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1. UVOD

Rastlinné lieciva boli zdkladom tradi¢nej mediciny tisicky rokov a v dnesne;j
dobe st dopliané zlozitymi syntetickymi zlu¢eninami. V lie¢be rakoviny, kde
pozname rdzne zlozité cielené protinadorové terapie, vSak svoje uplatnenie stale
nachadzaju latky ziskané z rastlin, ¢i uz priamo, alebo odvodenim semi-syntézou.
Zaujem one stale stipa. Takymito uCinnymi latkami st napriklad vinblastin,
vinkristin, taxol, kamptotecin a aj podofylotoxin, ktorého sa tyka aj tato diplomova

praca. [1, 2]

Syntéza mnoZstva latok prirodného pdévodu, avtomto pripade aj
podofylotoxinu, je vSak stile z dovodu zlozZitej komplexnej a stereochemickej
Struktiry naro¢na a ekonomicky nevyhodna. Dal§i problém predstavuji nizke
koncentracie ziadanych sekundarnych metabolitov, ¢o zvySuje obtiaznost' ich
izolacie. Podofylotoxin je lignan prirodzene sa vyskytujuci v réznych mnozstvach
v rodoch Podophyllum, Juniperus, Linum, Thymus, Thuja ¢& Teucrium. Je
ziskavany hlavne extrakciou z korefiov a rizémov rastlin Podophyllum hexandrum
a Podophyllum peltatum, ktoré obsahuji 4 % a 0,2 % podofylotoxinu. Dostupnost’
podofylotoxinu je vSak limitovand a ohrozena rozsiahlym zberom a naro¢nost'ou
pestovania P. hexandrum, €o spOsobilo zniZenie jeho vyskytu a zaradenie do

zoznamu ohrozenych druhov. [2, 3]

Z dovodu, aby bol pri zvySenom zaujme o chemoterapiu z prirodnych
zdrojov zabezpeCeny dostato¢ny prisun ziadanych latok, je dolezité hladat
alternativne zdroje sekundarnych metabolitov. Ako dobrd moZnost sa javi
biotechnologické in vitro produkcia metabolitov rastlinnymi bunkovymi kultirami
a potencidlnym zdrojom je aj bunkova kultara odvodend z dreviny Juniperus
virginiana. Pre zabezpeCenie maximalneho zvySenia vytazkov je nutné
optimalizovat’ podmienky a faktory s vysokym vplyvom na produkciu. To je mozné
ovplyvnenim zlozenia rastového média, fyzikdlne-chemickych podmienok alebo
pridanim elicitorov a prekurzorov. Takato idealizdcia podmienok je objektom
mnozstva $tadii a s vyuzitim ich zaverov moéze byt produkcia podofylotoxinu

dostato¢na pre pokrytie farmaceutickych poziadaviek. [3]



2. CIEL PRACE

1. Zoznamit sa s metodikou kultivacie rastlinnych explantatovych kultar.
2. Sledovat’ v priebehu 15 pasazi produkciu podofylotoxinu kalusovej

a suspenznej kultary Juniperus virginiana (varieta 'Glauca').



3. TEORETICKA CAST

3.1. Borievka virginska

Borievka virginska (latinsky Juniperus virginiana L., cesky jalovec
virginsky, Cupressaceae - cyprusovité) sa prirodzene vyskytuje hlavne v Severnej
Amerike, kde je tato drevina zndma aj pod nazvom Eastern Redcedar, nie je vSak
naroCna pre rast aj v inych oblastiach. Vo vhodnych podmienkach dosahuje vysku
12-15 metrov a Sirku 3-6 metrov. Rastie na priamom slnku alebo v ¢iastocnom tieni
a vyhovuje jej rozne zlozenie pody. T4 mdze byt aj ilovitd alebo piesocnata.
Vynimku tvoria trvalo prevlhéené alebo nadmerne zavlazované pddy. Vysoka
tolerancia slanych a alkalickych pod rastline umozituje bezproblémovy vyskyt aj
v primorskych oblastiach a rast na silnom slnku zabezpecuje Ciasto¢ni ochranu

pred Skodcami. [4]

3.1.1. Popis rastliny

Koruna Juniperus virginiana je kuzelovitd. Na tenkych Stvorhrannych
vetviCkach nesie Spicaté ihlicovité 5-10 mm dlhé listy sjednym Zivicovym
kandlikom a s dvoma bielymi pruZzkami na vrchnej strane, alebo Supinovité¢ 2 mm
dlhé krizmostojné listy, ktoré st priSpicatelé a na koncoch odstavajice od vetvicky.
Po rozomleti su listy bez zapachu a su zafarbené rézne podla kultivaru, napriklad
zltkasté alebo modrozelené. Juniperus virginiana patri medzi stale zelené dvojdomé
dreviny. V samicich SiSticiach sa vytvara jedno vajicko v jednej Supine, tieto
Supiny potom zduZinatia a vytvaraji nepravy plod, takzvany galbulus. Ten
pripomina modra bobulu vajcovitého tvaru s 1-3 trojhrannymi bezkridlymi

semenami. U Juniperus virginiana tento plod dozrieva uz v 1. az 2. roku. [4, 5, 6]

Obr. ¢. 1. Juniperus virginiana - list [7]
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Juniperus virginiana sa vyskytuje v mnohych varietach, ktoré sa liSia
vel'kost'ou, tvarom, zafarbenim alebo inymi charakteristikami. V tejto diplomovej
praci bola pouzita varieta 'Glauca'. Juniperus virginiana 'Glauca' dorasta do vysky
priblizne 7 metrov a rozprestiera sa do Sirky okolo 2 metrov. Jeho koruna mé uzky
stipcovity az pyramidalny tvar a charakteristické je prefiho modrasto-striebristé

zafarbenie listov. [8]

3.1.2. Vyuzitie

Vd'aka hustému listiu sa J. virginiana vyuZziva ako prirodny vetrolam a casto
sa vysadza aj ako okrasna rastlina. Pouziva sa v drevospracujucom priemysle,
pricom sa vyuziva aj vedl'aj§i produkt, ihlicovité listy s obsahom podofylotoxinu.
Esencialny olej, respektive silica ziskavand z jeho dreva a listov sa vd’aka silnej

aromatizacii a toxicite pouziva proti roznym Skodcom. [4, 9]

3.1.3. Obsahové latky

Jednou z hlavnych obsahovych latok J. virginiana je silica ziskavana
z dreva alebo listov. Kvantitativnou analyzou jej zloZziek bola dokdzand v
zaznamenatelnych mnozstvach pritomnost’ (-)-B-pinénu, safrolu, (-)-linaloolu,
limonénu, myrcénu alebo (-)-bornylacetatu. Ich mnozstva sa vSak lisili v réznych

varietach. [9]

Obsah silice v suSenych listoch J. virginiana sa podla $tadii pohybuje
vrozmedzi 0,017-0,421 % suchej vahy. Obsah podofylotoxinu sa vacSinou
pohybuje v rozmedzi 0,14-0,21 %, ¢o z neho robi vhodny alternativny zdroj tejto
latky. Destilacia silice z listov tento produkt nedegraduje, a preto je mozné vyuzitie

duélnej extrakcie silice aj podofylotoxinu. [9]

V' J. virginiana bola okrem podofylotoxinu (17,8 mg/g suchej vahy)
dokédzand aj pritomnost’ deoxypodofylotoxinu, ato v mnozstve 3,6 mg/g suchej
vahy. Vistej §tadii [10] boli porovnavané vytazky z troch réznych jedincov a
z dvoch po sebe iducich rokov, vo vysledkoch vSak boli mnozZstva podofylotoxinu

aj deoxypodofylotoxinu priblizne ekvivalentné bez vyznamnych rozdielov.



3.2. Sekundarne metabolity rastlin

Rastliny st jedine¢nym zdrojom niekol'ko desiatok tisic latok, ktoré nie je
mozné produkovat’ Zziadnym inym organizmom. Sekundarne metabolity st
nebielkovinové latky, ktoré nemaju tlohu v zédkladnych metabolickych procesoch,
ako je napriklad fotosyntéza. Vacsinou vznikaju ako derivaty primarnych
metabolitov, ako st kyselina S$ikimov4, mevalonovd, aminokyseliny ¢i
acetylkoenzym A, alebo ich biogenéza mdze byt spojend s metabolizmom cukrov.
Podl’a cesty ich biosyntézy sa sekundarne metabolity delia napriklad na alkaloidy,
polyfenoly, steroidy alebo terpenoidy. Mnohokrat sa podielaju na roéznych
procesoch. Nemusia tak byt len koneénym produktom metabolizmu. Sekundéarne
metabolity sa vyskytuju v ktorychkol'vek rastlinnych castiach vo vSetkych vyssich
rastlindch, avSak v malych mnozstvach. Ich zastipenie sa meni v zdvislosti na
ontogenéze, podmienkach alebo Casti rastliny, v ktorej sa nachddzaju. Mo6zu sa
vyskytovat’ v aktivnej forme alebo vo forme, ktord sa aktivuje po istom stimule.
Produkciu sekundarnych metabolitov vyvolavaju latky nazyvané elicitory. Tie
mdézu pochadzat’ napriklad zpatogénov mykotického, bakteridlneho ¢&i
kvasinkového povodu, alebo moézu byt abiotické, ako st soli tazkych kovov.
Takéto latky sa Casto vyuzivaji v in vitro produkcii sekundarnych metabolitov
z dovodu zvySenia produkcie a urychlenia doby ziskania ziadan¢ho produktu. [5,

11, 14]

3.2.1. Vyznam a vyuZitie rastlinnych sekundarnych metabolitov

Vyznam pritomnosti sekundarnych metabolitov je v mnohych rastlinnych
druhoch otdzny alebo nie Uplne nevyhnutny. Vac¢sinou sa predpoklada ich tloha
v obrane rastlinného organizmu pred istym druhom poSkodenia alebo stresu, ako je
napadnutie  Skodcom, patogénom alebo ochrana pred bylinozravcami,
konkurujicimi rastlinami, UV ziarenim alebo osmoticky nevyhodnym prostredim.
Mobzu sa prejavovat’ ako Specifické zafarbenie, chut’ alebo vona daného rastlinného
pletiva, v ktorom sa nachadzaji. Niektoré zas maju ulohu v detoxifikacnom
procese, v ktorom rastlina eliminuje splodiny metabolizmu, alebo maji uplatnenie
ako signalne zluceniny, s vyuzitim napriklad pri lakani opelovacov. Prikladom

atraktantu aj obrannej latky su antokyanové farbivd. Vacsinou sa v danom taxoéne
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vyskytuje jedna skupina chemicky podobnych latok, ktora je doplnena d’alSimi
zIu¢eninami. [5, 12, 13, 14]

Dolezitost” sekundarnych metabolitov pre ¢loveka nachddzame v oblasti
agrikultury (napriklad ako biopesticidy), potravinarstva (farbiva, aromy, prichute)
a v neposlednom rade v pouziti ako rozne ucinné latky v oblasti mediciny
a farmacie. Latky srastlinnym povodom sa tradi€ne pouzivaji uz storocia.
V dnesnej dobe tvoria lieciva odvodené z rastlinnych metabolitov priblizne 25 %
pouzivanych farmaceutik. Ako priklad moézem uviest' napriklad morfin, digoxin,

kamptotecin, kolchicin alebo kapsaicin. [1, 11, 14]

3.3. Podofylotoxin

Podofylotoxin je sekunddrny metabolit patriaci medzi lignany. Zéaklad
Struktlry lignanov tvoria dve fenylpropanové jednotky spojené dvoma centralnymi
B-uhlikmi postrannych retazcov. Podofylotoxin patri medzi aryltetralinové
laktonové lignany a druhd skupina, arylnaftalénové lignany, sa tiez vyznacuje
farmakologickymi vlastnostami a biologickou aktivitou. T4 je umoznend ich
nepolarnym charakterom a jednoduchou priestupnostou cez bunkové membrany.
Lignany sa vSeobecne vyznacuju antimikrobidlnou, antivirovou a antimitotickou
aktivitou a ich fyziologickéd funkcia v rastline spo¢iva v ochrane pred patogénmi.
Ich prirodzeny vyskyt je charakteristicky pre Zivicu, kdru a drevnaté Casti stromu
alebo semend. Hlavné vyuZitie podofylotoxinu je ako prekurzor v chemickej
syntéze protirakovinovych latok etoposidu, teniposidu a etopofosu. V zakladnej

Struktare je totiz nevyuZitelny z dovodu jeho silnej toxicity. [15, 16, 17]

3.3.1. Zdroje podofylotoxinu

V sucasnosti sa za hlavny zdroj podofylotoxinu povazuje Podophyllum
hexandrum Royle (rastici ako trvala rastlina v lesoch Himal4ji, a preto znamy aj
ako Himalayan maypple alebo P. emodi) so ziskom az 4 % podofylotoxinu. Uginna
latka sa ziskava z jeho podzemnych Casti, konkrétne zo zivice s ndzvom podofylin.

