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1. UVOD

Lécivé rostliny jsou zdrojem piirodnich 1é¢iv uz od nepaméti a slouzi jako
nejdostupnéjsi prostiedky proti riznym nemocem. Vyuziti nenaleznou jen
Vv 1écitelstvi, ale 1 v potravinarstvi, kosmetice a dalSich odvétvich.

Jako pfirodni latky oznaCujeme nejen primarni, ale hlavné sekundarni
metabolity, jejichz biosyntéza navazuje na zakladni metabolismus. Pro rostliny,
které vytvari sekundarni metabolity, nejsou tyto latky nezbytné diilezité a casto
vznikaji za specifickych podminek. Rostlina je mtze vytvaret jako latky odpadni,
pfipadné je miiZze produkovat na svoji ochranu ptfed jinymi organismy.

Rostlinné drogy ziskdvame bud’ sbérem v ptirodé nebo péstovanim na
polich a zahradéch, ale ne vzdy jsou zajistény vhodné podminky pro spravny rust
rostliny. Né&které rostliny rostou pomalu, jiné jsou naro¢né na péstovani, pripadné
mnozstvi pozadovanych obsahovych latek je nizké a miize byt vazédno na
specificky, obtizné ziskatelny rostlinny organ. Mnozstvi obsahovych latek
Vv rostlindch péstovanych v pfirodnich podminkach neni vzdy stejné a znacné
kolisa.

Rostlinny materidl vSak lze kromé& pfirozenych podminek péstovat i
Vv riznych umélych podminkach, kde je mozné zvySovat produkci sekundarnich
metaboliti. Zde pak naleznou uplatnéni biotechnologické metody, jako napf.
kultivace explantati in vitro, kterd pfedstavuje alternativni zptsob produkce
pozadovanych obsahovych latek. Oproti pfirozené péstovanym rostlindim ma tato
metoda fadu vyhod. Pokusny material je vyprodukovan rychle a efektivné, za
sterilnich podminek, nezéalezi na geografickych a klimatickych podminkach,
kultury lze péstovat bez ohledu na ro¢ni obdobi, produkce dané latky se muze
rychle pfizplsobit poptdvce. Odpada také riziko zneciSténi materidlu Zivotnim
prostfedim, riznymi pesticidy, fungicidy a insekticidy. Na druhou stranu je
zavadéni téchto technologii narocné ¢asové 1 financné a vyzaduje specializované a

Skolené pracovniky.



2. CIL PRACE

Tato diplomova prace, ktera ma nazev ,,Produkce sekundarnich metabolitl
v explantatovych kulturach trezalky teCkované“, se zabyva tématem kultivace
explantatovych kultur tfezalky teckované (Hypericum perforatum (L.),
Hypericaceae) a moznostmi ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitd

(flavonoidl) v téchto kulturach.

Cilem prace bylo:

- seznameni s kultivaci kalusovych a suspenznich kultur tfezalky teckované
(Hypericum perforatum (L.)),

- zvladnuti HPLC analyzy pro kvantitativni stanoveni sledovanych
flavonoidu,

- sledovani vlivu latek ovliviigjicich oxidacné - redukéni déje v bunce
(peroxid vodiku, peroxid vodiku v kombinaci s Mg-ATP, glutathion) na
produkci flavonoidl v kulturach tfezalky teCkované,

- sledovani vlivu vybranych bunécnych barviv (neutrdlni cerven) ve

stejnych kulturach tfezalky teckované na produkci flavonoidd.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Hypericum perforatum (L.), Hypericaceae - Trezalka

teCkovana

Légiva slava tiezalky teckované saha az do starovékého Recka. Lékat a
ptirodovédec Paracelsus ji uvadél jako nejlepsi rostlinny 1€k svéta. | v dnesni
fytoterapii nachazi tiezalka Siroké uplatnéni, jeji uc¢inné latky podporuji dychani
bunék, ¢imz zlepsuji latkovou preménu. Y Je to prastara rostlina opifedend myty a
poveérami. Aby méla svou zazracnou a lé¢ivou moc, musela se sbirat na sv. Jana,
kdy byla nejucinnéjsi. Na zaklad¢ toho ji lidé zacali nazyvat ,,svatojanska trava“.
Po rozemnuti cerstvych listi a kvétd uvoliiuje tmavé cCervené barvivo -

o f 2
pfipominajici ,,krev sv. Jana“. )

