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Seznam zkratek 

 

2,4-D   2,4-dichlorophenoxyoctová kyselina 

3MeOBA9THPP 3-methoxy(-6-benzylamino-9-tetrahydropyran-2-yl)purin 

ABA   kyselina abscisová 

AMP   adenosinmonofosfát 

ADP   adenosindifosfát 

AP   alkalická fosfatasa 

B   frakce obsahující volné báze, ribosidy a N-glukosidy 

BAP   6-benzylaminopurin 

BAP9G  6-benzylaminopurin-9-glukosid 

BAP9THP  6-benzylamino-9-(tetrahydroxypyranyl)purin 

BAPR   6-benzylaminopurin ribosid 

BAPR5’MP  6-benzylamino-5-(monofosfát)purin 

CK   cytokinin 

CKX   cytokinin oxidasa/dehydrogenasa 

cZ   cis-zeatin 

cZ9G   cis-zeatin-9-glukosid 

cZOG   cis-zeatin O-glukosid 

cZR   cis-zeatin ribosid 

cZR5’MP  cis-zeatin ribosid-5-monofosfát 

cZROG  cis-zeatin ribosid-O-glukosid 

DHZ   dihydrozeatin 

DHZ9G  dihydrozeatin-9-glukosid 

DHZOG  dihydrozeatin-O-glukosid 

DHZR   dihydrozeatin ribosid 

DHZR5’MP  dihydrozeatin ribosid-5-monofosfát 
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DHZROG  dihydrozeatin ribosid-O-glukosid 

DMAPP  dimethylallyldifosfát 

GC–MS  spojení plynové chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

GC   plynová chromatografie 

HPLC–MS/MS spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s tandemovou 

 hmotnostní spektrometrií 

HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

IAA   indol-3-octová kyselina 

IAC   imunoafinitní chromatografie 

INCYDE  2-chloro-6-(3-methoxyfenyl)aminopurin 

iP   6-isopentenylaminopurin 

iP9G   6-isopentenylamino-9-(glukosid)purin 

iPR   6-isopentenylaminopurin ribosid 

iPR5’MP  6-isopentenylamino-5-(monofosfát)purin 

IPT   isopentenyltransferasa 

K   6-furfurylaminopurin, kinetin 

K9G   kinetin-9-glukosid 

KR   kinetin ribosid 

KR5’MP  kinetin ribosid-5-monofosfát 

LC–MS  spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

LC   kapalinová chromatografie 

MRM   multiple reaction monitoring 

MS   hmotnostní spektrometrie 

MS medium  Murashige – Skoog médium 

MS/MS  tandemová hmotnostní spektrometrie 

mT   meta-topolin 

mT9G   meta-topolin-9-glukosid 
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mTOG   meta-topolin O-glukosid 

mTR   meta-topolin ribosid 

mTR5’MP  meta-topolin ribosid-5-monofosfát 

mTROG  meta-topolin ribosid O-glukosid 

NAA   naftalen-1-octová kyselina 

NT   frakce obsahující nukleotidy 

OG   frakce obsahující O-glukosidy 

oT   ortho-topolin 

oT9G   ortho-topolin-9-glukosid 

oTOG   ortho-topolin O-glukosid 

oTR   ortho-topolin ribosid 

oTR5’MP  ortho-topolin ribosid-5-monofosfát 

oTROG  ortho-topolin ribosid O-glukosid 

pT   para-topolin 

pTOG   para-topolin O-glukosid 

pTR   para-topolin ribosid 

pTR5’MP  para-topolin ribosid-5-monofosfát 

pTROG  para-topolin ribosid O-glukosid 

RIA   radioimunoanalýza 

TDZ   thidiazuron 

TLC   tenkovrstvá chromatografie 

tRNA-IPT  tRNA – isopentenyltransferasa 

tZ   trans-zeatin 

tZ9G   trans-zeatin-9-glukosid 

tZOG   trans-zeatin O-glukosid 

tZR   trans-zeatin ribosid 

tZR5’MP  trans-zeatin ribosid-5-monofosfát 
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tZROG  trans-zeatin ribosid O-glukosid 

UPLC–MS/MS spojení ultraúčinné kapalinové chromatografie s tandemovou 

 hmotnostní spektrometrií 

UPLC   ultraúčinná kapalinová chromatografie 
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1 Úvod a cíle práce 

 

Cytokininy patří mezi rostlinné hormony, tzv. fytohormony. Jejich hlavní funkcí je 

stimulace buněčného dělení rostlinných buněk v přítomnosti auxinů. Toho je využíváno 

v tkáňových kulturách, kde se pomocí úprav poměrů cytokininů a auxinů v kultivačním 

médiu a s využitím totipotence dá vypěstovat i z jedné buňky požadované rostlinné pletivo 

nebo i celá rostlina. Cytokininy tedy jsou organické sloučeniny regulující růst a vývoj 

rostlin. 