Z ddvodu nizkej produkcie biomasy, dlhej juvenilnej fazy, obtiaznej regeneracie ¢i
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nedostato¢ného pestovania s ndrocnostou na prirodzeny habitat tejto rastliny, sa

stretdvame s potrebou hl'adania novych zdrojov. [1, 3, 9]

Aj ked’ je podofylotoxin pomerne zriedkavy, nachadza sa aj v inych
rastlinach patriacich do ¢el'adi Podophyllaceae, Linaceae alebo Cupressaceae. Ako
dobrym alternativnym zdrojom sa javi aj rod Jumiperus. Koncentracie
v jednotlivych druhoch sa samozrejme lisia. Studie zamerané na porovnanie druhov
Juniperus [16] urcili koncentraciu podofylotoxinu v Juniperus horizontalis na
0,266-0,726 %, Juniperus scropulorum obsahoval od nedetekovatelnych mnozstiev
az po 0,118-0,401 % podofylotoxinu. Pritomnost’ podofylotoxinu bola dokézana aj
v inych, ako st napriklad J. phoenica, J. sabina alebo J. bermudiana. [10, 16, 17]

Napriek tomu, ze Juniperus virginiana obsahuje 0,1-0,34 % podofylotoxinu,
¢ize menej nez P. hexandrum alebo ostatné druhy Juniperus, vyhody jeho pouzitia
su zalozené na faktoch, Ze je to trvald, vZdyzelend rastlina s vysokou produkciou
biomasy a vybornou ekologickou adaptabilitou. Navyse ihlice, miesto akumulacie
podofylotoxinu, su dobre dostupné ako vedlajsi produkt v drevospracujucom
priemysle, ktory vyuZiva drevo Jumiperus virginiana. V tom spofiva rozdiel
v dostupnosti v porovnani napriklad sJ. bermudiana, ktorého vyskyt je tieZ

ohrozeny. [10, 16]

3.3.2. Poutzitie a biologicka aktivita

Podofylin bol zahrnuty v americkom liekopise zndmom ako US
Pharmacopoeia uZz vroku 1820 atito Zivica sa pouzivala v liecbe genitalnych
bradavic. ZloZenie podofylinu tvori a-peltatin, B-peltatin a podofylotoxin, ktory
tvori az 50 %. Podofylin a podofylotoxin sa v Cine a Japonsku pouzivali napriklad
ako purgativum, na liecbu hadich uStipnuti, roznych koZnych problémov
alebo ¢ervami sposobenych infekcii gastrointestindlneho traktu. Ako purgativum
v davkach 10-50 miligramov pdsobi mierne, vysSie davky vSak moZzu spdsobit’ silné

podrézdenie az krvacanie. [1, 18, 19]

Podofylotoxin je latka s vel'kym potencialom. Jeho silna gastrointestinalna
toxicita vSak neumoziluje jeho pouZzivanie v zdkladnej Strukture. To je moZno
vysledok jeho nerozpustnosti a nepredvidatelnej systémovej reakcie. Preto sluzi

ako prekurzor na syntézu glukopyranozidovych derivatov etoposidu a teniposidu,
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ktoré sa vyznacuju lepSou rozpustnost’ou a nizSou toxicitou nez aglukony. Zaroven

sa tym aj redukuje ich cytostatickd aktivita. [3]

Indikéciami etoposidu v kombina¢nej terapii st testikularne nédory,
velkobunkové a malobunkové karcinomy pluc, rakovina Zzaludka, vajecnikov
¢i pankreasu. V lie¢be lymfomov nachadza svoje uplatnenie menej Casto pouzivany
teniposid. Pouzivaji sa aj na liecbu urcitych druhov leukémie, neuroblastomov
a hepatomov a vykazuju tiez antivirovu aktivitu. Proti karcindmu pl'ic je schvalené
aj pouzivanie etopofosu, Cize etoposid fosfatu, vo vode rozpustného derivatu
etoposidu, ktory je na etoposid konvertovany v plazme po reakcii s fosfatdzou. [2,

3,15, 16]

Dalsie derivaty podofylotoxinu vykazuju G&inky v lie¢be psoriazy, malarie
a reumatoidnej artritidy. Takému derivatu etoposidu, oznaCovanému ako CPH-82,
boli v prvej a druhej faze klinickych Studii pocas troch mesiacov lieCby pripisané
vyznamné pozitivne vysledky v zniZzeni zapalového procesu, avSak spojené s uz

spominanymi gastrointestinalnymi tazkostami. [3, 16]

Podofylotoxin, deoxypodofylotoxin a [-peltatin vykazuji aj znac¢nu
antivirovi aktivitu, napriklad proti virom herpes simplex I alebo osypkam.
Podofylotoxinové pripravky nachddzajii svoje vyuZitie aj v topickej liecbe
genitdlnych  bradavic amalignych melanomov. Ukézalo sa tiez, Ze
podofylotoxinové analégy maji imunosupresivnu vlastnost’, atak sa javia ako
nadejné v pouziti pri organovych transplanticidch. Pri deoxypodofylotoxine sa
navySe ukdzali antiproliferativne, antiastmatické, antialergické, antiagregacné

a insekticidne vlastnosti. [1, 2, 15, 20]

3.3.3. Mechanizmus uéinku

Utinok podofylotoxinu mé zaklad v jeho posobeni ako antimitoticky jed.
Zastavuje bunkové delenie v metafaze bunkového cyklu vdzbou na o/p-tubulinovy
dimér, ¢im sa inhibuje polymerizacia tubulinu, a teda tvorba mikrotubulov. To je

pri¢inou narusenia tvorby deliaceho vretienka. [15, 21]

Na rozdiel od podofylotoxinu, etoposid a teniposid nepOsobia na urovni

mikrotubulov a deliaceho vretienka. Zastavuji bunkovy cyklus v neskorej S faze
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alebo skorej G2 faze a mechanizmus ich Uc¢inku je spojeny s DNA topoizomerazou
II, enzymom, ktory je schopny naviazat’ sa na oba retazce DNA, rozstiepit’ ich za
ucelom ich vzajomného prekladania a odstranovania nadobratok a uzlov, a nasledne
ich spojit’. Etoposid sa viaze na StiepiteI'ny komplex enzymu a DNA a tym inhibuje
tato funkciu topoizomerdzy II. RozStiepenému retazcu DNA tak zabranuje
opdtovne sa spojit’, a teda spdsobuje letalne poskodenie DNA vzniknuté na zaklade

zlomov v dvojzéavitnici DNA. [1, 3, 22]

Pre syntetické analdogy podofylotoxinu je charakteristickd aj dalSia
vlastnost’. Ich schopnost’ inhibovat’ reverzna transkriptazu im umoziiuje bojovat

proti RNA virusom, akym je napriklad aj virus HIV. [3]

3.3.4. Chemicka Struktira podofylotoxinu a jeho derivatov

Aryltetralinovy lignan podofylotoxin je zlozeny z piatich kruhov
oznacenych ako A-E, z ¢oho kruhy A-D tvoria takmer planarny utvar av jeho
Struktire hraji vyznamnu ulohu $tyri chirdlne centra v polohach C1-C4. Tie spolu
s trans-y-laktonovym kruhom a trans- polohou kruhu E zapric¢inuju naro¢nost’ jeho

chemickej syntézy. [1, 23]

Délezita pre jeho funkciu, ¢iZe vdzbu na tubulin, je jeho OH- substitucia na
kruhu C. Pri epimerizacii alebo naviazani véac¢Sich substituentov v tejto polohe,
dochadza k zniZzeniu alebo vymiznutiu jeho schopnosti poskodzovat tvorbu
mikrotubulov. To je prave odovodnenim, preco latky etoposid a teniposid, ktoré st
glykozidickymi zlu€eninami vzniknutymi substiticiou prave v tejto polohe, uz

neovplyvituju vznik deliaceho vretienka. [21]

Stratu aktivity vSak spdsobuje aj aromatizacia kruhu C a nevyhnutna pre

jeho ucinok je aj vol'na rotdcia kruhu E v a- konfiguracii. [23]

14



Obr. €. 2. Podofylotoxin [19]

Etoposid, ktorého Struktira bola syntetizovana v roku 1966, a teniposid
zroku 1967, posobia ako inhibitory topoizomerazy II. Dolezitd pre tito ich
vlastnost’ je demetylacia v polohe C-4’ v kruhu E a epimerizacia v polohe C-4

v kruhu C, doplnena glykozidickym substituentom na tejto OH- skupine. [21, 23]

() ey 1o TR
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DF'O:.INaz
Obr. €. 3. Derivaty podofylotoxinu, zl'ava etoposid, teniposid a etopofos [19]

Rovnako ako inhibitory polymerizécie deliaceho vretienka pdsobia aj
derivaty podofylotoxinu, ako st deoxypodofylotoxin, ktory je rovnako Uc¢inny ako
podofylotoxin a C-4 stereoizomér epipodofylotoxin, ktory je vSak menej aktivny
oviac nez rad. Pre antimitoticky ucinok tychto latok je nevyhnutnd trans-
konfiguracia laktonového cyklu a tiez R- konfiguracia na C-2 uhliku. Ako priklad

moézem uviest pikropodofylotoxin, ktory sa od podofylotoxinu liSi prave
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konfigurdciou na tomto uhliku C-2, ¢o je pri¢inou znizenia jeho antimitotickej

vlastnosti. [15]

H.C OCH; H;C OCH,

R]ZH, R2: H, R3: OCH3

Obr. €. 4. Derivaty podofylotoxinu, zl'ava deoxypodofylotoxin a epipodofylotoxin
[2]

3.3.5. Biosyntéza

Biosyntéza podofylotoxinu nebola eSte uplne objasnend, predpoklada sa
jeho vznik zli€enim dvoch molekul koniferyl alkoholu vzniknutého deaminéciou
fenylalaninu na kyselinu Skoricovu a nasledne d’al§imi krokmi. Spojenim dvoch
molekul koniferyl alkoholu pomocou proteinového systému pinoresinol syntazy,
tvoreného oxidazou a Specifickym proteinom zodpovednym za stereoSpecifitu, sa
vytvori  (+)-pinoresinol. Od d’alSieho kroku sa syntéza jednotlivych lignanov lisi.
Cesta k podofylotoxinu pokracuje redukciou (+)-pinoresinolu na (+)-lariciresinol a
(-)-sekoisolariciresinol za ucasti NADPH. Vznik dalSieho medziproduktu, (-)-
matairesinolu, sa uskutocniuje sekoisolariciresinol dehydrogendzou a nasledovny
krok, konkrétne vznik deoxypodofylotoxinu, nie je zatial Uplne preStudovany.
Predpoklada sa jeho tvorba cez yatein a zahriuje tvorbu kruhu A, hydroxylaciu

a metylaciu kruhu E a uzatvorenie kruhu C. [1, 21, 23]

Experimentmi na bunkovych suspenznych kultarach Podophyllum a Linum
bolo zistené, Ze deoxypodofylotoxin je prekurzorom podofylotoxinu aj
6-metoxypodofylotoxinu aich glukozidov. Bunkovd kultara P. hexandrum

prekonvertovala dodany deoxypodofylotoxin na  podofylotoxin  ajeho
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B-D-glukozid, u kultary L. flavum bol vSak rovnaky prekurzor zmeneny na 6-

metoxypodofylotoxin. [1]

Podofylotoxin vznikd z deoxypodofylotoxinu hydroxylaciou v polohe 7
pomocou deoxypodofylotoxin-7-hydroxylazy, hydroxylaciou deoxypodofylotoxinu

v polohe 6 zas vznika B-peltatin. [1]
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\ NADPH
(;}H MeO OMe
0
0 - HO OH HO
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P —— %ﬂl[]
MeQ ,
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podophyllotoxin matairesinol secoisolariciresinol lariciresinol

Obr. €. 5. Biosyntéza podofylotoxinu [23]

3.4. Explantatové kultury

Dobrt mozZznost' pre produkciu sekundarnych metabolitov predstavuja
rastlinné explantatové kultury. Explantatové kultary rastlin sa zakladaji izolaciou
urcitych Casti rastlinného organizmu a néslednou kultivaciou na kultivaénom médiu
v aseptickych podmienkach in vitro, pricom mézZe dochadzat’ k rastu, regeneracii a
r6znym morfogenetickym procesom. Prvé pokusy s tymito kultarami sa datuji uz
od roku 1902, kedy Haberlandt polozil ich zaklady. Podstatni c¢ast’ uspesnej
kultivacie tvori ovplyvilovanie a kontrola kultivacnych podmienok a kultivacného
média a dolezité je aj zachovanie aseptickych podmienok a dobry fyziologicky stav
donorovej rastliny. Ta by mala byt nepoSkodena a neinfikovana patogénom. Tiez je
zname, ze vyhodnejsie je pouzitie mladych pletiv pred starSimi. Mladé pletiva maja

vys$i potencial. [24, 27]
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Po zalozeni explantatovej kultiry azacati kultivacie explantitu vo
vhodnych podmienkach sa méze vyskytnit rézna reakcia buniek na tieto nové
podmienky a na fakt, Ze explantat uz nie je pod vplyvom celistvej rastliny. LiSit’ sa
moze aj reagovanie explantatu na potencialne poranenie vzniknuté pri izolacii.
Explantaty, v zavislosti na stupni prispdsobenia alebo poskodenia, tak mozu
odumierat’, ale aj prezivat a d’alej rast’ bez akychkol'vek zmien a regenerovat’ na
celu rastlinu. Prosperovanie explantatovej kultiry je ovplyvnené aj obdobim odberu
explantatu, organom, z ktorého pochadza, ontogenetickym alebo fyziologickym
Stadiom, alebo stavom ¢i kvalitou donorovej rastliny. Explantatové kultiry su
ovplyviiované aj pomerom rastovych reguldtorov, auxinmi a cytokininmi, ktoré
mézu byt exogénne pridané do média. To sa vo vysledku prejavuje v raste

a diferencidcii, organogenézou, alebo vo vyvine kultur na kalusy. [11, 12, 27]

3.4.1. Vyznam totipotencie

Kazdd somatickd bunka v danej kultire obsahuje kompletni genetickt
informéciu celej rastliny. Je teda schopna produkovat latky, ktoré s typicky
produkované intaktnou rastlinou, dokonca v niektorych pripadoch aj vo vysSom
mnozstve. [14] Inak povedané, vd’aka totipotencii je rastlinnda somatickd bunka
schopnd vyuzit' Uplna genetickil informaciu, ktori obsahuje, na regeneraciu,

organogenézu a tvorbu odliSnych buniek a vyvin celistvého organizmu. [11]

Pocas diferenciacie, kedy rastlinné bunky ziskavaju Struktirnu a funkénu
Specializaciu a istu usporiadanost’ do nadradenych celkov, sa genetickd aktivita
buniek znizuje, rovnako aj vlastnost’ totipotencie. Vysledkom je fakt, Ze
metabolizmus sekundarnych metabolitov v intaktnej rastline sa vyrazne liSi od toho
v explantatovych kultarach. Tieto deje v rastline podliehaju zlozitej regulacii a
metabolity st vac¢Sinou tvorené len v urCitych organoch a v istom obdobi Zivotného
cyklu rastliny. Preto v istych pripadoch explantatova kultiira nemusi tvorit’ Ziadané
metabolity, pripadne ich tvori len v nizkej koncentracii. K produkcii metabolitov
nedochadza napriklad v pripade, ked je viazand na konkrétnu anatomickt cast’
rastliny, ktord v kalusovej alebo suspenznej kultire nie je vytvorena, ako je to

umlie¢nic alebo sekrecnych trichomov. TieZ musime ratat’ s moZnostou, Ze
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z dévodu roznych mutacii alebo blokacii génov, moze dojst’ k zastaveniu syntézy

alebo akumulacie metabolitov. [11, 12, 25]

Explantat je vidcSinou diferencovana cast' rastlinného organizmu.
Diferenciaciou bunky vSak nedochéadza k jej degeneracii a naslednou kultivaciou za
vhodnych podmienok je mozné vyvolat' dediferenciaciu andvrat schopnosti
vyjadrenia totipotencie, ¢im sa zaroven obnovi mitotické delenie. Nasledne je
mozny aj proces organogenézy alebo embryogenézy. To je zalozené na fakte, Ze
diferencované bunky sa od buniek meristematickych geneticky neliSia. Tato
schopnost’ prechadzat’ z diferencovan¢ho stavu opit’ na bunky, ktoré su schopné
intenzivne sa delit’ v meristematickom stave, vyrazne odliSuje rastlinné bunky od

zivocisnych. [11, 26, 36]

3.4.2. Typy explantatovych kultir

Explantatové kultiry mozu byt rozdel'ované podla viacerych hladisk.