3.1.1. Charakteristika

Védecké pojmenovani Hypericum perforatum ziskala tiezalka pro své
prasvitné teckovani na listech. Tiezalka teCkovana je vytrvala bylina, vysoka 60 —
100 cm. Lodyha je piima, obla, se dvéma podélnymi Gzkymi li§tami, nahoie
vétvend, dole s Cetnymi jalovymi pryty. Listy jsou vstiicné, podlouhle vejcité, az 3
cm dlouhé, celokrajné, proti svétlu prasvitné teCkované silicnymi naddrzkami a pfi
okraji s jemnymi ¢ernymi zlazkami. Tyto zlazky obsahuji hotky olej. Kvéty jsou
oboupohlavné, péticetné, az 25 mm velké, maji 5 zlatozlutych korunnich platkd
s cernymi Zzlazkami po okraji. Kali$ni listky jsou kopinaté, ¢erné teckované.
Ty¢inky jsou ¢etné (50 — 100), trojbratré, semenik svrchni - ze 3 plodolistu, se 3
volnymi ¢nélkami. Kvétenstvim je lata, sloZzena z vidlan a Sroubeld. Kvete od
&ervna do zai. Plodem je tobolka, uvnitf s Getngmi hnédymi semeny. *°

Piivodné se vyskytuje v Evropé, Asii a Severni Americe, ale byla
zavleCena i na ostatni kontinenty. Dobie snési sucho, roste na slunnych stranich,

, ., . R IIY v 7 7
na mezich, pastvinach, ale 1 na raseliniStich a mocalech. 6)7)
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Obr. é& 1: Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) — tiezalka te€kovana



3.1.2. Droga

Jako droga se vyuziva nat' (Herba hyperici) a kvét (Flos hyperici). Nat
trezalky se sbird v dob& kveteni, tedy od ¢ervna do zafi. Cerstvy material se
rozlozi na lisky a susi se ve stinu nebo Vv susarné pfi teploté¢ 35°C. Droga je bez

Y , ~ . Vo7 x r ’ 5)7
vin¢ a chutna hotce. V homeopatii se pouziva ¢erstva kvetouci nat’. )7)

3.1.3. Mikroskopické znaky

Pokozkové buiiky listového lice jsou slabé chobotnaté, na rubu mensi a
vinité, s ovalnymi praduchy, které jsou obklopeny tfemi vedlejSimi bunkami.
V listovém mesofylu se nachdzeji kulovité sekrecni nadrzky, naplnéné lesklymi
zelenoZlutymi tukovitymi kapkami a nadrzky naplnéné cEervenou hmotou.
Pokozkové buiikky korunnich platki jsou tvofeny prosenchymem, jsou
tenkoblanné a maji velké sekre¢ni kanalky, ze kterych vystupuje krvavé Cerveny

sekret a tukové kapky. 8

3.1.4. Obsahové latky

Mezi hlavni obsahové latky patii dianthrony, které vykazuji
fotodynamicky ucinek. Patii mezi né hypericin, pseudohypericin a isohypericin
(asi 1%) a jejich ptedstupné protohypericin a protopseudohypericin, jejichz obsah
Vv kvétu je asi 0,1 — 0,2%. Vzajemny pomér téchto latek vSak kolisa podle lokality.
Strukturné podobnym meziproduktem jejich biosyntézy je
frangulaemodinanthron. Dale obsahuje fluoroglucinolovy derivat hyperforin,
flavonoidni glykosidy - hyperosid, rutin, quercetin, isoquercetin a quercitrin (0,5 —
1%). Mezi vedlejsi obsahové latky patii silice, estery glycerolu a cholesterolu,
cukry, cholin a fenoly - kyselina kavova, chlorogenova a ferulova. Obsahuje také

katechinové tiisloviny (8 — 10%), jejichz obsah skladovanim siln& klesa. 2 ©

10



Obr. & 2: Hypericin

OH O OH
hypericin
Obr. ¢ 3: Pseudohypericin
OH O OH

pseudohypericin
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Obr. ¢. 4: Hyperforin

hyperforin

Obr. & 5: Hyperosid

hyperosid
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3.1.5. Biologické ucinky

