Akademie véd Ceské republiky

Teze disertace
k ziskani védeckeého titulu "doktor véd"

Cytokininy a jejich derivaty — identifikace, kvantifikace a vztahy mezi jejich strukturou a
biologickou aktivitou

) Karel Dolezal ;
Ustav experimentalni botaniky AVCR

Olomouc, zafi 2013



Akademie véd Ceské republiky

Teze disertace
k ziskani védeckého titulu "doktor véd"

ve skupiné biologicko-ekologickych véd

Cytokininy a jejich derivaty — identifikace, kvantifikace a vztahy mezi jejich strukturou a

biologickou aktivitou

Komise pro obhajoby doktorskych disertaci v oboru botanika a fyziologie rostlin

] Karel Dolezal .
Ustav experimentalni botaniky AVCR

Olomouc, zari 2013



Podékovani:

Chtél bych touto cestou podc¢kovat vSem kolegiim, a to zejména z Laboratofe rustovych
regulatorti a Izotopové laboratore UEB AVCR, ale mnoha dalsim, ktefi mné po celou dobu
vytvafeli optimalni podminky pro vzajemnou spoluprici. Velmi bych chtél podckovat
pfedev§im Prof. Miroslavu Strnadovi, jehoZ pracovitost, manaZerské schopnosti a laskavy
pristup ke kolegiim jsou pro mne stalym vzorem a mohou za to, ze se i po 21 letech piisobeni
Vv Laboratofi ristovych regulatorii kazdé rdano znovu té$im do prace. Také dékuji své rodiné,

bez jejiz vytrvalé podpory a pochopeni by tato prace nikdy nemohla spatfit svétlo svéta.



POUZITE ZKRATKY

Ade
Ado

AHK3,AHK4

ATP
BAP
BAPR
CKX
CDK
CE
CK
DHZ
DHZR

DMAPP
El
ELISA
ESI

FAB
GC-MS
HPLC
HPLC-MS
IAA

IAC
INCYDE

iPA

iPMP

iPDP
iPTP

adenin

adenosin

cytokininové receptory z A. thaliana
adenosintrifosfat

6-benzylaminopurin

6-benzylaminopurin ribosid, 6-benzylamino-9-p-D-ribofuranosylpurin

cytokinin oxidaza/dehydrogenaza

cyklin-dependentni kinaza

chemické ionizace

cytokinin

dihydrozeatin, 6-[(4-hydroxy-3-methylbutyl)amino]purin
dihydrozeatin ribosid, 6-[(4-hydroxy-3-methylbutyl)amino]-9-p-D-
ribofuranosylpurin

dimetylallyl pyrofosfat

ionizace elektron-impact (EI)

enzymova imunoanalyza na pevné fazi

ionizace elektrosprejem

ionizace rychlymi atomy

plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie

vysoko-ucinna kapalinova chromatografie

vysoko-uc¢inna kapalinova chromatografie- hmotnostni spektrometrie
kyselina indol-3-yloctova

imunoafinitni chromatografie
2-chloro-6-[(3-methoxyfenyl)amino]purin (INhibitor CYtokininové
Degradace)

NC-isopentenyladenin, 6-[(3-methylbut-2-enyl)amino]purin

N°-isopentenyladenosin

N°-isopentenyladenosin-5’-monofosfat, 6-[(3methylbut-2-en-1-yl)amino]-9-B-

D-ribofuranosylpurin-5’-fosfat
N°-isopentenyladenosin-5’-difosfat

N°-isopentenyladenosin-5’-trifosfat



MemT
MemTR
MeoT
MeoTR
MIPs
MRM
mT
mTR
NMR
oT

oTR
SPE
SPME
TBDMS
TFA
TLC
TMS
UHPLC
tZ

cZ
2MeSCKs

kinetin, 6-(2-furfurylamino)purin

meta-methoxytopolin, 6-(3-methoxybenzylamino)purin
meta-methoxytopolin ribosid

ortho-methoxytopolin, 6-(2-methoxybenzylamino)purin
ortho-methoxytopolin ribosid

molecularly imprinted polymers (molekularné vtisténé polymery)
selektivni zaznam vice iontovych reakci

meta-topolin, 6-[(3-hydroxybenzyl)amino]purin
meta-topolin ribosid

nuklearni magneticka rezonance

ortho-topolin, 6-[(2-hydroxybenzyl)amino]purin
ortho-topolin ribosid

extrakce na pevné fazi

mikroextrakce na pevné fazi

tert-butyldimethylsilylace

trifluoracetylace

tenkovrstevna chromatografie

trimethylsilylace

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
trans-zeatin, trans-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin
cis-zeatin

2-methylthio-derivaty cytokinind



OBSAH

6.
7.
8.
9.

. Uvod
. Cytokininy, jejich charakteristika

. Moderni analytické postupy pro stanoveni cytokininti

3.1. Extrakce a purifikace
3.2. Derivatizace
3.3. Vyvoj kvantifika¢nich metod pro endogenni cytokininy a jejich derivaty

3.4. Biosyntéza cytokininli a méfeni jeji rychlosti

. Vztahy mezi chemickou strukturou a biol. aktivitou cytokinint a jejich derivata

4.1. Syntéza a cytokininové aktivita N°-substituovanych derivati adeninu

4.2. Protinadorova aktivita cytokinintl a jejich derivati

. Aplika¢ni moznosti vybranych derivati aromatickych cytokinini v rostlinnych

tkanovych kulturach

Zavér

Perspektivy vyzkumu N°-substituovanych derivatii adeninu
Literatura

Seznam publikaci autora pouzitych v DSc. disertaci

10. Seznam vsech publikaci autora

© o N

13
16
19
19
26

30
34
35
36
43
46



1. Uvod

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou pfirozené se vyskytujici organické latky, které
ovliviluji fyziologické procesy V rostlinach ve velmi nizkych koncentracich (Davies et al.,
2004). Zejména se jedna 0 procesy, které jsou soucasti ristu a vyvoje, ale také napft. otevirani
pruduchti. Syntéza fytohormonu je obvykle lokalizovana v jedné ¢asti rostliny (jako v piipadé
zivociSnych hormontl) a latka je pak translokovana do ¢asti jiné, kde vyvola fyziologickou
reakci. Existuji ale i fytohormony (ethylén), kde fyziologicka odezva muze nastat pi¥imo

V misté biosyntézy (Davies et al., 2004).

Slovo ,,hormone* pochazi z fectiny, kde znamena ,,stimulovat, uvadét do pohybu®. V moderni
medicing se tento termin zacal pouzivat zhruba pied sto lety pro stimula¢ni faktory, schopné
nést chemicky signdl. Koncept rostlinnych hormonti je odvozen od studii némeckého botanika
Sachse, ktery jiz kolem roku 1880 vyslovil hypotézu, ze ,,morfologické rozdily mezi
rostlinnymi organy jsou zpusobeny rozdily v jejich chemickém slozeni* a postuloval tak
existenci kofen-formujicich, kvét-formujicich a dalsich latek, které jsou schopné se v rostling
pohybovat riznymi sméry (Davies et al., 2004). Ptiblizné v téze dobé provadél Darwin sva
originalni pozorovani fototropizmu a predpovédél existenci signalu, ktery je transportovan
z vrcholu Kkoleoptyle do jinych ¢asti rostliny, kde stimuluje rast. Tato latka byla pozdé&ji
nazvana auxinem, a nasledné isolovana a identifikovana jako kyselina indol-3-yloctova (IAA)

(Wildman, 1997).

Jiné védecké sméry vedly k objevu dalsich skupin rostlinnych hormont: fytopatologicky
vyzkum vedl ke gibereliniim, studium rostlinnych tkanovych kultur pak k cytokininim, atd.

(Davies et al., 2004).

2. Cytokininy, jejich charakteristika

K objevu cytokininli, jako samostatné skupiny rostlinnych hormoni, doslo v poloviné
minulého stoleti pfi hledani faktorti stimulujicich déleni rostlinnych bunék (Jablonski &
Skoog, 1954; Miller et al, 1955). Osm let po objevu prvniho cytokininu, kinetinu (Miller et al,
1955) byl prvni pfirozeny cytokinin identifikovan v nezralém endospermu kukufice

a pojmenovan zeatin (Z) (Letham, 1963). Od té doby bylo izolovano z pfirodnich zdroji nebo



pfipraveno metodami organické syntézy velké mmnozstvi latek s podobnou stimulacni
aktivitou. Byl také popsan vliv cytokininli na dalsi dilezité fyziologické procesy v rostlinach,
napt. stimulaci vétveni stonkti a odnozovani rostlin, senescenci, kliceni semen, alokaci
asimilati a dalsi. Je nutné zdaraznit, Ze na tyto procesy cytokininy ptsobi v kooperaci s jinymi

rostlinnymi hormony (Prochéazka et al., 1997).

Ptirozen¢ se vyskytujici cytokininy je mozné strukturné charakterizovat jako N®-substituované
derivaty adeninu (Ade) a podle povahy tohoto substituentu je mozné je rozdélit

na isoprenoidni a aromatické (Strnad, 1997) (Obrazek 1).
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Obr. 1. Chemické struktury vybranych cytokinint

3. Moderni analytické postupy pro stanoveni cytokinini

Rostlinné extrakty ptredstavuji velmi komplexni, mnohaslozkové smési. Rostlinné hormony se
v téchto extraktech obvykle vyskytuji ve velice nizkych koncentracich (cytokininy méné nez
50 pmol v gramu ¢erstvé hmoty). Krom¢é fytohormond se v téchto extraktech vyskytuje
Vv nizkych koncentracich i velké mnozstvi jinych organickych molekul podobnych fyzikalné-

chemickych vlastnosti, které mohou narusovat analyzu. Proto je mozné pozadovanané



presnosti a citlivosti dosahnout jen s dikladnou znalosti souvisejicich analytickych principt

(Ljung et al., 2010).

