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1 Uvod

,Devet desetin naseho Stésti spociva vlastné pouze ve zdravi.*

Arthur Schopenhauer

Zdravi si preje kazdy Cloveék. A pokud jej ztratil, snazi se ho rychle obnovit.
Chemické preparaty z tohoto divodu byly v poptedi, protoZze dochazelo k rychlému
zmirnéni potizi. Ale daruji ndm vZzdy tyto preparaty zdravi? Ne vzdy mizZeme fici
jednozna¢né ano.

A proto se lidé stale castéji ptiklanéji k pfirodnim preparatim — k lécivym
bylinam, které lidstvo témét dvé generace poslalo do ,,vyhnanstvi“. Lécivé byliny se
opét stavaji pomocnikem k udrZzeni nebo obnoveni naSeho zdravi, bez vedlejSich

nezadoucich G¢inkl na nase télo (23).

21. stoleti znamena mnoho zmén v lidském zivoté. Sbér bylin neni uz v rukou
jednotliveii, ale zhodnocovani a uprava bylin lezi v rukou vyrobct 1¢kt a l€karnika.
K 1é¢beé vyuzivame kromé samotnych drog i1 u¢inné latky, které dale zpracovavame a

modifikujeme.

Sbér bylin je pouze sezoénni, ovlivnén mnoha ¢initeli, a proto za¢indme vyuzivat
moznost bunénych kultur in vitro. Jejich vyhodou je, Ze produkce metabolitii probiha
za nami stanovenych podminek, neni ovlivnéna pocasim, kvalitou plidy nebo fungicidy.

Ziskany materidl je sterilni a homogenni (7,24).

Problémem u kultur in vitro je, Ze ztratou diferenciace pletiv dochdzi ke sniZeni
nebo zablokovani metabolismu. Obsah sekundarnich ptirodnich latek v kulture je tak
niz$i nez u ptivodni rostliny. Byly vyzkouSeny postupy, kterymi lze dosdhnout zvySené
produkce a akumulace sekunddrnich metabolitii v bunéénych kulturach in vitro. Jde
napf. o biotransformaci, imobilizaci, elicitaci a jejich vzajemné kombinovani. Elicitace
je metoda zaloZend na elicitorem indukované expresi genl, ¢imz se mizZe zvysit

mnozstvi aktivnich enzymi a poté zesilit syntéza sekundarnich metabolith (7,24,25).



V soucasné dobé¢ stoupa zdjem o produkci flavonoida a isoflavonoidi. Vhodnym
zdrojem se jevi jetel luCni (Trifolium pratense L., Fabaceae). Kultury in vitro ovSem
obsahuji méné flavonoidi a isoflavonoidii nez intaktni rostlina, a proto je snaha zvysit

jejich produkei elicitaci (22,26).



2 Cil prace

e Kultivace explantatové kultury — Ctyfleté a nové odvozené suspenzni kultury
Trifolium pratense L., varieta Sprint

e Sledovani vlivu abiotického elicitoru chloridu hlinit¢ho v kombinaci s vapenatymi
ionty a blokatorem vapnikovych kanali na produkci flavonoida a isoflavonoidi

v suspenzni kultute Trifolium pratense L.



3 Teoreticka Cast

3.1 Jetel luéni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

3.1.1 Botanicky popis rostliny

Jetel Iuéni (Trifolium pratense L.) patii spolecné sasi 300 druhy do celedi
Fabaceae (52).

Ve své anatomické stavbe se jedna o velmi proménlivy druh. Tato vytrvala bylina
dosahuje vysky 20 — 50 cm. Ma kulovité kotfeny, rychle zeslabujici a pronikajici

hluboko do ptidy, vice vétvené jsou v orni¢ni vrstve.

Z trsnatého oddenku bez vybézkii vyrusta piizemni razice listd a pfimé nebo
vystoupave, jednoduché nebo spotfe rozvétvené, 20 az 50 cm vysoké, chlupaté a
vétSinou trochu hranaté lodyhy o 3 az 5 ¢lancich. Rostlina vytvaii mohutnou ptizemni
ruzici list. Listy jsou trojcetné, dolni dlouze fapikaté a horni kratce fapikaté az ptisedlé,
s palisty vejCité kopinatymi, s fapikem listu vysoko srostlymi, ostfe Spiatymi. Listy
jsou slozené z listkli 7 az 15 x 15 az 30 mm velikych, skoro celokrajnych, na lici lysych
a s pficnou bélavou nebo cervenohnédou skvrnou, vespod pfitiskle chlupatych a na

okraji brvitych (8,9,10).

Drobné kvéty jsou zbarvené cCervené, rtizove, bile nebo Zzluté, skladaji se do
hlavkovitych kvétenstvi méticich v priméru 2 az 3 cm. Na jedné lodyze byvaji 1-3
kvétenstvi, rozmisténd tak, Ze postranni vyristaji v pazdi listi a hotejsi je zdanlive
vrcholové. Plod je jednosemenny nepukavy lusk s lehce oddélitelnym vackem. Semena
jsou drobna, srdcovita az kulata, uzaviena v kalichu. Casto je spodni &ast Zluta a horni

fialova (20).



Obr. 1 Trifolium pratense L., Fabaceae (55)

3.1.2 Vyskyt

Trifolium pratense L. roste na lukach, okrajich lest, na hranicich poli a cest.
Péstovan je na polich vriznych vyslechténych odridach. Je to rostlina znacné
proménliva a kosmopolitni, ktera roste z rovin az do hor v celé¢ Evropé a zapadni Asii, v
severni Africe i v Australii. Nejlépe snasi mirn¢ vlhké prostiedi (52,58).

Neékteré druhy poskytuji velice kvalitni pici, proto jsou také Casto péstovany na
zemédéelskych plochach. Diky uc¢inné mykorhize dokazou efektivné vazat dusik, proto

jsou vhodné i pro zkvalitnéni pudy (52).



3.1.3 Poddruhy

V Ceské republice Ize nalézt t¥i poddruhy Trifolium pratense L.
Radime sem:
Trifolium pratense subsp. pratense (jetel luCni pravy) — vytrvala bylina s vyznamem
1é¢ivé rostliny
Trifolium pratense subsp. sativum (jetel luCni sety) — jde o 2 — 3 letou bylinu,
povazovanou za hospodaiskou plodinu
Trifolium pratense subsp. americanum (jetel lucni americky) — vytrvald bylina

piivezena v 80. letech 19. stoleti, vyznacovala se vySkou az 80 cm (10).

3.1.4 Sbér a pouziti drogy

Jetel lu¢ni kvete od kvétna do fijna. Sbér se provadi hned v pocatku kvétna,
protoze odkvétajici droga je méné hodnotnd. Jako droga se sbiraji nerozpadlé hlavky
oznaCované Trifolium pratense flos. Hlavky se totiz pifi suSeni rozpadaji a hnédnou.
Proto je nutné suSit drogu rychle a vtenkych vrstvach. Drogu je mozné vystavit
piimému slunci pouze na jeden den a pak dosuSit ve stinném a vzdusném misté. Pii
suSeni umélym teplem se musi teplota drzet do 35 °C. Béhem skladovani je tfeba drogu
chranit pred svétlem a vlhkosti, aby nedoSlo ke zméné kvality. Kvalitni droga si

zachovava piivodni barvu, maximalné mirné¢ ztmavne (8,59,60,61).

Je to vyznamnd medonosna rostlina. Opyleni obstaravaji hlavn¢ ¢melaci, ostatni

hmyz ma vétSinou krat$i sosak, nez je zapotiebi.

Poddruhy pratense (jetel lucni pravy) a sativum (jetel luéni sety) jsou vyuzivany
jako  léCivé rostliny, nejlépe kvétenstvi Cervend, piipadné bild  (58).
Vnitini pouZiti je ve formé €ajli jako expektorans, pii1 bakterialnich infekcich, dychacich
obtizich ¢i na ¢isténi krve. Jako soucast doplnkl stravy se pouzivéa pro zmirnéni projevi
menopauzalnich potizi. Zevné pak ve formé& koupeli jako koZni dezinfekce ekzémd,

lupenky a hnisavych ran (52,58).
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U dobytka pasouciho se pfevazné na Cerveném jeteli byly hlaSeny estrogenni
poruchy, ziejmé kviili Cinnosti isoflavonoidl - formononetin, biochanin, a do urcité miry

daidzein a genistein (21).

3.1.5 Obsahové latky

Spektrum obsahovych latek Trifolium pratense L. je rozsahlé. Zahrnuje
flavonoidy, isoflavonoidy, kyanogenni a fenolické glykosidy, saponiny, tfisloviny,
kumariny, organické kyseliny, minerdlni kyseliny, barviva, silice, salicylaty, pB-
sitosterol, cholin, lecitin, vitaminy (vitamin A, C, B-komplex), vapnik, hoicik, zelezo.
Trifolium pratense L. obsahuje fadu fenolickych sloucenin: daidzein, genistein,
isotrifolin, isorhamnetin, pratol, pratensol, trifolin, a protiplisnovou slouc¢eninu
trifolirhizin. Dale obsahuje kyselinu kumarovou, hentriacontan, heptacosan nebo

myricyl alkohol (21).

Z hlediska vyuziti Trifolium pratense L. v terapii se jevi jako nejzajimaveéjsi
skupina isoflavonoidli zahrnujici biochanin A a formononetin, které se vyskytuji
v nejveétsi mife. Dale jsou zde zastoupeny daidzein, genistein, genistin, koumestrol,

ononin a trifoliol.

11



3.2 Flavonoidy

Rozsahla skupina rostlinnych fenoli — flavonoidl - se stale rozSituje o dalsi
slouceniny. Jedna se o ve vod¢ rozpustnd barviva, zodpovédna za barvu kvéth, plodi a
nekdy 1 listi. NejCastéji jsou uloZzeny ve vakuoldch. V listech mohou byt ukladany do
bunék epidermu nebo do epidermu a zarovenn mezofylu. V obou typech tkani se mohou
kumulovat odliSné typy flavonoidi. Aglykony nejCastéji nachazime v kutikule listd,
protoze jsou lipofiln€jSi (hydroxylové skupiny ve struktufe slouceniny jsou caste¢né
nebo Uplné¢ methylované), a proto 1épe rozpustné ve voskové vrstvé na povrchu listu.
Flavonoidy nalezneme v epidermélnich buiikach kvét, v oplodi plodd, semenech a
dokonce v pylovych zrnech. Methoxylované derivaty jsou lipofiln€j$i a vyskytuji se

v silicich.

Flavonoidni latky jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouc¢eniny flavanu,
tvofen¢ho dvéma benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem. Bézné
byvaji vSechny tti kruhy substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami.

Podle oxidace pyranového kruhu rozeznavame zakladni struktury flavonoidi:
flaveny, flavany, katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavononoly, flavony,

flavonoly a anthokyanidiny (38).

VSechny flavonoidy maji spole¢nou zakladni strukturu odvozenou od chromanu
s fenylem pfipojenym v poloze 2. V poloze 3 jde o isoflavonoidy a v poloze 4
neoflavonoidy. Jednotlivé derivaty se 1i§i pouze stupném substituce a oxidace

pyranového cyklu (kruh C).