Vseobecne ich mdézeme delit’ aj takto:

- Organové ameristétmové kultary sa vyuzivaji v pripadoch, ked je
produkcia latok viazand na konkrétny organ alebo Specializované pletivo,
ateda vyzaduje urCity stupenn diferenciacie. Vyuzivaji sa napriklad
korenové kultiry alebo meristémové kultary obsahujuce aktivny meristém,
¢o s vicsinou apikalne casti, z ktorych sa vyvija vyhon. Ako kultary
generativnych organov sem patria kultary pelnicové.

- Protoplastové kultury st ziskavané z r6znych pletiv posobenim enzymov,
ktoré degraduji bunkové steny.

- Kultary embryi je mozné ziskat zo zrelych semien, kultivovat in vitro
a ziskat’ z nich celt rastlinu.

- Kalusové a suspenzné kultury boli pouzité v tejto diplomovej praci. [27]

3.4.2.1. Kalusové kultury

Pre tvorbu kalusovej kultry in vitro sa pouziva primarny explantat tvoreny
diferencovanymi bunkami rastlinnych pletiv alebo organov. Kalus, ¢ize zhluk

buniek pletiva neorganizovaného, heterogénneho, nepravidelného abez
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usporiadania, sa tvori dediferencidciou a proliferaciou tychto povodne
diferencovanych buniek, ¢im stracaju svoju funkénu a morfologicku Specializaciu
a dostavaju sa do istého juvenilného Stadia. Kalusové pletivo moze byt teda tvorené
rozne diferencovanymi bunkami. Od povodne diferencovanych az po novo
dediferencované asroznou schopnostou odpovedat na morfogénny signal.
Kalusov¢ kultary sa ziskavaji z roznych rozrezanych casti rastlin, pre ktoré je
dolezité, aby boli sterilné. To znamend, ze k tvorbe kalusu su potrebné rezné
plochy, ktoré sa kultivuji na médiu, v ktorom je dolezita pritomnost’ rdéznych
rastovych regulatorov. Po izoldcii diferencovanych buniek musi najprv dojst
k dediferenciacii a az potom k mitotickému deleniu. Po izolovani buniek
z meristematického pletiva explantatu uz k dediferenciacii nedochadza. Neskor sa
jednotlivé kalusové kultury odvodené z jedného rastlinného organizmu moézu 1isit
vzajomnou znaSanlivostou podmienok, potrebami pritomnosti rastovych
regulatorov, morfogénnym potencialom alebo celkovou produkciou sekundarnych
metabolitov, kedze S§tadium dediferenciacie a kalusového rastu je spojené

s genetickou variabilitou a nizSou stabilitou. [11, 12, 24, 25, 28]

Po preneseni trvalych buniek explantatu ziskaného z intaktnej rastliny do
vhodného kultivacného média sa bunky zacinaji delit’ po uplynuti istej adaptacnej
fazy, ktord =zavisi od miery diferenciacie buniek explantatu atiez ich
ontogenetického vyvinu. Kalusové pletivo sa vyvija v troch Stddidch. Tymi st
indukcia rastu, zaciatok bunkového delenia (faza proliferacie) a cytodiferenciécia.

[26]

Pocas rastovej indukcie dochadza k zmene vnutorného metabolizmu
rastliny, hlavne ¢o sa tyka syntézy DNA, RNA a proteinov. Kvodli prechodu
diferencovanych buniek a pletiv rézneho typu na meristematické, ateda strate
Specializacie v tejto faze (trvajicej 3-8 tyzdnov v zavislosti na rastlinnom druhu,
kultivaénych podmienkach a médiu), musime mnohobunkové kalusové pletivo
povazovat za nerovnorodé atvorené bunkami a pletivami s réznou schopnostou
spétnej diferencidcie. VSetky bunky s funkénym jadrom modZeme charakterizovat’
ako totipotentné, nie vSetky st vSak morfogeneticky kompetentné, pretoze len
niektoré bunky kalusu su schopné odpovedat na morfogénny signal aktivaciou
Specifickych génov a regula¢nych mechanizmov, a teda ich rastom a diferenciaciou.

[24, 26]
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V proliferacnej taze sa dediferencované bunky kalusovej kultary delia, ¢im
sa navysuje bunkova masa kalusu. Takto vSak na nové prostredie in vitro nereaguju
vSetky bunky. Bunky centralnej zoény sa na rozdiel od buniek v povrchovej casti
nedelia. Mitotickil aktivitu ovplyviiuje aj mnoho dalSich faktorov, ako su
dostupnost’ Zivin, poranenie, anaerobné prostredie ¢i vplyv svetla. [24, 26] Na
zaCiatku vzniku kalusového pletiva si prvé dva az tri mitotické cykly
synchronizované, ¢o sa viak meni so starnutim kultary. Dalej totiz v kaluse nad
meristematickymi deliacimi sa bunkami prevazuje parenchymaticky typ buniek, pre
ktoré je charakteristicky nizky mitoticky index a mozny je aj vyskyt buniek s
vaskuldrnymi a trachedlnymi elementmi, ktoré vznikaji procesom diferenciacie.

[26]

V tejto poslednej faze, pocas cytodiferenciicie, bunky prechadzaju istou
Specializaciou, ktorej vysledkom je morfologickd heterogenita a rdzna

morfogenetickd kompetencia alebo tvarové vlastnosti. [24]

Naslednou spétnou diferencidciou a morfogenézou kalusu, ovplyvnenou
hlavne vhodnou kombinéciou rastovych reguldtorov, je mozné pretvaranie kalusu
na regenerované Struktiry. To sa moéze diat organogenézou spojenou
s diferencidciou apikalneho meristému korena a stonky. Dediferenciacia buniek
a spatna diferenciacia vacsinou prebiehaji na ré6znych Zivnych médidch a mézu sa
lisit" aj fyzikalne podmienky. [11, 27, 32] Proliferaciu kalusu podporuje rovnovaha
medzi koncentrdciami auxinov a cytokininov, to vSak neznamend, Zze ich
koncentracie su rovnaké. Posun rovnovahy k vyssej koncentracii cytokininov oproti
auxinom podporuje rast stonky a vyhonkov. Pri korenioch je naopak potrebna vyssia
koncentracia auxinov, ked’Ze cytokininy maji na tvorbu korefiov v proliferacne;j
faze inhibi¢ny vplyv. Celkovy priebeh morfogenézy je inhibovany kyselinou
giberelovou. Toto podsobenie kyseliny giberelovej vSak moze byt znizované
pridavkom kyseliny abscisovej. Okrem rastovych reguldtorov mézu organogenézu
spustit’ aj rdzne fyzikalne ¢i nutricné faktory, napriklad teplota, svetlo, pritomnost’
sacharidov alebo dusikatych latok. Ako vSak uz bolo spomenuté, nie vSetky bunky

st schopné takyto signal zachytit’. [12, 26, 27]

Organogenéza a regeneracia na cely rastlinny organizmus je mozna aj po

zmrazeni kalusu pri teplote -196 °C a naslednom rozmrazeni, ¢oho vyhoda spoc¢iva
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v zabrdneni endomitézy a vzniku polyploidie, k comu nastdva pri dlhodobom

pasazovani. [27]

Vzhl'ad kalusov sa moze lisit’. Farebne rozliSujeme kalusy zelené, biele ¢i
zltkasté, pripadne cervené, zafarbené antokyanmi vo vakuoldch. Charakter ich
textury moze byt nodularny, zrnity, kompaktny alebo rozpadavy. Bunky sa liSia aj
tvarom, mozu byt sférické alebo predizené. Tenkostenné s velkou vakuolou st
bunky, ktoré sa nedelia. Bunky v $tddiu aktivneho delenia maju naopak vakuolu

mald. [28]

Kalusy sa vytvaraja v in vivo podmienkach ako rychlo sa deliace hojivé
pletiva na rane rastliny. Takéto kalusy sa vSak po Case prestavaju delit’ a hyna

z dovodu vysokého mnozstva fenolickych latok. [27]

Kalusové kultiry sa vicSinou pouzivaji pre zalozenie bunkovych
suspenznych kultir anasledni produkciu sekundarnych metabolitov. Tiez su
dobrym zdrojom pre tvorbu protoplastovych kultir. Na zaklade ich vlastnosti ako
hojivé pletiva tiez poskytuji informacie o regeneracnej schopnosti pletiv. Svoje
uplatnenie nachddzaju aj v Slachtitel'stve novych odrod, génovom inzinierstve

a vegetativnom mnozeni rastlin. [11, 28]

3.4.2.2. Suspenzné kultury

Bunkové suspenzné kultary st tvorené jednotlivymi bunkami alebo malymi
zhlukmi buniek v tekutom kultivachom médiu. VAacSinou sa zakladaju
z rozpadavych kalusovych kultar tvorenych dediferencovanymi bunkami, ktoré st
premiestnené¢ do tekut¢ého média a v niektorych pripadoch mézu vznikat aj
obnovenim bunkovej steny protoplastov. Kultivatné médium sa moze liSit' od
média kalusovych kultar koncentrdciou regulatorov a anorganickych soli a je
neustdle premiesavané v Specializovanych trepackach, ¢o spdsobuje mechanicky
rozpad kalusov ardzne velkych zhlukov buniek, ked'ze tieto bunky maja
prirodzeni schopnost’ vytvéarat’ zhluky, retiazky a spédjat’ sa. Preto je prakticky
nemozné ziskat'" suspenziu tvorent jednotlivymi bunkami. MieSanim sa
zabezpecuje aj rovnomerna distribucia buniek, prevzdusnovanie, dobra dostupnost’
kyslika a jednotlivych zloziek média. Kultivacia moézZe prebiehat’ v malych

nadobéch, ale aj vo velkoobjemnych fermentoroch, ¢o je prijatel'né pre produkciu
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velkych mnoZstiev metabolitov. Disperziu buniek v médiu ovplyviiuje vhodne
zvolend vysoka koncentracia auxinov a nizSia koncentracia cytokininov. Ziadany
je homogénny charakter kultary, slabo diferencované a dostato¢ne separované

bunky. [12, 24, 28]

U bunkovych suspenznych kultur je tiezZ mozné regeneracia a organogenéza,
a to po preneseni na spevnené kultivaéné médium, kde sa vytvaraju meristematické
noduly kalusového typu. Tieto rastové centrd, meristemoidy, mozu obsahovat
tracheidalne bunky, ktoré =zabezpecujui vaskularizaciu. K diferencidcii tychto
meristemoidov moze dochadzat’ z jednotlivych buniek, CastejSie sa to vSak deje
z niekol’kych priestorovo alebo funkéne spojenych buniek. Za indukciu
organogenézy v suspenznych kulturach st vic¢Sinou zodpovedné cytokininy. [26,

32]

Aj u suspenznych kultur musime ratat’ s nestabilitou. Cytologicky st mozné
ich zmeny s vyslednymi geneticky rozdielnymi liniami. Na odchylky moézu
vplyvat’ pocty bunkovych deleni, dany rastlinny druh, ale aj zlozenie kultivacného

média. Genetické zmeny tak stoja za vznikom heterogenity v kulttre [12, 36]

Vyuzitie suspenznych kultir je v produkcii sekunddrnych metabolitov,
v indukovani genetickej a muta¢nej manipuldcie rastlinnych buniek, v ziskavani
izolovanych buniek pre tvorbu protoplastov, na tvorbu réznych bunkovych linii
a bunkovych klonov, alebo ako materidl na indukciu alebo pripravu enzymov.
Suspenzné kultary st tieZ vhodné pre uchovavanie procesom kryoprezervacie. [28,
36]

3.4.3. Rastova krivka explantatovej kultury

Rastovéa krivka je grafické zobrazenie zavislosti rastovej charakteristiky,
napriklad poctu buniek kultury alebo ich hmotnosti, na €ase. Rozdel'uje sa na
nasledovné fazy aich doba trvania zavisi od zloZenia povodného kultivaéného
média aj média po prepasdZovani, tiez od fyzikalnych faktorov, typu buniek a ich

veku. [36, 37]
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Pociatocna Lag-faza: bunky sa postupne prispdsobuji danym
kultivaénym podmienkam, do ktorych boli vnesené. Ich pocet mdze
mierne klesnut’.

Exponencialna faza: intenzita mitotick¢ho delenia buniek je najvyssia,
dochadza k exponencialnemu rastu poctu buniek.

Linearna faza: dochadza k zniZeniu intenzity delenia buniek, biomasa
vSak stale linedrne narasta.

Féaza spomaleného rastu (deceleracné faza): rychlost’ bunkového delenia
sa znizuje na zéklade vyCerpavania zdrojov vyzivy z média a zaCatymi
inhibicnymi prejavmi. Téato inhibicia je spOsobend pritomnostou
Skodlivych latok, ktoré vznikli metabolizmom, a zmenou pH, ktort
sposobila zvySena koncentracia CO,.

Stacionarna faza: pocet buniek sa zachovava na rovnakej Urovni.
Dochadza k tomu tym, ze mnozstvo deliacich sa a odumierajucich
buniek je rovnaké. V tejto faze zaroven dochddza k dosiahnutiu
maximalnej populdcie buniek. T4 zavisi od mnozstva energetického
zdroja, dusika a kyslika pocas kultivacie.

