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Scutellaria baicalensis Georgii (Lamiaceae) — Si§ak bajkalsky
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1. UVOD

Vyznam 1éCivych rostlin neustdle roste. Jsou dulezitym zdrojem
molekularnich struktur pouzivanych bud’ ptimo jako 1é¢iva, nebo jako predlohy pro
1é¢iva synteticka. U nékterych z nich je ale totalni i parcialni syntéza Casové i
finan¢né narocna a pro primyslovou vyrobu zna¢né nevyhodna.

Rostlinné drogy se ziskavaji bud’ sbérem pifimo v pfirodé, nebo umélym
pestovanim na polich a v zahradach. Tyto dva zdroje vSak maji své nevyhody. Jsou
to predev§im nestdlé pfirodni podminky, diky nimz kolisa kvantita i kvalita
obsahovych latek. Dale mohou byt rostliny napadeny riznymi chorobami a $kudci a
rostliny, které jsou chranéné, se nesmi vibec sbirat.

Zminéné problémy by mohly byt vyfeSeny pomoci biotechnologickych
metod, které vyuzivaji kultury rostlinnych bungk, rostlinna pletiva a rostlinné organy
péstované in vitro. Tyto tzv. explantatové kultury se daji vytvofit z jakékoliv rostliny.
K jejich vyhodam patii ptfedev§sim nezéavislost na podnebi, pocasi a pudé, ziskané
produkty nejsou znecistény fungicidy, pesticidy ani insekticidy, jsou vysoce
homogenni a sterilni. Rostlinné bunky explantatovych kultur lze také snaze geneticky
ovliviiovat.

Mnohé biotechnologické metody jsou zaméfeny na zvySeni produkce
sekundarnich metaboliti. Jednou z téchto metod je také elicitace, ktera se zabyva
zvySenim nebo aktivaci enzymovych systému v bufice. Tato metoda je pouZita také v
této diplomové praci. Metoda spoc¢iva v tom, Ze elicitor vyvola v buiice stres, na

ktery mtize buiika odpovidat zvySenou tvorbou sekundarnich metabolitd.



Tato diplomova prace, kterd mé nazev ,,Transport flavonoidi pies biologické
membrany |I1.%, se zabyvd tématem kultivace explantatovych kultur SisSaku
bajkalského (Scutellaria baicalensis Georgii, Lamiaceae) a moznostmi ovlivnéni
produkce sekundarnich metabolitti (flavonoida) v téchto kulturach.

Cilem prace bylo:

- seznameni s kultivaci suspenznich kultur Sisdku bajkalského
(Scutellaria baicalensis Georgii)

- zvladnuti HPLC analyzy pro kvantitativni stanoveni sledovanych
flavonoidu (baicalinu, baicaleinu)

- sledovani vlivu Mg-ATP a vybranych elicitorii na transportni formu

flavonoidu



3. TEORETICKA CAST

Jiz od praddvna vyuzivali lidé 1éCivé rostliny pro 1é¢bu nejriznéjSich
onemocnéni, aniz by znali obsahové latky zodpovédné za vlastni ucinky rostlinnych
drog. Moderni véda si klade za cil mimo jiné poznat pfi¢iny a mechanismy
terapeutickych ucinki téchto tradi¢nich rostlin. Objevuji se tak nejen nové obsahové
latky, ale dokonce i dosud neznamé terapeutické ucinky.

Predmétem zkoumadni se stala také rostlina tradi¢ni ¢inské mediciny - SiSak
bajkalsky (Scutellaria baicalensis Georgii). V Ciné (zde ji nazyvaji ,,Huang qin*) a v
Japonsku (znama pod nazvem ,,Wogon“)l) je tato 1é¢iva rostlina pouzivana jiz ptes
2000 let. Poprvé se o Sisaku bajkalském zminuje Shennongtiv kanon 1é¢ivych rostlin,
datovany do obdobi dynastie Han (206 p¥.n.1.-220 n..).?

Hlavnimi obsahovymi latkami §isaku jsou flavonoidy. Pro terapeutické tcely

se pouziva kofen rostliny - scutellariae radix.

3.1. Popis rostliny

Scutellaria baicalensis Georgii - §isak bajkalsky - je vytrvala rostlina z ¢eledi
Lamiaceae (hluchavkovité). Je to bylina dosahujici velikosti 30-60 cm, ma bohaté
vétvenou Ctythrannou lodyhu, ktera byva na bazi purpurové Cervena, na vrcholu
zelend, vystoupava az poléhava. Tuhé, kozovité listy jsou kiizmostojné, jednoduché,
celokrajné a kopinaté. Kofen je obvykle 2 cm tlusty, vietenovity, na povrchu hnédy,
na fezu zluty.

Sisak kvete koncem léta a na podzim. M4 napadné modrofialové kvéty, které
jsou uspotradany do 7-15 cm dlouhych jednostrannych hroznt. Kalich kvéti je
dvoupysky s dutym Stitkovitym vyrastkem (scutellum), ktery je dobfe patrny i po
odkvétu na plodu. Koruna je téZ dvoupyska. Na bazi je prohnutd vzhiru, spodni pysk
je mélce dvoulalo¢ny, horni pfilbovity a chlupaty. Plodem je cernohnéda vejcovita

tvrdka.



Sidék bajkalsky roste v lesostepich vychodniho Zabajkali, na stfednim toku
Amuru v Rusku, v Severni Koreji, Cing, Japonsku a severovychodnim Mongolsku.
Nalezneme ho na otevienych, suchych stanovistich s pfimym sluncem ¢i polostinem.

Klimatické podminky u nés jsou pro §i§ak pom&rn& vhodné. P&stuje se dobie.”)

3.2. Droga a jeji vyuziti

Drogu tvoii koteny tfiletych nebo ctyfletych rostlin sbirané na jafe a na
podzim. Kofeny se ocisti, odstrani se z nich zevni hruba vrstva a po rozkrajeni na
mensi kousky se susi pfirodnim nebo umélym teplem. Sisak se v &inské medicing
pouzival pti hypertenzi, proti krvaceni z nosu, vnitinimu krvaceni, pti zanétech krku
a ledvin, pii kasli, zvraceni, silné menstruaci, ale také pfi zaskrtu, spale a hepatitids.?
Dnes se droga vyuziva jako antipyretikum, antihypertenzivum, sedativum, na Ié¢eni
zanétii, alergii a pii nespavosti.* ® Sigak viak piisobi také na bolesti hlavy a bolesti

v oblasti srdce. Vedlejsi G¢inky drogy nejsou znamy.