 Bakalářská práce se zabývá izolací a kvantifikací cytokininů a jejich metabolitů 

v explantátech konopí setého, které byly pěstovány na médiích s různým přídavkem 

cytokininů. Podstatou analýzy bylo zjištění vlivu přidaných cytokininů na metabolismus 

endogenních cytokininů a tvorbu neaktivních (toxických) metabolitů. Ke stanovení bylo 

využito ultraúčinné kapalinové chromatografie ve spojení s tandemovou hmotnostní 

spektrometrií. 
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2 Cytokininy 

 

Cytokininy (CK) jsou fytohormony, strukturně N
6
 deriváty adeninu, které se dle 

navázaného substituentu rozdělují na aromatické a isoprenoidní. Jedná se o organické 

sloučeniny regulující růstové a vývojové procesy rostlin, které v přítomnosti auxinu 

stimulují buněčné dělení. Řadí se mezi tzv. stimulátory (růst podněcující), jež jsou účinné 

v nízkých koncentracích 10
-10

 – 10
-15

 mol/g čerstvé hmoty. (Tarkowski et al., 2004). 

 Historicky prvním objeveným CK byl 6-furfurylaminopurin - kinetin (Obr. 1), který 

v 50. letech 20. století objevil profesor Skoog se svými kolegy v autoklávované DNA 

izolované ze sledího spermatu. V rostlinách byl jako první objeven trans-zeatin (Obr. 2), 

izolovaný z nezralého endospermu kukuřice v 60. letech 20. století. Armstrong a Skoog 

poté definovali CK jako látku podporující buněčné dělení v přítomnosti auxinu a 

vykonávající funkce růstových regulátorů, stejně jako kinetin (Skoog et al., 1970). 

       

  Obr. 1, Struktura kinetinu   Obr. 2, Struktura trans-zeatinu 

 

 Hlavní funkcí CK je stimulace buněčného dělení v přítomnosti auxinů. Mezi další 

funkce CK patří inhibice tvorby kořenů a stimulace tvorby výhonků, růst postranních 

pupenů, oddálení senescence, zvyšující odolnost vůči stresům, hromadění chlorofylu a 

podpory přeměny etioplastů na chloroplasty a otevírání průduchů u některých druhů rostlin 

(Davies, 2010). 
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2.1 Biosyntéza 

2.1.1 Isoprenoidní cytokininy 

Biosyntéza isoprenoidních CK probíhá degradací tRNA nebo isopentenylací volných 

nukleotidů adeninu. Prvním objeveným substrátem pro biosyntézu iP a iPR byl 

dimethylallyldifosfát (DMAPP) a AMP u Dictyostelium discoideum (Taya et al., 1978). Při 

této reakci byl primárním produktem iPRMP. Reakci katalyzovala isopentenyltransferasa 

(IPT). Později bylo zjištěno, že IPT může jako isoprenoidní akceptor využívat AMP i ADP 

(Ihara et al., 1984). 

 Gen kódující IPT byl poprvé objeven u Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi et 

al., 1984; Barry et al., 1984). Jednalo se o gen tmr. Později byl tento gen doplněn ještě o 

jeden, tzs. tmr je zakódována v T-DNA Ti-plazmidu, tzs je lokalizován v oblasti virulence. 

Po infekci je tmr začleněna do genomu hostitelské rostliny, tzs zůstává v bakterii. 

 Geny kódující rostlinné IPT byly poprvé objeveny u Arabidopsis thaliana 

(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). Genom Arabidopsis obsahuje 9 IPT genů (AtIPT1 až 

AtIPT9), které jsou podobné genům tmr a tzs. Tyto geny můžeme rozdělit do dvou skupin, 

na tRNA-IPT, geny kódující enzym modifikující tRNA (AtIPT2 a AtIPT9), a ostatní geny 

(AtIPT1, AtIPT3 až AtIPT8), pro biosyntézu CK de novo, IPT. tRNA-IPT a IPT jsou 

strukturně příbuzné. 

 

2.1.2 Aromatické cytokininy 

Přítomnost aromatických CK byla objevena u některých rostlin, např. topol (Strnad, 1997) 

nebo Arabidopsis (Tarkowská et al., 2003). Nejvyšší aktivitu mezi těmito CK má meta-

topolin. V rostlinách se vyskytují ve formě volných bazí, nukleotidů, nukleosidů a 

glukosidů (Strnad, 1997). Část metabolické dráhy by tedy měla být shodná 

s isoprenoidními CK. Enzymy katalyzující biosyntézu a jednotlivé přeměny mezi mT, oT a 

BAP však nebyly doposud popsány. Vliv AtIPT transferáz isoprenoidních cytokininů na 

aromatické CK nebyl prozatím zkoumán. 

 

2.2 Metabolismus 

Metabolická dráha CK byla nejprve popsána na základě pozorování exogenně vpravených 

radioaktivně značených cytokininů do rostliny. Takto značené CK jsou po aplikaci rychle 

distribuovány mezi příslušné nukleotidy, nukleosidy a báze. Následně jsou metabolizovány 
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na produkty degradace nebo cukerné konjugáty (Letham, 1994). Metabolismus CK 

můžeme rozdělit na dva typy: 

1. substituce na purinovém jádře 

2. reakce probíhající na postranním řetězci 

 Modifikace adeninu jsou shodné s metabolickými drahami purinů. Doposud však 

nebyl objeven enzym s úplnou specifitou pro cytokininy (Davies, 2010). 