Féza uhynu buniek: odumieranie buniek prevysuje vznik novych a ak by
nedoSlo k prepasaZovaniu buniek na nové kultivaéné médium, kultara by
uhynula. To je dévod pasdZovania, ktoré je najvyhodnejSie v intervaloch

trvajucich 3-4 tyzdne. [12, 24, 28, 37]
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Obr. €. 6. Rastova krivka [28]
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3.4.4. PasaZovanie rastlinnej kultiary

Kalus vzniknuty priamo na explantate sa oznacuje ako primarny kalus. Jeho
rozdelenim na mensSie Casti, tzv. inokula, a prenesenim na nové Cerstvé kultivacné
médium, je mozné kultivovat’ ho neobmedzene dlho. Takéto prenasanie sa oznacuje
ako pasdzovanie alebo subkultivacia. Jedno obdobie medzi iniciaciou kultiry a jej
prenosom na cerstvé médium sa nazyva pasaz alebo subkultivacny interval.
Subkultivacné ¢islo vyjadruje kolkokrat doslo k prepasazovaniu od zalozenia
primarnej kultary. [37] Prepasazovanie primarneho kalusu je vhodné po zvyseni
hustoty buniek kultiry a spotrebovani vécSieho mnozstva nutrientov v médiu.
Ststavnym pasazovanim sa zabezpeCuje udrzba kultivovaného materidlu a jeho
uspesny rast a prosperovanie. Jednotlivé kultury sa mézu 1iSit’ v potrebnej peridode
prepasazovania a rozdielna je aj dizka kultivacie, ktora je pasaZzovanim dosiahnuta.
To moéze zavisiet' od poctu buniek, ich hustoty a Zivotaschopnosti, genotypovych
vlastnosti, roznych technickych problémov alebo regenera¢ného potencialu kultury,
ked aj napriek pasazovaniu je u niektorych kultur so slabou regeneracnou

schopnost’ou mozné udrzovat’ ich len po kratsi Cas. [28]

Pasdzovanim moze dochadzat k roznej genetickej alebo epigenetickej
variabilite, ku fenotypovym zmenam alebo roéznym morfogenetickym reakciam
kultar. V dlhodobom raste kalusovej kultury a udrzovanou dediferenciaciou mo6zu
vznikat rézne bunkové klony, ktoré sa vyznaCuji rozdielnymi vlastnostami,
fenotypovou variabilitou, adaptabilitou a selektivitou. To sa modZe prejavovat
lepSim postavenim v kultire, o sa vyuZziva pri vybere klonov s preferovanymi
vlastnost’ami. PasdZovanie teda moZeme oznacit’ za epigeneticky zasah do genomu

bunky, ktory je vSak reverzibilny. [11, 28]

U suspenznych kultar je vymena kultivaéného média tiez dolezitd. Médium
obsahuje limitované mnozstvo nutrientov, ktoré je pocas intenzivneho delenia
buniek pomaly vycCerpavané apri ich nedostatku by sa prosperovanie kultary
zastavilo. Preto by k vymene média malo ddjst’ pred tymto stavom, najlepSie vo
faze, kedy eSte dochadza k deleniu buniek, a zabezpecit' tak kontinudlny prijem

Zivin. [36]

Explantatové kultary odvodené z istych druhov, ku ktorym patria aj dreviny,

moZu po poraneni alebo po istom case kultivacie podliehat” hnednutiu spdsobenému
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enzymami katecholoxidazou a polyfenoloxiddzami. Dochadza k difuzii fenolickych
latok do kultivacného média a st produkované ako reakcia na stres alebo
poskodenie. Produkty polyfenoloxidaz pdsobia fytotoxicky, ¢o moze viest’ k thynu.
Tomu sa d& zabranit’ pridanim antioxidantov (kyseliny citronovej alebo kyseliny
askorbovej) alebo latok, ktoré¢ adsorbuju fenolické zliceniny, ako st napriklad
aktivne uhlie alebo polyvinylpyrolidon. Uplatnenie nachddza aj skratenie doby
medzi pasdzami alebo prepasdZovanie nezasiahnutych casti kultiry do nového
média. Pdsobenie enzymov zodpovednych za hnednutie moze byt zniZzené aj

inkubaciou explantatov v tme. [24, 26, 32]

3.4.5. Potrebné priestorové a pristrojové vybavenie

Laboratorium vhodné pre pracu s explantitovymi kultirami musi byt
prispdsobené na Cinnosti v aseptickych podmienkach atiez na pripravu,
uchovavanie a sterilizaciu kultivacnych médii a biologického materidlu. Potrebné
si kultivatné miestnosti s moznou regulaciou teploty a osvetlenia. Asepticka
manipulacia s kultivanymi médiami a biologickym materidlom prebicha
v laminarnom boxe alebo v prostredi so zabezpecenym lamindrnym pridenim
vzduchu. To je potrebné pre zakladanie in vitro kultiry a tiez jej pasazovanie do
nového média. Prudiaci vzduch je filtrovany HEPA filtrami, ktorych pory
zabrafiuju prechodu patogénov. Specifické pradenie vzduchu brani vzniknutiu
spatnych prudov, ktoré by vnasali patogény do neziaduceho priestoru. Prostredie
boxu alebo kultivaéné miestnosti su sterilizované germicidnymi Zziaricmi s UV
ziarenim. Doba sterilizacie pred zaCiatkom prace je rozna v zavislosti na vel'kosti
priestoru. Pobyt ¢loveka alebo pritomnost’ kultir v takomto Ziareni je nepripustny.

[11, 38]

3.4.6. Sterilizacia pomocok a materialu

Pre sterilizdciu pomoécok a pouzivaného skla st potrebné teplovzdu$né
sterilizatory, pomocou ktorych sterilizacia prebieha az 2 hodiny pri teplote 160 °C,
alebo autoklavy, ktoré vyuzivaju zvyseny tlak 100 kPa a teplotu 121 °C po dobu

15-30 minut, v zavislosti na objeme. Nastroje sa sterilizuju zabalené, najcastejSie
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v alobale. Rovnakou sterilizaciou pomocou autokldvu prechddzaji aj kultivacné
médid. AvSak tie termolabilné s obsahom proteinov, aminokyselin, giberelinov
alebo niektorych cukrov sa musia sterilizovat’ filtrdciou pomocou membranovych

filtrov, pripadne je nutné sterilizovat’ tieto zlozky zvlast.

Na sterilizdciu rastlinného materialu sa pouziva chemicka sterilizacia
sterilizaénymi roztokmi, ako su napriklad roztoky chloraminu, chlornanu sodného,
chloridu ortutnatého a d’alSich, aj komeréne vyuzivanych. Koncentracia pripravku
a dizka posobenia musi byt vhodne zvolena, aby sa predchadzalo poskodeniu
biologického materidlu, ktory je mnasledne viacnasobne premyty sterilnou

destilovanou vodou. [11, 12, 38]

3.4.7. Kultiva¢né média

Kultivaéné médium s presne ur¢enym zlozenim je jednym z najddlezitejSich
faktorov ovplyviiujicich produkciu, rast, morfogenézu, prosperovanie a dostatocnu
vyzivu explantatovej kultury. Izolované explantitové kultury totiz nemdzeme
prirovnat’ k intaktnym rastlindm, ktoré s plne autotrofné a schopné zabezpecit' si
prijem potrebnych latok. Kulture tieto latky dokaze poskytnut’ kultivaéné médium
charakterizované tieZ optimalnym pH a osmotickymi vlastnostami. Jednotlivé
explantatové kultiury z roznych rastlinnych druhov sa liSia v potrebe tychto latok.
Niektorym sta¢ia médid so zakladnym zdrojom uhlika a anorganickych nutrientov,
iné moézu byt naro¢né na pritomnost’ vitaminov alebo rastovych regulatorov. Aby
boli pokryté poziadavky Sirokého spektra rastlinnych kultir, bolo vyvinutych
mnozstvo kultivatnych médii s réznym zlozenim, ktoré sa pouzivaju vSeobecne
roz$irene alebo vyhradne pre dany ucel alebo pre uzke skupiny kulttr. RozliSujeme
pevné, polotekuté a tekuté média. Pomenované st podla vedcov, ktori ich vytvorili.

Ako priklad m6Zem uviest’ niekol’ko z nich. [24, 31]

Jedno z najrozsirenejSich je Murashige a Skoog médium (MS) z roku 1962,
ktoré bolo prvotne pouzité pre pletiva tabaku. Toto médium sa vyznacuje vysokymi
koncentraciami nitratov, draslika a amoniovych idénov. Pouziva sa na podporu
organogenézy aregeneracie aje vyuzitelné v kalusovych, suspenznych aj
organovych kultarach. Médium Gamborg, tiez oznaCované ako B5 (1968) vyvinuté

pre kalusovu kultiru sdje, obsahuje zvySené mnozstvo nitratov oproti amoniovym
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kationom. Je vhodné pre kalusové, suspenzné aj protoplastové kultary. Dalsimi su
napriklad Schenk a Hildebrandt (SH, 1972), White (W, 1963), Nitsch a Nitsch (N,
N 1969), Linsmaier a Skoog (LS, 1965). [28]

3.4.7.1. Priprava kultivacného média

Kvoli znizeniu poctu postupov, ku ktorym dochadza pri priprave média,
a teda aby sa zabranilo moznym chybam, sa pouzivaju zasobné roztoky obsahujice
jednotlivé zlozky. Tiez je ich pouzivanim mozné vyhybat’ sa technicky nemoznému
navazovaniu latok v mikrogramovych mnozstvach. Navazené latky sa rozpustaju
v prisluSnom rozpustadle, pripadne sa tvoria kombinacie jednotlivych roztokov
a nasledne dochadza k doplneniu na potrebny konecny objem. Zasobné roztoky
anorganickych soli alebo vitaminov sa pripravuji v koncentracii 10-1000 krat
vysSej nez je konecna koncentrdcia v Zivhom médiu po zriedeni. Prakticky sa
vyuzivaju zasobné roztoky vitaminov, rastovych reguldtorov, mikroelementov
a makroelementov, ktoré¢ musia byt’ dostatocne zriedené pre zabranenie precipitacie
jednotlivych i6nov, ako st napriklad sulfaty a fosfaty véapnika alebo horcika.
Takéto zasobné roztoky sa uchovavaji v chladni¢ke v tmavych flasiach. Dalgie
ulahCenie moze priniest aj pouzivanie koncentrovanej zmesi latok pripravenej
Specializovanou firmou, ktoré sa rozpustaju vo vode na potrebni koncentraciu.
V kultivacnom médiu sa dalej upravuje pH pridavkom HCI alebo NaOH
a nevyhnutna je jeho sterilizacia. Pozornost’ sa kladie aj na kvalitu vody, v ktorej sa
rozpustaju zlozky médii. Mala by byt Cistd, deionizovana alebo destilovana.
V Ziadnom pripade by nemala byt z vodovodu. ZloZenie média musi vyhovovat
poziadavkdm kultury v jednotlivych etapach kultivacie. Pri zaloZeni kultury sa
Casto pridavaji antioxidanty, neskor cytokininy, ktoré sa podiel'aji na tkanivovej

proliferacii a nakoniec auxiny, ktoré podporuju diferencidciu. [32, 36]

3.4.7.2. Zlozenie kultiva¢ného média

MAKROELEMENTY
Medzi makroelementy obsiahnuté v kultivaénych médiach patria dusik,

fosfor, vapnik, horc¢ik, draslik a sira vo forme ich soli a oproti mikroelementom su
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vo vySSom mnozstve. Dusik asira maju vyuzitie pri syntéze proteinov, spolu
s fosforom tiez pri syntéze nukleotidov. Fosfor v koncentracii 1-3 mM je aj
sucastou koenzymov NAD a NADP, fosfolipidov, bunkovych membran, a ako
zlozka ADP a ATP ma dodlezitost v prenose energie. Syntézu bunkovej steny
podporuje aj obsah vapnika. Horcik sa vyuziva ako enzymovy kofaktor alebo pri
podpore membranovej integrity. lony draslika sa podiel’aju na osmotickej regulécii
bunky audrzuju pH. Dusikaté zluceniny sa mdézu okrem formy anorganickych
dusi¢nanovych (v koncentracii 25-40 mM) a amoénnych (2-20 mM) i6nov
vyskytovat’ tiez ako organické latky, akymi su aminokyseliny alebo iné organické

kyseliny. [11, 32]

MIKROELEMENTY

Mikroelementy sa vyznacuju ich malym mnozstvom v médiu, ich vyznam
pre rast apritomnost je vSak nevyhnutna. Pri ich nedostatku méze dochadzat
k spomaleniu rastu, chloroze listov alebo rdznej deformacii pletiv. Medzi
mikroelementy patri Zelezo, zinok, mangan, med’, bor, chlor, jod, molybdén alebo
kobalt. Dostupnost’ zeleza v kultiire zabezpecuje kyselina etyléndiamintetraoctova
(EDTA), ktora pdsobi na zelezo chelatacne a vytvara s nim komplexnu zluceninu.

V tejto forme je dostupnost’ Zeleza mozna v Sirokom rozmedzi pH. [11, 28]

UHLIK

Vyznamnym zdrojom uhlika v kultivaénom médiu pre mixotrofné az takmer
heterotrofné rastlinné explantatové kultry st glukéza ahlavne sachardza. Je
mozné pouzit' aj iné karbohydraty, ako st napriklad maltéza ¢i rafindza, avSak
s nizSou U¢innost'ou. Pridané cukry v médiu su zdrojom energie, ked’ze pre mnoho
rastlinnych kultlr je proces fotosyntézy nemozny z dovodu nedostatku chlorofylu,
nedostato¢ného vyvinutia alebo nepatrnej vymeny plynov. Preto je ich mnozstvo
v kultivaénom médiu v mnohych pripadoch jednym z najpodstatnejsich vplyvov na
produkciu sekundarnych metabolitov a rast buniek. Sachar6éza sa tiez podiela na
zachovavani osmotického potencidlu. Jej koncentracia v médiu je vécsinou 2-3 %,
avSak mnozstva, ktoré si priaznivé pre rast bunkovej kultary naopak mézu pdsobit’
inhibicne na syntézu chlorofylu. Pocas autokldvovania média je sacharoza

hydrolyzovana na glukoézu a fruktézu, ktoré st nésledne vyuzivané pre rast.
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Autoklavovana fruktoza je vSak pre kulturu toxicka, naopak autoklavovana glukéza

moze podporovat rast kalusu. [28, 31]

VITAMINY

Pre podporu optiméalneho rastu, ahlavne ddlezitost v metabolickych
procesoch ako kofaktory enzymovych systémov, maji svoj vyznam v kultivacnych
médiach prave vitaminy. Bezne pouzivanymi vitaminmi st tiamin (B1), kyselina
nikotinova (B3), pyridoxin (B6), kyselina pantoténova (B5) a myoinositol. Dalgie
mozné su vitamin C, riboflavin (B2) alebo vitamin E. Jednotlivé médid sa liSia

obsahom tychto latok.