12



Obr. 2 Zakladni struktury flavonoidnich latek
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Funkce v rostlinném organismu

Flavonoidy pftispivaji k zbarveni rostlin. Vyskytuji se jako kopigmenty - napf.
jako flavonové a flavonolové - chranici anthokyany, které pomahaji lakat opylovace.
V nékterych piipadech flavonoidy absorbuji zateni blizké UV a vznikld barva je
vnimana pouze hmyzem. Ddle chrani pletiva pfed ni¢ivym G€inkem UV zafeni svou

ptitomnosti v kutikule listd a epidermalnich bunikach.

Jsou dilezitou soucasti antioxida¢niho systému. Zabranuji peroxidaci lipidd,
likviduji volné kyslikové radikdly, mohou vazat a inaktivovat nékteré prooxidacni
kovové ionty (Zelezo, méd’). Optimalni vlastnosti byly nalezeny u o-dihydroxy struktury
v kruhu B, 2,3 dvojnou vazbu a 4-oxo funk¢ni skupiny v kruhu C a 3 a 5 -OH skupiny

na kruzich A a C. Tato struktura se vyskytuje napt. u kempferolu nebo kvercetinu.

13
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Flavonoidy vrostlinach vznikaji kondenzaci polyacetatu a aromatickych
aminokyselin (fenylalanin a tyrosin), které vznikaji v biosyntetické cesté¢ kyseliny
Sikimové. Meziproduktem biosyntézy je chalkon (patnacti-uhlikaty) vznikajici
z kyseliny skoficové a tii molekul acetétu, ktery je pfetvaren na flavanon a tvofi tak

zéklad 1 dalSich struktur flavonoida (6,39).

Flavonoidy ve své molekule obsahuji cukernou a necukernou sloZku (aglykon).
Biologicky ucinné jsou glykosidy 1 aglykony. V organismech se zapojuji do oxidacné-
redukénich procest. Vykazuji ucinky spasmolytické, antihepatotoxické, normalizuji
permeabilitu kapilar a odstrafuji jejich lomivost, pravdépodobné diky svému plisobeni
na metabolismus arachidonové kyseliny vykazuji protizdnétlivou a antialergickou

aktivitu. Mnoho rostlin obsahujici flavonoidy piisobi jako diuretika (38).

Flavonoidy jsou také inhibitory enzymi napf. elastizu a kolagenazu,

hyaluronidazu, angiotenzin konvertujiciho enzymu nebo Ca*"-dependentni ATP-azu.

Ukazuje se, ze vhodny zplsob stravovani a pfijem potravin s vy$Sim obsahem
flavonoidii by mohl pomoci pti 1€€be a ptfedchazeni ateroskler6zy a kardiovaskularnich
chorob. Tim by se zvysil pfijem flavonoidd, coz by ziejmé bylo vhodnéjsi nez podavani

samotnych antioxidac¢nich preparata jako vitamin C a E (38).

14



3.3 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy jsou sekundarni metabolity odvozené od 3-fenylchromanu, jevi
podobné ucinky jako flavonoidy, které jsou derivaty 2-fenylchromanu. Na rozdil od
flavonoidii jsou v rostlinich mnohem méné zastoupeny. To je zplisobeno nutnou
ptitomnosti specifického enzymu zodpovédného za preménu 2-fenylchromanového

cyklu na 3-fenylchroman (62).

Nejcastéji se vyskytujici skupinou téchto sekundarnich latek jsou isoflavany.
V rostling€ se vyskytuji ptevazné ve volné formé méné glykosidicky vazané. Z ptiblizné
360 znamych zastupci jsou nejvyznamngjSimi biochanin A, daidzein, formononetin a
genistein (obr.3). Jako dalSi skupiny isoflavonoidii rozliSujeme lignany (matairesinol,

secoisolariciresinol-diglucosid) a kumestany.

Isoflavonoidy jsou latky, které se vyskytuji ve vétSiné rostlinnych tkani. O
presném vyznamu se ptili§ nevi, ale je pravdépodobné, Ze vznikaji jako odpovéd’ na
infekci patologickym agens (fytoalexiny). Mohou tak piedstavovat jeden z obrannych
mechanismu. Lze je izolovat z klickli, pupentt a mladych vyhonkt. Coz napovida, Ze
zasahuji do regulace fyziologickych procest dilezitych pro rist rostlin (64,65).

Nejvyznamnéj$im zdrojem isoflavonoidi je s6ja a sojové produkty. Ostatni
lusténiny obsahuji tyto latky jen omezeng. V naSich podminkach jsou zdrojem jetel lu¢ni
nebo vojtésSka. Déle napt. plosticnik, cervend vinnd réva, ryze, ale 1 jahody, rybiz nebo

datle (62).

Isoflavonoidy jsou fazeny k nejvyznamnéj$im fytoestrogentiim (22). Vazi se na
estrogenni receptory. Ty rozliSujeme na dva subtypy:
ER-a — nachazi se v déloze, mlécnych zlazach a hypofyze

ER-B — v mozku, kostech, mo¢ovém méchyti a thymu.
V soucasnosti se vénuje pozornost fytoestrogenim, protoze by mohly byt
alternativou v 1écbé€ klimakterického syndromu. Uzivani hormondlni substitucni terapie

ma mnoho nezadoucich ucinku.
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Mohly by také pomadhat pii 1é€bé nemoci kardiovaskularnich systému,
osteopordzy, nepravidelné krvaceni, ale 1 proti zhoubnym nadortim (novéjsi publikace

dokladaji ochranny Gi€inek pravidelného uzivani isoflavonii na karcinom ovaria (62).

Isoflavonoidy ovSem vykazuji 1 antiestrogenni uCinek, naruSovanim funkce
endogennich receptorti v lidském organismu. Princip antiestrogenniho putsobeni je
zalozen na stimulaci biosyntézy sexudlni hormony vézajici globulin (SHBG) v jatrech.

Isoflavonoidy vykazuji Siroké spektrum uc¢ink. Napt. aktivitu antioxidacni,
antiosteoporotickou, antikarcinogenni, hypocholesteromickou, antivirova,
antibakteridlni, antifungalni, larvicidni a insekticidni. Lze je pouzit jako antidotum proti

neékterym pavoucim a hadim jedtm (Bothrops atrox).

Obr. 3 Struktury nejvyznamnéjsich isoflavonoidi (40)

Daidzein Formononetin
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3.4 Rostlinné kultury in vitro

Hovotime-li o explantatové ¢i tkanové kultute, jednd se o péstovani (kultivaci),
piipadné o vegetativni mnozeni (mikropropagaci) rostlinného materidlu za specifickych
umélych podminek. Rostliny jsou péstovany ve zcela sterilnim prostfedi, nepiisobi na né
tak svoji ¢innosti zadné jiné organizmy (pfedevsim mikroorganizmy). Clovék miize
libovolné nastavit téméf vSechny podminky kultivacniho prostiedi a ty, které nemuze,
ma moznost alesponn monitorovat. Celym svétem se tak pro rostlinu stavd mald, Casto
sklenénd banka (nejcastéji Erlenmeyerova banka). Z tohoto divodu se historicky vzil

pro cely proces nazev kultivace rostlin v prosttedi in vitro, tedy ve skle.

Pé&stitel uruje volbou sloZeni kultivaéniho média dostupnost a formu Zzivin,
vitaminl, vody a rastovych regulatori ptistupnych pro rostlinu. Dale také reguluje
teplotu kultiva¢niho prostredi, délku a kvantitu 1 kvalitu zafeni béhem dne. Pravé tato
definovatelnost kultivaéniho prostiedi umoziiuje studium mnohych zékladnich
fyziologickych procesi v rostliné. Lze tak napfiklad studovat odpovédi rostlinnych
kultur na puasobeni rGznych stresorti, regulaci kveteni, vyvoj embryi apod. V
podminkach in vitro 1ze kultivovat jak celistvé rostliny, tak jejich ¢asti — organy (stonek,

koten, pupen), jejich Casti (pletiva) nebo jen samostatné bunky.

Prvni pokusy zabyvajici se problematikou rostlinnych kultur in vitro provedl
Haberlandt (1902). On ovSem pracoval s diferencovanymi bunkami, coz vedlo
k negativnim vysledkim. Byly vyzkouSeny rGzné modifikace média a podminek
kultivace. Az volba meristematickych bun€k vedla ke kladnym vysledkim. Hannig
(1904), Dietrich (1924) a po ném Thukey (1933) Gspésné kultivovali rostlinnd embrya.
Prvni neomezené rostouci kalusové kultury nezavisle na sobé odvodili z kambia

Nobecourt (1937) a Gautheret (1938). Zakladni podminkou pro uUspéSnou kultivaci

rostlinnych kultur je jejich pravidelné pasdZzovani do nového zivného prostiedi (31).
50. léta vedla k vyvoji novych aparatur. Pouzivaly se rizné druhy tfepacek (napf.

Muir - 1954), White (1953) vyvinul roler, Nickell a Tulecke (1960) pracovali se

suspenzemi rostlinnych bunék ve fermentacnich aparaturach (30).
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Pivodné védecky experiment se tak rozSifil na metodu vyuZivanou ve

Slechtitelstvi a k produkci sekundarnich metaboliti.

Problematice rostlinnych kultur in vitro se vénovala také ma diplomové prace
vypracovand na katedfe farmakognozie (38), kde jsou definovany vSechny zakladni
terminy charakterizujici rostlinné kultury in vitro. Podrobné jsou zde uvedeny také
vlastnosti rostlinnych explantatli, zptisoby a podminky jejich kultivace, charakteristika

rustovych fazi bunéénych kultur a biotechnologické vyuziti rostlinnych kultur in vitro.
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3.5 Elicitace

Elicitace je proces, zaloZzeny na signdlem indukované expresi gend, pii kterém je
vyuzivana schopnost rostlin a rostlinnych bunék kultivovanych in vitro reagovat na
rozlicné stresové podnéty fadou obrannych reakci. Aktivuji se enzymy, které vedou ke

zvySené akumulaci sekundarnich metaboliti.

3.5.1 Fytoalexiny

Jednd se o specifické nizkomolekularni latky s antimikrobidlni aktivitou, které
jsou syntetizovany po napadeni mikroorganismy. Jakékoliv odchylka Zivotniho prostredi
od fyziologického standardu mutze aktivovat obranné mechanismy rostlin. Tim je
zahajena syntéza fytoalexinl. Diky svému lipofilnimu charakteru mohou pfestupovat
pies plazmatickou membréanu patogenii. U nestresované rostliny se nachdzeji ve velmi
nizkych koncentracich nebo viibec. K fytoalexinim fadime napt.: flavonoidy, terpeny,

steroidy (35,36).

U jedné rostliny se tvoii vice druhii fytoalexinli. U systematicky ptibuznych
rostlin se vyskytuji podobné druhy. U zastupch celedi Fabaceae jsou typickymi
sekunddrnimi metabolity isoflavonoidy. Dalsi celedi obsahuji napi. furanokumariny

(Apiacea, Rutaceae), seskviterpeny (Solanaceae) nebo diterpeny (Poaceae).