 Naopak pro úpravu postranních řetězců se zdají být enzymy pro cytokininy 

specifické. (Davies, 2010). 

 

2.2.1 Cukerné konjugáty 

K N-glykosylaci CK dochází na 3, 7 a 9 pozici purinového zbytku. Modifikace 7- a 9- 

pozice CK inaktivuje. Tvorbu 7- a 9-glukosidů katalyzuje glukosyltransferasa (ES 

2.4.1.118) pomocí UDP nebo TDP glukosy. Tvorba 7-glukosidů probíhá přednostně, u tZ 

10x více, u cZ až 21x více (Entsch at al., 1979). Hodnoty Km pro tZ a UDP-glukosu jsou 

150 µM a 190 µM. Biochemická podstata glukosyltransferasy pro modifikaci 3- pozice 

nebyla doposud popsána. N-glukosidy nemohou být hydrolyzovány β-glukosidasou, takže 

jejich modifikace je nevratnou inaktivací (Davies, 2010). 

 O-glykosylace izoprenoidního postranního řetězce vede k tvorbě O-β-D-

glukopyranosyl derivátu tZ a/nebo cZ. Většina zeatin O-glukosyltransferas je specifická 

pro tZ typ CK. Hodnoty Km pro tZ a UDP-glukosu jsou 28 µM a 200 µM při optimálním 

pH 8,0 (Mok et al., 1994). Gen pro transferasu byl poprvé identifikován v Phaseolus 

lunatus (Martin et al., 1999). cZ specifické glukosyltransferasy, cisZOG1 (Martin et al., 

2001) a izoenzym cisZOG2 preferují cZ izomer před tZ (Veach et al., 2003). Enzym 

využívá cZ a UDP-glukosu, ale nedokáže využít tZ, DHZ, cZR, tZR nebo UDP-xylosu. 

cisZOG1 O-glukosidy jsou hydrolyzovány β-glukosidasou, což vede k uvolnění aktivních 

bazí (Davies, 2010). 

 

2.3 Degradace 

Degradace CK má obrovský význam při regulaci cytokininové aktivity v rostlině. Tato 

reakce je katalyzována cytokinin oxidasou/dehydrogenasou (CKX). CK a některé jejich 

metabolity jsou díky CKX štěpeny na adenin a vedlejší postranní řetězec (Obr. 3). Aktivita 

CKX byla poprvé objevena v roce 1970 a během následujících třiceti let byla popsána u 
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rostlin. Jedná se o monomerní enzym o velikosti kolem 60 kD, některé purifikované 

enzymy mohou být glykosylovány. CKX degraduje báze a nukleosidy cytokininů. Delta-2 

dvojná vazba v isoprenoidním postranním řetězci iP a tZ se zdá být důležitá k rozpoznání 

substrátu, protože redukcí této vazby se poskytuje rezistence k CKX. DHZ cytokininy a 

jejich metabolity jsou tedy vůči CKX odolné. Některé modifikace na postranním řetězci, 

např. O-glukosylace, také zvyšují tuto rezistenci vůči CKX (Davies, 2010). 

 Reakční mechanismus byl popsán jako měď obsahující aminooxidasa. Ta má za 

úkol katalýzu oxidace biogenních primárních aminů na aldehydy, amoniak a peroxid 

vodíku přes meziprodukt imin. Analýza tohoto reakčního metabolismu CKX však přinesla 

otázku, zda se opravdu jedná o oxidasu. V CKX izolované z pšenice byla objevena 

přítomnost FAD obsahující flavoprotein. Tato CKX tedy nevyžaduje ke své funkci 

přítomnost kyslíku (Obr. 4). CKX se tedy chová spíše jako dehydrogenasa (Galuszka et al., 

2001). 

 Některé fenolické sloučeniny jsou schopny aktivovat CKX in vitro. Tyto látky 

slouží jako signální molekuly z hostitelských rostlin a geny viru Agrobacterium Ti 

plazmidu. Díky těmto látkám můžeme kontrolovat genovou expresi a degradaci cytokininů 

(Davies, 2010). 

 CK typu phenylmočovina jsou středně silnými inhibitory CKX (Kopečný et al., 

2010). 

 V Arabidopsis bylo nalezeno sedm genů pro CKX (Bilyeu et al., 2001). Každý 

z těchto genů vykazoval odlišné modely exprese. Činnost CKX je indukována zvýšeným 

obsahem cytokininů (Chatfield et al., 1986). 

 

 

Obr. 3, Mechanismus degradace cytokininu (Davies, 2010). 
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Obr. 4, Mechanismus degradace cytokininu bez přítomnosti kyslíku (Davies, 2010). 

