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Teoreticka cast



1 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které hraji vyznamnou roli v regulaci bunééného
cyklu a ovliviiuji mnoho procest spojenych s ristem a vyvojem rostlin (Davies, 2004). Byly
objeveny v laboratofi F. Skooga v 50. letech minulého stoleti jako skupina latek, které
Vv pfitomnosti jiné tfidy rostlinnych hormonid auxinti podporuji bunécné déleni (cytokinezi)
a rust kalusu.

Prvni zastupce cytokinint byl izolovan C. Millerem (Miller, 1955a, Miller, 1955b) jako
degradac¢ni produkt DNA a byl pojmenovan kinetin (6-furfurylaminopurin). Pojmenovani ziskal
diky své schopnosti vyvolat bunécné dé&leni. Zeatin (6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-
ylamino)-9H-purin), prvni identifikovany pfirodni cytokinin, byl ziskdn znezralych
kukufi¢nych zrn (Miller, 1961).

Cytokininy se vyskytuji ve vSech rostlinnych pletivech, zejména v kofenové Spicce,
vrcholcich vyhonkli nadzemni ¢asti rostlin nebo v nezralych semenech. Kromé rostlin jsou
cytokininy také produkovany cyanobakteriemi, patogennimi rostlinnymi bakteriemi
(Agrobacterium tumefaciens, Rhodococcus fascians) nebo hlenkami (Dictyostelium discoideum)
(Schmiilling, 2004).

Spole¢né s dal§imi rostlinnymi hormony jsou cytokininy hojné vyuzivany v zahradnictvi
a  biotechnologickych  aplikacich  pfi ~ mikropropagaci a  regeneraci  rostlin
(van Staden et al., 2008).

1.1  Struktura cytokinini

1.1.1 Cytokininy odvozené od adeninu

Piirozené se vyskytujici cytokininy (CK) lze definovat jako N°-substituované derivaty
adeninu. Podle struktury postranniho fetézce ptipojeného na dusikovy atom v pozici N° se déli
na dvé zakladni skupiny, a to na isoprenoidni (ICK) a aromatické (ACK). Mezi ICK se tadi
napiiklad N°-isopentenyladenin, cis- a trans-zeatin a dihydrozeatin. Aromatické cytokininy pak
reprezentuji napiiklad N°-benzylaminopurin, o-, m-, p-topolin a Kkinetin (Obr. 1)
(Romanov, 2009).
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Obr. 1. Struktury cytokininii odvozenych od adeninu. Uvedené ndzvy (vyjma N°-benzyladeninu) jsou
trivialni a v zdvorkach jsou pouzity bézné zkratky.

1.1.2 Cytokininy odvozené od fenylmocoviny

Kromé ptirozené se vyskytujicich cytokinini existuje skupina latek odvozena od
fenylmocoviny, které vykazuji také vysokou cytokininovou aktivitu. Do této skupiny latek patii
naptiklad N,N’-difenylmocovina, N-fenyl-N’-(2-chlor-4-pyridyl)moc¢ovina nebo thidiazuron
(Obr. 2) (Schmiilling, 2004).

Q0 010, O

N,N'-difenylmogovina N-fenyl-N'-(2-chlor-4-pyridyl)mocovina Thidiazuron
(DPU) (CPPU) (TDZ)

Obr. 2. Struktury cytokininii odvozenych od fenylmocoviny. U struktur jsou uvedeny trividlni ndzvy a
Jejich bézné pouzivané zkratky.

1.2 Biologické funkce

Cytokininy hraji vyznamnou roli pfi regulaci ristu a vyvoje rostliny béhem celého jejiho
zivotniho cyklu. Na bunécéné trovni stimuluji bunééné déleni a diferenciaci, genovou expresi,
syntézu chlorofylu a vyvoj chloroplasti a syntézu nékterych sekundarnich metabolitii
(betacyanin, indolov¢ alkaloidy). Na organové urovni ovliviiuji fadu vyznamnych vyvojovych a
fyziologickych procesu, jakymi jsou kli¢eni semen, expanze kotyledonu, vyvoj vodivych pletiv,

apikalni dominance, transport zivin, vyvoj kvétl a ploda a listovou senescenci (Davies, 2004).
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Listova senescence je findlnim stadiem ve vyvoji listu, kdy dochazi ke koordinovanym
zménam ve struktuie bunky, genové expresi a vyraznému poklesu fotosyntetické kapacity
(Quirino et al., 2000). Schopnost cytokininii ovliviiovat senescenci byla zjisténa poprvé v roce
1957 po exogenni aplikaci kinetinu na oddélené listy fepené (Xanthium pensylvanicum).
Osetfeni intaktnich listi vedlo k oddaleni senescence (listy zistaly zelené) v porovnani
S kontrolnimi listy (Richmond et Lang, 1957). Kromé¢ listové senescence cytokininy oddaluji
také senescenci kvétd. Eisinger pozoroval prodlouzeni zivotnosti kvétd po aplikaci kinetinu
u karafiatu (Dianthus caryophylus) (Eisinger, 1976). Obdobny efekt se projevil u variety kratko-
zijici roze (Golden wave), kdy po inkubaci kvéti s N®-benzyladeninem doslo k oddaleni
senescence (Mayak et Halevy, 1969).

Dalsim dikazem vlivu cytokininli na senescenci bylo sledovani hladin endogennich
cytokinini béhem ontogeneze. Studie odhalily vztah mezi hladinou cytokininii a nastupem
senescence, pti které tato hladina prudce klesa (Heindl et al., 1982).

V roce 1995 byl sledovan autoregula¢ni systém inhibice senescence na transgennim
tabaku, do kterého byl naklonovan senescenéné specificky promotor ovliviiujici expresi ipt.
Pfi nastupu senescence nastava exprese ipt a nasledné dochazi k syntéze cytokinini. ZvySena
hladina cytokinini brani senescenci a potlacuje aktivitu senescencné specifického promotoru,

aby nedoslo k nadprodukci cytokininti (Gan et Amasino, 1995).
A B

Senescencné specificky promotor ipt NOS-Ter

T isopentenyl transferasa

Obr. 3. Inhibice listové senescence pomoci autoregulacni produkce cytokinini. A/ Exprese ipt
pod kontrolou senescencné specifického promotoru SAGI2. B/ Odddlena listova senescence
u transgenniho tabdku (vlevo), wt (vpravo) (Gan et Amasino, 1996).