3.5.2 Elicitory

Elicitory jsou signalni latky, ovliviiujici expresi genil, potifebnych k syntéze
fytoalexin. V bunikdch infikovanych pletiv intaktnich rostlin 1 bunécnych kultur
probihaji reakce, pti kterych se kratkodobé aktivuji enzymy, které katalyzuji tvorbu

fytoalexint (25).
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Elicitory se déli na dvé skupiny:

1. Biotické elicitory

Jde o organické slouceniny nebo organismy, které spoustéji tvorbu fytoalexini uz

pfi nepatrnych koncentracich.

Zastupct:
» Dbakterie, kvasinky, mykoplasmata, viry — ¢asti nebo celé intaktni patogenni i
nepatogenni organismy
» oligosacharidy, polypeptidy, glykoproteiny — organické molekuly
parazitickych mikroorganismi
» chitosan, oligogalakturonidy, kyselina salicylova - organické molekuly
pochézejici z bunék napadené rostliny (endogenni konstitutivni elicitory)

(25)

2. Abiotické elicitory

Jsou to chemické a fyzikalni vlivy, které rostlinu stresuji a vyvolavaji tak tvorbu
fytoalexin. Vyhodou abiotickych elicitor je schopnost chemické identifikace. Lze je
tedy aplikovat v piesn¢ uréenych mnozstvich. VétSinou se také jedna o cenoveé dostupné

latky (25,34).

Zastupct:

soli téZkych kovii

kyselina trichloroctova, 2,4-dinitrofenol - inhibitory latkové vymény
detergenty

nedostatek Zivin

pesticidy - rostlinné ochranné prostredky

YV V.V V VYV V

zmény fyzikalnich vlivii (pH, UV zafeni, y-zafeni, osmotického tlaku)
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3.5.2.1 Mechanismus u¢inku elicitoru

Ptedpoklada se, ze elicitory v rostlinnych kulturach in vitro indukuji produkci a
akumulaci stresovych metabolitii stejnym mechanismem jako v intaktni rostliné (25).
Exprese genil, potfebnych k obranné reakci neni ovlivnéna ptimo, ale ptes druhé posly
(G-proteiny, proteinkinasy, Ca® -proteiny). Signal je pfenaSen pres transdukéni signalni

cesty, coz vede k expresi gent a biochemickym zménam.

Na zdklad¢ dosavadnich znalosti se predpoklada se, ze molekuly biotického
elicitoru jsou rozpoznany specifickymi receptory v plazmatické membrané. Po obsazeni
receptoru  dojde k aktivaci G-proteindi, otevieni Ca’-kanald a rychlému influxu

vapenatych iontii do buiiky. Tim je pfinesena informace o poranéni bunky.

Zdrojem Ca’" jontd jsou intracelularni organely (mitochondrie, endoplazmatické
retikulum). Pfechod pfes plazmatickou membranu je umoZnén zménou membranového
potencialu pies nap&tové zavisly Ca’’-permeabilni kanal, ktery zvySuje koncentraci
cytosolovych Ca®" jontéi. Ve chvili kdy koncentrace Ca®" ionti v intraceluldrnim
prostoru dosahne 1uM, navéze se kalcium na bilkovinu kalmodulin. Ta ptes 4 vazebna

mista pro Ca®" ionty tvoti komplex, ovliviujici aktivitu nkterych proteinkinaz (34).

Dalsi zplsob ptfenosu signalu je zprostiedkovan pomoci fosfoinositolovému
systému. Dochazi k hydrolyze lipidi plazmatické membrany a jsou generovany dveé
signalni molekuly — inositol-1,4,5-trifosfat a diacylglycerol. Tyto latky vedou k aktivaci
proteinkinaz a expresi genti (34).

Jinym zplisobem pienosu signdlu je tvorba superoxidu a dalSich aktivnich forem
kysliku (hydroxylové radikédly, hydrogen peroxidy). Kyslikové derivaty zplsobuji
peroxidaci membranovych lipidi, coZ vede ke zvySeni syntézy stresovych fytohormont

(kyseliny jasminove). Exprese genil je tak ovlivnéna nepiimo (34).

Abiotické elicitory se nevazi na specifické receptory, jejich pisobeni je napi. ve
spousténi peroxidace lipidi u tézkych kovl. ZvySi se propustnost plazmatické
membrany pro Ca’" ionty a nariistu koncentrace signaln& u&innych stresovych

fytohormonti. Ionty tézkych kovli aktivuji transkripcei gent tvorbu fytochelatinii, malych
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peptidi  syntetizovanych z glutathionu, které vazi kovy a wvznikaji tak inaktivni

komplexy. Tento proces je buitkou vyuzivan také pii detoxikaci (37).

3.5.2.2 Podminky elicitace

vvvvvv

Volbou nevhodného elicitoru miize naopak dojit ke snizeni nebo 1 k zastaveni produkce

zadanych latek.

Dalsi dilezit¢é podminky pro indukci sekundarnich metabolitd jsou vhodné

vzajemné interakce elicitoru a bunééné kultury:

e slozeni Zivného média

¢ volba vhodného elicitoru

e optimalni koncentrace elicitoru

¢ doba plisobeni elicitoru na buné¢nou kulturu
e rustova faze kultury

e stafi kultury

e volba vhodného rostlinného explantatu pro kultivaci

O podminkach tvorby a akumulace sekundarnich latek v rostlinnych bunéénych
kulturach muzeme fici, tvorba sekundarnich metabolitl probihd pod vlivem elicitoru
zejména v buiikach, které jsou na konci ristové faze. Elicitace je opakovatelny proces,
probihajici jak v suspenznich kulturach, tak v kalusu. Za¢ina v prabehu nékolika hodin
po pusobeni elicitoru (6-48 hodin). Sekundarni metabolity se nalézaji v buiikach i

v médiu (24).
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3.6 Soli kovi

3.6.1 Mineralni vyziva

Mineralni vyziva je pro rostlinu dilezita. Asimilované ionty (jejich pfeména ve
struktury a ucast v procesech rostliny) jsou nezbytné ve vyvojovych procesech, kdy
pusobi jako kofaktory enzymi, osmotika, poslové k pfenosu signdlli a substraty
v biochemickych reakcich.

Kvalitativné odpovida obsah prvka vrostlin€ sloZzeni kofenového substratu.
Neptitomnost prvkll vrostliné je zpisobena neptitomnosti v pidé nebo v atmosféie.
Diilezité je ovSem mnozstvi a pomér jednotlivych prvkl v rostling, které se od mnozstvi

a poméru prvkl v pide nebo zivném médiu mohou lisit (32,34,47).

3.6.2 Adaptace rostlin

lonty téZzkych kovi predstavuji problematickou zatéz Zivotniho prostiedi.
Akumuluji se v potravnich fetézcich. Uvolnuji se do ptidniho roztoku, pies koteny jsou
pfijimany do rostlin, kde vytlacuji zdkladni kovové ionty z biomolekul. Autooxiduji a
produkuji tak reaktivni formy kysliku. Blokuji esencidlni funkéni skupiny

v biomolekulach.

Rostliny se dokazou adaptovat na zvySeny vyskyt tézkych kovl. A to
nasledujicimi zptsoby:
tolerance — ionty tézkych kovii hromadici se v tkanovych buiikach jsou inaktivovany
vazbou na nizkomolekularni bilkoviny s vysokym podilem cysteinu (fyfochelatiny nebo
metalotioneiny).
rezistence — rostlina se chrani omezenim vstupu ionti do bun¢k, hromadénim iontl ve

vakuolach nebo omezenim transportu do nadzemni ¢asti rostliny.
Rostliny se vyznacuji rozdilnym stupném tolerance a rezistence na pliisobeni iontl

tézkych kovi. Vystaveni rostlin neredoxné reagujicim tézkym koviim ma za nasledek

oxidaéni stres.
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3.6.3 Hlinik

Hlinik spole¢né s borem, galiem a thaliem patii do III. A skupiny Mend¢lejevovy
periodické tabulky prvkil. Je to velmi lehky kov bélavé Sedé barvy, velmi dobry vodi¢
elektrického proudu, Siroce pouzivany v elektrotechnice a ve formée slitin v leteckém

prumyslu a mnoha dalSich odvétvich (48).

V ptirod¢ je hlinik tfetim nejvice zastoupenym prvkem. Ve slouCeninach se
vyskytuje pouze v mocenstvi Al”™. V kyselém prostiedi jako hlinity kation, v alkalickém
prostiedi jako hlinitanovy anion [AlO,]. Hlinik je v ¢istém stavu velmi reaktivni, na
vzduchu se rychle pokryje tenkou vrstvickou oxidu Al,Os, kterd chrani kov pted dalsi
oxidaci. Hlinik je velmi dobie rozpustny ve ziredénych kyselinach, koncentrovana
kyselina dusi¢na jej vSak stejné jako vzdus$ny kyslik pokryje ochrannou vrstvou oxidu
ALOs. Také hydroxidy alkalickych kovii snadno rozpoustéji kovovy hlinik za vzniku

hlinitanii [AlO,] (48,50,51).

V rostlinné buiice se hlinik vaze na nukleové kyseliny ve formé fosfat,, ¢imz
ovliviiuje pti bunééném déleni pribeh replikace. Interferuje s enzymy podilejicimi se na
fosforylaci cukrti a na ukladani polysacharidii v bunéénych sténdch, a tim ovliviiuje
permeabilitu membran (spolu s interakci s membrdnovymi proteiny, fosfolipidy a
lipoproteiny). Hlinik se véaze na pektiny stén kofenovych bun€k, coz zamezuje

prodluzovacimu ristu kotent (41).

Rostliny disponuji relativné u¢innymi obrannymi mechanismy viiéi toxickému

pusobeni hliniku.

Jedna se napt. o:

e snizovani inhibi¢niho vlivu na kalmodulin-dependentni enzymy tvorbou
polypeptida (kyselina polyasparagova, kyselina polyglutamova) schopnych vazat
hlinikové ionty

e tvorba citratu a malatu, které ptevadéeji hlinik do pevnych organickych komplexti

e zvySeni pH v okoli kotfenti (42).
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V rostlinnych buiikach plni hlinité ionty dvoji roli. Chovaji se jako induktory nebo
inhibitory influxu Ca®" v zavislosti na koncentraci. Tyto u¢inky byly sledovany na
buikach BY-2 produkujicich aequorin u rostliny Nicotiana tabacum a na TPC1 Ca*"
kanalech rostliny Arabidopsis thaliana. Hlinik v bunkach indukoval produkci
superoxidu, ¢imz byl sekundarné navozen vstup Ca®" do buiiky. Vyssi koncentrace A"
jontt vedla k potladeni piivodni stimulace. Doslo k blokovani Ca*" kanala reagujicich na

reaktivni formy kysliku (18).

Jina studie zkoumala vliv hliniku jako inhibitoru na influx Ca*" iontd transgennimi
BY-2 bunkami tabaku zplisobeny kyselinou salicylovou a chladem monitorovanim
svetélkujiciho proteinu aequorinu. TPC1 kanal byl vyhodnocen jako citlivy na hlinik a
na reaktivni formy kysliku. Je zfejmé, Ze hlinit¢ ionty vedou u rostlin k rozvoji
obrannych mechanismu (53).

Dalsi studie se zabyvala vlivem chloridu hlinit¢tho na produkeci kumarint
v suspenzni kultute Angelica archangelica L.. Bylo sledovana Sest rozdilnych
koncentraci AICl; jako potencidlniho elicitoru. Obsah kumarini vzristal s rostouci
koncentraci AI’" iontfl. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno s koncentraci AICl; 1000
uM (14).

