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2. UVOD

Vyssi rostliny patfi mezi jedny ze zakladnich zdroji vyZivy, kromé toho produkuji mnoho
bioaktivnich sloucenin, které maiji Siroké uplatnéni ve farmaceutickém pramyslu.

Je dokazano, Ze vice jak Ctvrtina obyvatelstva ve vyspélych zemich vyuZziva k terapii |éCiva
pfirodniho nebo polosyntetického plvodu. Snahou je nahradit pfirodni latky syntetickymi
molekulami se stejnou ucinnosti a srovnatelnymi farmakologickymi vlastnostmi dané Ilatky.
Syntéza téchto struktur je draha, ¢asové narocna a vzhledem ke komplikovanym strukturam
pfirodnich latek ¢asto neuskutecnitelna.

Jednou z mozZnosti jak ziskat sekundarni metabolity snadnéji neZ zintaktni rostliny je
biotechnologickou produkci v rostlinnych kulturach in vitro. Produkce v in vitro kulturach byla
zkoumana u vice druh(, ale jen u malého poctu kultur byla zaznamenana zvySend produkce
sekundarnich metabolitl, pfi¢inou mlze byt nedostatecna znalost probihajicich déji nebo
Spatna stabilita kultur. Nadéji na zvySeni produkce sekundarnich metabolitt in vitro je elicitace,
kdy elicitor plsobi jako stresor a v dlsledku obranné reakce rostliny dochazi ke zvysené produkci
obsahovych latek2,



3. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je seznamit se s metodou kultivace explantatovych kultur in
vitro. Urcit vliv 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamidu jako abiotického elicitoru na
produkci flavonoidl a antracenovych derivatd v kalusové a suspenzni kultufe Hypericum
perforatum L. Pomoci analytické metody HPLC zjistit, zda dany elicitor ovliviiuje produkci vyse
zminénych sekundarnich metabolitQ v kultufe in vitro a zéroven urcit, zda dochazi k jejich
uvolfiovani do Zivného média.



4. TEORETICKA CAST

4.1 Trezalka teckovana

s }Z/p‘/’r'/('{(fll berfbiertiene Sohanniskraut,
7

Obrdzek 1. Trezalka teékovand (Hypericum perforatum L.)?

Lidové nazyvana jako krevnicek, postielenec a svatojanska bylina. Trezalce te¢kované se
také prezdiva kviti sv. Jana nejen proto, Ze vykvéta 24. kvétna na svatek sv. Jana Krtitele, ale také
se k ni vdZe legenda o tom, Ze kdyZ pfinesli zufivé Héroidané na mise hlavu sv. Jana Kttitele,
propichala ve vzteku jeho jazyk a udajné z krve steklé na zem vyrostla rostlina (tfezalka
teckovana). Propichané listy s cervenymi teckovitymi Zldzkami maji pfipominat tento ukrutny
¢in%3,

Z historie je znamo, Ze uZ v obdobi antiky se tfezalka teckovana vyuzivala v Iécbé
melancholie a hojeni ran. Jeji Ucinky jako prvni poznamenal slavny lékar Hippokrates (460- 377
pf. n. |.). Paracelsem byla zminéna v |écbé depresivnich poruch. Ve stfedovéku ji lidé pouzivali
jako rostlinu chranici pred démony, ¢arodéjnicemi a dablem3.



4.1.1 Charakteristika a taxonomické zarazeni

Trezalka te¢kovand patfi do &eledi Trezalkovité (Hypericaceae), fadu Cajovnikotvaré
(Theales), tridy (Rosopsida). Je to vytrvald, statna bylina a muze dorlstat do vysky aZ Sedesati
centimetr(, vyjimecné do jednoho metru. Vyskytuje se od nizin do podhorskych oblasti,
upfednostniuje vSak sussi louky, vyslunné strané a lesni paseky. Nachazi se po celé Evropé a Asii,
introdukovana byla az do Severni Ameriky. Roste od kvétna do zafi. Lodyhy jsou vystoupavé az
pfimé, v horni ¢asti maji alespon dvé vyniklé listy. Listy jsou fapikaté nebo pfisedlé, podlouhlé
nebo vejCité, na svétle jsou na nich vidét cervené teckovité Zlazky obsahujici barviva hypericin a
pseudohypericin, nékdy nazyvano jako krev sv. Jana. Pfi rozemnuti mezi prsty barvi Cervené.
Kromé cervenofialového barviva obsahuji i tfisloviny, provitamin A a vitamin C, silice, flavonoidni
glykosidy. Vrcholicnata kvétenstvi jsou bohatd a zlatozZluta, ktera doristaji az do prdméru 15-
35mm, zato korunni listky maji téméf polovi¢ni délku. Cervené 7lazky se vyskytuji i na korunnich
listcich. Plodem je tobolka. Tfezalka se hojné vyuziva hlavné v lidovém lécCitelstvi jako pFirodni
antibiotikum v 1écbé ekzém. Sbira se predevsim nat, ktera se susi za bézné teploty, zavésena
ve stinu. Zajimavou rostlinou se stala i pro radu alchymistQ, ktefi zkoumali schopnost pfemény
zelené rostliny na ¢erveny olej. Na tzemi Ceské republiky se nachazeji i jiné druhy obsahuijici
vSak méné ucinnych latek nez tfezalka teckovana - patfi mezi né tfezalka skvrnitd nebo trezalka
Ctyrkridla%>.

Trezalkova nat (Herba hyperici) je uvedena v ¢eském lékopisu jako droga, ziskana
ususenim celych nebo fezanych kvetoucich vrcholkl Hypericum perforatum L. Musi obsahovat
nejméné 0,08 % hypericint (brano jako hypericin), aplikovano na ususenou drogu®.

4.1.2 Obsahové latky

e Naftodianthrony (hypericin, pseudohypericin, isohypericin, cyclopseudohypericin,
protohypericin)

e Floroglucinoly (hyperforin, adhyperforin)

e Flavonoidy (kvercetin, isokvercetin, hyperosid, rutin, amentoflavon)
e Fenolické kyseliny (chlorogenova kyselina, kavova kyselina)

e Xantony

e Trisloviny (catechin, epicatechin)

e Aminokyseliny (kyselina y-aminomdaselna, melatonin)

e Silice (2-methyloktan, undekan, B-pinen)

e Nasycené mastné kyseliny (kyselina isovalerova, kyselina myristova)”®



Chemické struktury obsahovych latek tfezalky te¢kované (Hypericum perforatum L.)°:

OH O OH

Obradzek 3. Hypericin

OH OH
L, . .OH

O OH

Obrazek 5. Kvercetin
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Obrdzek 6. Rutin

4.1.2.1 Naftodianthrony

Jsou zastupitelné zejména hypericinem a pseudohypericinem, ktery je zodpovédny za
rudou barvu oleje pfipominajici krevl®. Obé obsahové latky inhibuji monoaminoxidazu A,
proteinkinazu C a Gcinkuji jako inhibitory zpétného vychytavani serotoninu®,

Vzhledem ke své strukture je hypericin velice fotoreaktivni. Biochemicky je hypericin
polycyklicky chinon, ktery ma v blizkosti karbonylovych nasobnych vazeb hydroxylové funkéni
skupiny?l,

Hypericin je zndm hlavné diky svému fotosenzitivnimu Gcinku, ktery je vyuzivan v 1écbé
protinadorovych onemocnéni. Jelikoz ale patfi do skupiny nafthodianthron(, u nichZ je znama
Spatna rozpustnost ve fyziologickych roztocich a produkce nefluorescencnich agregatd, byla
proto studovana fytochemicka aktivita v lipidovych nanokapslich, kde byla zjiSténa zvysena
rozpustnost, tvorba singletového kysliku a snizend tvorba agregat(l. Zkoumala se také aktivita na
nadorové burky karcinomu délozniho Cipku a ledvin, kde byla jejich Zivotaschopnost vyrazné
snizena'?,

Studie ukazuji, Ze hypericin by mohl byt vyuZit k potenciaci morfinové analgezie
z divodu snizeni davek morfinu k vyvolani analgetického Gcinku?3.

4.1.2.2 Fluoroglucinoly

Hlavnimi zastupci fluoroglucinoli je hyperforin a adhyperforin®. Hyperforin je
prenylovany fluoroglucinol substituovany nékolika lipofilnimi izoprenovymi fetézci. Je nestabilni
v pfitomnosti svétla a kysliku!!. Hyperforin je znamy zejména v |é¢bé deprese. Také ale vykazuje
antibakterialni, antiproliferativni a antiangiogenni aktivitu. ZvySend biologicka aktivita byla
zjisténa i u jeho derivatd. Klinické aplikace jsou vSak omezeny z dlivodu hydrofobni charakteristik
a nestability molekuly. DileZitd role je vIé¢bé atopického ekzému a narusené pokozky.
K iplnému Ucinku je ale zapotrebi dlouhodoba a pravidelna aplikace®.
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4.1.3 Biologické ucinky, pouziti a klinické studie

Trezalka teCkovana se pouZziva pri radé obtiZi, cenéna je viak pro svij antidepresivni
ucinek, ktery se nejvice priklada obsahové latce hyperforin, ktery inhibuje zpétné vychytavani
serotoninu, noradrenalinu, dopaminu a zplsobuje snizenou regulaci kortikalnich beta-
adrenergnich a 5- HT, receptor(®. Bylo také zjisténo, Ze inhibuje zpétné vychytavani L-
glutamatu a zvysuje koncentraci intracelularniho Na*0. Trezalka je vyuZivana v |é¢bé lehkych az
stfedné tézkych depresivnich poruch a je srovnatelna s ucinkem tricyklickych antidepresiv (TCA),
ale na rozdil od TCA je tfezalka teckovand charakterizovana mensim vyskytem nezadoucich
Gcinka®’.

AktudIni pripravky, jako jsou oleje nebo tinktury, se vyuZzivaji vIécbé mensich ran,
popalenin, odfenin, modfin, pohmozdénin a vied(

Roztrousend skleréza je onemocnéni nervové soustavy projevujici se zanétem,
demyelinizaci a axonalnim poskozenim. Trezalka teckovana je znamda nejen pro své
antidepresivni, ale i protizanétlivé ucinky, které by mohly pfiznivé ovlivnit prognézu tohoto
onemocnéni. Testovani ucinku hyperforinu a extraktd z tfezalky teckované bylo provadéno u
experimentalné navozené autoimunitni encefalomyelitidy vyvolané specifickymi antigeny na
zvitecich modelech. Efekt hyperforinu na regulaci T-bunék byl hodnocen pomoci pritokové
cytometrie. Vysledky naznacuji, Ze hyperforin a extrakty z tfezalky teckované mohou oslabit
autoimunitni odpovéd myeloidni encefalomyelitidy, pomoci snizené infiltrace imunitnich bunék
a expanze Treg bunék a mohly by byt povaZovadny za potenciondlniho kandidata v Iécbé
roztrousené sklerdzy®®.

Dalsim nepodlozenym, dlouho diskutovanym ucéinkem byl vliv na kratkodobou pamét u
zdravych dospélych jedinclG. Jednorazovd, randomizovana dvojité zaslepena placebem
kontrolovana studie ukazala, Ze malé davky (250mg) maji vliv na zlepsSeni kratkodobé verbalni
paméti a doporucuje se podavani malych davek v nootropickych aplikacich?.

Extrakty z tfezalky teckované byly testované na kulturdch nddorovych bunécénych linii
erytroleukémie. V pfitomnosti extraktl s hypericinem byl sledovan rlst bunék a indukce
apoptdzy pomoci fluorescencéni mikroskopie a priatokové cytometrie. Zajimavosti je, Ze nékteré
extrakty béhem kultivace si dokazaly zachovat svou Ucinnost nebo ji dokonce zvysit, zatimco u
jinych doslo k jeji ztraté. Vysledky studii ukazuji, Ze extrakty z tfezalky teckované inhibuji rdst
bunék K562 a indukuji apoptdzu v zavislosti na plvodu rostliny 21,

Trezalka plsobi jako agonista na estrogennich receptorech a tim pomaha sniZovat
nepfijemné projevy béhem menopauzy. Fotosenzibilni ucinky jsou pfisuzované hlavné
hypericinu. Studie provadéné na zakladé zjistovani preventivniho Ucinku tfezalky na rakovinu
prsu zkoumaly hlavné proliferaci, Zivotaschopnost bunék a jejich apoptdzu. Celkové vysledky
dokazuji, Ze trezalku lze pouZit jako chemicko-preventivni Cinidlo zastavujici proliferaci a
indukujici apoptdzu inhibici AMPK/mTOR a aktivaci mitochondrialni drahy 22,

Nejcastéjsi pri¢inou zubniho kazu v raném détstvi byvaji laktobacily. Cilem studii bylo
zjistit, zda hypericinovy extrakt vykazuje antibakteridlni ucinky na kmeny Lactobacillus spp.
Antimikrobialni ucinky byly prokazany i se stanovenim MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace),
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ktera zaroven nepuUsobila toxicky na gingivalni fibroblastové bunky. Hypericinovy extrakt by
mohl byt zvolen jako nahrada ustnich vod, které na rozdil od extraktu nejsou schopny odstranit
kyseliny produkujici kmeny v tUstech?.

Jak uZ je zndmo, rakovina pankreatu je jednou z nejagresivnéjsich malignit s nizkou
mirou preziti. Soucasna studie je zaméfena na zkoumadani protinadorovych uGcinkd hyperosidu
v lidskych rakovinnych burikdch pankreatu. Vysledky in vitro ukazaly, Ze hyperosid podporoval
apoptdzu bunék dvou raznych linii lidské rakoviny slinivky bfisni, coZz korelovalo se zvySenou
regulaci poméri Bax / Bcl-2 a se snizenou regulaci hladin jaderného faktoru-kB a NF-kB's. Navic
pomoci lidského modelu slinivky brisni se zjistilo, Ze hyperosid také vyznamné inhiboval rlst
nadoru. Experimenty ukazuji, Ze hyperosid by mohl byt slibnym kandidatem pro lé¢bu rakoviny
pankreatu?*.

Virus chfipky je onemocnéni postihujici dychaci systém. | pfes dostupnost veskerych
vakcin a existenci léku potlacujici virus je potfeba vyvinout nova antivirotika zabrafujici pfenosu
viru a rozvoji onemocnéni. DalSim dlivodem pro vyvoj antivirotik jsou obavy ze vzniku rezistence.
Pti studiu polyfenolll byly zjistény jejich antioxidacni a antikarcinogenni Gcinky, nékteré dokonce
vykazovaly antivirovou aktivitu, proto doslo k testovani na virus chfipky A a B. Mezi testovanymi
PFi dudlnim podanim s oseltamavirem nebo amantadinem doslo k potlaceni vzniku rezistentniho
viru zpGsobeného témito léky 2.