Vyvoj dostatecné citlivych analytickych metod pro stanoveni hladin fytohormont
Vv rostlinnych pletivech mé pak nasledn¢ zasadni vyznam pro studium jejich tlohy a funkce

V procesech rtistu a vyvoje.

3.1. Extrakce a purifikace

Moderni metody stanoveni cytokinini sestavaji z extrakce, precisténi vzorku a nasledné
instrumentalni analyzy jednotlivych metabolitd (Tarkowski et al., 2009). Ptiprava vzorku
ovlivituje vSechny nésledné analytické kroky a je proto rozhodujici pro jednozna¢nou
identifikaci a bezchybnou kvantifikaci analytu, zejména pfi stopové analyze (Du et al., 2012).

Pro extrakci cytokininl z rostlinného materialu jsou z divodu inhibice fosfataz nejéastéji
uzivany smé&si jako napt. methanol:chloroform:voda:kys. mravenci (12:5:2:1) (Bieleski, 1964)
nebo metanol:voda:kys. mravenci (15:4:1) (Hoyerova et al., 2006). Obvykle nasleduje
extrakce na pevné fazi (SPE) s vyuzitim riznych typt sorbentli (Dobrev & Kaminek., 2002;
Novak et al., 2003; Takei et al., 2003), kdy dojde k zachyceni analyti na pevné fazi a tim
k jejich separaci od jinych interferujicich latek, ptivodné pfitomnych ve vzorku, na zakladé
jejich odlisnych fyzikdlné-chemickych vlastnosti. Nejcastéji je vyuzivan princip iontové
vymény, SPE na reverzni fazi nebo jejich kombinace. Tradi¢né je stale velmi hojné uzivana
reverzni fadze Cig, kterd je vysoce efektivni pfi odstranéni polarnich latek a rostlinnych

pigmentt ze vzorku (Fu et al., 2011).

Pro zdarny a efektivni vyvoj metody izolace a analyzy fytohormont, zalozené na SPE,
je dilezité znat disociaéni konstanty (pK) stanovovanych analyti. Cytokininy jsou amfoterni
rostlinné hormony s pKa = 4 pro exocyklicky atom dusiku N°® a pKa =10 pro dusikovy atom
N9 na imidazolovém kruhu. Na zéklad¢ téchto vlastnosti mohou byt cytokininy protonizovany
resp. deprotonizovany pii pH < 3 resp. pH >11 (Fu et al., 2011). Vyjimku tvofi cytokininové
nukleotidy, ty se pii pH > 9,8 chovaji jako vicenasobné nabité anionty, i kdyz jsou tyto latky
bézné povazovany za kyseliny (Béres et al., 2010).

Z téchto divodi je vzdy dilezit¢ upravit pH vzorku tak, aby se analyty nachdzely

V protonizované, neutralni nebo deprotonizované formé v zavislosti na pouZitém separacnim

modu a pKa analytu. Pro ionotovou silu elu¢niho c¢inidla je determinujici opét pH a také



samoziejme relativni obsah organického rozpoustédla. Pro maximalni u¢innost SPE musi byt

purifika¢ni protokol vzdy peclivé optimalizovan (Fu et al., 2011).

Velmi rychly technicky vyvoj v hmotnostni spektrometrii béhem posledni dekady nédm
umoznil detekovat rostlinné hormony v miligramovych mnozstvich vzorku (Svac¢inova et al.,
2012) a odpovidat tak na stale vice otazek kladenych rostlinnou vyvojovou biologii.
Nedostate¢na citlivost instrumentalnich metod znamena v soucasné dobé jiz mnohdy mensi
problém nez ztradta pfesnosti pii piipravé a purifikaci miligramovych vzorkd nebo
kontaminace (Ljung et al., 2010). Casteéné feseni poskytuje vyvoj novych mikroextrakénich
metod (Svacinova et al., 2012). Jednou z moznosti purifikace malo objemovych vzorki je
vyuziti mikroextrakce na pevné fazi (SPME) (Du et al., 2012a), avsak pouziti této metody pro
analyzy rostlinnych hormont je limitovano omezenym poctem komercné dostupnych typi
vlaken, vhodnych pro aplikace ve vysokou¢inné kapalinové chromatografii (HPLC) (Liu et
al., 2007). Prikladem moderni izolace je také nahrazeni napliovych kolonek kiemennymi
kapilarami obsahujicimi polymerni monolity (PMME, polymer monolyth microextraction)
(Liu et al, 2010).

Zajimavou moznosti se v poslednich letech stalo vyuziti syntetickych monolitickych materiala
typu MIPs (molecularly imprinted polymers), sorbenti vyznacujicich se vynikajici chemickou
stabilitou, Siroce vyuzitelnych k purifikaci biologickych a farmaceutickych vzorka (Du et al.,
2012a). Tato metoda, zaloZzena na monolitu pfipraveném pomoci kinetinu jako templatu, byla
jiz také vyuzita k extrakci a zakoncentrovani cytokininové frakce z hrubého rostlinného

extraktu (Du et al., 2012b).

Dal$im moznym piistupem, jiZz b&Zné uzivanym pii purifikaci miligramovych vzorki napf.
Vv proteomice, je in-tip SPME (SPME v pipetovaci $picce). Tato metoda, nazyvana StageTip
(STop And Go Extraction Tip) purifikace, spo¢iva v umisténi miniaturnich diskt sloZzenych
z ¢astic s aktivnim povrchem (reverzni faze, iontoménice atd.) v bézné pipetovaci Spicce.
Takto pfipravené mikrokolony se vyznacuji flexibilitou, rychlym a snadnym pouzitim, malym
mrtvym objemem, vysokou kapacitou, navratnosti a reprodukovatelnosti purifika¢niho
procesu (Rappsilber et al., 2007). Nedavno jsme poprvé popsali vyuziti této purifikacni
metody pro pfipravu 1-5 mg vzorkl pro stanoveni cytokinint v rostlinném materialu, napf.

kotenovych $pickéach, embryich nebo meristémech (Svacinova et al., 2012).

Siroky potencial pro purifikaci rostlinnych hormont ma imunoafinitni chromatografie (IAC)

(Fu et al, 2011). Tato metoda je zalozena na specifické reakci polyklonalni nebo
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monoklonalni protilatky s antigenem. Takto je mozné dosdhnout vysoce selektivniho
zakoncentrovani vzorku a je tak c¢asto finalnim krokem izolace cytokininl z rostlinnych
extrakti (Hauserova et al., 2005; Novak et al., 2008; Fu et al., 2011; Liang et al., 2012). Jistou
nevyhodou IAC v klasickém uspotadani je jeji omezena priachodnost (Du et al., 2012). AvSak
nasi laboratofi se podafilo prokazat, ze ve vsadkovém uspotfadani (Novak et al., 2008;
Hauserova et al., 2005) dochazi ke zvySeni prichodnosti IAC a zjednoduseni celé piipravy

vzorku az do té miry, Ze je vhodna k automatizaci (Du et al., 2012a).

3.2. Derivatizace

Zapojeni derivatizace vzorku do analytickych metod v Sir§im slova smyslu mize umoznit
analyzu latek (zejména pomoci plynové chromatografie), které by jinak nebylo mozné stanovit
pro jejich nedostateCnou té€kavost a/nebo stabilitu. Dobrym piikladem je trimethylsililace
net¢kavych monosacharidi, poskytujici tékavé derivaty vhodné pro analyzu plynovou
chromatografii. Derivatizace mize také zlepsit chromatografické vlastnosti (napt. pfi separaci
optickych isomert), ptipadné detek¢ni limit analytu (Knapp, 1979). V piipadé cytokininu je
ptedpokladem pro zvySeni jejich tékavosti a tim také vhodnosti pro analyzu plynovou
chromatografii chemicka modifikace (substituce atomt vodiku) jejich polarnich funkénich
skupin. Otestovali jsme tadu derivatizacnich metod, napf. trimethylsilylaci (TMS), tert-
butyldimethylsilylaci (TBDMS), permethylaci, trifluoracetylaci (TFA) a acetylaci (Z&stot et al.,
1998). Také nam se podafilo vyuzit permethylace pfi identifikaci cytokinini (DHZR, 0TR)
v rostlinach vojtésky (Goicoechea et al.,, 1995). Bohuzel je nutné trimethylsililované
a permethylované derivaty cytokininovych ribosidu a glukosidi mnohdy analyzovat pii velmi
vysokych teplotach (> 250°C). U volnych cytokininovych bazi dochazi ¢asto po derivatizaci
ke zhorSeni jejich chromatografickych vlastnosti. Dal§i moZnosti jsou acetylované derivaty
cytokinint, které jsou vétSinou stabilni, je pomérné jednoduché je piipravit, ale mnohdy jsou
jesté méné tékavé. Z téchto diivodi se pii separaci cytokininll pfed jejich analyzou hmotnostni
spektrometrii zacala stale Castéji vyuzivat kapalinova chromatografie. Avsak i zde se v mnoha
ptipadech derivatizace analytu ukazala vyhodnou. U ionizace typu FAB (ionizace rychlymi
atomy) je dobie znama pozitivni korelace mezi povrchovou aktivitou analytu a intenzitou
signalu (Ligon and Dorn, 1987; Shiea and Sunner, 1991). Je proto mozné napi. acetylaci
zvysit citlivost stanoveni cytokininovych ribosidti a glukosid pomoci LC/frit-FAB-MS.
Zjistili jsme, Ze tento typ derivatizace také vyznamné zvysi m/z matetskych iontl (zejména

u cukernych konjugati cytokinint) a to u tohoto typu ionizace (FAB) mulize mit vyznamny
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vliv na sniZzeni signalu pozadi zplsobeného zejména matricnim efektem piiddvaného
glycerolu (Astot et al., 1998). Hydroxylové skupiny téchto konjugati jsou ziejmym cilem
derivatizacnich reakci. Mohou byt napiiklad esterifikovany reakci s anhydridy karboxylovych
kyselin s vytézkem vy$§im nez 90 procent. Navic se nam podafilo zjistit, ze iontovy signal
(proud) propionylovaného ZR je 20-krat silngjsi ve srovnani s nederivatizovanou slouceninou.
Tento fakt Ize vysvétlit akumulaci analytu v povrchové vrstvé kapek glycerolu z divodu

zvySené povrchové aktivity derivata (Ligon and Dorn, 1987; Shiea and Sunner, 1991).

