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Cytokininy - regulatory ristu
rostlin, které dokaZzou mnohem vice
nez jen regulovat déleni bunék

Cytokininy jsou vyznamnou skupinou rostlinnych hormont, latek zasadné regulu-
jicich rist a vyvoj rostlin. V rostlinnych pletivech se tyto signalni molekuly vysky-
tuji ve velice nizkych koncentracich, coz ¢inilo a doposud cini jejich zkouméani
velmi nesnadnym. Na druhou stranu bylo prokazano, Ze tyto latky nebo jejich
pribuzné syntetické derivaty maji schopnost unikatnim mechanismem ovliviio-
vat také rust a vyvoj lidskych nadorovych bunék ¢i koznich fibroblastii, a tedy
skryvaji potencial Sirokého spektra aplikaci nejen v zemédélstvi a rostlinnych
biotechnologiich, ale také v lékarstvi nebo kosmetologii. PfestoZe se v nasledu-
jicim textu ponofime hloubéji do chemické struktury latek, véiime, Ze téma Cte-

nare Zivy zaujme.

Soucasné systémy komunikace uvnit¥ rost-
linného organismu, i pro zprostfedkovani
jeho styku s okolnim prostiedim, jsou vy-
sledkem milioni let fylogenetického vyvo-
je. Béhem evoluce se urcité struktury schop-
né interakce a regulace osvédcily a byly
zafixovany v genetickém kédu. Za nejdi-
lezitéjsi latky regula¢ni povahy u rostlin
dnes povazujeme fytohormony a vyznam-
nou pozici mezi nimi zaujimaji cytokininy
(viz nap¥. Ziva 2007, 1: 8-12 a 2: 53-56). Po
chemické strance tvori pfirozené se vysky-
tujici cytokininy homogenni skupinu de-
rivati N®-substituovaného adeninu, tedy
adeninu nesouciho na dusiku N® postran-
ni fetézec (obr. 1). V rostlinach plni rozma-
nité funkce, a to od iniciace bunééného
déleni, kontroly diferenciace, az k deter-
minaci kveteni a tvorby plodt. Rozhodu-
jici je zejména jejich interakce s dalsimi
fytohormony auxiny p¥i stimulaci bunéc-
ného déleni a regulaci diferenciace bunék
v rostlinnych explantatovych kulturach.
Mezi cytokininy byvaji béZné fazeny i né-
které ptirozené se vyskytujici metabolity
Né-substituovanych adenint, jez vykazuji
minimélni nebo Z4dnou biologickou akti-
vitu (7- a 9-glukosidy, konjugaty s ami-
nokyselinami nebo nékteré modifikova-
né cytokininy v transferové RNA, tRNA).
Z téchto dvodt zde v ¢lanku zahrnujeme
mezi cytokininy pouze latky, jejichz che-
micky zdklad tvofi N6-substituované ade-
niny.

Izoprenoidni a aromatické cytokininy

Cytokininy lze rozdélit v zavislosti na po-
vaze N6-substituentu (postranniho fetézce)
na dvé skupiny: izoprenoidni a aromatic-
ké. Izoprenoidni jsou reprezentovany cy-
tokininy odvozenymi od nasledujicich
bazi: N°-(A%-izopentenyl)adenin (iP), di-
hydrozeatin (DHZ) a zeatin (Z). Mezi aroma-
tické cytokininy patfi 6-benzylaminopurin
(BAP), orto-, meta- a para-topolin (0T, mT,
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PT) a jejich metabolity (obr. 1). Oproti izo-
prenoidnim se cytokinindm s aromatickym
jddrem navazanym v pozici N adeninu
dostédvalo minimalni pozornosti. Dlouho
byly povazovany za sporadické slouceni-
ny, vyskytujici se pouze v nékterych rost-
linnych druzich (Strnad 1997). Pfitom
vibec prvni objeveny cytokinin, kinetin,
patii pravé do této skupiny latek. I pres
nékolik dtkazt ptirozené existence kine-
tinu, dokonce i v rostlinéch (bliZe viz Bar-
ciszewski a kol. 2000), se jeho vyskyt zda
byt i nadale vazan na degradaci nukleo-
vych kyselin a nebyl prozatim dostate¢né
potvrzen ani vysoce sofistikovanymi ana-
lytickymi pfistupy na bazi hmotnostni
spektrometrie.