4.1.4 Lékové interakce

V soucasné dobé jsou bylinné 1écivé pripravky velice oblibené. Jednak pro svoji uéinnost,
ale zejména pro svoji relativné nizkou cenu a maly vyskyt nezadoucich Gcinkd. Jsou vsak schopny
ovlivnit farmakokinetiku a farmakodynamiku soucasné podavanych 1é¢iv?6. Lékové interakce
jsou hlaseny obzvlasté u léciv, které jsou substratem cytochromu P-450 isoenzym( CYP3A4,
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 nebo P-glykoproteinu?’. CYP 3A4 je schopen ovlivnit metabolismus
asi 37 1ékGY. Pfi indukci téchto enzym0 hraje roli zejména obsahova latka hyperforin. Mezi
nejcastéji interagujici |écCiva s trezalkou teckovanou patfi zejména imunosupresiva,
protirakovinna a kardiovaskuldrni IéCiva a léCiva sniZujici cholesterol.

Pricina interakci je prikladana hlavné hyperforinu, takze lécivé ptipravky bez hyperforinu
by mohly byt potencidlem pro snizeni interakci?®.

Kromé indukce je zndm i inhibi¢ni Gcinek obsahovych latek trezalky teckované na CYP
2D6. Tato interakce miZe pfi spole¢ném podavani s inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
(sertralin, paroxetin) vyustit v tzv. serotoninovy syndrom?. Mezi jeho typické projevy patfi
poceni, horecka, tachykardie, zvy$eny krevni tlak, vzestup motorické aktivity, podrazdénost?’.
Jednou ze zndmych interakci je spole¢né poddavani s kontraceptivy, kterd jsou substratem
cytochromu P-450 s tfezalkou teckovanou jakoZzto silnym induktorem cytochromu P-450.
Srovnavaci studie prokazuji, Ze pti této kombinaci je zvySené riziko ovulace a prlilomového
krvaceni®,

Cilem studie bylo zjistit zménu farmakokinetiky bupropionu (substratu cytochromu P-
450 isoenzymu 2B6) po jeho jednordzovém podani za neptetrzitého uZivani trezalky.
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Experimenty byly provedeny na zdravych dobrovolnicich, kde bylo zjiSténo, Ze béhem interakce
dochdzi ke snizeni plazmatické koncentrace bupropionu, pravdépodobné zvySenim jeho
clearence3!.

Byla zaznamenana i interakce u pacienta uzivajictho béiné warfarin, ktery po uziti
trezalky skoncil na pohotovosti s gastrointenstindlnim krvacenim. Zajimavosti je, Ze pfi této
interakci by mélo dojit spi$ k snizenému ucinku warfarinu vlivem zvySeného metabolismu pres
enzymaticky systém cytochromu P-450. V tomto pripadé ovsem doslo k opacnému déji, kdy byla
zvysena hladina INR, ktera se projevila zvysenym krvacenim32,

Ackoliv u trezalky nedoslo k prokazani inhibice monoaminoxidazy, neni doporucena
kombinace slatkami obsahujici tyramin (neselektivni inhibitor MAQ), mohlo by dojit
k hypertenzni krizi, tzv. syrové reakci’.

4.1.5 NezZadouci ucinky

Trezalka byva obecné dobte tolerovana a incidence nezadoucich Gcink(l s jejim uzivanim
byvéd obecné nizka ve srovndni s ostatnimi antidepresivy33. Studie, které sledovaly hlaseni
nezadoucich ucinkd po uZivani typickych antidepresiv (SSRI) ve srovnani s tfezalkou teckovanou
zjistily, Ze bylinné pripravky mohou vést k podobnym nezadoucim ucinklm jako u lékd na
predpis 34,

Kromé lehkych a stfedné tézkych depresi je tfezalka uZivana v depresivnich stavech
béhem gravidity. Pfi testovani nezadoucich ucinkl pfi davce 1g/kg/den nebyly u mladat kralika
zaznamenany zadné vyvojové vady a ani u matky nebyla narusena schopnost reprodukce.
Uzivani tfezalky béhem laktace mlZe mit neblahy vliv na kojence, v podobé koliky a letargie. In
vitro pokusy dokazaly vyvoldni teratogenniho efektu pfi uziti tfezalky s obsahem hypericinu,
které u clovéka nebyly zaznamenany. Uzivani béhem kojeni neni prisné kontraindikovano,
presto byl zaznamendn prestup hyperforinu do materského mléka a vedlejsi Ucinky v podobé
letargie a koliky u kojencl 3°. V obdobi téhotenstvi a laktace je doporuceno trezalku neuzivat
z divodu malo provedenych kvalitnich studii?>.

Pres veskeré studie dokazujici u¢innost Hypericum perforatum, nikdy nebyl zkouman vliv
na psychotické stavy. V neddvné dobé byl hlasen pripad vyskytu psychézy u mladika, ktery se
nelécil s zadnou psychdzou a ani nebyla evidovana rodinnd anamnéza s psychotickou depresi.
Mélo by se proto dbat na opatrnost pfi podavani fytoterapeutik, jako je Hypericum3” .

Mezi vzacny nezadouci ucinek patfi fototoxicita, ktera se projevuje puchyrky podobnym
popalenindm, doprovazené svédénim. Rizikova mlze byt u pacienti trpici epilepsii, kde mize
dojit k vyvolani epileptického zachvatu. ZvySenou vnimavost a zmény kozni pigmentace
pozorujeme az pti podani jednorazové davky 3600mg nebo pfi poloviénich davkach po dobu 14
dnu38. Fototoxickou kozni reakci pfikladame obsahové latce hypericin®. Z tohoto diivodu by se
mélo zamezit kombinaci s uréitymi latkami jako je piroxikam a tetracyklin?’.

Trezalka byla také testovana na ovlivnéni glukézové tolerance u zdravych muzi. Vysledky
studii zjistily, Ze léc¢ba trezalkou teckovanou zvysuje celkovou a pfirlistkovou AUC (plochu pod
krivkou) glukdzy. Citlivost na inzulin zlstala zachovana na rozdil od sekrece inzulinu, ktera byla
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vyrazné snizena. Zavérem lze fici, Ze jeji nadmérné uzivani mlze zhorsit diabetes mellitus typu 2
a glukdzovou toleranci®®.

4.2 Explantatové kultury

4.2.1 Charakteristika

Péstovat rostliny mdZeme jak v pfirozenych, tak v umélych podminkach, kde dochazi
k odbéru parenchymatické tkané z r(izné casti rostliny a preneseni do sklenénych nadob.
Kultivace in vitro umoZfiuje péstovat jak celistvé, tak jednotlivé ¢asti rostlin. Z dostatecné
narostlé kultury lIze vytvorit nové kultury prenesenim explantatu na cerstvé vytvorené zivné
médium. Existence explantatovych kultur je zaloZena na tzv. totipotenci rostlinné buriky, ktera
je prikladdna vSem burnkam obsahujici neposkozené jddro s moznosti obnovovat bunééné déleni
a diferenciaci. Schopnost totipotence je pfikldadana hlavné zygoté, kterd pti mitotickém déleni a
diferenciaci dcefinych bunék umozriuje tvorbu novych pletiv® 4.

Kultivace in vitro musi probihat za aseptickych a pfesné definovanych podminek.
Totipotence umoznuje odbér explantdtu z kterékoli ¢asti. Vhodnym vybérem explantatu je
mozné ovlivnit osud explantatové kultury. Volba odbéru zdleZi na druhu narostlé kultury, typu
kultury, kterd se bude péstovat a funkci, pro kterou je vytvarena. DlleZité je, aby rostlina slouZici
k odbéru nebyla zdrojem kontaminace pro novou kulturu, proto by méla byt zachovana sterilita.
Zivné médium obsahujici velké mnoZstvi Zivin je vhodnym prostiedim pro riist mikroorganism0
a divodem pro zachovani aseptického prostredi?®3,

Prvni zminka o péstovani explantatovych kultur pochazi od Haberlandta ze za¢atku 20.
stoleti. Na rozdil od jeho predchidcd zabranil vytvorenim aseptickych podminek zvysenému
zaniku explantatovych kultur, ale pro optimalni rist a vyvoj kultury nebyla zajisténa pfritomnost
vSech potiebnych slozek v zivném médiu. Pfidanim kvasni¢ného extraktu do Zivného média
zajistil White v roce 1934 schopnost neustdlého déleni a diferenciace bunék i pfi pfenosu na
nové pripravenou Zivnou pUdu. Od této udalosti dochazi provadénim pokusd k neustalému
rozsifovani poznatkd o explantatovych kulturdch®.

4.2.2 Vyhody a vyuziti

Rostliny péstované v pfirozenych podminkach vyzaduji pro svij rdst urcité klimatické
podminky a roc¢ni obdobi, které u kultur in vitro nehraji roli. Obsahuje-li Zivné médium
dostatecné mnozstvi Zivin a rlstovych regulatorl je mozné mnohonasobné zvysit produkci
sekundarnich metabolitl a udrZet existenci kultury dostatecné dlouhou dobu.

BéZné rostouci rostliny potfebuji vétsi prostory pro optimalni rlst na rozdil od kultur in
vitro, kde i pres limitaci velikosti laboratofe je mozné péstovat velké mnozstvi kultur na malém
prostoru. Totipotence rostlinné tkané umoznuje odebrani velkého mnozstvi vzorkl z odlisnych
¢asti matecné rostliny a vytvoreni tak velké bunécné kolonie.

Vzhledem ke kultivaci in vitro tedy ve sklenénych nadobach neni zapotrebi pleti ani
povrchového osetfovani kultur chemickymi latkami pred Skddci. Vhledem k obsahu velkého
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mnozstvi Zivin v médiu, co?Z je idealni prostfedi nejen pro rist rostlin, ale i mikroorganism{, je
dllezité dodrzovani aseptickych podminek.

Hlavni nevyhodou je finan¢ni ndroc¢nost laboratorniho vybaveni. Pfesazovani kultur na
Cerstva média probihd v lamindrni boxu s vysterilizovanym sklem, pracovnimi pomuckami a
Zivnym médiem. PrFi sterilizaci v autokldvu se voli teplota vzhledem k termostabilité
mikroorganismi a urcitych slozek Zivného média. NedodrZovani aseptickych podminek mize
koncit Uhynem vypéstované kultury.

Kultury in vitro sice nejsou zavislé na klimatickych podminkach jako polni rostliny, ale i
tak u nich musime udrZovat potfebnou vlhkost, osvétleni. U suspenznich kultur je dulezity
neustaly pohyb mechanicky rozmélnéné kultury, ktery vétsinou zajistuje tfepacka 22

Explantatové kultury maji uplatnéni zejména v ziskavani produktd, které se bézné tvori
v polnich kulturach. Dal$im vyuzitim muZe byt ovlivnéni produkce latek, které se nedaji péstovat
vibec nebo jen v malém mnozZstvi. Zménou metabolismu v kulturdch in vitro je moziné
dosahnout zvySené sekrece béziné dostupnych metabolitl a tvorby metabolitu, ktery kultura
odolavajici pfirozenym podminkam neni schopna vyprodukovat*?,

4.2.3 Druhy explantatovych kultur

Podle vnéjsi stavby rostliny miZeme rozliSovat kultury tkarnové, suspenzni kultury,
organové kultury, bunécné kultury a kultury protoplasta.

Kultury organové

Podminky péstovani organovych systémd, jejich organli nebo jednotlivych ¢asti in vitro
zabezpecuji, aby jejich stavba a funkce nebyly naruseny a zaroven zajistily jejich diferenciaci®’.

Kalusové kultury

Kalus se sklada z hmoty, kterd je tvorfena malo organizovanymi, parenchymatickymi
burikami. Tvorba kalusu muze byt iniciovana jako ochranna odpovéd na mechanické poskozeni
stonkli nebo koren(. V kultufe je kalus aktivovan pomoci hormoni a rlistovych regulator(
stimulujicich rGst bunék, obsazenych v uréité koncentraci v Zivném médiu*>. Tvorba kalusu
v daném kultivaénim médiu trva v rozmezi 2-6 tydnl. Pomoci pinzety nebo jiného pomocného
aparatu se odebere ¢dast a prenese se na nové kultivacni médium, tento proces oznacujeme jako
pasazovani. Kultivace tkanovych kultur probiha na polotuhych nebo tuhych kultivaénich médiich.
Periodickym prenasenim kalus( na Cerstva kultivaéni média stoupa riziko genetickych zmén, ale
na druhou stranu dochazi ke ztraté morfogennich vlastnosti. Mechanickym zpracovanim
kalusové kultury lze vytvofit suspenzni kulturu?.
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rosthina otkovini na kalus izolovany suspenzni
pevnou pidu kalus kultura
Obrdzek 7. Odvozeni explantdtovych kultur®?

Suspenzni kultury

Obsahuji jednotliva seskupeni bunék, kterd vznikla mechanickym rozmélnénim kalusové
kultury a pfenesenim do tekutého Zivného média. Suspenzni kultury jsou umisténé na zafizeni
(napt. tfepacka), které umoznuje pohyb média. Tekutost a pohyb média usnadiuji vyménu
plyna a efektivnéjsi vyZivu bunék, proto také kultivace a rlist suspenzni kultury trva kratsi dobu
nez kalusové kultury?.

K popisu rlistu explantatové kultury slouZi tzv. rastova kfivka, ktera zobrazuje zavislost
jednotlivych charakteristik kultury (mnoZstvi bunék, hmotnost, atd.) na ¢ase. Pomoci grafického
znazornéni miZzeme znazornit jednotlivé rlistové faze, kterych mame celkem Sest.

1. Lag faze- usek, kdy si buriky po pfeneseni do Zivného média zvykaji na nové prostiedi.
Jejich koncentrace zUstava v rovnovaze nebo se po urcitou dobu snizi.

2. Faze zrychleni- je doprovazena zvysenou rychlosti rozmnozovani bunék.

3. Faze exponencialni- mnozZeni bunék probiha maximalni konstantni rychlosti, chemické
sloZeni buriky je stalé.

4. Faze deklina¢ni- zdlvodu nedostatecného zabezpeceni Zivin a tvorby toxickych
produktl metabolismu se vyrazné sniZila rychlost rlistu bunék.

5. Faze stacionarni- mezi poklesem a rlistem bunék se ustanovila rovnovaha.

6. Faze odumirani- doslo k poruseni rovnovahy mezi bunkami a prevyseni rychlosti
odumirani®?,
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Obrdzek 8. Riistova krivka explantdtovych kultur®®

Pro kultivaci je nejvhodnéjsi homogenni suspenzni kultura, kterd se vsak dlouhodobym
pasazovanim a vlivem genetickych zmén méni na heterogenni?.

Bunécné kultury

Kultury, jejichZ kultivace probihd v tekutych nebo polotuhych médiich, je tvorena
jednotlivymi, volnymi snadno identifikovatelnymi burikami®2.

Kultury protoplastt

Vznikaji z bunécnych kultur, kterym byla enzymaticky nebo mechanicky odstranéna
bunécnd sténa a obsah je tedy obalen pouze elastickou plasmonelou. Pfi enzymatickém
odstranéni bunécné stény jsou rostlinné bunky umisténé do roztoku sloZzeného z enzym( a
osmoticky aktivnich latek, které snizuji osmoticky a zamezuji prasknuti buriky42,

4.3 Faktory ovliviujici rist in vitro

4.3.1 Zivna média

Rlzné rostliny a tkané z rlznych ¢asti rostlin maji odlisSné vyZivové pozadavky pro co
nejuspokojivéjsi rlst. Proto je potfeba vybrat takova Zivna média, ktera tyto naroky splriuji a jsou
schopna zajistit optimalni rist. Mezi nej¢astéjsi Zzivnd média patfi médium Murashige a Skoog
(MS), médium Linsmaier a Skoog (LS), médium Gamborg (B5) a médium Nitsch a Nitsch (NN).