 

2.4 Stanovení cytokininů 

Kvalitativní i kvantitativní analýza CK v rostlinném materiálu vyžaduje spojení 

efektivního purifikačního postupu a citlivé selektivní analytické koncovky. První 

chromatografickou metodou použitou k analýze fytohormonů byla tenkovrstvá 

chromatografie (TLC) (Davey et al., 1979). Kvůli nízké separační účinnosti a citlivosti 

byla TLC nahrazena instrumentálními metodami jako plynová chromatografie v kombinaci 

s hmotnostní spektrometrií (GC–MS) (Prinsen et al., 1995b), kapalinová chromatografie 

s hmotnostní spektrometrií (LC–MS) (Prinsen et al., 1995a; Prinsen et al., 1995b; Van 

Rhijn et al., 2001; Novák et al., 2003), radioimunoanalýza (RIA) a ELISA testy 

(MacDonald et al., 1985; Strnad et al, 1992). 

 Nejpoužívanější metou se v současné době stala kombinace vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní spektrometrií (HPLC-MS/MS) 

(Zhang et al., 2001; Chiwocha et al., 2003; Bredmose et al., 2005; Ge et al., 2005). Další 

zlepšení pro stanovení CK vedlo k následnému nahrazení HPLC ultraúčinnou kapalinovou 

chromatografií (UPLC) (Zhao et al., 2006). 

 Zavedení UPLC přineslo vyšší separační účinnost, rozlišení, citlivost, rychlost a 

propustnost vzorků (Nguyen et al., 2006; Wu et al., 2007; Nováková et al., 2009). Rychlá 

chromatografická separace a nízká koncentrace analytu ve vzorku vyžadovala citlivou a 

rychlou skenovací metodu, kterou poskytla tandemová hmotnostní spektrometrie 

(MS/MS). UPLC-MS/MS byla specifikována pro analýzu rostlinných hormonů (Naito et 

al., 2007;Arite et al., 2007; Zentella et al., 2007; Hirano et al., 2007; Novák et al., 2008; 

Kojima et al., 2009; Turečková et al., 2009). 
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3 Rostlinné tkáňové kultury 

 

Skoog a Miller (1957) dokázali, že diferenciace orgánů může být manipulována změnami 

relativních koncentrací auxinů a CK v kultivačním médiu. Rostlinné tkáňové kultury 

umožňují pěstovat rostliny v umělém prostředí za použití růstových regulátorů – CK a 

auxinů. Tento proces probíhá ve sterilních podmínkách na speciálních živných médiích a 

vychází z totipotence rostlinné buňky, která je ovlivněna přidanými fytohormony (Motte, 

2013). Užitím této metody dochází k ovlivnění přirozené biosyntézy cytokininů v rostlině 

(Hutchison et al., 2002; Pan et al., 2008; Jiang et al., 2010). Kromě auxinů a CK lze pro 

některé aplikace využít i jiných růstových regulátorů, například pyrabactin jako agonista 

ABA (Park et al., 2009) nebo strigolaktony (Umehara et al., 2008). 

 V takto pěstovaných rostlinách se vyskytují CK dvojího původu. Exogenní 

cytokininy, které se do rostliny dostanou z média, na němž je rostlina kultivována a 

endogenní cytokininy, které se tvoří přímo v rostlině. Jejich hlavní funkcí je ovlivnění 

rovnováhy mezi tvorbou kořene a prýtu, stupeň apikální dominance a mají také vliv na 

oddálení senescence (Motte, 2013). 

 Auxiny přidávané do média stimulují růst rostliny, řídí diferenciaci a prodlužování 

částí rostliny. Jedná se zpravidla o IAA a jí strukturně příbuzné látky (Davies, 2010). 

 Volba typu média, želírujících prostředků i typu a koncentrace růstových regulátorů 

je založena na požadavcích růstových faktorů, jako je množení výhonků, zakořenění, 

vzhled rostlin nebo aklimatizační podmínky (Aremu et al., 2012a). 

 Tato metoda je vhodná ke studiu mechanismu regenerační plasticity, testování 

hormonální citlivosti rostlin a tvorby sterilních linií rostlin (Sugimoto et al., 2013). 

 

3.1 Indukce kalusu 

Většina rostlinných pletiv reaguje na přítomnost zvýšené koncentrace cytokininu a auxinu 

dělením buněk, které vede k tvorbě kalusu. Pro indukci kalusu jsou nejčastěji používány 

syntetické auxiny (2,4-D a NAA). Jejich účinek je nejspíše způsoben akumulací uvnitř 

buňky (Meijer et al., 1999) a neschopností je vyloučit (Delbarre et al., 1996). Během 

počáteční fáze indukce kalusu může být přítomnost cytokininů nutná k udržení růstu. Po 

vzniku subkultur může dojít k omezení potřeby přítomnosti cytokininů (Meins, 1989). 