Apikalni dominance je jev, pfi kterém termindlni vyhonek reguluje rist a vyvoj
postrannich pupentt (Cline, 1991). Grayburn et al. pozorovali tvorbu pupent po aplikaci
exogennich cytokinini (BA, Kin, iP) na meristematické buniky v bazalni casti listu
Graptopetalum paraguayense (Grayburn et al., 1982). V piipad¢ aplikace kinetinu na stonkové

segmenty ovsa bylo zji§téno, ze kinetin stimuluje vyvoj pupent (Harrison et Kaufman, 1980).
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Smigocki a Owens pozorovali zeslabeni apikalni dominance u transgennich rostlin tabaku
(Nicotina plumbaginifolia) s nadprodukei cytokinini (exprese ipt genu pod konstitutivnim 35S
promotorem) (Smigocki et Owens, 1988).

Interakce cytokinind a auxint je duilezitym rysem pfi vyvoji a rlstu rostliny. Jejich role je
antagonistickd a zménou pomeéru koncentraci 1ze ovlivnit stimulaci riistu nadzemni ¢i kotenové
¢asti. V ptipadé pievladajiciho mnozstvi cytokininti dochazi k zeslabeni ristu kofenti a vyrazné
stimulaci nadzemni ¢asti, naopak pfi nedostatku cytokinind prevlad4 tiloha auxind a nastava
zvySena tvorba kofenovych vrchold. Této skuteCnosti se vyuzivda v biotechnologiich

v tkanovych kulturach pii regeneraci celych rostlin z izolovanych ¢asti (van Staden et al., 2008).

Varianta Konc. BA Konc. NAA

[mg/L] [mg/L]
A 1 0
B 1 05
C 0 0
D 0 0,05

Obr. 4. Vliv koncentrace cytokininu a auxinu na morfogenezi u fazole (Vigna radiata). A/tvorba listi,
B/ kalus, C/ kontrola, D/ tvorba korenii.
(Prevzato z http://plantphys.info/plant_physiology/images/tissuehormonescu.gif).

1.3  Cytokininy a fluorescence

Pfirozen¢ se vyskytujici cytokininy nejsou fluorescencni. Pro jejich vyuziti
k fluorescenénimu znaCeni je nutné je vhodné substituovat fluorescenénimi zna¢kami nebo
menit strukturu a substituce purinového skeletu. Nasledné lze tyto latky pouzit napiiklad

ke studiu interakce mezi cytokininy a jejich vazebnymi proteinovymi partnery (Brault, 1997).

1.3.1 Fluorescencni cytokininy

V roce 1975 byly pfipraveny imidazo[4,5]chinazolinova analoga cytokinind a byly
stanoveny jejich aktivity v tabakovém testu. Spolecnym prvkem pfipravenych latek byly
substituenty pfipojené na pyrimidinovy kruh v pozici 4, a to bud’ benzylamin nebo 3-methylbut-
2-en-1-amin (analoga iP a BA). Analoga se liSila v pfipojeni imidazolového kruhu

na chinazolinové jadro ([4,5-f], [4,5-0], [4,5-h]) (Obr. 5).
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Slouceniny 2a a 2b vykazovaly v tabakovém testu vysokou aktivitu, zatimco latky 3a a
4a byly aktivni jen nepatrné nebo vibec (3b a 4b). Sloucenina 2a dosahla 100% aktivity iP
Vv optimalni koncentraci 10° M (optimalni koncentrace iP — 10™ M). Slou¢enina 2b dosahla
100% aktivity BA v optimalni koncentraci 10? M (optimalni koncentrace BA — 10™ M)
(Sprecker, 1976).

X X X N=\ X
N N NH
>IN ¢ o« TS & M »
N m N N N/ N 2NN
H NJ/
O\ H
la) X= 2a) X= )= 3a) X= )= 4a) X= )=
NH, NH NH NH

2 2 2

1b) X= C.H.CH,NH A= 320, 335, 350 nm Aaps= 325, 340 nm Aaps= 302, 312 nm
Aem= 365, 380, 395 nm Aem= 350, 362, 378 nm Aem= 330, 340, 355 nm
2b) X = CgH;CH,NH 3b) X = CgHsCH,NH 4b) X = CHsCH,NH
Aaps= 320, 335, 350 nm Aaps= 325, 338 nm Aaps= 302, 312 nm
Aem= 365, 380, 395 nm Aem= 350, 362, 378 nm Aem= 328, 340, 355 nm

Obr. 5. Imidazo[4,5]chinazolinovd analoga cytokininii. Fluorescencni viastnosti byly méreny ve vodé
S presnosti £ 2 nm.

Dals§im cytokininovym analogem vykazujicim vysokou fluorescenci je 4-n-butylamino-2-
methylthiopyrido[2,3-d]pyrimidin (BAMPP). Bylo zjisténo, Ze diky svym fluorescenénim
vlastnostem je BAMPP vhodny v kalusovém testu pro izolaci proteini vazajicich cytokininy

(Hamaguchi et al., 1985).

HN

N
I

~ — —

S N N
A, =338 nm

abs

hem= 410 nm
Obr. 6. Cytokininovy analog BAMPP.

1.3.2 Fluorescen¢né znacené cytokininy

Vroce 2010 Zawadski et al. pfipravili dva fluorescencné znacené cytokininy
mocovinového typu (Obr. 7). Fluorescenéni markery 4-chlor-7-nitrobenzooxadiazol (NBD-CI)
a rhodamin B byly pfipojeny k N-(3-karboxyfenyl)-N*-(pyrid-4-yl)moc¢oviné (4PU)
pies karboxylovou skupinu prostiednictvim oddalovaciho raminka o délce tii uhlikd. Pfi syntéze
NBD-CI zna¢eného derivatu byl pouzit 1,3-diaminopropan, zatimco pfi zna¢eni rhodaminem B

1,3-propandiol (Zawadski et al., 2010).
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Obr. 7. Fluorescencné znaceny cytokinin mocovinového typu. A/ 4PU znaceny pomoci NBD-CI (4PU-
NBD). B/ 4PU znaceny rhodaminem B (4PU-RhB).

