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1 Úvod 

 

Cytokininy tvoří jednu ze skupin rostlinných hormonů. V rostlinném těle, spolu 

s dalšími skupinami fytohormonů, hrají důležitou roli regulátora rostlinných procesů, 

mezi které například patří regulace buněčného dělení, apikální dominance, oddálení 

senescence, řízení opadu listů a mnoho dalších (Mok et al., 2000). Některé patogenní 

bakterie syntetizují vlastní deriváty cytokininů, které potlačují obranné funkce 

u napadeného hostitele, a tímto podporují šíření infekce. Po chemické stránce jsou 

cytokininy deriváty adeninu, substituované na pozici N6 adeninového kruhu. Dle typu 

postranního řetězce rozlišujeme dvě základní skupiny cytokininů, a to isoprenoidní 

a aromatického typu. Cytokininy se mohou nacházet v několika formách. Biologicky 

aktivní formu představují volné báze, mezi méně biologicky aktivní formy patří jejich 

ribosidy, ribotidy, O-glykosidy pak slouží jako zásobní molekuly a N-glykosidy jsou 

označovány jako neaktivní formy (Mok et al., 2000).  

Díky tomu, že svou přítomností dokáží ovlivňovat a řídit růst a vývoj rostlin, 

si získaly velkou pozornost a jsou předmětem studia. Cytokininy, a obecně všechny 

fytohormony, se nacházejí v rostlinách nebo některých bakteriích ve velmi malých 

koncentracích. Z tohoto důvodu je nutné mít citlivé metody pro jejich kvalitativní 

a kvantitativní analýzu. Vývoj těchto analytických metod představuje stěžejní krok 

studia fytohormonů. V dnešní době se pro jejich studium využívá především 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) ve spojení s UV-VIS detektorem 

nebo hmotnostním spektrometrem (HPLC-MS/MS; Tarkowski et al., 2009).  
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2 Současný stav řešené problematiky 

 

2.1 Rostlinné hormony 

 
Vývoj rostlin je ovlivňován mnoha faktory, jak endogenními, tak i působením 

nejrůznějších podmínek vnějšího prostředí. Mezi endogenní faktory patří významná 

skupina organických nízkomolekulárních látek - rostlinných hormonů - nazývaná také 

jako fytohormony. Rostlinné hormony jsou přirozenou součástí rostlin, tyto látky 

si rostlina sama syntetizuje a jsou mezi rostlinami univerzální. Jednotlivé hormony jsou 

vytvářeny v různých částech rostliny různými buňkami a odtud jsou poté translokovány 

do ostatních částí rostlinného těla, kde ve velmi malé koncentraci, často v koncentracích 

10-6 až 10-9 mol.l-1, způsobují fyziologickou odpověď. Tato odpověď je dána schopností 

buněk signál zachytit specifickými receptory a následně na něj reagovat. Celková 

odpověď je většinou závislá na kooperaci dvou či více fytohormonů, jejich množstvím, 

oblastí, kde v rostlině působí a na citlivosti na daný hormon. Tato úroveň citlivosti 

je regulována ontogeneticky. Konečná odpověď může mít povahu stimulace či inhibice. 

Podle funkce, účinků či chemické povahy jsou fytohormony děleny do skupin (Taiz 

a Zeiger, 2010; Nambara, 2013). 

Některé chemické látky s podobnou stavbou, často deriváty, které nejsou v rostlinách 

syntetizovány, dokáží simulovat a ovlivnit signální odpověď. Výsledkem může být 

i změna metabolismu, biosyntézy či degradace fytohormonů nebo ovlivnění 

transportních drah z míst syntézy do míst účinku. Některé látky pozměňují citlivost 

receptoru na signál v jednotlivých pletivech, kde daný signál působí (Taiz a Zeiger, 

2010). 

Efekty působení těchto růstových regulátorů jsou pleiotropní, což znamená, že 

povětšinou mají několik různých projevů a jsou ovlivněny dalšími různými 

podmínkami, jako například jejich koncentrací, typem růstové látky, vývojovým 

stádiem rostliny nebo fyziologickým stavem buněk, pletiv či orgánů, které na daný 

specifický signál reagují. Tyto změny citlivosti jsou důležitým prvkem regulace procesů 

vývoje v rostlině. Zmíněné efekty jsou dále ovlivněny i vnějšími faktory, například 

intenzitou světelného záření, teplotou, vlhkostí atd. Základní studium těchto látek 

a jejich efektů může probíhat dvěma způsoby, a to buď sledováním úrovně určitého 

fytohormonu za určitých podmínek a stádia fyziologického vývoje, nebo sledováním 

účinků dodané růstové látky (Taiz a Zeiger, 2010; Nambara, 2013).  
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2.1.1 Auxiny 

 
Auxiny jsou nejdéle známou skupinou fytohormonů. Název auxin pochází z řeckého 

slova auxó, což v překladu znamená „zvětšovat se“ (Tromas a Perrot-Rechenmann, 

2010). Auxiny poprvé popsal v roce 1926 Nizozemský botanik F. Went. Produkce 

auxinů v rostlinách je klíčovým faktorem pro jejich růst, reakce na okolní prostředí 

a hlavně pro vývoj rostlinných orgánů (např. listů a květů; Taiz a Zeiger, 2010). Toto je 

dosaženo díky velmi složitému a dobře koordinovanému systému aktivního transportu 

molekul auxinu z buňky do buňky po celém těle rostliny podle tzv. polárního transportu 

auxinu. To znamená, že rostlina jako celek může reagovat na vnější podmínky 

a přizpůsobit se jim bez nutnosti mít nervový systém (Tromas a Perrot-Rechenmann, 

2010). Auxiny obvykle jednají ve shodě nebo v opozici s ostatními fytohormony – 

například poměr auxinu a cytokininu v určitých rostlinných tkáních ovlivňuje zahájení 

růstu nových kořenů proti vzniku pupenů. Mezi nejdůležitější fyziologické funkce 

auxinu patří regulace gravitropismu (orientace růstu podzemních a nadzemních částí 

rostliny), fototropismu (ohyb rostlin za zdrojem světla), stimulace/inhibice tvorby 

postranních kořenů, regulace apikální dominance rostliny, podpora růstu a prodlužování 

stonku (Iino, 2001; Strohm et al., 2013). Dále se také podílí na udržování polarity 

pletiv, stimuluje vývoj plodu a ovlivňuje diferenciaci nových pletiv. Mezi nejdůležitější 

fytohormony patřící do této skupiny jsou kyselina indolyl-3-octová (IAA), kyselina 

indolyl-3-máselná (IBA) a kyselina 4-chlor-indolyl-3-octová (4-Cl-IAA; Taiz a Zeiger, 

2010; Tromas a Perrot-Rechenmann, 2010). 

 

 

 

Obr. 1 Strukturní vzorce auxinů – IAA (A), IBA (B), 4-Cl-IAA (C). 
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2.1.2 Cytokininy 
 

Cytokininy byly poprvé objeveny v 50. letech 20. století F. K. Skoogem na univerzitě 

ve Wisconsinu – Madison (USA) v kokosovém mléce. První cytokinin s názvem kinetin 

byl úspěšně izolován až v roce 1955. Po chemické stránce se jedná 

o 6-furfurylaminopurin (Miller et al., 1955). Od té doby již bylo identifikováno více než 

40 derivátů cytokininů. Většina přirozeně se vyskytujících cytokininů jsou 

N6-substituované deriváty adeninu s isoprenoidním nebo aromatickým postranním 

řetězcem, lišící se přítomností dalších funkčních skupin, dvojných vazeb či jejich pozicí 

(Mok et al., 2000). Svou roli hrají v široké škále biologických procesů v rostlinách, jako 

jsou například stimulace buněčného dělení, řízení opadávání listů, kontrola apikální 

dominance, diferenciace chloroplastů, indukce exprese genů fotosyntézy či regulace 

tolerance ke stresu (sucho, vysoká teplota, vysoká salinita atd.; Taiz a Zeiger, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2 Strukturní vzorec t-zeatinu (tZ). 
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2.1.3 Gibereliny 

 
Gibereliny byly objeveny v průběhu 30. let 20. století v Japonsku skupinou vědců 

vedených E. Kurosawou při studiu choroby rýže, která byla způsobena houbou 

Gibberella fujikuroi. Tato houba vylučuje kyselinu giberelovou, která byla poprvé 

úspěšně izolována v 50. letech 20. století (Taiz a Zeiger, 2010). V dnešní době je známo 

více než 130 sloučenin patřících do této skupiny (Stirk et al., 2013). Po chemické 

stránce jsou gibereliny diterpenoidy složené ze čtyř isoprenoidních jednotek, kdy každá 

obsahuje 5 uhlíkových atomů. Mezi hlavní účinky giberelinů patří stimulace kvetení, 

klíčení semene, prodlužování stonku a zvětšování listu (Harberd et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3 Strukturní vzorec giberelinu A1 (GA1). 
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2.1.4 Ethylen 

 
Ethylen je jediným plynným fytohormonem, který je produkován všemi rostlinnými 

částmi, ale pouze některé z nich ho produkují ve velkém množství. Ethylen je také 

tvořen jako odpověď na stresové podmínky rostliny při poranění či nákaze patogenem. 