U cytokininovych volnych bazi, N°-substituovanych derivatii adeninu, jsme z divodu
nepfitomnosti dostate¢ného poctu OH skupin v molekule zvolili jinou primarni derivatiza¢ni
metodu, a to benzylaci (Astot et al., 1998). Monobenzylaci cytokininovych bazi jsme docilili
jednoduse, rozpusténim vzorkll ve smési acetonu a benzyl bromidu (4:1, v/v), s naslednym
zahfatim na 37°C po dobu 30 min. K dosazeni vicenasobné benzylace jsme ke vzorkiim
obsahujicim cytokininy pfiddvali uhli¢itan draselny a poté je zahiivali 30 minut na 70 °C
(Obr. 2). Také ptiprava téchto derivati je velmi jednoducha, reakce probiha s vysokym
vytézkem a zvysuje citlivost nasledné analyzy hmotnostni spektrometrii (Astot et al., 1998).
Spektra FAB jsou v porovnani se spektry nederivatizovanych molekul bohatsi (Tarkowski et
al., 2004). Avsak vyuziti riznych postupit derivatizace pro analyzu rtiznych cytokininovych
derivati vyzadovalo pted vlastni derivatiza¢ni procedurou pracné déleni rostlinnych vzorku

na n¢kolik frakci pomoci HPLC (Astot et al., 1998).

OH OH O\[H\

= _ _— (e}
benzyl bromid anhydrid kys. isomaselné
HN aceton HN DMF, N-methylimidazol ~ HN
N
N'K)\/[ > 37°C, 30 min. NH\EN\> 37°C, 30 min. N|)\/EN\>
NT TN LN kN/ N

- Q) B d
Obr. 2. Derivatizace zeatinu pro kvantitativni analyzu pomoci HPLC/frit-FAB-MS (Astot et

al., 1998). A. monobenzylace B. vznik esteru
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Vznik hydrofobnéjSich derivathi mé znacny vyznam na dva aspekty LC-MS analyzy
cytokininii. Zjistili jsme, Ze v dusledku zvysené povrchové aktivity piipravenych derivatl se
vyznamn¢ zvySila nejen vlastni citlivost MS méfeni, ale také jejich retence na reverzni fazi,
coz vedlo k potlaceni matri¢niho efektu a tim dalSimu zvySeni citlivosti metody, a to nejen
Vv ptipad¢ frit-FAB ionizace (Astot et al.,, 1998), ale také pii ionizaci elektrosprejem
(Nordstrom et al., 2004b). Zvyseni molekulové hmotnosti po derivatizaci, které posouva
signdl jednotlivych iontl do oblasti o vy$§im m/z, tedy do oblasti s niz§im nespecifickym
Sumem, prispiva ke zvysSeni citlivosti (Tarkowski et al., 2004) nezavisle na pouzité ionizaci.
Navic tento zpusob derivatizace umoziuje soubézn¢ analyzovat Siroké spektrum
cytokininovych derivatl s rtiznou polaritou, z nichz separace nékterych neni na reverzni fazi,
bez derivatizace nebo pouziti ion-parovych ¢inidel, mozna. (Nordstrom et al., 2004b).
Zatazeni derivatiza¢niho kroku pfed LC-MS analyzou vede ke zvySeni selektivity a citlivosti
samotného stanoveni, ke zménam chromatografického rozliseni a fyzikalné-chemickych
vlastnosti u studovanych latek (Ljung et al., 2010). I pfes zna¢né vyhody tohoto kroku je vSak
V soucasnosti jiz upfednostiiovano, tam kde je to mozné, zkracovani a maximalni urychleni

doby piipravy vzorkl a s tim spojené stanoveni cytokind bez ptedchozi derivatizace.

3.3. Vyvoj kvantifikacnich metod pro endogenni cytokininy a jejich derivaty

Do konce 90. let byly, z divodu nedostatecné citlivosti v t&€ dobé dostupnych instrumentalnich
technik, jedinou moznosti rutinni kvantifikace endogennich fytohormonii v rostlinném
materialu imunoanalytické metody (Badenoch-Jones et al., 1984; Strnad, 1996). Ojedin¢lé
pokusy o vyuZiti hmotnostni spektrometrie byly c¢inény na transgennich rostlindch se
zvySenym obsahem cytokinint (Yang et al., 1993). Bohuzel, i kdyz imunoanalyticka stanoveni
fytohormonti obvykle dosahuji velmi vysoké citlivosti, presnost mize byt zkreslena kiiZovou
reaktivitou protilatky s ptibuznymi analyty nebo necistotami nachazejicimi se v rostlinnych
vzorcich (Astot et al.,, 1998). Proto je nutné, k dosazeni potfebné analytické piesnosti a
spravnosti, pied zvolenou imunoanalytickou metodu ptedfadit HPLC frakcionaci (Badenoch-

Jones et al., 1984; Strnad, 1996), coz zna¢né snizuje prostupnost metody.

Hmotnostni spektrometrie byla vté dobé vyuzivana piedevSim k identifikaci novych
cytokininovych derivatti nebo K potvrzeni vyskytu specifického metabolitu v analyzovaném
vzorku, za pomoci piimé introdukce (Summons et al., 1983) nebo Ve spojeni s plynovou

chromatografii (Strnad et al., 1992; Strnad et al., 1994; Goicoechea et al., 1995). Tato
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kombinace instrumentalnich metod, spojenych pomoci ionizace typu elektron-impact (EI)
nebo chemické ionizace (CE), umoznila napf. identifikaci zeatinu a jeho nukleotida
(Summons et al., 1983) nebo objev hydroxylovanych benzylaminopurinti (topolinti) jako
piirozené se vyskytujicich a vysoce aktivnich cytokinind v listech topolu ( Horgan et al., 1975;

Strnad et al., 1992; Strnad et al., 1994).

Konec 90. let pfinesl s rozvojem snadno ovladatelnych stolnich hmotnostnich spektrometra
radikdlni zmény také do analyzy rostlinnych hormonli a umoznil jejich kvantifikaci
V miligramovych mnozstvich vzorku (Ljung et al., 2010). Byly intenzivné testovany moznosti
vyuziti frit-FAB ionizace (Astot et al., 1998; Astot et al., 2000) a okrajové také jinych
ioniza¢nich technik pro kvantifikaci cytokinini (Yang et al., 1993). Avsak v poslednich
10 letech je nejpouzivangjsi ionizacni technikou (nejen) v analyze cytokinind ionizace
elektrosprejem (ESI) (Novak et al., 2003; Nordstrom et al., 2004b; Novak et al., 2008
a mnoho dal$ich), zejména z diivodu vysoké citlivosti (Tarkowski et al., 2009; Fu et al.,
2011). Pro svoji vysokou selektivitu analyzy komplikovanych matric jsou s vyhodou
vyuzivany tandemové hmotnostni spektrometry, zejména trojité kvadrupdly (Fu et al., 2011),
disponujici Sirokym linedrnim rozsahem méteni (Novék et al., 2008). Nejcastéji vyuzivanym
moédem méteni je selektivni zaznam vice iontovych reakci (MRM), kdy v prvnim kvadrupolu
je selektovan matefsky iont, ktery je dale fragmentovan a pouze vybranému dcetfinému
fragmentu je dovoleno proletét tietim kvadrupolem do detektoru. Znamena to, Ze specificky
pfechod matefsky iont — dcefiny iont je pak povaZovan za diagnosticky, ukazujici

na pritomnost uréitého analytu v extraktu (Fu et al., 2011).

Pokud u izomerd dochazi ke shodné fragmentaci a vybrany MRM piechod je stejny, je nutné
se zamé&fit na jejich dokonalou chromatografickou separaci a ptredejit tak chybné kvantifikaci
téchto izomert (Svacinova et al., 2012). Dalsi komplikaci mize byt pfirozeny vyskyt derivati
dihydrozeatinu (DHZ), lisicich se od svych zeatinovych (Z) analogt pouze o dvé hmotnostni
jednotky. Pii sledovani signalu derivati dihydrozeatinu je tudiz nutné poditat i s ptispévkem
zeatinového izotopu M+2, a proto je opét dilezitou soucésti analyzy dokonala separace
(Tarkowski et al., 2004). Pii pouziti klasického HPLC uspofadani se pro separaci
cytokininovych bazi a jejich cukernych konjugatt, které jsou relativné hydrofobnimi latkami,
obvykle pouzivaji chromatografické kolony obsahujici reverzni stacionarni fazi (nejéastéji
Cig). Separace je provadéna v kyselém prostiedi, ¢ehoz je dosazeno piidavkem té€kavych

organickych kyselin (kyselina mravenéi, octovd) a jejich soli (kompatibilnich s MS)
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do mobilni faze. Tou je nejcastéji smes voda/metanol nebo voda/acetonitril (Novak et al.,
2003; Ge et al., 2005; Tarkowski et al., 2009). K dosazeni dostate¢né separace se obvykle
pouziva gradientova eluce. Primér pouzitych kolon se pohybuje od konvencnich (4,6 mm)
po mikro (I mm) a kapilarni (0,3mm) (Tarkowski et al., 2009). Pouziti kapilarni kolony
vyznamné zvySilo citlivost detekce cytokinini pomoci LC-ESI-MS (Stirk et al., 2008).
Na druhou stranu je nutné vzit v ivahu, Ze tento zpuisob miniaturizace sniZuje maximalni
objem nastiiku (coz je dilezity parametr zejména pii analyze biologickych vzorki), ale také

dynamicky rozsah a robustnost celé¢ metody (Tarkowski et al., 2009).