Mezi nezbytné slozky kultivacnich médiich patfi mikroelementy a makroelementy, dale
mezi prospésné az nezbytné patfi vitaminy, aminokyseliny, cukry, pufry, rlistové regulatory a
zpevnujici slozky?.
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Makroelementy

Pro dobrou kultivaci je nezbytna pritomnost Sesti prvka- dusik, vapnik, horcik, draslik,
fosfor a sira. Pro zajisténi nejvyssi ristové rychlosti je pottreba stanovit idedIni koncentraci, ktera
se lisi podle charakteru dané rostliny. Dusik ma nezastupitelnou ulohu v existenci rostlin. Jeho
koncentrace v Zivném médiu by se méla pohybovat v rozmezi 25-60 mM anorganického dusiku.
Pro maximalni rdst bunék je nezbytné, aby byl dusik v Zivném médiu pfitomen v nitratové formé
nebo nejlépe v kombinaci s amonnymi solemi v koncentraci 2-20 mM. Nezbytna je také
pritomnost drasliku v idealni koncentraci 20-30 mM?%7,

Mikroelementy

Zelezo, mangan, zinek, bor, méd, molybden patii mezi nejddlezit&jsi prvky pro vyZivu
buné&&nych kultur. Zelezo podavané ve formé citrdtové nebo tartaratové soli zplisobuje
problémy z dlvodu Spatné rozpustnosti a moZnosti vysrazeni se pfi tvorbé média. Tento
problém byl vyfesen pomoci chelatace s kyselinou ethylendiamintetraoctovou. Chlor a sodik
jsou také soucasti Zivnych médii i pres primé dikazy, které dokazuji témér nulovy vliv na rlst
bunék?4,

Zdroj uhliku a energie

Sacharéza pouZzivana v koncentraci 2-5% neni jediny zdroj uhliku a energie, Ize ji nahradit
laktézou, galaktézou, maltézou nebo Skrobem, jedinym nedostatkem je, ze byly vyhodnoceny
jako méné ucinné ve srovnani se sacharézou. Pomoci autokldvu se sachardza hydrolyzuje na
ucinnéjsi produkty, je tedy vice vhodna pro kultivaci, a proto ji ddvame prednost pred
sachardzou sterilizovanou pomoci filtra#’.

Vitaminy a myo- inositol

MnoiZstvi vitaminu produkované explantatovymi kulturami neni vétSinou dostacujici,
proto je potfeba dodat vitaminy exogennim zpUsobem. Vitaminy se vyuZzivaji hlavné jako
katalyzatory mnoha metabolickych procesu, ale nutné jsou pro vyborny rlist a vyvoj rostlin.
Nepostradatelnou soucasti médii pro rist bunék je thiamin, pfidavan vétsinou v koncentraci 0,1-
10 mg/l. Nékteré vitaminy jako kyselina nikotinova, riboflavin, kyselina panthothenova,
tokoferol, pyridoxin, biotin, kyselina listova a kyselina askorbova jsou pfiddvany i navzdory
zanedbatelnému vlivu na rdst bunék.

Myo- inositol je pfidavan v malych mnozstvich v rozmezi 50- 5000 mg/| do kultiva¢nich
médii ke stimulaci rastu bunék. DileZitou roli hraje také pfi bunécném déleni, kdy dochazi k jeho
rozkladu na kyselinu askorbovou a pektin®’.

Aminokyseliny

Syntéza aminokyselin pro spravny rast kultur probiha pfimo v rostlinach. Pro vytvoreni
kultur bunék a protoplastd je dileZité dodat aspon malé mnoZstvi aminokyselin, které mazou
byt dodavané jednotlivé nebo v jejich smésich. Aminokyseliny jsou bunéénym kulturdm
dodavané hlavné jako dobry zdroj dusiku, které jsou pfijimany rostlinou rychleji nez anorganicky
dusik. Pro zvyseni bunécného rlstu je pouZivan cystein, glutamin, asparagin, L- arginin, L-
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tyrosin, glycin. K dodani organického dusiku do kultivaénich médii se nejcastéji dodava smés
aminokyselin v podobé hydrolyzatu kaseinu v koncentraci 0,25- 1 g/I*’.

Nedefinované organické zdroje

Pro zvyseni rlstu se do kultivacnich médii pfidavaji latky ziskané z pfirodnich zdroja
nebo extrakty. Za zminku stoji napt. kokosové mléko, sladovy extrakt, bandnovy extrakt,
bilkovinné hydrolyzaty. Dodanim aktivniho uhli mGzZe byt pozorovan pozitivni nebo negativni
ucinek. U orchideje, cibule a mrkve doslo po pfidani aktivniho uhli k stimulaci rdstu, naproti
tomu u séji mélo aktivni uhli opacny ucinek. Pficinou zvySené hydrolyzy sachardzy pfi
autoklavovani, kterd ma za nasledek okyseleni Zivného média, je pfitomnost 1% aktivniho uhli?’.

Latky zpevnujici médium

Pro optimalni rdst péstovanych kultur je potfeba dostatecnd pevnost kultivacniho
média. Mezi Casto vyuZivané Zelirujici latky pro pripravu tuhych a polotuhych rostlinnych
tkarovych médii patfi agar, agardza a gellanova guma. Agar ma vici ostatnim Cinidlim vyssi
cenu, ale také ma mnoho vyhod. Agarovy gel je snadno misitelny s vodou, tvofi gel v teplotnim
rozmezi 60- 100 ° C, tuhne pti 45 ° C a je stabilni pfi vSech kultivacnich teplotach. Agar je velmi
odolny vici plsobeni enzym a nedochazi tak k jeho stépeni. V kultivacnich médiich je obvykle
pfitomen v koncentraci 0,8- 1,0%. Agar byva Casto nahrazen bramborovym skrobem, ryZzovym
praskem nebo jejich kombinaci, které maji stejny ucinek jako agar, ale jejich pouzitim dochazi ke
snizeni nakladd na tvorbu gelu®.

4.3.1.1 Ristové reguldtory

Slouceniny, které v malé koncentraci (Immol/1,1umol/l) pfi transportu do burnky a
ovlivnéni genové aktivity v jddre pomoci receptorového systému v plasmatické membrané a
s nimi spojenymi signalnimi drahami mohou vyvolat fyziologickou, metabolickou nebo
morfologickou reakci v misté vzniku nebo v mistech, do kterych je transportovan. Rlstové
regulatory maji rozdilnou chemickou strukturu, funkci, ucinek a podle téchto charakteristik
rozeznavame auxiny, cytokininy, gibereliny, etylén, kyselinu abscisovou, kyselinu jasmonovou**.
Rastové regulatory se projevuji vétsi mirou rtiznych Gcinkd, které zavisi na druhu ristové latky a
jeji koncentraci, tak fyziologickym stavem organu nebo burky, na kterou dany regulator
plsobi®.

Auxiny

Chemicky oznacovany za derivaty indolu. Mezi nejbéZnéji pouZivané v kultivacnich
médiich patfi kyselina-3- indoloctova, kyselina 2,4- dychlorfenoxyoctovd a kyselina naftalen-
octova. Mezi jediny pfirodni auxin existujici v rostlinnych tkanich pat#i kyselina-3- indoloctova.
PUsobeni auxin mlze byt mnohostranné, ovliviuji stimulaci ristu bunék, rychlost déleni, déleni
kambialnich bunék, stimulaci rlstu kofen(, zacelovani ran pfi poranéni, apikdlni dominanci,
vznik partenokarpickych plodd a tvorbu semen. Ve vyssich koncentracich mohou pUsobit
toxicky448,
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Gibereliny

Odvozeny z diterpen(, syntéza probiha v mladych listech, kli¢icich semenech, korenech
a mladych plodech. Plsobi na stimulaci rlistu, kliceni semen, stimulaci déleni bunék, plasticitu
bunécéné stény, zvyseni osmotického tlaku, zvétSeni organt a méni fotoperiodickou adaptaci
rostlin. Na rozdil od auxint nepGsobi ve vyssich koncentracich toxicky*®.

Cytokininy

Cytokininy jsou derivaty adeninu, mezi pfirozené patfi zeatin, adenin, mezi umélé
benzyladenin, kinetin, topolin, thidiazuron. Tvorba probiha v kofenovych $pickach, kofenech a
nadzemnich ¢astech (mladé listy, nezrald semena), poté jsou pfepraveny do prytu. Plsobeni
cytokinind ma vliv na regulaci bunécéného cyklu, stimulaci proliferace bunék v tkanovych
kulturach, stimulaci rdstu prytu, inhibici rastu kofent, oddaleni senescence, potlaceni apikalni
dominance. BohuZel mize mit pfitomnost nadmérného mnozstvi cytokininli neblahé ucinky na
rostliny a to v podobé tvorby nddord®.

Kyselina abscisova

Jeji syntéza probiha ve starnoucich listech z kyseliny mevalonové. Zpomaluje ristové
procesy a rlist embrya, brzdi prodluZovaci fazi, navozuje dormanci pupen(li a semen, podporuje
odpad listl a plodd, brzdi kli¢eni, ovliviiuje zavirani priduch(, inhibuje syntézu protein( a brzdi
metabolickou aktivitu.

Ethylén

Ethylén je tvofen ve vSech castech rostlin, hlavné u dozravajicich plod. Svym
pUsobenim muze brzdit rlst bunék, zpomalit dlouZivy rlist stonk( a kofen( a tim stimulovat rUst
kvétl a plodQ, urychluje opad listl a plodl, stimulovat dozravani plodl a kliceni semen,
stimulovat raseni pupent a v konecném pripadé muize degradovat chlorofyl a stimulovat
biosyntézu karoteniodd®.

Auxiny, gibereliny, cytokininy, kyselina abscisova a ethylén patfi mezi zakladni, nej¢astéji
pouzivané rlistové regulatory. Existuji i jiné latky s rlstové regulacnim plsobenim, mezi které
patfi:

e Kyselina jasmonova, jejiz vliv ma dopad na predcasné starnuti listQ, brzdi rist kalusl a
mUZe inhibovat rlst hypokotyll a listovych pochev.

e Brassinosteroidy, diky kterym muze dojit k zesileni odolnosti v{ci stresovym situacim
(sucho, teplo), ale i k podpofre dlouzivého rlstu.

e Fenolické latky, které mohou napomahat pfi infekci Agrobacterium tumefaciens.

e Polyaminy mohou podporovat rlst in vitro a somatickou embryogenezi, ovliviiovat
bunécény cyklus a zvysit ochranu rostlin vici stresovym situacim, pomoci stabilizace
membran.

e Oligosacharidy zvysuji ochranu v pfipadé napadeni patogenem®,
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4.3.2 Fyzikdlni podminky kultivace

Kromé dostatecného pfisunu Zivin z kultivacnich médii a dodrZovani aseptickych
podminek jsou stejné dulezZité i fyzikalni podminky. Velkou roli hraje zejména teplota,
fotoperioda, konstantni vlhkost, acidobazické vlastnosti kultivaéniho média, zabezpeceni
nepretrzitého michani vyzadujici hlavné suspenzni kultury44,

Svételny reZzim

Termin osvétleni nezahrnuje pouze délku plsobeni svétla v prlibéhu jednoho dne, ale i
intenzitu a vybér vhodného spektra vzhledem k péstované kultufe®. Murashige tvrdi, Ze pfi
dodrZeni desetihodinového osvétleni béhem 24 hodin dojde ke spravnému rlstu kultury a
zabranéni odumirani jejich jednotlivych ¢asti. Nastaveni intenzity svétla dochazi v souladu
s vyvojovym stadiem kultury. PFicinou nizké tvorby organu je vétsinou nedostatecnd intenzita
osvétleni. Daleko horsi situace nastavaji pfi pfitomnosti nadmérné intenzity, kdy je ¢asto vyvoj
organl Uplné zastaven®l. Svétlo mlzZe vystupovat jako aktivator metabolickych pochodi a
iniciovat tak produkci sekundarnich metabolitl u urcitych tkanovych kultur, prikladem jsou
naptiklad kultury mrkve a petrzele®2.

Teplota

Idealni rozmezi teplot pro spravny rlst a naslednou produkci sekundarnich metabolit(
je mezi 20 a 25 °C. K poruchdm metabolismu a zastavé tvorbé bunék dochazi vlivem nizkych
teplot. K nevratnému poniceni kultury dochazi v disledku zvy$ené teploty32. Dlvodem
udrZovani nizsich teplot pfi vytvareni nové kultury je mensi pravdépodobnost vzniku a prenosu
nakazy a prodlouzeni existence explantat(2.

Acidita prostiedi

Kultivace probiha ve vétsiné pripadd v mirné kyselém prostredi, které byva v rozmezi
5,4-5,7. Acidita je dlleZitd zejména pro spravny metabolismus jednotlivych sloZek, které jsou
pritomné béhem kultivace in vitro, jako jsou vitaminy, regulatory rlistu a aminokyseliny. Jak uz
bylo vySe zminéno, acidita neni podminkou, ur¢itym druhlm rostlin vyhovuje spiSe zasaditéjsi
prostiedi s pH mezi 6,0-7,0. Acidobazické vlastnosti v Zivném médiu Ize regulovat pfidanim
hydroxidu draselného pro mirné zvyseni bazicity nebo kyseliny chlorovodikové pfi nedostate¢né

kyselosti média?5t,
Vlhkost vzduchu

Kazda kultura ma specifické pozadavky na vlhkost vzduchu, proto je uvadéno pomérné
Siroké rozmezi mezi 20-98 %?2.
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4.4 Fyziologie stresu u rostlin

4.4.1 Stresové reakce a stresové faktory

Rostliny jako pfisedlé organismy jsou béhem svého Zivota ovliviiovany tadou
nepfiznivych a proménlivych faktorl Zivotniho prostredi. Tyto nepfiznivé podminky (stresové
faktory) sice pUsobi na urcitou ¢ast, ale trpi rostlina jako celek. Zpomaluji rist a omezuji
produktivitu rostlin, ovliviiuji jednotlivé funkce organt, dokonce u zvlasté citlivych druhli maze
vlivem stresové reakce dojit k vazném poskozeni rostliny a nékdy dokonce az k jejimu Uhynu.
Béhem stresovych reakci je energie soustfedéna do obrannych mechanism( a jen mala ¢ast je
vyuZita k podpofre ristus3,

Zivotichové maji na rozdil od rostlin jednu velkou vyhodu, kterou je moZnost tniku nebo
bezpecné vzdaleni od stresového faktoru. Rostlinné organismy jsou proto vybavené aktivnimi
nebo pasivnimi ochrannymi mechanismy, které dokazi ¢elit nepfiznivym podminkam33,

e Pasivni ochrana- plsobi jako dlouhodobd ochrana pred stresory, vytvorenim pevné
bariéry, kterd zamezuje prliniku do vnitfniho prostredi rostliny. Docilit této ochrany lze
napriklad zesilenim kutikuly a tvorbou trichom na listech, napusténim bunécnych stén
vhodnou kapalinou a zajisténi tak jeji nepropustnosti, rezervoary vody®3,

e Aktivni ochrana- zmirnuje Skodlivy dopad stresovych faktorl po proniknuti do bunék
nebo tkani. Stresor ma schopnost proniknout pfes bariéru a vyvolat sled zmén nazyvané
jako stresova reakce®3.