Vystaveni rostlin neredoxné reagujicim tézkym koviim mélo za nésledek oxidacni

stres (43).

Trojmocné ionty Al, La a Gd jsou fytotoxické. Provedené studie ukazaly, Ze po
piidani LaCl; nebo GdCl; k buitkdm Nicotiana tabacum (Solanaceae) se spustila
produkce superoxidu. AICl; vyvolala mnohem vysS§i produkci superoxidu pfi
fyziologickém pH 5,8. Ukazalo se, ze na tvorbé superoxidu se podili NADPH oxidazy.
Mnozstvi vytvoten¢ho superoxidu je zavislé na davce elicitoru. Rostouci koncentrace
Ca’" iontl vcytosolu byla zméfena luminiscenci proteinu aequorinu. Hlinikem
indukovany superoxid stimuluje ptiliv Ca®" ionti. Vysokad koncentrace A" jontd
inhibovala H,0,-navozeny influx Ca®" iontd. To vysvétlilo neG&innost vysokych
koncentraci hliniku. Je pozoruhodné, ze hlinité ionty do koncentrace 10 mM nevykazuji
inhibi¢ni vliv na hypoosmolarni influx Ca®" iont. Vyplyva z toho, Ze hlinik maze byt

selektivni inhibitor redox-reagujicich Ca®" kanala (19).
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3.6.4 Vapnik

Vapnik je p¥ijiman rostlinami jako kationt Ca*" z piidniho roztoku, kde je vétsinou
prevazujicim kationtem. Vlastni pijem Ca" se uskute¢tiuje hlavng pasivné kofenovymi

Spickami, kde jesté nejsou vyvinuty diferencované struktury kotenti (33,54).

Vapnik je prakticky nepohyblivy floémem, dochéazi zde snadno k jeho imobilizaci,
a proto je obsah vapniku v zasobnich organech nizky. Ve starSich bunikach a pletivech se
hromadi ve vakuole ve form¢ §tavelanu nebo jinych tézko rozpustnych soli. Proto je
nutny jeho pravidelny pfisun z vnéjs$iho prostiedi v prib&hu celého vegetacniho obdobi
(54).

Pti nedostatku vapniku je snizena tvorba kotfenového vlaseni, kofeny postupné
slizovati, kofenové buiiky se rozkladaji a pletivo se pfeméiuje v nestrukturni hmotu.
Dalsi ptiznaky se projevuji na mladych castech rostlin (napf. na mladych listech 1ze
pozorovat chlorotické skvrny, popt. dochazi k hdkovitému zakiiveni nerozvinutych

gepeli) (33,54).

V buiice se pro vapenaté ionty a inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) pouzZiva oznaceni
,druhy posel“. Maji mimotadny vyznam v pienosu a v amplifikaci signalu. Po vyvolani
reakce se molekula druhého posla opét uvoliiuje a rychle aktivuje mnohondsobek
molekul pfijemce. Druhym poslem u rostlin také miize byt cyklicky guanosinmonofosfat
(cGMP) a cyklicky adenosinmonofosfit (cAMP), ktery je schopen reagovat s G-
proteinem (33,34).

Funkce vapniku lze rozdélit (33,54):

e ovliviluje semipermeabilitu bunécnych membran a stén buné¢k - je vazdn na
negativni naboje (hlavné pektiny). Stabilizuje strukturu, postorové uspotadani, a
tim 1 permeabilitu membran. Jde o funkci specifickou pro vépnik,
nenahraditelnou Zddnymi dvojmocnymi kationty (Mn ani Sn).

e je stavebni latkou - zpeviiuje bunééné stény. Podili se na rastu bunék, které netvori
typickou celuldzni sténu (kofenové vlasky a pylové 1acky), které bez Ca>” viibec

nerostou.
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¢ neutralizuje a vaze nékteré organické kyseliny (zvlasté kyselinu $tavelovou), coz
muze mit detoxikacni efekt.

e vyznamné ovliviiuje stabilitu a integritu pletiv, coZ ma vliv na skladovatelnost
plodi (jablka - pihovitost, rajcata, papriky)

e ovliviiuje aktivitu enzymt v rostlindch (invertdzy, kataldzy, nitratreduktazy a;.).

Rostlina vnimd signaly ze svého okoli (jsou to napi. zemska tize, svétlo,
fotoperioda, teplota, sloZzeni vzduchu, voda a mineralni Ziviny, mechanické piekazky,
patogeny apod.). Buiky v rostliné reaguji na wvnitini signaly, které ptijimaji ze
sousednich bunék. Jsou to fytohormony, cukry a dusikaté latky, peptidy, proteiny, voda,

mineralni latky a dalsi.

Signaly (nejen) hormonalni jsou pfijimany receptory, tj.specifickymi proteiny s
vazebnymi misty pro urCity signdl. Dochazi ke zméné€ transportu iontl mezi
kompartmenty, regulaci metabolickych cest a distribuci metabolitl, regulaci exprese
genll, zmény Vv cytoskeletu, v hormondlni regulaci a nakonec zmény rlstovych

parametra (34).

Jsou aktivovany fosfolipasy, které Stépi v membrané fosfolipidy a jejich produkty
se podileji na regulaci bunéénych procest. Mimo jiné vznikaji produkty inositol-1,4,5-
trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). Do cytoplazmy uvolnény IP3 se vaze na proteiny
kanald pro Ca®” ve vnitrobund¢nych membranach, umoZiiuje otvirani téchto kanalii a
uvoliiovani Ca®" z vnitrobunéénych kompartmentti (endoplazmatické retikulum,
vakuoly) do cytosolu, coz aktivuje Ca-dependentni enzymy v buiice (napt. kalmodulin).
Teprve poté je zahdjena fetézova reakce fosforylaci v cytoplazmé. Zmény koncentrace
Ca’" v cytosolu jsou také zptisobeny mechanickym pohybem, zasolenim, kyselinou
giberelovou, auxiny nebo cytokininy. lonty jsou uvoliovany zbunécnych stén,
intracelularniho prostoru nebo kombinaci obou mist. JelikoZ jsou Ca’" ionty vazany na
Ca-dependentni bilkoviny, objevuji se také v chloroplastech, jadrech a mitochondriich.
Ptedpoklada se, ze 1 zde plni ulohu posla zprostiedkovavajiciho regulaci genové

exprese, oxida¢ni fosforylace a fotosyntetické fixace CO, (34).
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3.6.5 Verapamil (blokator vapnikovych kanali)

Verapamil patii do skupiny blokatori vapnikovych kandlii. Jedna se o heterogenni

skupinu latek. Dle chemické struktury je miZzeme rozdé€lit do tfech hlavnich skupin:

» dihydropyridiny (nifedipin)
» benzothiazepiny (diltiazem)
» fenylalkylaminy (verapamil)

Utinek blokatort vapnikovych kanéli je ve specifické inhibici praniku ionti Ca®”
napétoveé fizenymi kalciovymi kandly do bunék hladkych svald cévni stény a
kontraktilnich a vodivych buné¢k myokardu. Nepiisobi na pticné pruhované svaly, kde

nedochazi k pravidelnym zméndm elektrick€ho napéti membrany.

Po podani blokétorii vapnikovych kanalt klesa intracelularni koncentrace vapniku
a tim dojde ke sniZeni kontraktility a draZzdivosti myokardu, které se u anginy pectoris
projevuje snizenim tonu veéncitych tepen v misté excentrické stendézy a v oblasti
rezisten¢nich arteriol (15). Blokatory kalciového kandlu nevedou k poklesu krevniho
tlaku u normotonikii a neovliviiuji hladiny reninu. Vedou k vyznamné regresi
hypertrofie levé srde¢ni komory. Nevyvolavaji ortostatickou hypotenzi, nevedou

k bronchokonstrikci a jsou metabolicky neutralni (56).

NejvyznamnéjSim zastupcem prvni skupiny blokatori vapnikového kanalu je
verapamilu. Jeho hlavni ucinek spocivd v ufinku na myokard. Zpomaluje sinusovy
rytmus a sniZzuje rychlost vedeni v pfevodnim systému. Vyznamny je i jeho negativné
inotropni ucinek, ktery je vétsi neZ u nifedipinu a diltiazemu. Vazodilatacni ucinek

verapamilu se uplatiiuje az u davek nad 240 mg denné (15,27,56).
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Obr. 4 Chemicka struktura verapamilu
(£)-[3-[[2-(3,4-dimethoxyfenyl)ethyl]methylamino|propyl]-3,4-dimethoxy-a-(1-
methylethyl)benzenacetonitril](56)

CHg
H3C CN (§3H3
o) N o)
H,C” “CH,
H3CxO O/CHB
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pristroje a pomicky, pouZity materidl

Analytické vahy A 200 S, Sartorius, Gottingen

Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, vyrobné druzstvo Pokrok, Zilina
Horkovzdus$ny sterilizator HS 31 AM, Chirana, Brno

Chromatografickd sestava Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler
AS-2055), Merck, Darmstadt

Kolona LiChrosper RP-18 250x4 (5um) s pfedkolonkou, Merck, Darmstadt

Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

Ttepacka Unimax, 2010, Heidolph

Vodni lazen KL-1, Laboratorni ptistroje, Praha
4.1.1 Chemikalie

6-benzylaminopurin ¢., Lachema, Brno
dihydrogenfosfore¢nan sodny ¢., Lachema, Brno
dusi¢nan draselny p.a., Lachema, Brno

edetan disodny ¢., Lachema, Brno

ethanol 96 %, Lachema, Brno

chlorid hlinity p.a., Lachema, Brno

chlorid kobaltnaty p.a., Lachema, Brno

chlorid pyridoxinia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
chlorid thiaminia €., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
chlorid vépenaty p. a., Lachema, Brno

jodid draselny p. a., Lachema, Brno

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova €., Lachema, Brno
kyselina borité p.a., Lachema, Brno

kyselina chlorovodikova p. a., Lachema, Brno
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kyselina mravenc¢i bezvoda p. a., Lachema, Brno
kyselina nikotinova ¢., Lachema, Brno
kyselina octova bezvoda p. a., Lachema, Brno
kyselina octova ledova p. a., Lachema, Brno
kyselina Stavelova €., Lachema, Brno
methanol p. a., Lachema, Brno

molybdenan sodny p.a., Lachema, Brno
myoinositol ¢., Sigma, St. Louis

sacharosa p. a., Lachema, Brno

siran amonny p. a., Lachema, Brno

siran hote¢naty p. a., Lachema, Brno

siran manganaty p. a., Lachema, Brno

siran méd’naty p. a., Lachema, Brno

siran zine¢naty p. a., Lachema, Brno

siran Zeleznaty p. a., Lachema, Brno

verapamil p. a. Sigma-Aldrich, Steinheim

4.1.2 Rostlinny material

K pokustim v této praci byla pouzita explantatova kultura, odvozend ze sterilni

kli¢ni rostliny jetele lucniho Trifolium pratense L., (Fabaceae) varieta Sprint. Semena

byla ziskdna ze Slechtitelské stanice Domoradice. Suspenzni kultura byla odvozena

z rozpadavé kalusové kultury mechanickym rozvolnénim na ttepacce. Elicitace byla

provedena u Ctyfleté a nové odvozené (7. a 8. pasdz) suspenzni kultury.