Ptipravené fluorescen¢né¢ znacené cytokininy byly pouzity pro studium interakce mezi
ligandem a cytokinin-specifickym vazebnym proteinem (VrCSBP) z fazolovych kli¢kia (Vigna
radiata) (Fujimoto et al., 1998). VrCSBP je homotetramer, jehoz funkci je skladovani
a transport cytokininti. V kazdé podjednotce je vazebna kapsa, do které je schopen navazat dve

molekuly zeatinu (Pasternak et al., 2006).

2 Cytokininova signalni draha

Podle dosud znamych dat cytokininy prostupuji pies fosforyla¢ni kinasovou drahu, ktera
je podobna dvou-komponentnim systémim u bakterii, kterymi odpovidaji na stimuly z prostredi
(Hwang et Sheen, 2001). Vysledkem fosforyla¢ni kinasové drahy je aktivace transkripénich
faktorti a genova exprese. Charakterizace dvou-komponentniho systému u Arabidopsis thaliana,
kukufice a ryze ukazala, ze odpovéd na cytokininy je zprostfedkovana histidinkinasami,
regulatory odpovédi (response regulators - ARR) a nové také CRF (cytokinin response factors).

Pievrat ve zkoumani cytokininové signalni drahy nastal v roce 1996 objevem CKI1, genu
pro receptorovou histidinkinasu v A. thaliana. Transformovany kalus Arabidopsis thaliana
s over-expresi CKI1 kultivovany v nepfitomnosti cytokininii vykazoval vyrazné fenotypové
zmény typické pro odpovéd na cytokininy (proliferace, zelendni, tvorba vyhonki)
(Kakimoto, 1996). Tyto pocatecni experimenty a identifikace genli pro regulatory odpovedi
(ARR) v Arabidopsis (Taniguchi et al., 1998) jako prvnich genll v odpovédi na cytokininy
ukazaly, ze histidinkinasy a jejich ostatni komponenty mohou hrat vyznamnou roli
v cytokininové signalni draze. V roce 2001 byla v A. thaliana objevena dalsi histidinkinasa.
Jednalo se o prvni skuteény cytokininovy receptor pojmenovany CRE1/AHK4
(Inoue et al., 2001; Suzuki et al., 2001; Ueguchi et al., 2001). Diky dostupnosti genomové
sekvence Arabidopsis byly vzapéti objeveny dalsi cytokininové receptory — AHK2 a AHKS3.
V roce 2004 Yonekura-Sakakibara et al. izolovali z kukufice geny pro cytokininové receptory
(ZmHK1, ZmHK2, ZmHK3a) (Yonekura-Sakakibara et al., 2004).
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Cytokininova signalni kaskada je nejvice prostudovana v A. thaliana, proto se nasledujici

kapitoly zamé&fi na popis jednotlivych komponentii nachazejicich se v A. thaliana.

2.1 Receptory

Cytokininy jsou v Arabidopsis vnimany pfes cytokininové receptory AHK2, AHK3
a CRE1/AHK4. Soucasny model cytokininové signalni drahy piedpokladal lokalizaci receptord
Vv plasmatické membrané na zaklad¢ bioinformatické analyzy, analogie s receptorovymi His
kinasami v bakteriich a kvasinkach a experimentalné na lokalizaci AHK3:GFP fuzniho proteinu
(Kim et al., 2006). Nejnovéjsi studie zaméfené na lokalizaci cytokininovych receptort
v A. thaliana a kukufici (Zea mays) s vyuzitim receptor:GFP fuznich proteinti ukazovaly silnou
fluorescenci na endoplasmatickém retikulu (Wulfetange et al., 2011, Lomin et al., 2011).

V roce 2011 Hothorn et al. uvetejnili krystalovou strukturu sensorové domény receptoru
CREL1/AHK4 v komplexu s cytokininy. Ligandy ve vazebném misté receptoru jsou vazany
pfimo pomoci dvou vodikovych vazeb mezi Asp262 a N® a N7 atomy cytokininu nebo nepiimo
prostfednictvim c¢tyf molekul vody. U Kin a tZ dochazi k tvorbé dalsi vodikové vazby

na postrannim fetézci s Thr294 (Hothorn et al., 2011).

Obr. 8. Krystalova struktura sensorové domény receptoru CRE1/AHK4 v komplexu s iP. Vlevo — celkovad
struktura sensorové domény, kterd vytvari homodimer. Vpravo — detail vazebného mista. Residua
ve vzddlenosti 12 A od substrdtu, kterd vytvaii vazebné misto. Substrat iP — modrozelené, vody v aktivnim
misté — tmavé modré kulicky, vodikové interakce — cerné preruSované cdry, Asp262 spojen sN® a N7
atomy iP (pdb 3T4J).

Vyse zminéné tii cytokininové receptory se lisi v expresnim profilu. CRE1/AHK4 je
produkovan prevazné v kotenech, zatimco AHK2 a AHKS3 jsou pfitomny ve vSech hlavnich
organech (Ueguchi et al., 2001). AHK2, AHK3 a CREI/AHK4 se skladaji z extracelularni
cytokinin vazajici CHASE domény, cytoplasmatické His kinasové domény, receiver domény a

receiver-like domény (Obr. 9).
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Obr. 9. Struktura cytokininovych receptorii a dalSich proteinii cytokininové signdlni drdhy.
Aminokyseliny ucastnici se prenosu fosfatu jsou oznacenmy vkruhu. aa — aminokyselina, TM -
transmembrdnova doména, LB — ligand-vazebnd doména, HK — histidinkinasa, RLD — receiver-like
doména, RD - receiver doména (podle Heyl et Schmiilling, 2003).

22 AHP

V A. thaliana bylo objeveno Sest AHP gent, které jsou produkovany ve vSech ¢astech
rostliny a jejich transkripce neni ovlivnéna exogennimi cytokininy (Tanaka et al, 2004). AHP
jsou 12 kDa proteiny obsahujici vysoce konzervovany motiv XHQXKGSSXS odpovédny
za prenos fosfatu (Obr. 10). Hlavni tlohou AHP je pienos signalu z receptoru lokalizovaného
Vv plasmatické membran¢ na ARR nachazejici se v jadre. Bylo zjisténo, ze AHP6 (pseudo AHP)
se neucastni pfenosu signalu a je povazovan za negativni regulator cytokininové signalni drahy
(Médhonen et al., 2006).

