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1. UVOD

Velkou skupinu rostlinnych sekundarnich metaboliti pozoruhodnych svoji
bohatou strukturni variabilitou a Sirokym rozsahem biologickych ucinka tvoii
fenylpropanoidy. K jejich vyznamnym zastupcim patti flavonoidy a isoflavonoidy,
coz jsou zaroven dilezité obsahové latky jetele lu¢niho (Trifolium pratense L.,
Fabaceae). [3,7]

Fenylpropanoidy jsou syntetizovany S$ikimatovou cestou za pomoci
aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. Zékladnim klicovym
meziproduktem biosyntézy je kyselina skoficova nebo jeji derivaty. Nedavné studie
ptinesly nové pohledy na regulaci biosyntézy Sikimatové drahy, aromatickych
aminokyselin i celé¢ fady rozmanitych sekundarnich metabolitli z nich odvozenych.
Zaroven byla identifikovana fada transkripénich faktorti regulujicich expresi gent

kodujicich enzymy biosyntézy, které jsou pfedmétem dalSich vyzkumui. [3,16]

K produkci sekundarnich metabolitii se po dlouhou dobu vyuzivalo polni
péstovani bylin. Vzhledem Kk obtizim pfi zajist'ovani ptirodnich surovin vedly snahy
Kk hledani alternativnich zptsobd produkce odpovidajicich sekundarnich metabolitd

prostfednictvim biotechnologického péstovani kultur in vitro. [30]

Moznosti vyuzivani rostlinnych explantati k produkci 1é¢ivych latek
jsou vsak zatim omezené. Zkoumaji se cesty ovlivnéni této produkce vyuzitim
prekurzori poZadovanych metaboliti, biotransformaci nebo procesem elicitace

kultur. [7]

V porovnani s diferencovanou rostlinou se osvédc¢ily bunééné kultury in vitro
jako idedlni systém ke studiu biosyntézy piirodnich latek na enzymové urovni.
V kulturach se do biosyntézy ve vétSiné ptipadl zapojuji a tidi ji stejné signaly jako

V intaktni rostliné.



Neustale se také studuji a vylepsuji procesy bioreaktorovych studii k vyuziti
produkce sekundarnich metaboliti z kultur rostlinnych buiiek a hledaji se nové

moznosti zlepSeni primyslového vyuziti. [30]

Stoupajici zdjem o produkci flavonoidii a isoflavonoidi rostlinnymi
explantaty souvisi s Sirokym spektrem biologickych ucinki téchto latek. V posledni
dobé se objevuje mnozstvi ptipravku s obsahem isoflavonoidi jetele luéniho, které
jsou doporucovany zendm na odstranéni ¢i zmirnéni klimakterickych obtizi. Mnohé
studie se proto snazi potvrdit toto ptiznivé plisobeni na postmenopauzalni potize,
jejich vysledky ale nejsou jednotné. Soucasné vyzkumy proveéfuji i dalsi vyznamné
uc¢inky isoflavonu jetele luéniho. Znaénému védeckému zajmu podléhaji také

potencialni 1é¢ebné Gcinky dalsich druha Trifolium. [7,32]



2. CIL PRACE

Cilem rigordzni prace bylo sledovat ovlivnéni produkce kalusové a suspenzni
kultury Trifolium pratense L. prekurzory biosyntézy fenylpropanoida (aplikace

fenylalaninu a kyseliny skoticové).



3. TEORETICKA CAST

3.1. Fenylpropanoidy

3.1.1. Charakteristika

Fenylpropanoidy neboli derivaty fenylpropanu tvofi vyznamnou podskupinu
pfirodnich aromatickych latek. Jsou to slouceniny, které obsahuji na aromatickém
jadfe navazany tfiuhlikaty fetézec. Jsou syntetizovany nejcastéji Sikimatovou cestou
za pomoci aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. C6 + C3 konstrukce vyplyva

z cesty pocate¢ni deaminace primarniho metabolitu fenylalaninu. [1,2]

Fenylpropanoidy tvofi velkou skupinu rostlinnych sekundarnich metabolit,
pozoruhodnych svoji bohatou strukturni variabilitou a velmi Sirokym rozsahem
biologickych funkci a ucinki jak v rostliné samotné, tak i v pusobeni na jiné
organizmy. Chemicka rozmanitost fenylpropanoidi neni nahodna. Je vysledkem
specificky vyvinutych a fizenych biogenetickych drah, které se promita;ji

do prislusnych rostlinnych metabolizmu. [3,4]

Ruznorodost derivati odvozenych z pocate¢ni fenylpropanoidni struktury
vSudypfitomné v rostlinach slouzi k zasadnim vyvojovym rolim Vv rostlinné
strukturalni integrité, napt. UV fotoprotekci, reprodukci, wvnitini regulaci
fyziologickych funkci rostlinné bunky a signalizaci. Fenylpropanoidy jsou také

kli¢ovymi chemickymi modulatory rostlinné komunikace s hmyzem a mikroby. [1]

K nejpocetnéjSim a zaroven i1 nejvyznamnéjSim zastupcim fenylpropanoida
patii lignany, flavonoidy, kumariny, rotenoidy a stilbeny. [3]

Produkce flavonoidt, kumarini a strukturnich komponent typu ligninu
a suberinu mize byt ovlivnéna nasledkem stresové reakce pii obrané rostlin, jedna se

tedy o fytoalexiny. [3]



Rostliny jsou béhem riistu vystaveny riznym druhiim poskozeni vyvolanym
stresem, které vedou K poruseni rostlinné tkan¢ nebo k morfologickym zménam
v jejich stavbé. Proto si ve snaze eliminovat tyto stresové vlivy vytvotily komplexni
mechanizmus obrany, chranici je proti infekci nebo mechanickému poskozeni.
Jednim z téchto mechanizml je produkce fenylpropanoidnich latek. Na pocatku
syntézy téchto latek se nachazi enzym fenylalaninamoniumlyaza, jehoz aktivita je
ukazatelem obranyschopnosti rostliny vuci stresu. [6] Roli tohoto enzymu ve vztahu
Kk poranéni rostlin se bude vice vénovat kapitola 3.1.3.1. Fenylalaninamoniumlyaza
(PAL).

Problematikou obrannych reakci rostlin, fytoalexinti, flavonoidi a

isoflavonoidi jsem se zabyvala v diplomové praci. [7]

3.1.2. Biosyntéza fenylpropanoidi

Biosyntéza fenolickych obsahovych latek rostlin vychazi ve vétSin€ ptipadi
z aromatickych aminokyselin. U hub a prokaryontl je vyznamngj$i cesta vystavby

aromatl z acetatovych jednotek, coz u vyssich rostlin probihd jen minimaln¢.

Metabolizmus aromatickych sloucenin lze jen v omezené mife podcitat
k obecnym schopnostem rostlin. Tyto reakéni pochody probihaji v rozsahlych
usecich ve vysoce specifické vazbé na rostlinné rody a druhy. Pro biosyntézu
mnohych slou¢enin, které se odvozuji od fenylpropanovych latek, je k dispozici

vétsinou vice reak¢nich cest. [8]

U vétSiny rostlinnych druhli vyuzivajicich obecnou fenylpropanoidni cestu
biosyntézy jsou popsany tii zakladni enzymatické transformace piesmérujici tok
uhliku z primarniho metabolizmu a transformujici fenylalanin na koenzym A (CoA) -
aktivovany hydroxycinnamoyl thioester. Ten je schopny vstupovat do dvou

vyznamnéjSich cest biosyntézy: monolignolu a flavonoidu. [5]
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Deaminace fenylalaninamoniumlyazou (PAL) tvoii fenylpropanoidni jadro,
produktem je kyselina skoficova. Cinamat 4-hydroxylaza (C4H) katalyzuje uvedeni
hydroxylové skupiny do para postaveni aromatického kruhu kyseliny skoficové.
Vznika tak kyselina p-kumarova. Karboxylova skupina kyseliny p-kumarové je
nasledn¢ aktivovana utvarenim thioesterového komplexu s koenzymem A (CoA).
Tento proces je katalyzovan enzymem p-kumaroyl-CoA ligazou (4CL) (Obr 1).

Vyznamné traviny, nékteré druhy hub a bakteric vyuzivaji
tyrosinamoniumlydzu (TAL). Tento enzym pifimo pouziva tyrosin jako substrat.
Redukuje timto pocet enzymu nutnych pro produkci p-kumaroyl-CoA, ze tti hlavnich

enzymi pouze na dva. [5,9]

CH
NH HO
o ) £, RN B o
NH, 0y =

MADPH
CoA-SH | E3
El - fenylalaninamoniumlyaza (PAL) ATP
E2 - cinamat 4-hydroxyliza OH
E3 - 4 kamarat-CoA ligaza CoAS N
4-hydraxycinnamoyl-CaA

Obrazek 1: Schéma zakladnich krokt biosyntézy fenylpropanoidi. [10]
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3.1.3. Enzymy biosyntézy fenylpropanoidi

3.1.3.1. Fenylalaninamoniumlyaza (PAL)

Enzym zodpovédny za aktivaci prvniho kroku biosyntézy fenylpropanoidnich
latek se nazyva fenylalaninamoniumlyaza (PAL). Jedna se o enzym katalyzujici

neoxidativni deaminaci fenylalaninu na trans-skoficovou kyselinu a amoniak. [6]

Jiz v roce 1961 autofi Koukol, Conn a Neish byli schopni ptislusné ukézat, ze
fenylalanin muze byt pfevedeny na trans-cinamat a tyrosin na trans-p-kumarat
se ztratou amoniaku. Enzym zodpovédny za tuto klamné jednoduchou reakeci je nyni

znamy pod nazvem PAL. [11]

Kvuli své klicové roli v sekundarnim metabolizmu fenylpropanoidi byl PAL
zna¢né studovany. Je to také jediny hlavni enzym cesty biosyntézy fenylpropanoidd,
pro ktery jsou Kk dispozici detailni strukturné-funk¢éni informace. Prvni struktury
bakterialni a rostlinné PAL byly rozlustény v roce 2004. Dalsi bakterialni a houbové
PAL/TAL struktury byly objasnény az pozdéji. [5]

Obrazek 2: Krystalova struktura fenylalaninmoniumlyazy (PAL). [12]
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Mechanizmus PAL je obdobou mechanizmu enzymu histidinamoniumlyazy

(HAL) pochazejiciho z hlavni degradacni cesty distribuovaného histidinu. [5]

Skupina  L-aminokyselinamoniumlyaz  katalyzuje odStépeni protonu
z B uhliku a nasledné odstépeni aminoskupiny z aminokyseliny. Enzymy obsahuji
jako kofaktor 3,5-dihydro-5-methyliden-4H-imidazol-4-on (MIO), ktery se tvofi
cyklizaci a dehydrataci sekvence tfi konzervovanych aminokyselin (Ala-Ser-Gly).
MIO je siln¢ elektrofilni. [6,13]