Přítomnost cytokininů koreluje s nárůstem exprese signálních genů cytokininů (Pischke et 
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al., 2006). Cytokinin TDZ může také indukovat kalusy v různých systémech rostlinných 

kultur (Murthy et al., 1998), pravděpodobně proto, že kromě své vazby na receptor 

cytokininů u Arabidopsis (Yamada et al., 2001; Spíchal et al., 2004) reguluje také 

signalizaci auxinů ovlivněním transportu auxinů (Suttle, 1988) a je středně silným 

inhibitorem CKX, čímž zvyšuje endogenní hladiny přirozených cytokininů. 

 Kalusy mají různé tvary, barvu a vnitřní strukturu, z čehož lze odvodit, že auxiny 

zprostředkovaná dediferenciace explantátových buněk není úplná.  Stejný explantát může 

generovat několik typů kalusů odlišné morfogenetické regenerační kapacity. Většina studií 

ukazuje, že pletivo, inkubační podmínky, světlo a teplota jsou důležité parametry, které 

určují regenerační schopnosti kalusu (George et al., 2008).  
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4 Experimentální část 

 

4.1 Materiál 

Explantáty (kalusy) konopí setého (Cannabis sativa L.) byly pěstovány (Ing. I. Smýkalová, 

Ph.D., AGRITEC, výzkum, šlechtění a služby, s.r.o., Šumperk) na MS a IMB4 médiích 

s různým obsahem přidaných CK (tab. 1). V prvním experimentu byla koncentrace 

přidaných CK na MS medium 7 μmol/l, pro druhý experiment byla tato koncentrace 

navýšena na 20 μmol/l. IMB4 médium obsahovalo konstantní koncentraci 2,9 μmol/l K a 

4,44 μmol/l BAP pro oba experimenty. 

 

Tab. 1, Média s přídavkem CK použitá k pěstování explantátů konopí setého připravena 

v Agritec, Šumperk 

 

 

 

 

 

 

4.2 Přístrojová technika a chemikálie 

Kulový mlýnek MM301 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Germany) 

Mechanický rotátor Stuart 

Centrifuga Avanti
TM

 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) 

DEAE-Sephadex A25 (Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA) 

Bond Elut – SCX, 100 mg/1 ml (Varian) 

Spe-ed SPE Cartridge C18/18%, 100 mg/ 1 ml (Applied Separation) 

Preimunní (PI) a imunoafinitní (IA) kolony s agarózovým gelem Affi-Gel 10 (Bio-Rad 

Labs, Hercules, USA) s monoklonálními protilátky anticytokininu NZRD nebo 1G6 

(Laboratoř růstových regulátorů, Univerzita Palackého, Olomouc) 

médium přidaný cytokinin

MS1 medium BAP

MS2 medium meta - topolin

MS3 medium BAP + INCYDE

MS4 medium BAP9THP

MS5 medium BAP + BAP9THP

IMB4 K + BAP
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Vakuová rotační odparka Rotavapor® R-200 (Buchi Labortechnik AG, Postfach, 

Switzerland) 

Biological thermostat BT120 

MicroTubes Brand 

Micro Insert 0,1 ml, 28x6 mm, with Spring Bottom, Supelco, USA 

Deionizovaná (Milli-Q) H2O 

Bielsky pufr (60 % MetOH + 25 % CHCl3 + 10 % H2O + 5 % HCOOH) 

Standardy: volné báze (B): [
13

C5]cZ, [
13

C5]tZ, [
2
H5]tZR, [

2
H5]tZ9G, [

2
H3]DHZ, 

[
2
H3]DHZR, [

2
H3]DHZ9G, [

2
H6]iP, [

2
H6]iPR, [

2
H6]iP9G, [

2
H7]BAP, [

2
H7]BAPR, 

[
2
H7]BAP9G, [

15
N4]mT, [

13
C5]oT, [

15
N4]K; O-glukosidy (OG): [

2
H5]tZOG, [

2
H5]tZROG, 

[
2
H7]DHZOG; nukleotidy (NT): [

2
H5]tZRMP, [

2
H3]DHZRMP, [

2
H6]iPRMP, 

[
2
H7]BAPRMP (Laboratoř růstových regulátorů, Univerzita Palackého, Olomouc) 

Methanol, Gradient grade for liquid chromatography, LiChrosolv, Merck 

Ethylalkohol pro UV Spektroskopii, 99,8%, Lachner, Česká Republika 

Mravenčan amonný, Sigma-Aldrich, USA 

Chlorid sodný, Lachner, Česká Republika 

Dihydrát dihydrogenfosforečnanu sodného, Lachner, Česká Republika 

Hydrogenuhličitan sodný, Lachner, Česká Republika 

Octan amonný, Sigma-Aldrich, USA 

β-glukosidasa (2,31 U/mg), Sigma-Aldrich, USA 

Alkalická fosfatasa (±3,5 U/mg), EIA Grade, Invitrogen, USA 

Equilibrační směs SCX (50 % MetOH + 2 % HCOOH) 

Eluční směs 1 (60 % MetOH + 40 % 4 M NH3) 

Eluční směs 2 (80 % MetOH + 2 % CH3COOH) 

PBS (50 mM NaH2PO4 · 2 H2O (7,8 g/l) + 15 mM NaCl (0,877 g/l); pH 7,2) 

50 mM NaHCO3 (420 mg/100 ml; pH 9,6) 

100 mM NH4COOCH3 (770 mg/100 ml, pH 5) 
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4.3 Příprava vzorků 

Vzorky kalusu konopí setého byly homogenizovány pod tekutým dusíkem. Každý vzorek 

rostlinného materiálu rozvážen na příslušné triplikáty po 0,125 ± 0,005 g do 2 ml 

mikrozkumavek. Zhomogenizované zbytky vzorků byly uskladněny při -70 °C. 