V Iékarstvi 1 v lidovém léCitelstvi ma droga Siroké uplatnéni. Pouziva se
samotna jako odvar nebo jako soucast cajovych smési, ¢i jako soucast hromadné
vyrabénych 1é¢ivych ptipravka.

Celkové ucinky tfezalky jsou uklidiujici, a proto se pouziva k 1écbé
depresi, uzkosti, migrénovych potizi, neur6z, pii nervové vycerpanosti a
nespavosti. ¥

Ttezalkova droga se doporucuje pii vSech chorobach jater a zlu¢niku, pfi
nadbytku Zzalude¢ni kyseliny a zalude¢nich viedech, pfi poruchdch mocovych cest

vvvvv

vysoky obsah tiislovin se pouziva jako antidiarrhoikum, hemostatikum a
adstringens.? ¥

Uplatnéni nasla i pii 1é€bé chronickych srde¢nich chorob, zlepsuje krevni
ob¢h az do krevnich vlaseCnic. Je vhodna i1 pfi menstruanich obtizich,
v klimakteriu zlepSuje naladu a odstranuje deprese. Ttezalkovy ¢aj se doporucuje
pit pravidelné alespoii po dobu tfi tydnd, aby se projevil jeho celkovy a trvaly
ginek. D

Zevné se pouziva olejovy vytazek z trezalky jako adstringens, prostiedek
na hojeni ran, bércovych a jinych viedii, na hemoroidy, omrzliny, popaleniny a
ktzi spalenou sluncem. ®)

Extrakt z tfezalky teckované nyni patii mezi standardni antidepresivni
terapii. Ackoliv byla podrobena v poslednim desetileti rozsahlym védeckym
studiim, stale existuje mnoho otevienych otazek o jeji farmakologii a mechanismu
ucinku.

V roce 1996 byla provedena randomizovana klinicka studie na 1757
pacientech trpicich mirnou az stfedné silnou depresi. Prokazalo se, Ze extrakt
z tiezalky, samotny nebo v kombinaci s jinymi rostlinnymi extrakty, je 0¢inngjsi
v terapii deprese oproti placebu. *V

V pocatecnich studiich se ukdzalo, Ze trezalka je slabym inhibitorem
monoaminooxidazy A 1 B, pozdé&ji, ze inhibuje zpétné vychytdvani serotoninu,
noradrenalinu a dopaminu s pfiblizné stejnou afinitou. V dalsich in vitro testech
byla zjisténa vyznamna afinita k adenosinu, GABA (A), GABA (B) a

glutamatovym receptortim.

13



Pii pokusu na potkanech zpisobil extrakt z trezalky down-regulaci beta-
adrenergnich receptori a expresi serotoninovych 5-HT; receptorti v prefrontalni
ktte a zplisobil zmény v koncentracich neurotransmiterit v oblastech mozku, které
jsou zodpovédné za deprese.