Prvni pfirozené se vyskytujici aromatic-
ky cytokinin izoloval R. Horgan se spolu-
pracovniky vr. 1973 z list topolu Populus
xrobusta (nyni P. xcanadensis 'Robusta’)
a identifikoval ho jako 6-(2-hydroxyben-
zylamino)-9-8-D-ribofuranosylpurin. Poslé-
ze byl tento cytokinin nalezen spole¢né
s 2-metylthioglukofuranosylovym deriva-
tem v plodech kornoutovky africké (Zante-
deschia aethiopica, znamé také pod jmé-
nem kala). Néasledné identifikace BAP a jeho
metabolitt v bunééné kultuie bedrniku
anyzu (Pimpinella anisum) a nadorech raj-
Cete prokazala, Ze tato skupina cytokinint
bude podstatné vyznamnéjsi a rozsifené;j-
81, nez se ptivodné pfedpokladalo. Pfesto-
Ze byl prvni aromaticky cytokinin objeven
jiz pred 44 lety, v této oblasti vyzkumu se
téméf nepracovalo. Hlavni divod spocival
zfejmé, jak jsme jiz uvedli, v nizkych hla-
dinach téchto latek v rostlinnych pleti-
vech, navic doprovézenych zna¢nym koli-
sdnim v zavislosti na vnéjsich faktorech,
a také v pomérné malé biologické aktivité
hydroxybenzyladenini zjisténé pii testo-
vani na s6jovém kalusu (hojivém pletivu).
AZzmnohem pozdéji, na zac¢atku 90. let, se
ukazalo, Ze BAP a ptibuzné latky vykazuji
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1 Chemické vzorce zakladnich cytoki-
ninovych béazi: iP — N6-(A%- izopentenyl)-
adenin, tZ — trans-zeatin, DHZ — dihydro-
zeatin, oT — orto-topolin, mT — meta-
-topolin, BAP — 6-benzylaminopurin

pravé v tomto biotestu obecné velmi niz-
kou cytokininovou aktivitu. Na druhé stra-
né byly tyto latky p¥ipraveny synteticky
v mnoha laboratotich a testovany v néko-
lika jinych biotestech, které obecné pro-
kazaly vysokou biologickou aktivitu u vét-
$iny analogti BAP. Posléze byla potvrzena
i vysoka biologicka aktivita meta-hydroxy-
benzyladenosint v fadé cytokininovych
biotestti (Kaminek a kol. 1987).

Objev topolinu

Az do zacatku 90. let 20. stol. se ke zjisténi
cytokinint v rostlinnych extraktech vétsi-
nou vyuzivala kombinace chromatografic-
kych technik s biotesty, jen vyjimetné do-
plnénaé o identifikaci pomoci hmotnostni
spektrometrie. V té dobé byl vyvinut v Usta-
vu experimentalni botaniky Ceskosloven-
ské akademie véd védeckym aspirantem
M. Strnadem (spoluautorem ¢ldnku) ve sku-
piné Miroslava Kaminka originalni imuno-
detekéni postup zaloZeny na specifickych
protilatkach rozpoznévajicich jednotlivé
skupiny aromatickych cytokinint. Vyvinu-
té protilatky byly vysoce specifické pro jed-
notlivé hydroxylované derivaty BAP a pii
pouziti v testech ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay) poskytovaly vyso-
ce citlivy testovaci systém s detek&nimi
limity na femtomolérni (10"'® molu) trovni
(bliZze Strnad 1997). Nésledna kombinace
vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) s témito ELISA testy poskytla rych-
lou, citlivou a specifickou metodu pro sta-
noveni a detekci irokého spektra metabo-
litd aromatickych cytokinind v ¢astecné
precisténych extraktech rostlinnych pletiv.
Na zékladé distribuce imunoreaktivniho
materidlu v individuélnich frakcich HPLC
byly v fadé rostlinnych extraktti nalezeny
metabolity BAP, ale i jeho hydroxyderivat.
Struktura imunoreaktivnich latek cytoki-
ninové povahy byla poté identifikovana
pomoci plynové chromatografie ve spojent
s hmotnostni spektrometrii.

Pro nové objevené hydroxybenzylade-
niny jsme navrhli ¢esky nézev topoliny —
podle rostlinného objektu, z néhoz byl izo-
lovan prvni aromaticky cytokinin. Jen pro
zajimavost, topol jako nédzev dfeviny na-
jdeme ve v8ech slovanskych jazycich. Hlav-
ni a zdroven nejaktivnéjsi zdstupce aroma-
tickych cytokinini meta-topolin je stejné
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aktivni jako dosud nejaktivnéjsi pfirozené
se vyskytujici cytokinin trans-zeatin.