XHOXKGSSXS

127157 aa

Obr. 10. Struktura AHP (podle Heyl et Schmiilling, 2003).

23 ARR

Vystupnim prvkem signalni drahy jsou response regulatory, jejichz aktivita zavisi
na stavu fosforylace. Analyza genomové sekvence z Arabidopsis odhalila existenci
21 predpokladanych gent regulatord odpovédi (ARR) charakteristickych ptitomnosti
konzervovaného aminokyselinového motivu DDK nezbytnych pro pfijem fosfatu
(To et Kieber, 2007).

Podle struktury jsou ARR rozdéleny na A-typ a B-typ. Deset A-typii ARR jsou sloZeny
hlavné z piijimacové (receiver) domény a kratkého karboxylového konce a jejich transkripce
Vv pfitomnosti exogennich cytokinind rapidné stoupd — jsou povazovany za geny primarni
odpovédi. Naopak 11 B-typt je kromé vysilaci domény slozeno z C-terminalni domény a jejich

transkripce neni ovlivnéna cytokininy (Mason et al., 2004).
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Obr. 11. Struktura A-typu a B-typu ARR. Aminokyseliny ucastnici se pienosu fosfitu jsou oznaceny
v kruhu. aa — aminokyselina, RD - receiver doména, NLS — jadernd lokalizacni sekvence, OD — vystupni
doména, AD — kyseld doména, GARP — DNA vdazajici motiv, PIQ-rich — sekvence obsahujici velké
mnozstvi Pro a Giln (podle Heyl et Schmiilling, 2003).

24 CRF

CRF z Arabidopsis je rodina Sesti genu (CRF1-CRF6) pattici do skupiny rostlinnych
transkripénich faktort ze ttidy APETALAZ2. Transkripce tti ze Sesti CRF gent zavisi na B-typu
ARR. Bylo zjisténo, Zze po oSetieni cytokininy se CRF:GFP fuzni proteiny akumuluji v jadre.
Jejich hromadéni zavisi na AHK a AHP, ale na A- a B-typu ARR zavislé neni. CRF proteiny

mohou byt importovany do jadra za ucelem transkripce cilovych genti (Rashotte et al., 2006).

2.5 Mechanismus signalizace cytokinini

Mechanismus signalizace cytokininii spoc¢iva v aktivaci nékolika krokové fosfatové
kaskady a genové exprese. V prvnim kroku dochazi k navazani CK do ligand-vazebné domény
receptoru (CHASE doména) na extracelularni strané plasmatické membrany a nasledné
dimerizaci receptoru. Pii tomto procesu dochazi k autofosforylaci konzervovaného His
v histidinkinasové doméné. Aktivace receptoru vede k fosforylaci konzervovaného Asp
na vysilaci doméné na C-terminalnim konci receptoru a dale k fosforylaci AHP
(AHP1 — AHPS). CRE1/AHKA4, ktery neni navazan na cytokinin, mize zprostfedkovat reverzni
fosforylaci, coz ma za nasledek defosforylaci AHP.

Fosforylovany AHP je nasledné translokovan do jadra, kde pienese fosfatovou skupinu
na A- nebo B-typ ARR na konzervované residuum (Asp). Pienos fosfatové skupiny z a na AHP
muze byt inhibovano pseudo AHP (AHP6) lokalizovaném v protoxylemu.

B-typ ARR je slozen z N-koncové receiver domény a C-koncové DNA-vazajici domény.
V inaktivnim stavu ob€ koncové domény spolu interaguji a po fosforylaci dojde k pferuseni
vzajemné interakce a nasledné vazbé na DNA a transkripci cilovych gent (A-typu ARR a CRF).
CRF jsou aktivovany prostfednictvim AHP a nasledné¢ dochazi k jejich akumulaci v jadie
a aktivaci transkripce. B-typ ARR a CRF maji ¢astecné prekryté transkripcni cile. A-typ ARR je
slozen zkonzervované receiver domény a kratkého C-konce. Fosforylovany A-typ ARR

ovliviiuje funkce fytohormont a regulaci cirkadidlnich rytmd nebo plsobi jako negativni
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regulator cytokininové signalni kaskady, kdy je schopen inhibovat fosforylaci AHP
(To et Kieber, 2007).

[rebo AHKEAHKT)

Exprese gend

H———_____‘_i regulujicich wviywoj
kofens 8 stonku,
Criopem | T ________ l ................................ vodivjch  pletiv,

de-eticlizad,

_ - Expanzi listd,
5EI'IEE-CE'I.G' 3
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Obr. 12. Model cytokininové signalni kaskady (podle Heyl et Schmiilling, 2003).

3 Fluorescen¢ni znacky

Znaceni latek patfi mezi jednu z nejpouzivanéjsich metod vyuzivanou pro bioanalytické
ucely. Ktémto reakcim lze pouzit radioaktivni materidly nebo slouCeniny s absorpci
a fluorescenci v rozmezi od UV po blizkou IR oblast elektromagnetického zateni. Fluorescencni
znaCeni se rozklada pres Siroké spektrum vinovych délek za pouziti polovodi¢ovych

nanokrystaldl, fluorescen¢nich proteinti a organickych molekul (Gongalves, 2009).
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3.1 Fluorescen¢ni proteiny

Jednou z nejpouzivangjsich metod pro fluorescencni lokalizaci proteini Vv buiice je tvorba
tzv. fuznich proteind, kdy za gen sledovaného proteinu je naklonovan gen pro fluorescencni
protein. Prvni fluorescen¢ni protein (GFP) byl izolovan z Aequorea victoria vroce 1962
Osamou Shimomurou (Shimomura, 1962). Objev a vyvoj GFP byl ocenén Nobelovou cenou
za chemii v roce 2008. GFP se sklada z 238 aminokyselin tvoficich B-soudek. Uvniti struktury
se nachazi fluorofor (p-hydroxybenzylidenimidazilonin) spontanné vytvofeny ze tii
aminokyselin (Ser-Tyr-Gly), jehoz absorpéni maximum je pfi 400 nma emisni maximum
pti 505 nm. Kromé GFP je znama celé tada dalSich fluorescencnich proteint s emisi od 475 nm

az po 650 nm (Shaner et al., 2005).