V prvnim kroku reaguje methylidenovd skupina MIO s aminoskupinou
substratu za tvorby aduktu. Pozitivni naboj na dusiku a schopnost aromatického
vedlejsiho fetézce substratu piitahovat elektrony vede k aktivaci C3 fenylalaninu
pro deprotonizace bazi z aktivniho mista PAL za tvorby karbanionu.Vazba mezi C2
substratu a aminoskupinou se rozstépi, jednim z hlavnich produktd je kyselina
skoticova. Komplex MIO-NH2 je protonizovan kyselou skupinou v aktivnim misté

PAL za odstépeni NH3 a regenerace MIO. [6]

Enzym PAL se nejvice vyskytuje u vyssich rostlin, dale u nékterych hub a

prokaryotnich organizmd. V zivocisnych tkanich neni pfitomny. [6]

V zavislosti na biologickém zdroji mize PAL katalyzovat s vétsi ¢i mensi
ucinnosti také reakci s tyrosinem jako substratem. U dvoudéloznych rostlin je PAL
vysoce specifickd pro fenylalanin. U nékterych druhii fotosyntetickych bakterii
upiednostiiuje PAL jako substrat tyrosin za vzniku p-hydroxyskoficové kyseliny.
U jednodéloznych rostlin katalyzuje pfeménu tyrosinu i fenylalaninu Se stejnou

ucinnosti. [6]
Studium PAL, enzymu vyznamného pro aktivaci prvniho kroku biosyntézy

fenylpropanoidu a dalSich vyznamnych ptirodnich latek, je v soucasné dobé stiedem

vyzkumného zajmu také v souvislosti s obrannymi reakcemi rostlin. [6]
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3.1.3.1.1. Aktivita PAL p¥i obrannych reakcich rostlin

Ptfi poranéni rostlin dochazi vlivem zmén v rostlinné tkdni k indukci
promotoru fenylalaninamoniumlyazy (PAL), ktery spousti akumulaci PAL mRNA
a vysledné se zvySuje aktivita tohoto enzymu. Na ovlivnéni koncentrace PAL se
podili také hloubka a velikost poranéni, §ifeni signalti a akumulace latek zahrnutych
v sekundarnich procesech. V misté poranéni enzymy polyfenoloxidaza a peroxidaza
zpusobuji oxidaci polyfenolickych latek, coz se projevuje zhnédnutim rostlinné
tkan¢. ZvysSena koncentrace PAL V rostlinach je odezvou nejen na poranéni, ale

I na infekci, pfipadné teplotni zmény, UV zafeni, radiaci apod. [6]

U nékterych rostlinych druhl byla popsdna souvislost mezi aktivitou PAL
a vzdalenosti od mista poranéni. V okoli mista plisobeni stresového faktoru je mozné
ocekavat ucast signalnich molekul, které se podileji na indukci aktivity PAL
v rostlinnych tkanich. Jako signalni molekuly mohou slouzit latky jako kyselina
salicylova, abscisovd, jasmonova a jeji methylester — methyljasmonat. Naptiklad
kyselina jasmonova a methyljasmonat zvysuji produkci PAL mRNA a nasledné
aktivitu PAL u bunénych kultur sojovych bobu a také indukuji akumulaci
sekundérnich metaboliti: N-substituované amidy hydroxyskoticové kyseliny (HCA).
Strukturné se jedna o polyaminy kovalentné vazané na hydroxyskoficové kyseliny
(napf. kyselinu kumarovou a kavovou). Po infekci patogeny bylo pozorovano
zvySeni koncentrace HCA. Tyto signalni molekuly vyvolaly zvySeni aktivity PAL

u mladé listové tkan¢, ale u starSich listd k témto zménam nedoslo. [6]

Svou roli mize mit PAL také pii vzniku systémové odolnosti po napadeni
rostliny patogenem. Systémova rezistence je aktivovana lokalnimi nekrozami
zpusobenymi houbovou, bakteridlni nebo virovou infekci. Pro jeji vytvofeni je
pravdépodobné dulezité nahromadéni kyseliny salicylové. Enzym PAL katalyzuje
prvni krok jeji biosyntézy, pfeménu fenylalaninu na kyselinu trans-skotficovou.
Exprese genu nahG v rostlinach se podili na zvySené citlivosti k onemocnéni.

Vlivem kyseliny salicylové nebo jejiho funkéniho analogu kyseliny
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2,6-dichlorisonikotinové se muze citlivost zménit v odolnost. Mechanizmus indukce

rezistence prostiednictvim kyseliny salicylové neni jesté zcela objasnén. [6]

3.1.3.2. Cinamat 4-hydroxylaza

Dalsim krokem biosyntézy po vytvofeni cinamatu z fenylalaninu v hlavni
sekvenci je para hydroxylace. Druhy enzym této cesty biosyntézy je clenem
vSudypfitomného mikrozomalniho enzymu skupiny oxygenaz znamych jako
Cytochrom P-450. Takto pojmenovany je kvuli vlastnosti absorbce (pifi 450 nm)
jejich katalického zeleza - obsahujici hem kofaktory. [5,11]

Reakce probiha dle nasledujiciho schématu. Substraty vstupujici do této
reakce jsou: trans-cinamat, NADPH, H" a O,. Produkty jsou: 4-hydroxycinamat,
NADP" a H,0. [14]

trans-cinamat + NADPH + H* + O, =4-hydroxycinamat + NADP* + H,0 [14]

Cytochrom P-450 monooxygenazy hraji dilezitou roli v hlavnich cestach
metabolizmu fenylpropanoidi. Presto doposud nebyla Zzadna rostlinna P-450
monooxygenaza strukturalné charakterizovana. [5]

Strukturalni objasnéni podobného savc¢iho jaterniho P-450 systému bylo
usnadnéné vyuzitim mutaci a deleci v primarni sekvenci vedené homologie

k pocatecni krystalové struktufe rozieseného bakterialniho P-450 systému. [5]

Homologie modelovani rostlinnych P-450 systéml zaloZend na téchto
pribuznych strukturach mutze poskytnout zachytné body. Co se tyce funkéni
rozmanitosti rostlinnych P-450 sSystémd obecné, podrobnéjsi a piedvidatelngjsi
porozuméni jejich roli v cestach biosyntézy fenylpropanoidi ocekava dalsi
biochemické zkoumani a strukturdlni objasnéni. Zatimco nahrazeni enzymu TAL
za PAL dovoluje obejit tento pocate¢ni nerozlustitelny P-450 enzym biosyntézy,
nasledujici kroky katalyzované P-450 systémem v monolignolové a flavonoidni cesté

biosyntézy nelze tak snadno obejit. [5,9]
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3.1.3.3. 4-kumarat-CoA ligaza

Kone¢nym krokem hlavni fenylpropanoidni cesty biosyntézy je thioesterova
aktivace. Tato reakce je katalyzovana enzymem 4-kumarat-CoA ligazou. Je ¢lenem
skupiny vsudyptitomnych AMP (adenosinmonofosfat) produkujicich adenylujicich
enzymi (AAE). Tyto enzymy vyuzivaji adenylovany meziprodukt utvoreny
kondenzaci AMP s karboxylovou skupinou - nosny maly molekulovy substrat cestou
ztraty pyrofosfatu z ATP (adenosintrifosfat). AMP je nasledovné uvolnény béhem
kovalentniho pfenosu adenylovaného substratu k napadeni nukleofilniho tfetiho
substratu, CoA nebo ekvivalentni fosfo- panteinové jednotky. Ackoli zatim nebyla
7zadna krystalova struktura tohoto enzymu publikovana, jsou znamé nékteré
souvisejici struktury skupiny enzymid AAE. Mezi nimi acyl a acetyl-CoA ligazy
primarniho metabolizmu, ze kterych se rostlinné fenylpropanoid-CoA ligazy

pravdépodobné vyvinuly. [5]
Obecné lze pribéh této reakce shrnout do nasledujiciho schématu.
Tti  substraty vstupujici do reakce jsou: ATP, 4-kumarat, CoA.

Vznikajici produkty jsou: AMP, pyrofosfat, 4-kumaroyl-CoA. [15]

ATP + 4-kumarat + CoA =AMP + pyrofosfat + 4-kumaroyl-CoA [15]

NH,
HO. N X
30 CHS </ N
'O |
7 S\/\Nk/\ FI’I-I Fl’ . N NJ
L? OH
O=IT—OH
OH

Obrazek 3: 4-kumaroyl-CoA [15]
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3.2. Prekurzory biosyntézy fenylpropanoidi

3.2.1. Obecna charakteristika

Fenylpropanoidy jsou syntetizovany S$ikimatovou cestou za pomoci
aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. Sikimatova drdha produkuje
nejvetsi pocet jejich zékladnich strukturnich typi. Z téch pak dale vznika obvykle
jednoduchymi enzymatickymi transformacemi mnoho stovek az tisici derivati.
Zakladnim klicovym meziproduktem biosyntézy je pak kyselina skotficova nebo jeji
hydroxyderivaty: kyselina p-kumarova a kavova, ¢i jejich methoxyderivaty: kyselina
ferulovd a sinapova. Z téchto klicovych latek vznikaji dal$i vyznamné

meziprodukty.[3]

3.2.2. Aromatické aminokyseliny

Aromatické aminokyseliny (AAA), fenylalanin (Phe), tyrosin (Tyr)
a tryptophan (Trp), jsou ustfedni molekuly v metabolizmu rostlin. VV rostlinach
slouzi nejen jako podstatné soucasti syntézy proteint, ale také jako prekurzory
pro Siroky okruh sekundarnich metabolitt dilezitych pro rust rostlin i pro lidskou

vyZzivu a zdravi. [16]

Aromatické aminokyseliny nachazeji své uplatnéni také v primyslu
pii vyrobé nizkokalorického sladidla aspartamu a monoaminovych neurotransmitert
typu serotoninu, dopaminu (antiparkinsonikum - levodopa), adrenalinu a
noradrenalinu, vyskytujicich se v centralnim a perifernim nervovém systému vétSiny

druhti savci. [16]
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3.2.2.1. Biosyntéza aromatickych aminokyselin

V rostlindich a mikroorganizmech se benzenové jadro muze tvorit
biosynteticky na rozdil od lidského téla, pro které jsou tyto latky esencidlni.

Biosynteticka tvorba aromati mlize probihat dvojim zptisobem:
- Z cukernych zbytkli metaboliti drahou Sikimatovou
- linearni kondenzaci kyseliny octové, tzn. drahou polyketidovou (acetogeninovou).