Svými účinky podporuje zrání plodů, ovlivňuje opad listů, stimuluje tloustnutí stonku 

a kořenů, inhibuje růst do délky nebo vyvolává tvorbu adventivních kořenů (Lin et al., 

2009; Taiz a Zeiger, 2010). 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4 Strukturní vzorec ethylenu. 
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2.1.5 Kyselina abscisová 

 
Kyselina abscisová je na rozdíl od ostatních fytohormonů samostatnou strukturou. Byla 

původně nazývána „abscisin II“, protože se zprvu předpokládalo, že hraje významnou 

roli při dormanci pupenů. Kyselina abscisová (ABA) byla poprvé identifikována v roce 

1963 F. Addicottem a jeho spolupracovníky (Taiz a Zeiger, 2010). Jedná 

se o seskviterpen s 15 uhlíkovými atomy a cyklickou částí v molekule, vyskytující se 

ve vícero izomerech, z kterých je ale pouze aktivní (S)-ABA. V rostlinách hraje 

důležitou roli, a to tím, že snižuje citlivost na nedostatek vody a reguluje otevírání 

a zavírání průduchů. V určitém období vývoje rostliny, například při zrání semene, 

je potřeba výrazně snížit obsah vody v buňkách. Její vysoká koncentrace také brání 

předčasnému vyklíčení semene, stimuluje růst laterálních kořenů a dormanci pupenů 

(Hetherington a Quatrano, 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5 Strukturní vzorec kyseliny abscisové. 
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2.1.6 Brassinosteroidy 

 
Brassinosteroidy jsou šestou objevenou skupinou fytohormonů. První byl v roce 1979 

izolován fytohormon brassinolid z pylu řepky olejky (Brassica napus), a odtud tedy 

pochází název pro celou skupinu, která dnes obsahuje přes 70 druhů brassinosteroidů 

(Bajguz a Hayat, 2009; Taiz a Zeiger, 2010). Tyto fytohormony se steroidní strukturou 

působí synergicky s některými ostatními hormony, jako například s auxiny nebo 

gibereliny. Brassinosteroidy stimulují dělení a objemový růst buněk, indukují kvetení, 

podporují klíčení semene. Jejich další funkcí je ochrana rostliny před stresovými faktory 

z vnějšího prostředí (Bajguz a Tretyn, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 6 Strukturní vzorec brassinolidu. 
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2.1.7 Strigolaktony 

 
Skupina fytohormonů byla poprvé popsána v 60. letech 20. století (Taiz a Zeiger, 2010). 

Svou strukturou to jsou terpenoidní látky odvozené od karotenoidů. Dodnes bylo 

popsáno 15 zástupců této skupiny (Xie a Yoneyama, 2010). Strigolaktony jsou 

syntetizovány v kořenech rostlin a odkud se rozvádějí do zbytku těla. Stimulují růst 

parazitických rostlin, jejich signál aktivuje větvení a prorůstání mykorhizních hub, což 

má za následek vznik symbiózy mezi houbou a rostlinou. Tento symbiotický vztah mezi 

rostlinami a houbami se nazývá mykorrhiza a přináší své výhody pro obě strany. 

Mykorrhizní houba výměnou za své minerální látky přijímá fixovaný uhlík z hostitele. 

Na rozdíl od ostatních fytohormonů je role strigolaktonů velmi specifická (Ruyter-Spica 

et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7 Obecný strukturní vzorec strigolaktonu. 
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2.1.8 Jasmonáty 

 
Jasmonáty jsou malou skupinou fytohormonů odvozených od kyseliny linolové. První 

identifikovaný fytohormon pocházel z oleje připraveného z jasmínu obecného. Kyselina 

jasmonová a její deriváty jsou obecně nazývány jasmonáty a jsou produkovány 

v některých částech rostlinného těla. Odtud jsou poté transportovány floémem 

do ostatních částí, kde aktivují genovou expresi tím, že se připojí k promotorům. Dále 

ovlivňují dozrávání plodů (spolu s ethylenem), inhibují růst kořenů, řídí vývoj 

a otevírání květů a stimulují v nich sekreci nektaru. V neposlední řadě také podporují 

vznik obranných látek proti patogenům, a to tím, že aktivují expresi genů, které kódují 

různé obranné mechanismy proti tomuto poškození (Devoto et al., 2005; Taiz a Zeiger, 

2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8 Strukturní vzorec kyseliny jasmonové. 
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2.1.9 Polyaminy 

 
Polyaminy jsou skupina alifatických aminů s nerozvětveným řetězcem, které vznikají 

biosyntézou z aminokyselin. Tato skupina látek nepatří mezi fytohormony, ale 

představují skupinu látek s regulační aktivitou. Jejich hlavní funkcí je regulace růstu, 

oddálení senescence a jsou součástí procesů, které chrání rostliny před stresem. 

Polyaminy mají antioxidační účinky, schopnost neutralizovat kyselé sloučeniny 

a stabilizují buněčné membrány. Patří zde například spermidin, spermin, putrescin 

a kavaderin (Zhao a Yang, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 9 Strukturní vzorec putrescinu. 
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2.2 Cytokininy 

 
Cytokininy patří do skupiny rostlinných hormonů, které jsou nezbytné pro mnoho 

vývojových pochodů. Cytokininy ovlivňují buněčné dělení, apikální dominanci, 

senescenci nebo zvyšují toleranci ke stresovým podmínkám (Mok et al., 2000). 

Přirozeně se vyskytující cytokininy jsou deriváty adeninu s postranním řetězcem 

napojeným na pozici N6 aromatického kruhu. Dle povahy postranního řetězce 

cytokininy rozlišujeme na isoprenoidní a aromatické. Jednotlivé deriváty se liší 

přítomností různých funkčních skupin nejen na postranním řetězci, ale i na purinovém 

jádře (Mok et al., 2000). Cytokininy s aromatickým postranním řetězcem nejsou 

v přírodě příliš běžné, vyskytují se pouze v několika rostlinných druzích (Strnad, 1997). 

Isoprenoidní cytokininy se dělí na dvě podskupiny, a to cytokininy odvozené 

od isopentenyladeninu (iP) a cytokininy zeatinového typu, které obsahují 

hydroxylovaný isopentenyl. Cytokininy zeatinového typu se dále dělí na trans a cis 

v závislosti na tom, která ze dvou metylových skupin je na postranním řetězci 

hydroxylovaná. Aktivita trans-zeatinu je daleko větší než aktivita cis-zeatinu. 

Cytokininy se v aktivní formě vyskytují ve formě bazí, v méně aktivní jako ribosidy 

či ribotidy (Kakimoto, 2003). 
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Tab. 1 Základní skelet molekuly cytokininu, strukturní vzorce a zkratky vybraných cytokininů 

(převzato z Tarkowski, 2011). 
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2.2.1 Biosyntéza cytokininů 

 
Zvýšené hladiny cytokininů nalezneme převážně v mladých dělících pletivech, 

například ve vrcholech stonků, mladých listech nebo v kořenových špičkách 

(Emery et al., 2000). Hladina cytokininů v daném místě (pletivu, či buňce) je 

regulována biosyntézou, konjugací, interkonverzí, degradací a transportem.  

Biosyntéza cytokininů odvozených od isopentenyladeninu začíná přenosem 

isoprenoidní části na adenin pomocí enzymu isopentenyltransferasy (IPT, EC 2.5.1.27; 

Takei et al., 2001). Donorem isoprenoidního postranního řetězce jsou dimethylallyl 

difosfát (DMAPP) a 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfát (HMBDP; Krall et al., 

2002; Sakakibara et al., 2005). V případě připojení preferovanější DMAPP a formaci 

cytokininu odvozených od isopentenyladeninu může být postranní řetězec dále 

hydroxylován pomocí cytochromu P450 monooxygenasy (Takei et al., 2004). 