Zejména z divodu zajisténi kontroly névratnosti purifikaéniho procesu je nezbytné
K jednotlivym homogenizovanym vzorkiim jesté pied extrakci pridavat isotopicky-znacené
(nejéasteji 2H, °C a ©°N) standardy jednotlivych analyti (Novak et al., 2008; Fu et al., 2011;
Du et al, 2012), majici témét identické fyzikdlné-chemické vlastnosti ve srovnani
s endogennim analytem. Tento postup, nazyvany metoda izotopického zied’'ovani (Rittenberg
& Foster, 1940), vsak piinasi komplikace v pfipadech, kdy odpovidajici standardy nejsou

komeréné dostupné.

Zavedeni UHPLC (ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie), ktera muze pracovat
za tlaku az do 1000 barti a kde pouzivané kolony jsou naplnény Casticemi < 2um, ptineslo
dalsi zdokonaleni separace ve srovnani s klasickou vysokolU¢innou kapalinovou
chromatografii (ve smyslu vyssi separa¢ni uéinnosti, rozliSeni, rychlosti a prostupnosti)
(Novakova & Vlckova, 2009) také pro analyzu cytokinind (Novak et al., 2008) a dalSich
skupin rostlinnych hormont (Tureckova et al., 2009; Miller & Munné-Bosch, 2011). Zaroven
ale rychld chromatografickd separace vyzaduje, aby pfipojeny hmotnostni detektor mél

odpovidajici skenovaci rychlost a citlivost (Sva¢inova et al., 2012).

Cytokininové nukleotidy (mono-, di- a trifosfaty) a 2-methylthio-derivaty (2MeSCKS)
se vyznamn¢ 1i8i od klasickych cytokininti svou polaritou a jsou analyzovany pomoci LC-MS
samostatné, zejména proto, aby bylo dosazeno dokonalé separace vSech isomerti (Tarkowski
et al.,, 2010b; Béres et al., 2010; Podlesakova et al., 2012), jejichz biologické vlastnosti
(aktivita, distribuce atd.) jsou zna¢n¢ rozdilné (Sakakibara 2004; Strnad 1997). Zjistili jsme,
ze separaci cytokininovych nukleotidl je vyhodné provadét pii pH > 9,8, kde se tyto latky
chovaji jako vicendsobné nabité aniony. BéZné silikagelové staciondrni faze vSak nejsou
stabilni pii vysokém pH, proto je zapotiebi pouzit hybridnich kolon, napt. Gemini-NX. Nami

vyvinutd metoda je pak robustnéj$i a umoZziuje vyrazné vySsi pocet nastiikli nez obvykle
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protento typ latek pouzivand ion-parovd chromatografie, kde vSak casto dochazi

ke kontaminaci iontového zdroje pfi nasledné MS analyze (Béres et al., 2010).

Dostatecnou separaci Sesti isoprenoidnich 2-methylthio cytokinini vcetné derivati cis-
a trans-zeatinu pak umoznila metoda zalozena na chromatografické separaci za pomoci
kolony obsahujici reverzni fazi C4 a mobilni faze obsahujici acetonitril a 20mM mravencan
amonny (Tarkowski et al., 2010b) Touto metodou se podafilo prokazat akumulaci
2-methylthio-cis-zeatinu (2MeScZ) (spolu scZ) vrostlinach A. thaliana, infikovanych
patogenem Rhodococcus fascians (Pertry et al., 2010), a jeho pozitivni vliv (spolu s ostatnimi
pfitomnymi cytokininy iP- a zeatinového typu) na aktivaci exprese cytokininového receptoru

CRE1/AHK4 a proliferaci rostlinnych bunék.

Vedle kapalinové chromatografie se pfi separaci cytokininti prosazuje i kapilarni elektroforéza
(CE) (Du et al, 2012). Slouzi nejen ke stanovovani fyzikalné-chemickych konstant
cytokinind, ale i ke stanoveni jejich koncentraci v relevantnim biologickém materialu (Béres
et al., 2012). Obecné plati, Ze (z divodu mensiho objemu nastiiku a velikosti méfici cely)
limity detekce jsou vétsSinou vyssi ve srovnani s HPLC nebo GC. Pro stopovou analyzu je tedy
obvykle zapotiebi tuto separa¢ni metodu spojit se specifickym detekénim systémem (napf.
MS) a piediadit zakoncentrovani vzorku (Tarkowski et al., 2009). Naproti tomu, CE je
vyhodna zejména pro analyzu nabitych a polarnich latek, jako jsou nukleotidy (Ge et al.,
2006). Tuto metodu jsme vyuzili napiiklad ke sledovani afinity rekombinantnich cytokinin
oxidaz/dehydrogenaz z A. thaliana (AtCKX) Kkriznym cytokininovym nukleotidim
(Kowalska et al. 2010). Zzjistili jsme, ze vakuolarni AtCKX izoenzymy piednostné
degradovaly tri- a difosfaty, zejména od iP, a to 2-5x efektivnéji nez odpovidajici
monofosfaty. Naproti tomu cytozolicky enzym AtCKX7 upfednostiioval zeatinové
monofosfaty. Nasledné¢ jsme optimalizovanou metodu pouzili také ke zkoumani in vitro
reakce adenosin trifosfatu (ATP) s dimetylallyl pyrofosfatem (DMAPP), katalyzované
rekombinantnim proteinem AtIPT1 (Béres et al., 2012), nebo ke sledovani akumulace
intracelularniho orto-topolin monofosfatu a soucasny pokles hladin nukleotidii zapojenych
do energetického metabolismu bunék vybranych nadorovych linii oSetfenych piislusnym

ribosidem (Voller et al., 2010).
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3.4. Biosyntéza cytokininit a méreni jeji rychlosti

Biosyntéza isoprenoidnich cytokininii v rostlinach je realizovana dvéma zakladnimi
biosyntetickymi cestami. Jedna je zalozena na degradaci t-RNA, druha vyuziva isopentenylace
volnych adeninovych nukleotidi. Tato reakce je katalizovana isopentenyltransferazami

(Sakakibara, 2004).

Pii analyzach biosyntetickych drah v biologickych systémech je s vyhodou vyuzivano
znacenych prekurzori. Pokud je soucasné provedena korektni identifikace znacenych
produktd, pak tento postup piedstavuje jeden z nejuéinngjSich nastroji pro studium
metabolickych drah. Problémem pfi pouziti tohoto typu experimentu pii studiu biosyntézy
cytokinini je obvykle pouze velmi nizké procento inkorporace znaceného prekursoru (napi.
adenosin) do molekuly cytokininu. Z divodu abnormalni distribuce exogennich znacenych
prekursor rovnéz Casto Vznikaji artefakty. Proto jsme hledali alternativni metody studia
cytokininovych biosyntetickych drah (Astot et al., 2000a) a v této souvislosti jsme vyvinuli
novy piistup ke studiu rychlosti biosyntézy cytokininti zalozeny na inkubaci rostlin na médiich
a Vv roztocich, obsahujicich 30% podil deuterované vody (D,0). Ta umoziuje inkorporaci
deuteria do obecnych metabolickych drah, takZe nasledné jsou de-novo syntetizované
cytokininy znaceny z in-vivo znac¢enych prekurzort, bez poruseni jejich rovnovazného stavu
(Astot et al.,, 2000a; Nordstrom et al., 2004a). Takto je dokonce mozné prehledné sledovat
riznou miru inkorporace deuteria do riiznych ¢asti molekuly cytokininu (purinovy skelet,
postranni fetézec, konjugovany cukerny zbytek), pochéazejicich z riiznych biosyntetickych drah
(Astot et al., 2000a) (Obr. 3). Pro zvySeni hydrofobicity cytokinint byly vzorky pied vlastni
LC-MS analyzou derivatizovany propionylaci (Astot et al., 1998). Tuto techniku jsme vyuzili
i po nasledném pievedeni metody z LC/frit-FAB-MS na LC-ESI-MS (Nordstrom et al.,
2004b) z davodu vyssi citlivosti pfi propojeni za pomoci ESI. Metoda, vedle detailniho popisu
zékladni biosyntetické drahy, ndm také umoznila (i) objev a charakterizaci zcela nové, iPMP-
nezavislé biosyntetické drahy cytokinind zeatinového typu (Astot et al., 2000b), (ii) studim
mechanizmil regulace biosyntézy cytokininl auxinem a (iii) prukaz schopnosti nadzemni ¢asti
rostliny

de-novo syntetizovat cytokininy (Nordstrom et al., 2004a). Zaménou tradi¢niho HPLC
za UHPLC bylo nasledné¢ dosazeno separace cytokininli Cis- a trans-zeatinového typu
(Tarkowski et al., 2010a), coz umoznuje sledovat a porovnéavat rychlost endogenni biosyntézy

téchto dvou dillezitych izomerl v riznych ¢astech rostliny a fyziologickych podminkach.
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Obr. 3. Inkorporace deuteria in vivo do iPMP izolovaného z A. thaliana (transgenni linie C24)
po 12 hodinach inkubace na mediu obsahujicim D,0. (a) FAB spektrum propionylovaného
iPA, ziskaného ziPMP enzymatickym S$tépenim (b)-(e) detailni pfibliZzeni dileZzitych
klastrQ (Astot et al., 2000). Cytokininova frakce byla extrahovana (Bieleski, 1964) ze 60g
rostlinného material, a pomoci SPE purifikovana a rozdélena na tfi frakce. Nukleotidova
frakce byla oSetfena fosfatdzou. VSechny frakce byly nasledné purifikovany imunoafinitni
chromatografii a derivatizovany anhydridem kyseliny propionové a N-methylimidazolem

v dimethylformamidu, 30 minut pti 37°C. Méfeni bylo provadéno na capLC/frit-FAB-MS.
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Metodu in vivo znaceni deuteriem jsme nasledné optimalizovali pro UHPLC-MS/MS analyzy
bez derivatizace (Dobrev et al., 2009) a pouzili také k porovnani rychlosti biosyntézy
cytokinint v kulturach Chlorella minutissima béhem kultivace na svétle a ve tmé (Stirk et al.,
2011). Nejrychlejsi biosyntéza zde byla naméfena u isopentenyladenosinu (iPA),
isopentenyladeninu (iP) a cis-zeatinu (CZ), a to vyssi na svétle nez ve tm&. Vysledky potvrdily

uzky vztah svétla, bunééného déleni a biosyntézy cytokinint (Stirk et al., 2011).