Prvni cesta vede k aromatickym systémum s kyslikovymi funkcemi v ortho-
a para-polohach, druha cesta k meta-substitu¢nim derivatim. Pfi biosyntéze
nckterych latek s vice aromatickymi cykly se mohou uplatnit obé cesty. Napf.
2- fenylchromony, od nichZ jsou odvozeny flavony, anthokyany, katechiny atd. Obé&
biosyntetické cesty vystavby aromatti maji svoje spoleéné zakladni etapy. Nejprve se
vytvaii zakladni skelet, ktery je pak nésledn¢ modifikovan, eventuelné
transformovan pomoci n¢kolika malo specifickych enzymi do kone¢né podoby casto

velmi pocetnych metabolitil, na tzv. metabolickou sit’. [8]

Cesty biosyntézy AAA a jejich regulace byly znaéné prozkoumany
v bakteriich (poprvé vysvétleno u Escherichia coli) pro jejich vyuzitelnost

v potravinarském a farmaceutickém priamyslu. [8,16]

V rostlinach, bakteriich a houbach jsou aromatické aminokyseliny
syntetizovany z prekurzoru metabolizmu - chorizmatu, ktery vznika Sikimatovou
cestou biosyntézy. U bakterii je tato cesta AAA téméf vyhradné uZivana pro syntézu
bilkovin. V rostlindch AAA slouZi také jako prekurzory pro rlizné druhy rostlinnych
hormoni (napf. auxiny) a aromatickych sekundarnich metaboliti s rozmanitymi

biologickymi funkcemi a biotechnologickou hodnotou. [16,17]

Piesto regulace a souinnost syntézy téchto aminokyselin neni jesté zcela
objasnéna. Nedavné studie piindsi nové pohledy na regulaci biosyntézy Sikimatové
drahy, aromatickych aminokyselin i celé fady rozmanitych sekundarnich metaboliti

z nich odvozenych. Byla identifikovana fada transkripénich faktorG regulujicich
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expresi genti kddujicich tyto enzymy u Arabidopsis i jinych rostlinnych druht a je

predmétem dalSich vyzkumu. [16]

3.2.2.2. Geny kodujici enzymy biosyntézy

Geny kodujici enzymy celé Sikimatové drahy byly identifikovany v rodu
Arabidopsis a u dal$ich druht rostlin pfedevsim z divodu jejich homologie s geny

mikrobialnich organizmu. [16]

Arabidopsis je rod z celedi Brassicaceae podléhajici velkému zajmu
genetickych vyzkumd a molekularni biologie. Obsahuje rostlinu huseni¢ek rolni
(Arabidopsis thaliana), jeden z modelovych organizmi pouzivanych pro studium
biologie rostlin, a prvni rostlinu majici sekvenovan cely sviij genom. Rostlina slouzi
jako velmi wuziteny model s dobie pozorovatelnymi zménami. Ma jeden

z nejmensich genom® mezi rostlinami. [18,19]

Expozice rostlin riznym stresim obecné indukuje expresi geni kodujicich
Sikimatovou cestu a enzymy metabolizmu aromatickych aminokyselin. Bylo popsano
nékolik transkripcnich faktorti (TFS) kodujicich geny Sikimatové cesty a biosyntézy
aromatickych aminokyselin. Naptiklad zvySend exprese genu AtMYB15
v Arabidopsis rostlinach zvySuje expresi téméf ve vSech genech zapojenych
do sikimatové drahy, z ¢ehoz vyplyva, Ze se jedna o piimy regulator této drahy. [16]

Dalsi ptiklady uvadim v nasledujici kapitole tykajici se ptisluSnych enzymu

Sikimatové drahy.

3.2.2.3. Enzymy $ikimatové drahy

Biosyntéza aromatického cyklu cestou kyseliny Sikimové (nazev pochazi
z japonského Sikimi-noki = badyaniku, Illicium verum) je typicka zejména pro zelené
rostliny, coz patrn¢ souvisi s tim, ze fotosynteticka tvorba cukrii pro n¢ poskytuje

dostatek vychoziho materialu — erytroza-4-fosfatu a fosfoenolpyruvatu. [8]
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Sikiméatova cesta biosyntézy zahrnuje sedm reakci katalyzovanych Sesti

enzymy produkujici chorizmat.

Fosfoenolpyruvat (PEP) a erytroza-4-fostat (E-4P) jsou samostatné odvozeny
z glykolyzy a neoxida¢ni vétve pentdza fosfatové cesty spojujici Sikimatovou cestu

biosyntézy S centralnim uhlikovym metabolizmem. [16,20]

» Prvni enzym Sikimatové cesty 3-deoxy-D-arabino-heptulozonat-7-fosfat
syntaza (DAHPS) katalyzuje utvafeni 3-deoxy-d-arabino-heptulozonat-7-
fosfatu z PEP a E-4P. Tento enzym vyzaduje pro svoji aktivitu Mn®* a
redukovany thioredoxin (TRX). [16]

V' Arabidopsis rostlinach je popsany gen DAHPS1 indukovany fyzickym
poranénim, methyl-jasmonatem, infiltraci patogennimi kmeny Pseudomonas

a dalSimi faktory. [16,22]

» Druhy enzym je 3-dehydrochinat syntaza (DHQS), ktery katalyzuje utvaieni
3-dehydrochinatu. [16]

» Tteti a ¢tvrty enzymaticky krok katalyzuje bifunkéni enzym 3-dehydrochinat
dehydrataza (DHQ/SDH)/sikimat 5-dehydrogenaza (SDH), vedouci

k formaci sikimatu. [16]
Arabidopsis AtDHQ/SDH gen se ukazal byt potiebny pro vyvoj a funkci
zenského gametofytu a zaroven propojeni Sikimatové cesty s rozmnozovanim

rostlin. [16,23]

» Enzym Sikimat kinaza (SK), katalyzujici patou reakci Sikimatové cesty,

ATP-dependentni fosforylaci Sikimatu na Sikimat 3-fosfat. [16,21]
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Ruizny pocet izoforem SK lze nalézt u n¢kolika druhti rostlin. Naptiklad jedna
u zelenych fas, plavuni, mechorosti a jedna az tfi izoformy u jednod€loznych

a dvoud¢loznych rostlin. [21]

Analyza proteinu SK u rostliny Spinacia olerancea odhalila jeho modulaci
dle energetického stavu. Je tedy obdobou bakteridlnich SK proteint a jinych
enzymu vyuzivajici ATP (adenosintrifosfat). [21]

> EnolpyruvylSikimat 3-fosfat syntaza (EPSPS) enzym, ktery katalyzuje
vytvoreni enolpyruvylsikimat 3-fosfatu (EPSP), katalyzuje dalsi enzymatickou
reakci. [16]

Exprese genu EPSPS muaze byt indukovana v reakci napf. na infekci
nekrotrofnim houbovym patogenem Botrytis cinerea. Rostlinné EPSPS
enzymy mohou byt kompetitivné inhibovény herbicidem
N—fosfonomethylglycinem (glyfosfat, analog fosfoenolpyruvatu), majici

za nasledek snizeni toku Sikimatové cesty. [16,24]

» Posledni krok Sikimatové cesty je katalyzovan chorizmat syntazou (CS),

Ktera pfeménuje EPSP na chorizmat. [16]

Reakce katalyzovana enzymem CS vyzaduje flavin mononukleotid (FMN),
ktery je donorem elektroni pro enolpyruvylsikimat 3-fosfat (EPSP),
usnadiiujici Stépeni fosfatu. Jeden az dva CS geny byly nalezeny u zelenych
fas, plavuni, mechorostt. Jeden az tii CS geny v genomech jabloni a jetelovin.
[21]

Chorizmat je ustfedni metabolit v rostlinnych bunkach slouzici jako

prekurzor pro syntézu aromatickych aminokyselin (Phe, Try, Tyr). Také se uplatiiuje

.....

tetrahydrofolatu, isochorizmatu v cesté k produkci salicylatu, fylloquinonu (vitamin

K1) a riznych pigmentt. [16]
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3.2.3. Fenylalanin

Systematicky | (2S)-2-amino-3-fenylpropanova
nazev kyselina

Raciondlni nazev | | -2-amino-3-fenylpropionova

kyselina
L-a-amino-B-fenylpropionova
kyselina
Trivialni nazev L-fenylalanin
Sumarni vzorec CoH11NO,

Obrazek 4: Struktura fenylalaninu [25]

Aromaticka aminokyselina fenylalanin (Phe) se vyskytuje ve vsech
organizmech, zejména je podstatnou soucasti bilkovin. V rostlinach slouzi jako
prekurzor pro velkou Skalu raznych funkénich sekundarnich metabolitd, véetné

fenylpropanoidda, flavonoidi, lignind, antokyanti @ mnoha dalsich. [16]

Hlavni cesta biosyntézy Phe v rostlinach nastava prostiednictvim metabolitu
arogenatu. Soucasné studie naznacuji, Ze by rostliny mohly syntetizovat fenylalanin
také prostfednictvim metabolitu fenylpyruvatu (PPY), podobné jako mnoho
mikroorganizmi. To je predmétem dalSich vyzkumut. [16,26] (Viz. nasledujici

kapitola 3.2.3.1 Biosyntéza fenylalaninu).
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Lidské télo si neumi fenylalanin syntetizovat, proto patii mezi esencialni
bilkoviny, které musi pfijimat v potrave. V lidském organizmu patii mezi kodované
esencialni (glukoplastické i ketoplastické aminokyseliny). V ¢istém stavu je to bila
krystalickd latka. Je velmi dilezitd jako sloucenina slouzici k tvorbé

neurotransmiterti dilezitych pro ¢innost nervové soustavy. [25]

Primyslové se fenylalanin vyuzivda k vyrobé vonavek a k syntéze
nizkokalorického umélého peptidového sladidla aspartamu  (L-Asp-L-Phe-
methylester). Je pouzivan jako ochucovadlo potravin, konzervacnich a

antioxida¢nich pfipravka. [25]

3.2.3.1. Biosyntéza fenylalaninu

» Prvni krok biosyntézy fenylalaninu z chorizmatu je katalyzovany enzymem

chorizmat mutazou (CM), ktera pieménuje chorizmat na prefenat.

Doposud byly popsany v Arabidopsis rostlinach tii CM geny (AtCM1-3).
Tyto AtCM geny jsou odlisné€ vytvareny v riznych tkanich a pouze AtMCl1
je indukovany rtiznymi elicitory a patogeny. Aktivita AtCM1 a AtCM3 je
inhibovéna aminokyselinami Phe a Tyr, zatimco AtCM2 se zd4 byt k témto

aromatickym aminokyselinam necitlivy. [16]

» Posledni dva enzymatické kroky pievadéjici prefenat na fenylalanin
v rostlinach nejsou jesté zcela objasnény. Hlavni cesta biosyntézy zahrnuje
konverzi chorizmatu ptes prefenat a arogenat na fenylalanin katalyzované
ptislusnymi enzymy prefenat aminotransferaza (PAT) a arogenat

dehydrataza (ADT). [16]
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Zustava sporné, zda rostliny mohou také pfeménit podobnym zpisobem jako
u Escherichia coli a riznych dalSich mikroorganizmt néjaké mens$i mnozstvi
prefenatu pies fenylpyruvat (PPY) na fenylalanin s vyuzitim aktivity enzymi
prefenat dehydrataza (PDT) a fenylalanin aminotransferaza.