4.1.3 Stanoveni ztraty suSenim

Ztrata susenim je ztrdta hmotnosti vyjadiena v hmotnostnich procentech.

Do vazenky, pfedem vysusené 2 hodiny pii 105 °C, byly odvazeny asi 2,000 g

explantatové kultury. Vazenka s obsahem byla zvazena a suSila se 2 hodiny v su$arné

pii 105 °C. Po vysuSeni se vazenka s navazkou nechala vychladnout v exsikatoru a
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zvazila se. Ztrata suSenim byla vztazena na navazku explantatové kultury a vyjadiena
v procentech. Vysledné hodnoty ztraty susenim 5,41 % a 5,38 % jsou aritmetickym

pramérem ze tii stanoveni (1).

4.2 Kultivace explantdtové kultury

4.2.1 Kultivac¢ni nadoby a nastroje

Pro odvozeni a kultivaci explantatovych kultur bylo pouzito nadobi z varn¢ho skla
SIAL, které vyhovuje pozadavkim pro kultivaci tkanovych kultur a je dostatecné odolné
vuc¢i chemikaliim, rozdilim teplot 1 vod€. Suspenzni kultury byly kultivovany v 250 ml
varnych baiikkach. Pouzivané kovové pinzety byly oplachnuty 96 % ethanolem a
zabaleny do hlinikové folie. Poté byly sterilizovany 2 hodiny pi1 200°C

v horkovzdu$ném sterilizatoru.

4.2.2 Priprava zivného média

Pro kultivaci tkdnovych kultur bylo pouzito zivné médium podle Gamborga (BS)

s nasledujicim sloZenim (4):

KNO; 2500,00 mg.I"
CaCl, . 2 H,0 150,00 mg.I"
MgSO, . 7 H,0 250,00 mg.I"
(NH4)2S0y4 134,00 mg.I"
NaH,PO, . H,0 150,00 mg.I"
FeSO, . 7 H,0 27,84 mg.l’
Na,EDTA 37,34 mg.I"
KI 0,75 mg.l”
H;BOs 3,00 mg.l’
MnSO, . H,0 10,00 mg.l"
ZnSO, . 7H,0 2,00 mg.l’
Na,MoO; . 2 H,0 0,25 mg.l’
CuSOy . 5 H,0 0,025 mg.I"
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CoCl, . 6 H,O 0,025 mg.I"

myoinositol 100,00 mg.I"
kyselina nikotinova 1,00 mg.l’
pyridoxin 1,00 mg. I
thiamin 10,00 mg.l"
sacharosa 30 000,00 mg.1"

Jako rlstovy stimulator byla pouzita kombinace kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové
(2 mg.1") s 6-benzylaminopurinem (2 mg.I") (5).

Jednotlivé latky byly navazeny na analytickych vahdch nebo v ptipadé nizkych
koncentraci pipetované ze zéasobnich roztok a dale rozpustény v destilované vodé
v odmérné bance na 1000 ml a doplnéné po znacku destilovanou vodou. Poté byly
piidany rastové stimuldtory. Nakonec se zivné médium rozdélilo po 25 ml do varnych
ban¢k. Ty byly uzavieny hlinikovou folii a sterilizovany v autoklavu 15 minut pii

teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa.

4.2.3 Podminky pasazZovani a kultivace

Pasazovani kultur bylo provedeno v aseptickém boxu s laminarnim proudénim,
jehoz prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzafen minimaln¢ 1 hodinu
germicidni zatfivkou. Béhem celého pribchu prace byly zachovany piisn€ aseptické

podminky, bylo pouzivano sterilni sklo a nastroje.

4.2.4 Odvozeni suspenzni kultury

Suspenzni kultura byla odvozena z rozpadavé kalusové kultury mechanickym
rozvolnénim na tfepacce a nasledné kultivovdna na pomalobézném roleru o rychlosti 8
ot min™' pfi teplotd 25 °C a svételné periods 16 hodin svétlo/8 hodin tma.

Pasazovani na BS médiu probéhlo vzdy v subkultivaénim intervalu 14 dni, kdy
byla pienesena cast narostlé suspenze do baiky s cerstvym médiem a rastovymi
stimulatory - kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou (2 mg.I"") a 6-benzylaminopurinem (2

mg.1™).
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4.3 Elicitace

K pokustim byly pfipraveny tii koncentrace vodného roztoku chloridu hlinitého
(1 pmol, 10 pmol, a 100 umol), chloridu vapenatého (0,1 mmol, 1 mmol a 10 mmol) a
verapamilu (1 pumol, 10 pmol, a 100 pmol).

Roztoky o nizSich koncentracich byly pfipraveny znejsiln€jsi koncentrace
nafedénim destilovanou vodou. VSechny roztoky elicitoru byly sterilizovany
v autoklavu 15 minut pfi 121 °C a tlaku 0,1 MPa. Piipravené roztoky byly dale

uchovavany v lednici.

Pti elicitaci suspenzi kultury, kterd byla provedena za aseptickych podminek
v boxu s laminarnim proudénim vzduchu ve 21. dni kultivace, byl pouzit chlorid hlinity
samostatné a v kombinaci s chloridem vapenatym a verapamilem. Ke kulturdm byl vzdy
napipetovan 1,00 ml elicitoru (resp. vapenatych iontl, verapamilu) o pfislusné

koncentraci. Ke kontrolnim kulturam byl ptidavan 1,0 ml destilované vody.

K pokusu bylo pouzito 88 kultiva¢nich ban€k se suspenzni kulturou. Soubor 4
ban¢k bez elicitoru, vapenatych iontli a verapamilu slouzil jako kultura kontrolni. Do 12
ban¢k s kulturou byl pfidan samotny chlorid hlinity (jedna koncentrace do 4 ban¢k).
V dalSich 36 bankéach byla piislusnd koncentrace chloridu hlinit¢tho kombinovana
s jednou ze tii koncentraci vapenatych iontli (vzdy po 4 bankach). Ve zbyvajicich 36
bankach byly ke tfem sledovanym koncentracim chloridu hlinitého pfidavany jednotlivé
koncentrace verapamilu. VSechny bainky byly peclivé uzavieny hlinikovou folii a dale
kultivovany za jiz uvedenych podminek. Vznikly tak Ctyfi soubory banék — kontrolni
kultura, kultura elicitovana chloridem hlinitym, elicitovana kultura v kombinaci s
vapenatymi ionty a elicitovana kultura v kombinaci s verapamilem.

VSechny elicitované a kontrolni suspenzni kultury byly sklizeny vzdy po 24
hodinach. Bunky byly oddéleny od kultivaéniho média filtraci za snizeného tlaku a
suSeny pii laboratorni teplot¢.

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni flavonoidti dle CL 2009 a v ptipadé

nov¢ odvozené suspenzni kultury také stanoveni isoflavonoidi pomoci HPLC.
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4.4 Stanoveni obsahu flavonoidii

4.4.1 Princip stanoveni

Obsah flavonoidi byl stanoven spektrofotometricky po reakci s roztokem kyseliny

borité a kyseliny §tavelové v kyseliné mravenci bezvodé (1).

4.4.2 Postup stanoveni

Zakladni roztok
0,200 g praskované kultury se ve 250ml bance smicha se 40 ml /ihu R 60 % (V/V)

a zahtiva se 10 min ve vodni lazni pti 60 °C, za Castého protiepavani. Po ochlazeni se
zfiltruje pres chomacek vaty do 100ml odmérné bainiky. Chomacek vaty se vlozi ke
zbytku drogy v 250ml baiice, ptida se 40 ml /ihu R 60 % (V/V) a zahiiva se 10 min ve
vodni ladzni pti1 60 °C, za Castého protfepavani. Po ochlazeni se zfiltruje do téze odmérné
banky. 250ml barika i filtr se promyji lihem R 60 % (V/V) a promyvaci tekutina se pfida
do odmérné banky. Spojené roztoky se ziedi lihem R 60 % (V/V) na 100,0 ml a roztok

se zfiltruje.

ZkouSeny roztok

5,0 ml zékladniho roztoku se odpafi v banice s kulatym dnem za snizen¢ho tlaku
do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dild methanolu R a kyseliny
octové ledové R (10+100) a ptevede se do 25ml odmérné banky. Baitika s kulatym dnem
se promyje 3 ml smési objemovych dili methanolu R a kyseliny octové ledové R
(10+100) a promyvaci tekutina se pievede do téZe odmérné banky. K tomuto roztoku se
piida 10,0 ml roztoku, ktery obsahuje kyselinu boritou R (25,0 g/l) a kyselinu stavelovou
R (20,0 g/l) v kyseliné mravenci bezvodé R a ziedi se kyselinou octovou bezvodou R na

25,0 ml.

Kontrolni roztok

5,0 ml zakladniho roztoku se odpafi v batice s kulatym dnem za snizené¢ho tlaku
do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dild methanolu R a kyseliny

octové ledové R (10+100) a ptevede se do 25ml odmérné banky. Baiika s kulatym dnem
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se promyje 3 ml smési objemovych dili methanolu R a kyseliny octové ledové R
(10+100) a promyvaci tekutina se pievede do téZe odmérné banky. K tomuto roztoku se
ptida 10,0 ml kyseliny mravenci bezvodé R a ziedi se kyselinou octovou bezvodou R na

25,0 ml.

Po 30 minutich se méfi absorbance zkouSené¢ho roztoku pfi 410 nm proti

kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidi v procentech, vyjaddieno jako hyperosid (C;H20012), se

vypocita podle vzorce:

Ax1,235
M >

v némz znaci:
A - absorbanci roztoku v maximu pii 410 nm,
M - hmotnost zkouSené kultury v gramech.

Specifickéd absorbance ma hodnotu 405.
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4.5 Stanoveni obsahu isoflavonoidu

Methanolové extrakty suspenznich kultur Trifolium pratense L. byly zkouSeny na
pritomnost isoflavonoidii. Stanoveni daidzeinu, genistinu, genisteinu, formononetinu a
biochaninu A bylo provedeno vysokou¢innou kapalinovou chromatografii

s fluorimetrickou detekci (2).

4.5.1 Princip stanoveni

Kapalinovd chromatografie je separacni metoda zaloZend na rozdilu v distribuci
latek mezi dvé nemisitelné faze, znichz mobilni fazi je kapalina, ktera prostupuje
stacionarni fazi naplnénou do kolony. Kapalinova chromatografie je zaloZena zejména
na mechanismu adsorpce, rozd¢lovani, vymény iontd, vyluCovani nebo

stereochemickych interakci (7).