Objevem vysoce biologicky aktivniho me-
ta-hydroxybenzyladeninu (meta-topolin,
mT) byl ptidén t¥eti a posledni ¢len do sku-
piny cytokinind, kterou jsme pojmenovali
aromatické cytokininy. Funkce téchto risto-
vych regulatort v rostlinach bude zfejmé
rozdilna oproti izoprenoidnim cytokini-
ntm a musi byt je$té objasnéna. Studie
vazebnych proteind, ale i pozdéji publiko-
vané vysledky testovani izoprenoidnich
a aromatickych cytokinintd na receptorech
z huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana;
Spichal a kol. 2004) naznacuji, Ze v rostli-
nach existuje jasné rozlisovani mezi té-
mito skupinami cytokinind jiZ na drovni
primérnich slozek signalni drahy, tzn. pii
jejich interakci s receptory.

Objev meta-topolinu neni pouze vyznam-
nym pi{nosem teoretickym, ale m4 také
dopad na praktické vyuziti v zemédélstvi
a zejména pak v rostlinnych biotechnolo-
giich. Jde o latku vysoce biologicky aktivni
v kulturach in vitro—u nékterych druhti vy-
kazuje i 10krat vy$si morfogenni aktivitu
ve srovndani s tradi¢né pouzivanym 6-ben-
zylaminopurinem. Dtivodem je zfejmé vys-
§1 polarita oproti BAP, a tedy snadné&jsi
transport mT rostlinnymi pletivy. Na jeho
biologické aktivité se vyznamné podili
i rozdilny metabolismus téchto latek, mT
je pfednostné O-glukosylovan a ukladan
v této zasobni formé do vakuoly. Naopak
vyuziti BAP p¥i mikropropagaci se ¢asto
poji s nahromadénim extrémné vysokych
hladin 6-benzylaminopurinu-9-glukosi-
du (BAP9G), findlntho produktu nevrat-
né deaktivace, pfedevsim ve spodni ¢asti
explantatu péstovaného v kultufe in vitro.
Vysledkem tohoto fenoménu je snazsi za-
koteriovani prytt na médiich s mT i jejich
minimaln{ vyvojové a ristové odchylky,
coz jsou typické vedlejsi icinky BAP zjiste-
né u rostlin mnozenych in vitro. Dnes také
vime, Ze topoliny jsou stabilnéjsi, odolnéj-
81 vici degradaénim enzymutim a v nékte-
rych mikropropagacnich systémech aktiv-
ni p¥i niz§ich koncentracich ve srovnani
s klasickymi cytokininy. Topoliny navic ne-
brzdi rast kofene, coz je typicky vedlejsi
negativni ac¢inek pfi pouzivani vysokych
koncentraci BAP.

Tyto poznatky prokazaly, Ze vyvoj no-
vych cytokininovych derivatti ma pro rost-
linné biotechnologie stale velky prakticky
vyznam. Dal$im nepopiratelné dulezitym
vysledkem naseho dlouholetého vyzkumu
v oblasti izolace, identifikace a kvantifi-
kace rostlinnych hormont v rostlinach byl
objev nové skupiny pfirozené se vyskytu-
jicich aromatickych cytokinint — metoxy-
topolint (obr. 2), latek s vysokou cytoki-
ninovou, zejména pak antisenescencéni
aktivitou (tedy zpomalujici starnuti rostlin-
nych bunék; napt. Dolezal a kol. 2007).
Schopnost téchto latek inhibovat degrada-
ci chlorofylu v odstfiZzenych listech ozimé
pSenice (inkubovanych 96 hodin ve tmé)
pievysovala aktivitu BAP a trans-zeatinu
téméf 0 200 %.