Ackoli byla v rostlinach zaznamenana enzymaticka aktivita PAT prevadéjici
prefendt na arogenat, zadny gen kodujici podobnou aktivitu nebyl dosud zcela
objasnén. Piedpokladd se moznost vyskytu Sesti udajnych gent kédujicich ADT
izoenzym v Arabidopsis rostlinach, vykazujici ADT aktivitu — tedy pfevod arogenatu
na fenylalanin. Pfesto tfi z nich (ADT1, ADT2 a ADT6) tdajné také mohou vyuzivat
prefenat jako substrat a prevést jej na fenylpyruvat. Obdobné Ize nalézt nedavno
charakterizované tii geny kodujici ADT izoenzym i v petanii (Petunia hybrida),

preferencné vyuzivajici arogenat jako substrat, ale v niz$i mife i prefenat. [16,26]
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Obrazek 5: Schéma biosyntézy fenylalaninu [21]
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3.2.4. Kyselina skoricova

OH

Systematicky nazev | Kkyselina (E)-3-fenylprop-2-enova

Trivialni nazev kyselina skoficova

kyselina trans-skoticova,

Ostatni nazvy kyselina (E)-skoficova,
kyselina fenylakrylova
Sumarni vzorec CoHgO,

Obrazek 6: Struktura kyseliny skoficové [27]

Kyselina skoficova je organickd sloufenina S chemickym vzorcem
CeHsCHCHCOOH. Je to bila krystalicka latka. Ziskava se z oleje skofice nebo
z balzamu, naptiklad storaxu. Nachazi se také v bambuckém tuku. Lze ji vyrobit

i synteticky. [27]

V prumyslu nachézi vyuziti v pfipravé ochucovadel, syntetického indiga, ale
i nékterych 1é¢iv. Jejim primarnim pouzitim je vyroba methyl-, ethyl- a benzylestera
pro parfumaisky primysl. Kyselina skoficova mad "medovou, kvétinovou vini"
(Merck index). Kyselina sama a jeji te¢kavejsi ethylester (ethylcinnamat) jsou vonné
a chutové slozky esencidlniho oleje skofice, ziskavaného z klry rtznych druht

skoficovniktl. Podstatnou slozkou tohoto oleje je ptibuzna latka cinnamaldehyd. [27]
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Predmétem vyzkumi je také vyuziti kyseliny skoficové v 1écbé diabetu

pro udajné antihyperglykemizujici t¢inky. [28]

Kyselina skoficova a jeji derivaty (napf. kyselina kumarova, kavova,
ferulova, sinapova a jiné) jsou velice rozsifené v rostlinné fisi, mohou se vyskytovat
téz u mikroorganizmu, fidceji téz U zivocCichi. V rostlinach se vétSinou nachazeji
vazané¢ na cukry, nebo jako estery kyseliny chinové. Ve velkém mnozstvi se

vyskytuji jako slozka balzamu a zivic. [2]

Derivaty kyseliny skoficové, zejména s fenolickou hydroxylovou skupinou,
jsou znamé jako antioxidanty. Kyselina skoficova ma antimikrobialni aktivitu. Jeji
derivaty izolované z rostlinného materialu i Syntetizované vykazuji antibakterialni,

antivirové a antimykotické vlastnosti. [29]

Redukci karboxylové skupiny kyseliny skoficové vznikaji ptirodni latky
s uhlikatym fetézcem na aromatickém kruhu. Retézec mize byt alylovy (napi.
methylchavikol, safrol, muyristicin ¢i apiol) nebo 2-propylenovy (napf. anetol,
eugenol, B-asaron, ale téZ cinnamaldehyd). Tyto latky jsou slozkami silic celedi

mifikovitych, ale téz jiz zminéné skoticové silice. [2]

Kyselina skoficova je podstatnou soucasti biosyntetickych cest vedoucich
ke vzniku Sikimatu a fenylpropanoidi. Biosyntéza kyseliny skoficové
z aminokyseliny fenylalaninu probiha za pritomnosti enzymu
fenylalaninamoniumlyazy (PAL), pfitomného v rostlinnych pletivech. Podrobnéji se

tomuto enzymu vénovala kapitola 3.1.3.1. Fenylalaninamoniumlyaza (PAL). [16]
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3.3. Explantatové kultury

3.3.1. Sekundarni metabolity

Sekundéarni metabolity rostlin byly vyuzivany po staleti v tradi¢ni medicing
diky své biologické aktivité. V souCasné dob€ nachazi uplatnéni predevSim

ve farmaceutickém, kosmetickém a chemickém prumyslu. [30]

Rostlinné sekundarni slouceniny jsou obvykle klasifikovany dle jejich
nejdulezitéjSich biosyntetickych drah. Za hlavni skupiny obecné povazujeme: fenoly,

terpeny, steroidy a alkaloidy. [30]

Diky zdokonaleni biochemickych technik a vzestupu molekuldrni biologie,
bylo jasnéji ukazano, ze sekundarni produkty hraji vyznamnou roli v adaptaci rostlin
k jejich prostfedi. Napfiiklad v ochrané rostliny pfed patogeny (fytoalexiny).
Piedstavuji také vyznamné UV absorbujici latky zabranujici poskozeni listh

pusobenim svétla. [30]

K produkci sekundarnich metabolitii se po dlouhou dobu vyuzivalo polni
péstovani bylin. Nicméné rostliny pochdzejici z ur€itych biotopli miize byt obtizné
pestovat mimo jejich mistni ekosystémy. Snahy védct a biotechnologi vedly
k hledani alternativnich zpuisobt jak produkovat odpovidajici sekundarni metabolity

prostiednictvim rostlinnych bunék, tkanovych a organovych kultur. [30]

Studium rostlinnych sekundarnich metabolitli se prohloubilo v poslednich 50
letech. Jiz v roce 1960 byly zavedeny jako moZny néstroj pro studium a produkci
rostlinnych sekundarnich metaboliti technologie rostlinnych bunécénych kultur.
Ruizné strategie, které byly pouzivané v in vitro systémech, byly podrobné studované
s cilem zlepSit produkci sekunddrnich rostlinnych latek. 'V porovnani
s diferencovanou rostlinou se bunécéné kultury osvédCily jako idedlni systém

ke studiu biosyntézy piirodnich latek na enzymové trovni. V kulturach se
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do biosyntézy ve vétSiné piipadl zapojuji a fidi ji stejné signaly jako v intaktni
rostliné. PredevSim byly studovany nediferenciované bunécéné kultury, ale velky
zajem byl také vénovan kulturam kotenovych vlaska a dalsim organovym kulturam.
Byly zpracovavany také specifické procesy, které by spliovaly pozadavky
na kultivaci rostlinnych bun¢k a organovych kultur v bioreaktorech. Navzdory
tomuto Usili rostlinnd biotechnologie v porovnani s jinymi biotechnologickymi
oblastmi, jako jsou napf. mikroorganizmy nebo sav¢i bunééné kultury, vedla k velmi
malym komerc¢nim uUspéchiim pii produkci cennych sekundarnich latek (Sikonin,
ginseng, taxany, indolové a tropanové alkaloidy). To muize byt vysvétleno
nedostatkem zdkladnich znalosti o biosyntetickych cestdich nebo nedostate¢né
pfizpisobenym podminkdm v bioreaktorech. Objevenim rekombinace DNA se
oteviela novd moznost pfimo modifikovat geny zapojené do biosyntézy, obménovat

cesty, které vedou k sekundarnim rostlinnym metabolitam. [30]

3.3.2. Kultury invitro

Zjisténi, ze rostlinné bunécné kultury mohou produkovat sekundarni
metabolity, otevielo cestu pro studium novych mozZnosti vyuziti predevSim

ve farmaceutickém pramyslu. [30]

Pii zakladani kultur in vitro po vybéru nejslibnéjSich jednotlivych rostlin
nasleduje iniciace kalusu. Ta spocivd pfedevSim v ureni média optimalné
pfizpisobeného k jeho péstovani. Dulezity je obsah minerdlnich a organickych
slozek se zvlaStnim dirazem na hormonalni rovnovahu, kterd se poji

s dediferencia¢nimi a diferencia¢nimi mechanizmy. [30]

Ziskané kalusy poté prochdzi somaklonalni variaci, obvykle v nékolika
subkulturnich cyklech. To je velmi dulezité obdobi pro stabilizaci Casto variabilni
produkce sekundarnich metaboliti v jednotlivych subkulturach diky in vitro
zmeénam. Po urcité dobé (od nékolika tydnti do nékolika let) se dosahne genetické

stability a kazdy kalus mtize byt povazovan za homogenni bunécny agregat. [30]
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Pro kazdy kalus samostatné by meéla byt posuzovana rychlost ristu,
intracelularni a extracelularni koncentrace metaboliti. To umoziiuje vyhodnoceni
produktivity kazdé bunécné linie a urceni, které nejlepsi lze vyuzit do bunécnych
suspenzi a bioreaktorovych studii.

Ve srovndni s kinetikou bunécného rustu, ktery je obvykle exponencidlni
kiivky, vétSina sekundarnich metaboliti je produkovanych béhem tzv. platd faze.
Coz lze vysvétlit rozdélenim distribuce uhliku v aktivni fazi rastu predevsSim
pro primarni metabolizmus (stavbu bunécnych struktur a dychani). Kdyz se rast
zastavuje, uhlik jiz neni zapotiebi ve velkém mnozstvi pro primarni metabolizmus a
sekundérni slouceniny jsou aktivnéji syntetizované. Bylo pozorovano, ze
nekteré¢ enzymatické aktivity v pribehu lag i log faze chybé&ji a objevi se az ve fazi

plato, tedy ve fazi doznivani nebo doc¢asného poklesu bunécného ristu. [30]

Vztah mezi ristem explantatovych kultur a sekundarnim metabolismem neni
Casto pfesné vymezen, vétSinou vSak existuje nepiima zavislost mezi rychlosti ristu
a akumulaci sekundarnich metabolitii (podobné je tomu i u sledované explantatové
kultury Trifolium pratense L.) Vétsi rychlost rustu v suspenzni kultufe nez
Vv kalusové kultufe lze vysvétlit pifimym kontaktem bunék s zivnym médiem, coz
zarucuje snadnéjsi pfistup Zivin a vyménu dychacich plyni. Z toho divodu byvaji
bunééné suspenzni kultury také fyziologicky jednotnéjsi a jsou nejvice vyuZivany
ke studiu produkce sekundarnich metabolit, indukce enzyml a biosyntetickych
drah. Oproti kalusovym kulturam umoznuji vyuziti vét§siho mnozstvi bunék,
ze kterych mohou byt enzymy snadnéji izolované. Diky témto studiim lze rozpoznat
také omezeni aktivity enzymu ¢i genil, ke kterému dochdzi pti produkci vyznamnych

metabolitt. [30]

Perspektivni metodou pouzivanou pro zvySeni produkce sekundarnich
metaboliti je elicitace. Vyuziva obrannych mechanizmt rostlin k tomu, aby se
zvysila produkce sekundarnich metabolitt v rostlinach i v kulturach in vitro. Je to
ekonomicky vyhodny zptsob ziskavani ptirodnich latek. Elicitory jsou latky, které

aktivuji  urCité enzymy, které katalyzuji tvorbu fytoalexinli, coz jsou
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nizkomolekuldrni obranné latky sekundarniho metabolizmu, které se za normalnich
okolnosti v bunkéch nevyskytuji.