4. Syntéza a vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou cytokinini a

jejich derivata

4.1. Syntéza a cytokininova aktivita N° -substituovanych derivatii adeninu

Jiz velmi kratce po objevu (Miller et al., 1955a) a objasnéni chemické struktury (Miller et al.,
1955Db) prvniho cytokininu, Kinetinu, si nékolik skupin védct (Okomura et al., 1957; Kuraishi,
1959; Skoog et al.,1967) polozilo otazku: “Jaké strukturni nalezitosti musi vykazovat
organickd molekula, aby byla cytokininové aktivni?* Analoga kinetinu byla zpocatku
pfipravovana, stejné¢ jako samotny Kkinetin (Miller et al.,, 1955b), =zahtivanim

6-methylmerkaptopurinu s odpovidajicim aminem (Elion et al., 1952) (obr. 4).
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Obr. 4.: Ptiprava Kinetinu z 6-methylmerkaptopurinu (podle Millera et al., 1955).

Nevyhodou této metody vSak byla pomérné vysoka teplota reakce a delsi reak¢ni casy. Dnes
se N°-substituované derivaty adeninu nejdastéji pfipravuji kondenzaci 6-chlorpurinu

a odpovidajiho aminu v butanolu (Daly & Christensen, 1956).

Skoog et al. (1967) ptipravili timto zpisobem 69 sloucenin, vétsinou purinovych derivatl

ablizce pribuznych latek, a nasledné testovali schopnost iniciovat rist a regulovat
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organogenezi v biotestu zalozeném na ristu tabakového kalusu. Vybrané strukturni aspekty
téchto purinovych derivat byly postupné systematicky modifikovany s cilem zjistit dilezitost
jednotlivych ¢asti molekuly pro cytokininovou aktivitu. Nejvyssi cytokininovou aktivitu
vykazovaly N°-monosubstituované derivaty adeninu, u nichZ jejich chemicka struktura,
velikost, tvar, sloZeni, saturace, a naboj substituentu siln¢ ovlivnily aktivitu danych sloucenin.
Pouzitd metoda piipravy N6-substituovan}'/ch purinovych derivati byla pozdéji vylepSena

pridanim levngjsi baze (vétSinou triethylaminu) (Hecht et al., 1970) (obr. 5).

o)
HN
HNk | N\> 1.2 eqiv. BOP, 1.5 eqiv. DIPEA N
'’
\N N . ©/\NH2 .2 eqiv. , 1.5 eqiv. _ Nk ’ \>
HO o DMF, rt, 16 h SNT N
(99%) HO
o)
OH OH
OH OH

Obr. 5. Piiprava 6-benzylaminopurin ribosidu z inosinu (Wan et al., 2005).

Nedavno (Wan et al., 2005) byla publikovana alternativni metoda syntézy 6-benzylaminopurin
ribosidu (BAPR) z inosinu v jednom kroku, kdy vychozi material reaguje s benzylaminem

v zasaditych podminkach téméf kvantitativné, a to za pokojové teploty (obr. 5).

Velmi zahy byl na zékladé téchto vysledkd identifikovan potencial 6-benzylaminopurinu
(BAP) jako velmi snadno (a levn¢) ptipravitelné a vysoce biologicky aktivni slou¢eniny. BAP
je dnes pro své efektivni stimula¢ni schopnosti celosvétové pouzivan mikropropagaénim
prumyslem pfi komerénim in vitro mnozeni mnoha rostlinnych druhti. Na druhé strang, je
znamo 7e BAP mulze negativné ovlivnit rist, zakofenovani a aklimatizaci nékterych
rostlinnych druht (Werbrouck et al., 1996). Je také znamo, ze hydroxylované aromatické
cytokininy (topoliny) jsou stabilngjsi, odoln&jsi vici degradacnim enzymim a v nékterych
mikropropagaénich systémech aktivni pifi nizSich koncentracich ve srovnani s klasickymi
cytokininy (Werbrouck et al., 1996 Strnad, 1997). Topoliny navic nebrzdi riist kotfene, coz je

typickym vedlejsi negativni u€inkem pii pouzivani vysokych koncentraci BAP (Bairu et al.,
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2009). Tyto vysledky prokazaly, Ze vyvoj novych cytokininovych derivati ma pro rostlinné

biotechnologie stale velky prakticky vyznam.

Dalsim nepopiratelné¢ dilezitym vysledkem naseho dlouholetého vyzkumu v oblasti izolace,
identifikace a kvantifikace rostlinnych hormonii v rostlinach bylo objeveni nové skupiny
ptirozené¢ se vyskytujicich aromatickych cytokininti — methoxytopolint (obr. 6), latek s velmi
vysokou cytokininovou, zejména pak anti-senescen¢ni aktivitou (Tarkowska et al., 2003,
Dolezal et al., 2007). Schopnost téchto latek inhibovat degradaci chlorofylu v odsttizenych
listech ozimé pSenice (inkubovanych 96 hodin ve tmé) pfevySovala aktivitu BAP a zeatinu

0 témer 200 % (Tarkowska et al., 2003).
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Obr. 6. 6-(2-Methoxybenzylamino)purin (ortho-methoxytopolin, MeoT) (vlevo) a 6-(3-

methoxybenzylamino)purin (meta-methoxytopolin, MemT) (vpravo).

To iniciovalo rozsahlou studii vztahti mezi chemickou strukturou a cytokininovou aktivitou
N6-Substituovan§'Ich derivath adeninu, spojenou s pfipravou né€kolika stovek téchto derivati
(Dolezal et al., 2006; Dolezal et al., 2007; Zatloukal et al., 2008; Sziicova et al., 2009; Walla
et al., 2010; Nisler et al., 2010; Mik et al., 2011 a,b).

Nejprve byly reakci 6-chlorpurinu a 6-chlorpurin ribosidu s pfislusnymi benzylaminy
ptipraveny a souborem dostupnych fyzikalné chemickych metod (elementarni analyza, bod
tani, tenkovrstevnou chromatografii, HPLC-UV, hmotnostni spektrometrii, 'Ha Bc NMR)
charakterizovany derivaty adeninu (Dolezal et al., 2006; Nisler et al., 2010) a adenosinu (Ado)
(Dolezal et al., 2007), monosubstituované Vv poloze N®. Obdobnou reakci (kondenzaci
2-substituovanych-6-chloropurintl s aniliny) byla posléze pfipravena série 2-X-6-anilinopurint
(X = H, halogen, amino, methylthio nebo nitro) s riznymi subtituenty na fenylovém kruhu
(Zatloukal et al., 2008) (obr. 7).
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Obr. 7. Ptiprava 2-fluoro-6-(3-methoxyfenyl)aminopurinu (INCYDE-F, Zatloukal et al., 2008)

Z diavodu strukturni podobnosti pfipravenych latek k jiz zndmym aromatickym cytokininim,
BAP a topolinim (Strnad, 1997), byla vzdy nejprve testovana jejich biologickd aktivita
v nékolika klasickych cytokininovych biotestech (Holub et al.,, 1998), byl studovan vliv
jednotlivych substituentd na aktivaci cytokininovych receptori (AHK3, CREL1/AHK4)
(Spichal et al., 2004) a posléze také jejich interakce s kliCovym enzymem degradace
cytokininli, cytokinin oxidazou/dehydrogenazou (v nasem piipadé AtCKX2). 1 kdyz
biologickou aktivitu N°-substiovanych derivati adeninu na rostlinnych buiikach studujeme
vice nez 20 let, i pro nas bylo pfekvapivym zjiSténim, jak malé strukturni zmény v této
molekule mohou zptsobit radikalni zménu biologické aktivity ziskané slouceniny. Prvnim
ptikladem muze byt 6-(3-methylbenzylamino)purin (Dolezal et al., 2006), u kterého se (stejné
jako u meta-topolinu) zavedenim jedné hydroxy skupiny do polohy 2 na benzenovém jadie
kompletné ztraci jeho piivodné velmi vysoka cytokininova aktivita a z receptorového agonisty
se stava cytokininovym antagonistou, primarn¢ blokujicim CRE1/AHK4 receptor a dalsi
ptenos cytokininového signalu in planta (Spichal et al., 2009a, b; Nisler et al., 2010). Takto
jsme objevili, a nasledné nam byl ud€len patent na prvni realny anticytokinin, 6-(2-hydroxy-3-
methylbenzylamino)purin, inhibujici rist kalusu tabaku i v ptitomnosti adekvatni koncentrace
cytokininu (Spichal et al., 2009a, b). Stejna latka naopak jiz pii 10 nanomolarni koncentraci
vyrazné snizuje negativni vliv exogenni aplikace 6-benzylaminopurinu na rdst a vétveni
primarniho kotfene A. thaliana (Spichal et al., 2009a). Naproti tomu pyrrolo[2,3-d]
pyrimidinové and pyrazolo[4,3-d] pyrimidinové derivaty, latky dlouhou dobu za anti-
cytokininy povazované (lvamura, 1994), s cytokininy na receptorové trovni nekompetuji.
Inhibice cytokininy-indukovanych rastovych procest rostlinnych bunék je v tomto piipadée
zpusobena jinym mechanizmem, a to inhibici cyklin-dependentnich kinaz (CDKS) (Spichal et
al., 2007).