Toto zjisténi zahajilo rozsdhlou studii
vztaht mezi chemickou strukturou a cyto-
kininovou aktivitou N®-substituovanych de-
rivatd adeninu, spojenou s p¥ipravou néko-
lika stovek téchto derivatt. Kvili strukturni
podobnosti pfipravenych latek k jiz zna-
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mym aromatickym cytokinintim, BAP a to-
polintim, byla vzdy nejprve testovana jejich
biologické aktivita v nékolika klasickych
cytokininovych biotestech. Zkoumali jsme
vliv jednotlivych substituentii na aktivaci
cytokininovych receptori a posléze také
jejich interakci s klitovym enzymem degra-
dace cytokinind, cytokinin oxiddzou/de-
hydrogenézou (v nasem piipadé AtCKX2).
I kdyZ biologickou aktivitu Né-substituo-
vanych derivati adeninu na rostlinnych
burikach studujeme vice nez 20 let, i pro
nés bylo prekvapivé, jak malé strukturni
zmény v této molekule mohou zpisobit ra-
dikalni zménu biologické aktivity ziskané
slouceniny.

Prvnim pfikladem miZe byt 6-(3-metyl-
benzylamino)purin (Dolezal a kol. 2006).
Stejné jako u BAP se u néj zavedenim jedné
hydroxy skupiny do polohy 2 na benze-
novém jadfe témér kompletné ztraci jeho
puavodné velmi vysoka cytokininova ak-
tivita a z receptorového agonisty (latky
vyvolavajici po vazbé na receptor fyziolo-
gickou odpovéd) se stava cytokininovym
antagonistou, primarné blokujicim receptor
CRE1/AHK4 a dalsi pfenos cytokininového
signélu v Zivé rostliné. Takto jsme objevili
prvni skute¢ny anticytokinin, 6-(2-hydro-
xy-3-metylbenzylamino)purin, branici rts-
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tu kalusu tabaku i v pfitomnosti odpovida-
jici koncentrace cytokininu. Stejné latka
naopak jiz pfi 10nanomolarni koncentraci
vyrazné snizuje negativni vliv vnégjsi apli-
kace BAP na rist a vétveni primarniho
kofene husenicku rolniho.

Dalsimi podobnymi pfiklady jsou 2-
-chloro-6-(3-metoxyfenyl)aminopurin —
INCYDE (INhibitor CYtokininové DEgra-
dace) a 2-fluoro-6-(3-metoxyfenyl)ami-
nopurin, kde zkrdcenim N6-postranniho
fetézce o jednu CH, skupinu doslo nejen
k téméf iplné ztraté jejich antisenescenéni
aktivity (p¥i zachovéni biologické aktivi-
ty v ostatnich pouzitych cytokininovych
biotestech), ale navic tyto latky ziskaly
schopnost silné inhibovat cytokinin oxi-
dazu/dehydrogenazu AtCKX2 z husenic-
ku rolniho. Byla tak objevena zcela nova
skupina inhibitort tohoto klicového enzy-
mu degradace cytokinind uvnitf rostliny.
Zajimavé se rovnéz jevi pouziti inhibito-
ru INCYDE v rostlinnych tkanovych kul-
turdch, kde zvysuje hladiny aktivnich
cytokinint v explantédtech, hlavng v jejich
nadzemnich ¢astech.

Stanoveni cytokinini
Jak jsme jiz vicekrat zminili, cytokininy se
v rostlinnych pletivech vyskytuji v extrém-
né nizkych koncentracich, fddové v piko-
(1012) az femtomolech (107'%) na gram Zivé
hmoty, spolu s pfitomnosti desitek struk-
turné velice podobnych molekul. Do konce
20. stol. bylo jedinou moZnosti pro rutinni
stanoveni cytokinind pouziti imunoche-
mickych metod (viz vy$e), nebot zadna
z moznych instrumentalnich metod tehdy
nezajistovala potfebnou citlivost. V dru-
hé poloving 90. let dosahla konec¢né citli-
vost nékterych komerénich hmotnostnich
spektrometrt pozadované drovné a v labo-
ratofich prof. Harry Van Onckelena na uni-
verzité v belgickych Antverpéach a prof.
Gorana Sandberga ve §védské Umead se
zacCaly vyvijet prvni instrumentalni metody
na kvantifikaci cytokinind v rostlindch.
Jejich zprvu nizk4 citlivost predpoklada-
la izolaci cytokinint ze zna¢ného mnozstvi
rostlinného materialu (zhruba 10 g na jeden
technicky replikat), avsak pro nové vyvije-
né metody pfedevsim v diisledku neustalé-
ho vylepSovani konstrukce a technickych
parametrt hmotnostnich spektrometrt po-
zadavek na toto mnozstvi rychle klesal.
V soucasné dobé bylo jiz dokonce mozné
kvantifikaci cytokinint posunout na bu-
nécnou (obr. 3), resp. subcelularni droven
(viz Antoniadi a kol. 2015, Jiskrova a kol.
2016), coz bylo jesté pied nékolika lety
nepfedstavitelné.