3.3.  Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami této rostliny jsou flavonoidy. V $iSdku jich
bylo identifikovano pfes Ctyficet. Jsou zde pfitomny ve formé& glykosidl jako
glukuronidy, méné cCasto jako glukopyranosidy. Li$i se od sebe riznym poctem a
postavenim hydroxylovych a methoxylovych skupin.

Obsah jednotlivych flavonoidii zavisi na rocnim obdobi a lokalité sbéru.
Nejhojnéjsim zastupcem flavonoida je baicalin.®’ Kofen ho obsahuje 0,1 - 20,6 %
v zavislosti na lokalit¢ sbéru a klimatickych podminkéch.7) Jeho aglykonem je
baicalein.

Mezi dal$i nejéastéjsi glykosidy patii wogonosid, scutellarin a oroxylin-A-7-

O-glukuronid (aglykony wogonin, scutellarein a oroxylin A).” 8 9



Obr. ¢. 1: Zéakladni struktura flavonoidnich aglykont rostliny Scutellaria baicalensis
Georgii

R1 R2 R3
Baicalein -H -OH -H
Wogonin -OCH3 -H -H
scutellarein -H -OH -OH
Oroxylin A -H -OCHg3 -H

Z ostatnich latek byl prokdzan lignanovy glykosid (+)-5,5-

dimethoxyariciresinol, tfi sesquilignanové glykosidy hedyotol C-4‘‘-O—-D-
glukopyranosid, hedyotol D-4‘‘-O—p—D-glykopyranosid a erythro-guaiacylglycerol-

B-syringaresinol.’? Dale droga obsahuije silice, steroly a aminokyseliny.
3.4. Biologické ucinky

3. 4. 1. Vychytavani volnvych radikald a antioxida¢ni G¢inek

Volné radikaly jsou latky, které jsou schopné piimo poSkozovat bilkoviny,
nukleové kyseliny a lipidy. Zpusobuji peroxidaci lipidi, coz vede Kk naruseni

bunéénych membran a organel. Vzniklé peroxidy pak puisobi jako samotné volné

radikaly.
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Baicalin, baicalein, wogonosid a wogonin byly zkouseny na vychytavani
volnych radikald hydroxylového, alkylového a DPPH (1,1-difenyl-2-pikrazyl)
radikalu in vitro. Vysledky ukazaly, ze aktivita vychytavani radikalt baicalinem a
baicaleinem byla vétsi nez u vitaminu E. Tato latka byla pouzita jako standard
antioxidacni aktivity.ll) Wogonin a wogonosid nevykazaly témét zadny efekt. 2

Pozitivni antioxidacni plisobeni extraktu z SiSaku bajkalského bylo prokazano
také v pokusech na lidskych kardiomyocytech™® a neuroblastomech™ '® a na krysich
neuronech.'” *® Také se potvrdilo pozitivni plisobeni proti oxidaci zpiisobené¢ UV

v s 19 c o wwr . c 1Mo so. ’ 20
zatenim.'® Nejvyssi antioxidagni aktivitu vykazoval acetonovy extrakt.”®

3. 4. 2. Antihypertenzivni a protizanétlivy ti¢inek

Antihypertenzivni a protizanétlivé Gcinky Sisaku bajkalského jsou zptisobeny
inhibici enzymu lipoxygenasy. Tento enzym se ucastni na zanétlivych procesech.
Baicalein zpisobi blokaci oxidace kyseliny arachidonové a tim zabranuje syntéze
leukotrientt (mediatori zanétu) a nepiimo tak podporuje syntézu prostaglandinu
PGl,.2 22 2 Inhibici lipoxygenasy se také blokuje zvySena inkorporace leucinu
Vv srdecnich fibroblastech a tim lze ptedejit hypertrofii srde¢ni svaloviny.24) Stejnym
zpusobem se milZe sniZzovat mnoZzstvi aktivovaného endotelinu, ktery je vyznamnym
vasokonstriktorem.”  Wogonin také ovliviiuje produkci oxidu dusnatého

(vasodilatatoru) v organismu.?®

3. 4. 3. Antibakterialni a antivirozni u¢inek

Nejucinngjsi latkou se ukazal byt baicalin, ktery je aktivni hlavné proti
chiipkovym virim a baktérii Staphylococcus aureus.?” 2 2 Dale se prokazal také
jeho ucinek proti HIV viru. Wogonin je u¢inny proti viru hepatitidy B a RSV viru

(respiratory syncytial virus). Extrakt z drogy pisobi také proti Candida albicans,
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Cryptococcus neoformans, trypanozomam a proti bakteriim zpusobujicim zubni

kazy.*"

3. 4. 4. Cytostaticky a imunomodulaéni G¢inek

Antioxidacni a antivirozni ucinek ptisobi také preventivné proti vzniku
nadortt a potlacuje jiz vzniklé rakovinné projevy.gl) Baicalin téz pisobi proti

nékterym genotoxinﬁm3z)

a zabranuje proliferaci jiz vzniklych nédort (nadory
prostaty®, kaze® a prsu®®).

U wogoninu byla zjisténa schopnost zasahovat do metabolismu aflatoxinu B,
a to na urovni jeho pfemény na aflatoxin M; cytochromem P 45039

Extrakt z $isaku také normalizuje pocet T-lymfocytt, zvySuje tvorbu

imunoglobulinu A a stimuluje krvetvorbu.®"- %

3. 4. 5. Sedativni, anxiolytické a antikonvulzivni pusobeni

Flavonoidy maji podobnou strukturu jako benzodiazepiny, proto se snadno
vazi na GABAa receptory a zpisobuji tak hyperpolarizaci nervové bunky.
Vysledkem je mirné sedativni GGinek.>? U wogoninu byl prokazan také vyrazny
anxiolyticky ucinek.*? Naopak flavonoid oroxylin A plisobi jako antagonista - rusi
poruchy motorické koordinace a anxiolyticky a myorelaxacni ¢inek.*? Vodny

extrakt z radix scutellariae ma také antikonvulzivni pisobeni.*?