 Přesně navážené vzorky byly extrahovány 1 ml Bieleski pufru, ke kterým byly 

přidány vnitřní (interní) standardy cytokininů (10 μl 10-7 M B, 20 μl 10-7 M OG, 20 μl 10-

7 M NT) pro kvantitativní stanovení. Další homogenizace byla provedena na kulovém 

mlýnku (27 Hz; 3 min; 4 °C) a ultrazvuku (5 min; 4 °C). Extrakce vzorků konopí setého 

proběhla na rotátoru Stuart při 4 °C po dobu 30 minut. Následovala centrifugace (15000 

rpm; 10 min; 4 °C), po které byly supernatanty odebrány a sedimenty reextrahovány 1 ml 

Bieleski pufrem. 

 Prvním purifikačním krokem cytokininů bylo použití iontoměniče SCX. Po 

kondicionaci a equilibraci těchto SPE kolon se nanesly spojené supernatanty extrakce a 

reextrakce. Kolony byly poté promyty Bieleski pufrem a MetOH a následně eluovány 3 ml 

eluční směsí 1. Takto získané eluáty byly odpařeny na vodnou fázi na vakuové odparce. 

 Vodné fáze byly zředěny 4 ml 10 mM HCOONH4 a naneseny na soustavu kolon 

DEAE Sephadex - C18 (100 mg/1 ml) (Novák et al., 2003), kde došlo k oddělení B a OG 

frakce od NT frakce. Při promytí DEAE-Sephadex 10 mM HCOONH4 došlo k uvolnění B 

a OG frakcí do C18. Po přesunu DEAE-Sephadex na nové C18 kolonky a jejich promytím 

1 M HCOONH4 přešly NT frakce do těchto SPE kolon. Jednotlivé frakce z C18 byly 

eluovány 4 ml eluční směsí 2 a eluáty odpařeny do sucha na vakuové odparce. 

 Posledním purifikačním krokem bylo použití imunoafinitní chromatografie (IAC). 

Tato purifikační metoda je založena na interakci protilátka – antigen za vzniku 

imunokomplexu (Ab-Ag) (Chase, 1983). Odparky B a OG frakcí byly rozpuštěny v 50 μl 

70% EtOH a 450 μl PBS. Vzorky byly jednou naneseny na preimunní (PI) a opakovaně na 

imunoafinitní (IA) kolonky, kde došlo k oddělení OG frakcí, které zůstaly v promývacím 

roztoku. B frakce byly získány vyeluováním 3 ml MetOH (-20 °C). Eluáty B i OG frakcí 

byly odpařeny do sucha na vakuové odparce. 

 Dalším krokem přípravy vzorku bylo enzymatické štěpení OG a NT frakce, β-

glukosidasou a alkalickou fosfatasou, za účelem převedení na volné báze. Odparky OG 

frakcí byly rozpuštěny v 200 μl 100 mM NH4COOCH3 a 50 μl β-glukosidasy a 

inkubovány v biologickém termostatu (1 hod; 37 °C; tma). Po inkubaci bylo ke vzorkům 

přidáno 750 μl PBS a vzorky opakovaně naneseny na IA kolonky. Po promytí PBS byly 
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OG frakce vyeluovány 3 ml MetOH (-20 °C). Odparky NT frakcí byly rozpuštěny v 20 μl 

70% EtOH, 180 μl NaHCO3 a 50 μl alkalické fosfatásy (AP) a inkubovány (2 hod; 37 °C; 

tma). Po inkubaci bylo ke vzorkům přidáno 250 μl PBS a vzorky naneseny na PI a 

opakovaně na IA kolonky. Po promytí PBS byly NT frakce vyeluovány 3 ml MetOH        

(-20 °C). Eluáty opět odpařeny do sucha na vakuové odparce. 