Cytokininové nukleotidy jsou poté hydrolyzovány za vzniku volných bází. 

Biosyntéza cytokininů zeatinového typu je možná pomocí dvou různých 

metabolických drah, a to buď isopentenyladenin-dependentní dráhou, kde je prvně 

produkován isopentenyladenin nukleotid a poté je hydroxylován za účasti cytochromu 

P450 monooxygenasy (Åstot, et al., 2000). Druhou možností je 

isopentenyladenin-independentní dráha, kde jsou cytokininy trans-zeatinového typu 

produkovány přímo přenosem hydroxylovaného postranního řetězce z prekurzoru 

HMBDP na adeninový kruh (Sakakibara et al., 2005). V rostlinách jsou přítomny dvě 

dráhy pro produkci isoprenoidních řetězců, které jsou součástí prekurzorů obou drah. 

První je mevalonátová dráha, lokalizována v cytosolu a mitochondriích, která produkuje 

prekurzory pro biosyntézu sterolů, některých seskviterpenů a postranního řetězce 

ubichinonu. Druhou je methylerytritol fosfátová dráha, lokalizovaná v plastidech, která 

je zodpovědná za produkci monoterpenů, některých seskviterpenů, diterpenů, 

karotenoidů a postranních řetězců pro chlorofyl a plastochinon (Lange et al., 2000; 

Laule et al.; 2003). Mevalonátová dráha začíná kondenzací tří molekul acetyl-CoA 

a postupnou redukcí na mevalonát, který je poté dvakrát fosforylován za vzniku 

mevalonát-5-difosfátu. Poté následuje další fosforylace, dekarboxylace a nakonec 

izomerace na DMAPP. Methylerytriol fosfátová dráha začíná kondenzací pyruvátu 

a glyceraldehydu-3-fosfát za vzniku sloučeniny 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfát, ze které 

následně vzniká methyleritriol fosfát. V dalším kroku dochází ke spojení 

s cytidylfosfátem, následuje fosforylace a cyklizace. Vzniklý HMBDP může být dále 

http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=6603259936&amp;eid=2-s2.0-0034687857
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redukován na isopentenyl difosfát a DMAPP (Lange et al., 2000; Sakakibara et al., 

2005). 

 

 

 

Obr. 11 Schéma mevalonátové a methylerytriol fosfátové dráhy pro biosyntézu isoprenoidního 

řetězce (převzato z Kakimoto, 2003). 

 

DMAPP – dimethylallyl difosfát; DXP – 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfát; HMBDP – 

4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfát; MEP – methylerythritol fosfát; MVA – 

mevalonátová kyselina; IPP –  isopentenyldifosfát 

 

 

Cytokininy jsou de novo syntetizovány jako látky neaktivní a jsou skladovány 

ve formě nukleotidu, mono-, di- nebo trifosfátů. Aktivace a poslední krok biosyntézy 

cytokininů je tedy hydrolytické štěpení in vivo pomocí enzymu fosforibohydrolasy, také 

nazývaného jako „LOG“, který byl nalezen v rýži a v genomu Arabidopsis 

(Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al., 2009). LOG enzym je zodpovědný za štěpení 

ribosa-5´-monofosfátu z nukleotidu cytokininu, což má za následek vytvoření 

biologicky aktivní cytokininové báze v jednom kroku. Substráty pro LOG enzym jsou 

také di- nebo trifosfáty a všechny typy isoprenoidních adenosin-5´-monofosfátů 

(Kurakawa et al., 2007). 
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Obr. 12 Schéma metabolismu cytokininů (převzato z Frébort et al., 2011). 

 

IPT – isopentenyltransferasa; CYP450 – cytochrom P450 monooxygenasa; LOG – cytokinin 

fosforibohydrolasa („Lonely guy“); N-GT – cytokinin N-glukosyltransferasa; βGLU –

β-glukosidasa; CKX – cytokinindehydrogenasa; ZOGT – zeatin-O-glukosyltransferasa; ZI – 

zeatinisomerasa; ZR – zeatinreduktasa; LAS – synthasa kyseliny lupinové 
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2.2.2 Inaktivace a degradace cytokininů 

 
Molekula cytokininu může být inaktivována konjugací s cukerným zbytkem v reakci 

katalyzované enzymem UDP-glykosyltransferasou (UGT, EC 2.4.1.X). V tomto 

procesu je uridin difosfát (UDP) donorem molekuly cukru pro konjugaci s molekulou 

cytokininu. Konjugace může proběhnout na O- nebo N- pozici cytokininu. N-glykosidy 

jsou ireverzibilní formou, ale O-glykosidy mohou být reverzibilně deglykosidovány 

zpět na aktivní molekulu cytokininu pomocí enzymu β-glukosidasy (EC 3.2.1.21; 

Brzobohatý et al., 1993; Hou et al., 2004). Glukosidované cytokininy jsou zásobními 

formami, které jsou rezistentní vůči působení degradačního enzymu 

cytokinindehydrogenasy (CKX). Glykosilace umožňuje rostlině udržovat ideální obsah 

cytokininů v jednotlivých orgánech a fázích svého vývoje (Mok et al., 2005). Další 

možností, jak kontrolovat hladinu cytokininů v rostlinných tkáních, je jejich 

ireversibilní degradace. Tato degradace je katalyzována enzymem cytokinin 

dehydrogenasou (CKX; EC 1.5.99.12), náležící do skupiny oxidoreduktas, obsahující 

molekulu FAD. Při této reakci dochází k oxidativnímu štěpení na N6 postranním řetězci 

za vzniku adeninu, nebo jeho derivátu, a aldehydu z postranního řetězce (Frébort et al., 

2011).  

 

 

 

 

 

Obr. 13 Schéma degradace isopentenyladeninu katalyzovanou za přítomnosti enzymu 

cytokininindehydrogenasy (CKX). 
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2.2.3 Cytokininy jako signální molekuly 
 

Cytokininový signál je přenášen do jádra dvoukrokovým signálním systémem 

označovaným jako histidyl-aspartyl (His-Asp) signální kaskáda. První krok v signální 

kaskádě je percepce molekuly cytokininu pomocí senzoru hystidinkinasového receptoru 

(HK). Hystidinkinasový receptor se skládá z CHASE domény, jedné vysílací a dvou 

přijímacích domén. Připojení cytokininové molekuly na CHASE doménu má 

za následek konformační změny doprovázené autofosforylací vysílací a přijímací 

domény. Dalším krokem je přenos signálu z receptoru na regulátory odezvy (RR) typu 

B, který je zprostředkován histidinfosfotransferovými proteiny (HPS). Existují dva typy 

regulátorů odezvy, typ-A a typ-B, které se liší svou strukturou a funkcí. Přenos fosfátu 

na RR typ B vede k aktivaci exprese genů primární cytokininové odpovědi. Zároveň 

dochází k expresi RR typ A, které negativně regulují cytokininovou signální dráhu. 

Dochází ke genové expresi a odezvě na cytokininový signál (Imamura et al., 1999, 

Hwang a Sakakibara, 2006).  

 

Obr. 14 Model cytokininové signální dráhy v huseníčku (převzato z Kieber a Schaller, 2010). 
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2.2.4 Interakce s dalšími fytohormony 
 

Vývojové procesy jsou regulovány i dalšími fytohormony než jen cytokininy, 

a to hlavně ethylenem (Růžička et al., 2007, 2009) a auxinem (Galuszka et al., 2008; 

Pernisová et al., 2009, 2011). K interakci může docházet na několika úrovních – úroveň 

metabolismu, přenosu signálu, transportu, genové exprese nebo také na úrovní stability 

proteinů. (Pernisová et al., 2011). Cytokininy jsou pozitivními regulátory biosyntézy 

auxinu, ale auxiny jsou negativními regulátory biosyntézy cytokininů, což bylo 

prokázáno u měření koncentrace u huseníčku (Jones et al., 2010). 
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2.3 2-Methyl-thio cytokininy 

 
2-Methyl-thio cytokininy (2MeS CK) tvoří skupinu derivátů substituovaných na uhlíku 

v poloze 2 adeninového kruhu. Tyto deriváty byly objeveny u některých bakterií 

a rostlin (Tarkowski, 2011). Některé z nich se nacházejí v tRNA. Jsou tedy 

pravděpodobně důležité v průběhu translace pro stabilizaci interakcí mezi mRNA 

a tRNA. Po chemické stránce jsou tyto deriváty hydrofobnější a v rostlinách se 

vyskytují v  nižších koncentracích než klasické cytokininy (Tarkowski et al., 2010).  