Pribéh stresové reakce lze popsat obecnym schématem a rozdélit do nékolika fazi®3:

e Poplachova faze- pti prvnim kontaktu stresoru s rostlinou nebo organismem dojde
k stimulaci obrannych mechanism( a prvotnimu poskozeni bunécénych struktur a funkci.

e Resuscitacni faze- pokud stresovy faktor neplsobi letalné, ale jeho pfitomnost nadale
pretrvava, dojde k indukci kompenzacnich mechanism.

e Rezistencni faze- kompenzacni mechanismy jsou schopné zvysit odolnost natolik aby
rostlina byla schopna celit stresovym podminkam po delsi dobu.

e Faze vycerpani- zadna rostlina neni schopna vydrzet dlouhodobé plisobeni stresorl a
po urcité dobé dojde k jejimu vyCerpani a sniZzeni odolnosti.
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I poatek stresu tas

Obrdzek 9. Idealizovany priibéh stresové reakce>?

Vyvoj a celkovy vysledek stresové reakce zavisi na jednotlivych faktorech, mezi které patfri
délka setrvani stresoru a jeho intenzita. DuleZitd je zde i schopnost organismu se adaptovat.
Zménou urditého faktoru prostfedi dochazi ke zvySené odolnosti rostliny proti plsobeni
stresoru, nazyvame ho jako aklimace. Pro produkci konkrétnich metabolit( a ustaleni vnitfniho
prostiedi po dlouhodobém vystaveni rostliny stresovym podminkam je potfeba dodatecného
dodani energie.

Velmi ¢astym pfipadem je pUsobeni vice stresovych faktord najednou (extrémni teploty,
nedostatek iontl a soli, nedostatek kysliku). Diky tomu muZe dojit k vzajemnému ovliviiovani a
celkové zméné stresové reakce, na rozdil od pusobeni jednotlivych faktord zvlast=3.

4.4.2 Spolecné mechanismy stresovych reakci

Vysoka variabilita stresor(l a neustale ménici se biochemické podminky v burikach velice
komplikuji hledani spoleénych mechanism( stresovych reakci. | presto je zndmo nékolik
spole¢nych opakujicich se procesl. Mezi jedny z nejvyznamnéjsich patfi syntéza protein(, do
kterych spada i tvorba stresovych fytohormonld (polyamint, kyseliny jasmonové,
metyljasmonatl a kyseliny abscisové) a syntéza konkrétnich stresovych proteind, které maji
ochranny charakter. Za zminku stoji i tvorba cukrd a polyalkohold oznacované jako
osmoregulacni slouceniny nebo tvorba a odstrafiovani kyslikovych radikald.

Stresové proteiny

Béhem kratké doby dochazi k zdvaznym zménam v bunkach, které zplsobuji zmény
hladin jednotlivych proteini. Nemusi dochazet pouze k jejich zvySeni, u nékterych druhd
mUZeme naopak pozorovat stupen snizeni.

Ubikvitin, molekuldrni chaperony a protedzy maji schopnost stimulovat tvorbu proteind,
které se nedaji béZnymi technikami za normalnich podminek zjistit. PFi¢inou jejich nadmérné
produkce je niceni protein(l za stresovych podminek, které jsou soucasti odliSnych struktur
bunék. Proteiny délime na tfi skupiny a tvori zakladni vybavu vsech genotypu.

Funkce chaperont spociva ve zméné konformace pti membranovém transportuatoiu
nepatrné ponicenych proteind. Ubikvitin slouZi k ozna¢ovani protein( a naslednému stépeni
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prostfednictvim protedz na aminokyseliny, které jsou nasledné pouZity k tvorbé novych
proteind. Tento osud ¢eka pouze proteiny, u nichz naprava jednotlivych zmén neni mozna>3.

Mezi nejvyznamnéjsi druhy stresovych proteind patfi®3:

e Proteiny stimulované teplem

e Proteiny stimulované snizenou teplotou

e Proteiny stimulované ztratou vody

e Proteiny stimulované nedostatkem kysliku

e Proteiny stimulované napadenim rlznymi patogeny
Stresové fytohormony

Kyselina abscisova je vyznamna hlavné kvili svym dobrym obrannym mechanismim a
schopnosti adaptace k rostlinam. Mezi jeji zakladni Gcinky patfi zpomaleni prodluZovaciho ristu,
predcasné starnuti, usmérnéni dormance a urychleni opadu. Nejdilezitéjsi funkce spociva
v ochrané rostliny pti zvySené ztraté vody a ve snizeni Skodlivého vlivu nékterych stresovych
faktor( zplUsobujici nedostatecnou vihkost. Pfi nebezpedi z nedostatecného pfijmu vody reaguje
rostlina uzavienim prdaduch.

Ethylen, diky své existenci vplynné formé umoZiuje schopnost pronikat do
mezibunécénych prostor a do ovzdusi skrz priduchy. Mezi jeho fyziologické ucinky patfi podpora
radidlniho rlstu a zrani plodd, naopak zpomaluje prodluZovaci rst a svoji roli ma i v apikalni
dominanci. Produkce ethylenu funguje jako prvotni odezva pti napadeni rostliny stresovymi
faktory, kterymi jsou stfidani nizkych a vysokych teplot, poskozeni patogenni mikroorganismy,
nadbytek iontd soli, nadmérné mnozZstvi nebo nedostatek vody, pfitomnost toxickych kov( a
plynG v padé. Vyssi pfitomnost ethylenu je spojovana s produkci fytoalexin(, které se pomoci
aktivovanych enzym podili na obrannych mechanismech rostlin a zamezuji enzym(m rozkladat
urcita pletiva, diky jejich zvySené odolnosti.

Kyselina jasmonovd a methyljasmonat patfi mezi inhibitory a zplsobuji predcasné
starnuti jednotlivych ¢asti listd. Maji dulezitou roli jako prenaseci signalu pfi poskozeni,
pritomnosti elicitor(l nebo patogennich mikroorganisma.

Polyaminy slouZi k podpore a urychleni ristu v mistech nepretrzitého bunécného déleni,
které se odehrava predevsim v in vitro systémech. Schopnost reagovat s DNA umoZiuje zménu
jeji konformace a s tim spojenou genovou expresi. Dalsi vyhodou snadné reakce je schopnost
DNA odolavat denaturaci. Tvorba idealniho pH patfi mezi dalsi funkce polyamint. Vyse zminéné
ucinky pomahaji rostlindam odolavat stresovym situacim?3.

Aktivni formy kysliku

V drivéjsich letech byly reaktivni formy kysliku (ROS) sledovany pro své toxické Gcinky,
které vznikaly jako produkty aerobniho metabolismu. Dnes uZ vime, Ze jako druzi poslové se
vyuZivaji pfi prenosu signdlu. Reguluji rlist a vyvoj rostliny a fidi reakce rostlin na biotické a
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abiotické elicitory. Tvorba reaktivnich forem kysliku a rychlost jejich odstranéni musi byt
v rovnovaze. Zvysené mnozstvi ROS vznika jako dlsledek narusené rovnovahy a zplsobuje tak
zavazné poskozeni bunék. Peroxizomy, chloroplast a mitochondrie jsou primarnim mistem pro
tvorbu reaktivnich forem kysliku, bunééna sténa a membrdna, endoplazmatické retikulum se
vyuzivaji az jako sekundarni misto34.

V chloroplastech fotoredukci kysliku vznika superoxidovy radikdl, ktery je zdkladnim
produktem Mehlerovy reakce probihajici ve fotosystému I. Superoxidovy radikal neni kone¢nym
produktem, umozZniuje vznik hydroxylovych radikadld a peroxidu vodiku. Ve fotosystému I
dochazi rozkladem vody k soustfedéni zvysené koncentrace kysliku. P¥i absorpci zarfeni dochazi
v chloroplastech ke vzniku velkého mnoiZstvi energie. Moznost vzniku singletového kysliku
v chloroplastech je podminéno pfenosem excitacni energie mezi chlorofylem a kyslikem a
intenzivnim zarenim.

V mitochondriich dochdzi autooxidaci ubichinonu ke vzniku reaktivnich forem kysliku
jako je superoxid a pozdéji i peroxidu vodiku33.

Koncentrace reaktivnich forem kysliku je za béZinych okolnosti nizka (240umol s-1),
plsobeni stresovych faktorll umoZziiuje az trojndsobné navyseni koncentrace ROS.

U membranovych lipidQ uloZenych v nitrobunécnych organelach nebo v plazmalemé
dochazi k silnému poskozeni pfi interakci peroxidd s nenasycenymi mastnymi kyselinami. Dalsim
negativnim vlivem ROS je ztrata funkce DNA nebo RNA, kterd muze zpUsobit az zanik
jednotlivych bunék. ROS také zpUlsobuji oxidaci proteinl a potlacuji aktivitu enzymu.

Tvorba superoxidovaného radikdlu muaze probihat i za pomoci enzyml. Mezi
nejvyznamnéjsi enzymy, které jsou schopny tvorby reaktivnich forem kysliku patfi
tryptofandioxygenaza, dihydroorotatdehydrogendaza a xanthinoxidaza. Xanthinoxidaza
umoznuje oxidaci xanthinu, ktery plUsobi hlavné jako donor elektrond, ale jeho preménou na
kyselinu mocovou dochazi ke vzniku superoxidovaného radikalu, ktery je pouze meziproduktem
a jeho redukci vznika hydroxylovy radikal a peroxid vodiku. Obdobnym mechanismem plsobi i
aldehydoxidaza s vyuZitim aldehydu jako donoru elektronl. Zdrojem ROS mohou byt také
enzymy, které tvofi rovnou konecné produkty bez vzniku superoxidu patfi mezi né
glukosaoxidaza, prostaglandinsynthaza a guanylatcyklaza.

Pritomnost ochranného systému pred oxidaci nalezneme ve vicebunécnych strukturach.
Délime je na enzymové nebo neenzymové a béiné (napf. a-tokoferoly, B- karoten, redukovany
glutathion) nebo specializované (peroxidaza, katalaza)®:. Dulezitou Ulohu v obrané pfed ROS
hraji zejména flavonoidy, které maji schopnost regenerovat radikaly poskozenou membranu
chloroplastd®.

Reaktivni formy kysliku chrani rostlinu pfi vyvolani stresové reakce patogennimi
mikroorganismy. Pevné vazané proteiny v bunécné sténé se diky peroxidu vodiku stavaji témér
nerozpustnymi, dochazi k celkovému zpevnéni bunécné stény a zvysené odolnosti pti plsobeni
stresor(®3.
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4.5 Elicitace

Déj, kdy pridanim stopového mnozstvi elicitoru do tkanovych kultur indukujeme nebo
zvysime produkci sekundarnich metabolit(, jejich produkce nebyva ¢asto vysoka a velice zalezi
na jejich fyziologickém stavu a vyvojové fazi rostliny?.

4.5.1 Elicitory

Definujeme jako latky, které zvysuji produkci sekundarnich metabolitl pfi aplikaci jejich
stopového mnoizstvi ke kulturam in vitro. Délit je mGZeme na zakladé plvodu na endogenni a
exogenni nebo podle povahy na biotické a abiotické®>3,

déleni podle povahy!:

4.5.1.1 Abiotické elicitory>

Abiotické elicitory jsou latky, které na zakladé jejich vlastnosti délime na fyzikalni,
chemické a hormonalni.

Fyzikalni elicitory:

Svétlo je vyznamny stimulantem pfi zvySovani produkce sekundarnich metabolitl. Jeho
pUsobenim doslo napfiklad ke zvySeni koncentrace zingiberenu a gingerolu v kalusové kulture
Zingiber officinale. Nejen svétlo, ale i UV zafeni ma vliv na tvorbu obsahovych latek. Vyznamnym
zjisténim byla vysoka koncentrace vinkristinu a vinblastinu v rostlinach Catharanthus roseus po
plUsobeni UV zafeni, které maji vysoky potencial v [éCbé leukémie a lymfomu.

Osmoticky neboli vodni stres neovliviiuje pouze produkci v explantatovych kulturdch,

ale i fyziologické a biochemické vlastnosti rostlin. K vyvolani osmotické stresu je zapotrebi latek
nazyvanych jako osmolyty. Patfi sem prolin, polyethylenglykol a sachardza. Prolin ma kromé
osmotickych vlastnosti také ochranou funkci pro enzymy pfitomné v cytoplasmé a funguje jako
zasobnik dusiku a uhliku pro rlst po stresové reakci. Ukazalo se, Ze vlivem osmotického stresu
doslo u Hypericum preforatum ke zvyseni syntézy hyperforinu a naopak ke snizeni koncentrace
hypericinu a pseudohypericinu.

Vlivem slanosti mlize dojit ke snizeni rlstu rostlin, ale také ke zvySeni produkce
obsahovych latek zejména fenolu, terpenu a alkaloidi. Pomoci elicitori NaCl byla zjisténa
zvySena koncentrace vinkristinu a vinblastinu v kulture C. roseus naopak u kultur citlivéjsich na
pritomnost soli doslo ke sniZeni syntézy sekundarnich metabolitd.

Zvysena produkce sekundarnich metabolitl za sucha je vyvolana pomoci svételného
zafeni a vysokych teplot. Pfikladem je zvysend koncentrace saikosaponinl v Bupleurum
chinense, které se uplatiuji v 1é¢bé zanétu.

ZvysSenad i snizena teplota miZe ovlivnit produkci obsahovych latek rostlin. Stfidavé

snizovani a zvySovani teplot pozitivné ovliviiuje metabolismus, permeabilitu a rychlost reakci
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v bunécnych kulturdch rostlin. Pro dobry rlst tkanovych kultur se béziné wvyuziva teplota
v rozmezi 17- 25 °C. Studie dokazuji, Ze zvysenim teploty nad 35 °C po dobu delsi nez 15 dnl
doslo ke zvyseni obsahovych latek hypericinu a hyperforinu u tfezalky teckované.

Chemické elicitory:

Nikl, stfibro, Zelezo a kobalt jsou nejc¢astéji vyuzivané tézké kovy k ovlivnéni produkce
sekundarnich metabolitld. Dobrym abiotickym elicitorem muZe byt také méd, kterad spolecné
s kadmiem zvysuje produkci shikoninu a digitalinu. OSetfenim kultury Beta vulgaris médnatymi
ionty byla pozorovdna zvySenda akumulace betalainl. V mnohych pfipadech mize méd
poskytovat lepsi vytézek nez jiné kovy, pfikladem je zvysena koncentrace lepidinu v kulturach
Lepidium sativum. Zménou metabolismu rostlin pomoci tézkych kovl dochazi ke zvysené
syntéze cukr(, bilkovin, fotosyntetickych pigmentl a neproteinovych thiold.