Tiamin, jeden z najvyuzivanejSich vitaminov, sa v médiach nachadza vo
forme pyrofosfatu v koncentracii 0,1-5,0 mg/l ajeho funkcia je ako kofaktor
metabolizmu karbohydratov a v biosyntéze aminokyselin. Jeho kombinacia
s rastovym regulatorom typu cytokininov méze ovplyvnit’ rast rastliny. Myoinositol
ma funkciu v prijme a vyuziti idnov, v podporovani rastu a tvorby bunkovych stien
a predpokladd sa jeho metabolizdcia na pektin. Vitamin C ako vyznamny
antioxidant sa pouziva aj pri izolacii explantitov ana prevenciu oxidaéné¢ho
zhnednutia explantatov. Tiez indukuje bunkové delenie a predlZzovanie a podporuje
tvorbu vyhonkov aj pri jej inhibicii sposobenej kyselinou giberelovou. Riboflavin

inhibuje tvorbu kalusu, naopak vS$ak tiez podporuje rast vyhonkov. [28]

AMINOKYSELINY

Aminokyseliny, ako zdroj dusika v médiu, si jednoduchSie prijatelné pre
kultiru nez dusik v anorganickej forme, aj ked ich pritomnost v médiu nie je
esencidlna, ked’Ze bunky st schopné ich syntetizovat’ aj v in vitro podmienkach.
V kultivacnych médidch sa vyuZiva pridavok L-glutaminu, L-asparaginu, L-
cysteinu alebo L-glycinu v réznych zmesiach aich pritomnost ovplyviiuje rast
protoplastovych  kultir a somaticki embryogenézu. Pridavok jednotlivej

aminokyseliny v§ak moZe posobit’ na rast inhibicne. [28]

OSTATNE ORGANICKE ZLOZKY
Patria sem takzvané¢ nedefinované zlozky, ako st kazeinovy hydrolyzat,

extrakt z kvasnic, kokosové mlieko alebo rozne extrakty z pomarancov alebo rajéin.
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Mozu pozitivne ovplyviovat’ rast a regeneraciu, ale ich nevyhodou je neuplne

definované zlozenie, ktoré sa moze lisit’. [28]

Pridavok aktivneho uhlia ajeho adsorbcnej schopnosti sa vyuziva pri
adsorbcii latok, ktoré mézu pdsobit’ inhibi¢ne alebo mozu kultaru poskodzovat,
ako st napriklad oxidované fenolické latky, a teda posobi stimulacne. Pri adsorbcii
rastovych reguladtorov mé vSak inhibi¢ny uc¢inok. Zaroven spdsobuje stmavnutie

média. [28, 36]

SPEVNUJUCE ZLOZKY

Na pripravu semisolidnych médii sa najcastejSie pouziva agar,
vysokomolekularny polysacharid ziskavany z morskych rias. Pouziva sa
v koncentréacii 0,5-1 % avySSie koncentrdcie mozu spdsobovat’ tazsi prechod
a difuziu nutrientov z média do tkaniv. Jeho zdkladnou vlastnostou je jeho
inertnost’. To znamend, Ze nereaguje s ostatnymi zlozkami v médiu a je odolny voci
enzgmom. Dalsie speviiujuce latky st napriklad agardza alebo fytagel. Ako
mechanickd podpora kultiry moze byt okrem gelifikujlicej latky pouzity aj mostik

z filtraéného papiera, perforovany celofan, Spongie alebo iné pomdcky. [28]

3.4.7.3. Rastové regulatory

Ako rastové regulatory oznaCujeme organické latky, ktoré su povodnymi
rastlinnymi  horménmi  (fytohorménmi), aleboich syntetickymi derivatmi.
V kultivaénych médiach mézu byt v roznych mnozstvach, védcSinou vo velmi
nizkych koncentraciach, aich funkciou je ovplyvilovanie rastu ainych
fyziologickych procesov. Medzi rastové regulatory a latky s rastovo-regulacnymi
ucinkami patria auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova, etylén
brassinosteroidy, kyselina jasmonova aj polyaminy. Mozu pdsobit’ stimulacne alebo
inhibicne, avSak aj stimulator vo vy§§om mnoZstve moZe inhibovat. Ich vyvaZzenym
pomerom je mozné regulovat’ jednotlivé rastové deje. Je vSak nutné mysliet’ na
interakcie exogénne pridanych latok s tymi endogénnymi. Po ich produkcii v jedne;j
Casti rastliny s nasledne prenesené na miesto ucinku, alebo mdzu pdsobit aj
v mieste syntézy, ¢im sa liSia od zivo¢iSnych hormonov. LiSia sa tiez tym, Ze jeden

hormoéon méze regulovat’ viac fyziologickych procesov. Cielové bunky musia byt
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prisposobené na prijatie signalu Specializovanymi receptorovymi bielkovinami.
Pritomnost’ rastovych regulatorov vedie k expresii génov, ktoré su zodpovedné
napriklad za transkripciu a nasledne ovplyviiuju roézne vyvojové Stadia. Odpoved’
rastlinného explantdtu na exogénne pridany regulator tak zavisi na genotype
rastliny, fyziologickom stave explantatu a jeho veku. LepSie odpovedaji mladsie

pletiva a dolezité je aj vhodna koncentracia regulatoru. [11, 24, 32]

AUXINY

Auxiny podporuji bunkové delenie, predlzovaci rast buniek, tvorbu kalusu
a ovplyvituju aj d’alSie fyziologické procesy ako si geotropizmus, fototropizmus
alebo apikdlna dominancia. Tvorbu adventivnych korefiov podporuji v nizsej
koncentracii, vo vysokej koncentracii dochadza k podporovaniu bunkového delenia
a tvorby kalusu. Predpoklada sa, Zze v nadmerne vysokych koncentradcidch mozu byt
zodpovedné za chromozomalne a mitotické nepravidelnosti, a teda cytogeneticka
nestabilitu. Tento efekt vSak zéavisi aj od dalSich kultivaénych podmienok
a ontogenetického vyvoja kultiry. Patria sem napriklad kyselina 1-naftyloctova
(NAA), kyselina indolyl-3-octova (IAA), indolyl-3-maselnd (IBA) alebo kyselina
fenyloctovéa (PAA). [11, 26, 33]

CYTOKININY

Cytokininy, ktorymi st napriklad kinetin, zeatin alebo BAP (6-
benzylaminopurin), stimuluji delenie buniek. Vo vysSej koncentracii inhibujt
tvorbu korenov a podporuju tvorbu vyhonkov. Aj pomer auxinov ku cytokininom
ovplyviiuje morfogenézu. VysSie mnozstvo auxinov oproti cytokininom podporuje
inicidciu tvorby koreniov a vysSie mnoZstvo cytokininov stimuluje proliferaciu
axilarnych puacikov a vyhonkov. U dvojkliénolistovych rastlin vac¢Sinou plati, ze
priblizne rovnaké koncentracie podporuji tvorbu kalusu, u jednokli¢nolistovych

rastlin kalogenézu indukuje vyssia koncentracia auxinov. [28, 32]

3.4.8. Moznosti zvySovania produkcie explantiatovych kultur

Z dovodu vyuzivania uhlika ako zdroja energie pre bunkové delenie
v exponencialnej faze rastu, je va¢Sina sekundarnych metabolitov produkované vo
faze stacionarnej, ked’ sa potreba prisunu uhlika pre primarny metabolizmus znizi.
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Produkcia sekunddrnych metabolitov explantatovymi kultarami je casto
nedostacujuca, nizka alebo variabilnd. To moze byt prave vysledkom stperenia
primarneho a sekundarneho metabolizmu o potrebné medziprodukty a nutrienty,
alebo je to sposobené nizkou expresiou potrebnych génov. U niektorych kultar
dokonca vobec nedochddza k produkcii latok, ktoré su syntetizované v intaktnej
rastline. Naopak, v niektorych kultirach je produkcia latok vysSia. To moze byt
vysledkom selekcie a screeningu velkého poctu buniek s vyberom tych najlepsich.
V neposlednom rade je vyznamné zvySovanie produkcie zabezpecené

aj ovplyvilovanim kultivaénych podmienok a kultivaéného média. [30, 31]

3.4.8.1. Selekcia a screening

Pre indukciu explantatovej kultiry a ziskanie vysoko produktivnej bunkovej
linie je zakladnym a prvym krokom vhodny vyber materskej rastliny s dostatoénym
obsahom ziadanych metabolitov. M6Ze sa pouzit’ aj screeningova analyza vel'kého
poc¢tu buniek alebo bunkovych linii a nasledny vyber najlepsich. Vyselektovanie
bunkovych linii produkujicich vysoké mnozstva ziadanych latok moze byt
zabezpecené aj metdédami bunkového klonovania. Znizenie produkcie méze byt
sposobené aj genetickou nestabilitou a genetickymi alebo epigenetickymi zmenami
sposobenymi muticiami alebo zmenou podmienok. Preto musi byt pozornost
venovana vhodnym izolaénym a selekénym metddam, ktorymi je mozné zabranit’
takymto zmenam v kultare. Selekcia mdZze byt’ zaloZend aj na principe exponovania
kultary toxickym latkam alebo stresovym faktorom a naslednym vyberom buniek

so schopnost’ou rezistencie k danym podmienkam. [14, 29, 30]

3.4.8.2. Optimalizacia fyzikalne-chemickych podmienok

Faktormi, ktoré mozu ovplyviiovat’ produkciu, st napriklad osmoticky tlak,
teplota, svetelné podmienky, pH prostredia, prevzdusiovanie, koncentracia kyslika
a relativna vlhkost. Manipulovanie s tymito parametrami, spolu s ovplyvilovanim

nutri¢ného zloZenia kultivacného média, tvori zaklad optimalizacie. [29]
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SVETLO

Vplyv svetla posobi hlavne na diferencidciu buniek, organogenézu, rast a
morfoldgiu, ale aj na produkciu a akumulaciu metabolitov. Popisovanych je viacero
faktorov, ako st intenzita svetla od Uplnej tmy az po 8000-10000 luxov, kvalita
svetla alebo dizka osvetlenia. Najpouzivanejiie je studené biele svetlo. Jednotlivé
kultary sa liSia potrebou osvetlenia, od nepretrzitého 24 hodin trvajiceho, az po
diZku osvetlenia kratsiu ako 10 hodin. Fotoperioda optimalna pre va¢sinu kultr je
16-18 hodin a pri nedostatonom alebo nadmernom osvetleni méze dochadzat
k znizenej produkcii alebo posSkodeniu kultar. Pre rast zelenych fotosyntetizujicich

kultar je potrebna vyssia svetelnd intenzita. [11, 31]

TEPLOTA

Pri zakladani kultury je vhodnejSia nizSia teplota, ktord prispieva k
zabrafovaniu Sirenia infekcii. VSeobecne je vSak optimum pre vacSinu kultur
v rozsahu 20-25 °C. Pre kazdu kultiru by mala byt tato teplota vhodne zvolena.
Teplota mdze mat’ vplyv na zmenu vlastnosti molekul rastovych regulatorov, na
expresiu génov, rychlost’ a senzitivitu enzymatickych procesov, na morfologické
alebo fyziologické procesy, akymi st dormancia ¢i hydraticia. Ako priklad
biotransformacie latok ovplyvnenej teplotou v bunkovej kulttre Digitalis lanata
modzem uviest premenu digitoxinu na digoxin pri teplote 19 °C, avsak pri teplote 32

°C dochadza k tvorbe purpureaglykozidu A. [11, 14, 31]

VLHKOST

Voda ako sucast’ kultivacného média ovplyviiyje fyzioldgiu aj anatomickt
Struktaru kultar. Pésobi na fungovanie prieduchov a ovplyviiuje vodny potencial.
Vhodna je niz$ia relativna vlhkost’, pri ktorej sa jednoduchSie prekonava obdobie

aklimatizacie. [11]

ACIDITA

Acidita zivného média, ktorého optimélne hodnoty su v rozmedzi 5,0-6,0,
ovplyviiuje rast a vyvin buniek, metabolizmus bielkovin, fungovanie regulatorov
rastu a vitaminov a konzistenciu média. Prili$§ nizka alebo vysoké acidita moze rast
buniek inhibovat’ a pH pod 5,0 zabraiiuje tuhnutiu agaru. K zniZeniu pH o 0,3-0,5

jednotiek dochddza pocas sterilizacie autokldvom a k zmendm moze dochédzat’ aj
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pocas kultivacie. K zvySovaniu napriklad pri prijme nitratov, k zniZovaniu pri
asimilacii amoniaku. Pre zmeny acidity sa mdézu pouzivat aj pridavky kyseliny

chlorovodikovej alebo hydroxidu sodného. [11, 14, 28]

3.4.8.3. Manipulacia s obsahom nutrientov v kultivatnom médiu

Zlozenie kultivaéného média, ako jedného =z najvplyvnejSich kritérii

ovplyviujucich rastlinntl produkciu, je objektom mnozstva studii.

Bolo dokéazané, ze pomer mnozstva amoniaku k dusi¢nanom, alebo celkové
mnozstvo dusika, ma vplyv na produkciu sekunddrnych metabolitov. Napriklad
znizené mnozstvo amonnych katidnov a zvySené mnozstvo dusi¢nanovych anionov
podporuje produkciu Sikoninu v kultare Lithospermum erythrorhizon a celkovo
nizke hladiny dusika podporuji produkciu kapsaicinu v kultare Capsicum

frutescens. Amonne kationy sa tiez podiel'ajii na zmene pH v médiu. [14, 28]

Na produkciu a akumuléaciu sekundarnych metabolitov ma vplyv napriklad
aj koncentracia fosfatov. Niz§ie mnozstvo fosfatov v médiu posobi na produkciu
a hladiny kli€¢ovych enzymovych systémov, ¢o sa prejavuje napriklad indukciou
produkcie ajmalicinu v kulture Catharantus roseus. Naopak vyS$Sie mnoZstvo

fosfatov stimuluje syntézu digitoxinu v kultare Digitalis purpurea. [14]

Mineralne zlozky sa v médiu mozu rdzne synergicky alebo antagonisticky
ovplyviiovat’ pocas posobenia biotického alebo abiotického stresu na pletiva. To sa
modze v konecnom dosledku prejavit’ ich nedostatkom alebo toxicitou s naslednym
negativnym vplyvom na kultiru. Vysoké mnozstva fosforu, medi alebo zinku, ktoré
posobia na kulturu a jej produkciu negativne, mozu byt antagonizované vysSimi

mnoZzstvami zeleza, vapniku alebo horcika. [28]

3.4.8.4. Pouzitie prekurzorov

Vseobecne v mnohych pripadoch plati, Ze exogénny pridavok
vychodiskovej latky alebo medziproduktu istej biosyntetickej drahy do
kultivaéného média navodi zvySeny vytazok Zziadanych kone¢nych produktov,

sekunddrnych metabolitov. Pre zabezpecCenie spravneho prekurzoru pre danu
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kultiru je potrebna znalost’ tychto biosyntetickych drah. Medzi najpouzivanejSie
prekurzory patria napriklad fenylalanin, kyseliny Sikimovéa, jasmonova, Skoricova
alebo mevalonova. VSeobecne pridavok aminokyselin ovplyviiuje produkciu

mnohych alkaloidov, ako su tropanové alebo indolové. [28]

3.4.8.5. Biotransformacia

Reakciami, ktoré su umoznené pritomnostou mnohych enzymatickych
systémov v explantatovej kultare, mdze z exogénne pridanych latok vznikat’ mnoho
ziadanych metabolitov na zéklade zmeny funkénych skupin vich chemickej
Struktire. Vyhoda pouzitia rastlinnych kultar spociva v ich schopnosti menit’ rézne
latky, nielen ich vlastné sekundarne metabolity. Sutiez schopné katalyzovat
stereoSpecifické reakcie a vytvarat modifikacie, ktoré su tazko dosiahnutelné aj
chemickou syntézou. Ziadané metabolity vznikajii reakciami hydroxylaénymi,
oxida¢no-redukénymi, acetylatnymi, esterifikacnymi, izomera¢nymi, metylacnymi,

glykozylacnymi a mnohymi d’al$imi. [14, 30]

3.4.8.6. Imobilizacia buniek

Tato technika spociva v zachyteni buniek na vhodny nosi¢, akym moze byt
napriklad alginat vapenaty, agar alebo polyuretanova pena. Bunky mézu byt tiez
zadrZzané pomocou bariérovych membran a v niektorych technikdch sa vyuZziva aj
imobilizacia enzymov. Vyhody veduce k vySSej produkcii metabolitov spocivaju
v zvySeni mechanickej stability buniek, ateda v zniZeni stresu, ktorému su
vystavené pri treni a pohyboch v suspenznej kulture. Dochadza tiez k lepSiemu
vzajomnému kontaktu a komunikécii medzi bunkami pomocou signalnych molekul.
V takejto kulture tieZ nie je podporovany rast buniek, a teda pritomna je stacionarna

faza, kedy sa produkcia metabolitov zvySuje. [28, 34]