RozliSujeme dvé skupiny elicitorti: biotické (mezi které patii naptiklad SA,
kyselina jasminova nebo celé organizmy ¢i jejich ¢asti: viry, bakterie, houby) a
abioticke elicitory (mezi které fadime soli t€zkych kovii, vysokou teplotu, UV zafeni,

detergenty). [7,30]

ZaveéreCnym krokem k moznému komerénimu vyuziti produkce
sekundarnich metabolitii z kultur rostlinych bunék jsou bioreaktorové studie. Uskali,
se kterymi se tato faze potykd, vznikaji zejména zménou meéftitka pouzitych
technologii. Velkym problémem je také rozsdhlé odumirani bunék diky jejich
citlivosti na smykové napéti vznikajici tiepanim v kultivaénim médiu. Mozna feSeni
se nachazi vyuzitim bioreaktorti s bublinovym sloupcem a vzdusnym vytahem.
K dosazeni optimalni produkce sekundarnich metaboliti je tieba, aby kultury
rostlinnych bunék prochdzely v bioreaktoru dobie pfizptisobenymi procesy. Tyto
procesy se proto neustale studuji a hledaji se nové moznosti zlepSeni primyslového

vyuziti. [30]

Podrobné&ji jsem téma kultur rostlinnych explantati popsala v diplomové

praci v kapitole 3.2. Rostlinné explantaty. [7]
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3.4. Jetel luéni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

Obrazek 7: Jetel lu¢ni (Trifolium pratense L., Fabaceae) [31]

Rod Trifolium (Fabaceae) zahrnuje ptiblizné 240 druht jetele, vyskytujicich
se v mirnych a subtropickych oblastech. Nékteré druhy jsou po staleti znamé jako
picniny a hodnotné byliny v lidovém lékaistvi riznych kultur. Naptiklad vychodni
a evropské kultury jetel pouzivaly k 1écbé ekzému a lupenky. V turecké tradi¢ni
mediciné byl podavany jako expektorans, antiseptikum nebo v analgetickych,

sedativnich a tonizujicich smésich. [32,33]

V soucasné dobé¢ je terapeutické pouziti jetele stale zaloZeno na tradi¢nich
doporucenich. Stoupa vsak pocet vé€deckych udaji o biologické uc¢innosti a jeho
moznych terapeutickych ucincich. Vétsina studii biologickych vlastnosti se tyka
jetele Iu¢niho (Trifolium pratense L., Fabaceae) a je nejcastéji zaméfena na jeho
fytoestrogenni aktivitu spojovanou s obsahem isoflavonoidd. Interakce isoflavont
s estrogennimi receptory jsou mozné diky jejich strukturalni podobnosti se

steroidnim hormonem 17p-estradiolem. [32,34]
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HO O Isoflavone

Obrazek 8: Porovnani struktury endogenniho a exogenniho estrogenu [35]

Podrobny botanicky popis a piivod jetele luéniho, jeho vyskyt a péstovani,
sbér a upravu drogy, pouziti, obsahové latky (flavonoidy, isoflavonoidy) popisuji

v diplomové praci. [7]

3.4.1. Vyznamné ucinky isoflavonu jetele lu¢niho

Ackoli klinickému hodnoceni fytoestrogent je jiz mnoho let vénovana velka
pozornost, vysledné studie podavaji pomérné nejednotny obraz jejich klinické
ucinnosti. MiiZe to byt dano napiiklad rozdilnym sloZenim ptipravkd, individudlnimi
schopnostmi pacientd konvertovat podavané fytoestrogeny na uUCinng&jsi latky,
¢i disledkem pomérné malého poctu studii, které by spliovaly pfisnd kritéria.
Nicméné je ziejmé, ze mezi vyzkumnymi pracovniky a lékafi vzrista zajem
o0 isoflavony ziskané z extraktu jetele lu¢niho. To potvrzuje fada klinickych studii,
které prokazaly, Ze piijem isoflavoni z jetele luéniho ve srovnani s placebem
vyznamné snizuje klimakterické potize, jako jsou névaly horka, poceni, poruchy
spanku a deprese, suchost sliznic, hypertenze, a ma nezanedbatelny vyznam

pfi prevenci osteoporozy, kardiovaskularnich a nadorovych onemocnéni. [36-43]

Z C&etnych publikaci, pfednasek a diskuzi vyplyva, Zze isoflavony jetele
luéniho (pochézejiciho pfedevsim z evropskych zemi) slibuji mnohem vétsi moZznosti
nez jen to, ze se jedna o jemnou pfirodni vypomoc pii mirnych az stfedné tézkych

menopauzalnich potizich. I pfesto, Ze stale jeSté existuje fada nezodpovézenych
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otazek a nové poznatky pfinaseji Casto i nové problémy, se zda, Ze ptiznivy vliv

téchto fytoestrogenti na lidské zdravi pfevazuje nad piipadnymi riziky. [44,45]

Extrakty ptedevs§im z jetele luc¢niho a s6ji jsou podstatou vétSiny potravnich
doplnkti [46,47], které jsou doporucované jako vhodna piirodni alternativa
ke klasické hormondlni substitu¢ni terapii. Mezi dostupné potravni doplnky
s obsahem jetelovych isoflavont patii naptiklad: FEMIFLAVON, MENOFLAVON,
MINAPENT BALANCE. Piipravky SARAPIS SOJA, CERVENY JETEL PLUS
SOJA obsahuji smés isoflavont ze séji a jetele. Piipravek MABELLE je kombinaci
extrakti ze Inu set¢ého a jetele Iucniho (smés lignanii a isoflavonoidi).
IVE INKONTINSTOP obsahuje sm¢s isoflavonti z naté jetele lucniho a s6ji, lignanti
ze semen Inu setého a flavonolignani ze semen ostropestice maridnského.
MINAPENT SE SALVEIJl je piikladem prepardtu s obsahem jetele lugniho

a plosti¢niku hroznovitého [48].

Své terapeutické uplatnéni by jetel luéni mohl najit nejen diky fytoestrogenni
antiangiogennim a protirakovinnym vlastnostem, zejména u rakoviny prsu a prostaty.
Moznou roli by mohl mit i Vv terapii metabolického syndromu

a kardiovaskularnich onemocnéni. [32]

Na etiologii a patofyziologii zanétu, rakoviny ¢i  autoimunnich,
neurodegenerativnich, kardiovaskularnich a jinych onemocnéni se mimo jiné
vyznamné podili nadprodukce reaktivnich forem kysliku a dusiku (ROS/RNS).
Rostouci pocet in vitro a in vivo studii ukazuje na antioxida¢ni vlastnosti isoflavond.
Napt. pfijem formononetinu vyrazné zvysil Cinnost enzyml superoxidismutazy,
glutathionperoxidazy, kataldzy a nasledné snizil peroxidaci lipidi v téle zvifat.
Kromé isoflavont se na antioxidac¢ni aktivité¢ mohou podilet také flavonoidy a dalsi
fenolické slouceniny jako katechiny, saponiny, klovamidy a fenolické kyseliny
ptitomné v rostling. [32]

Az v nedavné dobé byly zhodnoceny ucCinky jetele na hemostaticky systém.

Aktivace krevnich desti¢ek a jejich hromadéni v misté cévniho poSkozeni je dulezité
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pro fyziologické srazeni krve. Krevni desticky jsou také zodpovédné za tvorbu
patogennich trombti a soucasné maji vliv na prabéh ruznych kardiovaskularnich
onemocnéni véetné aterosklerdzy, infarktu myokardu a ischemické cévni mozkové
ptihody.

Bylo zjisténo, ze isoflavonoidy jetele luéniho mohou aktivovat antiagrega¢ni
faktor — syntézu oxidu dusnatého (NO) vV endotelovych bunkach stimulaci
transkripéni drahy. Prodlouzend expozice kultivovanych lidskych endotelidlnich
bunc¢k extraktiim jetele lucniho méla vliv na zvySenou expresi a aktivitu endotelialni
syntézy oxidu dusnatého (eNOS). Molekularni mechanizmy téchto G¢inkd mohou
zahrnovat Gcast B-estrogenniho receptoru a tim mozné synergistické piisobeni s 17 3

estradiolem. [32]

V dalsich pokusech se ukazala moznost ptisobeni isoflavonoidu jetele lu¢niho
na potlaceni zanétu v souvislosti s inhibici aktivity cyklooxygenazy a nasledného
snizeni syntézy prostaglandinu E, ¢i tromboxanu B; v linii makrofagovych bunék
a lidskych monocyti. [32]

Popsany byl také vliv isoflavonoidi na angiogenezi  diky
jejich chemoprofylaktickému putsobeni. Isoflavony, véetné genisteinu a daidzeinu,
snizuji expresi geni a mRNA proteinli zapojenych do procesu angiogeneze a také
ovliviiuji regulaci syntézy antiangiogennich faktor. Nemetylované isoflavony
genistein a daidzein maji silngjsi antiangiogenni aktivitu neZ metylované slouceniny

formononetin a biochanin A. [32]

Rozsah 1éCivych ucinki jetele luéniho mize zahrnovat také zlepSeni
metabolického syndromu ovlivnénim funkce PPAR vy receptort. Jetelové extrakty a
isoflavony genistein a biochanin A mohou puisobit jako ligandy a aktivatory téchto
receptort. Nekteré metabolity isoflavonti mohou in vitro vykazovat vyssi vazebnou
afinitu nebo transaktivaéni aktivitu nez molekuly jejich prekurzori (napf.
6-hydroxydaidzein m¢l vice nez 100-krat vyssi vazebnou afinitu nez jeho prekurzor
daidzein). Pozorovana maximalni transaktivacni aktivita 6-hydroxydaidzeinu a

3-hydroxygenisteinu pfesahovala G¢inek 1€¢ivé latky rosiglitazonu, PPAR vy agonisty.
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Kromé ovlivnéni funkce téchto receptorit bylo pozorovano sniZeni krevniho tlaku

-----

v Krvi nejsou prozatim zcela jednotné. [32]

DalS§im z moznych uc€inka isoflavonoida jetele lu¢niho je neuroprotektivni
efekt pozorovany v experimentech u biochaninu A. V rozmezi koncentraci
0,25 - 2,5 umol.l'1 biochanin A vykazoval ochranu dopaminergnich neuronii
pred lipopolysacharid-indukovanym poskozenim omezenim aktivace mikroglii a

tvorby prozanétlivych faktora. [32]

3.4.2. Potencialni lé¢ebné cinky méné znamych druhi jetele

Znacény védecky zajem ziskava také biologicka aktivita a potencialni 1écebné
ucinky jinych Trifolium druhl, u kterych byly rovnéz zjistény antioxidacni
a protizanétlivé ucinky, antiangiogenni a protirakovinné vlastnosti (napt. T. repens
L., T. resupinatum L., T. pallidum Waldst. & Kit., T. alexandrinum L. aj.) Nicméné
terapeutické vyuziti téchto druhti je omezeno nedostatkem klinickych dat a jsou
potiebné dalsi vyzkumy. Porovnani jednotlivych zkoumanych druht jetele uvadim

Vv nasledujicim piehledu (Obr 9). [32]
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Vysledky studii
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Obrazek 9: Biologicka aktivita a potencidlni terapeutické ucinky rtznych druhi

jetele. [32]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzity material, pristroje a pomiicky

4.1.1. Rostlinny material

K pokusim uvedenym v této praci byla pouzita explantitova kultura,
odvozena ze sterilni kli¢ni rostliny jetele luéniho Trifolium pratense L., Fabaceae
(varieta DO 8). Semena byla ziskana ze Slechtitelské stanice Domoradice. Elicitace

byla provedena u ¢tyfleté kalusové a suspenzni kultury.