 

4.4 Separace a kvantifikace cytokininových metabolitů metodou UPLC-ESI-

MS/MS 

Pro kvalitativní a kvantitativní stanovení cytokininů metodou UPLC-MS/MS se vzorky 

rozpustily ve 30 μl směsi MetOH s 15mM NH4COOH (poměr 1:9) a převedly se do 2 ml 

vialek s 0,1 ml mikro-insertem. 15 μl každého vzorku bylo naneseno na reverzní fázi 

kolony (BEH C18, 2,1 x 50 mm, 1,7 μm; Waters). Vzorky byly eluovány s 5-ti minutovým 

lineárním gradientem metanolem a 15mM mravenčanem amonným (pH 4,0) v poměru od 

10:90 do 100:0 při průtokové rychlosti 0,5 ml/min a teplotě kolony 40 °C. Poté byla kolona 

promyta a equilibrována na původní podmínky, za kterých byly retenční časy sledovaných 

látek v rozmezní skenování píků: 1,0 až 4,2 minut. Eluce byla detekován UV detektorem 

s diodovým polem (rozsah skenování 210-400 nm s rozlišením 1,2 nm, vzorkovací 

frekvence 10 spekter/s) a tandemovou hmotnostní spektrometrií (MS/MS). 

MRM analýza byla provedena za následujících podmínek: kapilární napětí 2,51 kV; 

teplota zdroje/desolvatačního plynu 120/550 °C; průtok desolvatačním plynem 600 l/h; 

LM/HM rozlišení 12,5; energie iontů 1 0,9 V; energie iontů 2 0,5 V, vstupní, výstupní 

napětí a napětí násobiče 2,0 V, 2,0 V a 650 eV. Jako kolizní plyn byl použit argon. Doby 

prodlevy, napětí kužele a kolizní energie pro jednotlivé přechody byly optimalizovány pro 

maximální citlivost. Doba prodlevy pro každý MRM kanál byla vypočtena na 16 

skenovacích bodů na pík, během této doby bylo mezikanálové zpoždění 0,1 s a doba cyklů 

byla 0,55 – 0,65 s. Měření proběhlo na Acquity UPLC
TM

 System, 2996 PDA 

detector, XEVO TQ MS (modifikováno Novák et al., 2008: eluce s 5-ti minutovým 

lineárním gradientem metanolem a mravenčanem amonným v poměru od 10:90 do 100:0 

při průtokové rychlosti 0,5 ml/min; retenční časy sledovaných látek v rozmezí skenování 

píků: 1,0 až 4,2 minut; kapilární napětí 2,51 kV; teplota zdroje/desolvatačního plynu 

120/550 °C; průtok desolvatačním plynem 600l/h; energie iontů 1 0,9 V; energie iontů 2 

0,5 V). 
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5 Výsledky 

 

Ve vzorcích bylo izolováno a s využitím UPLC-MS/MS stanoveno 47 metabolitů 

cytokininů. Zjištěné koncentrační hladiny jsou uvedeny v tabulkách 2 – 5. Vždy byly 

analyzovány tři technické replikáty, získané výsledky byly statisticky zpracovány. 
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6 Diskuze 

 

Doposud nebyl žádný z pokusů regenerace rostlin konopí nepřímo z kalusů (Obr. 7) či 

suspenze kultur úspěšný (Feeney et al., 2003). U kalusu a suspenze kultur se objevila 

tendence tvorby kořenů (Fisse et al., 1981, Hemphill et al., 1978, MacKinnon et al., 2000). 

Tvorba výhonků však nebyla pozorována. Současný výzkum je tedy zaměřen na hledání 

efektivního a spolehlivého regeneračního protokolu (Feeney et al., 2003). 

 Ve vzorcích kalusů pěstovaných na různých kultivačních mediích byly nalezeny 

významné rozdíly v hladinách jednotlivých cytokininových metabolitů, což je v souladu 

s již publikovanou literaturou (Aremu et al., 2012a). 

 BAP je stále jedním z nejúčinnějších CK, který podporuje in vitro regeneraci 

výhonků a rozmnožování rostlinných druhů. Ve snaze řešit různé fyziologické a vývojové 

problémy spojené s CK obecně a BAP jsou ale testovány i další CK (Aremu et al., 2012a). 

Strukturní variabilita CK nabízí širokou škálu možností, jak změnit jejich strukturu a tím 

zvýšit jejich možnosti použití. Rozdíly biologické aktivity stejného CK v různých 

systémech slouží k rozpoznávání různých modelů a/nebo signalizačních mechanismů, které 

mohou fungovat v CK závislých fyziologických reakcích. Upozorňují také na možnost 

tvorby specifických látek, které modulují konkrétní CK-dependentní odpovědi (Doležal et 

al., 2006, Doležal et al., 2007). Interpretace výsledků biologických zkoušek závisí na 

povaze testu a použitých rostlinných materiálů. 

 Záměna furfurylové skupiny K řadou dalších postranních řetězců je možná bez 

výrazné ztráty aktivity CK. BAP, pravděpodobně nejvíce využívány CK v rostlinných 

tkáňových kulturách, vděčí za svůj objev právě substituci nahrazující furfurylovou skupinu 

benzylovou skupinou. V testu tabákového kalusu bylo zjištěno, že BAP je více aktivní než 

K. Aktivita substituovaných aminopurinových kruhů je také ovlivněna stupněm nasycení. 

Obecně platí, že aminopuriny s nenasyceným kruhem jsou více aktivní než ty nasycené 

(Skoog et al., 1967, Skoog a Armstrong, 1970, Matsubara 1980). Tomu odpovídají 

výsledky obou experimentů, kde v přídavku samotného BAP byly hladiny aktivních 

cytokininů několikanásobně vyšší než v přídavku kombinace BAP s K (Obr. 5, Obr. 6). 