3.4.8.7. Permeabilizacia

Bunky najcastejSie uskladituju produkované sekundarne metabolity vo

vakuolach apri ich zvySenej produkcii mnozstvo redlne ziskanych metabolitov
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zéavisi na schopnosti bunky uvolnit’ metabolity do média. Tieto latky mézu bunky
uvolnovat spontanne difuziou alebo aktivnym prenosom, avSak mozu byt
podporené aj cielenymi metédami, ktoré zvySuji vytazok metabolitov, tzv.
permeabilizaciou. Pri tom je vSak nutné pouzit metddu, ktord nenarusa
zivotaschopnost” bunky. Takéto metdody vyuzivaju roézne latky ako napriklad
dimetylsulfoxid alebo chitosan. Bunky mo6zu byt podrobené zmene pH,
elektroporacii, ultrazvuku alebo prostrediu s extrémne vysokym tlakom, avSak len
pocas urCitého kratkeho Casu. Prestup latok zavisi aj na schopnosti tvorby pérov
v membranovom systéme bunky. V suspenznych kultarach sa na akumulacii

metabolitov mimo intracelularneho prostredia podiela aj pritomnost’ elicitorov. [30]

3.4.8.8. Elicitacia

Elicitory, ako latky biotického alebo abiotického pdvodu, st signdlom pre
fyziologicku alebo morfologickli zmenu v rastline, ateda aj indukciu syntézy
sekundarnych metabolitov. Su to i6ny kovov alebo iné anorganické zluceniny,
ultrafialové Ziarenie, latky z mikroorganizmov alebo aj latky produkované
endogénne rastlinou proti alebo pri Utoku neziaduceho patogénu alebo
bylinozravca. Konkrétne takymi latkami su napriklad chitosan, chitin, xantan, -
glukany alebo iné poly- alebo oligosacharidy ¢&i lipidové derivaty. Ziadané
metabolity su teda produkované ako obrannd reakcia. Elicitor reaguje so
Specifickym receptorovym proteinom v plazmatickej membrane a tym spusta
signalnu drahu, ktord zapéja rozne i6nové kanaly, G-proteiny, protein kinazy a tzv.
druhych poslov, ¢o vedie k nastartovaniu biosyntetickej drahy veducej k produkeii
a akumulacii  sekundarnych metabolitov. Dochadza aj kexpresii génov
zodpovednych za kddovanie potrebnych enzymov. Pridavok elicitoru do rastlinnej
kultiry okrem zvySenia produkcie aj zniZzuje Cas potrebny na ziskanie ziadaného
mnoZstva produktu. Je viak nevyhnutné optimalizovat koncentraciu a dizku
posobenia konkrétneho elicitoru pre dant kultaru. V bunkovych kultarach je mozné
Casto pozorovat aj synergistické podsobenie viacerych elicitorov, hlavne
ako kombinacia endogénneho a exogénneho elicitoru, pripadne posobenie dvoch

exogénnych vplyvajicich na dva rozne receptory. [3, 35]
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3.4.9. Vyhody a vyuzitie explantatovych kultar

Vyhod produkcie sekundarnych metabolitov s vyuzitim explantatovych kultir

je niekol’ko:

- Vyznamny je nulovy vplyv geografickych a klimatickych podmienok na
rastlinnu kulturu a dané kultivacné podmienky je mozné regulovat’. [14]

- Mnozstvo latok mnohokrat prevysuje produkciu v intaktnej rastline a dokonca
je mozné ziskavat’ zluCeniny, ktoré sa v rastlindch normalne nevyskytuju. [14]

- Tento spdsob produkcie je casovo vyhodny, kedze vyvoj rastlin
v podmienkach in vitro je rychlejsi. [12]

- Je mozné ziskat’ metabolity pochadzajuce z rastlin, ktoré su v prirode ohrozené,
obmedzené, tazko dostupné alebo v malych mnozstvach. [12]

- Pestovanie kultir prebiecha na omnoho mensej ploche ako v prirodnych
podmienkach, je teda mozné dopestovat’ va¢sie mnozstvo materialu. [12]

- Ziskand biomasa je sterilnda abez zvySkov latok ako st herbicidy
alebo insekticidy. [37]

- Kultivacia prebieha v podmienkach, v ktorych sa nenachadzaju negativne
biologické vplyvy, ako st pritomnost mikroorganizmov alebo hmyzu, a
dopestovany materidl je zdravy bez patogénov alebo virusov, pripadne sa
explantatova technika moéze vyuzit' na ozdravenie uz napadnutého materialu.
V ozdravovani sa ¢asto vyuzivaji meristémové kultary. [25]

- In vitro metdédy prindSaju moznosti hybridizacie, genetickej manipulécie,
bunkovej selekcie a ziskavania kultur odolnych vocéi réznym extrémnym
podmienkam, tazkym kovom ¢i herbicidom, alebo produkujucich vysSie
mnozstvo Ziadanych metabolitov. Metody fuzie protoplastov alebo iné in vitro
postupy prinds$aju moznosti ziskania novych genotypov. [12, 24]

- Technika mikropropagicie umoZiuje vegetativne mnoZenie rastlin a tym
tvorbu geneticky identickych klonov. [36]

- Explantatové kultiry nachddzaji vyznam aj v genetickom inZinierstve pri
tvoreni genobaniek meristémov alebo d’alSich Casti obsahujucich isti genetickll
informéciu. Pri zmrazovani tychto genobaniek az na teplotu -196 °C pomocou
tekutého dusika dochadza k zastaveniu metabolickych procesov ak

uchovavaniu rastliny a jej genofondu aj v priebehu niekol’kych rokov. [12, 24]
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Pouzitie explantatovych kultur v biotechnolégii rastlin vSeobecne umoziuje
cielavedomu regulaciu rastu a produkcie, ¢o vedie k ochrane rastlin a
ziskavaniu biomasy a latok vyuzitelnych vo farmdcii, potravindrstve,
Slachtitel'stve rastlin aj agropriemysle. V priemysle st kultiry udrziavané vo
fermentoroch. To su valce vac¢sich objemov naplnené kultivaénym médiom
a suspenznou kultarou buniek s pristupom sterilného vzduchu a poskytnutymi
vhodnymi podmienkami pre kultiru. R6zne bioreaktory je vSak nutné vhodne
navrhnuat’ pre pouzitie prisposobené naroénym podmienkam buniek a vyhnut sa

tak smykovému napétiu a silam, ¢o ich moze poskodzovat'. [3, 24, 25]
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Rastlinny material

V diplomovej praci bola pouzitd kalusova kultara Juniperus virginiana,
varieta 'Glauca', ktord bola odvodend z povrchovo vysterilizovanych listov vo
februari 2012. Pozorovana bola produkcia podofylotoxinu tejto kultiry v priebehu
15 pasazi, od 32. pasaze (Cize ako trojro¢na kultara) do 46. pasaze (Stvorrocna

kultara).

Suspenzna kultura Juniperus virginiana, varieta 'Glauca' bola odvodena od
trojrocnej kultary v 32. pasazi. V diplomovej praci bola sledovand produkcia
podofylotoxinu opit’ v priebehu 15 pasdzi, ato od 5. pasdZze (3 mesiace stard

kultara) do 19. pasaze (jednoro¢na kultura).

4.2. Pristroje a pomocky

Pri experimentoch boli pouzité nasledujuce pristroje:

Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen

Autoklav PS 20A, Chirana, Brno

Teplovzdusny sterilizator HS 31A, Chirana, Brno

Box s laminarnym pradenim Fatran LF, Zilina

Trepacka VKS 75A, Edmund Buehler GmbH, Hechingen
Ultrazvukova lazeit RK 100H, Bandelin electronic GmbH, Berlin
Centrifuga MPW 342, Mechanika precyzyjna, VarSava
Chromatograficka zostava JASCO 2000-Plus, Jasco, Tokyo

4.3. Kultiva¢né nadoby a nastroje

Experimenty s explantatovymi kultirami prebiehali s pouzitim skla SIAL,
ktoré je odolné voci chemikalidm a vysokym teplotdm. Kovové nastroje, ktoré boli
pouzité pri praci s rastlinnym materialom boli oplachnuté 96% etanolom a zabalené
v hlinikovej folii. Takto boli nésledne sterilizované teplovzdusnym sterilizatorom 2

hodiny pri teplote 200 °C.
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4.4. Kultivacia
4.4.1. ZloZenie a priprava pouZitého kultivaéného média

Pre kultivaciu explantatovych kultar Juniperus virginiana sa pouzilo
kultivacné médium podla Schenka a Hildebrandta (SH médium). ZloZenie tohto

média je nasledovné [43]:

KNO; 2 500,00 mg.I"
CaCl, 151,00 mg.I"
MgSO0y . 7 H,O 195,00 mg.I"
(NH4)H,PO, 300,00 mg.1"!
KI 1,00 mg.I"
H;BO; 5,00 mg.l'1
MnSO, H,O 10,00 mg.1"!
ZnS04. 7 H,0 1,00 mg.I"
Na,MoO,. 2 H,0 0,10 mg.I"
CuS0y. 5 H,0 0,20 mg.I"
CoCl,. 6 H,O 0,10 mg.I"
NaFeEDTA 19,80 mg.I"
kyselina nikotinova 5,00 mg.I"
pyridoxin chlorid 0,50 mg.1"!
tiamin chlorid 5,00 mg.I"
myoinositol 1000,00 mg.I"
sachar6za 30 000,00 mg.1"!

K takto zloZenému médiu boli pridané este nasledovné latky:

kyselina a-naftyloctova 3,0 mg.l”
kinetin 0,2 mg.1"
kyselina askorbova 15,0 mg.I”

41



Latky potrebné pre zloZenie kultivaéného média boli navdzené na
analytickych vahach alebo odpipetované zo zasobnych roztokov. Zivné médium
s dobre rozpustenymi a zmieSanymi zlozkami sa doplnilo na objem 1 liter
destilovanou vodou. Takto pripravené médium sa pomocou odmerného valca
rozlievalo po 30 ml do 100ml Erlenmeyerovych baniek. Pre kultivaciu kalusovych
kultar boli do baniek pred rozlievanim vlozené mostiky z filtraéného papiera.
Nasledne sa banky uzatvorené hlinikovou féliou sterilizovali v autokldve 15 minut

pri teplote 121 °C a tlaku pary 0,1 MPa.

4.4.2. Pasazovanie kultar

Kalusové kultury boli pasdzované v boxe s laminarnym pradenim, ktory bol
pred pasdzovanim sterilizovany germicidnym ziarenim. Na pasadzovanie kultar boli
pouzité sterilizované pinzety, ktoré boli pred pouzitim balené v hlinikovej folii.
Nimi boli vhodné ¢asti kalusov prenasané na papierové mostiky a Cerstvé médium
v tiez sterilizovanych Erlenmeyerovych bankach. Nasledne hlinikovou fo6liou
uzatvorené banky boli ulozené v kultiva¢nej miestnosti s teplotou 25 °C a svetelnou

periddou 16 hodin svetla a 8 hodin tmy.

Kalusova kultura Juniperus virginiana bola pasazovana v 28dnovych
subkultivacnych intervaloch. Po kazdych 28 ditoch kultivacie bola odobrana vzorka
kultiry, ktord bola néasledne vysuSend pri laboratornej teplote a analyzovana na
obsah podofylotoxinu. Ina Cast kultary bola prepasdZovana a kultivovana pri

rovnakych podmienkach d’alSich 28 dni.

Pasazovanie suspenznej kultary bolo uskutocnované v sterilnom boxe
prenasanim 2 ml suspenzie do Cerstvého média. Erlenmeyerove banky uzatvorené
hlinikovou foliou sa nasledne umiestnili na trepacku v kultivacnej miestnosti

s rovnakymi podmienkami.

Suspenznd kultara Juniperus virginiana bola odobrana zfiltrovanim za
znizeného tlaku na Bilichnerovej nalevke ausuSena pri laboratérnej teplote.
Subkultivacny interval bol 21 dni. V obidvoch pripadoch bolo sledovanych 15

pasazi.
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Obr. ¢. 7. Kalusova kultara Juniperus virginiana, varieta 'Glauca'

Obr. €. 8. Suspenzna kultira Juniperus virginiana, varieta 'Glauca'
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Obr. €. 9. Kultivacia suspenznych kultlr na trepacke

4.5. Stanovenie podofylotoxinu
4.5.1. Priprava vzorky

Bolo odvézenych 0,3000-0,5000 g ususenej praskovanej kultiry Juniperus
virginiana. Navédzené vzorky sa zmieSali v 10,0ml odmernej banke s 10,0 ml
metanolu a extrahovali sa 1 hodinu v ultrazvuku pri laboratérnej teplote. Extrakty
boli prevedené do centrifugacnych skiimaviek a odstred’ované po dobu 5 mint pri
4500 otackach. Supernatanty boli prevedené do vialiek a nasledne analyzované

metodou HPLC-DAD.

Pre kvantifikovanie obsahu meranych latok bola pouZitd matematicka
metdda normalizicie a porovnanie s kalibraénou krivkou, ktord bola vytvorend

pomocou externe meraného Standardu rovnakej latky.

4.5.2. Podmienky HPLC

HPLC podmienky boli nasledovné: hlavna vinova dizka bola nastavena na

280 nm a referenéné vinové dizky pre lepsiu identifikaciu piku boli nastavené na
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270 a 290 nm. Pouzita bola RP-18 Lichrospher kolona (250 x 4 mm, velkost’ ¢astic

5 um) a ochranna predkoldna z rovnakého materialu.

Vstrekované objemy roztokov vzoriek a Standardov boli 20 pl a koléna sa vyvijala

pri 25 °C.

Mobilna faza obsahovala =zlozky (A) metanol/voda/kyselina fosfore¢na

(60:39,7:0,3; v/v/v) a (B) metanol/kyselina fosforecna (99,7:0,3; v/v).

Elu¢ény gradient bol navrhnuty nasledovne: 0—8 min, 0—80 %; 89 min, 80—100 %;
9—-10 min, 100 %; 10—11 min, 100 % — 0 %; 11-13 min, 0 % rozpustadla B.

Rychlost’ prietoku mobilnej fazy bola 1 ml/min.

Pre stanovenie podofylotoxinu bola vytvorena kalibra¢na krivka.