Nedavné neuroendokrinni studie naznacuji, Ze tiezalka je zapojena i do
regulace gent, které kontroluji funkci osy hypotalamus-hypofyza-nadledvinky. ¥

Za antidepresivni G¢inek je zodpovédny zejména hyperforin a hypericin,
ale i vextraktu prostém hypericinu a hyperforinu byl zachovan antidepresivni

ucinek, na kterém se podileji nejspiSe i nékteré flavonoidy. 1)

Hypericin inhibuje zpétné vychytavani serotoninu a tim je zodpovédny za
antidepresivni G¢inky. Chemickou strukturou se jedna o naftodianthron. Vykazuje
schopnost inhibovat proteinkinasu C, ¢imz mulze navodit apoptézu malignich
bunck v naddorové tkani a plsobit tak cytostaticky. Potencidlni vyuziti hypericinu
Vv 1é¢bé hypofyzarnich nadort pteslo od testovani in vitro k terapeutickym studiim
u vybranych pacientd, u kterych nebyl mozny chirurgicky zakrok, nebo selhala
medikamentozni 1é¢ba. 2 Diky fotodynamickému efektu dokaze v cytoplasmé
pusobit jako virostatické agens. Virostaticky ucinek je dan inhibici reverzni
transkriptazy, ¢imz dojde k rozpadu lipidového obalu viru a tim je znemoznén

prenos viru do bunky. 13)

Hyperforin je hlavni latkou zodpové€dnou za antidepresivni ucinek.
Inhibuje zpétné vychytavani serotoninu, dopaminu a noradrenalinu, ale ma afinitu
i ke GABA a L-glutamatovym receptorim. ** Hyperforin inhibuje zp&tné
vychytavéani serotoninu tim, Ze zvysuje intraceluldrni hladinu Na*. Ve srovnani
s ostatnimi antidepresivy, jako jsou selektivni inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu (SSRI) a tricyklicka antidepresiva (TCA), je vSak hyperforin jen
slabym inhibitorem. ) M4 také ucinky protizanétlivé, antitumoro6zni,

antibakterialni a antioxidaéni. *®

Hyperosid je flavonoid vykazujici aktivitu antivirovou, antioxida¢ni a
antiapoptotickou. V poslednich studiich prokazal i protizanétlivy ucinek diky
potlaceni produkce TNF-a, IL-6 a oxidu dusnatého Vv peritonealnich makrofazich

w1
u mysi.
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3.1.6. Lékové interakce

Farmakokinetické interakce

Tiezalka vykazuje cCetné Iékové interakce. Je induktorem jaternich
mikrosomalnich enzymt cytochromu P450 - CYP 3A4, CYP 2C9, CYP 2C19 a P-
glykoproteinu. Urychluje metabolismus a snizuje tak ucinek nékterych 1é¢iv.

Uzivani ptipravka obsahujicich tiezalku neni doporuceno u lidi uzivajicich
imunosupresiva (cyklosporin, takrolimus), antineoplastika (irinotekan), léky
s izkym terapeutickym indexem (theofylin) a 1éky ovliviujici kardiovaskularni
systém (warfarin, digoxin, simvastatin, amiodaron). Tiezalka také indukuje
metabolismus estrogeni (pies CYP 3A4) a snizuje tak jejich ucinek, proto by ji

y NP AT 1 . 20)21)22
nemély pouZivat Zeny uZivajici peroralni kontraceptiva. 2% 22

Farmakodynamické interakce

Ttezalka v kombinaci s n€kterymi 1é¢ivy zvySujicimi hladinu serotoninu
v CNS muze vyvolat serotoninovy syndrom, jak je tomu napi. se selektivnimi
inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (sertralin, paroxetin) nebo s agonisty

serotoninovych receptorti (triptany). 23)

3.1.7. Toxicita

Ttezalka ma jednu nepfijemnou vlastnost. Po poziti a nasledném ozéateni
sluncem vyvola u svétlych typa lidi s citlivou pokozkou a u albinoidnich typi
zvitat tzv. hypericismus, tedy citlivost na slunecni svétlo, za kterou je zodpovédny
hypericin. Obvykle se u lidi projevuje zfervenanim a svédénim pokozky.
Hypericin  spolu s pseudohypericinem jsou fotodynamickymi pigmenty
zcitlivujicimi bunky organismu na svétlo del$i vlnové délky nez 320 nm.
Expozice takovému svétlu zptsobuje rozklad erytrocyti. To mize u zvifat, ktera
zkonzumovala vétsi mnozstvi krmiva obsahujici hypericin, vyvolat tézké kozni