3. 4. 6. Dalsi biologické ucinky

Flavonoidy z sisaku bajkalského piisobi i na fibrinolyticky systém, kde
inhibuji trypsinem zvy$enou produkci PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1) a
zastavuji redukci t-PA (tissue-type plasminogen activator). Baicalin téz sniZuje

hladinu intracelularniho vapniku 43

12



Dale byl pozorovan vasokonstrikéni a vasodilatacni ucinek. Baicalin v malé
koncentraci zpusobuje vasokonstrikci, pravdépodobné inhibici produkce NO. Ve
vy$sich koncentracich (30-300 puM) arterialni svalovina relaxuje - flavonoidy
ovliviiuji proteinkinasu c.4

Na antialergickém ucinku se podili efekt protizanétlivy, zprostiedkovany
inhibici lipoxygenasy, a také efekt imunomodulacni. Dale dochazi k inhibici
produkce chemokinu eotaxinu, ktery je zodpovédny za zapojeni eosinofili do
alergické reakce.*®

Baicalein také inhibuje enzym xanthinoxidasu, ¢imz se stava potencialnim
lékem na dnu.*® Spolu s baicalinem inhibuji enzym fosfolipasu C, ktery ovliviiuje
naptiklad mnozeni bunék, syntézu glykogenu a svym rozkladem poskytuje prekurzor

pro tvorbu prostaglandinﬁ.47)

3. 4. 7. Toxicita

Vedlejsi uéinky drogy nebyly zatim poznadny. Wogonin ma sice mirny
mutagenni efekt, ale v rostliné ho neni takové mnozstvi, aby se to projevilo.
Vzhledem k této skutecnosti viak neni vhodné dlouhodobé uzivani drogy.*® Droga se
nedoporucuje v téhotenstvi a laktaci, pti epilepsii a jinych poruchdch CNS. Ptipousti

se téz interakce s latkami ovliviiujici CNS a kardiovaskularni systém.*®

3.5. Biosyntéza flavonoidi

Biosyntéza vychazi z metabolismu kyseliny Sikimové. Tato biosynteticka
cesta je vyvinuta jen u mikroorganismi a rostlin, které slouzi k produkci
aromatickych aminokyselin.

Z nich je pro syntézu flavonoidu kli¢ovy L-fenylalanin, ktery se po eliminaci
aminoskupiny pomoci PAL (phenylalanine ammonia lyase) méni na kyselinu

skoficovou.
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Po pfeméné na p-kumarovou kyselinu a pfijeti koenzymu A je molekula
schopna reagovat se tfemi molekulami malonyl-CoA, pochézejicimi z acetatové
biosyntetické cesty. Tim vznika molekula s polyketidickym fetézcem, ktera se
pomoci chalkonsyntasy zacykli a vytvafi naringenin. Popfipad¢ ptedchazi jeste
redukce a vznikd liquiritigenin. Naringenin a liquiritigenin jsou dv¢ zakladni

flavonoidni struktury.*®
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Obr. &. 2: Sikimétova biosynteticka cesta
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Obr. ¢. 3: Biosyntéza flavonoida
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3.6.  Explantatové kultury

Biotechnologické metody umoziuji kultivovat rostlinné bunky, pletiva,
organy nebo také celé rostliny v podminkach in vitro.

Diky témto kultivacim se mohou snadnéji ovliviiovat biochemické procesy
uvnitf bunék, a tim napfiklad zvysit rychlost rastu, odolnost proti nepfiznivym
vliviim a nebo zvysit kumulace latek primarniho a sekundarniho metabolismu.

Explantatové kultury jsou nezavislé na geografickych a klimatickych
faktorech a jejich kultivace probihd v kontrolovatelnych a reprodukovatelnych
podminkach, coz patii bezesporu k jejich velkym vyhodam. Takto ziskany produkt si
zachovava stale stejnou kvalitu a jeho produkce se mize rychle ptizplisobit poptavce.

Z farmaceutického hlediska je vyznamné piedevS§im ovliviiovani produkce
sekundarnich metabolitli, protoze vétSina téchto latek je unikatnich a zivocichové ani
mikroorganismy takové latky netvofi. Diky metoddm genetické manipulace jsou
explantatové kultury schopné tvotit dokonce latky naprosto cizorodé.

Explantatové kultury se tak vyuZzivaji pfi mnozeni a Slechténi rostlin a pii
testovani biologické aktivity nckterych latek (herbicidl, pesticidli, mutagend,
rostlinnych regulatord apod.). Kultury slouzi také k vyzkumu biochemickych

pochodii v rostlinnych buiikach.*"

3. 6. 1. Druhy explantatovych kultur

Rostlinné buiikky maji vlastnost, kterd se nazyva totipotence. To znamena, Ze
kazda bunka obsahuje genetickou informaci pro celou rostlinu a mize se pomoci
postupné diferenciace regenerovat v celou fertilni rostlinu. Je tedy mozné vytvofit
ruzné explantatové kultury.sz) Jsou to kultury nediferencované kalusové, suspenzni
kultury, prytové a kofenové kultury, embryonalni kultury a klony pivodni intaktni

rostliny. Explantatové kultury se dale déli na kultury protoplast, kultury bunééné,

17



kultury suspenzni, kultury organové, kultury tkanové, prasnikové kultury a kultury

mikrospor.®®

3. 6. 2. Kultivace explantatovych kultur

Kultivace explantatovych kultur probiha ve sterilnich podminkach na zivné
pudé.

Zivna pida obsahuje latky nezbytné pro Zivot rostlinnych bundk. Mezi
zakladni druhy patf{ medium podle Murashigeho a Skooga - tzv. MS*¥, médium
podle Gamborga (B5)* a médium podle Schenka a Hildebrandta (SH).>®

Zakladni slozky zivného média tvori:

- voda

- zdroj uhliku - nejéastéji cukr (glukosa, laktosa, skrob), CO;, nebo organicka
kyselina

- zdroj dusiku - nitraty, amonné soli, aminokyseliny

- ostatni makroelementy — fosfor, vapnik, hoi¢ik, draslik a sira ve formé soli

- mikroelementy — zelezo, mangan, méd’, zinek, bor, molybden, kobalt a dalsi

- vitaminy — pyridoxin, thiamin, kyselina nikotinova, biotin, myoinositol,
vitamin C

- nedefinované smési piirodnich latek (organické extrakty jako hydrolyzat
kaseinu, pepton, kokosové mléko, kvasnicovy extrakt)

- regulatory rastu — fytohormony — auxiny, cytokiny, gibereliny

Pro kultivaci kultur je také nutné zajistit vhodné fyzikalni podminky:
- teplota — nejcastéji v rozmezi 17- 25 °C

- intenzita osvétleni — od 2000 do 5000 luxi

- hodnota pH — nej¢astéji v rozmezi 5,5 - 6,0

- mnozstvi Oz a CO; a jinych plynﬁ51)
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3. 6. 3. Elicitace