Hormonalni elicitory:

Kyselina jasmonova a jeji derivaty patfi mezi cyklopentanové slouceniny. Jasmonaty

ovliviiuji syntézu metabolitQ v situaci, kdy rostlina musi celit stresovym situacim, napfiklad
v pfipadé napadeni patogeny. Jasmonaty jako abiotické elicitory mohou vyznamné ovlivnit
vytézek kyseliny rosmarinové v Mentha piperita, plumbaginu v kofenech Plumbago indica a
antokyaninu ve Vitis vinifera.

Kyselina salicylova patii mezi dalsi dulezité hormonalni elicitory. Jeji pfednosti je vysoka

rezistence na Skodlivé patogeny. Jako abioticky elicitor ovlivnila produkci alkaloid(i vinkristinu a
vinblastinu, tropanového alkaloidu skopolaminu, stilbenu nebo pilokarpinu.

4.5.1.2 Biotické elicitory

e mikroorganismy volné a rozpoznané rostlinnou bunkou (enzymy, fragmenty bunécné
stény)

e mikroorganismy puUsobici na bunécné stény (pektiny)
e rostlinné enzymy pUsobici na bunécné stény mikrobd (chitosan, glukan)

Chitin, chitosan, agropektin jsou polysacharidy pouzivané v kulturdch in vitro jako elicitory
pfirodniho plvodu. PouZitim chitinu v suspenznich kulturach Hypericum perforatum dojde ke
zvysené sekreci fenylpropaniodd a naftodianthron(®.

déleni podle ptivodu?®:
1 Exogenni
e polysacharidy (glukany, chitosan)
e polyaminy
e mastné kyseliny (kyselina arachidonova a eikosapentanova)

e enzymy (polygalakturinaza, celuldza)

28



2 Endogenni

e galaktouronid

e hepta - B- glykosidy

4.5.2 Mechanismy elicitace

| po zdlouhavém vyzkumu vlivu abiotickych a biotickych faktord na produkci
sekundarnich metabolitd neni zndm pfesnym mechanismus jejich pGsobeni?. Jednotlivé elicitory
se mezi sebou vzajemné lisi rznymi sledy udalosti v zavislosti na zdroji vyzivy, jejich plvodu,
rastovém cyklu, koncentraci a fyziologickochemickém prostredi.

Existuje vsak fada hypotéz!:
e elicitace vyvolana vazbou na membranovy receptor
e zvySenym efluxem vapenatych iontl do intracelularniho prostoru
e zmeénou fosforylace protein( a aktivace proteinkinazy
e iniciace G- proteinu pomoci mitogenem stimulované proteinkinazy
e snizeni pH cytoplasmy pomoci inhibice H*- ATPasy
e akumulaci proteinli souvisejici s patogenezi jako jsou chinikdzy a glukandzy, které
prispivaji k uvolfiovani signalnich pektickych oligomert
4.5.3 Faktory ovliviujici elicitaci
Specifita elicitoru

Radné provedené studie prokazaly, Ze produkci sekundarnich metabolitd u rozdilnych
explantatovych kultur Ize zvysit jednim typem elicitord, ale naproti tomu je dokazano, Ze syntéza
jedné kultury mlZe byt ovlivnéna rozmanitymi druhy elicitor(l. Z toho faktu je zfejmé, Ze syntéza
sekundarnich metabolit( dané explantatové kultury neni vazana na druh elicitoru®.

Koncentrace a doba expozice elicitoru

Doba plisobeni elicitoru na danou kulturu a koncentrace elicitoru jsou parametry, které
se stanovuji v zavislosti na zkuSenostech. Podle koncentrace se odhaduje uc¢inna ddvka a sila
reakce. Vzhledem ke zkusSenostem, Ze u jednoho rostlinného druhu po ptidani urcité
koncentrace elicitoru se zvysila sekrece sekundarnich metabolitll a u jiného druhu nedoslo
k Zadnému ovlivnéni produkce, je zfejmé, ze koncentrace se lisi v zavislosti na druhu rostlin.

To samé plati i pro dobu plsobeni elicitoru v daném systému, kdy ¢as pro ziskani co
nejvyssi produkce sekundarnich metabolit( se lisi v zavislosti na daném druhu rostliny a rychlosti
metabolismu?®®.
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Podminky péstovani explantatovych kultur

Mezi dllezité parametry pro efektivni rlst kultur a navozeni spravného sekundarniho
metabolismu patfi sloZeni Zivného média, svételné podminky a znalost stadia rlstu. Rlzné
publikace uvadéji, Ze nejvyssi aktivita enzym0 je béhem exponencialni faze, proto je vhodné
v této fazi pfidat elicitor. Vzhledem ke sloZeni Zivného média a jeho vlivu na pribéh elicitace je
dllezitd pritomnost rustovych reguldtor(l. Pfipadem, kdy bez rlstovych regulatori nedoslo
k elicitaci jsou bunécéné kultury mrkve. Nezanedbatelnou Glohu ma i svétlo. Zndmym piikladem
je elicitace kultury Hypericum perforatum L., kdy byla zaznamenana vyssi sekrece hypericinu za
tmy nez za svétla®®,

4.6 Pyraziny

Pyraziny jsou aromatické Iatky, systematicky nazyvané jako 1,4 diaziny. Jedna se o
slouceniny se symetrickou molekulou a plandrnim jadrem umoZniujici zobrazeni pomoci
rezonancnich struktur. Vzhledem ke svym vlastnostem je fadime mezi slabé baze, které diky
kladnym nabojdm na atomech uhliku pyrazinového heterocyklu podléhaji snadnéji nukleofilnim
substitucim. Velkym prilomem na prelomu 2. poloviny 20. stoleti bylo zavedeni novych
analytickych metod napf. HPLC, které umoZnily stanovit pfitomnost nestabilnich derivatQ
pyrazinu nachdzejicich se v nepatrnych koncentracich ve zdrojich pfirodniho plvodu. Kromé
objevu sloucenin pfirodniho pivodu byla zvy$ena i tvorba syntetickych derivatd®’.

Rostliny a Zivocichové (napf. hmyz) spolu v pfirodé komunikuji prostfednictvim urcitych
pachUl vznikajici na zakladé vylucovani latek nazyvanych jako feromony, které jsou odvozeny od
derivatQ pyrazinu. Zejména alkylované a alkoxylované derivaty jsou vyuZivané v pripravé
pokrmu jako korigencia chuti a viingé, obsaZené jsou i v cerveném viné. Zodpovédnost maji i za
vUni prazené kavy, ktera se ztraci se zménou jejich sloZeni. Z hlediska IéCebného ucinku jsou
vyuzivana jako antibiotika s baktericidnimi ucinky ziskané izolaci z Aspergillus flavus nebo jako

vevs

protinadorova aktivita u latek produkovanych rostlinami a Zivocichy Zijicich v mofi®’.

Vedle prospésnych vlastnosti mohou zplisobovat pfirodni derivaty i fadu nezadoucich
ucinkd pomoci toxickych radikald. Reaktivni produkty vznikaji hlavné ve smésich obsahuijici
sacharidy, aminokyseliny nebo dusikaté latky vlivem Spatného skladovani nebo zahfivani.
Ochrana pred nezadoucimi vlivy spociva v kontrole vSech pfisad hlavné sacharid(i nebo pfidanim
antioxidantd.

Syntetické derivaty pyrazinu se hojné vyuZivaji v potravinarském primyslu k vylepseni
organoleptickych vlastnosti pokrmi nebo jako pfisady do tabdku ¢i parféma®’.
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Znamé jsou i pro své farmakologické ucinky, kde |éciva obsahuji ve své molekule pyrazinovy
kruh:

e Sulfoamidova chemoterapeutika maji ve své molekule pyrazinovy heterocykl, ktery neni
zodpovédny za farmakologickou aktivitu, pouze ovliviiuje farmakokinetické vlastnosti
napf. sulfapyrazin.

H,N

2

Obrdzek 10. Sulfapyrazin>?

e Antituberkulotika v podobé pyrazinamidu, kde je biologickd aktivita zavisld na

()

Obrdzek 11. Pyrazinamid®

pfitomnosti pyrazinu.

CONH,

e Amilorid, ktery je pro své diuretické ucinky vyuzivan v 1é¢bé hypertenze.

X L

NH,

Obrdzek 12. Amilorid*?

e Perordlni antidiabetikum glipizid slouZi ke sniZeni hladiny cukru v krvi.

o)
HN
N=( H,C-H,C
/)
=

HsC

Obradzek 13. Glipizid®?
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e Prvni nebenzodiazepinové hypnotikum Zopiklon dnes uZ se vyuZivd jeho eutomer
Eszopiklon.

\
CHsy
Obrdzek 14. Eszopiklon®”

Syntetické derivaty se daji dale vyuzit jako herbicidy. Nejucinéjsim zastupcem byl diquat-
dibromid, ktery svou toxicitou zpUsoboval krvaceni do mozku nebo akutni selhani ledvin. Proto
je uz dnes nahrazen bezpeénéjsimi herbicidy®2.

Obrdzek 15. Diquat-dibromid>®

4.7 Pyrazinové derivaty jako abiotické elicitory

Béhem zkoumani vSech vlastnosti syntetickych derivatd pyrazinu byl kromé
farmakologickych ucinkQ zjistén i vliv na zvySenou tvorbu sekundarnich metabolitl
v explantatovych kulturach. Schopnost elicitace byla prokazana zejména u derivatd kyseliny
pyrazin-2-karboxylové konkrétné u latky 1-(2-chlorpyridin-4-yl)-3-fenylmocoviny, ktera
urychluje rozmnoZovani a rist bunék. V nékterych statech byla schvalena ke zvyseni produkce
urcitych druhll ovoce, napf. v USA vinna réva a kiwi. Pfidanim podobnych latek z této skupiny ke
kulturdm Fagopyrum esculentum Moench s cilem zvysit produkci rutinu, byly tyto derivaty na
zakladé vysledkd vyhodnoceny jako slibné elicitory®°.

Rozsahlé studie dokazuji, Ze nové syntetizované derivaty pyrazin 2-karboxamidu zvysuji
produkci flavonolignanu v kulturach Sylibum marianum a flavonoid( v kulturach Ononis
arvensis®,
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Obrdzek 16. Synteticky derivat pyrazin-2-karboxamid®

4.7.1 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid

PFi provadéni praktické ¢asti diplomové prace byl ke kalusovym a suspenznim kulturam
trezalky teckované pridavan elicitor pod zkratkou EM17, systematickym nazvem 2,4,6-trimethyl-
N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid. Syntéza latky probéhla v srpnu roku 2018 pod vedenim prof.
PharmDr. Martina Dolezala, Ph.D. na Farmaceutické fakulté UK v Hradci Kralové, katedre
farmaceutické chemie a analyzy. O dané slouceniné jsou znamé prozatim tyto informace®®:

Tabulka 1. Fyzikdlné-chemické vlastnosti 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid

Molekulova hmotnost 277,34

Rozpustnost Rozpustnost v horkém ethanolu
Rozpustnost v dimethylsulfoxidu

Nerozpustné v horké vodé

Teplota tani 200-201,9 °C
CH H
8 N
O N \/
H,C CHs

Obrdzek 17. 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid®:
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

2,4,6- trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid, Katedra farmaceutické chemie a analyzy, Faf
UK v HK, CR

Agar €., Oxoid, Velka Britanie

Ajatin plus roztok 10%, Profarma — produkt s.r.o., CR
Destilovana voda, Katedra analytické chemie, Faf UK v HK, CR
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema, CR
Dusi¢nan amonny p.a., Penta, CR

Dusi¢nan draselny p.a. Lachema, CR

Edetan sodny p.a., Sigma — Aldrich, USA

Etanol 96%, Lachema, CR

Glycin p.a., Penta, CR

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko

Chlorid kobaltnaty hexahydrat p.a., Lachema, CR
Chlorid vépenaty dihydrat p.a., Penta, CR

Jodid draselny p.a., Penta, CR

Kyselina boritd p.a., Lachema, CR

Kyselina nikotinovd, Sigma-Aldrich, USA

Kyselina fosfore¢nd R- &istota pro analyzy, Penta, CR
Molybdenan sodny dihydrét p.a., Penta, CR

Metanol p.a., Penta, CR

Myo-inositol &., Fluka, Svycarsko

Pyridin €., Sigma- Aldrich, USA

Pyridoxin €., Sigma- Aldrich, USA

Rastovy stimulator kyselina a-naftyloctova, Sigma-Aldrich, USA

Sacharosa p.a., Lachema, CR
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Siran hote¢naty heptahydrat p.a., Penta, CR

Siran manganaty tetrahydrat p.a., Lachema, CR

Siran médnaty pentahydrat p.a., Lachema, CR

Siran zineénaty heptahydrét p.a., Penta, CR

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a.,Lachema, CR

Standardy: rutin, hyperosid, hypericin, kvercetin p.a., Thiamin, Sigma- Aldrich, USA

Ultracistd voda, Katedra analytické chemie, Faf UK v HK, CR

5.2 Pomlicky a pristrojové vybaveni
Analytické vahy PRLT A13, Sartorius, Némecko
Autoklav PS 20 A, Chirana, CR
Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko
Box s lamindrnim proudénim Fatran LF, Slovensko
Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotySsko
Cerpadlo Jasco PU-2089 Plus, Japonsko
Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko
Horkovzdusny sterilizator SVS 9/1, Chirana, CR
Kolona LiChrospher RP-18 250x4, sorbent Chrospher 5um, Merck, Némecko
Fluorescentni detektor Jasco FP a2020 Plus, Japonsko
Mikrofiltry (0,20 um), Corning NY 14831, Némecko
Pipetovaci balonek, Filip, Némecko
Predkolona, Merck, Némecko
Sudarna HS 61A, Chirana, CR
Termostat kolony Jetsream 2 Plus, Japonsko
Tésnéni na vialky, Labicom s.r.o, CR
Vialky, Labicom s.r.o0., Olomouc, CR
Vodni lazen GFL, typ 1042

Trepacka KS 15 A Control, Edmund Biihler, Némecko
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Ultrazvukova lazen, typ RX 255H Bandelin Sonorex, Némecko

5.3 Rostlinny materidl

Pro tvorbu vlastni kultury jsem odebrala explantat z rostliny Hypericum perforatum L.
K provedeni pokusu jsem poutzila suspenzni a kalusovou kulturu z tfezalky te¢kované pasaze €.
153-158.

5.4 Priprava a sloZeni Zivného média

Kultivace suspenzni a kalusové kultury tfezalky teckované probihala za pouziti Zivného
média dle Murashigeho a Skooga® s pomoci ristového stimulatoru kyseliny a-naftyloctové (a-
NAO) o koncentraci 1mg/| Zivného média®2.