4.1.2. Stanoveni ztraty suSenim

Ztrata suSenim je ztrata hmotnosti vyjadfend v hmotnostnich procentech.
Do vazenky, pfedem vysusené 2 hodiny pii 105°C, byly odvazeny asi 2,000 g
explantatové kultury. Vazenka s obsahem byla zvaZzena a suSena 2 hodiny v susarné
pfi 105°C. Po vysuSeni a vychladnuti v exsikatoru byla zvaZena. Ztrata suSenim
byla vztazena na navazku explantatové kultury a vyjadiena v procentech. Vysledna

hodnota ztraty susenim 5,69 % je aritmetickym primérem ze tii stanoveni. [49]

4.1.3. Chemikalie

* 6-benzylaminopurin €., Lachema, Brno

* Dihydrogenfosfore¢nan sodny ¢., Lachema, Brno
* Dusi¢nan draselny p. a., Lachema, Brno

» Dusi¢nan amonny p. a., Lachema Brno

= Ethanol 96%, Lachema, Brno

* Qlycin €., Lachema Brno

* Chloramin B, Lachema, Brno

* Chlorid kobaltnaty p. a., Lachema, Brno
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» Chlorid pyridoxinia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
» Chlorid thiaminia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
» Chlorid vapenaty p. a., Lachema, Brno

» Jodid draselny p .a., Lachema, Brno

= Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova ¢., Lachema, Brno
» Kyselina a-naftyloctova ¢., Lachema Brno

» Kyselina borita p. a., Lachema, Brno

» Kyselina chlorovodikova p. a., Lachema, Brno

» Kyselina mravenci bezvoda p. a., Lachema, Brno

= Kyselina nikotinova ¢., Lachema, Brno

» Kyselina octova bezvoda p. a., Lachema, Brno

» Kyselina octova ledova p. a., Lachema, Brno

» Kyselina skoficova ¢., Lachema, Brno

» Kyselina stavelova ¢., Lachema, Brno

= Methanol p. a., Lachema, Brno

» Molybdenan sodny p. a., Lachema, Brno

* Mpyoinositol ¢., Sigma, St. Louis

» Phenylalanine p. a., Sigma-Aldrich, Buchs

» Sachardza p. a., Lachema, Brno

= Siran amonny p. a., Lachema, Brno

» Siran hofecnaty 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

4.1.4. Pristroje a pomiicky

* Analytické vahy A 200S, Sartorius, Goéttingen
= Autoklav PS 20A, Chirana, Brno
» Horkovzdus$ny sterilizator HS 31A, Chirana, Brno

= Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina
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= Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

= Ttepacka Unimax 2010, Heidolph

= Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

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

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

4.2. Kultivace explantatové kultury

4.2.1. Kultiva¢ni nadoby a nastroje

Ke kultivaci explantatovych kultur bylo pouzito nadobi z varného skla znacky
SIAL, které je dostate¢né odolné viici vode, chemikaliim a rozdiliim teplot. Kalusové
kultury byly kultivovany ve 100ml Erlenmeyerovych bankach, suspenzni kultury

ve 250ml varnych bankach z téhoz skla.

Kovové nastroje byly oplachnuty 96% ethanolem a po zabaleni do hlinikové
folie sterilizovany 2 hodiny v horkovzdu$ném sterilizatoru pfi teploté¢ 200°C. Pipety
byly také sterilizovany v hlinikové folii v autoklavu 15 min pii teploté 121 °C a tlaku
pary 0,1 MPa.

4.2.2. Priprava zivného média

Pro kultivaci explantatovych kultur bylo pouzito zivné médium podle

Gamborga, které ma nasledujici slozeni: [50]

KNO3 2500,00 mg.l*
CaCl, . 2 H,0 150,00 mg.I*
MgSO, . 7 H,0 250,00 mg.I*
(NH,),S04 134,00 mg.I*
NaH,PO, . H,0 150,00 mg.I*
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FeSO,. 7 H,0O 27,84
Na,EDTA 37,34
Kl 0,75
H3BO; 3,00
MnSO, . H,0O 10,00
ZnS0O,. 7 H,0 2,00
Na;MoO;,. 2 H,0 0,25
CuS0O4.5H,0 0,025
CoCl;. 6 H,O 0,025
myoinositol 100,00
kyselina nikotinova 1,00
pyridoxin 1,00
thiamin 10,00
sacharoza 30 000,00

Jednotlivé substance byly odvézeny na analytickych vahach (nizké
koncentrace byly pipetovany z pfipravenych zasobnich roztokl). VSe bylo

rozpusténo v destilované vod¢ v odmérné bance na 1000 ml a doplnéno destilovanou

vodou po znacku.

Jako stimulator riistu byla pouzita 2 mg.I™" 2,4-dichlorfenoxyoctové kyselina

v kombinaci s 2 mg.I™ 6-benzylaminopurinem. [51]

Puda piipravend pro kultivaci byla rozlita po 30 ml do Erlenmeyerovych
ban€k s vlozenymi papirovymi mustky pro kultivaci kalusovych kultur a po 25 ml
do varnych banék uréenych pro kultivaci suspenzni kultury. Barnky byly uzavieny

hlinikovou folii a sterilizovany v autoklavu 15 min. pfi teploté 121 °C a tlaku pary

0,1 MPa.
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4.2.3. Pasazovani a kultivace

Pasazovani bylo provadéno v aseptickém boxu s lamindrnim proudénim,
jehoz prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzafen nejméné¢ 1 hodinu
germicidni zéafivkou. Pii praci byly vzdy zachovéany piisné aseptické podminky,

bylo pouzito sterilni sklo a nastroje.

Casti kalusové kultury byly preneseny pinzetou na mustky z filtraéniho
papiru v Erlenmeyerovych bankéach s kultivaénim médiem, peclivé uzavieny
hlinikovou f6lii a kultivovany pfi teplot¢ 25 °C a svételné periodé 16 hodin

svétlo/8 hodin tma. Subkultivaéni interval byl 35 dni.

Suspenzni kultura byla kultivovana za stejnych kultivaénich podminek
na pomalobéZzném roleru. Pasdzovéni bylo provadéno vzdy po 14 dnech subkultivace

pfenesenim ¢asti narostlé suspenze do banék s cerstvym médiem. [51]

4.3. Aplikace prekurzoru biosyntézy fenylpropanoidii

4.3.1. Priprava vzorki prekurzoru

Pouzitymi prekurzory biosyntézy fenylpropanoidii byla kyselina skoficova
a fenylalanin v koncentraci 10 mmol.I"%, ktera byla zvolena na zaklad§ pedchozich
pokusi [52]. V piipadé kyseliny skoficové byl pfipraven lihovy roztok v 70%
ethanolu, v pfipadé fenylalaninu vodny roztok, ktery byl sterilizovan v autoklavu

15 min pii 121°C a tlaku 0,1 MPa.

4.3.2. Aplikace prekurzori a odbér kultur

Prekurzory biosyntézy fenylpropanoidi (kyselina skoficova a fenylalanin)
byly pfidany za aseptickych podminek k suspenzni kultufe ve 21. dni kultivace

a ke kalusové kultuie v 28. dni kultivace.
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K pokusu bylo vzato pro kazdy prekurzor 42 kultivac¢nich banék s kalusovou
a suspenzni kulturou. Soubor 12 ban¢k bez ptidaného prekurzoru slouzil jako kultura
kontrolni. Do ostatnich 30 ban¢k s kulturou byl napipetovan vzdy 1,00 ml prekurzoru
o koncentraci 10 mmol.I*. Dale byly kultury kultivovany za jiz uvedenych
podminek. Po 6, 24, 48, 72 a 168 hodinach aplikace prekurzoru byly kultury
odebrany. Odbéry kontrolnich kultur byly provedeny po 6 hodinach a 168 hodinach.
Buniky explantatovych kultur byly oddéleny od kultivaéniho média filtraci
za snizeného tlaku a suseny pfi laboratorni teploté.

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsahu flavonoidii dle CL 2009

a stanoveni isoflavonoid pomoci HPLC.

4.4. Stanoveni obsahu flavonoidu

4.4.1. Princip stanoveni

Obsah flavonoidi byl stanoven spektrofotometricky po reakci s roztokem
kyseliny borité a kyseliny $tavelové v kyseliné¢ mravenéi bezvodé. [49]
4.4.2. Postup stanoveni

Zdkladni roztok: 0,200 - 0,400 g praskované kultury se ve 250ml barce

smicha se 40 ml lihu R 60 % (V/V) a zahtiva se 10 min ve vodni lazni pii 60°C,

za Castého protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje pfes chomacek vaty do 100 ml
odmérné banky. Chomacek vaty se vlozi ke zbytku drogy ve 250ml baice, piida se
40 ml lihu R 60 % (V/V) a zahiiva se 10 min ve vodni lazni pii 60°C, za castého
protfepavani. Po ochlazeni se zfiltruje do téze odmérné baiiky. 250ml barka 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.
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ZkouSeny roztok: 5,0 ml zékladniho roztoku se odpaii v bance s kulatym

dnem za sniZzeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dilt
methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a pfevede se do 25ml odmérné
banky. Barka s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych diltt methanolu R
a kyseliny octové ledovée R (10 + 100) a promyvaci tekutina se prevede do téze
odmeérné barky. K tomuto roztoku se ptida 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 ztedi se kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.

Kontrolni roztok: 5,0 ml zdkladniho roztoku se odpaii v baiice s kulatym

dnem za sniZzeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dilt
methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a ptevede se do 25ml odmérné
banky. Barka s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dili methanolu R
a kyseliny octové ledovée R (10 + 100) a promyvaci tekutina se prevede do téze
odmérné banky. K tomuto roztoku se ptidd 10,0 ml kyseliny mravenci bezvodé R

a ziedi se kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.

Po 30 min se méfi absorbance (2.2.25) zkouseného roztoku pii 410 nm

proti kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidi v procentech, vyjadieno jako hyperosid (CzH20012),
se vypocita podle vzorce:
A.1235

m

v némz znaci:
A — absorbanci roztoku v maximu pii 410 nm;
m — hmotnost zkousené kultury v gramech.

Specifickd absorbance ma hodnotu 405.

Naméfené hodnoty jsou zaznamenany V tabulkach ¢. 1 - 4 (viz. kapitola 5).
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4.5. Stanoveni obsahu isoflavonoidu

Stanoveni daidzeinu, genistinu, genisteinu, formononetinu a biochaninu A
bylo provadéno vysokotc¢innou kapalinovou chromatografii s fluorimetrickou
detekei. [53]

4.5.1. Priprava vzorku

Asi 0,2000 - 0,4000 g upraskované kultury se ve 100ml bance 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 banky.
Chomacek vaty se vloZzi ke zbytku kultury ve 100ml barce, pfida se 15 ml methanolu
80 % a extrahuje se jesté¢ jednou 20 minut na vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em.
Po ochlazeni se zfiltruje do téze odmérné baiky a spojené extrakty se ziedi
methanolem 80 % na 25,0 ml. Roztok se pievede ptfes mikrofiltr do vialek a

analyzuje se metodou HPLC.