Elicitace je metoda, ktera vyuziva schopnosti rostlin a jejich bunck
kultivovanych in vitro reagovat na ruzné stresové faktory. Elicitor je latka nebo dgj,
kterd stres vyvolava a spousti tak obrannou reakci rostlinné bunky. Elicitory se
rozd€luji na abiotické a biotické. Mezi elicitory abiotické patii fyzikalni faktory
(napt. zmény teplot, osmotického tlaku, pH a UV zéfeni) a dale také riizné chemické
latky (toxické kovy, pesticidy, herbicidy a antibiotika). Biotickymi elicitory jsou
viry, bakterie, houby, kvasinky, jejich fragmenty anebo latky z nich ziskané.*® %)

Primarni reakci rostlinné buiiky na bioticky elicitor je jeho rozpoznani po
navazani na bunécny receptor. Po aktivaci receptoru dojde k ptenosu signalu pomoci
pfenaSe¢li do intraceluldrniho prostoru bunky. Pienos je mozny pomoci nékolika
systémi:

- systém ¢ AMP, ktery spociva v navazani guanosintrifosfatu na G-

protein. Ten aktivuje ATP-asu a vznika ¢ AMP, ktery méni aktivity proteinkinas a
fosfatas. Nasledna fosforylace/defosforylace fady intracelularnich enzymu vede ke
zmén¢ metabolismu buiky.

- systém fosfoinositidovy za¢ind hydrolyzou membranovych lipida

fosfolipizzou C na dvé signalni molekuly: inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a
diacylglycerol (DAG). Zatimco DAG piimo pies proteinkinasy ovliviiuje fosforylaci
proteint, IP3 plisobi ptes dalsi nosice signalu (Ca2+, kalmodulin) a krom¢ fosforylace
proteint ovliviiuje 1 expresi gendl.

- systém reaktivnich forem kysliku spoc¢iva nejen v pfimém pusobeni

kyslikovych radikali na expresi gent, ale 1 vpusobeni pies peroxidaci
membranovych lipidi a tvorbu kyseliny jasmonové a metyljasmonat, které nasledné
ovliviyji transkripci.

- systtm tvorby etylenu a dal§i systémy - zatim nedostate¢né

prozkoumané (napi. zmény elektrochemického potencidlu zplisobené zménou

piestupu nékterych iontir).>® % 6
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Vlastni obrana builkky po pfenosu signilu spocivda ve zméné bunécného
metabolismu. Pusobenim elicitoru dojde ke kratkodobému a pfechodnému zvysSeni
hladiny n¢kterych enzymu a za¢nou se produkovat a akumulovat obranné latky, které
vznikly stres eliminuji. Mlze se to projevit v syntéze specifickych stresovych
proteinti, coZ mohou byt naptiklad hydrolasy napadajici bunécnou sténu patogeni.
Dale se tvori osmoregulacni latky, latky které se podileji na tvorbé a odstraniovani
aktivnich forem kysliku, peroxidasy a antioxida¢ni slouceniny.

Kromé¢ stresovych proteinovych latek mlze byt iniciovana syntéza
nizkomolekularnich latek sekundarniho metabolismu, které maji dal$i ochranné
funkce (fytoncidy, fytoalexiny, fytoanticipiny). Tyto obranné latky byvaji druhové
specifické a patii mezi né terpeny, flavonoidy, stilbeny, steroidy, antraceny

a dalsi, % 5% 69

3.7. Bunécné transportéry

Skupina ,, ATP binding cassette® (ABC) transportéri je rozsahla,
vSudypfitomna a riznoroda skupina proteint, jejiz clenové zprostiedkovavaji Siroky
okruh transportnich funkci.®? ABC prenasece se podileji na aktivnim transportu celé
fady latek pfes bunééné membrany. Pro naprostou vétSinu z nich slouzi jako zdroj
energie molekula ATP.

Do dnesni doby bylo identifikovano pfes sto ABC proteint, v taxonomickém
rozmezi od bakteridlnich aZ po lidské. Pomoci téchto proteind jsou transportovany
rizné substraty - naptiklad peptidy, sacharidy, lipidy, chelaty tézkych kovd,
polysacharidy, alkaloidy, steroidy, anorganické kyseliny a konjugaty
glutathionu.5% %

ABC transportéry se rozdé¢luji do 3 podskupin: MDR (multidrug resistance)
proteiny - sem patii napi. P-glykoprotein, zodpovédny za rezistenci bunék vuci

cizorodym latkam®, MRP (multidrug resistance associated ) proteiny - napt. GS-X

20



(glutathione-S-conjugate pump)®® a nejmladsi PDR5, zatim malo prozkoumana,

ktera byla objevena u vodnich rostlin.® &7

3. 7. 1. Struktura ABC transportéru

Obvykle se ABC transportéry skladaji ze dvou kopii, kazdd ze dvou
strukturnich jednotek: z vysoce hydrofobni transmembranové domény (TMD) a z
periferné lokalizované ATP vézajici domény nebo nukleotidy véazajici slozky (NBF).
Ob¢ tyto komponenty jsou pro transport ¢asto nezbytné. Pomoci TMD ptechazeji
substraty pfes membranu a tyto slozky také piispivaji k substratové specifité. NBF
domény jsou lokalizované na cytoplazmatické strané membrany a hydrolyzuji dvé
molekuly ATP. Nachazi se zde uzaviené oblasti asi 200 aminokyselin, skladajici se
z pohyblivécho A a B boxu. Je to specificka sekvence, ktera odlisuje ABC
transportéry od ostatnich NTP (nukleotid trifosfat) vazajici proteind jako jsou kinasy,
které také obsahuji pohyblivé sekvence.®® %9

Sekundarni struktura byla zkouména u MDR P-glykoproteinu a MRP
proteinu. P-glykoprotein tvofi Sest helix prochazejici pies membranu a ke kazdému
patii ATP vazajici doména.”®™ ™ ™ Clenové MRP podskupiny maji rozsahlé
hydrofobni N-prodlouZeni (umisténé extracelularné) na jadru, které se sklada ze dvou

transmembranovych a dvou ATP vazajicich domén.”® ™

3. 7. 2. Transport sekundarnich metaboliti

V mnoha ptipadech vakuolarniho vychytavani sekundarnich metaboliti bylo
dokézano, Ze je specifické pro dané komponenty a rostlinné druhy. VétSina rostlin
obsahuje  glykosylované  sekundarni ~ metabolity. = Vakuolarni  transport
glykosylovanych  derivati je obvykle zprostfedkovdn pomoci antiportu

proton-substrat.
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Je vsak znamo nékolik ptipadt, kde mohou sekundarni metabolity nést také
zaporny naboj (napf. glukuronidy). Flavonové glukuronidy (v $iSaku bajkalském je
to baicalin) jsou vychytavany pomoci piimé energetické utilizace Mg-ATP. To
dokazuje ptitomnost ABC transportér, které patii do podskupiny MRP proteind, a
které transportuji negativné nabité organické molekuly. Vysledky pokust poukazuji
na to, ze vakuolarni MRP pumpa pro rostlinné flavonové glukuronidy je pfitomna
Vv riznych rostlinnych druzich.”