Kosmetické ucinky cytokininii

a jejich derivata

Dalsi novou generaci cytokininovych deri-
vatl jsou 9-tetrahydropyranylové a 9-tetra-
hydrofuranylové derivéty. Podafilo se nAm
prokézat, Ze tyto nové derivaty purinu ne-
vykazuji pfi vnéjsi aplikaci inhibi¢ni G¢inek
na primarni ani postranni kofen, typicky
pro BAP (Podlesdkova a kol. 2012). Také
jsme se pokusili ovétit jejich pfedpoklada-
nou antisenescen¢ni aktivitu, a to nejen na
rostlinnych, ale i na lidskych burikéch. Jiz
diive bylo totiZ zjisténo, Ze nékteré dlouho
znamé pfirozené se vyskytujici cytokini-
ny, napt. kinetin a zeatin, maji schopnost
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2 Orto-metoxytopolin a meta-metoxy-
topolin jsou aromatické cytokininy,
které se vyskytuji pfirozené

a v rostlindch mimo jiné ptisobi proti
rozpadu chlorofylu (bliZze v textu).

3 Mapa distribuce cytokinini v kofeno-
vé $pi¢ce. Mapa byla zkonstruovéna ze
¢tyf mutantnich linif husenic¢ku rolntho
(Arabidopsis thaliana) zna¢enych pomoci
zeleného fluorescen¢niho proteinu (GFP)
vneseného do specifickych bunék kote-
nové $picky (jde o rizné typy bunék).
Koncentrace jednotlivych metabolitt

se pohybovaly na hladinach femtomo-
ly/100 000 sortovanych protoplastt
(femtomol — 10°*® molu) a vysledné
koncentrace cytokinini v burikach
znacenych GFP byly normalizovany

na cytokininové koncentrace odpovidaji-
cich GFP-nezna¢enym protoplastim.
Upraveno podle: I. Antoniadi a kol.
(2015). Orig. O. Novak

4 Odbeér listt topolu pro izolaci

a naslednou analyzu cytokinint pomoci
spojeni vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Foto O. Blahousek

5 Cytokininovy derivét pyratin vyvinuty
v Ustavu experimentalni botaniky
Akademie véd skupinou védcti pod
vedenim autort tohoto ¢lanku se stal
patentovanou soucasti kosmetickych
piipravkl fady Pyratine.

Orig. K. Dolezal a O. Blahousek

oddélit starnuti lidskych koznich fibro-
blasti. Mezi zmény souvisejici s vékem
a ovlivilované kinetinem patfi ty morfolo-
gické, zptisobené zménou rychlosti ristu
a velikosti bunék, doprovédzené zménou
organizace cytoskeletu, syntézy biomakro-
molekul a intenzity autofluorescence na-
sledkem oxidativniho poskozeni. Pfesny
mechanismus ptisobeni kinetinu na Zivo-
¢isSnou buriku neni zcela objasnén, jde ale
o silny p¥irodni antioxidant chrdnici DNA
a proteiny pfed poskozenim kyslikovymi
radikaly. Prokazali jsme, Ze i¢innost kine-
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tinu proti starnuti koznich bunék se da
zvysit navdzanim vhodného substituentu
do polohy N9 (obr. 5). Tyto nami pfipra-
vené derivaty kinetinu zacaly byt pouzi-
vany jako aktivni slozka klinicky testo-
vanych kosmetickych p¥ipravka. Studie
provedené na oddéleni dermatologie Kali-
fornské univerzity (McCullough a kol. 2008)
na vzorku 40 zdravych Zen se zndmkami
lehkého az sttedniho poskozeni pleti ze
slune¢niho zafeni prokazaly, Ze pyratin —
6-(furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)-
purin — pouzivany v mastovém zékladu
v 0,1% koncentraci vyrazné snizuje vyskyt
jemnych i hlubokych vrasek, hrubost a vy-
sychani pokozky a minimalizuje hyper-
pigmentaci. V dalsich klinickych studiich
provedenych na stejném pracovisti bylo
zjisténo, Ze pyratin v koncentraci 0,125 %
sniZzuje zarudnuti pleti a ptisobi proti razi
(rosacea) a akné. K celkovému zlepSeni
v obou studiich (Tremaine a kol. 2010) do-
§lou 80 % pacientti. P¥i dlouhodobém pti-
sobeni (48 tydni) bylo pozorovéno sniZe-
ni poctu zanétlivych loZisek az 0 89 %. Od
r. 2009 je tato nami vyvinuta i¢inné latka
patentovanou soucasti kosmetickych pi¥i-
pravki (Sziicova a kol. 2011) fady Pyrati-
ne®, v licenci vyrdbénych ve Spojenych
statech americkych (obr. 5).