Obr. 13. Podjednotka GFP proteinu (pdb 1GFL).

3.2 Organické fluoroproby

Alternativou K fuznim proteinim je vyuziti nizkomolekularnich organickych latek
(substraty, inhibitory, ligandy) vykazujicich autofluorescenci nebo oznacenych pomoci
organickych fluoroprob. Ty mohou byt k analyzovanému vzorku pfipojeny bud’ kovalentni
anebo nekovalentni vazbou. Obecné lze fict, Ze organické fluoroproby emisi pokryvaji celé
spektrum vinovych délek.

Organické fluoroproby lze rozdélit do skupin podle emisni vinové délky (od UV-500 nm
a nad 500 nm) a dale podle struktury. P¥ikladem fluorescenénich prob vykazujicich fluorescenci
ve vlnovych délkach od blizké UV po 500 nm jsou oxobenzopyrany, naftofurany, dansyl chlorid
atd. V pfipadé organickych fluorescen¢nich prob emitujicich nad 500 nm a blizké IR oblasti

(900 nm) 1ze zminit fluoresceiny, rhodaminy nebo kyaniny (Gongalves, 2009).
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3.2.1 Organické fluoroproby s emisi do 500 nm

3.21.1 Fluorescencni znacky s kyslikatymi heterocykly

Kumariny, neboli 3-oxo0-3H-benzopyrany, ptedstavuji jednu z nejcitlivéjsich a komeréné
dostupnych skupin reagentli pro fluorescencni znaceni. Substituované kumariny nasly vyuziti
naptiklad pfi modifikaci aminokyselin nebo nukleovych bazi (Gongalves, 2009).

2-Amino-3-(6,7-dimethoxy-3-oxo-3H-benzopyran)  propanova  kyselina ~ (Dmca)
(Obr. 14a) byla pouzita pro kvantitativni detekci syntetickych peptid (Bennett et al., 1999).
Dmca ma absorp¢ni maximum o vinové délce 345 nm a emisni maximum pfi 440 nm a navic
vykazuje vysoky kvantovy vytézek (®r = 0,52) a vysoky molarni absorpéni koeficient
(e = 10900 M cm™). Peptidy oznadené pomoci Dmca bylo mozno detekovat v pikomolarnich

koncentracich, coz je citlivost srovnatelna se zna¢enim pomoci radioaktivnich izotopi.

CO,H
A :O\/Q:NHZ I
H5CO N B Meo 0._0 C N 0.0
H3CO o0 Yo mcow mcooru
Agps= 345 nm A= 335 Nm A= 407 nm
A= 440 Nm Aem= 400 NM Aerm= 470 Nm

Obr. 14. Priklady fluorescencnich derivatii kumarinu. A/ Dmca, B/ T-ethoxykumarin-3-karboxylova
kyselina, C/ 7-diethylaminokumarin-3-karboxylova kyselina.

Berthelot et al. (2004) pouzili dva derivaty kumarinu ke znaceni lysinu, a to
7-ethoxykumarin-3-karboxylovou kyselinu a 7-diethylaminokumarin-3-karboxylovou kyselinu
(Obr. 14b a 14c), které byly prvné aktivovany pomoci N-hydroxysuccinimidu. Pfedpoklada se,
ze vzniklé¢ produkty mohou slouzit jako fluorescencni stavebni bloky pro syntézu peptidd

na pevné fazi (Berthelot et al., 2004).

3.2.1.2 Fluorescen¢ni znacky se sirnymi heterocykly

Oligothiofeny jsou slou¢eniny s autofluorescenci, jejiz vlastnosti mohou byt synteticky
lehce pozménény. Capabianco et al. ukazali poprvé pouziti oligothiofenu (terthiofen) jako
fluorescencniho tagu pro oligonukleotidy, kde doslo k pfipojeni pies fosfatovou skupinu.
Vznikly konjugat (15b) vykazoval absorpéni maxima pfi 265 nm a 360 nm a emisni maximum

pii 454 nm (méfeno ve vode) (Capabianco et al., 2005).
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Obr. 15. Fluorescencni znacky se sirnymi heterocykly. A/ terthiofen, B/ oligonukleotid znaceny pomoci
terthiofenu (podle Gongalves, 2009).

3.2.1.3 Fluorescencni znacky s dusikatymi heterocykly

Jsou znamy dvé skupiny fluorescencnich derivatizacnich ¢inidel pro aminokyseliny
a peptidy, a to benzooxadiazoly a 4,7-fenantrolin-5,6-diony (phanquinony).

Benzooxadiazol substituovany v poloze 4 a 7 (4-chloro-7-nitrobenzooxadiazol, NBD-CI)
je znamou znackou pouzivanou pro fluorescencni znaceni aminokyselin a proteint. Jeho
excitacni maximum se pohybuje kolem 470 nm a emisni kolem 530 nm (Gongalves, 2009).

Pomoci NBD-CI byl také oznaCen cytokinin mocovinového typu, konkrétné

N-(3-karboxyfenyl)-N ‘~(pyrid-4-yl)mocovina (viz 1.3.2.).

Mezi dal§i fluorescenéni znacky s dusikatymi heterocykly patii 1,2-benzo-3,4-
dihydrokarbazol-9-ethyl chloroformiat (BCEOC) a 7-azatryptofan (AW). Druhy zminény
vykazuje zajimavé optické vlastnosti a je vyuzivan pro sledovani proteinové struktury
(Schlesinger, 1968), stability (Wong et Eftink, 1997), interakci mezi makromolekulami
(Mohammadi et al., 2001) a proteinovych konformacnich zmén (Blouse et al., 2002).
Ve srovnani s tryptofanem vykazuje AW diky dusikatému atomu v pozici 7 posun v absorpci
0 10 nm a v emisnim spektru o 46 nm.