4.5.2. Parametry HPLC analyzy

» Chromatograf: Jasco (autosampler AS-2055, ¢erpadlo PU-2089, detektor
MD-2015), vybavené ptedkolonovym filtrem.

» Kolona: LiChrospher RP-18 (250x4 mm, velikost ¢astic Sum) s ochranou

piedkolonkou.

* Objem nastiiku: 20 pl.
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* Mobilni faze:
Faze A: methanolicky roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15% m/v).
Faze B: vodny roztok kyseliny o-fosforecné (0,15% m/v).

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

Nasledovala isokraticka eluce stejnym slozenim do casu t = 15min.

*  Priatok: 1,1 ml/min, a mobilni faze obsahovala jako pufr 0,15 % kyseliny

fosforecné.

= Detekce: DAD Jasco MD-20015, A = 200-600 mn, vyhodnoceno pii vinové
délce 260 nm.

= Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin, biochanin A.

Obsah vsech latek byl kvantifikovan matematickou metodou normalizace
a porovnanim s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci extern¢ méfeného standardu

téze latky. Namétfené hodnoty jsou zaznamendny v tabulce €. 5, 6 (viz. kapitola 5).

4.6. Statistické vyhodnoceni

Statistické zpracovani naméfenych hodnot obsahu flavonoidd v kulturach
Trifolium pratense L. bylo provedeno na zékladé T — testu (test vyznamnosti rozdilu
dvou prumérl), pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05. [54,55] Vysledky jsou

zaznamenany v tabulkach ¢. 1 - 4 (viz. kapitola 5).
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X1 .....aritmeticky primér pokusného souboru

X2 .....aritmeticky primér kontrolniho souboru

S1 ...... smérodatnd odchylka pokusného souboru
S2 ...... smérodatnd odchylka kontrolniho souboru
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Testovacimu kriteriu pfislusi t rozdéleni se stupném volnosti (V) vypocitaného

podle vztahu: v=n; + n, - 2.

Vypoctena hodnota testovaciho kriteria (t) se porovna s ptisluSnou kritickou
hodnotou ty(v) pro vypocitany stupeit volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti
(p). Je-1i hodnota t vétsi nez hodnota ty(v) je rozdil |)_(1 —;(2| statisticky vyznamny
na hladin¢ vyznamnosti (p).

Pro vypocteny pocet stupiili volnosti v =2 a pro p (0,05) se kritickd hodnota
to(v) = 3,182. [54,55]
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5. VYSLEDKY

5.1. Tabulky

Tabulka ¢. 1: Produkce flavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.
(varieta DO-8 ) po aplikaci kyseliny skoficové (koncentrace 10 mmol.I™)

Kultura suspenzni
Doba Aplikace prekurzoru Kontrola
ipliklgce Primérny | Smérodatna | Prumérny | Smérodatna T-
skil);ei cl :3,/ é obsah odchylka obsah odchylka test
(hod) (%) S (%) S
6 0,110 0,013 0,150 0,005 2,872
24 0,182 0,011 0,150 0,005 2,648
48 0,171 0,011 0,150 0,005 1,738
72 0,150 0,027 0,150 0,005 0,000
168 0,118 0,011 0,089 0,003 2,543

Tabulka ¢. 2: Produkce flavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.
(varieta DO-8) po aplikaci fenylalaninu (koncentrace 10 mmol.I™)

Kultura suspenzni
Aplikace prekurzoru Kontrola
Doba
apli kaC_e Primérny | Smérodatna | Priumérny | Smérodatna | _i.
fenylalaninu obsah odchylka obsah odchylka

(hod) (%) S (%) s
6 0,212 0,008 0,150 0,005 6,572
24 0,194 0,016 0,150 0,005 2,625
48 0,246 0,010 0,150 0,005 8,587
72 0,262 0,027 0,150 0,005 4,079
168 0,131 0,003 0,089 0,003 9,899

Zvyraznéné hodnoty obsahu flavonoidi jsou statisticky vyznamné vyssi nez hodnoty
kontroly, p = 0,05.
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Tabulka ¢. 3: Produkce flavonoidi v kalusové kultute Trifolium pratense L.
(varieta DO-8) po aplikaci kyseliny skoficové (koncentrace 10 mmol.I™)

Kultura kalusova
Doba Aplikace prekurzoru Kontrola
aplikace
kyseliny Prumérny | Smérodatna | Primérny | Smérodatna T-test
skoFicové obsah odchylka obsah odchylka
(hod) (%0) s (%) S
6 0,148 0,006 0,131 0,015 1,052
24 0,114 0,003 0,131 0,015 1,111
48 0,154 0,006 0,131 0,015 1,424
72 0,129 0,024 0,131 0,015 0,071
168 0,114 0,003 0,119 0,003 1,179

Tabulka ¢. 4: Produkce flavonoidi v kalusové kultufe Trifolium pratense L.
(varieta DO-8) po aplikaci fenylalaninu (koncentrace 10 mmol.I™)

Kultura kalusova

Aplikace prekurzoru Kontrola
Doba
aplikace Primérny | Smérodatnia | Primérny | Smérodatnd | T_test
fenylalaninu obsah odchylka obsah odchylka

(hod) (%) S (%) S
6 0,155 0,008 0,131 0,015 1,412
24 0,161 0,003 0,131 0,015 1,961
48 0,148 0,007 0,131 0,015 1,027
72 0,135 0,005 0,131 0,015 0,253
168 0,105 0,003 0,119 0,003 3,300
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Tabulka €. 5: Produkce isoflavonoidii v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.
(varieta DO-8) po aplikaci kyseliny skoficové a fenylalaninu (koncentrace
10 mmol.I™"

Kultura suspenzni

Obsah isoflavonoidii (%)
Doba
Aplikace aplikace
prekurzoru |prekurzoru Genistin | Daidzein | Genistein | Formononetin | Biochanin
(hod) A
6 - 0,01 - - -
. 24 - 0,03 0,01 = -
Kyselina
skoricova 48 - 0,03 0,01 0,03 -
(10 mmol.I™")
72 - 0,03 - 0,03 -
168 0,02 0,01 - 0,02 -
6 0,05 0,00 0,01 0,03 -
24 0,11 0,04 0,01 0,04 -
Fenylalanin
(10 mmol.IY) 48 0,04 0,02 0,01 0,04 -
72 0,11 0,04 0,03 0,05 -
168 0,06 0,01 - 0,03 -
6 0,04 0,03 0,01 0,03 -
24 0,04 0,03 0,01 0,03 -
Kontrola 48 0,04 0,03 0,01 0,03 -
72 0,04 0,03 0,01 0,03 -
168 0,08 0,01 - 0,02 -
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Tabulka €. 6: Produkce isoflavonoidi v kalusové kultufe Trifolium pratense L.
(varieta DO-8) po aplikaci kyseliny skoficové a fenylalaninu (koncentrace
10 mmol.I™h

Kultura kalusova

Obsah isoflavonoidii (%)
Aplikace ag;)l?;:e
prekurzoru
prekurzoru | Genjstin | Daidzein | Genistein | Formononetin| Biochanin
(hod) A
6 0,05 = - 0,01 -
Kyselina 24 0,07 0,02 0,01 0,01 -
skoficova 48 0,03 0,02 0,01 0,01 -
(10 mmol.I™)
72 0,05 - 0,01 - -
168 0,06 0,02 - - -
6 0,03 0,01 0,01 0,01 -
_ 24 0,11 0,04 0,01 0,03 -
l(:li)nr%lriloam'llr)] 48 0,08 - 0,01 0,02 -
72 0,02 - - - -
168 0,01 - - - -
6 0,02 - - - -
24 0,02 - - - -
Kontrola 48 0,02 - - - -
72 0,02 - - - -
168 0,02 - - - -
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5.2. Grafy

Graf ¢. 1: Produkce flavonoidii v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.
(varieta DO-8) po aplikaci kyseliny skoficové a fenylalaninu (koncentrace
10 mmol.I™)
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Graf & 2: Produkce flavonoidi v kalusové kultufe Trifolium pratense L.
(varieta DO-8) po aplikaci kyseliny skoficové a fenylalaninu (koncentrace
10 mmol.I™h
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Graf ¢. 3: Produkce isoflavonoidi (genistin, daidzein, genistein, formononetin)
v suspenzni kulture Trifolium pratense L. (varieta DO-8) po aplikaci kyseliny
skoficové a fenylalaninu (koncentrace 10 mmol.I™)
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Kultura suspenzni - Genistein
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Graf ¢. 4: Produkce isoflavonoidi (genistin, daidzein, genistein, formononetin)
Vv kalusové kulture Trifolium pratense L. (varieta DO-8) po aplikaci kyseliny
skoficové a fenylalaninu (koncentrace 10 mmol.I™)
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Kultura kalusova - Genistein
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6. DISKUZE

Fenylpropanoidy jsou syntetizovany Sikimatovou cestou za pomoci
aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. Zakladnim meziproduktem
biosyntézy je kyselina skoficova nebo jeji hydroxyderivaty. Pfidani prekurzort
biosyntézy je jednou z moznosti, jak zvySit obsah sekundarnich metabolitt
v rostlinnych explantatovych kulturach, jejichz produkce je zpravidla nizsi
nez u intaktnich rostlin. Problémem vsak je najit vhodny prekurzor a jeho spravnou

koncentraci, aby na kulturu neptisobil toxicky. [3,56]

Cilem této rigorézni prace bylo v suspenzni a kalusové kultuie Trifolium
pratense (varieta DO 8) ové&fit po aplikaci prekurzorti biosyntézy fenylpropanoidu
ovlivnéni produkce flavonoidl a isoflavonoidli. V soucasnosti roste zdjem o tyto
fytoestrogeny a antioxidanty. Jsou soucasti fady biologicky aktivnich potravnich
doplikt, které preventivné mohou chranit zdravi pred piibyvajicimi zdravotnimi

problémy zplisobené zivotnim stresem.

Explantatova kultura jetele lu¢niho byla kultivovana na médiu podle
Gamborga s pridavkem 2 mg.l™? 2 4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg.l™
6- benzylaminopurinu, pii teploté 25 °C a svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin
tma. Byl sledovan vliv 6, 24, 48, 72 a 168hodinové aplikace fenylalaninu a kyseliny
skoficové na produkci flavonoidi a isoflavonoidd. Testovana koncentrace prekurzorti

10 mmol.I"* byla zvolena na zaklad& predchozich pokusi [52].

Z dosazenych vysledkli je zfejmé, Ze produkce flavonoidi
v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. pfidavkem kyseliny skoficové (Tab 1,
Graf 1) nebyla vyznamné ovlivnéna. Nejvyssi obsah 0,182 % byl zaznamenan
po 24hodinové aplikaci, kdy oproti kontrole doslo ke zvySeni o 21,3 %. Pfi delSim

pusobeni tohoto prekurzoru se produkce jiz sniZzovala.
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Aplikace druhého testovaného prekurzoru fenylalalaninu (Tab 2, Graf 1)
uspésnd byla. S vyjimkou 24hodinového ptisobeni doslo ve vSech sledovanych
Casovych intervalech k statisticky vyznamnému zvySeni produkce. Maximalni obsah
flavonoidd (0,262 %) vyvolala 72hodinova aplikace fenylalaninu, kdy doslo
ke statisticky vyznamnému zvyseni produkce flavonoidii o 74,7 % oproti kontrolni
kultufte.