Priprava kultiva¢niho média probihala pfipravenim bariky o objemu 1000 ml, do které jsem
pridala nasledujici substance. Z divodu jejich nizkych koncentraci jsem pro pfesnou a snadnou
manipulaci pfipravila jejich zdsobni roztoky, ze kterych jsem odebirala nasledujici objemy
pomoci pipety®2:

e 100ml makroelement(

e 10ml Zeleznatého komplexu
e 1ml mikroelement(

e 1mlglycinu

e 1mlvitamin(

e 1ml kyseliny a-naftyloctové

Tyto slozky jsem nasledné zfedila 500ml destilované vody. Navazila na analytickych vahach
zbyvajici slozky a pridala je k pfipravovanému médiu®?:

e 30,0g sacharosy
e (0,1000g myo-inositolu
e 1,000g hydrolyzatu kasein

Po ptidani téchto sloZzek jsem doplnila odmérnou barnku destilovanou vodou po rysku.
Vsechny slozky jsem fadné promisila a nechala rozpustit. Poté jsem pomoci odmérného valce
odebrala po 30 ml kultivacniho média, které jsem prelila do 100 ml vysterilizovanych
Erlenmeyerovych banék, které jsem prekryla aluminiovou fdlii a sterilizovala po dobu 20 minut
v autokldvu pfi teploté 121 °C a tlaku 100 kPa. Pro kultivaci kalusovych kultur jsem do banék
vlozila mistek z papirového filtru®2,
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SloZeni kultivaéniho média podle Murashigeho a Skooga®?:

Makroelementy (mg/l):

KNOs 1900,000
NHzNO3 1650,000
CaCl,.2H,0 440,000
MgS0..7H,0 370,000
KH,PO..H,0 170,000
Mikroelementy (mg/l):

MnS04.4H,0 22,300
ZnS04.7H,0 11,500
H3BO3 6,200

KI 0,830
Na;Mo4.2H,0 0,250
CuS045H,0 0,025
CoCl36H,0 0,025
Zeleznaty komplex (mg/l):

Na,EDTA 37,340
FeS04.7H,0 27,840
Vitaminy(mg/l):

Pyridoxin 0,500
Kyselina nikotinova 0,500
Thiamin 0,100
DalSi slozky (mg/l):

Sacharosa 30000,000
Hydrolyzat kaseinu 1000,000
Myo-inositol 100,000
Glycin 2,000
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5.5 Priprava kalusovych kultur

Priprava kalusovych a suspenznich kultur probihd za aseptickych podminek v laminarnim
boxu s ustdlenym rovnomérnym lamindrnim proudénim. Box byl vzdy sterilizovan roztokem
Ajatinu (1:10) a vysvicen UV zafenim pomoci germicidni lampy. Pro kultivaci kultur jsem poufZila
100 ml vysterilizované Erlenmeyerové bariky, vyrobené z varného skla. Do kazdé barky jsem
prelila 30 ml Zivného média, hrdla prekryla alobalem a nechala sterilizovat 20 minut v autoklavu
pfi 121 °C a tlaku 0,1 MPa. U kalusovych kultur je nutné vloZit do bariky s Zivnym médiem mustek
z filtracniho papiru. Pro dodrZeni aseptickych podminek jsem osetfila hrdla s hlinikovou folii
etanolem 96%. Pinzety potrebné k pasazovani kultur jsem omyla lihem, zabalila do aluminiové
folie a pfi 200 °C sterilizovala v horkovzdusném sterilizatoru po dobu 2 hodin.

Z narostlych kalusovych kultur jsem pomoci pinzety odebrala malou ¢ast o velikosti cca 1
cm?3 a umistila ji na papirovy muistek do bariky s ¢erstvé pfipravenym médiem a znovu prekryla
alobalem, aby nedoslo ke kontaminaci. Pfi odbéru jsem vybirala co nejnovéjsi a nejsvétle;jsi
kalusové bunky, tmavé odumrfelé nebo kontaminované burky nebyly dale wvyuZity pro
pasazovani. Z jedné kultury jsem vytvotila zaklad pro tfi nové kalusové kultury. Rist probihal
v kultivacni mistnosti pri teploté 25 °C a fotoperiodé, kdy byla 8 hodin tma a 16 hodin svétlo.
Pasazovani probihalo obvykle 4-5 tydnu, kdy z Cerstvé odebraného vzorku narostl kalus.

5.6 Priprava suspenznich kultur

Pfiprava suspenznich kultur probihala také za aseptickych podminek v laminarnim boxu.
Z narostlych kalusovych kultur jsem odebrala maly shluk bunék, ktery jsem prenesla do
Erlenmeyerovy bariky s Zivnym médiem a pomoci pinzety rozmélnila. Do banky se tentokrat
neumistoval papirovy mastek. Kultivace suspenznich kultur probihala opét v kultivaéni mistnosti
za teploty 25 °C a s délkou trvani svétla po dobu 16 hodin a tmy po dobu 8 hodin. Na rozdil od
kalusovych kultur byly bariky umistény na tfepacku s rychlosti otacek 250 za minutu, ktera
zajistovala nepretrzité michani a provzdusnovani kultur.

5.7 Priprava elicitoru

K provedeni elicitace u suspenzni a kalusové kultury Hypericum perforatum L. byl
pfipraven roztok 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamidem, zkratkou EM17.

Roztok byl pfipraven ve tfech koncentracich:
¢1=100,0mg/100ml (3,6057 x 103mol/I)
¢2=10,0mg/100ml (3,6057 x 10*mol/I)
¢3=1,00mg/100ml (3,6057 x 10~>mol/I)

Prvni koncentraci (c;) jsem pfripravila navazenim 100mg elicitoru 2,4,6- trimethyl-N-
(pyrazin-2-yl)benzensulfonamidu na analytickych vahach. Navazku jsem prenesla do 100 ml
odmérné banky a nechala rozpustit doplnénim horkého etanolu po rysku.
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Druhou koncentraci (c;) jsem pfipravila vyjmutim 10ml roztoku z odmérné bariky o
koncentraci c1 a prevedla do 100ml odmérné banky a doplnila etanolem po rysku.

Treti koncentraci (cs3) jsem pfipravila vyjmutim 10mlroztoku odmérné banky o
koncentraci c2, prevedla do 100ml odmérné bariky a doplnila etanolem po rysku.

5.8 Elicitace in vitro kultur

Elicitace kalusovych a suspenznich kultur probihala v lamindrnim boxu s ustdlenym
proudénim, ktery byl vydezinfikovan roztokem Ajatinu (1:10) a vysvicen UV zafenim pomoci
germicidni lampy. Pred prenesenim kultur do laminarniho boxu jsem hrdla banék pokryla
alobalem, osetfila bunicinou navihéenou 96% etanolem. Elicitor a kontrolni roztok jsem pfidala
ke kulturam pomoci pipet vysterilizovanych v horkovzdusném sterilizatoru pfi teploté 200 °C.

Elicitaci jsem provadéla s 34 bartkami u kalusovych kultur narostlych po 4 tydnech a u
stejného poctu suspenznich kultur, u kterych rist probihal po dobu 3 tydn(. Bariky jsem rozdélila
na dvé skupiny, kde ke 25 kulturdm jsem pfidala 1 ml roztoku elicitoru a do zbylych 9 banék,
které slouZily jako kontrolni vzorky, jsem pfidala 1ml ethanolu, vSechny kultury jsem radné
oznacila. Kultury byly znovu prekryty aluminiovou félii a uchovavany v kultivaéni mistnosti pfi
teploté 25 °C a za pravidelného sttidani svételného rezimu, kdy pfitomnost svétla byla 16 hodin
atma trvala po dobu 8 hodin. Suspenzni kultury byly umistény na tfepacku s rychlosti 250 otacek
za minutu. Banky podléhajici elicitaci jsem odebirala postupné po 5 kultivacnich bankach v
pfedem stanovenych casovych intervalech po 6, 24, 48, 72 a 168 hodinach expozice elicitoru,
kontrolni bariky jsem odebirala vzdy po 3 kulturdch po 6, 48 a 168 hodinach.

Odebrané kalusové a suspenzni kultury jsem separovala od zivnych médii pomoci filtrace
a nechala je uschnout na filtranim papife za laboratorni teploty. JelikoZ jsem sledovala i
uvolnéni latek do kultivaéniho média, prelila jsem jednotlivé filtraty do Iékovek a nechala je
zmrazit pfi teploté -18°C. UsuSené vzorky jsem zabalila do alobalu a uchovala k pfipravé
metanolovych extrakt( a nasledné HPLC analyze. Postupy byly stejné u vSech koncentraci ¢y, c;
a ¢3 u kalusovych i suspenznich kultur.

5.9 Stanoveni obsahu

UsusSené kalusové a suspenzni kultury jsem postupné rozmélnila v tfence s tlouckem a
zvazila na analytickych vahach a zaznamenala jejich hmotnost s presnosti na 4 desetinna mista.
Upraskované kalusy jsem prevedla do varné bariky o objemu 50 ml a pfidala 10 ml 80% metanolu
s varnymi kaminky. Pfipravenou Erlenmeyerovu banku jsem umistila na vodni lazen, kde doslo k
extrakci pod zpétnym chladi¢cem po dobu 10 minut. Po uplynuti doby jsem odebrala bariku a
zfiltrovala extrakt pres chomac vaty do odmérné banky o objemu 25 ml. Chomac vaty i s ulpélymi
zbytky kalusu jsem vpravila znovu do varné barky a pfidala 10 ml 80 % metanolu. Varnou bariku
se zbytky kalusu jsem dala znovu na vodni lazen a podruhé extrahovala pod zpétnym chladicem
po dobu 10 minut a poté znovu Zzfiltrovala prfes chomacé vaty a dany filtrat prevedla do
odmérného barky s prvnim filtratem a doplnila 80% metanolem po rysku. Filtrdt s metanolem
jsem v odmérné bance poradné promisila a pomociinjekéni stiikacky odebrala 1,7 ml a nasledné
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prefiltrovala pres nylonovy mikrobialni filtr s velikosti por( 0,20 um do vialky, které jsem oznacila
a uchovala k provedeni HPLC analyzy.

Zmrazenad kalusova a suspenzni média jsem vyndala z mrazaku a nechala je rozmrazit za
laboratorni teploty. Poté jsem odebrala 10 ml média do odpafovaci misky a pfemistila ji na vodni
ldzen do Uplného odpafeni média. K odparku jsem pfidala 5 ml 80% metanolu a za jeho
obcasného michani doslo k rozpusténi. Po 10 minutach jsem odebrala 1,7 ml pomoci injekéni
stfikacky a pres nylonovy mikrobidlni filtr (0,2 um) prevedla do vialky. VSechny vialky uréené
k HPLC analyze se oznacené uchovavaly v chladnicce.

5.9.1 HPLC analyza

Ke stanoveni obsahu sekundarnich metabolitd hyperosidu, hypericinu, rutinu a
kvercetinu byla pouZita vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC). Konkrétné sestava
JASCO (cerpadlo Jasco PU-2089, autosampler AS-2055, termostat Jetstream Il plus, kolona
LiChrosper RP-18 250x4 (5um), detektor MD-2015).

Parametry stanoveni hyperosidu a kvercetinu:

o gradientova eluce, 23 minut

o eluent A: 8% acetonitril, 0,15% kyseliny fosfore¢na
o eluent B: 100% acetonitril

o eluéni profil:

Tabulka 2. SloZeni mobilni faze béhem gradientové eluce.

Cas (min) % eluent A % eluent B
0-10 90 10
10-23 80 20
23 75 25
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o rychlost pratoku: 1,5 ml/min
o nastfik: 20 ul

o hyperosid s kvercetinem byli detekovdny v rozsahu vinovych délek mezi 200-650 nm
(obsah metabolitl byl vypocten z pikl pfi 254 nm)

Parametry stanoveni rutinu:

o isokraticka eluce — slozeni faze se v case neméni
o gradientova eluce — sloZzeni mobilni faze se ménilo v ¢ase podle tabulky:

Tabulka 3. SloZeni mobilni faze béhem gradientové eluce.

Cas (min) % eluentu A % eluentu B
0 96 4

6 9% 4

16,5 80 20

22 65 35

23 60 40

o eluent A: 5% acetonitril + 0,15 H3P0s;ve vodé
o eluent B: 100% acetonitril

o rychlost pratoku: 1 ml/min

o nastfik: 20 ul

o rutin byl detekovan v rozsahu vinovych délek 200-450 nm (pfi vypoctu obsahu rutinu se
vychazelo z pikd pfi vinové délce 350 nm)

Parametry stanoveni hypericinu:

o gradientova eluce, 12 minut
o eluent A: 8% acetonitril, 0,15 % kyselina fosfore¢na
o eluent B: 100% acetonitril

o elu¢ni profil:
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Tabulka 4. SloZeni mobilni faze béhem gradientové eluce.

Cas (min) % eluent A % eluent B
0-12 45 55
12 10 a0

o hypericin byl detekovdn v rozsahu vinovych délek mezi 200—600 nm (z pikd pfi 590 nm

bylo stanoveno mnoZstvi metabolit()

Na zakladé srovnani jednotlivych pik( vzork( a pfislusnych standard(i a za pomoci programu

Jasco software ChromPass jsme dokazali urcit koncentrace sekundarnich metabolitG.

5.10 Statické zpracovani vysledkii

5.10.1 Aritmeticky priimér

Aritmeticky primér je definovan jako soucet vSsech namérenych hodnot déleny

celkovym poctem méreni. Urcuje stfedni hodnotu ziskanou opakovanym mérenim stanovované

veli¢iny, podle nasledujiciho vzorce:

1
x=—=0q +x,+ ...

n

Ptipadné podle vzorce:

X = aritmeticky prdmér
xi = jednotlivé hodnoty

n = pocet ¢lenl souboru
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5.10.2 Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka vyjadfuje o kolik se namérené hodnoty lisi od stfedni (prdmérné
hodnoty). Lze ji vypocitat podle nasledujiciho vztahu:

s = smérodatna odchylka
xi = hodnota sledované veliCiny
x = primérna hodnota sledované veliCiny

n = pocet ¢lenl souboru

5.10.3 T-test

T-test je dlleZitym statistickym parametrem slouzici k urceni statistické vyznamnosti,
ktera se vypocitad z rozdilu dvou stfednich primérnych hodnot, nejcastéji mezi kontrolni a
zkousenou hodnotou. Podle testovaciho kritéria Ize odvodit Uspésnost elicitace in vitro. Plati pro
néj nasledujici vztah:

|2y — x| nn,(ng +ny — 2)

ﬂnlslz +n2522 ny +n2

t =

t = testovaci kritérium

X1 = aritmeticky primér kontrolniho souboru
X2 = aritmeticky primér pokusného souboru
n; = pocet ¢lend kontrolniho souboru

n, = pocet ¢lent pokusného souboru

s1 = smérodatnd odchylka kontrolniho souboru
s2 = smérodatna odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériu prislusi t-rozdéleni s vypoétenym stupném volnosti podle nasledujiciho
vzorce:

v=n;+n,—2
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Vypocltem ziskana hodnota testovaciho kritéria se srovnava s tabulkovou kritickou
hodnotou t(v), pro urcity stupen volnosti a vybranou hladinou vyznamnosti p. Za statisticky
vyznamny rozdil |x1 — x2| se povaZuje, kdyZ hodnota t je vyssi neZ hodnota t(v),.