4-(N,N-dimethylamino)ftalimid (4-DMAP) je velmi citlivou fluorescen¢ni znackou, jejiz
optické vlastnosti zavisi na polarit€é a viskozité prostiedi. Zménou rozpoustédla z vody
do 1,4-dioxanu doslo ke zvyseni kvantového vytézku a fluorescenéni maximum se posunulo az

0 100 nm (Soujanya et al., 1996).

o] - ococl
cl N—NH
A B C 0] D
N -
=" NH N
S NH $)
N | ~ \
N N \
NO, N I o]
Ae= 470 NM
Aer= 530 NM

Obr. 16. Piiklady fluorescencnich ldatek s dusikatym heterocyklem. A/ NBD-Cl, Bl AW, C/ 4-DMAP,
D/BCEOC.
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3.2.1.4 Fluorescen¢ni znac¢ky s naftalenovym jadrem

Dansyl chlorid a naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (NDA) patii mezi fluoroproby

S naftalenovym jadrem vhodné pro znaeni aminokyselin, peptidi a proteint

(Chersi et al., 1997).

N
A B
SO o
CHO
O=?———O
Cl
Aey= 337 N Ae= 420 Nm
Aem= 492 nm Aem= 480 NM

Obr. 17. Priklady fluorescencnich latek s naftalenovym jadrem. A/ Dansyl chlorid, B/ NDA.

V roce 2001 Hermetter et al. pouzili dansyl chlorid pro znaceni velmi G¢inného inhibitoru
B-glukosidasy z Agrobacterium sp. V prvnim kroku bylo na fluorofor piipojeno oddalovaci
raminko reakci dansyl chloridu s methyl 6-aminohexanoatem. Po alkalické hydrolyze esteru byl
na vzniklou volnou karboxy skupinu pfipojen 1-amino-1,2,5-trideoxy-2,5-imino-D-mannitol.
Vznikly produkt (Obr. 18) byl vyuZzit pro sledovani kinetickych parametri [-glukosidasy

pomoci fluorescenénich spektrometrickych metod (Hermetter et al., 2001).
H
HO N

OH

Obr. 18. 1-amino-1,2,5-trideoxy-2,5-imino-D-mannitol znaceny pomoci dansyl chloridu s vyuZitim
oddalovaciho raminka.

3.2.2  Organické fluoroproby s emisi nad 500 nm

3.2.2.1 Fluoresceiny

Fluorescein se fadi mezi nejbéznéjsi fluoroproby pouzivané v biologickych aplikacich.
Jedna se o polycyklicky fluorofor s absorpénim a emisnim maximem o hodnotach 490 nm a
512 nm. Fluorofory odvozené od fluoresceinu a jejich vysokomolekularni konjugaty maji také
nevyhody, a to napftiklad relativné vysokou rychlost fotobleachingu, pH-sensitivni fluorescenci
nebo pomérné Siroké fluorescenéni emisni spektrum, omezujici jejich pouziti s vice fluorofory

zaroven, a V neposledni fadé jejich tendenci ke samozhaseni (Gongalves, 2009).
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Obr. 19. Priklady fluoresceinii. A/ fluorescein, B/ fluorescein isothiokyandt.

3.2.2.2 Rhodaminy

Rhodaminy patii mezi nejstar$i syntetickd barviva pouzivana pro barveni textilii. Jsou
toxické, rozpustné ve vodé, ethanolu a methanolu a svou strukturou patii mezi xanthenovou
skupinu barviv. Obecné maji vysokou molarni absorpci ve viditelné oblasti spektra a mnoho
derivati vykazuje silnou fluorescenci. Substituenty pfipojené na xanthenové jadro silné
ovlivilji absorp¢ni a emisni vlastnosti. Rhodaminova barviva nasla vyuziti nejen jako textilni
pigment, ale také jako fluorescencni barviva pro studovani struktury latek v mikroskopii,
fotosenzitizért a laserovych barviv.

Rhodamine 800 a Texaska Cervenl patfi mezi moderni rhodaminové derivaty pouzivané
vyhradné v bioanalytickym aplikacim. Jako dals$i xanthenové fluorofory 1ze zminit Rhodamin

G6, Rhodamine 123, Rhodamin B nebo Rhodamin 110 pouZzivané pro biologické aplikace

(Gongalves, 2009).
r B
POCAENS NS
N0 SN
l COOH or

Obr. 20. Priklady rhodaminii. A/ Rhodamin B, B/ Rhodamin 800.

A
~_N

Gilad G. M. a Gilad V. H. lokalizovali ornithin dekarboxylasu (ODC) v mysich pomoci
Rhodaminu B. Fluorescenéni znacka byla ireverzibilné navdzdna na inhibitor
a-difluoromethylornithin (a-DMFO) a nésledné vpravena do mozku a jater pokusnych zvirat.
Znaceny inhibitor byl uspé$né cytochemicky lokalizovdn uvnitf specifickych mySich

mozkovych a jaternich bun¢k (Gilad G. M. et Gilad V. H., 1980).

-23 -



3.2.2.3 Dalsi fluorescen¢ni znacky

Mezi dalsi neméné dulezité fluorescenéni znacky patii BODIPY (Obr. 21a). Strukturné se
jedna o molekulu 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenu, kterou Ize v pozicich 1, 3,5, 7 a 8
modifikovat za vzniku riznych BODIPY fluoroprob. Komeréné dostupné BODIPY
fluoroznacky se pouzivaji pro znaceni peptidd, proteint, oligonukleotidd a lipidd.

Squarainy (Obr. 21c) jsou fluorescenéni znacky vykazujici fluorescenci v oblasti blizké
IR oblasti s absorpénim maximem od 630 — 670 nm a emisnim maximem od 650 — 700 nm.

V soucasné dob¢ se pouzivaji jako senzory pro detekci iontd.

R =(CH,),SO;

\

R

A B v
=X X X, Y =0,S, C(CH,), nebo C=CH
AN _ 3/2 2
\ No .:N+\ }\/WN n=0-4
B n
Y !
FF R

HOOC

Ayps= 628/373 nm
Aem= 642 NM

Obr. 21. Priklady dalsich pouzivanych fluorescencnich znacek. A/BODIPY, B/ kyaniny, C/ squarin.