V piipadé kalusové kultury Trifolium pratense L. produkce flavonoida nebyla
vyznamné zvysena ani jednim z testovanych prekurzord. Nejvyssi obsah po pifidani
kyseliny skotficové (0,154 %), zvySeny o 17,6 % oproti kontrole, byl zaznamenan
po 48hodinovém pulsobeni. U fenylalaninu byl maximalni obsah flavonoidd
(0,161 %) zjistén po 24hodinové aplikaci, kdy doslo ke zvySeni obsahu flavonoida
0 22,9 % oproti kontrolni kultufe. Delsi pisobeni prekurzorii zptisobilo jiz snizeni
produkce, po 168 hodinach az pod hodnotu obsahu flavonoidi v kontrolnich

kulturach.

Ze zjisténych vysledkii vyplyva, Ze produkci flavonoidii u obou typl
sledovanych kultur 1épe zvysila aplikace fenylalaninu. Déle je zfejmé, ze produkce
byla vyznamnéji ovlivnéna u suspenzni kultury, coz muze byt dano vétSim

kontaktem bun€k s pouzitymi prekurzory biosyntézy fenylpropanoida.

U explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-8) byla sledovana
také produkce isoflavonoidii po pridani kyseliny skoficové a fenylalaninu. Nejlepsi
vysledky byly dosazeny opét v suspenzni kultute (Tab 5, Graf 3) po 72hodinovém
pusobeni fenylalaninu, tedy stejné jako v pfipadé produkce flavonoidli. Nejvyssi
obsah byl zjistén u genistinu (0,11 %), kdy doslo ke zvySeni 0 175 % oproti kontrole,
dale formononetinu (0,05 %) zvyseni o 66,7 %, daidzeinu (0,04 %) zvySeni o 33,3 %
a genisteinu (0,03 %) zvyseni o 200 %. Podobné vysledky byly zaznamenany také
po 24hodinové aplikaci fenylalaninu bez souvislosti s produkci u flavonoidd.
Kyselina skoficova obsah isoflavonoida ovlivnila negativné.

U kalusové kultury produkei isoflavonoida (Tab 6, Graf 4) nejlépe zvysila
opét stejné jako v pripadé produkce flavonoidli 24hodinova aplikace fenylalaninu.

Obsah genistinu byl stejny 0,11 % a doslo ke zvySeni o 450 % vzhledem ke kontrole.
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Byla indukovana produkce isoflavonoidi daidzeinu (0,04 %) formononetinu
(0,03 %) a genisteinu (0,01 %), které v kontrolni kultufe nebyly zaznamenany.
Kyselina skoficova pozitivné ovlivnila produkci isoflavonoidi po jeji 24hodinové
aplikaci, tedy shodné jako v pripadé produkce flavonoida suspenzni kulturou. Obsah
genistinu (0,07 %) byl zvysSen o 250 % a byla vyvolana mirna produkce daidzeinu,

genisteinu a formononetinu, bez zdznamu v kontrolni kultuie.

Z uvedeného opét vyplyvd, Ze na zvySeni produkce isoflavonoidii u obou
typt kultur méla ptiznivéjsi vliv aplikace fenylalaninu, obdobné jako u flavonoidi.
Dosazené vysledky lze tedy shrnout, Ze v ptipadé€ suspenzni kultury byl pozorovany
nejvyssi nartst obou sledovanych sekundarnich metaboliti po 72hodinové aplikaci

fenylalaninu a v pfipadé kalusové kultury po 24hodinové aplikaci.

Vliv potencidlnich prekurzorii (kyseliny skoficové, fenylalaninu a tyrosinu)
na produkci kumarinti byl sledovan také v suspenzni kultufe Angelica archangelica
L. Produkce kumarint byla pii kultivaci ve tmé zvysena fenylalaninem v koncentraci
0,01 mmol.I"a pii kultivaci za stalého osvétleni v koncentracich 0,01 a 0,1 mmol.I™.
Produkce kumarint se piidavkem tyrosinu nezménila. Kyselina skoficova piisobila

na kulturu negativné. [56]

Obdobn¢ vysledky byly zaznamenany také u jinych rostlinnych kultur.
Fenylalanin zvysil obsah cefaelinu v médiu suspenzni kultury Cephaelis
ipecacuanha, zatimco v bunkach nebyl nalezen. Pfidavek fenylalaninu stimuloval
v suspenzni kultute Salvia officinalis jak rust, tak produkci kyseliny rozmarynové.
Kyselina skoficova pusobila toxicky na suspenzni kulturu Podophyllum hexandrum,
fenylalanin a tyrosin sice neovlivnily rist kultury, ale produkci podofylotoxinu

snizily. [56]

Kyselina skoficova byla pouzita také u explantatovych kultur Dionaea
muscipula a Drosera capensis, kde zvysila produkci naftochinonti a flavonoidi jen

nevyznamng. [57]
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Lepsich vysledkti za pouziti kyseliny skotficové bylo dosazeno pii pokusech
s kulturami  Psoralea corylifolia, u kterych vyznamné vzrostlo mnozstvi

furanokumarinu psoralenu, nasyntetizovaného touto kulturou. [58]
Z uvedenych ptikladl je zfejmé, Ze jednotlivé kultury se 1iSi svou

citlivosti vic¢i aplikovanym potencialnim prekurzoriim a schopnosti vyuzit je

pro biosyntézu sekundarnich metabolitti.

61



r A4
7. ZAVER
Vysledky prace Ize shrnout do nasledujicich bodii:

1. Maximalni obsah flavonoidd (0,262 %) v suspenzni kultute Trifolium
pratense L. (varieta DO-8) vyvolala 72hodinova aplikace fenylalaninu
o koncentraci 10 mmol.I", kdy doglo ke statisticky vyznamnému zvyseni

produkce flavonoidii o 74,7 % oproti kontrolni kultuie.

2. Nejvyssi obsah flavonoida (0,161 %) v kalusové kultuie Trifolium
pratense L. (varieta DO-8) vyvolala 24hodinova aplikace fenylalaninu
o koncentraci 10 mmol.I"", kdy doslo k statisticky nevyznamnému

zvyseni obsahu flavonoidi 0 22,9 % oproti kontrolni kultute.

3. Zvysledki je ztejmé, ze vyznamnéji produkci flavonoidl u obou typt
sledovanych kultur zvySila aplikace fenylalaninu o koncentraci
10 mmol.I™*. Produkce je vyssi u suspenzni kultury, coz mize byt dano
vétSim  kontaktem bunék s pouzitymi prekurzory biosyntézy

fenylpropanoidu.

4. U suspenzni i kalusové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-8) byl
sledovan také vliv aplikace kyseliny skoficové a fenylalaninu na obsah
isoflavonoidd. K nejvyss§imu zvySeni produkce v porovnani s kontrolou
doslo v obou kulturach u genistinu (shodné¢ na 0,11 %) vlivem
72 a 24hodinové aplikace fenylalaninu 10 mmol.I" (nartst 0 175 % a
450 %).

5. Ztestovanych prekurzorii biosyntézy fenylpropanoidii u sledované
explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-8) lze kladné
hodnotit pfidavek fenylalaninu, nebot doslo ke zvySeni produkce
flavonoidi 1 isoflavonoidt, v pfipadé suspenzni kultury nejvice
po 72hodinové aplikaci a Vv piipad¢ kalusové kultury po 24hodinové
aplikaci.
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9. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Farmakognozie
Kandidat Mgr. Jana Kiepelova
Konzultant PharmDr. Marie KaSparova, Ph.D.

Nazev rigorozni prace Produkce fenylpropanoidi v rostlinné explantatové kultuie

Predmétem této rigordzni prace bylo sledovat ovlivnéni produkce
fenylpropanoidit po aplikaci prekurzorti jejich biosyntézy rostlinnou kulturou
in vitro. Byl sledovan vliv 6, 24, 48, 72 a 168 hodinového pusobeni fenylalaninu
a kyseliny skoficové na produkei flavonoidll a isoflavonoidll v suspenzni a kalusové
kultufe Trifolium pratense L. (varieta DO-8). Koncentrace 10 mmol.I"* u obou
prekurzor byla zvolena na =zikladé predchozich pokust. Tato kultura
byla kultivovina na médiu podle Gamborga s piidavkem 2 mg.I™*
2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg.I™" 6- benzylaminopurinu, pii teploté 25 °C

a svételné periodé 16 hodin svétlo/ 8 hodin tma.

Maximalni obsah flavonoidli, zjiStény fotometrickym stanovenim podle
Ceského 1ékopisu 2009, byl prokazan u suspenzni kultury Trifolium pratense L.
(0,262 %) po 72hodinovém piisobeni fenylalaninu o koncentraci 10 mmol.I*
a u kalusové kultury Trifolium pratense L. (0,161 %) po 24hodinovém pusobeni

fenylalaninu o koncentraci 10 mmol.I™.
Maximalni obsah isoflavonoidl, zjistény metodou HPLC, byl prokéazan

v suspenzni i kalusové kultufe Trifolium pratense L. u genistinu po 72 a 24

hodinovém piisobeni fenylalaninu 10 mmol.I™* (shodn& 0,11 %).
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ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacognosy

Candidate Mgr. Jana Ki'epelova

Consultant PharmDr. Marie KaSparova, Ph.D.

Title of Thesis Production of phenylpropanoids in the plant explantat culture

The aim of this Thesis was to monitor the effect on the production
of phenylpropanoids after the application of the biosynthesis precursors by the plant
culture in vitro. It was examined the effect of a 6, 24, 48, 72 and 168-hour exposure
of the phenylalanine and cinnamic acid on the production of flavonoids
and isoflavonoids in the suspension and calus culture Trifolium pratense L. (variety
DO-8). The concentration of 10 mmol.I™* of both precursors was chosen on the basis
of the previous experiments. This culture was cultivated on the Gamborg medium
with an addition of 2 mg.l" 2 4-dichlorophenoxyacetic acid and 2 mg.I™
6- benzylaminopurine, at the temperature of 25 °C and 16 hour light / 8 hour dark

period.

The maximal content of the flavonoids detected by the photometric
determination according to Pharmacopoeia Bohemica 2009 was demonstrated in the
suspension culture Trifolium pratense L. (0.262 %) after the 72-hour exposure of the
phenylalanine of the 10 mmol.I"* concentration and in the calus culture Trifolium
pratense L. (0.161 %) after 24-hours exposure of the phenylalanine of the

10 mmol.I"t concentration.

The maximal content of isoflavonoids detected by a HPLC metod was
demonstrated in suspension and calus culture Trifolium pratense L. of genistin after
72 and 24-hour exposure of the phenylalanin of the 10 mmol.I"* concentration (both
0.11 %).
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