 

Tab. 2 Základní skelet molekuly 2MeS cytokininu, strukturní vzorce a zkratky vybraných 2MeS 

cytokininů (převzato z Tarkowski et al., 2010) 
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2.3.1 Biosyntéza 2MeS cytokininů 

 
V současné době je známý proces biosyntézy 2MeS CK pouze u některých bakterií 

(například Salmonella typhimurium; Mathevon et al., 2007). U rostlin jsou znalosti 

biosyntézy těchto derivátů zatím velmi omezené. 

Prvním krokem v biosyntéze těchto derivátů v tRNA je vytvoření i6A37, který je 

katalyzován enzymem tRNA(i6A37) synthasou. Isopentenylová skupina, pocházející 

z metabolismu mevalonátové kyseliny (DMMAP), je poté přenesena isopentenyl 

transferasou z iP na pozici 37 adeninu (A37) v tRNA, kde v dalším kroku probíhá 

připojení thio skupiny pocházející z cysteinu a methylové skupiny pocházející 

z adenosilmethioninu. Tento krok je katalyzován za přítomnosti enzymu MiaB a je 

závislý na přítomnosti železa, cysteinu a S-adenosylmethioninu (SAM; Gefter, 1969). 

Poté může v posledním kroku nastat hydroxylační reakce katalyzovaná enzymem MiaE, 

která je závislá na přítomnosti kyslíku (Buck a Ames, 1984). 

 

 

 

Obr. 15 Biosyntetická dráha pro 2MeSiP v tRNA (Salmonella typhimurium; Mathevon 

et al., 2007). 

 

DMAPP – dimethylally difosfát; PPi - difosfát; SAM – S-adenosylmethionin 
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2.4 Rhodococcus 

 
Rhodococcus je rod aerobních, nepohyblivých, grampozitivních bakterií žijících 

v různých podmínkách, nejčastěji v půdě a vodě nebo jako patogeny v eukaryotických 

buňkách (McLeod et al., 2006). Převážná většina bakterií z rodu Rhodococcus 

je neškodných nebo prospěšných, ale patří zde i  druhy, které jsou patogenní. Kultury 

mají různé zbarvení, běžně se vyskytují v podobě koků, z kterých mohou přecházet 

pomocí morfologických změn na tyčinky a poté na filamenta, která se větví, dochází 

k jejich rozpadu a opakování celého životního cyklu. V roce 2006 došlo k úspěšné 

sekvenaci genomu Rhodococcus sp. RHA1, kde bylo zjištěno, že obsahuje jeden 

z největších genomů u domény bakterií. Tento genom obsahuje 9 702 737 párů bazí 

uspořádaných do čtyř lineárních replikonů – jednoho chromozomu a tří plasmidů 

pRHL1, pRHL2 a pRHL3. Obsah G-C je 67 % (McLeod et al., 2006). 

 

 

Tab. 3 Zařazení rodu Rhodococcus do systému (ncbi.nlm.nih.gov – Taxonomy browser). 

 

Doména 

Kmen 

Třída 

Podtřída 

Řád 

Podřád 

Čeleď 

Rod 

Bacteria 

Actinobacteria 

Actinobacteria 

Actinobateridae 

Actinomycetales 

Corynebacterineae 

Nocardiaceae 

Rhodococcus 

 

 

Rod Rhodococcus je zajímavý a důležitý hlavně kvůli svému metabolismu. Bakterie 

totiž obsahují rozsáhlý enzymatický aparát a v plazmatické membráně kyselinu 

mykolovou, což má za následek schopnost přijímat hydrofobní látky, katabolizovat 

širokou škálu organických sloučenin a produkovat z nich užitečné produkty. Příkladem 

může být schopnost metabolizovat škodlivé chemické sloučeniny přítomné v životním 

prostředí, jako jsou naftalen, toluen a PCB, na látky pro životní prostředí neškodné. 

Díky svému metabolismu jsou důležité i v průmyslovém využití, a to z důvodu 

produkce kyseliny akrylové, akrylamidu, bioaktivních steroidů nebo desulfurizace 

fosilních paliv (McLeod et al., 2006). Zajímavé je také využití metabolitu indenu, který 

je používán k výrobě léku indinaviru, který slouží jako proteasový inhibitor při léčbě 

HIV (Treadway et al., 1999). 
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2.4.1 Rhodococcus fascians 

 
Rhodococcus fascians je zástupce rodu Rhodococcus, který je patogenní 

pro jednoděložné i dvouděložné rostliny. Bakterie tvoří nepohyblivé oranžově zbarvené 

kolonie různé délky a zakřivení. Napadení rostliny se vyznačuje tvorbou nádoru 

na listech („leafy galls“) a růstu výhonků v místě infekce, což je způsobeno zásahem 

do apikální dominance. Dalšími příznaky napadení je inhibice růstu kořene, zpomalení 

růstu nadzemní části rostliny, opad a deformace listů (Crespi et al., 1992). 

U jednoděložných rostlin dochází k růstu nádorů podobajících se květu květáku (Miller 

et al., 1980).   

 

 

Obr. 16 Nádor způsobený Rhodococcus fascians na listu krásnoočka (Coreopsis; Putnam 

a Miller, 2007). 
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Rhodococcus fascians napadá velké množství různých hostitelů, mezi které patří 

kromě okrasných rostlin i některé hospodářsky významné rostliny, například rostliny 

tabáku, a proto je zodpovědný za velké hospodářské škody, které každoročně způsobí 

(Depuydt et al., 2008). Podobně jako Agrobacterium nezabíjí Rhodococcus svého 

hostitele, ale indukuje u něj proliferaci tkání. Bakterie může být usmrcena při léčbě 

pomocí antibiotik (Vereecke et al., 2000).  

Patogenita spočívá v přítomnosti lineárního plasmidu u kmene D188 (Francis et al., 

2012). První krok interakce je zatím neznámý, jelikož Rhodococcus patří mezi 

nepohyblivé půdní bakterie a není tedy známo, jak se dostane na hostitele. Jakmile se 

ale na něj dostane, tak není potřeba k infikaci poranění rostliny.  Rhodococcus fascians 

je dobře adaptovaný epifyt a vytváří na pokožce rostliny biofilm, aniž by se zahájila 

infekce (Cornelis et al., 2001). Odpověď rostliny na tvoření biofilmu má za následek 

modifikaci jejího primárního metabolismu, což je signálem pro bakterii Rhodococus 

fascians k zahájení patogenického životního cyklu. (Depuydt et al., 2009a). Pod 

epifytními koloniemi dochází k penetraci bakterie do rostlinných tkání (Cornelis et al., 

2001). K posunu od epitofytní fáze k endofytní je potřeba funkčního att operonu, který 

kóduje produkci autoregulačních signálů, které kontrolují expresi penetrace a dalších 

virulentních genů (Maes et al., 2001; Stes et al., 2013). Poté následuje exprese fas 

operonu a syntéza směsi 6 cytokininů (2-iP, cisZeatin, transZeatin a jejich 

2-methyl-thio- derivátů), které ovlivňují další vývoj rostliny (Pertry et al., 2009, 2010). 

Sekrece cytokininů do rostlinných tkání vede k aktivaci signální kaskády, což má 

za následek aktivaci dormantních meristémů a znovuzahájení dělení buněk v cortexu. 

Poté dochází k růstu dělivých meristémů (Depuydt et al., 2008, 2009a,b). 

Prostřednictvím svých cytokininů Rhodococcus fascians využívá napadenou rostlinu 

k syntéze auxinů a putrescinu, a to má za následek zesílení a podporu vývoje infekčních 

příznaků (Stes et al., 2011, 2012). 
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Obr. 17 Model produkce směsi cytokininů prostřednictvím Fas operonu (převzato z Pertry 

et al., 2010). 