Vzhledem K transportnim charakteristikim a pozorovanym inhibi¢nim
profilim se pfedpoklada, ze v rostlinach existuji vysokokapacitni vakuolarni ABC
transportéry pro flavonové glukuronidy, i jiné negativné nabité organické slouceniny,
a to dokonce bez ohledu na to, jestli je rostlina schopna glukuronidové komponenty

produkovat.™
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie a pristroje

4.1. 1. Chemikalie

- metanol pro HPLC: Fluka, Buchs

- baicalin ¢., baicalein ¢., Mg-ATP ¢.: Sigma —Aldrich Chemie, Steinheim

- kyselina a-naftyloctova ¢., myoinositol puriss.: Sigma, St.Luis

- chlorid thiaminia puriss., chlorid pyridixinia puriss.. Koch-Light
Laboratoriem Ltd., Colnbrook Hampshire

- enzymaticky hydrolyzat kaseinu: Imuna, Sarisské Michalany

- peroxid vodiku: Penta, Chrudim

- dihydrofosfore¢nan draselny ¢., dusi¢nan draselny p.a., dusi¢nan amonny p.a.,
glycin ¢., hydrogenfosfore¢nan sodny p.a., chlorid kobaltnaty p.a., chlorid vapenty
p.a., jodid draselny p.a., kyselina borita p.a., kyselina o-fosforecna ¢., kyselina
nikotinova ¢., metanol p.a., metylenova modf pro mikro, molybdenan sodny p.a.,
petroleter p.a., sacharoza p.a., siran hofe¢naty p.a., siran manganaty p.a., siran

méd’naty p.a., siran zine€naty p.a., siran Zeleznaty p.a.: Lachema, Brno

4.1. 2. Pristroje

- autoklav PS 20A, horkovzdus$ny sterilizator

HS 81A, Chirana, Brno

- analytické vahy A 200S: Sartorius, Géttingen

- box s laminarnim proudénim Fatran L-F: Vyrobné druzstvo
Pokrok, Zilina

- vodni lazen KL: Laboratorni pfistroje, Praha
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- HPLC chromatograf JASCO (¢erpadlo PU-2089, diodovy detektor
MD-2015, autosampler AS-2055): Jasco International, Tokyo

- tiepacka CEROMAT MO: B. Braun Bitech. International, Melsungen

- termostat kolony JETSTREAM 2 PLUS: Alltech Associates Inc.,Deerfield

- chromatograficka kolona LiChrospher RP-18, 250 x4 um: Merck, Darmstadt

4. 2. Kultivace explantatovych kultur

Suspenzni kultury, které byly pouzity K vypracovani diplomové prace, byly
odvozeny z kalusovych kultur mechanickym rozvolnénim kalusi. Kultivace
probihala v 250 ml barkach s plochym dnem na rotaéni tfepacce (120 ot./min).
Objem média v bailkkdch byl 50 ml a kultivacni perioda 12-14 dni. PasaZovani
suspenznich kultur bylo provadéno pomoci sterilnich pipet (sterilizace v autoklavu
po vsunuti chomacku vaty, obaleni v hlinikové folii, 15 minut pti 120 °C).

K experimentalni praci byla pouzita 49. a 50. pasaz.

4. 2. 1. Zivné médium

Kalusové kultury Sisdku bajkalského byly kultivovany na pudé podle

Murashigeho a Skooga, jejiz slozeni je nasledujici:
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CaCl,. 2 H,0 440,000 mg/I
KNO; 1 900,000 mg/I
MgSO, . 7 H,0 370,000 mg/l
NH4NO3 1650,000 mg/I
KH2PO, . H,O 170,000 mg/I
FeSO, . 7 H,O 27,840 mg/l
Na,EDTA 37,370 mg/l
MnSQO;, . 4 H,0 22,300 mg/l
ZnS0O4 . 7 H0 11,500 mg/I
HsBO3 6,200 mg/I
Kl 0,830 mg/I
CuS0O, .5 H,0 0,025 mg/I
Na;MoOy . 2 H,0O 0,025 mg/I
CoCl, . 6 H,O 0,025 mg/I
Inositol 100,000 mg/I
Hydrolyzat kaseinu 1 000,000 mg/I
Glycin 2,000 mg/I
Kyselina nikotinova 0,500 mg/I
Thiamin hydrochlorid 0,100 mg/I
Pyridoxin hydrochlorid 0,500 mg/I
Sacharosa 30 000,000 mg/I

Tato mnoZzstvi byla odvdZena na analytickych vahach, latky potiebné

vV mensim mnozstvi byly odpipetovany ze zasobnich roztok.

Jako rustovy stimulator byla pouzita kyselinu a-naftyloctova ve formé

lihového roztoku a v koncentraci 10 mg na 1 litr média.
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4.3. Elicitace

4. 3. 1. Sledovani vlivu Mg-ATP a methylenové modfi

Byla sledovéana produkce sekundérnich metaboliti v suspenznich kulturach
po elicitaci radikalem kysliku, vytvareného pfimo v médiu pomoci methylenové
modfi.

K suspenznim kulturam byla pfidana na konci jejich kultivacni periody
methylenova modf. Tento elicitor byl pfidavan vzdy po 1 ml ze sterilnich zasobnich
roztokd, tak aby vysledna koncentrace v bankach byla 100 mg/l. K dal§im kulturam
byla stejnym zptsobem piidana methylenova modf a navic 1 ml roztoku Mg-ATP
(vysledna koncentrace v batikach byla 3 mmol/l, pifevzato z prace Walczaka et al.’?).
Ke kontrolnim kulturdm se ptidaval 1 ml sterilni vody. Nésledna kultivace probihala
pii 16 h svételné periodé a 25°C. Vzorky kultur byly odebirany po 180, 300 a 1440
minutach. Po usuSeni a extrakci byl stanoven pomoci metody HPLC obsah

baicaleinu a baicalinu.