Dalsimi podobnymi ptiklady jsou 2-chloro-6-(3-methoxyfenyl)aminopurin  (INhibitor
CYtokininové Degradace, INCYDE) a 2-fluoro-6-(3-methoxyfenyl)aminopurin (INCYDE-F)
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(Zatloukal et al., 2008), kde zkracenim N°-postranniho fetézce o jednu CH, skupinu doslo
nejen k témét kompletni ztraté jejich anti-senescencni aktivity (pii zachovani biologické
aktivity v ostatnich pouzitych cytokininovych biotestech), ale navic tyto latky ziskaly
schopnost velmi silné¢ inhibovat cytokinin oxidazy/dehydrogenazy z A. thaliana (AtCKX2).
Byla tak objevena zcela nova skupina potentnich inhibitorii tohoto klicového enzymu
endogenni degradace cytokinina (Zatloukal et al., 2008). Nasledné se nam u latky INCYDE
podatilo prokazat jeji schopnost inhibovat cytokinin dehydrogenazu nejen in vitro, ale také in
Vivo a prokazat jeji schopnost obnovit pfirozeny fenotyp u CKX nadprodukujicich rostlin
(Spichal et al., 2012) (obr. 8). Také na tyto latky jsme ziskali mezinarodni patentovou ochranu
(Spichal et al., 2012). Zajimavé se rovnéz jevi pouziti inhibitoru INCYDE vV rostlinnych
tkanovych kulturach, kde zvySuje hladiny aktivnich cytokininii V explantatech, zejména
V jejich nadzemni ¢asti (Aremu et al., 2012c¢).

Hydroxybenzylaminy nezbytné pro syntézu cytokinind, které nejsou komeréné dostupné,
se daji s vyhodou pfipravit demethylaci pfislusSnych methoxybenzylamini kyselinou

bromovodikovou nebo jodovodikovou v pfitomnosti acetanhydridu (obr. 9) (Dolezal et al.,

WT 35S:CKX1

Obr. 8: Obnoveni piirozené¢ho fenotypu po systematické aplikaci latky INCYDE na CKX

nadprodukujici rostliny. + znamena oSetfeno, - neosetieno.
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2006; Dolezal et al., 2007). Byla tak nahrazena starSi, dvoustupiiova syntéza, pii které
se piislusny benzaldehyd nejprve pievede na odpovidajici oxim, a ten se nasledné redukuje
sodikovou amalgamou (Raiford & Clark, 1923; Nisler et al, 2010). Navic je mozné
methoxybenzylaminy demethylovat pouze parcialné (obr. 9) (Dolezal et al., 2006; Dolezal et
al., 2007).

O O 55%HI (Ac),0 O O

rt, 4 h

NH, NH,

Obr. 9. Piprava 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzylaminu hydrojodidu

Mezi dal$i novou generaci cytokininovych derivat zajist€¢ patii 9-tetrahydropyranylové
a 9-tetrahydrofuranylové derivaty. Ty jsme pripravili kondenzaci 6-chloropurinu
s 3,4-dihydro-2H-pyranem a 2,3-dihydrofuranem a reakci vzniklych intermediatt
s odpovidajicimi aminy. Takto byla pfipravena a charakterizovana skupina 34
N®-substituovanych derivati 9-(tetrahydrofuran-2-yl)purinu a 9-(tetrahydropyran-2-yl)purinu
(Szticova et al., 2009; Walla et al., 2010, Mik et al., 2011b) (obr. 10).
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Obr. 10. Schéma piipravy 6-(3-methoxybenzylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)purinu
Pozdgji byly podobné ve dvou krocich syntetizovany N%-alkylderivaty kinetinu a iP (Mik et

al., 2011a,b). Podafilo se nam prokazat, ze tyto nové 6,9-disubstituované derivaty purinu

nevykazuji pfi exogenni aplikaci inhibi¢ni efekt na primarni ani laterarni koten, typicky
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pro 6-benzylaminopurin (Podlesakova et al., 2012b; Aremu et al., 2012b). Také jsme se
pokusili ovéfit jejich pfedpokladanou antisenescenéni aktivitu, a to nejen na rostlinnych,
ale 1 na lidskych bunkach. Nedavno bylo totiz zjisténo, ze n€které dlouho znamé ptirozené
se vyskytujici cytokininy, napft. kinetin a zeatin, maji schopnost oddalit senescenci lidskych

koznich fibroblasta (Rattan & Clark, 1994; Rattan & Sodagam, 2005).

HN
ﬁ S
)

Obr. 11. 6-(Furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin

Mezi s vékem bun€k souvisejici zmény, ovliviiované kinetinem, patii morfologické zmény,
rychlost riistu, velikost buné€k, organizace cytoskeletu, syntéza biomakromolekul, a intenzita
autofluorescence v dusledku oxidativniho poskozeni. Pfesny mechanizmus puisobeni kinetinu
na zivo€iSnou buiiku neni zcela objasnén, ale je silnym pfirodnim antioxidantem, chranicim
DNA a proteiny pred oxidativnim poskozenim (Rattan & Clark, 1994). Nedavno se nam
podafilo prokazat, Ze ucinnost kinetinu proti starnuti koZznich bunék je mozno zvysit
navazanim vhodného substituentu do polohy N9 (Sziicova et al., 2008) (Obr. 11). Nasledn¢
zaCaly byt tyto ndmi pfipravené N9-substiované derivaty kinetinu pouzivany jako aktivni
slozka klinicky testovanych kosmetickych ptipravka (McCullough et al., 2008; Ortiz et al.,
2009; Tremaine et al., 2010). Klinické studie provedené na Kalifornské Univerzité,
Department of Dermatology (McCullough et al., 2008) na vzorku 40 zdravych Zen
se znamkami lehkého az stiedniho poskozeni pleti ze slune¢niho zafeni prokazaly, Ze
6-(furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin (Pyratine) aplikovany v mastovém zakladu
v 0,10% koncentraci vyrazné redukuje jemné i hluboké vrasky, redukuje hrubost a vysychani
pokozky a minimalizuje hyperpigmentaci. V dalSich klinickych studiich provedenych
na stejném pracovisti bylo zjisténo, ze Pyratine v koncentraci 0,125% (Ortiz et al., 2009;

Tremaine et al.,, 2010) snizuje zarudnuti pleti a pusobi proti rosacee (rtzi) a akné.
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K celkovému klinickému zleps$eni v obou studiich (Ortiz et al., 2009; Tremaine et al., 2010)
doslo u 80% pacientt. Pii dlouhodobém ptlisobeni (48 tydnl) bylo pozorovéno sniZeni poctu
zanétlivych lozisek az o 89%. Od roku 2009 je tato nami vyvinutd uc¢innd latka patentovanou
souasti kosmetickych pripravki (Sziidova et al., 2011) fady Pyratine®, v licenci vyrabénych

firmou Pyratine PLC (Napa, USA) (obr. 12).

3
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Obr. 12. Pyratine-XR, u¢inna latka 6-(furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin (0.125%)

4.2. Protinadorova aktivita cytokininii a jejich derivatii

Na pocatku devadesatych let byly publikovany prvni studie ukazujici, Ze i velmi mald zména
ve struktufe N°-substituovaného adeninu miZe dramaticky zménit jeho biologickou aktivitu
také v zivocisnych a/nebo lidskych bunkach (Vesely et al., 1994). Neékteré piirozené
cytokininy (napf. isopentenyladenin) jsou slabymi a nespecifickymi inhibitory nékterych
cyklin-dependentnich kinaz, klicovych enzymi regulace bunécného cyklu (Rialet & Meijer,

1991). Piekvapiveé, C2,N9-disubstituované derivaty BAP (obr. 13) byly identifikovany jako
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specifické a v mikromolarnich koncentracich u¢inné inhibitory cyklin-dependentnich kinéaz,
zejména CDK1, klicového enzymu bunécného cyklu vSech eukaryontnich bunck (Vesely et
al., 1994; Havlicek et al., 1997). Latky se vyznacuji schopnosti blokovat bunécny cyklus
ve specifickych bodech (G1/S, G2/M). Tato specificita spéje k vyvoji nové skupiny
protinadorovych latek. Sloucenina z této skupiny, [(2R)-2-(6-benzylamino-9-isopropyl-9H-
purin-2-ylamino)-butan-1-ol)], R-roscovitine (Seliciclib nebo CYC202) (obr. 13B),
je v klinickém zkouseni (faze IIb, monoterapie malobunééného karcinomu plic, kombinatorni

terapie s gencitabinem na dalsi typy nadort) (www.cyclacel.com).

Vyznamné cytotoxické pro fadu lidskych nadorovych bunécnych linii jsou vSak také i nekteré
Vv rostlinach pfirozené se vyskytujici cytokininové ribosidy (Mlejnek, 2001; Ishii et al., 2002;
Voller et al., 2010), i kdyz pusobi odliSnym mechanizmem, ktery neni doposud zcela
objasnén. Na leukemickych buiitkach linie HL-60 bylo pozorovano, Ze bunééné smrti v tomto
pfipadé predchazi vycCerpani bunéénych zasob ATP, aktivace kaspaz a depolarizace
mitochondrii (Mlejnek, 2001; Ishii et al., 2002). Je také znamo, Ze nutnou podminkou jejich
anti-leukemické aktivity je jejich vnitrobunééna fosforylace (Mlejnek and Dolezel, 2005;
Voller et al., 2010).

x> t xﬁ
g @* @*

Obr. 13. Derivaty 6-benzylaminopurinu a ortho-topolinu s protinadorovou a CDK inhibi¢ni
aktivitou. A- (6-(benzylamino)-2-[(2-hydroxyethyl)amino]-9-methylpurin, olomoucin B -
[(2-R)-2-(6-benzylamino-9-isopropyl-9H-purin-2-ylamino)-butan-1-ol)], R-roscovitin, C -
{2-{[2-((1-R)-1-hydroxymethyl-propylamino)-9-isopropyl-9Hpurin-6-ylamino]-methyl}-

phenol}, olomoucin II.