 

 

2.4.2 Využití bakterie Rhodococcus fascians 

 
I když je Rhodococcus fascians brán jako patogenní bakterie, tak některé jeho geneticky 

upravené kmeny mohou sloužit pro komerční využití. Příkladem je použití 

nepatogenního kmene pro pěstování rostlin, kdy dojde k inokulování semínek, což má 

za následek, že rostlina pro svůj růst spotřebuje poloviční množství sloučenin dusíku 

z půdy při zachování stejného výnosu. Dále zvýšená produkce cytokininu vede 

ke zvětšení listů, zvýšení aktivity u fotosyntetických aparátů, oddálení senescence 

a nárust v produkci biomasy (Carrillo et al., 2010). Své využití má i v dalších odvětvích 

průmyslu. Další možné použití Rhodococcus fascians, o kterém se uvažuje, je 

regenerace a podpora růstu kořenů či listů u napadené rostliny nebo použití 

pro vylepšení transferového procesu u Agrobacterium tumefaciens (Tarkowski 

a Vereecke, 2014). 
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2.5 Metody studia cytokininů 

 
Cytokininy a obecně fytohormony hrají důležitou roli ve vývoji a růstu rostliny 

a některé i při interakcích patogenních bakterií s rostlinami. Pro porozumění jejich 

funkcí, biosyntézy či regulačních drah na vnitřní nebo vnější signály je nutné mít 

metody kvalitativní a kvantitativní analýzy (Liu et al., 2010). 

Rostlinná pletiva, bakteriální buňky nebo kolonie tvoří komplikovanou směs 

nejrůznějších nízkomolekulárních a vysokomolekulárních látek. Fytohormony 

se vyskytují v této směsi ve velmi nízkých koncentracích, často v řádech pikomolů nebo 

femtomolů na jeden gram čerstvé hmoty (Novák et al., 2003). Kromě těchto látek se ale 

ve směsi vyskytují i sloučeniny, které mají podobné chemicko-fyzikální vlastnosti nebo 

strukturu, což znesnadňuje celkovou analýzu (Tarkowski, 2011). 

Cytokininy mají různorodou strukturu a fyzikálně-chemické vlastnosti. Právě těchto 

vlastností můžeme využít při jejich studiu a vývoji analytických metod. Cytokininy 

se vyskytují v různých formách, ať už jako nukleotidy, nukleosidy, volně báze či jako 

glukosilované molekuly. Nukleotidy jsou polární sloučeniny, nukleosidy a volné báze 

jsou hydrofobní molekuly. Deriváty 2MeS-derivátů představují velmi hydrofobní 

skupinu látek. Díky dvojné vazbě na postranním řetězci adeninového kruhu 

se cytokininy nacházejí i ve formě trans a cis izomerů. Tyto izomery je nutné 

při analýze od sebe oddělit, protože každý z nich má odlišnou biologickou aktivitu 

(Galuszka et al., 2008). Příprava vzorku je klíčovým krokem při analýze fytohormonů. 

Postupy používané při extrakci a purifikaci cytokininů patří mezi kritické části celého 

analytického procesu (Tarkowski et al., 2009). 

 

 

2.5.1 Extrakce 
 

Biologický materiál by měl být ihned po odebrání vhodně zpracován a hluboce 

zamražen, aby nedocházelo k jeho degradaci a snížení obsahu analytů. K homogenizaci 

materiálu se nejčastěji využívá rozdrcení v třecí misce za použití tekutého dusíku 

(Tarkowski et al., 2009). Po homogenizaci následuje převedení analytu z biologické 

matrice do roztoku pomocí extrakčního činidla. Jako nejběžnější extrakční činidla 

se používají methanol, ethanol či Bielského extrakční roztok a jeho modifikace, která 

neobsahuje chloroform (Bielski, 1964; Hoyerová et al., 2006). Při extrakci je také nutné 
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zabránit degradaci analytu, kterou mohou způsobit přítomné enzymy a nevhodné 

světelné nebo teplotní podmínky (Tarkowski, 2004). 

 

 

2.5.2 Extrakce na pevné fázi (SPE) 
 

Extrakce na pevné vrstvě neboli solid-phase extraction (SPE) je jedna z dostupných 

technik, která je široce využívána pro purifikaci, extrakci a izolaci mnoha sloučenin. 

Hlavní výhodou této metody je vysoká návratnost při použití vhodného sorbentu 

a operačního protokolu i v případech, kde jiné tradiční extrakční techniky selžou 

(Tarkowski et al., 2009). Pro prekoncentraci cytokininů se obvykle používá nepolární 

sorbent C18. Efektivnější, ale časově náročnější postup, je přečištění vzorku pomocí 

DEAE-celulosy nebo DEAE-Sephacel kolon a následném použití C18 kolony (Tucker 

a Roberts, 2000). 

Rychlé a účinné separace cytokininů bylo také dosaženo pomocí SPE kolony 

obsahující směsný sorbent s vlastnostmi reverzní fáze a iontoměniče (Dobrev 

a Kamínek, 2002). Po použití C18 kolony jako prekoncentračního nástroje může 

následovat přečištění vzorku pomocí SPE se sorbentem s vlastnostmi katexu (MCX). 

Při této aplikaci MCX sorbentu se podařilo odstranit v porovnáním s DEAD-Sephadex 

nebo C18 SPE kontaminanty absorbujících při UV světle, což ve výsledku vede k větší 

návratnosti metody (Hoyerová et al., 2006) 

Pro další separaci cytokininových nukleotidů od bází a cukerných konjugátů 

se využívá sorbentů s vlastnostmi anexu jako dalšího kroku při SPE (Takei et al., 2003). 

Mezi další možnosti prekoncentrace a purifikace nukleotidů je použití dvoukrokové 

metody s využitím Oasis HLB a MAX kolon (Ge et al., 2006). 
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2.5.3 PMME 
 

Polymerní mikroextrakce monolitem (PMME = polymer monolite microextraction) 

je druh mikroextrakce na pevné fázi (SPME = solid phase microextracion). SPME 

je prakticky miniaturizovaná SPE poskytující vysokou citlivost, jednoduchost 

a možnost snadné automatizace při použití malého objemu rozpouštědel a vzorku (Xu 

et al., 2010). V poslední době si získaly velkou pozornost sorbenty založené na bázi 

polymeru. Díky různému složení těchto polymerních sorbentů a jejich 

fyzikálně-chemických vlastností se nabízí široký okruh využití (Švec, 2010).  

Materiály, které se používají pro výrobu sorbentů, lze rozdělit do dvou skupin – 

sorbenty založené na bázi organických polymerů (organic polymer based) nebo na bázi 

oxidu křemičitého (silica based; Xu et al., 2010). Výhodou organických sorbentů je 

jejich polymerace v jednom kroku, přizpůsobitelnost k prostoru a možnost připojení 

vlastních funkčních skupin pro specifické potřeby (Buchmeiser, 2007). Organické 

polymerní monolity jsou obecně vysoce  biokompatibilní a stabilní při různém pH, což 

dovoluje jejich použití pro biologické vzorky. Nicméně při použití, kdy dochází 

ke kontaktu s některými organickými rozpouštědly, může docházet k deformacím 

struktury monolitu nebo jeho rozpouštění, což vede ke snížení mechanické stability (Xu 

et al., 2010). 

 

Tab. 4 Přehled monolitických polymerních materiálů využívané pro mikroextrakci na pevné fázi 

(převzato z Xu et al., 2010). 

 

MAA – kyselina methakrylová, EDMA – etylen-dimethakrylát, GMA – glycidylmethakrylát, 

AA – akrylamid, 4-VP – 4-vinilpyridin, Bis – N,N-´methylen-bis-akryamid, LMA – 

laurylmethakrylát, VDA – 2-vinil-4,4-dimethyl-lakton, HEMA - 2-hydroxyethylmethakrylát, 

NIPAAm – N-isopropylakrylamid, MAOE – oktylmethakrylát, MASE – stearylester kyseliny 

methakrylové, BMA – butylmethakrylát 

 

Polymer Funkční monomer Crosslinker 

Poly(MAA-EDMA) MAA EDMA 

Poly(GMA-EDMA) GMA EDMA 

Poly(AA-VP-Bis) AA/4-VP Bis 

Poly(LMA-EDMA) LMA EDMA 

Poly(VDA-HEMA-EDMA VDA/HEMA EDMA 

Poly(HEMA-EDMA) HEMA EDMA 

Poly(NIPAAm-EDMA) NIPAAm EDMA 

Poly(MAOE-EDMA) MAOE EDMA 

Poly(MASE-EDMA) MASE EDMA 

Poly(BMA-EDMA) BMA EDMA 

Poly(GMA-EDMA-BMA) GMA/BMA EDMA 
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Pro extrakci v bazickém prostředí se nejčastěji používá poly(methakrylová 

kyselina-ethylen dimethakrylát) zkráceně poly(MAA-EDMA), která obsahuje polární 

karboxylové skupiny a hydrofobní kostru. Dalším materiálem, který se často využívá, je 

poly(glycidyl methakrylát-ethylen dimethakrylát) označovaný jako poly(GMA-EDMA). 