Dalsi zajimavou skupinou fluorescen¢nich znacek jsou kyaniny (Obr. 21b), jejichz
zakladni struktura se sklddda z dvou aromatickych a heterocyklickych kruhii spojenych
polymethinovym fetézcem. Uplatnéni nasly nejen v genetické analyze a DNA sekvencovani, ale
také v in vivo imagingu ¢i proteomice. Kyaniny jsou povazovany za hlavni zdroj organickych

fluoroznacek s excitacnim rozsahem mezi 600-900 nm (Gongalves, 2009).
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Experimentalni cast
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4  Material a metody

4.1 Chemikalie

Fluorescen¢éni znatky Rhodamin B, kumarin-3-karboxylova kyselina, fluorescein
isothiokyanat (FITC), 4-chlor-7-nitrobenzooxadiazol (NBD-CI), 5-dimethylaminonaftalen-1-
sulfonyl chlorid (dansyl chlorid) a dale N-hydroxysukcinimid, MUG, IPTG a glycin byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich, NaHCO;, Na,SO,, DCC od firmy Merck. Triethylamin,
MeOH, ACN, DMSO, CHCl3, PrOH, NaCl, Na,CO; byly ziskany od firmy Lach-Ner. Aktivni
uhli, CaCl, bylo zakoupeno od firmy Penta. 3-Methylbut-2-en-1-amin hydrochlorid byl
pfipraven v Laboratoii rustovych regulatort UP a 2,6-dichlorpurin byl pofizen od firmy
Olchemim. Béhem experimentd byla pouzivana demi voda.

Rozpoustédla byla vysusena dle literatury (Williams et Lawton, 2010) nad aktivovanym
molekulovym sitem (20 % m/v) pod inertni atmosférou a CaCl, zatkou po dobu 72 hodin.
3 A molekulové sito (Sigma Aldrich) bylo aktivovano 24 hodinovym susenim v muflové peci
pti 300 °C.

4.2 Metody

Pro sledovani prubéhu reakci a orientacni Cistoty produkti byla pouzita analyticka
tenkovrstva chromatografie (TLC) na hlinikovych foliich Merck Silikagel 60 Fus4 za pouziti
mobilni faze CHCl3:MeOH (4:1), n-propanol:NH3:H,0 (55:10:35, pro 2 a 3). Vizualizace TLC
byla provedena pod UV lampou (Camag) pii vlnové délce A 254 nm nebo
366 nm. Prekurzory pro fluorescenéni znac¢eni byly vizualizovany pomoci ninhydrinu. Latka 9
byla purifikovana s vyuzitim sloupcové chromatografie na silikagelu Davisil 40-63 micron
(Grace Davison,) a eluovana smési CHCl3:MeOH (15:1).

Vybrané ptipravené latky byly precistény pomoci preparativni chromatografie na koloné
XBridge Prep C18 velikosti 100 x 10 mm s porovitosti Sum. Separace byla provedena
methanolickym gradientem (0° — 80 % A; 25" — 5% A; 30" -5 % A; 31— 80 % A; 40 — 80 %
A) o pritoku 4,5 mL/min. Mobilni fazi A tvotila voda, mobilni fazi B MeOH. Jednotlivé slozky
byly detekovany UV detektorem pti 254 nm.

Bod tani byl zméten na bodotavku Stuart SMP30 a zjisténé hodnoty nebyly korigovany.

Cistota pfipravenych produktdi byla zméfena s pouzitim vysokou¢inného kapalinového
chromatografu (HPLC Alliance 2690 Separations Module, Waters, Milford, MA, USA)
na kolon¢ C18 Symmetry (Waters) o priméru 2.1 mm a délky 150 mm s poérovitosti 5 pum.
Vzorek byl rozpustén v MeOH (1 mg/mL) a nafedén 100 nasobné do poc¢ate¢ni mobilni faze
(objem nastfiknutého vzorku — 10ul). Separace byla provedena methanolickym gradientem

(0°—90% A; 25 — 10% A; 35° — 10% A; 36° —90% A; 45° — 10% A) o pratoku 0.25 mL/min.
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Mobilni fazi A tvotil 15 mM mravencan amonny (pH = 4.0), mobilni fazi B MeOH. Slozky
byly detekovany DAD detektorem (PDA 2996, Waters) v rozmezi 210 — 400 nm.

Pro tucely identifikace produkti pomoci LC-MS byl eluat zkolony veden
do hmotnostniho spektrometru ZMD 2000 (Micromass, Manchester, UK). Tontovy zdroj (ESI)
byl vyhfivan na teplotu 120°C, desolvatacni teplota byla 300°C. Dusik byl pouzit jako
desolvatacni i zmlZzovaci plyn. lonizace byla dosazena kapilarnim napétim 3.0 kV a napétim
na vstupni §térbiné 20 V. Méfeni bylo provadéno pozitivnim (ESI+) FULLSCAN modu
v rozsahu m/z 50-850.

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla zméfena na piistroji Bruker Avance
300 MHz, pracujici pti frekvenci 300,13 MHz (‘H). Vzorky byly pfipraveny rozpusténim
v DMSO-dg a CDCls.

Spektralni vlastnosti vybranych latek byly zméfeny na spektrofotometru Synergy H4
hybrid reader (BioTek) pti 28 °C. Pro méfeni byl ptipraven roztok o koncentraci 100 pM
rozpusténim v DMSO.

4.2.1 Cytokininové biotesty

Amaranthovy biotest
Vybrané piipravené latky byly testovany v amaranthovém cytokininovém biotestu,
ve kterém je sledovana indukce biosyntézy betacyaninu v kotyledonu a hypokotylu Amaranthu

ve tm¢. Biotest byl proveden podle protokolu uvedeném v publikaci Holub et al. (1998).

4.2.2 Receptorové testy
Kompeticni test

Kompeti¢ni test je zalozen na kompetici radioaktivng znadeného tZ ([2-*H] tZ) a
testované latky, kdy je méfena zbytkova radioaktivita navazaného triciovaného tZ na receptor.
Vybrané ptipravené latky byly testovany podle protokolu uvedeném v publikaci
Romanov et al. (2005).