4.5.2 Priprava vzorku

Asi 0,400 g upraskované kultury se ve 100ml bafice smicha s 15 ml methanolu 80
% a extrahuje se 30 minut na vodni ldzni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se
zfiltruje pfes maly chomacek vaty do 25ml odmérné baniky. Chomacek vaty se vlozi ke
zbytku kultury ve 100ml barice, ptida se 15 ml methanolu 80 % a extrahuje se jeSte
jednou 20 minut na vodni lazni pod zpétnym chladicem. Po ochlazeni se zfiltruje do téze
odmérné banky a spojené extrakty se zfedi methanolem 80 % na 25,0 ml. Roztok se

ptevede pres mikrofiltr do vialek a analyzuje se metodou HPLC.
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4.5.3 Parametry HPLC analyzy

Chromatograf: Jasco (autosampler AS-2055 Plus, ¢erpadlo PU-2089 Plus, detektor MD-
2015, MD-2020)
Kolona: kolona LiChrospher R-18 (250 x 4 mm, velikost ¢astic 5 pum) s ochrannou
ptedkolonkou
Mobilni faze:  faze A: methanolicky roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15 % m/v)
faze B: vodny roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15 % m/v)
Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin
Prutok: 1,1 ml/min

Objem nastiiku: 20 pl

Eluce mobilni faze probihala nejdiive gradientove. V Case t = 0 bylo slozeni 30 %
methanolu a 70 % vody, v ¢ase t = 9 min 80 % methanolu a 20 % vody. Nasledovala

isokraticka eluce stejnym sloZenim do ¢asu t = 15 min.

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych délek 200 —
650 nm. Obsah sledovanych latek byl vypocten z pika pii vlnové délce 260 nm. Obsah
vSech latek byl kvantifikovdn matematickou metodou normalizace a porovnanim

s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci externé méfené¢ho standardu téze latky.
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Obr. 5 Chromatograficky zdznam standardi

350
300
250
200
150
100
asa
{ululs]
950
S00

00
50
Foo
550
00
550
S00
45
40
33
30
25
20
150
100

tAH 0,02

SRR

Ditferent " unit=

Eii 0,20

daidzein

biochanin A

h 4

|

FT [mir]

11

12 13 14 15

Different " units

- -daidzein

genistein

formancnetin

hiocharin A

FT [min]

11 12 13 14 15

39



4.6 Statistické vyhodnoceni

Vyhodnoceni naméfenych hodnot obsahu flavonoidt v kulturdch Trifolium
pratense L. bylo statisticky provedeno na zékladé¢ T-testu, pro zvolenou hladinu

vyznamnosti p = 0, 05 (3).

n
x=1>» x,
n l
aritmeticky primér i1
1 i
s=4— > (x,—%)
érodatna odchylk .
smerodatna odchylka n i=1
| S rozsah souboru
Xi veennennen naméfené hodnoty
X ooiiinnn aritmeticky primér
S eriennen smérodatna odchylka
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T — test

T — test je test vyznamnosti rozdilu dvou priméra. K vypoctu testovaciho kritéria

bylo pouZito vztahu:

‘xl _x2‘ |, (nl +n, _2)

4

\/nlsl2 + 1,8, n+n,
| PO testovaci kritérium
X ooennenn aritmeticky pramér kontrolniho souboru
Xyueuuennnn aritmeticky pramér pokusného souboru
Nleerennnns pocet ¢lenil kontrolniho souboru
1S pocet ¢lentt pokusného souboru
S P smérodatnd odchylka kontrolniho souboru
T smérodatna odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériu prislusi t rozdéleni se stupném volnosti (v), vypocitaného dle
vzorce: v=n; +n, — 2.

Vypoctend hodnota testovaciho kritéria (t) se porovna s ptislusnou kritickou
hodnotou t(v), pro vypocteny stupeil volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p).
Je-1i hodnota (t) vétsi neZz hodnota t(v),, je rozdil statisticky vyznamny na hladiné
vyznamnosti (p) (3).

Kriticka hodnota t(v), pro p(0,05) a v(3) = 3,182.
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5 Vysledky

5.1 Tabulky

Tabulka 1

po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym

Produkce flavonoidi u 4-leté suspenzni kultury Trifolium pratense

koncentrace
elicitoru elicitovana kultura kontrolni kultura
AICI3 prumérny obsah | smérodatnd | primérny obsah | smérodatna | T-test
(pmol) flavonoidti (%) | odchylka | flavonoidi (%) | odchylka
1 0,127 0,000 0,111 0,004 3,714
10 0,129 0,006 0,111 0,004 2,403
100 0,151 0,004 0,111 0,004 6,828
Tabulka 2 Produkce flavonoidi u 4-leté suspenzni kultury Trifolium pratense

po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a chloridem vapenatym

koncentrace elicitorti elicitovand kultura kontrolni kultura

AlCI3 CaCl, pramérny obsah | smérodatna | primérny obsah | smérodatna | T-test

(umol)| (mmol) flavonoidl (%) | odchylka | flavonoidi (%) | odchylka
1 0,1 0,262 0,002 0,111 0,004 31,133
1 1 0,133 0,003 0,111 0,004 4,185
1 10 0,150 0,005 0,111 0,004 6,052
10 0,1 0,152 0,002 0,111 0,004 8,885
10 1 0,148 0,001 0,111 0,004 8,379
10 10 0,178 0,011 0,111 0,004 5,656
100 0,1 0,165 0,017 0,111 0,004 3,130
100 1 0,169 0,000 0,111 0,004 13,710
100 10 0,157 0,020 0,111 0,004 2,286
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Tabulka 3

po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a verapamilem

Produkce flavonoidi u 4-leté suspenzni kultury Trifolium pratense

koncentrace elicitori elicitovana kultura kontrolni kultura

AICI3 | verapamil | primérny obsah | smérodatnd | primérny obsah | smérodatna | T-test

(umol) | (pmol) flavonoidil (%) | odchylka | flavonoidl (%) | odchylka
1 1 0,141 0,004 0,111 0,004 5,414
1 10 0,123 0,004 0,111 0,004 2,072
1 100 0,114 0,004 0,111 0,004 0,433
10 1 0,146 0,011 0,111 0,004 3,035
10 10 0,151 0,009 0,111 0,004 4,138
10 100 0,145 0,005 0,111 0,004 5,268
100 1 0,117 0,004 0,111 0,004 0,977
100 10 0,148 0,005 0,111 0,004 5,671
100 100 0,125 0,000 0,111 0,004 3,230

Tabulka 4 Produkce flavonoidii u nové odvozené suspenzni kultury Trifolium

pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym

koncentrace
elicitoru elicitovana kultura kontrolni kultura
AlCI3 pramérny obsah | smérodatna | primérny obsah | smérodatna | T-test
(pmol) flavonoidt (%) | odchylka | flavonoidd (%) | odchylka
1 0,178 0,009 0,149 0,001 3,198
10 0,179 0,011 0,149 0,001 2,711
100 0,154 0,006 0,149 0,001 0,810
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Tabulka 5

Produkce flavonoidii u nové odvozené suspenzni kultury Trifolium

pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a chloridem vapenatym

koncentrace elicitori elicitovana kultura kontrolni kultura
AICI3 CaCl, |primérny obsah |smérodatna|primérny obsah |smérodatna| T-test
(umol) | (mmol) [ flavonoidil (%) | odchylka | flavonoidl (%) | odchylka
1 0,1 0,220 0,015 0,149 0,001 4,695
1 1 0,176 0,014 0,149 0,001 1,917
1 10 0,190 0,003 0,149 0,001 14,045
10 0,1 0,151 0,005 0,149 0,001 0,403
10 1 0,175 0,008 0,149 0,001 3,107
10 10 0,210 0,013 0,149 0,001 4,862
100 0,1 0,170 0,010 0,149 0,001 2,158
100 1 0,166 0,001 0,149 0,001 17,000
100 10 0,196 0,007 0,149 0,001 6,737
Tabulka 6 Produkce flavonoidii u nové odvozené suspenzni kultury Trifolium

pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a verapamilem

koncentrace elicitorti elicitovana kultura kontrolni kultura
AlCI3 verapamil |primérny obsah |smérodatnd|primérny obsah |smérodatna| T-test
(umol) (umol) flavonoidil (%) | odchylka | flavonoidl (%) | odchylka
1 1 0,167 0,010 0,149 0,001 1,668
1 10 0,177 0,008 0,149 0,001 3,271
1 100 0,156 0,013 0,149 0,001 0,499
10 1 0,186 0,015 0,149 0,001 2,537
10 10 0,188 0,006 0,149 0,001 6,678
10 100 0,150 0,010 0,149 0,001 0,116
100 1 0,162 0,023 0,149 0,001 0,570
100 10 0,156 0,000 0,149 0,001 7,842
100 100 0,168 0,007 0,149 0,001 2,903
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Tabulka 7 Produkce isoflavonoidii u nové odvozené suspenzni Kultury

Trifolium pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym

elicitor obsah isoflavonoidi (%)
AICI3 genistin | daidzein | genistein |{formononetin| biochanin A
(umol)
0 0,06 0,02 0,02 0,05 -
1 0,09 0,03 0,02 0,07 -
10 0,09 0,03 0,02 0,06 -
100 0,08 0,02 0,02 0,06 -
Tabulka 8 Produkce isoflavonoidii u nové odvozené suspenzni Kkultury

Trifolium pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a chloridem

vapenatym
koncentrace elicitoru obsah isoflavonoidi (%)
AlCl3 CaCl genistin | daidzein | genistein |[formononetin| biochanin A
(nmol) (mmol)
1 0,1 0,09 0,04 0,02 0,07 -
1 1 0,09 0,03 0,03 0,07 -
1 10 0,09 0,03 0,03 0,07 -
10 0,1 0,11 0,03 0,03 0,06 -
10 1 0,14 0,03 0,03 0,07 -
10 10 0,13 0,03 0,03 0,07 0,01
100 0,1 0,09 0,03 0,03 0,06 -
100 1 0,11 0,02 0,03 0,07 -
100 10 0,08 0,02 0,03 0,07 -
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Tabulka 9 Produkce isoflavonoidii u nové odvozené suspenzni Kultury

Trifolium pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a verapamilem

koncentrace elicitora obsah isoflavonoidi (%)
AICI3 verapamil genistin | daidzein | genistein [formononetin| biochanin A
(umo) | (umol)
1 1 0,08 0,03 0,02 0,06 -
1 10 0,07 0,02 0,02 0,05 -
1 100 0,07 0,02 0,02 0,05 -
10 1 0,08 0,03 0,02 0,06 -
10 10 0,07 0,02 0,02 0,05 -
10 100 0,07 0,02 0,01 0,05 -
100 1 0,08 0,02 0,02 0,06 -
100 10 0,07 0,01 0,02 0,05 -
100 100 0,05 0,01 0,01 0,05 -
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5.2 Grafy

Graf 1 Produkce flavonoidi u 4-leté suspenzni kultury Trifolium pratense

po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a chloridem vapenatym
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Graf 2 Produkce flavonoidi u 4-leté suspenzni kultury Trifolium pratense

po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a verapamilem
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Graf 3 Produkce flavonoidii u nové odvozené suspenzni kultury Trifolium

pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a chloridem vapenatym
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Graf 4 Produkce flavonoidii u nové odvozené suspenzni kultury Trifolium

pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a verapamilem
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Graf s

Porovnani

produkce flavonoidic u 4-leté suspenzni

kultury
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Graf 6

Porovnani produkce flavonoidii u nové odvozené suspenzni kultury

Trifolium pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym (10 pmol), kombinaci

chloridu hlinitého (10 pmol) a chloridu vapenatého (10 mmol) a kombinaci
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Graf 7 Porovnani produkce genistinu u nové odvozené suspenzni kultury
Trifolium pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym (10 pmol), kombinaci
chloridu hlinitého (10 pmol) a chloridu vapenatého (1 mmol) a kombinaci chloridu

hlinitého (10 pmol) a verapamilu (10 pmol)
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Graf 8 Porovnani produkce formononetinu u nové odvozené suspenzni
kultury Trifolium pratense po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym (10 pmol),
kombinaci chloridu hlinitého (10 pmol) a chloridu vapenatého (1 mmol) a

kombinaci chloridu hlinitého (10 pmol) a verapamilu (10 pmol)
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6 Diskuse

Vzhledem k stale zvySujicimu se zdjmu lidské populace o potravni dopliky,
stoupa také vyznam fytofarmak. Jednd se predevSim o rostlinné drogy a rostlinné
extrakty obsahujici UCinné latky, které jsou vhodnym doplikem Ilécby u ftady
onemocnéni. Nejvyznamnéj$i obsahové latky jetele lu¢niho (7rifolium pratense L.,
Fabaceae) — flavonoidy a isoflavonoidy - plisobi v organismu také mnoha zptsoby,
napf. vykazuji protizanétlivou, antialergickou a estrogenni aktivitu, maji antitrombotické

nebo vasoprotektivni ucinky.