27



V koncentracich > 46 umol/L (ICsp) jsou nékteré derivaty 6-benzylaminopurinu cytotoxické
na vybranych nadorovych liniich i ve formé volnych bazi (Dolezal et al., 2006; Voller et al.,
2010), s doposud nezndmym mechanizmem ucinku. Bylo vsak postulovano, ze jejich nizka
toxicita je zpusobena omezenou schopnosti fosforibosyltransferaz ve studovanych
leukemickych bunkach tyto latky transformovat (Mlejnek and Dolezel, 2005). Naproti tomu,
cytotoxicita volnych bazi a jim odpovidajicich ribosidii pro rostlinné buriky je srovnatelna,
(formy) cytokininti na ptislusné ribosidy-5’-monofosfaty pfiblizn¢ stejné efektivné (Mlejnek
et al., 2005). Prokazali jsme, Ze ostatni bézné¢ metabolické formy piirozené se vyskytujicich
cytokinint, N- a O-glukosidy, jsou pro leukemické bunky netoxické, coz podporuje hypotézu

o vnitrobunééné fosforylaci (Voller et al., 2010).
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Obr. 14. Ptiprava N°-isopentenyladenosin-5"-monofosfatu (iPMP) (Béres et al., 2012).

Nami publikovana nasledna ptiprava mono-, di- a trifosfati, odvozenych od iP a zeatinu,
pifipravenych reakci pfislusného 6-chlorpurin-9-p-D-ribosidu-5'-fosfatu s odpovidajicim
aminem (Bére§ et al., 2010) (obr. 14), byla proto nejen dulezitym krokem umoziujim
charakterizaci substratové specificity cytokinin-dehydrogendz, dilezitych degradacnich
enzymu pro tuto skupinu rostlinnych hormonti (Kowalska et al., 2010), ale také pro vyvoj
novych identifika¢nich a kvantifika¢nich metod pro tyto latky v biologickych matricich (Béres
et al., 2010; Béres et al., 2012). Tyto metody byly poté vyuzity nejen pro nasledné studium
cytotoxické role cytokininovych ribosidi v nadorovych bunkach (Béres et al., 2010; Voller et
al. 2010) (obr. 15), ale také pii studiu biosyntézy endogennich cytokininii a analyzach
substratové specificity rekombinantni isopentenyltransferazy 1 (AtIPT1) z Arabidopsis
thaliana (Béres et al., 2012).
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Obr. 15. MS/MS spektra a fragmentace NC-isopentenyladenosin-5'-trifosfatu (iPTP),

bun&éného metabolitu N°-isopentenyladenosinu (Béres et al., 2010)

Dals$i moznosti jak vyznamné zvysit protinddorovou aktivitu cytokinind a jejich derivata je
jejich koordinace s ptechodnymi kovy, a to nejen s platinou (Malonn et al., 2001a),
ale prekvapivé také s kobaltem (Klanicova et al., 2006), médi nebo zelezem (Malon et al.,
2001b; Malon et al., 2002). Na ¢tyfech vybranych nadorovych liniich (B16-F0, G361, HOS,
MCF7, K-562) vykazovaly dvojjaderné médnaté komplexy s netoxickymi derivaty
6-benzylaminopurinu (BAP) (Travnicek et al., 2001; Malon et al., 2001b), pfipravené reakci
piislusného cytokininu s chloridem médnatym v prostfedi 2M kyseliny chlorovodikové, 1Csg
Vv koncentra¢nim rozsahu 8,2 - 39 uM. . Podafilo se nam také prokazat, Ze jednim z dulezitych
mechanizmti, zodpovédnych za cytotoxicitu téchto latek, je jejich inhibi¢ni aktivita vici
p34°°? Lkinaze, ktera se pohybovala vrozsahu ICs; 10-15 puM (Travnidek et al., 2001).
V piipadé komplexti zeleza s boheminem [2-(3-hydroxypropylamino)-6-benzylamino-9-
isopropylpurin] (Maloni et al., 2001b), pfipravenych jeho reakci s chloridem Zelezitym, opét
v silné kyselém prostiedi 2M  kyseliny chlorovodikové, doSlo komplexaci ke zvySeni

4°2 inhibieni aktivita ziistala nezménéna. To naznacuje, Ze na

cytotoxické aktivity, avSak p3
zvySeni cytotoxicity vznikajicich komplexli s cytokininovymi derivaty se podili také jiné
molekularni mechanizmy. Nicméné, nejvyznamnéjsi protinadorovou aktivitu jsme zjistili u

komplexti cytokininovych derivati s platinou a paladdiem (Travnicek et al., 2003).

29



Jednojaderné platnaté komplexy olomoucinu a boheminu, vznikajici pfi jejich reakci
s chloridem platnatym v siln¢ kyselém prostfedi resp. absolutnim etanolu, vykazovaly pro
bunéénou linii K-562 (lidska chronickd myeloidni leukémie) cytotoxicitu na arovni 1Csy
2,1 resp. 2,8 uM. Myslime si, ze tyto slouCeniny maji potencial stat se novou tiidou

biologicky aktivnich latek, vyuzitelnych v protinddorové terapii (Travnicek et al., 2003).

5. Aplikac¢ni mozZnosti vybranych derivati aromatickych cytokinini v rostlinnych

tkanovych kulturach

Vybér vhodného cytokininu se fadi mezi nejkriti¢téjsi faktory pii zavedeni/optimalizaci
fungujiciho mikropropaga¢niho protokolu (Aremu et al., 2012a). Jiz v ptedchozi kapitole
bylo zminéno, ze i kdyz BAP je Vrostlinnych tkanovych kulturach prakticky Siroce
vyuzivanym cytokininem, u nékterych rostlinnych druhii se miizeme setkat s jeho negativnimi
vedlej$imi ucinky, a je proto nutné se v téchto pripadech zamyslet nad alternativnim slozenim
kultiva¢nich médii. Jiz provedené studie na fadé rostlinnych druhi upozornili na potencial
topolint, jako nahrady za bézné pouzivané cytokininy (Aremu et al., 2012a). V tomto sméru
jsme provedli fadu experiment na Siroké skupin€ vybranych rostlinnych druhti (pfevazné
1é¢ivych a vétsinou také kriticky ohrozenych) ve spolupraci se skupinou prof. J. van Stadena,
Univ. Pietermaritzburg, Jizni Afrika. meta-Topolin (mT) pifi riznych koncentracich
produkoval pti mikropropagaci Aloe polyphylla vice vyhond ve srovnani se zeatinem nebo
BAP (Bairu et al., 2007). Také u bananovniku (Bairu et al., 2008), pistacie (Pistacia vera L.,
Benmahioul et al., 2012), Pelargonium sidoides (Moyo et al., 2012), Romulea sabulosa
(Swart et al., 2012) nebo Cotinus coggygria (Podwyszynska et al., 2012) (obr. 16) vedlo uZiti
topolint pii multiplikaci in-vitro k ziskani vétsiho poctu kvalitnich rostlin. Na druhé strané,
ujinych rostlinnych druhd méla aplikace topolini za nasledek zpomaleni multiplikace
ve srovnani s BAP (Rosales et al., 2008; Mala et al., 2009; Aremu et al., 2012a). Z toho je
mozné odvodit, Ze neexistuje jednoznacné schéma odezvy rostlinnych druhG na ridzné
cytokininy; faktory jako vybér genotypu, koncentrace pouzitého cytokininu nebo typ (slozeni)
kultivaéniho média hraji rovnéz vyznamnou roli (Dobranszki et al., 2004; Wojtania, 2010;
Aremu et al., 2012a). Nicméné topoliny patii ke stale vyhledavanéj$im alternativam k BAP

Vv ptipad€ problematickych kultur.
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Obr. 16. Mnozeni Cotinus coggygria in vitro na médiu obsahujicim BAP (nahote), MemT
(uprostied), a MemTR (dole) pti koncentraci (zleva) 0.5, 1 2 mg Lt (po tieti pasazi)
(Podwyszynska et al., 2012).

Mezi hlavni problémy rostlinnych tkanovych kultur Casto patii nedostatecné zakotfenéni
explantati (stimulované zejména auxiny) a stim souvisejici jejich Spatnd aklimatizace
ex-vitro (Werbrouck et al. 1996). Toto byva nékterymi autory povazovano za obecny jev
spojeny s aplikaci exogennich cytokinini. Na druhé strané, opakované bylo publikovano,
ze typ a koncentrace pouZzitého exogenniho cytokininu mé na schopnost aklimatizace
explantati vyrazny vliv (Moncalean et al., 2001; Bairu et al., 2008; Valero-Aracama et al.
2010). Bylo také zjisténo, Ze za tento Skodlivy ucinek jsou pfinejmenSim castecné
zodpovédné toxické metabolity BAP (zejména 9-glukosidy), které navic maji tendenci

shromazd'ovat se u baze explantatl, a negativné ovliviiovat jejich néasledné zakotenovani
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a schopnost aklimatizace (Werbrouck et al. 1996; Bairu et al., 2011a). Nasledn¢ bylo
postulovano (Werbrouck et al. 1996) a pozdé¢ji dokazano (Bairu et al., 2011a; Mala et al.,
2009), ze ptitomnost hydroxylové skupiny ve struktuie topolinti znamend strukturni vyhodu
V podobé& moznosti vzniku O-glukosidl jako reverzibilnich zésobnich forem CK. Pravé tyto
rozdily v metabolizmu pouzitého exogenniho cytokininu pak byvaji spojovany se statisticky
vyznamnym zlepSenim in-vitro zakofenovani a nasledné aklimatizace nékterych rostlinnych
druht (Spathiphyllum floribundum, Solanum tuberosum, Aloe polyphylla, Sorbus torminalis,
Uniola paniculata) pti pouziti optimalni koncentrace topolinu (Werbrouck et al. 1996;
Moncalean et al., 2001; Mala et al., 2009; Valero-Aracama et al. 2010; Bairu et al., 2011).
Pozitivni efekt topolinli na zakofenovani explantata vSak nelze v zddném ptipad€ povazovat
za univerzalni (Bairu et al., 2008; Valero-Aracama et al. 2010). Navic jsme zjistili, ze hladiny
vznikajicich O-glukosid mohou byt negativné ovlivnény exogennim auxinem (Bairu et al.,

2011a).