Výhodou tohoto materiálu je přítomnost epoxidových skupin, které se dají snadno 

derivatizovat. Monolity založené na bázi oxidu křemičitého se používají méně. Jejich 

hlavní výhodou je snadná derivatizace a odolnost proti strukturním změnám 

při kontaktu s organickými rozpouštědly nebo při vystavení vysoké teplotě (Xu et al., 

2010). 

Monolity se vyrábějí v mnoha formátech. Mezi nejpoužívanější patří tzv. „in-tube“ 

uspořádání v trubičce, které elegantně odstraňuje problémy s lámáním monolitů a řeší 

problém kapacity kapilár. Další uspořádání je „tip based“, které je využíváno hlavně 

při práci s proteiny a peptidy. Monolitický materiál je umístěný v pipetovací špičce, kde 

pomocí nasávání a vypouštění roztoku dochází k extrakci. Toto uspořádání je oproti 

tradiční SPME rychlé a levné. Mezi další uspořádání patří MEPS (microextraction 

in a packed syringe), kde je injekční stříkačka naplněna monolitem. Výhodou tohoto 

uspořádání je možnost regenerace sorbentů, opakované použití a možnost spojení 

s HPLC nebo GC. Pro metody genového inženýrství se využívá uspořádání „lab on 

chip“ (Xu et al., 2010). 

SPME se dá snadno propojit s plynovou chromatografií nebo kapalinovou 

chromatografií v online či offline režimu (Xu et al., 2010). Při použití v offline režimu 

se používá injekční stříkačka s kapilárou, která je napojena na stříkačku pomocí 

plastové spojky. Toto uspořádání se označuje PMME (polymer monolith 

microextraction = polymerní monolitická mikroextrakce). Díky průtoku různých druhů 

rozpouštědel přes kapiláru dochází k sorpci a desorpci analytu. Průtok rozpouštědel přes 

kapiláru zajišťuje automatické pumpa, na které se dá nastavit rychlost průtoku 

rozpouštědla. Možnost paralelní extrakce několika vzorků současně, použití malého 

množství rozpouštědel i vzorku a automatizací postupu dochází k výraznému zrychlení 

a zjednodušení celého procesu (Zhang et al., 2007).  

Online „in-tube“ propojení mikroextrakce s HPLC lze jednoduše docílit použitím 

dvou šesticestných ventilů a pump. Kolona obsahující monolit je zapojena jako smyčka 

pro nanesení vzorku na pumpu B (viz Obr. 18). Vysoké přesnosti metody bylo dosaženo 

přesným načasováním přepnutí pro kondicionaci extrakční kolony, nanesením vzorku, 

promytím kolony, elucí analytu a finální analýzou (Xu et al., 2010).  
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Obr. 18 Online spojení PMME s HPLC (převzato z Xu et al., 2010). 

 

A – Nanesení (Injection); B – Plnění (Load); 1 – Syringe pumpa; 2 – Smyčka; 3 – Odpad;  

4 – Ventil A; 5 – Ventil B; 6 – Kolona s monolitem; 7 – Pumpa A; 8 – Pumpa B; 9 – Separační 

kolona; 10 – Detektor; 11 – Nosný roztok; 12 – Mobilní fáze 

 

 

Mikroextrace „in-tube“ byla také úspěšně spojena online s pCES (pressure-assisted 

capillary electrochromatography) při použití kapiláry obsahující poly(MAA-EDMA) 

monolit, která byla zapojena na šestiportový ventil v CES systému. Další možností je 

spojení mikroextrakce „in-tube“ s kapilární elektroforézou. V tomto spojení nezáleží, 

zda je při extrakci použit proud nebo ne. Nanesení vzorku a promytí je docíleno pomocí 

tlaku nebo napětí, případně za použití obou současně. Bohužel v tomto in-line zapojení 

extrakce nedochází k dobrému rozdělení analytů kvůli problémům spojených 

s vhodností použití roztoků, které by byly vhodné pro extrakci a zároveň pro kapilární 

elektroforézu (Xu et al., 2010). 
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Obr. 19 PMME pumpa a stříkačka s kapilárou. 

 

 

Pro analýzu cytokininů „in-tube“ se používá kapilára obsahující kopolymer 

aminopropansulfonové kyseliny a ethylendimethaakrylátu - zkráceně označován jako 

poly(AMPS-co-EDMA). Tento monolit obsahuje kladně nabité sulfonové skupiny 

a hydrofobní kostru, čímž dochází k extrakci cytokininů na bázi iontové výměny 

i hydrofobních interakcích (Liu et al., 2010). 

  

STŘÍKAČKA 

SPOJKA 

KAPILÁRA 
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2.5.4 Metody koncové analýzy 

 
Existuje mnoho metod pro koncovou analýzu cytokininů. Mezi tradiční techniky se řadí 

imunotesty a biotesty. Biotesty pro svou časovou náročnost a nízkou přesnost byly již 

před časem nahrazeny metodami imunochemickými nebo spojenými technikami. Mezi 

nejpoužívanější imunotesty, které se využívají pro stanovení cytokininů, patří RIA 

(radioimunnoassay), ELISA (enzyme-linked imunnosorbent assay) nebo SPA 

(scintillation proximity assay; Tarkowski et al., 2009). Hlavním principem těchto metod 

je použití vysoce specifických protilátek, které se váží na molekuly cytokininů. Mezi 

další techniky patří například kapilární elektroforéza s hmotnostní detekcí (CE-MS) 

nebo plynová chromatografie s hmotnostní detekcí (GC-MS). Plynová chromatografie 

poskytuje přesné výsledky s nízkým limitem detekce.  Nevýhodou GC-MS je nutný 

derivatizační krok pro převedení cytokininů na těkavé deriváty, což s sebou přináší 

hydrolýzu derivátů a komplikaci celé analýzy (Tarkowski et al., 2009). V dnešní době 

se nejčastěji využívá pro koncovou analýzu cytokininů vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie s hmotnostní detekcí (HPLC-MS; Liu et al., 2010). 

 

 

2.5.4.1 HPLC 

 
HPLC (high performance liquid chromatography) patří mezi chromatografické techniky 

vhodné pro analýzu cytokininů. Mezi hlavní výhody patří rychlost analýzy, vysoké 

rozlišení a možnost spojení s různými typy detektorů, podle aktuální potřeby 

experimentátora (UV-VIS, MS, scintilační počítač apod.). LC-MS představuje 

spolehlivou metodu pro identifikaci cytokininů, metoda plně nahradila GC-MS, která 

dominovala kvalitativní analýze do konce 90. let minulého století (Tarkowski et al., 

2009). 

Cytokininy ve formě volných bází a jejich cukerné konjugáty jsou hydrofobní 

sloučeniny, které se chovají jako slabé zásady (Barták et al., 2000). Této vlastnosti se 

využívá při jejich analýze na koloně s reverzní fází při kyselých podmínkách. Nicméně 

polárnější nukleotidy cytokininů nejsou dobře rozděleny na klasických RP-LC 

kolonách. Kvůli tomuto se převádí nukleotidy na ribosidy pomocí alkalické fosfatasy 

před samotnou RP-HPLC analýzou nebo jsou aplikována extrémní pH v kombinaci se 

speciálními RP-kolonami (Béres et al., 2010).  



33 
 

Tradičně používanými kolonami pro HPLC analýzu klasických cytokininů jsou 

kolony typu RP-C18 nebo C8; popřípadě C4 pro deriváty 2MeS cytokininů. Kvůli 

tomu, že jsou cytokininy slabé báze, tak se využívají jako mobilní fáze slabě okyselené 

roztoky a organická rozpouštědla (Tarkowski et al., 2009). 