Calibration curve: podophyllotoxin - podophylotoxin
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Obr. €. 10. Kalibra¢na krivka podofylotoxinu
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Obr. €. 11. Priklad chromatografického zdznamu

4.5.3. Pouzité matematické vzorce pre vypocty

Pri spracovani ziskanych hodndt boli pouzit¢é vzorce na

aritmetického priemeru a smerodajnej odchylky.
Aritmeticky priemer

_ 1 1 @n
x-;(x1+ Xy + o+ xn)—; =1 X
x = aritmeticky priemer, n = celkovy pocet hodnot, x; = namerané hodnoty

Smerodajna odchylka

1 —
$= |ng o1 (= %)?

s = smerodajna odchylka, n = celkovy pocet hodnot, x; = namerané hodnoty
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5. VYSLEDKY

5.1. Tabul’ky

Tab. €. 1. Obsah podofylotoxinu v kalusovej kultire Juniperus virginiana,

varieta 'Glauca'

_(vjl'slo Obsah Priemerny obsah podofylotoxinu
pasaZe |podofylotoxinu (%) (%)
32. 8:832 0,029 = 0,0042
33. 8%2 0,0305 + 0,0064
34. 8:8;3 0,019 + 0,0014
35. 8285 0,016 + 0,0014
36. 8;8}2 0,0135 + 0,0007
37. 8;8}‘3‘ 0,0135 + 0,0007
38. 88}? 0,0145 + 0,0021
39. 8832 0,0375 + 0,0021
40. 888; 0,0075 + 0,0007
41. 8882 0,008 = 0,0000
42. 88‘1)3 0,0105 £ 0,0021
43. 8:8?2 0,012 = 0,0042
44. 8:853 0,019 £ 0,0042
45. 88; 0,029 + 0,0028
46. 8:8‘5‘2 0,0515 + 0,0064
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Tab. €. 2. Obsah podofylotoxinu v suspenznej kultire Juniperus virginiana,

varieta 'Glauca'

_(vjl'slo Obsah Priemerny obsah podofylotoxinu
pasaZe |podofylotoxinu (%) (%)

5. 82812 0,011 +0,0014
6. 8283 0,012 +0,0014
7. 8:8;‘2 0,0385 + 0,0049
8. 82888 0,000 + 0,0000
9, 82882 0,008 + 0,0014
10. 881(1) 0,0105 = 0,0007
11. 828}2 0,017 = 0,0014
12. 82832 0,025 = 0,0014
13. 8882 0,0085 =+ 0,0007
14. 8883 0,007 + 0,0028

15. 8:8(1)3 0,011 + 0,0028

16. 88?3 0,034 + 0,0071

17. 8:8‘513 0,049 £ 0,0014
18. 8282; 0,060 + 0,0014
19. 882; 0,0535 + 0,0035
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5.2. Grafy

Graf ¢. 1. Obsah podofylotoxinu v kalusovej kultire Juniperus virginiana,

varieta 'Glauca' v zavislosti na pocte pasazi
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Graf ¢. 2. Obsah podofylotoxinu v suspenznej kultire Juniperus virginiana,

varieta 'Glauca' v zavislosti na pocte pasazi
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6. DISKUSIA

Lignan podofylotoxin, latka prirodného povodu, ktord je zndma a vyznamna
svojimi protirakovinovymi vlastnostami a potencidlom, sa v dneSnej dobe vyuziva
ako prekurzor v syntéze lieCivych latok etoposidu, teniposidu a etopofosu.
Maximalna produkcia je dosiahnuté v jednotlivych druhoch Podophyllum. Pre jeho
ziskavanie je vSak zrdznych pri¢in vhodny aj rod Jumiperus. Dostupnost’
podofylotoxinu v prirode je vSak vel'mi nizka a obtiazna, jeho syntéza ekonomicky
nevyhodnd, a preto je nevyhnutné hladat’ jeho alternativne zdroje, ktorych
prikladom je aj vyuzitie produkcie explantatovymi kultrami. Nasledovne je mozné
avhodné kultivaciu ovplyvilovat’, pozorovat’ a prindsat’ vysledky zvySenej
produkcie, napriklad pouzitim vhodného zivného média, fyzikadlnych podmienok

alebo vhodnych fytohorménov. [3, 44]

Podla publikovanych vysledkov v préci, ktorda hodnotila kultivaciu kultar
Juniperus chinensis [39] a v $tadii priamo s kultirami Juniperus virginiana [44], aj
pri kultivacii v tejto diplomovej praci pouzitych kalusovych a suspenznych kultir
Juniperus virginiana 'Glauca' bolo zvolené médium podl'a Schenka a Hildebrandta
s pridavkom 3,0 mg.1" kyseliny a-naftyloctovej a 0,2 mg.I"' kinetinu. Pridavok 15,0

mg.1" kyseliny askorbovej zabraiiuje hnednutiu kultir.

Pri sledovani rastu explantatovej kultiry Juniperus virginiana [44] bola vo
vSetkych sledovanych varietdch ('Hetzii', 'Glauca', 'Grey Owl') maximélna biomasa
kalusovych kultir zaznamenand na 35. denl kultivacie, kedy exponencidlna faza
rastu dosahovala maximum. Preto je doporucovany subkultivaény interval
maximalne 35 dni. Suspenzné kultiry odvodené z dvojrocnych kalusovych kulttr
vykazovali maximalnu biomasu na 21. deii kultivacie, a preto je subkultivacny
interval 21 dni. To odpovedad faktu, ze rast suspenznej kultury je v porovnani
s kalusovou rychlejsi, coho pri¢inou modze byt lepsi pristup nutrientov a
prevzdusiovanie.

Cielom tejto diplomovej prace bolo obozndmit’ sa s metodikou kultivacie
explantatovych  kultar asledovat produkciu  kalusovych a suspenznych

explantatovych kultar Juniperus virginiana 'Glauca' v priebehu 15 pasazi u oboch

typov  kultar. U kalusove; kultary bol sledovany produkovany obsah
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podofylotoxinu v 32. az 46. pasazi, u kultary suspenznej (odvodenej z kalusove;j

kultary v 32. pasazi) rovnako obsah podofylotoxinu, avSak v 5. az 19. pasazi.

Pri uz uvedenom experimente [39] bol pri kultivacii kalusovej kultary
Juniperus chinensis v tme oproti prvému dinu po 40 dinoch zaznamenany narast
kultiry az jedenastnasobne. Po piatich pasazovaniach vSak zacalo dochadzat

k znizovaniu proliferacie, ktora bola po 10. pasazi uplne zastavena.

V tejto diplomovej praci sledované kalusové kultary Juniperus virginiana
kultivované na médiu rovnakého zlozenia, avSak za svetelnej periody 16 hodin
svetla a 8 hodin tmy, proliferovali a produkovali podofylotoxin aj po 46 pasazach.
Navyse bolo zaznamenané kontinudlne zvySovanie produkcie od 40. pasdze (po

prudkom zostupe v porovnani s 39. pasazou) az po poslednu sledovanu 46. pasaz.

Z vysledkov produkcie kalusovej kultiry zobrazenych v grafe €. 1 je jasné,
7Ze najvyssi namerany obsah podofylotoxinu bol v pasazi ¢. 46, to znamend
v poslednej nami sledovanej vzorke, a to 0,0515 %. Po druhej najvyssej nameranej
hodnote (0,0375 %) v pasazi ¢. 39 doslo k vyraznému spadu produkcie, avsSak
s naslednym kontinudlnym stipanim obsahu aZ do spominanej pasaze ¢. 46. Ostava
teda otazne, ¢i by obsah podofylotoxinu stupal aj nad’alej v d’al§ich sledovanych

pasazach, alebo by doSlo opédt’ k vyraznejSiemu poklesu produkcie.

Rovnako aj wususpenznej kultary Juniperus virginiana produkcia
podofylotoxinu pokraCovala az do v tejto praci poslednej sledovanej pasaze ¢. 19,
ato dokonca v mierne zvySenych hodnotach oproti produkcii kalusovej kultiry.
NajvyssSia namerana hodnota obsahu podofylotoxinu (0,060 %) bola v 18. pasazi,
v nasledujucej 19. pasazi bol zaznamenany mierny pokles produkcie (0,0535 %),
ako zobrazuje graf ¢. 2. Zaujimavy je tiez kolisavy priebeh produkovania
podofylotoxinu. V sledovanom rozmedzi pasazi boli zaznamenané vrcholové
hodnoty s naslednym poklesom produkcie, v pasazi €. 8 dokonca az na nulova

hodnotu.

Zaujimavy je tiez fakt, Ze v oboch typoch sledovanych kultir doslo
k vyraznému nérastu produkcie podofylotoxinu prave v strede experimentu, a to
v obidvoch pripadoch v 8. sledovanej pasdzi, o u kalusovej kultiury prestavuje

pasaz €. 39 a u suspenznej kultary pasaz ¢. 12.
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Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze so zvySujicim sa poctom sledovanych
paséazi (s dizkou kultivacie) nedoslo u kalusovej ani u suspenznej kultury Juniperus

virginiana k zastaveniu produkcie podofylotoxinu ako u druhu Juniperus chinensis.

U pribuzného druhu Juniperus chinensis, kultivovanom na SH médiu
s vysSie zmienenymi pridavnymi latkami, bol obsah podofylotoxinu produkovany
kalusovou kultirou stanoveny na 0,005 % suchej véhy, o je vSak dvojnasobne viac
ako produkcia v listoch tejto rastliny. [39] Pre porovnanie, obsah podofylotoxinu
ziskany z listov intaktnej rastliny Juniperus virginiana dosahuje podla istej Stadie
[9] 0,14 % az 0,21 %, v niektorych vzorkdch dokonca az nad 0,3 %.
V explantatovych kultarach Juniperus virginiana je vsak produkcia podofylotoxinu
v porovnani s intaktnou rastlinou nizka. Preto je snaha zvysit' ju metddou elicitacie

alebo pridanim biogenetického prekurzoru.

Na stimulaciu produkcie podofylotoxinu v explantatovej kultare Juniperus
virginiana [45] bol pouzity biogeneticky prekurzor fenylalanin. 21denna aplikacia
koncentracie 10 mmol/l zvysila produkciu kalusovej kultury o 400 % v porovnani
s kontrolnou kultirou na obsah 0,15 mg/g suchej hmotnosti. U novo odvodenej
suspenznej kultury bol zisteny maximalny obsah podofylotoxinu 0,48 mg/g suchej
hmotnosti po 14dennej aplikacii fenylalaninu koncentracie 1 mmol/l, kedy doslo

k zvySeniu produkcie o 243 % oproti kontrole.

ZvySend produkcia podofylotoxinu stimulovana pridavkom fenylalaninu
v koncentracii 0,5 mg/ml bola pozorovand aj v kultire Juniperus chinensis po
patnastich dioch od jeho pridania. Obsah podofylotoxinu tvoril 0,16 mg/g suchej
vahy. Bez pridavku fenylalaninu produkcia kultiry nepresiahla obsah 0,05 mg/g
suchej vahy. [39] Tiez v kultare Linum flavum sa produkcia 6-

metoxypodofylotoxinu podporuje az patnasobne pridavkom L-fenylalaninu. [3]

V explantatove] kultare Podophyllum hexandrum moéze byt optimalna
produkcia podofylotoxinu zabezpecena kultivaciou v MS médiu s obsahom 60 mM
dusika tvoreného amoniovymi a nitratovymi iénmi v pomere 1:2, s doplnenou

gluko6zou v koncentracii 60 g/l a fosfatmi v koncentracii 1,25 mM. [3]

Zvysena produkcia podofylotoxinu explantitovou kulturou je potvrdena
pridavkom komplexu zloZeného z prekurzoru, ktorym je koniferyl alkohol, a (-

cyklodextrinu do kultiva¢ného média suspenznej kultiry Podophyllum hexandrum.
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Vytazok podofylotoxinu to zvysilo z 0,003 % na 0,013 %. Koniferyl alkohol
v nekomplexnej forme suspendovany v médiu zvysuje produkciu tiez, avsak mene;j
vyhodne. Ako prekurzor je mozné pouzit’ aj koniferin s vytazkom az 0,055 %, ten

je vsak menej komer¢ne dostupny. [3]

Kalusova kultara Podophyllum hexandrum v B5S médiu s pridavkom 2,4-D,
kyseliny giberelovej a 6-benzylaminopurinu dostatocne produkuje podofylotoxin
ajeho derivaty. V kultare Podophyllum peltatum bola zas prinosom kombindcia
regulatorov rastu kinetinu a 2,4-D. Bolo zistené, Ze produkciu podofylotoxinu

v tejto kulture podporuje aj Cervené svetlo. [3, 29]

Stimulécia produkcie podofylotoxinu pomocou elicitacie bola v bunkove;j
kultare Linum album pozorovand po pridani 10 pM kyseliny salicylove;.
V priebehu troch dni sa produkcia zvysSila az trojndsobne na 333 pg/g suchej vahy.
[40] Péatdnova elicitacia tejto kultury chitosanovym hexamérom tiez zvysila
produkciu podofylotoxinu trojnasobne, a to na 73,5 pg/g suchej véhy. [41] Podobne
posobil aj extrakt z Fusarium graminearum. Jeho pritomnost’ zvysila mnozstvo

podofylotoxinu az na 143 pg/g suchej vahy. [42]

Pre zvySenie vytazku kultiry Podophyllum hexandrum pomocou
permeabilizacie je mozné pouzit’ isopropanol v koncentracii 0,5 %, nie vSak vo
vysSej, td& ma uz na bunky destrukény efekt. [3]

Ovplyvnenim produkcie podofylotoxinu v explantatovych kultarach

roznych druhov sa zaoberd mnoho dalSich experimentov, ktoré k dosiahnutiu

ziadaného efektu vyuzivaji rozne vysSie spominané metody.
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7. ZAVER

Z vysledkov spracovanych vo vyssie uvedenych tabul’kach a grafoch vyplyva:

1.

V kalusovej kultare Juniperus virginiana 'Glauca' bola v priebehu 15 pasazi
(32.-46. pasaz) sledovana produkcia podofylotoxinu. Bol zisteny kolisavy
charakter produkcie, ktord bola zaznamenana aj v poslednej sledovanej
pasazi ¢. 46.

Najvyssi obsah podofylotoxinu produkovany kalusovou kulturou Juniperus
virginiana 'Glauca' bol zisteny v poslednej sledovanej pasazi ¢. 46
s hodnotou 0,0515 %.

V suspenznej kultare Juniperus virginiana 'Glauca' bola v priebehu 15
pasdzi (5.-19. pasaz) sledovand produkcia podofylotoxinu. Rovnako
posledna sledovand pasaz, teda pasaz ¢. 19, stdle podofylotoxin
produkovala.

Najvyssi obsah podofylotoxinu bol zisteny v pasazi ¢. 18 suspenznej kultury
Juniperus virginiana 'Glauca', a to 0,060 %.

V sledovanych pasazach oboch typov kultir nebol pozorovany nezmeneny
kontinualny ndrast alebo pokles produkcie, prave naopak. Produkcia
v priebehu 15 pasazi klesala aj narastala, ked” po dosiahnuti vrcholove;j
hodnoty doslo k poklesu produkcie a opdtovnému postupnému ndrastu.