4. 3. 2. Sledovani vlivu Mg-ATP a peroxidu vodiku

Touto abiotickou elicitaci byl u€inén pokus pozitivné ovlivnit produkci
baicalinu a baicaleinu v suspenznich kulturach $isdku bajkalského. K suspenznim
kulturam byl na konci jejich kultivace ptidavan jako elicitor peroxid vodiku. Peroxid
vodiku byl ptidavan vzdy po 1 ml ze sterilnich zasobnich roztoki, tak aby vysledna
koncentrace v bankach byla 13,6 mg/l (odpovidajici 4umol/g, pfevzato z prace
Morimota et al.*”). K dalsim kulturam se ptidaval kromé H,O; i Iml zasobniho
roztoku Mg-ATP (vysledna koncentrace v baiikach byla 3 mmol/l). Ke kontrolnim
kulturam se ptidaval 1 ml sterilni vody. Dalsi kultivace probihala pfi 16 hodinové
svételné periodée pii 25 °C. Vzorky byly odebirany po 30, 60, 180 a 300 minutach a

obsah baicaleinu a baicalinu se stanovil pomoci HPLC.
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4.4, HPLC analyza baicalinu a baicaleinu

4. 4. 1. Pfiprava vzorku

Nejprve se suspenzni kultury prefiltrovaly a promyly vodou. Poté se nechaly
voln¢ proschnout na filtracnim papife po dobu 24 hodin a nasledn¢ se dosusily
v susarné pii 50 °C. SuSeny material se rozdrobnil v tfence a provedla se extrakce:
vzorek o hmotnosti 0,2000 g rostlinného materialu byl dvakrat extrahovan 10 ml
80 % metanolu na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 minut. Objem se
po extrakci doplnil na 20 ml pomoci 80% metanolu. Chlorofyl a lipidy byly
odstranény nékolikandsobnym tfepanim s petrolétherem. Poté se vzorky zfiltrovaly

teflonovym mikrofiltrem (0,45 um) a tak byly pfipraveny k HPLC analyze.

4.4. 2. HPLC analyza

HPLC analyza byla provadéna na sestavé Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor
MD-2015, autosampler AS-2055). Sestava byla vybavena piedkolonovym filtrem a
kolonou LiChrospher RP-18, 250x4 um s ochrannou piedkolonou.

Nastiikovany objem byl 20 pl. SloZeni mobilni faze probihalo v linearnim
gradientu z 50 % metanolu s obsahem 0,15 % kyseliny fosfore¢né (pH=2,9) v Case
t =0 na 75 % metanol s0,15 % kyselinou fosfore¢nou v ¢ase t = 15 min pii
konstantnim pritoku mobilni faze 1,2 ml/min.

Detekce byla provadéna pomoci DAD detektoru v rozmezi vlnovych délek
190 — 450 nm. Obsah sledovanych flavonoidl byl vypocten z pika ptfi vinové délce
277 nm, ve které maji oba flavonoidy své absorbéni maximum. Retencni ¢asy u
baicalinu byl cca 6 minut 33 sekund, u baicaleinu cca 11 minut 40 sekund. Obsah
obou latek byl kvantifikovdn matematickou metodou normalizace a porovnanim

s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci vnéjsiho standardu téze latky.
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Obr. ¢. 4: Absorpcni spektrum baicalinu (nahote) a baicaleinu (dole).
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Obr. ¢. 5: Ukézka chromatogramu standardl baicalinu a baicaleinu.
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Obr. ¢. 7: Kalibra¢ni kiivka baicalinu (nahote) a baicaleinu (dole)

rl00).
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4. 4. 3. Validace HPLC analyzy

Validace je ovéteni platnosti zvoleného analytického postupu.

Instrumentalni validace je zajisténa vyrobcem HPLC sestavy (Jasco) a to

normou ISO 9001 (International Organisation for Standardiation). Zputsobilost

chromatografického systému byla navic ovéfena testem opakovaného ndstriku - tzv.

test na piesnost (provedeno vzdy 6 nastiiki tymz vzorkem, vypoctena relativni

smérodatnad odchylka byla vzdy mensi nez 1,5 %) a testem linearity (na zaklad¢ péti

riznych koncentraci standardu se linedrni regresni analyzou zjisti hodnota
korelacniho koeficientu r, kterd musi byt vétsi nez 0,9900). Pro hodnoceni
analytického meéteni byly dale prevzaty metody z Evropského 1ékopisu, 3.vydani

:Asymetrie piku a_Pocet teoretickych pater. Pro hodnoceni celé metody byly pouzity

tyto valida¢ni parametry:

Spravnost _metody - jedna se o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi

ziskanou a skutenou hodnotou (tedy porovnanim ovéfovanych hodnot se
standardem, porovnanim sjinou jiz osvédCenou metodou nebo srovnanim
s referen¢nim materialem).

Kvantitativni limit - jde o nejmens$i hodnotu, kterd je méfitelna s pfijatelnou

ptesnosti (relativni smérodatna odchylka mensi nez 15%).

4.5. Statistické zpracovani vysledkii

Statistickd vyznamnost namétenych vysledkl byla vypocitana pomoci t-testu

vyznamnosti dvou praméri (pro rovnost rozptyll) podle nasledujicich

matematickych vztaht:
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Aritmeticky prumeér:

a

D%
X: i=1
a

kde xi = naméfené hodnoty, a = rozsah souboru

Smérodatna odchylka:

kde x = aritmeticky pramér, X; = naméfené hodnoty, a = rozsah souboru

Testovaci kriterium:

T X = %,| \/al.az(al+a2—2)
w/al.sf +612.Sz2 & +a,

kde x; = aritmeticky primér kontrolniho souboru, x; = aritmeticky prameér
pokusného souboru, s; = smérodatna odchylka kontrolniho souboru , s; = smérodatna
odchylka pokusného souboru, a; = pocet ¢lent kontrolniho souboru , a; = pocet ¢lent
pokusného souboru

Testovaci kritérium pfislusi t-rozdéleni se stupném volnosti vypoctenym

podle vzorce:

V=a +a-2
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Pokusny soubor se od kontrolniho souboru statisticky vyznamé lisi v ptipadé,
ze vypoctené testovaci kriterium t je vétSi neZ kritickd hodnota t, pro vypocteny

stupen volnosti v na hladiné vyznamnosti p (p = 0,05).°Y
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5.  VYSLEDKY