iritace, otoky, po dlouhé expozici kiece az uhynuti. 410

15



3.2. Biosyntéza flavonoidu

Biosyntéza flavonoidi vychazi z metabolismu kyseliny Sikimové. Touto
cestou vznikéa L-fenylalanin, ktery je ménén pomoci enzymu PAL (phenylalanine
ammonia lyase) na kyselinu skoficovou. Ta je dale pfeménéna az na p-kumaroyl-
CoA. Zde se nachdzi specificky enzym pro biosyntézu flavonoidi -
chalkonsyntaza, ktera vytvari zakladni strukturu, ze které¢ se odvozuji vSechny
flavonoidy. V zavislosti na enzymatickém vybaveni druhu, rostlina modifikuje
tuto zaékladni flavonoidovou strukturu pomoci enzyml isomerdz, reduktdz,

hydroxyldz a dioxygenaz na jednotlivé podtiidy flavonoidu. 44)

16



Obr. & 6: Sikimdtovd biosyntetickd cesta
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Obr. & 7: Biosyntéza flavonoidi
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3.3. Explantatové kultury rostlin

Pojmem explantatova kultura oznaCujeme izolované rostlinné organy,
pletiva nebo bunky, které jsou péstované na zvlastnich zivnych padach za
sterilnich a specifickych podminek in vitro. 2%

Vyuziti maji pfi Slechténi rostlin a pfi produkci rostlinnych metabolitti.
Jejich hlavni vyhodou je, ze lze dlouhodobé kultivovat velké populace bunck,
Vv pomérn¢ malém prostoru a z kazdé populace lze vypéstovat novou,
plnohodnotnou rostlinu. Dalsi vyuziti mohou mit i pfi testovani biologické
aktivity nékterych latek, napt. herbicidii, pesticidii, rostlinnych bioregulatorti a
mutagentl, taktéz 1 pfi studiu biochemickych pochodi rostlinnych bunék.

Z farmaceutického hlediska je vyznamné piedev$im ovlivilovani
sekundarniho metabolismu, protoze fada rostlinnych sekundarnich metabolit
pochazi 1 ze vzacnych a ohrozenych druhli. Navic je mozno s pomoci genetickych
manipulaci produkovat i latky, které jsou naprosto cizorodé. 25)

Kultivace rostlinného materidlu je mozna diky vysoké regeneracni
schopnosti rostlin, kterd souvisi s moznosti obnovit bunééné dé€leni i u bunck
somatickych. Diky témto vlastnostem se mohou rostliny vegetativné mnozit nebo
nahrazovat poskozené organy. Tato schopnost je zaloZena na totipotenci rostlinné
bunky, kdy kazda ziva buiika rostlinného téla obsahuje genetickou informaci pro
celou rostlinu, a tak se miize pomoci postupné diferenciace zregenerovat v celou

fertilni rostlinu. 2@ 2

3.3.1. Druhy explantatovych kultur

Déleni podle morfologické charakteristiky:

- kultury orgdnové — diferencované organy, které si zachovavaji stavbu a
funkeci, patii sem napft. kultivované koteny, stonky, listy, ¢asti kvétenstvi;

- kultury tkarnové - tzv. kalusy, coz jsou soudrzna nediferencovana pletiva
kultivovana vétSinou na pevnych nebo polotuhych nosi¢ich nasycenych
médiem;

- kultury suspenzni - volné bunky nebo bunécéné shluky kultivované

V tekutém médiu;
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kultury bunécné - volné jednotlivé bunky, resp. jejich nejblizsi potomstvo,
pomnozované v tekutém, polotuhém zivném médiu nebo na pevném
nosiéi;

kultury bunécnych protoplastu - bunéné obsahy obalené pruznou
cytoplasmatickou membranou, nikoliv pevnou buné¢nou sténou;

kultury prasnikové a kultury mikrospor — izolované prasniky péstované na

pevném nebo v tekutém médiu. 25) 28)

3.3.2. Kultivace explantatovych kultur

Pro kultivaci rostlinnych explantat jsou pozadovany specialni podminky.