Cytokininy vykazují absorbanci při vlnových délkách 220 nm až 300 nm, proto se 

nejběžněji používá UV-VIS detektor. Daleko přesnější a citlivější detekce je možná 

při spojení s hmotnostním spektrometrem (LC-MS). Hlavní výhodou použití LC-MS 

oproti GC-MS je přeskočení derivatizačního kroku, který může způsobit 

potíže - omezená stabilita či vytvoření vícenásobných produktů (Tarkowski et al., 

2009). 

 

 

 

 

Obr. 20 Schéma HPLC systému (převzato z Waters.com – Identifying and Quantitating 

Compounds). 

 

1 – Zásobníky s mobilní fází; 2 – Pumpy; 3 – Směšovač mobilní fáze; 4 – Vzorek,  

5 – Dávkovací zařízení; 6 – HPLC kolona se stacionární fází; 7 – Detektor; 8 – Vyhodnocovací 

zařízení; 9 – Zásobník pro odpad 
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2.5.4.2 UHPLC-MS 

 
Chromatografická metoda UHPLC (ultra-high performance liquid chromatography) je 

také označována jako UPLC (ultra performance liquid chromatography). Na rozdíl 

od HPLC se pracuje s částicemi stacionární fáze o velikosti 2 µm a menšími. Z tohoto 

důvodu se razantně zvyšuje účinnost, rychlost separace, roste tudíž i citlivost metody. 

Zároveň je dosahováno daleko vyšších tlaků při separaci (až do 1000 bar), což vyžaduje 

speciální instrumentaci (odolné pumpy a dávkovací systém). Na straně detekce jsou 

v případě UHPLC-MS kladeny vyšší požadavky na skenovací rychlost hmotnostního 

detektoru kvůli vysoké rychlosti analýzy (šířka chromatografických píků v základně se 

pohybuje v řádu sekund). Spojení UHPLC s hmotnostním detektorem (UHPLC-MS) 

poskytuje účinný nástroj pro studium cytokininů (Tarkowski et al., 2009; Tarkowski, 

2011). 

 

 

2.5.4.3 Hmotnostní spektrometrie 
 

Hmotnostní spektrometrie se nejčastěji při analýze cytokininů používá ve spojení 

s kapalinovou chromatografií (LC-MS), některých speciálních případech i kombinaci 

s kapilární elektroforézou (Ge et al. 2008; Béres et al., 2012). Při LC-MS je nutné 

převedení analytu z mobilní fáze na ionty v plynném stavu. V dnešní době existuje 

mnoho technik ionizace, ale pro studium cytokininů se nejčastěji používá technika 

ionizace elektrosprejem (ESI), kdy dochází k zavedení mobilní fáze z chromatografické 

kolony do kapiláry v iontovém zdroji hmotnostního spektrometru. V iontovém zdroji 

dochází za pomocí inertního plynu (nejčastěji dusíku) ke sprejování mobilní fáze za 

zvýšené teploty. Na hrot kapiláry se vkládá vysoké napětí (v řádech kV). Díky zvýšené 

teplotě dochází k odpaření rozpouštědla z mobilní fáze a ionizovaný analyt poté 

postupuje do hmotnostního analyzátoru (Cole, 2010). Pro kvantitativní analýzu 

cytokininů se nejčastěji používá trojitý kvadrupólový analyzátor, a to z důvodu své 

vysoké citlivosti a selektivitě. Tento analyzátor může pracovat při identifikaci analytu 

jak v režimu MS, tak i v režimu MS/MS. Při kvantifikaci cytokininů se nejčastěji 

využívá mod MRM (multiple reaction monitoring), kdy dochází ke sledování produktu 

rozpadu iontů. Tento režim poskytuje vysokou selektivitu detekce právě z důvodu 

sledování charakteristického produktového fragmentu pocházejícího z vybraného 

prekurzoru zkoumaného analytu. Právě kvůli nutnosti ionizovat analyt je potřeba 
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správně vybrat vhodné složení použité mobilní fáze. Mobilní fáze by se měla skládat 

pouze z těkavých složek, aby nedocházelo ke kontaminaci iontového zdroje. Pro 

separaci cytokininů se nejčastěji kvůli jejich hydrofobnosti používají slabě okyselená 

organická rozpouštědla (Tarkowski et al., 2009; Tarkowski, 2011). 
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5 Diskuze 
 

Pro analýzu šesti derivátů 2MeS cytokininů existuje pouze jediná metoda (Tarkowski 

et al., 2010), která je bohužel časově náročná (56 minut pro rozdělení všech šesti látek) 

a nedovoluje analýzu více vzorků v krátkém časovém úseku. Separace je realizována 

za použití kolony Jupiter C4 (Phenomenex). Naším cílem bylo vyvinout novou metodu 

separace, která by byla daleko rychlejší. Dokonalá separace všech analytů je potřebná 

proto, aby byly přesně kvantifikovány jednotlivé hormony (v našem případě 4 izomery), 

které se výrazně liší svojí biologickou aktivitou (Novák et al., 2003).  Vývoj metody 

probíhal v systému reverzních fází za použití HPLC a UHPLC. Pro HPLC analýzu byla 

testována kolona Aeris C4 (Phenomenex), jejíž sorbent představuje novou generaci 

původního materiálu Jupiter C4. Na této koloně se podařilo od sebe odseparovat druhý 

a třetí pár obsahující 2MeScZR, 2MeStZR, 2MeSiP a 2MeSiPR. Bohužel oddělení 

prvního kritického páru obsahujícího volné báze 2MeScZ a 2MeStZ není uspokojivé 

(viz Tab. 23). Proto jsem přistoupil k vývoji UHPLC separace. V předešlé práci 

(Bartošková, 2012) byly testovány chromatografické kolony BEH 300 C4, CSH C18 

(Waters) a Zorbax Bonus RP (Agilent). Žádná z nich neposkytovala uspokojivou 

separaci 2MeS-CK v kombinaci s mobilními fázemi kompatibilními s ionizací 

elektrosprejem. V této bakalářské práci byly testovány další tři chromatografické 

(UHPLC) kolony. Jak je patrné z výsledků shrnutých v Tab. 23, kolona Zorbax 

300SB-C3 není vhodná kvůli koeluci cytokininových ribosidů. Kolona Hypesil Gold C4 

se jeví jako vhodnější, i když separace volných bazí není úplná (rozlišení 0,985). 

Nejlepší separace bylo dosaženo na koloně  PhenylHexyl CSH. Celkovou dobu analýzy 

šesti 2MeS derivátů cytokininů se zde podařilo zkrátit z 56 minut na 17 minut, což je 

téměř trojnásobné zlepšení oproti původní publikované HPLC metodě. Tato separace 

poskytuje uspokojivé rozlišení a je použitelná pro profilování těchto šesti 2MeS CK. 

Hodnota rozlišení pro první kritický pár je 1,267, pro druhý kritický pár je rozlišení 

1,300 a pro poslední pár obsahující 2MeSiP a 2MeSiPR je hodnota rozlišení 1,733. 

V ideálním případě by mělo být dosaženo hodnoty rozlišení u každého páru minimálně 

1,500 (Majer et al., 1989). Získaná rozlišení by mohla být ještě vyšší v případě zapojení 

kapiláry z kolony přímo do iontového zdroje hmotnostního spektrometru. V našem 

případě mobilní fáze s analyty tekla ještě přes celu detektoru diodového pole, kde došlo 

k rozmytí analytů. 
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Tab. 23 Shrnutí výsledků testovaných chromatografických kolon. 

Kolona 2MeS Rt [min] Rozlišení 

Aeris Widepore 3,6u C4 

150 x 2,10 mm; 3,6 μm 

cZ 12,42 
0,607 

tZ 12,80 

cZR 14,86 
1,034 

tZR 15,57 

iPR 18,29 
0,973 

iP 18,52 

Zorbax 300 SB-C3 

100 x 2,10 mm; 1,8 μm 

cZ 14,72 
1,047 

tZ 15,49 

 cZR 25,04 
0 

 tZR 25,04 

Hypersil Gold C4 

150 x 2,10 mm; 1,9 μm 

cZ 11,05 
0,985 

tZ 11,48 

cZR 15,24 
2,641 

tZR 15,35 

PhenylHexyl CSH 

50 x 2,10 mm; 1,7 μm 

cZ 9,28 
1,267 

tZ 9,85 

cZR 12,95 
1,300 

tZR 13,60 

iPR 14,49 
1,733 

iP 14,62 

 

 

Pro SPE purifikaci 2MeS cytokininů z média Rhodococcus fascians D188 byly 

použity komerčně dostupné kolony Strata-X (Phenomenex, Torrace, CA, USA) 

obsahující polymerní sorbent, který poskytuje silnou retenci pro analyt na základě 

vlastnosti sorbentu vázat analyt pomocí mechanismu vodíkových vazeb, hydrofobních 

interakcí a interakcemi mezi dvojnými vazbami.  