Z vysledkov vyplyva, Ze so zvySujucim sa podtom pasazi (s dizkou
kultivacie) nedochadza u kalusovej ani u suspenznej kultury Juniperus
virginiana k zastaveniu produkcie podofylotoxinu. Naopak u oboch typov
kultir boli najvysSie hodnoty obsahu podofylotoxinu zaznamenané pri

zavere sledovania.

54



8. POUZITA LITERATURA

[1] YOUSEFZADI, M., SHARIFI, M., BEHMANESH, M., MOYANO, E,,
BONFILL, M., CUSIDO, R. M., PALAZON, J.: Podophyllotoxin: Current
approaches to its biotechnological production and future challenges. Engineering in
Life Sciences. 2010, 10, strany 281-292.

[2] IONKOVA, I.: Anticancer Lignans - from Discovery to Biotechnology. Mini-
Reviews in Medicinal Chemistry. 2011, 11, strany 843-856.

[3] FARKYA, S., BISARIA, B. S., SRIVASTAVA, A. K.: Biotechnological
aspects of the production of the anticancer drug podophyllotoxin. Applied
Microbiology and Biotechnology. 2004, 65, strany 504-519.

[4] GILMAN, E. F., WATSON, D. G.: Juniperus virginiana Eastern Redcedar. Fact
Sheet ST- 327. Environmental Horticulture Department, University of Florida.

1993. [Online]. [Cit. 20.10.2016] Dostupné z:
http://hort.ifas.ufl.edu/database/documents/pdf/tree _fact sheets/junvira.pdf

[5] JAHODAR, L.: Farmakobotanika Semenné rostliny. Karolinum, Praha, 2009,
strany 9-14, 35. ISBN 978-80-246-1791-6.

[6] HEINY, S., SLAVIK, B.: Kvétena CSR 1. Academia, Praha, 1988, strany 333,
336-338. ISBN 21-069-87.

[7] USDA Natural Resources Conservation Service: Juniperus virginiana L.-eastern
redcedar. [Online]. [Cit. 21.10.2016] Dostupné z:
http://plants.usda.gov/java/largelmage?imageID=juvi 010 avp.tif

[8] GILMAN, E. F., WATSON, D. G.: Juniperus virginiana ‘Glauca’ Silver Eastern
Redcedar. Fact Sheet ST-331. Environmental Horticulture Department, University
of Florida. 1993. [Online]. [Cit. 21.10.2016] Dostupné z:
http://hort.ifas.ufl.edu/database/documents/pdfi/tree fact sheets/junvire.pdf

[9] CANTRELL, Ch. L., ZHELJAZKOV, V. D., OSBRINK, W. L. A., CASTRO,
A., MADDOX, V., CRAKER, L. E., ASTATKIE, T.: Podophyllotoxin and
essential oil profile of Juniperus and related species. Industrial Crops and Products.
2013, 43, strany 668-676.

[10] RENOUARD, S., LOPEZ, T., HENDRAWATI, O., DUPRE, P., DOUSSOT,
J., FALGUIERES, A., FERROUD, C., HAGEGE, D., LAMBLIN, F., LAINE, E.,
HANO, Ch.: Podophyllotoxin and Deoxypodophyllotoxin in Juniperus bermudiana

55


http://plants.usda.gov/java/largeImage?imageID=juvi_010_avp.tif
http://hort.ifas.ufl.edu/database/documents/pdf/tree_fact_sheets/junvire.pdf

and 12 Other Juniperus Species: Optimization of Extraction, Method

Validation, and Quantification. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2011,
59, strany 8101-8107.

[11] HRUBIKOVA, K., BEZO, M., KUTISOVA, J., ZIAROVSKA, I,
GAJDOSOVA, A., OSTROLUCKA, M. G., HRICOVA, A., LIBIAKOVA, G.:
Explantatové kultury rastlin. SPU, Nitra, 2009, strany 8-9,12, 15-18, 22-25, 34-37,
68-70, 102-103. ISBN 978-80-552-0323-2.

[12] FILOVA, A.: Metodickd prirucka pre zakladanie a pestovanie rastlin a drevin
v podmienkach in vitro. Polymedia, Nitra, 2015, strany 11-12, 22-26, 38-39, 66-70,
74-75, 87. ISBN 978-80-970764-3-6.

[13] BENNET, R. N., WALLSGROVE, R. M.: Secondary metabolites in plant
defence mechanisms. New Phytologist. 1994, 127, strany 617-633.

[14] RAO, S. R., RAVISHANKAR, G. A.: Plant cell cultures: Chemical factories
of secondary metabolites. Biotechnology Advances. 2012, 20, strany 101-153.

[15] SLANINA, J.: Biologicka a farmakologicka aktivita lignand. Chemické listy.
2000, 94, strany 111-116.

[16] ZHELJAZKOV, V. D., CANTRELL, Ch. L., DONEGA, M. A., ASTATKIE,
T.: Bioprospecting for podophyllotoxin in the Big Horn Mountains, Wyoming.
Industrial Crops and Products. 2013, 43, strany 787-790.

[17] ARROO, R. R. J., ALFERMANN, A. W., MEDARDE, M., PETERSEN, M.,
PRAS, N., WOOLLEY, J. G.: Plant cell factories as a source for anti-cancer
lignans. Phytochemistry Reviews. 2002, 1, strany 27-35.

[18] TOMKO, J., KRESANEK, J., HUBIK, J., SUCHY, V., FELKLOVA, M.,
SIKYTA, B., LIBICKY, A.: Farmakognézia: ucebnica pre farmaceutické fakulty,
2. opr. vydanie. Osveta, Martin, 1999, strana 323. ISBN 80-8063-014-3.

[19] LIU, Y.-Q., TIAN, J., QIAN, K., ZHAO, X.-B., MORRIS- NATSCHKE, S.
L., YANG, L., NAN, X., TIAN, X., LEE, K.-H.: Recent Progress on C-4-Modified

Podophyllotoxin Analogs as Potent Antitumor Agents. Medicinal Research
Reviews. 2015, 35, strany 1-62.

[20] KUSARLI, S., ZUHLKE, S., SPITELLER, M.: Chemometric Evaluation of the
Anti-cancer Pro-drug Podophyllotoxin and Potential Therapeutic Analogues in
Juniperus and Podophyllum Species. Phytochemical Analysis. 2011, 22, strany 128-
143.

56



[21] PETERSEN, M., ALFERMANN, A. W.: The production of cytotoxic lignans
by plant cell cultures. Applied Microbiology and Biotechnology. 2001, 55, strany
135-142.

[22] LULLMANN, H., MOHR, K., WEHLING, M.: Farmakologie a toxikologie.
Grada, Praha, 2002, strana 543. ISBN 8071699764.

[23] GUERRAM, M., JIANG, Z.-Z., ZHANG, L.-Y.: Podophyllotoxin, a
medicinal agent of plant origin: past, present and future. Chinese Journal of Natural
Medicines. 2012, 10, strany 161-169.

[24] PRETOVA, A., OBERT, B., HRICOVA, A., KLUBICOVA, K., HAJDUCH,
M., UVACKOVA, L., LIBANTOVA, J., MORAVCIKOVA, J., MATUSIKOVA,
I.: Biotechnologie ako ndstroj moderného polnohospodarstva na prekonanie
predvidanych klimatickych zmien (sucho, zvySend teplota). Ustav genetiky
a biotechnoldgii rastlin SAV, Nitra, 2011, strany 10-11, 13-15, 23, 30-33. ISBN
978-80-970662-0-8.

[25] VODRAZKA, Z.: Biotechnologie. Academia, Praha, 1992, strany 64-65, 69,
72-73. ISBN 80-200-0293-6.

[26] NOVAK, F. J.: Explantatové kultury a jejich vyuziti ve Slechténi rostlin.
Academia, Praha, 1990, strany 13, 17-18, 26-28, 70. ISBN 80-200-0344-4.

[27] HUDAK, J., DVORAK, M., HERICHOVA, A., LUX, A., NATR, L.
PETERKOVA, 1. Biolégia rastlin. Slovenské pedagogické nakladatel'stvo,
Bratislava, 1991, strany 209-218. ISBN 80-08-01598-5.

[28] BHATIA, S., SHARMA, K., DAHIYA, R., BERA, T.: Modern applications of
Plant Biotechnology in Pharmaceutical Sciences. Academic Press, Boston, 2015,
strany 51, 54-60, 70, 77-80, 82-83, 85-86, 91-92, 94-95, 240, 253-254, 258. ISBN
978-0-12-802221-4.

[29] DICOSMO, F., MISAWA, M.: Plant cell and tissue culture: Alternatives for
metabolite production. Biotechnology Advances. 1995, 13, strany 425-453.

[30] DORNENBURG, H., KNORR, D.: Strategies for improvement of secondary
metabolite production in plant cell culture. Enzyme and Microbial Technology.
1995, 17, strany 674-684.

[31] NEUMANN, K.-H, KUMAR, A., IMANI, J.: Plant Cell and Tissue Culture-
A Tool in Biotechnology. Springer, Berlin, 2009, strany 22, 158-159, 202. ISBN
978-3-540-93882-8.

57



[32] KRAIC, J., FARAGO, J., OSTROLUCKA, M. G. LIBANTOVA, I,
MORAVCIKOVA J., JOMOVA, K., HRASKA, S.: Biotechnologie rastlin.
Univerzita Konstantina Filozofa, Fakulta prirodnych vied, Nitra, 2011, strany 34-
35, 41-42, 48-49, 55, 57-59, 61, 68, 92, 142. ISBN 978-80-8094-885-6.

[33] PODLESAKOVA, K., TARKOWSKA, D., PENCIK, A., OKLESTKOVA, I,
TURECKOVA, V., FLOKOVA, K., TARKOWSKI, P.: Nové trendy v analyze
fytohormonti. Chemicke listy. 2012, 106, strany 373-379.

[34] XU, J.,, GE, X., DOLAN, M. C.: Towards high-yield production of
pharmaceutical proteins with plant cell suspension cultures. Biotechnology
Advances. 2011, 29, strany 278-299.

[35] ZHAO, J., DAVIS, L. C., VERPOORTE, R.: Elicitor signal transduction
leading to production of plant secondary metabolites. Biotechnology Advances.
2005, 23, strany 283-333.

[36] KOVAC, J.: Explantatové kultury rostlin. Univerzita Palackého, Olomouc,
1995, strany 1, 16, 19-20, 26, 50, 52. ISBN 80-7067-493-8.

[37] SIKYTA, B., DUSEK, J.: Biotechnologie pro farmaceuty. Karolinum, Praha,
1992, strany 10, 87, 94. ISBN 80-7066-642-0.

[38] KOVAC, J.: Explantitové kultury rostlin. Univerzita Jana Evangelisty
Purkyné, Fakulta pedagogicka, Usti nad Labem, 1992, strany 8-9, 18-20. ISBN 80-
7044-036-8.

[39] MURANAKA, T., MIYATA, M., ITO, K., TACHIBANA, S.: Production of
podophyllotoxin in Juniperus chinensis callus cultures treated with oligosaccharides
and a biogenetic precursor. Phytochemistry. 1998, 49, strany 491-496.

[40] YOUSEFZADI, M., SHARIFI, M., BEHMANESH, M., GHASEMPOUR, A.,
MOYANQO, E., PALAZON, J.: Salicylic acid improves podophyllotoxin production
in cell cultures of Linum album by increasing the expression of genes related with
its biosynthesis. Biotechnology Letters. 2010, 32, strany 1739-1743.

[41] BAHABADI, S. E., SHARIFI, M., MURATA, J., SATAKE, H.: The effect of
chitosan and chitin oligomers on gene expression and lignans production in Linum
album cell cultures. Journal of Medicinal Plants. 2014, 13, strany 46-53.

[42] BAHABADI, S. E., SHARIFI, M., SAFAIE, N., MURATA, J., YAMAGAKI,
T., SATAKE, H.: Increased lignan biosynthesis in the suspension cultures of Linum

album by fungal extracts. Plant Biotechnology Reports. 2011, 5, strany 367-373.

58



[43] SCHENK, R. U., HILDEBRANDT, A. C.: Medium and techniques for
induction and growth of monocotyledonous and dicotyledonous plant cell cultures.
Canadian Journal of Botany. 1972, 50, strany 199-204.

[44] KASPAROVA, M., SPILKOVA, J., CVAK, L., SIATKA, T., MARTIN, J.:
Plant tissue cultures of Juniperus virginiana L. Natural Product Communications.
2016, 11, strany 681-683.

[45] KASPAROVA, M., MARTIN, J., TUMOVA, L., SPILKOVA, J.: Production
of Podophyllotoxin by Plant Tissue Cultures of Juniperus virginiana L. Natural
Product Communications. 2017, 12, strany 101-103.

59



9. ZOZNAM OBRAZKOV

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

C. 1. Juniperus virginiana - list [7] ....ccoeeeceeeeeieeeieecee et 8
C. 2. PodofylotoXin [19]..ccuiieeieeeiie et 15
¢. 3. Derivaty podofylotoxinu - etoposid, teniposid, etopofos [19]................ 15
¢. 4. Derivaty podofylotoxinu - deoxypodofylotoxin a epipodofylotoxin [2]. 16
¢. 5. Biosyntéza podofylotoXinu [23] .....cccveeeiieeiiie et 17
C. 6. Rastova Krivka [28]......ccoiiiieiiieeieeceee et 24
¢. 7. Kalusova kultara Juniperus virginiana, varieta 'Glauca'......................... 43
¢. 8. Suspenzna kultura Juniperus virginiana, varieta 'Glauca'....................... 43
¢. 9. Kultivacia suspenznych kultir na trepacke ..........ccoceeveeviiniieniieenieene. 44
¢. 10. Kalibra¢na krivka podofylotoXinu..........cceceevieiiiiniiniiiniiiieieeee 45
¢. 11. Priklad chromatografického zdznamu ..............ccccoeevieviieniienienieenenne, 46

60



ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakognozie

Student: Alica Pakénova

Veduci diplomovej prace: PharmDr. Marie KaSparova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Sekundarni metabolity rostlinnych kultur in vitro 11

Diplomova priaca sa zaobera kalusovymi asuspenznymi kultirami
Juniperus virginiana 'Glauca', konkrétne stanovenim ich produkcie uréené¢ho
sekundarneho metabolitu. Bol pozorovany produkovany obsah podofylotoxinu
v priebehu 15 pasadzi u oboch typov kultir. Najvyssi obsah podofylotoxinu (0,060
%) bol preukazany v 18. pasdzi suspenznej kultury odvodenej z trojro¢nej kalusovej
kultary apotom pasdzovanej v 2ldnovych intervaloch. Maximalny stanoveny
obsah podofylotoxinu produkovany kalusovou kultarou (0,0515 %) bol zisteny
v 46. pasazi. To bola zaroven poslednd sledovand pasadz tejto kultlry, ktord bola
pasazovana v intervale 28 dni. Z vysledkov vyplyva, ze so zvySujicim sa poctom
pasazi nedochadza u kalusovej ani ususpenznej kultiry Jumiperus virginiana
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