Pfi analyze obsahu sekundarnich metabolitl se provadéla pro kazdy vzorek tfi paralelni
stanoveni s poctem clen(l souboru n; = n; = 3 a poctem stupnli volnosti v=4. Pro dany pocet
stupnd volnosti a hladinu vyznamnosti p= 0,05 je kritickd hodnota testovaciho kritéria rovna
t(v)p=2,78. Dosahuje-li vypoctené testovaci kritérium vyssich hodnot nezZ je uvedend tabelovana
kriticka hodnota, povazujeme vysledky za statisticky vyznamné.

Pfi stanoveni hodnot testovaciho kritéria byla pro vypocet pfi odbérech po 6 a 24
hodindch vyuZita kontrolni hodnota po 6 hodindch, pro odbéry po 48 a 72 hodindach byla vyuZita
kontrolni hodnota po 48 hodinach a u odbéru po 168 hodinach byla vyuZita kontrolni hodnota
po 168 hodinach®364,
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6. VYSLEDKY

6.1 Tabulky

Tabulka 5. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu [mg/g DW] v kalusové kulture po
plsobeni elicitoru ve tfech riiznych koncentracich:

A. Koncentrace elicitoru c; (100mg/100ml)
Obsah [mg/g DW] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér
S c S c S c
[hod] g2 |3 8 3 8 %
s |2 |8 | |2 |8 | | |
S |z |z E z k> E z i
6 0,012 | 0,003 | 0,001 | 0,002 0,00045 | 0,0001 0 0 3,4299
6K 0,012 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,00014 | 0,0004 - - -
24 0,010 | 0,001 | O 0,002 | 0,00020 | O 1,2649 11,5857 | 7,0711
48 0,006 | O 0 0,001 0 0 8,4852 0 0
48K 0 0 0 0 0 0 - - -
72 0,006 | O 0 0,0012 | O 0 7,0000 0 0
168 0,169 | O 0 0,0590 | O 0 3,8351 0 0
168K 0,009 | O 0 0,0003 | O 0 - - -
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B. Koncentrace elicitoru c; (10mg/100ml)
Odbér | Obsah [mg/g DW] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
[hod]
= c = c = c
“n b= 7 o= ” =
2 1] 2 ] S ]
s | &[5 | ¢ 1 2 e |z | &
S |z |z E z i E z 2
6 0,008 | 0,003 | O 0,00035 0,00032 0 10,6430 | 8,1888 | 0
6K 0,004 | 0,001 | O 0,00040 | 0,00013 0 - - -
24 0,004 | 0,001 | O 0,00050 0,00030 0 0 0 0
48 0,003 | O 0 0,00018 0 0 5,2559 0 0
48K 0,002 | O 0 0,00020 0 0 - - -
72 0,005 | O 0,001 | 0,00037 0 0 10,0872 | O 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0 0
168K 0 0 0 0 0 0 - - -
C. Koncentrace elicitoru c; (1mg/100ml)
Odbér | Obsah [mg/g DW] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
bt 2 £ 2 £ 2 £
o ] o ] o @
s |2 |§ | g |& |§ |g |&8 |¢8
E z 2 E z 2 E z 2
6 0,011 0,002 0 0,0005 0 0 7,2429 6,3246 0
6K 0,007 0,001 0 0,0006 0,0002 0 - - -
24 0,006 |0 0 0,0008 0 0 1,4142 | 7,0711 | O
48 0,008 |0 0 0,0003 0 0 39223 |0 0
48K 0,007 0 0 0,0002 0 0 - - -
72 0,005 0,001 0,001 0,0007 0,0003 0,0006 3,8850 4,7140 0,8165
168 0,004 0 0 0,0004 0 0 3,3104 0 0
168K 0,003 0 0 0,00015 0 0 - - -
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Tabulka 6. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu [mg/g DW] v suspenzni kulture po
pusobeni elicitoru ve trech riiznych koncentracich:

A. Koncentrace elicitoru c; (100 mg/100ml)
Obsah [mg/g DW] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér
- £ - £ - £

[hod] 8 T o D o 9

£ g s £ g s £ g s

5 |2 | 2 5 Z 2 5 5 E
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6K 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48K 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0 0
168K 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. Koncentrace elicitoru c, (10mg/100ml)

Obsah [mg/g DW] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér
2 < 2 £ 2 <

[hod] o @ o D ) @

£ g s £ g s £ g s

5 |2 | & 5 £ E 5 Z 2
6 0 0 0 0 0 0 0 0 1,4708
6K 0 0 0,026 0 0 0,025 - - -
24 0 0 0,033 0 0 0,021 0 0 0,3032
48 0 0 0,010 |0 0 0,011 0 0 1,2856
48K 0 0 0 0 0 0 - - -
72 0 0 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 2,6189 0 0
168K 0,005 0 0 0,0027 0 0 - - -
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C. Koncentrace elicitoru c3 (1mg/100ml)

Obsah [mg/g DW] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér

= c S c = c

[hod] ) 5 o 5 o 5

£ |8 5 = o 5 & = g

S |2 2 E z 2 E zZ 2
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6K 0 0 0 0 0 0 - - -
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48K 0 0 0 0 0 0 - - -
72 0,011 | O 0 0,0015 0 0 10,3709 | O 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0 7,0711
168K 0 0 0,015 0 0 0,003 - - -

Tabulka 7. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu [ug/ml] v médiich kalusovych kultur po
plsobeni elicitoru ve tfech riznych koncentracich:

A. Koncentrace elicitoru c; (100mg/100ml)
Obsah [ug/ml] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér
i c T c T c

[hod] 8 % 8 g 8 5

£ g - £ g s = g 5

E zZ 2 E z 2 E z 2
6 0,66 0 0 0,03 0 0 4,1310 | O 0
6K 0,35 0 0 0,10 0 0 - - -
24 0,48 0 0,011 | 0,35 0 0 0,5050 | O 4,4400
48 0,63 0 0 0,21 0 0,0035 2,5110 | O 0
48K 1,03 0 0 0,08 0 0 - - -
72 0,73 0 0 0,19 0 0 2,0510 | O 0
168 0,41 0 0 0,32 0 0 1,5170 | O 0
168K 0,77 0 0 0,11 0 0 - - -
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Koncentrace elicitoru c; (10mg/100ml)

Obsah [ug/ml] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér
- £ - £ - £
[hod] 8 5 8 3 S =
s |2 |3 | |&8 | § | |& |§8
S |z |z E z 2 E z 2
6 0,88 0 0 0,09 0 0 0,6040 | O
6K 1,03 0 0 0,33 0 0 - -
24 1,77 0 0 0,13 0 0 2,9550 |0
48 0,54 0 0 0,25 0 0 0,5270 | O
48K 0,42 0 0 0,22 0 0 - -
72 0,59 0 0 0,40 0 0 0,5450 | O
168 1,04 0 0 0,12 0 0 1,9400 | O
168K | 0,58 |0 0 0,31 0 0 - -
C. Koncentrace elicitoru c; (1mg/100ml)
Obsah [pug/ml] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér
- = - £ B> £
[hod] ] = 2] ® o @
£ g - = g - = g 5
E zZ |z E zZ 2 E z 2
6 0,93 0 0 0,33 0 0,3520 0 0
6K 0,83 0 0 0,25 0 - - -
24 0,40 0 0 0,22 0 1,8010 0 0
48 061 |0 0 0,40 0 0,1930 |0 0
48K 055 |0 0 0,04 0 - - -
72 0,63 0 0 0,20 0 0,5480 0 0
168 0,87 0 0 0,30 0 0,7300 0 0
168K | 0,70 0 0 0,17 0 - - -
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Tabulka 8. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (ug/ml) v médiich suspenznich kultur
po pusobeni elicitoru ve trech riiznych koncentracich:

A. Koncentrace elicitoru c; (100mg/100ml)
Obsah [ug/ml] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér
3 c 3 c 3= c
[hod] 8 o 8 5 S b
£ g g £ g g £ g g
5 |2 |z 5 - 5 g E
6 0,43 0 0 0,03 0 0 1,3270 0 0
6K 0,53 0 0 0,10 0 0 - - -
24 0,65 0 0 0,35 0 0 0,4700 0 0
48 0,63 0 0 0,21 0 0 0,4580 0 0
48K 0,70 0 0 0,08 0 0 - - -
72 3,36 0 0 0,19 0 0 18,2270 0 0
168 1,66 0 0 0,32 0 0 1,5380 0 0
168K 1,29 0 0 0,11 0 0 - - -
B. Koncentrace elicitoru c; (10mg/100ml)
Obsah [ug/ml] Smérodatna odchylka Testovaci kritérium
Odbér
S c S c = c
[hod] 8 b 8 b S o
£ g & £ g & £ g &
5 |2 |2 5 £ |2 5 5 2
6 0,21 0 0 0,09 0 0 3,3000 0 0
6K 0 0 0 0 0 0 - - -
24 0,27 0 0 0,13 0 0 2,9590 0 0
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48K 0 0 0 0 0 0 - - -
72 0 0 0 0 0 0 0 0 0
168 0,61 0 0 0,12 0 0 0,7740 0 0
168K 0,42 0 0 0,31 0 0 - - -
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C. Koncentrace elicitoru c3 (1mg/100ml)
Obsah [pg/ml] Smérodatna odchylka | Testovaci kritérium
Odbér
S c S c S c
[hod] ] = ] T 8 2
£ g g £ g g £ g g
s |2 |2 |8 |Z |&2 5 z E
6 0,44 0 0 0,33 0 0 1,1270 0 0
6K 0,77 0 0 0,25 0 0 - - -
24 0,47 0 0 0,22 0 0 1,2440 0 0
48 0,83 0 0 0,40 0 0 0,0530 0 0
48K 0,81 0 0 0,04 0 0 - - -
72 1,23 0 0 0,20 0 0 2,8570 0 0
168 1,22 0 0 0,30 0 0 6,1560 0 0
168K 2,73 0 0 0,17 0 0 - - -

Jako ,K“ jsou oznacovany kontrolni vzorky, kde misto 1 ml elicitoru je pfidan 1 ml
etanolu. Anglickym spojenim Dry Weight, zkratkou ,,DW“ je oznacovdna hmotnost susiny.
Tuénym pismem jsou vyznaceny statisticky vyznamné hodnoty. Tucné jsou zvyraznéné
statisticky vyznamné hodnoty.
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6.2 Grafy

6.2.1 Kalusové kultury

Graf 1. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (mg/g DW) v kalusové kulture po pisobeni
elicitoru v koncentraci c:

Koncentrace elicitoru ¢; (100 mg/ 100 ml)
BRutin  a=Hyperosid Kvercetin
0.2
0.15
0.1

0.05

Obsah [mg/g DW]

0 n.. m.. " - - [_ ]
6 6k 24 48 48k 72 168 168k

Cas odbéru [hod]

Graf 2. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (mg/g DW) v kalusové kulture po pisobeni
elicitoru v koncentraci c»

Koncentrace elicitoru c, (10 mg/ 100 ml)
BRutin  a=Hyperosid Kvercetin

0.01
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Graf 3. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (mg/g DW) v kalusové kulture po pisobeni
elicitoru v koncentraci cz

Koncentrace elicitoru c; (1 mg/ 100 ml)

BRutin  a=Hyperosid T Kvercetin

_ 0012
= o001
[a)]
oo 0.008
S 0,006
go
= 0.004
g 0.002 - I]
S o s =3 =47
6 6k 24 48 48k 72 168 168k

Cas odbéru [hod]

6.2.2 Suspenzni kultury

Graf 4. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (mg/g DW) v suspenzni kulture po
plsobeni elicitoru v koncentraci c

Koncentrace elicitoru c, (10 mg/ 100 ml)
BRutin  a=Hyperosid TIKvercetin

0.035

0.03 -]
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Cas odbéru [hod]
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Graf 5. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (mg/g DW) v suspenzni kulture po
plsobeni elicitoru v koncentraci cs3

Koncentrace elicitoru c; (1 mg/ 100 ml)
BRutin  a=Hyperosid Kvercetin
0.02
0.015
0.01

0.005

Obsah [mg/g DW]

6 6k 24 48 48k 72 168 168k
Cas odbéru [hod]

Elicitor v koncentraci c1 neovlivnil produkci sekundarnich metabolitd, proto neni vioZen graf.

6.2.3 Kalusova média

Graf 6. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (ug/ml) v kalusovém médiu po pisobeni
elicitoru v koncentraci c;

Koncentrace elicitoru c; (100 mg/ 100 ml)
BRutin  a=Hyperosid Kvercetin
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Graf 7. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (ug/ml) v kalusovém médiu po pisobeni
elicitoru v koncentraci c;

Koncentrace elicitoru c, (10 mg/ 100 ml)

BRutin  a=Hyperosid T Kvercetin

Obsah [pg/ml]

I o 1 |
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Graf 8. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (ug/ml) v kalusovém médiu po pisobeni
elicitoru v koncentraci cz

Koncentrace elicitoru c; (1 mg/ 100 ml)

BRutin a=Hyperosid T Kvercetin
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6.2.4 Suspenzni média

Graf 9. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (ug/ml) v suspenznim médiu po plsobeni
elicitoru v koncentraci c:

Koncentrace elicitoru ¢; (100 mg/ 100 ml)

BRutin a=Hyperosid I Kvercetin

Obsah [pg/ml]
N
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Graf 10. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (ug/ml) v suspenznim médiu po plsobeni
elicitoru v koncentraci c;

Koncentrace elicitoru c, (10 mg/ 100 ml)
BRutin  a=Hyperosid ZIKvercetin
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Graf 11. Obsah rutinu, hyperosidu a kvercetinu (ug/ml) v suspenznim médiu po pisobeni
elicitoru v koncentraci cz

Koncentrace elicitoru c; (1 mg/ 100 ml)

BRutin  a=Hyperosid T Kvercetin
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7. DISKUSE

Cilem této diplomové prace bylo seznamit se s metodou kultivace explantatovych kultur in
vitro a zjistit vliv abiotického elicitoru na produkci sekundarnich metabolitl v kalusové a
suspenzni kultufe.

K provedeni pokusu byla pouZita kalusova kultura Hypericum perforatum L. z pasaze ¢. 153-
157. Suspenzni kultura byla vytvofena mechanickym rozmélnénim kalusové kultury. Jako Zivné
médium vhodné pro kultivaci bylo vybrano médium dle Murashigeho a Skooga, obohaceno o
rastovy stimulator kyselinu a-naftyloctovou (a-NAO) o koncentraci 1mg/I.