Vysledky chemické analyzy obsahu flavonoidii baicalinu a baicaleinu
Vv explantatovych kulturach jsou uvedeny ve formé tabulek a grafi.
Veskeré vysledky hodnot jsou primérem ze tifi samostatnych vysledka

stanoveni.
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Tabulka ¢. 1: VIiv methylenové modii (100 mg/l) a Mg-ATP (1,522 g/l) na

suspenzni kulturu §iSdku bajkalského

Teoretické
Vzorek a doba odbéru mnozstvi 6,7-
Baicalin (%) | Baicalein (%0)
(min) dehydrobai-
caleinu (%)
K 180 2,49 0,04 0,05
MM 180 2,47 0,01 0,05
MM + Mg-ATP 180 0,80 0,21 0,70
K 300 1,37 0,08 0,33
MM 300 1,00 0,08 0,39
MM + Mg-ATP 300 1,23 0,09 0,29
K 1440 1,31 0,00 0,03
MM 1440 1,84 0,00 0,03
MM + Mg-ATP 1440 1,11 0,10 0,07

K = kontrola, MM = methylenova modf, Mg-ATP = hote¢nata siil adenosintrifosfatu
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Graf ¢.1: Vliv methylenové modii a Mg-ATP na suspenzni kulturu $i§aku

bajkalského v ¢ase 180 min

d%baicalinu W %baicaleinu

obsah flavonoidti (%)

K 180 MM 180 MM+Mg-ATP 180
odbéry vzorkl (min)

Graf ¢.2.: Vliv methylenové modii a Mg-ATP na suspenzni kulturu

weow r

iSaku bajkalského v ¢ase 300 min

d%baicalinu E%baicaleinu

18
1,6
1,4
12

0,8
0,6
0,4
0,2

obsah flavonoidt (%)

K 300 MM 300 MM+Mg-ATP300
odbér vzorkl (min)
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Graf ¢.3.: Vliv methylenové modii a Mg-ATP na suspenzni kulturu

SiSaku bajkalského v ¢ase 1440 min

d%baicalinu W %baicaleinu

obsah flavonoidti (%)

K 1440 MM 1440 MM+Mg-ATP 1440

odbér vzorku (min)
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Tabulka ¢.2.: Vliv H,O; ( 13,6 mg/l) a Mg-ATP (1,522 g/l) na suspenzni

kulturu sisaku bajkalského

Teoretické
Vzorek a doba odbéru mnozstvi 6,7-
Baicalin (%) | Baicalein (%0)

(min) dehydrobai-

caleinu (%)
K 30 2,43 0,05 0,03
H,0, 30 1,55 0,11 0,19
Mg-ATP + H,0, 30 1,51 0,13 0,24
K 60 1,61 0,05 0,03
H,0O, 60 1,28 0,13 0,16
Mg-ATP + H,0, 60 1,44 0,20 0,34
K 180 2,24 0,03 0,02
H,0, 180 1,58 0,06 0,20
Mg-ATP + H,0, 180 1,84 0,16 0,38
K 300 2,70 0,01 0,04
H,0, 300 1,66 0,08 0,19
Mg-ATP + H,0, 300 1,14 0,11 0,65

K = kontrola, H,O, = peroxid vodiku, Mg-ATP = hofe¢nata stl adenosintrifosfatu
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Grafé. 4. Vliv H,O, a Mg-ATP na suspenzni Kulturu SiSaku

bajkalského v ¢ase 30 min

O %baicalinu W %baicaleinu

obsah flavonoidu (%)

K 30 H202 30 Mg-ATP+H202 30
odbér vzorkt (min)

Graf ¢.5: Viiv.  H,O, a Mg-ATP na suspenzni kulturu S$iSiku

bajkalského v ¢ase 60 min

E%baicalinu W %baicaleinu

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0.4
0,2

obsah flavonoidt (%)
=

K 60 H202 60 Mg-ATP+H202 60
odbéry vzorkt (min)

39



Graf ¢. 6: Vliv. H,O, a Mg-ATP na suspenzni kulturu SiSaku

bajkalského v ¢ase 180 min

d%baicalinu W %baicaleinu

obsah flavonoidti (%)

K 180 H202 180 Mg-ATP+H202 180
odbéry vzorkl (min)

Grafé. 7: Vliv H,O, a Mg-ATP na suspenzni kulturu SiSaku bajkalského

v ¢ase 300 min

d%baicalinu E%baicaleinu

obsah flavonoidt (%)

K 300 H202 300 Mg-ATP+H202 300
odbéry vzorki (min)
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6. DISKUZE

Stejné¢ jako u ostatnich flavonoidii jsou i v SiSdku bajkalském flavonoidy
syntetizovany pravdépodobné na endoplasmatickém retikulu. Baicalein je ve formé
konjugatu s glutathionem transportovan pies tonoplast do vakuoly, kde je na n¢j
navazana cukerna slozka (kyselina glukuronova) a méni se tak v baicalin.

Kdyz je rostlinnad buiika vystavena oxidacnimu stresu, baicalin zfejmé ztraci
cukernou slozku, ¢imz se opét zméni na baicalein a prestoupi pies tonoplast do
cytosolu. V cytosolu baicalein reaguje s kyslikovym radikalem a pomoci peroxidas je
pfeménén na 6,7-dehydrobaicalein.

Tato diplomova prace méla za cil stanovit, zda je transport baicalinu
z vakuoly do cytosolu zavisly na ptitomnosti Mg-ATP.

U suspenzni kultury $iSaku bajkalského (Scutellaria baicalensis Georgii) byl
testovan vliv Mg-ATP v piitomnosti latek, které produkuji kyslikovy radikal. Délky
casovych intervali a koncentrace latek byly zvoleny na zakladé ptedchozich
experimentu s elicitory - methylenovou modii a peroxidem vodiku. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce 1 a 2 a v grafech 1-7.

Jako producent kyslikového radikalu byly pouzity dvé vySe zminéné latky —
methylenova modi a H,O; .