Stale vyznamnéjsi se stava i1 biotechnologicka kultivace rostlinnych kultur in vitro.
Tuto kultivaci Ize vyuzit pro mnozeni, Slechténi a ozdravovani rostlin, perspektivné je
mozné explantatové kultury vyuzit 1 jako zdroje dulezitych rostlinnych metabolith pro
farmacii, potravinafstvi, kosmetiku a zeméd¢€lstvi. Ekonomické parametry takto
ziskanych produktl jsou vSak obvykle horsi neZ u latek ziskanych z intaktnich rostlin a
to v souvislosti se snizenim nebo zablokovanim enzymové aktivity a metabolismu. Proto
jsou hledany nové techniky, kterymi by bylo mozné produkci a akumulaci sekundéarnich

metabolit v téchto kulturach zvysit. Jednou z moznosti je metoda elicitace (63,68).

Elicitace je zaloZena na signdlem (elicitorem) indukované expresi genil, coz vede
nasledné ke zvySeni syntézy sekundarnich metabolitii v rostlinach i v kulturach in vitro.
Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu pfimo, ale zprostfedkované pomoci
pienasecu signalu, ke kterym patii pfedevSim vapenaté ionty. Po objeveni kalmodulinu a
dalsich bilkovin véazicich Ca®" ionty je vapnik povazovan za vyznamného posla pii
pienosu signali v rostlinach. Zakladnim ptredpokladem uspésné elicitace je mimo jiné
nalezeni vhodného elicitoru, jeho koncentrace a optimalni doby jeho ptsobeni na

rostlinnou kulturu in vitro.
Cilem této prace bylo ovéfit vliv chloridu vapenatého (jako extracelularniho

zdroje vapenatych iontll) a verapamilu (naopak jako blokatoru vapnikového kanalu ze

skupiny fenylalkylamint) na pritb¢h abiotické elicitace chloridem hlinitym.
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Byl zjistovan vliv tfi koncentraci chloridu hlinitého (1 pmol, 10 pmol, 100 pmol)
v kombinaci s chloridem vapenatym (0,1 mmol, 1 mmol, 10 mmol) a verapamilem (1
pmol, 10 pmol, 100 pmol) na produkei flavonoida a isoflavonoidd suspenzni kulturou

Trifolium pratense L. VSechny uvedené koncentrace piidavanych latek byly zvoleny na

zéklad¢ predchazejicich pokusu (45,57,69,70,71).

Sledovana 24hodinova doba plsobeni elicitoru vychdzela zpoznatkd jiz
provedenych pokusti (46), kde byla jako neju¢innéjsi vyhodnocena pravé 24hodinova
aplikace chloridu hlinitého. Kontrolni kultury byly odebirany také po 24 hodinach.
Elicitace suspenzni kultury byla provadéna v 21. dni kultivace, ktery byl diive zjistén
jako optimalni (5). U vSech vzorkil bylo provedeno fotometrické stanoveni obsahu
flavonoidi dle CL 2009 (po reakci s roztokem kyseliny borité a kyseliny §tavelové
v kyseliné mraven¢i bezvodé¢) a stanoveni isoflavonoidii HPLC s fluorimetrickou

detekcl.

Z pokusti u 4-let¢ suspenzni kultury Trifolium pratense L. je ziejmé, ze po
24hodinové aplikaci samotného chloridu hlinitého (tab 1) se produkce flavonoidi s
rostouci koncentraci elicitoru zvySovala. Nejvyssi obsah flavonoidi (0,151 %) vyvolala
nejsiln€jsi koncentrace 100 pumol. V porovnani s kontrolni kulturou doslo ke statisticky

vyznamnému zvySeni produkce flavonoidii o 36%.

Stimulace sledované elicitace pfidanim extracelularnich vépenatych iontl se
projevila u vSech sledovanych koncentraci chloridu vapenatého (tab 2, graf 1).
Maximalni produkce flavonoidi (0,262 %) byla zjiSténa u koncentrace chloridu
hlinitého 1 pmol po ptidani nejslabsi koncentrace chloridu vapenatého (0,1 mmol), kdy
doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce oproti kontrolni kultuie o 136 % a
oproti elicitované kultufe o 106 %. Tedy u nejslabsi koncentrace elicitoru, kterd samotna

méla nejmensi elicitacni Gcinek.

Aplikace verapamilu (tab 3, graf 2) jako blokatoru vapnikovych kanali zpiisobila

v v

(0,114 %) a tedy sniZeni produkce o 10 % bylo zjiSténo po ptidani nejslabsi koncentrace

elicitoru (1 pmol) a nejsilnéj$i koncentrace verapamilu (100 pmol).
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Z vysledkl elicitace nové odvozené suspenzni kultury Trifolium pratense L.
samotnym chloridem hlinitym (tab. 4) je zfejmé, ze u vSech sledovanych koncentraci
bylo dosazeno pozitivniho elicitacniho uc¢inku. Nejvyssi obsah flavonoida (0,179 %)
vyvolala koncentrace 10 pmol, coz predstavuje v porovnani s kontrolou zvySeni

produkce o 20 %.

Nésledujici stimulace elicitace extracelularnimi vapenatymi ionty se projevila
stejné jako u 4-leté kultury v kombinaci se vSemi sledovanymi koncentracemi chloridu
vapenatého (tab 5, graf 3). Maximalni produkci flavonoida (0,220 %) vyvolala opét jako
u 4-leté kultury kombinace nejslabsi koncentrace chloridu hlinitého (1 pmol) a nejslabsi
koncentrace chloridu vapenatého (0,1 mmol). Slo o statisticky vyznamné zvy$eni

produkce oproti kontrolni kultufe o 48 % a oproti elicitované kultuie o 24 %.

Aplikace verapamilu (tab 6, graf 4) zpiisobila snizeni produkce pouze v porovnani
16 % bylo zjisténo po pfidani koncentrace elicitoru 10 umol a nejsiln€j$i koncentrace

verapamilu 100 pmol, tedy stejné jako u 4-leté kultury.

U nové odvozené suspenzni kultury Trifolium pratense L. elicitované po 24 hodin
samotnym chloridem hlinitym nebo v kombinaci s vapenatymi ionty a verapamilem byla
metodou HPLC sledovana také produkce isoflavonoidd. U kontrolni kultury byly
zjiStény isoflavonoidy genistein, genistin, daidzein a formononetin, jejichZ obsah (s
vyjimkou genisteinu) nejvice zvysila aplikace nejslabsi koncentrace chloridu hlinitého
(1 umol) ato 0 50 %, 50 % a 40 % v porovnani s kontrolou (tab 7).

Pisobeni kombinace chloridu hlinitého a chloridu vapenatého zvysilo produkci
vSech sledovanych isoflavonoidii (tab 8). Nejvétsi elicitaéni G¢inek na produkci
genistinu (0,14 %) méla koncentrace elicitoru 10 umol a chloridu vépenatého 1 mmol
(graf 7). V porovnani s kontrolni kulturou doslo ke zvySeni produkce o 133 % a oproti
elicitované kultute o 56 %. U biochaninu A doslo dokonce k indukci jeho produkce (v
kontrolni ani elicitované kultufe zjiStén nebyl) a to pfi aplikaci koncentrace chloridu

hlinitého 10 umol a chloridu vapenatého 10 mmol.
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Ovlivnéni produkce isoflavonoidi verapamilem se nejvice projevilo opét u jeho
nejsiln€jSi koncentrace. Nejvétsi sniZzeni produkce bylo zjisténo po pfidani nejsilnéjsi
koncentrace elicitoru 1 verapamilu (100 umol). U genistinu doslo ke snizeni oproti
kontrolni kultute o 20 % a oproti elicitované kultufe o 60 %. Snizeni produkce
genisteinu 1 daidzeinu bylo o 100 % oproti kontrolni i elicitované kultufe. U
formononetinu bylo snizeni produkce zjiSténo pouze oproti elicitované kultute a to o

20%.

Porovndme-li vysledky elicitace chloridem hlinitym u obou sledovanych
suspenznich kultur Trifolium pratense L. lze konstatovat, Ze 4-letd suspenzni kultura
reagovala na elicitaci samotnym chloridem hlinitym 1 v kombinaci s vapenatymi ionty
vét§im zvySenim produkce nez nové odvozend kultura, coz je pravdépodobné zplisobeno
vys$i produkei jeji kontrolni kultury. Tim se potvrdilo, ze elicitace ma pozitivni vliv
predevS§im na ty kultury, u nichz jsou vychozi hladiny sekundarnich latek nizké.
Maximalni produkci flavonoidd (0,262 % a 0,220 %) vyvolalo u obou sledovanych
kultur pfidani nejslabSich koncentraci chloridu hlinitého (1 pmol) a vapenatych iont
(0,01 mmol). To lze vysvétlit tim, ze v rostlinnych buiikach se hlinité ionty chovaji
v zavislosti na jejich koncentraci bud’ jako induktory nebo jako inhibitory influxu Ca*"
iontl, které maji mimotfadnou roli v predavéani signali v prabéhu elicitace. Vyssi

koncentrace A’ iontéi mohou potladovat produkci blokovanim Ca*" kanala (18,19).

Stimulace elicitace zavisi také na optimalni koncentraci piidavanych
extracelularnich Ca®" iontd, coz se prokazalo napf. pii produkci ajmalicinu
v methyljasmonatem indukovanych kulturach Catharanthus roseus, kdy po ptidani
nizké koncentrace extracelularniho vapniku (3 mmol) byla produkce nejvyssi (57).
Vyznamnou roli miize hrat i to, ze vapenaté a hlinité ionty mezi sebou kompetuji a
hlinik se v roli stresového Cinitele tolik neuplatni. Pfidani vapenatych iontd mtize také
sniZit toxicitu hlinitych iontd a tim 1 jejich elicitacni G¢inek. Dal§sim vysvétlenim by
mohl byt 1 fakt, Ze hlinik negativné ovliviiuje vazbu vapniku na kalmodulin, coZ vede
k jeho konformacnim zméndm. Tyto zmény pak inhibuji aktivitu rGznych enzymi

(39,43,44).
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Ptidanim verapamilu jako blokatoru véapnikovych kanal doSlo k ovlivnéni
elicitace. Snizeni produkce sledovanych metabolitii u obou kultur zptsobila pouze
aplikace nejsilnéjsi koncentrace verapamilu (100 pmol). V grafech 5-8 jsou uvedeny
ptiklady porovnani produkce vSech kombinaci aplikované elicitace u obou sledovanych

suspenznich kultur Trifolium pratense.