[B-galaktosidasovy test

B-galaktosidasovy test byl proveden podle postupu uvedeném v publikaci
(Spichal et al., 2004). Pro testovani vybranych pfipravenych latek byla pouzita kultura
E. coli obsahujici plasmid KMI-001-pIN-IIT (kodujici cytokininové receptory ZmHKI,
ZmHK3a nebo CRE1/AHK4). Kultury byly poskytnuty Dr. T. Mizunou (Nagoya, Japonsko).

Pti ptipravé bakterialni pre-kultury bylo odebrano malé¢ mnozstvi (cca 10 pL) zasobni
kultury E. coli KMIOO1-pINIII a pteneseno do zkumavky s 3 mL M9 média. Zkumavky byly
inkubovany 24 hodin pfi 25 °C a 300 rpm.
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Testované latky a iP (standard) byly nafedény DMSO. Do falkonky o objemu 50 mL byl
pfipraven pre-miX nalitim 20 mL M9 média, pfipipetovanim 34 pL pre-kultury E. coli (ZmHK1
nebo ZmHK3a) a 20 uL ampicilinu (100 mg/mL v demi vod¢). Pro indukci ZmHK1a bylo
do falkonky ptidano 0,5 uL. 25 uM IPTG. M¢feni bylo provadéno v triplikatech a minimalné
dvou opakovanich v 96-jamkové destiéce. Do jamek byla pfipravena koncentra¢ni fada
testovanych latek (50 uM, 10 uM, 2 uM, 0,4 uM, 80 nM, 16 nM, 3,2 nM a 0,64 nM — finalni
koncentrace) v celkovém objemu 200 pL. Desticka byla kultivovana 17 hodin pfi 25 °C a
450 rpm.

Do cisté 96-jamkové desticky bylo napipetovano 5 pL 10 mM MUG a bylo piidano
50 pL reakéni smési z kultivacni desticky pfipravené v predeSlém kroku. Desticka byla
inkubovana 20 minut pii 37 °C za tmy. Reakce byla zastavena ptidanim 100 uL Stop pufru
(132 mM glycin a 83 mM Na,COs3, pH 10,7) a byla prométena fluorescence na destickovém
spektrofotometru Synergy H4 hybrid reader (BioTek).
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6 Zavér

V teoretické casti prace byla provedena literarni reSerSe 0 cytokininech, derivatech
roslinnych hormonti cytokininii znacenych fluorescencnimi znackami, signalni kaskad¢é a
prehledu malych organickych fluoroprob. V praktické casti byly pfipraveny dva derivaty
N°-isopentenyladeninu substituované v poloze C2 na purinovém skeletu alifatickym postrannim
fetézcem zakonCenym primarni aminoskupinou, na Kterou bylo nasledné pfipojeno pét riznych
fluorescen¢nich znaek (Rhodamin B, kumarin-3-karboxylova kyselina, fluorescein
isothiokyanat, dansyl chlorid a 4-chlor-7-nitrobenzooxadiazol).

Vybrané  pifipravené  latky  byly testoviny na  cytokininovou  aktivitu
ve standardnim amaranthovém biotestu a na interakci s cytokininovymi receptory
(CREL/AHK4, ZmHK1, ZmHK3a). V amaranthovém testu vykazovala nejvyssi cytokininovou
aktivitu latka 12. Pomoci kompeti¢niho testu bylo zjisténo, Ze latka 6 je vhodnym vazebnym
partnerem a jeji schopnost vazat se do receptoru CRE1/AHK4 roste se zvySujici Se koncentraci.
Navic tato latka vykazala nejvyssi aktivitu v B-galaktosidasovém testu na cytokininovém
receptoru ZmHK1 a CRE1/AHKA4.

Na zaklad¢ vySe zminénych receptorovych testi a vysledk s vyuzitim fluorescenéné
znaCenych derivati kyseliny abscisové a giberelinové je mozné pripravené latky pouzit
pro in vivo lokalizaci cytokininovych receptori nebo pro studium kinetickych parametra mezi
cytokinin-vazebnymi proteiny a pfipravenymi fluorescenénimi latkami. Vysledky této prace

jsou soucasti piipravované publikace.
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8 Seznam zkratek

4-DMAP
4PU
ACN
AHK
AHP
ARR
AW

BA
BAMPP
BCEOC
BODIPY
CK
CPPU
CRF

cZ

DCC
DHZ
Dmca
DMSO
DPU
ekv.
EtsN
EtOAC
FITC
GFP
hod
HPLC

IPTG
Kin
MeOH
MUG
mT

4-(N,N-dimethylamino)ftalimid

N-(3-karboxyfenyl)-N ‘~(pyrid-4-yl)moc¢ovina
acetonitril

histidinkinasa z A. thaliana

Arabidopsis histidine phosphotransfer proteins
regulatory odpovédi z A. thaliana (Arabidopsis response regulator)
7-azatryptofan

N°-benzyladenin
4-n-butylamino-2-methylthiopyrido[2,3-d]pyrimidin
1,2-benzo-3,4-dihydrokarbazol-9-ethyl chloroformiat
4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen

cytokininy

N-fenyl-N’-(2-chlor-4-pyridyl)moc¢ovina

cytokinin response factor

cis-zeatin

N,/ “-dicyklohexylkarbodiimid

dihydrozeatin
2-amino-3-(6,7-dimethoxy-3-0x0-3H-benzopyran) propanova kyselina
dimethylsulfoxid

N,N’-difenylmocovina

ekvivalent

triethylamin

ethyl acetat

fluorescein isothiokyanat

zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein)
hodina

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

N°-isopentenyladenin

isopropyl-B-D-thio-galaktosid

kinetin

methanol

4-methylumbelliferyl galaktosid

meta-topolin
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NAA
NBD-CI
oT
ProH
pT
RS
RT
RVO
TDZ
TLC
tZ

ipt

ZmHK

kyselina 1-naftyloctova
4-chlor-7-nitrobenzooxadiazol

orto-topolin

propanol

para-topolin

reakéni smés

teplota mistnosti

rotacni vakuova odparka

thidiazuron

tenkovrstevna chromatografie (thin layer chromatography)
trans-zeatin

adenylat isopentenyltransferasa (EC 2.5.1.27)
wild type

histidinkinasa z kukufice (Zea mays histidine kinase)
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