Protinddorova aktivita latek
cytokininové povahy

Na pocatku 90. let byly publikovéany prv-
ni studie ukazujici, Ze i drobnd zména
ve struktute N6-substituovaného adeninu
muZe dramaticky zménit jeho biologickou
aktivitu také v Zivoc¢isnych a lidskych buri-
kach. Neékteré ptirozené cytokininy (napft.
N¢-izopentenyladenin) funguji jako slabé
a nespecifické inhibitory nékterych cyk-
lin-dependentnich kinaz — skupiny kinéz,
které hraji dileZitou roli v regulaci buné¢né-
ho cyklu. Prekvapivé se ukazalo, ze C2, N9-
-disubstituované derivaty BAP (obr. 6) jsou
specifické a v mikromolarnich koncentra-
cich i¢inné inhibitory cyklin-dependent-
nich kinédz, zejména CDK1, zasadniho enzy-
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mu bunééného cyklu vsech eukaryotnich
bunék (Vesely a kol. 1994, Havlicek a kol.
1997). Latky se vyznacuji schopnosti bloko-
vat bunéény cyklus ve specifickych bodech
(pfechody mezi fizemi G,/S, G,/M). Mezi
v8emi testovanymi purinovymi latkami
vykazovaly nejvyssi a¢innost zejména C2,
N6, N9-trisubstituované puriny. Po odha-
leni do té doby nezndmych vlastnosti olo-
moucinu (OC, bliZe viz dvé vy3e citované
prace) jsme se zamé¥ili na studium vztahi
mezi strukturou a biologickou aktivitou
latek odvozenych od této slou¢eniny (Struc-
ture-Activity Relationship, SAR; Havli-
¢ek a kol. 1997). Prokazali jsme, Ze pouze
9-metyl derivat olomoucinu, na rozdil od
izomerniho 7-metyl derivatu, méa Zddanou
aktivitu a Ze odstranénim jakéhokoli sub-
stituentu (atomu nebo skupiny atomd, kte-
ré nahrazuji vodik na ptivodnim Fetézci
uhlovodiku) nebo jeho zkrdcenim na ami-
noskupinu (C2 a C6) dochézi k vyznamné
ztraté aktivity, nebo dokonce k deaktivaci
dané slouceniny. Kinetické analyza pro-
kézala, Ze inhibice CDK1 olomoucinem je
kompetitivni vzhledem k adenosintrifos-
fatu (ATP; substrat a inhibitor tedy souté-
Z{ o stejné aktivni misto), a nekompetitivni
vaci histonu, ktery se pii testech pouziva
jako substréat (histony predstavuji malé
bazické nukleoproteiny podilejici se na vy-
stavbé chromatinu, zejména v jadie euka-
ryotnich bunék). Rentgenostrukturni ana-
lyza rovnéz potvrdila, Zze se OC vaze ve
vazebném misté pro ATP. Tyto poznatky
tehdy vybocovaly z obecnych pfedstav, ze
selektivni inhibitory kindz nebudou na-
lezeny mezi latkami vazajicimi se s ATP,
a uvedena specificita pfispéla k vyvoji
nové skupiny protinadorovych latek. Slou-
¢enina z této skupiny R-roscovitine (Seli-
ciclib nebo CYC202, obr. 6) je nyni v kli-
nickém zkouseni (faze IIb, monoterapie
malobuné&éného karcinomu plic, kombino-
vana terapie s gencitabinem na dalsi typy
nédort; blize na www.cyclacel.com).
Vyznamné cytotoxické acinky — zpoma-
lujici bunécny rist a déleni vedouci az
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k rozpadu bunék v fadé lidskych nadoro-
vych bunécénych liniich — maji ale také né-
které v rostlinach pfirozené se vyskytuji-
ci cytokininové ribosidy (tedy konjugaty
srib6zou), i kdyZ pisobi odlisnym mecha-
nismem, ktery neni doposud zcela objas-
nén. Na leukemickych burikach linie HL-60
bylo pozorovano, Ze buné¢né smrti v tom-
to piipadé pfedchézi vycerpani bunéénych
zasob ATP, aktivace kaspaz (zjednodusené
a nepfesné Feceno jde o skupinu cystein-
protedz, icastnicich se mimo jiné procesu
programované bunééné smrti — apopt6zy)
a depolarizace mitochondrii. Dale vime, Ze
nutnou podminkou jejich antileukemické
aktivity je jejich vnitrobunécna fosforylace
(napt. Voller a kol. 2010).