Vyznam chloridu hlinité¢ho, vapenatych iontl a verapamilu pfi elicitaci lze na

zékladé¢ literarnich zdroji dokumentovat také na nésledujicich ptikladech.

Pisobenim chloridu hlinit¢ho bylo pozorovano u suspenzni kultury Angelica
archangelica L. zvySeni produkce kumarinti (14). Elicitace AICl; stimulovala takeé
produkci flavonoidl v kultute Ononis arvensis (16) nebo produkci fytoalexint v kultuie
Cassia obtusifolia (17). Pozitivni ovlivnéni produkce antracenovych derivata po aplikaci
vapenatych iontii a chloridu olovnatého bylo sledovano u kalusové a suspenzni kultury
Rheum palmatum L. (12). U Arabidopsis thaliana byl zjistovan vliv rozdilnych
koncentraci hlinitych iont jako induktorti nebo inhibitort vapnikovych kanalt (18).
Jinym ptikladem muaze byt aplikace AlCL;, LaCls a GACl; na buiky Nicotiana tabacum
L., které spousti tvorbu superoxidu (O5) a tim stimuluji vtok Ca®" jontt do buiiky (19).

Ptikladem uspésné abiotické elicitace muze byt také elicitace explantatové kultury
Rheum palmatum L. hlinitymi ionty, kdy po 6hodinové aplikaci 100 pmol koncentrace
chloridu hlinitého bylo zjisténo maximalni 60% zvySeni produkce anthracenovych
derivatl oproti kontrole (69). Pozitivni vliv hlinitych a kademnatych iontt na produkci
sekundarnich metabolitli byl zjistén také u explantatové kultury Ononis arvensis L., kde

byla stimulovéna akumulace flavonoidt (67,72).

V kalusové kultufe Daucus carota byl studovan také vliv houbového elicitoru a
modulatort vapnikového kanalu na produkci anthocyaninu. Pfidani elicitoru mélo za
nasledek vyS$§i akumulaci anthocyaninu v tfetim dni kultivacniho cyklu. Kalciovy
ionofor A23187 zpusobil zvySeni produkce anthocyaninu, zatimco blokatory

vapnikového kanalu, verapamil a chlorpromazin, snizily produkeci anthocyaninu (28).
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Aplikace kalciového ionoforu A23187 zvySila 1,43x celkovou produkcei
kapsaicinu také v bunécné suspenzni kultute Capsicum frutescens, zatimco naopak

verapamil a chlorpromazin jeho tvorbu snizily (29).

Ptidani elicitoru odvozeného z plisn¢ Penicillium expansum (PE-elicitor) nebo
kalciového ionoforu A23187 k bunétné suspenzni kultute Sanguinaria canadensis
indukovalo tvorbu benzofenanthridinovych alkaloidii sanguinarinu a chelerythrinu.
Aplikace EGTA nebo verapamilu pfed pfidanim PE-elicitoru snizila akumulaci obou

alkaloidi (39).

Elicitace bunééné suspenzni kultury Allium cepa L. biotickym elicitorem
odvozenym z plisné Botrytis cinerea méla za nasledek syntézu fytoalexinu. Pfidani
EGTA a verapamilu anulovalo elicitorem zprostfedkovanou syntézu fytoalexinu,
zatimco pridani Ca®" ionoforu A23187 zvysilo akumulaci fytoalexinii v nep¥itomnosti

elicitoru (66).

Z uvedenych studii a provedenych pokusii vyplyva, Ze chlorid hlinity patii k
signalnim latkdm rostlinnych obrannych reakci, které vedou ke zvySené produkci
sekundarnich metabolitt. Dale je zfejmé, ze akumulaci fytoalexini v explantatovych
kulturach podporuje pfidani extraceluldrnich vapenatych iontd,, zatimco blokatory

vapnikového kanalu, napt. verapamil, jejich produkci sniZuji.
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7 Zavér

Zjisténé vysledky lze shrnout do nasledujicich bodi:

a) 4-leta suspenzni kultura Trifolium pratense L.

Nejvyssi obsah flavonoidd (0,151 %) po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym
vyvolala nejsilné€jsi koncentrace 100 pmol. V porovndni s kontrolni kulturou doSlo ke
statisticky vyznamnému zvySeni produkce flavonoidi o 36%.

Stimulace elicitace extracelularnimi vapenatymi ionty se nejvice projevila u
nejslabsi koncentrace chloridu hlinit¢ho (1 pmol) po pfidani chloridu vapenatého o
koncentraci 0,1 mmol. Byla tak zjiSténa nejvyssi produkce flavonoida (0,262 %) a doslo
ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce oproti kontrolni kultufe o 136 % a oproti
elicitované kultute o 106 %.

Aplikace verapamilu (blokatoru vapnikovych kanali) zplsobila sniZzeni produkce
snizeni produkce o 10 % bylo zjisténo opét po pridani nejslabsi koncentrace elicitoru (1

pmol) a nejsiln€jsi koncentrace verapamilu (100 pmol).

b) nové odvozena suspenzni kultura Trifolium pratense L.

Nejvyssi obsah flavonoida (0,179 %) po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym
vyvolala koncentrace 10 pmol. V porovnani s kontrolni kulturou doSlo ke zvySeni
produkce flavonoida o 20 %.

Stimulace elicitace extracelularnimi vapenatymi ionty se nejvice projevila stejné
jako u 4-leté kultury u nejslab8i koncentrace chloridu hlinitého (1 pmol) po pfidani
chloridu vépenatého o koncentraci 0,1 mmol. Byla tak zjiS§t€éna nejvyssi produkce
flavonoidii (0,220 %) a doSlo k statisticky vyznamnému zvySeni produkce oproti
kontrolni kultufe o 48 % a oproti elicitované kultufe o 24 %.

Aplikace verapamilu (blokéatoru vapnikovych kandl) zplisobila snizeni produkce
tedy snizeni produkce o 16 % bylo zjisténo po piidani prostiedni koncentrace elicitoru

(10 pmol) a nejsiln€jsi koncentrace verapamilu (100 pumol).
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U nové odvozené suspenzni kultury Trifolium pratense L. byl sledovan i obsah
isoflavonoidit po 24hodinové elicitaci chloridem hlinitym a také v kombinaci
s vapenatymi ionty a verapamilem.

Metodou HPLC bylo zjiSténo, Ze kultura Trifolium pratense L. obsahuje
isoflavonoidy genistin, genistein, daidzein a formononetin. Nejlepsi elicitacni u¢inek
méla nejslabsi koncentrace chloridu hlinitého (1 pmol), nebot’ v porovnani s kontrolni
kulturou byl obsah genistinu, daidzeinu a formononetinu zvysen o 50 %, 50 % a 40 %.

Piisobenim kombinace chloridu hlinitého a chloridu vapenatého doslo ke zvySeni
produkce vSech sledovanych isoflavonoidii. Maximalni obsah byl zjiStén u genistinu
(0,14 %) po aplikaci chloridu hlinitého (10 pmol) a chloridu vépenatého o koncentraci 1
mmol. V porovnani s kontrolni kulturou doSlo ke zvySeni produkce o 133 %,
v porovnani s elicitovanou kulturou o 56 %. V ptipadé kombinace koncentraci chloridu
hlinit¢ho (10 pmol) a chloridu vapenatého 10 mmol doSlo k produkci biochaninu A
(0,01 %), kterd nebyla v kontrolni kultufe zaznamenéna.

Ovlivnéni produkce isoflavonoidii verapamilem se nejvice projevilo u jeho
nejsiln€jSi koncentrace. Nejvétsi snizeni produkce bylo zjiSténo po pridani nejsiln€jsi
koncentrace elicitoru 1 verapamilu (100 umol). U genistinu doslo ke snizeni oproti
kontrolni kultute o 20 % a oproti elicitované kultufe o 60 %. Snizeni produkce
genisteinu 1 daidzeinu bylo o 100 % oproti kontrolni i elicitované kultufe. U
formononetinu bylo snizeni produkce zjiSténo pouze oproti elicitované kultute a to o

20%.
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9 Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakognozie

Kandidat: Mgr. Jitka Vankova

Skolitel: PharmDr. Marie Kagparova, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: Abioticka elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L.

Byl sledovan vliv 24hodinové aplikace samotného elicitoru chloridu hlinitého (1
pmol, 10 pmol, 100 umol) a v kombinaci s chloridem vapenatym (0,1 mmol, 1 mmol,
10 mmol) a verapamilem (1 pmol, 10 pmol, 100 pwmol) na produkeci flavonoidi a
isoflavonoidii u 4-leté a noveé odvozené suspenzni kultury Trifolium pratense L. Kultury
byly kultivovany na médiu dle Gamborga spiidanou kyselinou 2,4-
dichlorfenoxyoctovou (2 mg.I") s 6-benzylaminopurinem (2 mg.I™), pii teploté 25°C a
svételné periode 16 hodin svétlo/8 hodin tma.

Maximalni produkci flavonoidi (0,262 % a 0,220 %) vyvolalo u obou
sledovanych kultur pfidani nejslabSich koncentraci chloridu hlinit¢ého (1 pmol) a
vapenatych iont (0,01 mmol). Nasledné ovlivnéni elicitace piidanim verapamilu jako
blokatoru vapnikovych kanalu se prokazalo sniZzenim produkce sledovanych metabolitl
u obou kultur pouze po aplikaci nejsiln€j$i koncentrace 100 pmol.

U nov€ odvozené suspenzni kultury Trifolium pratense L. byla sledovana také
produkce isoflavonoidi. Nejvétsi elicitacni Gi€inek na produkcei genistinu (0,14 %) méla

koncentrace elicitoru 10 umol a chloridu vapenatého 1 mmol.

62



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové
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Title of Rigorous Thesis:

Abiotic elicitation of suspension culture of Trifolium pratense L.

We investigated the effect of a 24-hour application of aluminum chloride elicitor
alone (1 pumol, 10 umol, 100 umol) and in combination with calcium chloride (0,1
mmol, 1 mmol, 10 mmol) and verapamil (1 pmol, 10 pumol, 100 pmol) on the
production of flavonoids and isoflavonoids in 4-year-old and newly derived suspension
cultures of Trifolium pratense L. Cultures were cultivated on a medium according to
Gamborg added 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2 mg.1") with 6-benzylaminopurine (2
mg.I™") at 25 ° C and a light period of 16 hours light / 8 hours dark.

The maximal production of flavonoids (0.262% and 0.220%) resulted in two
observed groups of cultures add the weakest concentration of aluminum chloride (1
umol) and calcium ions (0.01 mmol). Subsequent addition of elicitation effect of
verapamil as a calcium channel blocker has been demonstrated by reducing the
production of metabolites observed in both cultures only after the strongest
concentration of 100 pmol.

The newly derived suspension cultures of Trifolium pratense L. was also tracked
production of isoflavonoids. The greatest effect of elicitation on the production genistin

(0.14%) had a concentration 10 umol of elicitor and 1 mmol of calcium chloride.
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