Abiotickym elicitorem byl 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid, ktery byl ke
kulturdm pridavan ve tfech rdznych koncentracich:

e ¢;=100,0 mg/100 ml (3,6057x 10 mol/l)
e ¢;=10,0 mg/100 ml (3,6057x 10 mol/I)
e ¢3=1,00 mg/100 ml (3,6067x 10> mol/I)

Jednotlivé vzorky byly odebirdny po 6, 24, 48, 72 a 168 hodinach. Kontrolni vzorky, které
obsahovaly pouze Cisty etanol bez pritomnosti elicitoru, byly odebirany po 6, 48 a 168 hodinach.
Spolu se vzorky byla odebirana i Zivnd média jednotlivych kultur. Kultury byly uchovavany
v kultivacni mistnosti pfi teploté 25 °C a pravidelné fotoperiodé, kdy pritomnost svétla byla 16
hodin a tmy 8 hodin. Suspenzni kultury byly umisténé na tfepacku s rychlosti otacek 250/min.

Obsah sekundarnich metabolitd produkovanych vlivem elicitoru se stanovoval pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Stanovoval se obsah rutinu, hyperosidu,
hypericinu a kvercetinu.

Kalusové kultury:

PUsobenim elicitoru v koncentraci c1(3,6057x 103 mol/l) bylo zjisténo nékolik statisticky
vyznamnych hodnot narlstu produkce sledovanych sekundarnich metabolitl. Nejvyssi produkce
rutinu (0,169 mg/g DW) byla ale zaznamendna u elicitace po 168 hodinach, kde doslo k nardstu
0 1777 % oproti kontrole. Dale byla vyznamné ovlivnéna produkce rutinu po 6 (0,012 mg/g DW)
a 24 (0,010 mg/g DW) hodinach elicitace. Produkce hyperosidu a kvercetinu nebyla elicitaci
vyznamné ovlivnéna. (tabulka 5A, graf 1)

Elicitor v koncentraci ¢, (3,6057x 10* mol/l) vyznamné ovlivnil produkci rutinu po 6
(0,008 mg/g DW), 48 (0,003 mg/g DW) a 72 hodinach (0,005 mg/g DW). Nejvyssi nardst rutinu o
150 % oproti kontrole, byl naméfen po 72 hodinach pulsobeni elicitoru. Tato koncentrace
elicitoru také vyznamné ovlivnila produkci hyperosidu (0,003 mg/g DW) po 6 hodinach, kde
doslo narlistu o 200 % oproti kontrole. Obsah kvercetinu nebyl vyznamné ovlivnén. (tabulka 5B,
graf 2)

evvs

produkci rutinu ve tfech pfipadech po 6 (0,011 mg/g DW), 48 (0,008 mg/g DW) a 168 hodinach
(0,004 mg/g DW). Nejvyssi narlst rutinu o 60 % oproti kontrole, byl zaznamenan po 6 hodinach
plUsobeni elicitoru. Kvercetin byl produkovadn pouze po 72 hodinach elicitace stejné jako u
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koncentrace c,, zato obsah hyperosidu byl vyznamné ovlivnén po 6 a 72 hodinach plsobeni
elicitoru, kdy po 72 hodindch byla produkce hyperosidu zvysena o 100 % oproti kontrole.
(tabulka 5C, graf 3). Ani jedna koncentrace elicitoru neovlivnila produkci hypericinu, proto
nebyly zaznamenany Zadné hodnoty do grafu a tabulek.

Kalusova média:

Pfi elicitaci kalusovych kultur doslo k uvolnéni sledovanych sekundarnich metabolitd i
do Zivnych médii, ale pouze v malém mnozstvi. Obsah hyperosidu nebyl detekovdn ani v jednom
pfipadé. Obsah kvercetinu byl naméren pouze po 24 hod aplikaci elicitoru s koncentraci ci. Rutin
byl detekovan ve vsech kontrolnich a pokusnych vzorcich s tim, Ze nejvétsi obsah (1,77 ug/ml)
byl naméren po aplikaci elicitoru v koncentraci c;. (tabulka 7A, B, C; graf 6, 7, 8)

Suspenzni kultury:

U suspenznich kultur po plsobeni elicitoru v koncentraci ¢1 (3,6057x 103 mol/l) nebyla
detekovana pfitomnost ani jednoho zmifnovaného sekundarniho metabolitu. (tabulka 6A)

Obsah rutinu nebyl nalezen ani po plsobeni elicitoru v koncentraci ¢, (3,6057x 10*
mol/l), maly obsah (0,005 mg/g DW) byl naméfen pouze u kontrolniho vzorku po 168 hodinach.
Kvercetin byl uvolfiovan do média pouze po 24 a 48 hodinach elicitace a v kontrolnim vzorku po
6 hodinach. (tabulka 6B, graf 4)

evvs

po 72 hodinach (0,011 mg/g DW), kdy byla produkce zvysena o 110 % oproti kontrole. V
ostatnich ¢asech nebyl rutin detekovan. Kvercetin (0,015 mg/g DW) byl zaznamendan pouze u
kontrolniho vzorku po 168 hodindch elicitace. Hyperosid nebyl produkovan po aplikaci ani jedné
koncentrace elicitoru. (tabulka 6C, graf 5) Ani jedna koncentrace elicitoru neovlivnila produkci
hypericinu, proto nebyly zaznamenany Zzadné hodnoty do grafl a tabulek.

Suspenzni média:

V pfipadé médii suspenznich kultur, doslo k uvolnéni pouze rutinu po elicitaci suspenznich
kultur. Nejvyssi hodnota obsahu rutinu (3,36 pg/ml) byla naméfena po pUlsobeni elicitoru
v koncentraci c; po 72 hodindach, co je zaroven nejvétsi naméreny obsah rutinu, ktery byl uvolnén
do ze vsech kalusovych a suspenznich médii. Druhy nejvétsi obsah uvolnéného rutinu (2,73
pg/ml) do Zivného média byl naméren v kontrolnim vzorku po 168 hodinach. (tabulka 8A, B, C;
graf 9, 10, 11)

Vlivem abiotickych elicitori na produkci sekundarnich metabolitd u Hypericum perforatum
se zabyvalo nékolik praci:

o K. Sojkovd sledovala ve své praci vliv oxidu selenicitého na produkci kvercetinu a
hyperosidu. Ke svému pokusu vyuzila 105.- 110. pasaz kalusové a suspenzni kultury
trezalky teckované. Nejvyssi hodnoty byly namérené u suspenznich kultur. V pfipadé
kvercetinu byl naméren nejvyssi obsah 0,37 mg/g DW po 6 hodinach plsobeni elicitoru
v koncentraci c;= 9,012x 10°3. Po 168 hodinach plsobeni elicitoru ve stejné koncentraci
byl naméren obsah hyperosidu 0,2 mg/g DW®.
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e . Majerova sledovala vliv chloridu ceritého na produkci hyperosidu. Pokus byl proveden
s kulturami tfezalky teckované pasaze ¢. 116-121. Stejné jako v predchozi praci byla
zaznamenana nejvyssi produkce hyperosidu 0,27 mg/g DW u suspenzni kultury po 48
hodinach pUsobeni elicitoru v koncentraci co= 4,0571x 104 mol/I%.

e M. Slavik ve své diplomové praci sledoval vliv kyseliny kifemicité na produkci hypericinu,
hyperosidu a kvercetinu. Ke svému pokusu vyuzil kultury trezalky teckované ¢. 126-131.
Produkce byla zvysena hlavné u suspenzni kultury. Nejvyssi obsah hypericinu 0,21 mg/g
DW byl naméfen po 12 hodinach plsobeni elicitoru v koncentraci c;= 10,4047x 103
mol/Il. Nejvyssi produkce hyperosidu 0,04 mg/g DW byla zaznamenana po 72 hodinach
pUsobeni elicitoru v koncentraci c;= 10,4047x 103 mol/17.

Vyssi produkci sekundarnich metabolitll u suspenznich kultur Ize vysvétlit vétsim povrchem
shlukG bunék, a tim snadnéjsi interakci mezi zivnym médiem a kulturou. V experimentu
provadéném v této diplomové préci ale doslo k vyssi produkci u kalusovych kultur. Pfi¢inou
témér nulové produkce u suspenznich kultur a malé produkce u kalusovych kultur je ve srovnani
svySe zminovanymi pracemi pravdépodobné stari kultury, mladsi kultura je citlivéjsi a ma
rychlejsi schopnost regenerace.

Dalsim dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje produkci sekundarnich metabolitli, je typ,
koncentrace a doba pUsobeni elicitoru. Derivaty pyrazin-2-karboxamidu byly zkoumany v mnoha
studiich jako abiotické elicitory. Vysledky ukazuji, Ze derivaty pyrazin-2-karboxamidu pozitivné
ovlivnily produkci rutinu v kalusové a suspenzni kultufe Fagopyrum esculentum., odridé Bamby
a produkci taxifolinu v kalusové a suspenzni kultufe Sylibum marianum v zavislosti na dobé
pusobeni elicitoru>,
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8. ZAVER

Cilem této prace bylo sledovat vliv abiotického elicitoru 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-
yl)benzensulfonamidu na produkci sekundarnich metabolit (rutinu, hyperosidu a kvercetinu)
v kalusové a suspenzni kultute Hypericum perforatum L.

Z provedeného experimentu jsem ziskala nasledujici informace:

e Pomoci HPLC analyzy byla ve vzorcich zjisténa pritomnost rutinu, hyperosidu a
kvercetinu.

e Vy3Si produkce sekundarnich metabolitd po elicitaci, zejména rutinu, byla namérena
predevsim v kalusovych kulturach.

e Nejvyssi obsah rutinu (0,169 mg/g DW) byl detekovan v kalusové kultufe po 168
hodinach pusobeni elicitoru v koncentraci c1= (3,6057x 103 mol/l).

e  Maximalni produkce hyperosidu (0,003 mg/g DW) byla namérena u kalusové kultury po
6 hodinach plsobeni elicitoru v koncentraci c,= (3,6057x 104 mol/I).

e Kalusové i suspenzni kultury uvolfiovaly rutin i do svych médii.

e Nejvyssi obsah rutinu (3,36 pg/ml) byl naméfen v médiu suspenzni kultury po 72
hodinéach plsobeni elicitoru v koncentraci c1= (3,6057x 102 mol/I).

e Hypericin nebyl detekovan v Zadné kalusové ani suspenzni kulture a nedoslo ani k jeho
uvolnéni do Zivnych médii téchto kultur.

Z nasledujicich vysledk( vyplyva, Ze abioticky elicitor, zkratkou EM17, mlzZe mit za
specifickych podminek pozitivni vliv na produkci sekundarnich metabolitd v kalusovych
kulturach Hypericum perforatum L., hlavné po 168 hodinach pusobeni elicitoru v koncentraci c;=
(3,6057x 102 mol/l).
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10. ABSTRAKT

Pfedmétem této diplomové prace bylo sledovat, zda abioticky elicitor 2,4,6-trimethyl-N-
(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid ma vliv na produkci sekundarnich metabolitd v kalusovych a
suspenznich kulturach Hypericum perforatum L. Kultivace probihala za pouZiti Zivného média dle
Murashigeho a Skooga (MS) obohaceného o rlistovy regulator kyselinu a-naftyloctovou o
koncentraci 1 mg/I.

Elicitor byl ke kulturdam pridavan ve tfech koncentracich: ¢;= 100,0 mg/100 ml; c= 10,0
mg/100 ml; cs= 1,00 mg/100 ml. Jednotlivé vzorky se odebiraly po 6, 24, 48, 72 a 168 hodinach
plUsobeni elicitoru. Kontrolni vzorky bez pfitomnosti elicitoru se odebiraly po 6, 48 a 168
hodinach. Odebrané vzorky se ususily a ndsledné zpracovaly do metanolovych vyluhl pro
stanoveni obsahu sekunddarnich metabolit( (rutinu, hyperosidu a kvercetinu) pomoci HPLC
analyzy. Bylo sledovéno i uvolfiovani téchto metabolitli do Zivnych médii.

Elicitaci byla ovlivnéna produkce sekundarnich metabolitl hlavné v kalusovych kulturach,
kde bylo naméreno nékolik statisticky vyznamnych hodnot narlstu jejich produkce. Nejvyssi
obsah rutinu (0,169 mg/g DW) byl naméfen v kalusové kultufe po 168 hodinach plsobeni
elicitoru v koncentraci c1= (3,6057x 103 mol/l). Vy$si obsah hyperosidu byl naméren u kalusové
kultury po 6 hodinach pusobeni elicitoru v koncentraci c,= (3,6057x 10* mol/l). Produkce
sekundarnich metabolitl v suspenznich kulturach byla ve srovnani s kalusovymi kulturami nizka.

Suspenzni i kalusové kultury uvolfiovaly rutin i do svych médii. Kvercetin se uvolnil pouze do
jednoho kalusového média po 24 hodinach plisobeni elcitoru v koncentraci ci= (3,6057x 103
mol/l). Nejvyssi obsah (3,36 pg/ml) rutinu byl naméren v suspenznim médiu po 72 hodinach
pUsobeni elicitoru v koncentraci c;= (3,6057x 103 mol/I).

Elicitor 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid pouze v nékterych pfipadech
vyznamné ovlivnil produkci sekundarnich metabolitd v kalusovych kulturach Hypericum
perforatum L.
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11. ABSTRAKT

The main purpose of the theses was to find if the abiotic elicitor 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazine-
2-yl)benzenesulfonamide has any influence on the secondary metabolites production in callus
and suspension cultures of Hypericum perforatum L. The cultivation was taking place in the
Murashige a Skoog (MS) nutrient medium enriched by the growth regulator - alpha-naphthyl
acetic acid at the concentration of 1 mg.L™.

The elicitor was added to the cultures at the three levels of concentration: ¢;= 100.0 mg/100
ml; c2= 10.0 mg/100 ml; c3= 1.00 mg/100 ml. The individual samples were taken after 6, 24, 48,
72 and 168 hours of the elicitor application. The control samples without the elicitor were taken
after 6, 48 and 168 hours. The collected samples were dried and subsequently transformed into
methanol extracts in order to determine secondary metabolites content (rutin, hyperoside and
quercetin) by HPLC method. Release of these metabolites into nutrient media was also subject
of this observation.

The elicitation has influenced production of the secondary metabolites, particularly in callus
cultures, wherein several statistically significant values, characterizing increase in their
production, were measured. The highest content of rutin (0.169 mg.g* DW) was determined in
callus culture after 168 hours when the elicitor was applied at the concentration of c1=(3.6057x
102 mol.L'%). The higher content of hyperoside was found in callus culture after 6 hours when
the elicitor was used at the concentration of c,= (3.6057x 10* mol.L ). In comparison with callus
cultures, production of the secondary metabolites in suspension cultures was lower.

Suspension and callus cultures released rutin also into their own media. Quercetin was
released only into one callus medium after 24 hours when the elicitor was applied at the
concentration of c;= (3.6057x 103 mol.L'!). The highest content of rutin (3.36 pg.mL?) was
measured in suspension medium after 72 hours when the elicitor was used at the concentration
of ¢1= (3.6057x 103 mol.L1).

Only in some cases, the elicitor 2,4,6-trimethyl-N-(pyrazine-2-yl)benzenesulfonamide
influenced the production of the secondary metabolites in callus cultures of Hypericum
perforatum L. significantly.
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