V koncentracich vyssich nez 46 wmol/l
(IC,, — koncentrace, pfi niz dochézi k 50%
zastaveni dané biologické aktivity) jsou
nékteré derivaty BAP cytotoxické na vy-
branych nadorovych liniich i ve formé vol-
nych béazi, se zatim nezndmym mechanis-
mem uc¢inku. Bylo vsak postulovéno, Ze
jejich nizkou toxicitu zptisobuje omezena
schopnost fosforibosyltransferaz ve studo-
vanych leukemickych burikach tyto latky
pozménit. Naproti tomu cytotoxicita vol-
nych bazi a jim odpovidajicich ribosida
pro rostlinné bunky je srovnatelna, coz
pravdépodobneé vychazi ze schopnosti rost-

olomoucin R-roscovitin olomoucin Il

6 Olomoucin, R-roscovitin a olomou-

cin II — derivaty 6-benzylaminopurinu

a orto-topolinu s protinadorovou aktivi-

tou, inhibujici cyklin-dependentni kina-
zy, jez hraji vyznamnou dlohu v regulaci
bunééného cyklu. Blize v textu.

Orig. O. Blahousek

linnych bunék pfemeénovat obé skupiny
(formy) cytokinind na piislusné ribosidy-
-5'-monofosfaty ptiblizné stejné efektivné.
Prokézali jsme, Ze ostatni b&éZné meta-
bolické formy pfirozené se vyskytujicich
cytokinind, N- a O-glukosidy, jsou pro leu-
kemické buiiky netoxické, coz podporuje
hypotézu o vnitrobunécné fosforylaci.

Zavérem

Studiem N®-substituovanych derivatt ade-
ninu byly z{skdny cenné informace pro vy-
voj dal8ich pfibuznych latek s vyznamny-

Jifi Malicek

Stredoevropské pralesy a liSejniky
I. Priklady nejcennéjsich lokalit
a ekologie lesnich lisejniku

Lesy pokryvaji vétsinu stfedni Evropy piiblizné poslednich 10 tisic let. Pfiroze-
na lesni vegetace s pfevahou buku, kterou bychom ve stfedni Evropé méli bez
vlivu clovéka, se zacala utvaret priblizné pred tiemi az ctyfmi tisici let. V té
dobé byly jiZ na ustupu druhové bohaté porosty s liskou, dubem, lipou, jilmem,
javory a jasanem. Pro prirozené stiedoevropské lesy pozdniho holocénu byl po-
dle aktualnich poznatki charakteristicky také vysoky podil jehlicnanu, hlavné
jedle. Pii nastupu zemédélstvi vSak lidé pralesy pomalu likvidovali. Situace
vyvrcholila ve stfedovéku, kdy vliv ¢lovéka na krajinu zesilil a sloZeni a struk-
tura lesu se zacaly rychle ménit. Jesté dramatictéjsi zmény nastaly s rozvojem
prumyslu (hlavné sklaistvi) a s tim souvisejicim nastupem lesniho hospodaieni
v 18. stol., tehdy doslo i na vytéZeni zbytki pralesi v horskych oblastech (napft.

Ziva 2007, 1-3 nebo 2011, 2 a 3).