Dals§im ¢astym problémem, snizujicim potencial mnoha in vitro mikropropagaénich technik,
je prevodnéni rostlinnych pletiv (hyperhydratace, vitrifikace). Vysledkem je Spatny vyvoj
explantatu, zejména cévnich svazki, a nefunkéni priduchy. K ostranéni vitrifikace je obecné
doporucovano cCastéjsi pasazovani explantat, chlazeni dna kultiva¢nich nadob (oboji je
spojeno se znacnym zvySenim nakladi) nebo snizeni koncentrace exogenniho cytokininu,
coz ale Casto vede ke snizeni efektivity mnozeni. Vzhledem k tomu, ze do té doby uzivany
protokol pro in-vitro mnozeni Aloe polyphylla, kriticky ohroZeného endemitu Maluti
Mountains (Lesotho), nevyhovoval z diavodu (i) vysoké ceny pouzitého cytokininu
trans-zeatinu (tZ), (ii) nutnosti nasledného pasazovani na zakofenovaci médium a (iii)
vyskytu hyperhydratace, bylo v tomto systému testovano nékolik derivati meta-topolinu
(Bairu et al., 2007). Témi se podafilo pfevodnéni zcela potlacit a vice nezZ 91% rostlin
prevedenych

vysledky na jinych rostlinnych druzich (Beta vulgaris - Kubalakova and Strnad, 1992; Malus

x domestica cultivars - Dobranszki et al. 2002; Dobranszki et al. 2004).

Vyuziti mikropropagace u nékterych rostlinnych druhli, napt. pelargonii, brzdi Casto také
ranna senescence (Mithila et al., 2001). K jejimu zpomaleni byl u sedmi riznych kultivart

uspésné pouzit meta-topolin (Wojtania, 2010). Podobny ucinek méla aplikace topolint,

32



zejména MemTR, i v in vitro kulturach Rosa hybrida, které také trpi rannou senescenci
Vv piipadé pouziti BAP (Bogaert et al., 2006).

Jednim z dulezitych faktorti tspéSnosti komeréni mikropropagace rostlin je geneticka
stabilita explantat, a to ze dvou odlisSnych hledisek: zachovani jiz existujici variability
(chiméry) a kontrola vzniku somaklonalni variability v pribéhu mikropropagace (Bairu et al.,
2011b). Vznik somaklonalni variability v pribéhu procesu mikropropagace je vétSiny
rostlinnych druhti nezéddouci, ale existuji vyjimky, napt. n¢které druhy okrasnych pokojovych
rostlin (Aremu et al., 2012a). Az donedavna byl kinetin jedinym cytokininem, za pomoci
kterého bylo mozno dosahnout pomalé a bezpecné multiplikace a regenerace téchto cennych
pokojovych rostlin (Bogaert et al. 2006). Nicmén¢ kinetin vykazuje pomérné nizkou
morfogenni aktivitu a s tim je spojena i jeho omezena schopnost iniciovat multiplikaci
rostlinnych explantatd. Proto jsme se v neddvné dobé pokusili o vyhodnoceni vlivu novych
topolinovych derivatdh na genetickou stabilitu explantati v pribéhu mikropropagace.
Ve srovnani s BAP byla genetickd stabilita u petunii udrzena pti pouziti MemTR, a navic
bylo dosazeno lepsi vizudlni kvality vyhonti (Bogaert et al., 2006). Naproti tomu, u jinych
druht rostlin (bananovnik — Bairu et al., 2008; Barleria greenii - Amoo et al., 2011) se tento
signifikantni rozdil vyskytu in vitro indukované somaklonalni variability nepodafilo potvrdit.
Dle samotnych autorii to ale mize byt zplisobeno pouzitim explantitl plivodné mnozenych
na 6-benzylaminopurinu a tedy pfenosem jeho metaboliti (Amoo et al., 2011; Bairu et al.,
2008).

Bylo opakované ovéteno, Ze topolinové derivaty mohou uspé$né nahradit bezné pouZzivané
cytokininy v mnoha mikropropagaénich protokolech. Na druhou stranu je tfeba zminit,
ze existuji také rostlinné druhy, které lépe reaguji na jiné cytokininy nez na topoliny.
Topoliny nelze v zadném ptipadé povazovat za vselék pro rostlinné tkanové kultury a vzdy

musi projit rutinnim procesem optimalizace (Aremu et al., 2012a).
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6. Zavér

Studiem cytokinint (N°-substituovanych derivati adeninu) byly ziskany cenné informace pro
vyvoj dalSich latek S vyznamnymi biologickymi aktivitami, pro studium jejich vyskytu
Vv rostlinach, pro isolaci a identifikaci jejich novych metabolitt, pro jejich kvantifikaci
a imunodetekci, ale i pro vyvoj kosmetickych piipravkid a potencialnich 1é¢iv nékterych

zavaznych lidskych onemocnéni. Ziskané vysledky je mozné shrnout do nésledujicich bodi:

1) Byly vyvinuty vysoce citlivé a specifické metody isolace, identifikace a kvantifikace
cytokininii (a okrajové také dalSich skupin rostlinnych hormontt — IAA a ethylénu),
zalozené na SPE, imunoafinitni chromatografii a kombinaci kapalinové chromatografie
(vysokoucinné, v poslednich letech ultra-vysokouc¢inné) s hmotnostni spektrometrii
(HPLC-MS resp. UHPLC-MS/MS). Jako alternativni bylo testovano spojeni kapilarni
elektroforézy s UV-VIS nebo hmotnostni detekei, které se ukdzalo byt vyhodné

pro nékteré aplikace.

2) Metodami organické syntézy se nam podafilo piipravit velkou skupinu novych
cytokininovych derivatii. Piipravené derivaty adeninu, substituované v riznych polohéch,
byly charakterizovany souborem fyzikaln¢ — chemickych metod (elementdrni analyza, bod
tani, TLC, HPLC, MS, NMR). Jejich biologicka aktivita byla pak nasledné testovana
pomoci nékolika biotestd, na urovni receptorl, enzymi cytokininové biosyntézy
a metabolizmu, a rovnéz ve vybranych in vitro kulturach. Nékteré z téchto latek vykazuji
velmi silnou cytokininovou aktivitu a jiZz dnes nachdzeji uplatnéni v rostlinnych
biotechnologiich (zejména pii mikropropagaci okrasnych rostlin), dale v kosmetickém
pramyslu (inhibice senescence lidskych fibroblastl) a medicin€ (jsou cytotoxické pro fadu
lidskych nadorovych bunéénych linii). Navic, u jinych latek z této skupiny byla detekovana
jejich schopnost velmi u¢inng inhibovat kli¢ovy enzym cytokininového metabolizmu,
cytokinin dehydrogenazu, coz piedstavuje zcela novy mechanizmus ucinku cytokininovych
derivatl na rostlinnou bunku, s rozsdhlym aplikacnim potencidlem. Posledni zajimavou

skupinou latek pfipravenou nedavno byli antagonisté cytokininovych receptori.
Z ptriklad uvedenych v této préci je ziejmé, ze nyni mame k dispozici celou skupinu novych
unikatnich syntetickych i analytickych nastroji s vysokym potencidlem umoziiujicim pfinaset
zéasadni poznatky o molekularnim G¢inku rostlinnych hormonti s mnohostrannymi aplikacnimi

moznostmi.
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7. Perspektivy vyzkumu N6-substitu0vanych derivati adeninu

Nasim cilem je objasnit tulohu N6-substituovan}7ch derivati adeninu v rostlinnych
I zivo¢isnych bunkach a potencialné vyuzit téchto znalosti, nejen ke zvySeni produktivity
zemédelskych plodin a rostlinnych biotechnologii, ale 1 k vyvoji novych generaci terapeuticky
vyuzitelnych latek. Prilozeny vycet zdaleka nevycerpava celkovy piehled aktivit v oblasti
cytokinini, kterymi bychom se chtéli v blizké budoucnosti zabyvat. Snad je pouze nastinem

toho nejzajimavéjsiho, co bychom chtéli v nejblizsi dobé studovat.

1) Mnoho mechanizmi fidicich rist a vyvoj rostlin je alokovano ve specifickych pletivech,
v n¢kterych pfipadech az na bunééné urovni. Analytické technologie pro vyzkum distribuce
a biosyntézy fytohormond by v budoucnu mély byt i vtomto kontextu vyvijeny s velmi

vysokym rozlienim, postupné na organové az bunééné urovni (Petersson et al., 2009).

2) Na zaklad¢ soucasnych poznatki se predpoklada, Ze signalni drahy jednotlivych
fytohormonti nejsou nezavislé, ale ze tvofi slozitou sit’ vzijemné se regulujicich drah
(Podlesakova et al., 2012a). Pro dikladnéjsi pochopeni téchto interakci je ale zapotiebi
kvantifika¢nich metod umoziujicich kvantitativni analyzu rtznych rostlinnych hormoni
souCasné. Kromé paralelniho stanoveni fytohormoni po jednotlivych skupinich
(tzv. phytohormone targeting) je mozné pouzit i alternativni pfistup, umoznujici simultalni
stanoveni vybranych zastupci vSech skupin fytohormond (tzv. hormonomicky pfistup;
phytohormone profiling). Ten se doposud vyznacuje Casto vyS§imi limity detekce a
omezenym poctem stanovovanych derivatl v ramci dané skupiny hormont (Podlesakova et
al., 2012a). Kombinace téchto dvou pfistupti a dosazeni maximalniho pocétu derivatl
kvantifikovatelnych v miligramovych mnozZstvich vzorkd pro nas predstavuje v analyze

endogennich rostlinnych hormont dalsi dilezity smér vyzkumu.

3) Piiprava novych, vysoce ucinnych cytokininovych derivati jak pro aplikace v rostlinnych
biotechnologiich a zemé&d¢lstvi, ale také v mediciné a lécebné kosmetice, fluorescencné
znaenych derivati fytohormont za ucelem zkoumani detaild jejich interakce s receptory,
jakoZzto 1 ptiprava afinitnich matric obsahujicich tyto latky, které lze nésledné s vyhodou

vyuzit ke studiu mechanizmi jejich G¢inku, je pro nas stale velkou vyzvou.
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