas

2-methylthio cytokininy
2-methylthio-cis-zeatin
2-methylthio-cis-zeatin ribosid
2-methylthio-trans-zeatin
2-methylthio-trans-zeatin ribosid
2-methylthio-isopentenyladenin
2-methylthio-isopentenyladenin ribosid
adenosin na pozici 37 v tRNA
adenosindifosfat

histidinkinasa
adenosinmonofosfat

regulator transkripce
histidinkinasa

geny pro rastové regulatory

kopolymer 2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonové kyseliny

a ethylendimethakrylatu
adenosintrifosfat

lokus na pFiD188

benzyladenin

B-glukosidasa

reverzni stacionarni faze
reverzni stacionarni faze
cytokinin
cytokinindehydrogenasa
cytochrom P450 monoxygenasa
cis-zeatin

cis-zeatin ribosid

dihydrozeatin

dihyderozeatin ribosid
dimethylalyldifosfat

imunotesty zaloZené na enzymech
endoplazmatické retikulum
ionizace elektrosprejem

lokus na pFiD188
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Fw éerstva hmota

GC plynova chromatografie

HMBPP 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyldifosfat
HPLC-UV kapalinova chromatografie s detekci v UV oblasti
HPLC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
hyp lokus na pFiD188

iP isopentenyladenin

iPR isopentenyladenin ribosid

IS transpozicni element

K Kinetin

LOG cytokinin fosforibohydrolasa

LAS synthasa kyseliny lupinové

MCF-7 extrak¢ni pufr

MRNA mediatorova nukleova kyselina

MS hmotnostni spektrometrie

mtr methyltransferasa

N-GT cytokinin glukosyltransferasa

pEC tlakova elektrochromatografie

oT ortho-topolin
pFiD188 linearni plazmid bakterie Rhodoccocus fascians
PMME mikroextrakce na pevné fazi s vyuzitim monolitickych sorbentt
RIA radioimunoanalyza

SAM S-adenosylmethionin

SPME mikroextrakce na pevné fazi

Tmr adenosin isopentenyltransferasa v Agrobacterium tumefaciens
tRNA transferova ribonukleova kyselina

tRNA - IPT tRNA isopentenyltrasferasy

tZ trans-zeatin

tZR trans-zeatin ribosid

ZOGT zeatin-O-glukosidasa

Zz zeatin

ZI zeatinisomerasa

ZR zeatinreduktasa
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