Jako alternativa k extrakci na pevné fázi byla pro purifikaci 2MeS derivátů CK 

z média Rhodocuccus fascians D188 použita metoda mikroextrakce (PMME – Polymer 

monolith microextraction) za použití kopolymerního monolitu 

2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonové kyseliny a ethylendimethakrylátu 

(AMPS-co-EDMA). Při této purifikaci se vycházelo z již publikovaných výsledků (Liu 

et al., 2010).  Extrakční kapiláry s AMPS-co-EDMA byly použity při PMME 

klasických cytokininů z rostlinného materiálu. Použitý polymer obsahuje hydrofobní 

kostru, na které jsou navázány sulfonové skupiny, což má za následek, že dochází 

k extrakci cytokininů jak mechanismem iontové výměny (katex), tak mechanismem 

nepolární interakce. Při optimalizaci PMME metody byla použita analýza HPLC-UV. 

Návratnosti pro všech šest analytů se pohybovaly od 82,5% do 89,1% (viz Tab. 21). 

Pro validaci PMME metody byla následně stanovena návratnost purifikace 2MeScZ 

z kultivačního média Rhodococcus fascians D188, která je v tomto případě 47,69 % (viz 



38 
 

Tab. 22). Získané výsledky ukazují, že návratnost při použití reálného vzorku 

z biologického materiálu je téměř o polovinu nižší. Tento jev je způsoben přítomností 

biologické matrice, především pak přítomností látek, které kompetují s analytem 

o vazbu k sorbentu extrakční kapiláry. Získané hodnoty korespondují s dříve 

publikovanými výsledky. Liu (2010) uvádí návratnost standardů 94,6-100 %; v reálném 

vzorku pak 59,1-77,1 %. 

Optimalizací podmínek použitých pro PMME mikroextrakci 2MeS derivátů CK 

se podařilo získat téměř srovnatelné návratnosti pro analyt 2MeScZ (47,69 %) jako 

při použití klasické SPE purifikace (53,97 %). Tento rozdíl v návratnosti není statisticky 

významný. Navíc použití PMME metody s sebou přináší spoustu výhod, mezi které 

patří jednoduchost, použití malých objemů rozpouštědel, snadná automatizace, možnost 

opakovaného použití sorbentu a hlavně rychlost. V našem případě došlo k téměř 

desetinásobnému zrychlení celého purifikačního protokolu. Odpadá nutnost 

koncentrování vzorku ve vakuu (před vlastní finální analýzou). 

Dalším krokem validace purifikační metody bylo stanovení množství 2MeScZ 

v médiu Rhodococcus fascians D188 za pomocí UHPLC-MS/MS analýzy. Pertry 

(2009) uvádí, že koncentrace tohoto derivátu je 4,25 nmol v jednom litru kultivačního 

média. V našem experimentu byl obsah 2MeScZ stanoven na 2,14 nmol.l-1 (PMME) 

a 2,38 nmol.l-1 (SPE). Tento rozdíl pravděpodobně odpovídá skutečnosti, že k našim 

experimentům byla použita nová kultura bakterie. Cílů práce bylo dosaženo. Nová 

purifikační metoda PMME je výrazně rychlejší než dříve publikovaná metoda SPE; 

kratší je rovněž chromatografická separace finální analýzy.  
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6 Závěr 
 

Tato bakalářská práce je věnovaná purifikaci 2MeS cytokininů z bakterie Rhodococcus 

fascians D188 a vývojem rychlé LC-MS metody pro jejich koncovou analýzu.  

Kromě klasické SPE purifikace byla pro extrakci 2MeS cytokininů z média 

Rhodococcus fascians D188 využita purifikační metoda PMME (polymer monolith 

microextraction). Sorbentem použitým při mikroextrakci byl kopolymerní monolit 

2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonové kyseliny a ethylendimethakrylátu 

(AMPS-co-EDMA). Původní metoda mikroextrakce klasických cytokininů (Liu et al., 

2010) byla modifikována pro purifikaci 2MeS cytokininů. Tato metoda poskytuje 

srovnatelnou návratnost jako klasická SPE a navíc přináší jednoduchost, rychlost 

a možnost automatizace.  

Podařilo se vyvinout rychlou chromatografickou metodu UHPLC analýzy. Tato 

separace je trojnásobně rychlejší než původní publikovaná HPLC metoda (Tarkowski 

et al., 2010).  

Nakonec byla stanovena koncentrace 2MeScZ u kultivované bakterie Rhodococcus 

fascians D188.Výsledky korespondují s dříve publikovanými daty (Pertry et al., 2009). 
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8 Seznam použitých symbolů a zkratek 

 
2MeS CK 2-methylthio cytokininy  

2MeScZ 2-methylthio-cis-zeatin  

2MeScZR 2-methylthio-cis-zeatin ribosid  

2MeStZ 2-methylthio-trans-zeatin  

2MeStZR 2-methylthio-trans-zeatin ribosid  

2MeSiP 2-methylthio-isopentenyladenin  

2MeSiPR 2-methylthio-isopentenyladenin ribosid  

4-Cl-IAA 4-chlor-indolyl-3-octová kyselina 

4VP 4-vinilpyridin 

A37 adenosin na pozici 37 v tRNA  

AA akrylamid 

ABA kyselina abscisová 

ADP adenosindifosfát  

AMPS-co-EDMA kopolymer 2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonové kyseliny  

AMP adenosinmonofosfát 

ATP adenosintrifosfát  

att lokus na pFiD188  

BA benzyladenin 

β-GLU β-glukosidasa  

Bis N,N-´methylen-bis-akryamid 

BMA butylmethakrylát 

C3 reverzní stacionární fáze 

C4 reverzní stacionární fáze 

C18 reverzní stacionární fáze 

CE kapilární elektroforéza 

CK cytokinin  

CKX cytokinindehydrogenasa  

CYP 450 cytochrom P450 monoxygenasa  

cZ  cis-zeatin 

cZR cis-zeatin ribosid 

DHZ  dihydrozeatin 

DMAPP dimethylallyl difosfát 

DXP 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfát 

EDMA ethylen-dimethakrylát 

ESI ionizace elektrosprejem 

ELISA imunotesty založené na enzymech  

Fas lokus na pFiD188 

GA1 giberelin A1 

GC plynová chromatografie 

GMA glycidylmethakrylát 

HEMA 2-hydroxyethylmethakrylát 

HMBPP 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyldifosfát  

HPLC-UV vysokoúčinná kapalinová chromatografie s detekcí v UV oblasti  

HPLC-MS vysokoúčinná kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 

IAA indolyl-3-octová kyselina 

IBA indolyl-3-máselná kyselina 

iP isopentenyladenin 

IPP isopentenylfosfát 
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IPT isopentenyltransferasa 

LAS synthasa kyseliny lupinové  

LC kapalinová chromatografie 

LMA laurylmethakrylát 

LOG cytokinin fosforibohydrolasa  

MAA kyselina methakrylová 

MAOE oktylmethakrylát 

MASE stearylester kyseliny methakrylové 

mRNA mediátorová nukleová kyselina 

MS hmotnostní spektrometrie  

mT meta-topolin 

N-GT cytokinin glukosyltransferasa  

NIPAAm N-isopropylakrylamid 

oT ortho-topolin 

PCB polychlorované bifenyly 

PMME mikroextrakce na pevné fázi s využitím monolitických polymerních sorbentů  

PPi difosfát 

RIA radioimunoanalýza  

RP reverzní fáze 

SAM S-adenosylmethionin  

SPE extrakce na pevné fázi 

SPME mikroextrakce na pevné fázi 

tRNA transferová ribonukleová kyselina  

tZ trans-zeatin 

tZR trans-zeatin ribosid 

VDA 2-vinil-4,4-dimethyl-lakton 

Z zeatin 

ZI zeatinisomerasa  

ZOGT zeatin-O-glukosidasa 

ZR zeatinreduktasa 
 