Methylenova modi je ve vodé rozpustné barvivo, které se pouziva k barveni
mikroskopickych preparati. ProtoZe neprostupuje pies bunéénou sténu zivych bunék,
nemuze elicitovat pfimym zasahem do sekundarniho metabolismu buiiky, ale ptisobi
nepiimo jako generator aktivnich forem kysliku.76) V pfitomnosti svétla a
molekularniho kysliku produkuje tato latka kyslikovy radikal a nepfimo 1 jiné aktivni
formy kysliku — peroxidy a superoxidy. Tyto aktivni formy kysliku ohrozuji bunky
mimo jiné tim, Ze poskozuji DNA.”"™®

Princip pusobeni peroxidu vodiku je podobny jako u methylenové modii — je

to aktivni forma kysliku. Po jeho ptfidani dojde k velkému ndrazovému zvySeni
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mnozstvi peroxidu v médiu, které se pomoci detoxikacnich systémi buiky
S postupem Casu sniiuje.51)

Molekula adenosintrifosfatu (ATP) slouzi jako zdroj energie pro fadu
bunécénych reakci.V této diplomové praci byla pfi pokusu pouzita hofec¢natd sul
adenosintrifosfatu. Pokud se Mg-ATP piida k rostlinnym bunkam, mélo by dojit ke
zrychleni transportu latek pifes tonoplast. Tuto hypotézu se snazi tato diplomova
prace potvrdit.

Vliv samotné methylenové modii byl prezentovan v diserta¢ni praci Jana
Martina.> V citované praci zpiisobila methylenova modf nariist obsahu baicalinu po
8 a 24 hodinach.

Tyto vysledky byly potvrzeny a doplnény o tdaje po 180 a 300 minutach (po
3 a 5 hodinach). Obsah baicalinu v téchto ¢asech poklesl, ale po 1440 minutach (po
24 hodinach) opét vzrostl. Z vysledkli obou praci tedy vyplyva, Ze k zahdjeni
biosyntézy baicalinu dochazi mezi 300 a 1440 minutami po elicitaci methylenovou
modii.

Po pridani Mg-ATP a methylenové modii doslo v 180 minuté k radikalnimu
snizeni obsahu baicalinu a narustu baicaleinu. Vysledky tedy dokazuji pfimy vliv
molekuly ATP na transport flavonoidu baicalinu z vakuoly do cytosolu a s tim
spojenou hydrolyzu na baicalein a kyselinu glukuronovou. Po 300 a 1440 minuté jiz
nebyl ubytek baicalinu tak vyrazny, coz se da vysvétlit po¢inajici syntézou baicalinu
a doplnénim jeho mnoZstvi ve vakuolach. Vzhledem k riznym vysledkiim pfi
pouziti samotné methylenové modii a methylenové modii s Mg-ATP lze konstatovat,
ze Mg-ATP vyrazné ovlivitluje mnozstvi obou flavonoidii a pravdépodobné také
transport pfes membranu.

Vliv peroxidu vodiku a Mg-ATP nebyl vyrazné jiny v porovnani s vlivem
samotného peroxidu vodiku - mnozstvi baicalinu mirn¢ pokleslo a mnozstvi
baicaleinu mirné vzrostlo. U vSech chromatogramt vsak byly pozorovany vyrazné
zmény velikosti piku s retenénim ¢asem 14 minut 15 vtefin. Tento pik vyrazné

nartstal s Casem od elicitace s piidavkem Mg-ATP. Jednd se pravdépodobné
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0 6,7-dehydrobaicalein, coz je oxidacni produkt baicaleinu, vnikly plisobenim
bunéénych peroxidas a jehoz vznik v bunikach S. baicalensis byl popsan v praci
Morimota.>” U kontrolnich vzorkii a vzorkii s peroxidem vodiku byla plocha tohoto
piku konstantni a vyrazné mensi nez u kultur speroxidem vodiku a Mg-ATP.
V piitomnosti Mg-ATP dochazelo pravdépodobné Kk vyraznému zvyseni baicaleinu,
ktery vsak byl nasledn¢ ihned oxidovan na 6,7-dehydrobaicalein. I v téchto pokusech
byl tedy pozorovan vliv molekuly Mg-ATP na formu flavonoid — zptisobila pokles
obsahu baicalinu v dusledku jeho premény na baicalein odstépenim kyseliny
glukuronové na prenaseci.

Jak jiz bylo zminéno, nezndmy pik patii pravdépodobné oxidacnimu
produktu - 6,7-dehydrobaicaleinu. Vyskytoval se nejen v pokusu s peroxidem
vodiku, ale také v souvislosti s methylenovou modii. K velkému vzrustu piku zde
doslo po 180 minutach. Produkce baicaleinu v tomto ¢ase byla tedy nejspise mnohem
Vyss§i, nez jak naznacuje graf, protoze vétSina uvolnéného baicaleinu se okamzité
spotfebovala na odstranéni oxida¢niho stresu, ktery zpusobila methylenovd modf.
Neznamy pik (6,7-dehydrobaicalein) v§ak nemohl byt pfesné¢ kvantifikovan, protoze
standard 6,7-dehydrobaicaleinu neni komer¢né dostupny. Teoretické mnozstvi této
latky bylo vypocéteno z kalibraéni ktivky baicaleinu (obr. 8 dole) a je uvedeno

v tabulkach 1 a 2.
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7. ZAVER

1. Byla zvladnuta kultivace suspenzni kultury $§iSdku bajkalského

(Scutellaria baicalensis Georgii, Lamiaceae) a HPLC analyza baicalinu a baicaleinu.

2. Byl sledovan vliv Mg-ATP a elicitoru na mnozstvi baicalinu a
baicaleinu.
a) Na transport flavonoidi meél nejvétsi vliv pridavek Mg-ATP a

methylenové modii po 180 minutach od piidani do média. Mnozstvi baicalinu se
oproti kontrole (2,47 %) snizilo na 0,8 %, mnozstvi baicaleinu se zvysilo z 0,01 %
na 0,21 %. Obsah neznamé latky (pravdépodobné 6,7-dehydrobaicalein) vzrostl
v tomto Case z 0,05 % na 0,7 %. Dalsi vyrazny vliv byl zaznamenan v case 1440
minut, kdy obsah baicalinu poklesl z1,84 % na 1,11 % a obsah neznamé latky
vzrostl z 0,03 % na 0,07 %.

b) Mg-ATP pridany spoleéné¢ s H,O, mél nejvétsi vliv na transport
flavonoidt v ¢ase 300 minut, kdy se mnozstvi baicalinu ve srovnani s kontrolou
snizilo z 1,66 % na 1,14 % a mnozstvi baicaleinu vzrostlo z 0,08 % na 0,11 %.
Neznamy pik vzrostl v tomto ¢ase z 0,19 % na 0,65 %.

Z vysledki vyplyva, ze Mg-ATP mélo pozitivni vliv na rychlost transportu
baicalinu z vakuoly do cytosolu. Transportni mechanismus pro baicalin tedy

pravdépodobné nalezi k MRP proteintim, které jsou podskupinou ABC transportérii.
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