 Z důvodů vysokého potenciálu topolinů jako náhrada běžně používaných CK byl 

zkoumán jejich vliv v různých rostlinných modelech. U Spathiphyllum floribundum 

(Werbrouck et al., 1996) a Aloe polyphylla (Bairu et al., 2007) měl mT vyšší účinnost při 

mikropropagaci než BAP. Naopak u Rosa hybrida byla při použití mT pozorována nižší 



29 
 

míra množení než u BAP (Bogaert et al., 2006). Zásadními faktory na účinek těchto CK 

jsou genotyp, koncentrace použitých CK a typ média (Dobranszki et al., 2004, Vinayak et 

al., 2009, Magyar –Tábori et al., 2010, Wojtania, 2010). Bylo také zjištěno, že přítomnost 

auxinu, IAA v kultivačním médiu zvyšuje tvorbu 9-glukosidů v rostlinách ošetřených 

BAP, ošetřených topoliny naopak snižuje. Tvorba O-glukosidů byla pozorována 

v rostlinách ošetřených topoliny s nízkým obsahem IAA (Aremu et al., 2012a). Tomu 

odpovídají výsledky experimentů, kde přídavek mT v obou experimentech vedl k vysoké 

tvorbě neaktivních, avšak přirozeně degradovatelných, O-glukosidů (Obr. 5, Obr. 6). 

 U CK s halogenovou substitucí je aktivita zvyšující účinek této strukturní změny na 

isoprenoidních (Clemenceau et al., 1996, Haidoune et al., 1998) a aromatických (Bogaert 

et al., 2006, Doležal et al., 2006, Doležal et al., 2007) CK dobře zdokumentována. 

Jednotliví autoři vysvětlují aktivitu zlepšující účinek halogenové substituce různě, 

například: vysoká elektronegativita a malá velikost halogenů (Crocker et al., 2007), 

schopnost organických halogenových sloučenin tvořit strukturní motivy přes inter-

molekulární interakce (Emmerling et al., 2007), snížení citlivosti sloučenin k CKX 

(Clemenceau et al., 1996, Haidoune et al., 1998) a schopnost vytvářet vodíkovou vazbu s 

donory elektronů CK receptoru (Doležal et al., 2007). INCYDE je však jen velmi slabým 

CK a jeho hlavní mechanismus účinku spočívá v inhibici CKX (Zatloukal et al., 2008, 

Aremu et al., 2012b). Tomu odpovídají výsledky experimentů, kde přídavek INCYDE 

v obou experimentech zvyšoval poměr endogenních aktivních cytokininů oproti 

neaktivním (Obr. 5, Obr. 6). 

N9-THP skupina CK chrání molekulu proti N9-glykosylaci a způsobuje pomalé 

uvolňování aktivní volné báze, čímž spouští degradační procesy v mnohem menší míře. 

Ačkoli metabolické studie s radioaktivně značeným 3MeOBA9THPP ukázaly, že tato 

skupina může být postupně odstraněna in vivo, celkový obsah neaktivních glykosidů je 

však stále významně nižší než u testů s nechráněnou molekulou (Podlešáková et al., 2012). 

Tomu odpovídají výsledky experimentů, kdy po přídavku BAP9THP a kombinaci BAP a 

BAP9THP byl poměr naměřených hladin volných bazí a toxických N-glukosidů nejvyšší 

ve prospěch volných bazí (Obr. 5, Obr. 6). Nejnižší koncentrace glukosidů, zejména 

BAP9G, na médiu s přídavkem BAP9THP, dobře koreluje s výsledky in vitro experimentů, 

kdy na tomto médiu při nižší koncentraci BAP9THP vyrostly kořeny, při vyšší koncentraci 

i prýty (Obr. 8). 
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Obr. 5, Koncentrace cytokininů v kalusech konopí setého, první experiment 

 

 

Obr. 6, Koncentrace cytokininů v kalusech konopí setého, druhý experiment 
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Obr. 7, Kalus konopí setého (Foto: RNDr. M. Griga, CSc.) 

 

 

Obr. 8, Regenerované rostliny konopí setého (Foto: RNDr. M. Griga, CSc.) 
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7 Závěr 

 

Cílem bakalářská práce bylo izolovat a kvantifikovat cytokininy a jejich metabolity 

v explantátech konopí setého, které byly pěstovány na médiích s různým přídavkem 

cytokininů. Ke stanovení bylo použito ultraúčinné kapalinové chromatografie ve spojení 

s tandemovou hmotnostní spektrometrií. 

 Na základě porovnání hladin identifikovaných metabolitů byly potvrzeny výsledky 

in vitro testů a jako nejvhodnější médium bylo stanoveno MS medium s přídavkem 

BAP9THP. 
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