Béhem nékolika poslednich stoleti byly
tedy ptisobenim ¢lovéka pivodni pfiro-
zené lesy (pralesy, tj. lesy lidmi neovlivné-
né) témeéf zniceny a pfeménény na hospo-
datské lesy. Druhové rozmanité porosty
tak dostaly podobu stejnovékych monokul-
tur jehli¢nant (v men$im mnozstvi piipa-
du listnatych dfevin), zmizely staré a odu-
mirajici stromy a na mnoha mistech doslo

ziva.aver.cz

k rozsahlym vysadbdm neptivodnich druhi
dfevin (také Ziva 2015, 3: 123-125).
PtibliZzné jednu tfetinu rozlohy stfedni
Evropy v sou¢asné dobé pokryva les. Pfes-
to miZeme konstatovat, Ze vétsina dnesnich
Evropant nemé zdéni, jak vlastné ptivodni
lesy vypadaly, protoZe utkvélou pfedstavou
,spravného” lesa je pravé vyse zminény
hospodatsky les (plantaz ¢i ,,pole na die-
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mi biologickymi aktivitami, pro sledovani
jejich vyskytu v rostlindch, izolaci a identi-
fikaci jejich novych metabolitd, pro vyvoj
imunodiagnostik k jejich imunodetekci
a kvantifikaci a na zaveér snad i pro vyvoj
potencidlnich 1é¢iv. Mezi ptipravenymi de-
rivaty byly nalezeny slou¢eniny schopné
specificky a velmi i¢inné inhibovat nékte-
ré cyklin-dependentni kinazy s vyraznym
vlivem na rtist nddorovych bunéénych lini{
in vitro, ale i latky, které nachazeji uplatné-
ni v rostlinnych biotechnologiich, zemé-
dglstvi, pfipadné v kosmetickém pramyslu.
Z ptikladd uvedenych v tomto ¢lanku je
ziejmé, Ze molekularni cile bunééného cyk-
lu pFinéseji velkou nadéji pfi hled4ni no-
vych lé¢iv zdvaZnych onemocnéni ¢lovéka,
mezi néz nadory a dals{ hyperproliferativni
onemocnén{ (s nadmérnym mnoZenim bu-
nek) jisté patii. Véfme, Ze diky nastrojim,
které ma dnes véda v rukou, budeme schop-
ni nalézt dalsi nové latky ovliviiujici nejen
aktivitu, ale také expresi dilezitych regu-
la¢nich proteinti/gent tcastnicich se bu-
né¢ného déleni lidskych, obecné Zivodis-
nych i rostlinnych bunék.

Citovana a dalsi doporucena literatura
je uvedena na webové strance Zivy.

vo“), oblibeny k houbateni a ¢asto jako
jedind moznost k vyletim do ptirody. Sku-
te¢né pralesovité porosty se staly ve sted-
ni Evropé velikou vzacnosti a patii k nej-
ohrozenéj$im biotoptim zasluhujicim co
nejveétsi pozornost ochrany pfirody. Efek-
tivni ochrana zbytkt starych lesnich po-
rostt ale neni mozna bez dikladné zna-
losti jejich biodiverzity, ekologie a miry
pavodnosti.

Stiedoevropské pralesy
Za nejznaméjsi, nejrozsahlejsi a zdroven
nejcennéjsi nizinny les v Evropé byva cas-
to povazovana Bélovéz, lezici na samé hra-
nici stfedni Evropy. AvSak ani jeji central-
ni ¢ast, které dominuji lipa srd¢ita (Tilia
cordata), habr obecny (Carpinus betulus),
javor mléc (Acer platanoides) a statné duby
letni (Quercus robur), nelze kvtli lesni téz-
bé v minulosti povaZzovat za skute¢ny pra-
les. Tato informace by jisté potésila polskou
vlddu a tézate, ktef{ se momentalné po-
kouseji redukovat plochy lesnich porosti
v tomto narodnim parku, a to i pfes ochra-
nu UNESCO. Na zbytky ptivodnich poros-
t je pomérné bohaté Slovensko. Nejvétsi
slovensky prales StuZica (obr. 1) na hrani-
ci s Polskem a Ukrajinou vyznamné pte-
sahuje svymi pralesovitymi porosty i do
téchto okolnich statt. K dalsim zachova-
lym bukovym a jedlobukovym pralestim
patii napf. Badinsky prales, Dobroésky
prales, Rozok, HaveSova a Vihorlat. Cenné
smrkové lesy ztistdvaji napt. v Oravskych
Beskydech — lokality Babia hora a Pilsko.
V Rakousku je nejcennéjsim lesnim po-
rostem severoalpsky Rothwald (obr. 2),
jehoz dominantu tvo¥i buk lesni (Fagus
sylvatica), s pfimési jedle bélokoré (Abies
alba) a smrku ztepilého (Picea abies). Zaji-
mavé je, Ze v Alpach, kde bychom oc¢ekava-
li mnozstvi pralest, téméf zadné nenajde-
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