Zalezi zejména na slozeni kultivaéniho média, které je zdrojem energie, vyzivy a

regulacnich latek. Jiz bylo vypracovano i né€kolik zdkladnich druht Zivnych médii,

které jsou pouzitelné pro vétSinu explantatovych kultur. Jedné se napi. o médium

podle Murashigeho a Skooga — tzv. MS médium *”, médium podle Schenka a

Hildebrandta — tzv. SH médium *Y, médium podle Gamborga (B5) ** a dalsi. Tato

média jsou charakteristickd vysokym obsahem mikroelement.

Slozky Zivného média:

voda;

makroelementy - dusik, fosfor, draslik, vapnik, hoicik a sira, ve form¢ soli;
mikroelementy - Zelezo, bor, méd’, mangan, nikl, kobalt, jod, molybden;
vitaminy - thiamin, pyridoxin, kyselina nikotinova, kyselina listova, biotin,
myo-inositol;

zdroj dusiku — aminokyseliny, které se pouzivaji bud’ ¢isté - napt. glycin
nebo jejich smési — napft. hydrolyzaty proteind; dale nitraty, amonné soli;
zdroj organického uhliku — nejCastéji sachar6za, n€kdy ji lze nahradit i
glukozou ¢i fruktozou;

nedefinované organické slozky médii - rostlinné §t'avy, kokosové mléko,
kvasnicovy extrakt, pepton, hydrolyzat kaseinu (nékdy se piidava Cerné
uhli, kter¢ mulze absorbovat jak latky inhibujici rist, tak rlstoveé
regulatory, a mit tak stimula¢ni nebo inhibi¢ni efekt na riist explantata);
riustove  regulatory — auxiny (kyselina indolyloctova, kyselina

naftyloctova, kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova), cytokininy
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(benzylaminopurin, 6-benzylaminopurin, kinetin), gibereliny, kyselina
abscisova;

- latky pouzivané pro zpevnéni média — nejCastéji se pouziva agar, ktery po
smichani s vodou vytvoii gel, ktery je stabilni pfi teplotach kultivace;
explantdt je mozné wuchytit i na mbustcich z filtracniho papiru,

XX . . 20)33
polyuretanové péné & perforovaném celofanu. 232

Dale pfi kultivaci zalezi na fyzikalnich podminkach. Teplota by méla byt
vrozmezi 17-25°C, intenzita osvétleni od 2000 do 5000 luxi, hodnota pH
kultivaéniho media nejcastéji vrozmezi 5,5 — 6,0. Také zalezi na vlhkosti
vzduchu a na vhodném kultivadnim zafizeni. *”

Pii pouziti polotuhych médii Ize rostlinny materidl umistit nad médiem
tak, Ze neni potieba zadny zvlastni systém provzdusnovani kultury, na rozdil od
médii tekutych. Dodéavka kysliku pro ponofené casti bunék, pletiv nebo organti
v tekutych médiich se zajistuje tfepanim, michanim, rotovanim nadob ¢i
zavedenim proudu rozptylené¢ho sterilniho vzduchu skrze médium. Zalezi na
intenzit¢ michani, pomalé michani mize zpusobit hypoxii, naopak rychlé muize
poskodit buiiky. %)

Médium i kulturu je nutné udrzovat sterilni a pfi manipulaci se musi

dodrzovat zasady aseptické prace, aby se zabranilo mikrobialni kontaminaci. 2"
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3.4. Moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich

metabolitu

Rostlinné tkanové kultury jsou slibnym zdrojem sekundarnich metabolita.
Jejich produkce je ale ve srovnani s celymi rostlinami obvykle nizsi, a to je divod,
pro¢ se hledaji rizné metody a pfistupy ke zvyseni produkce. Je nékolik metod,

které mohou byt pouzity ke zvySeni produkce sekundarnich metaboliti, elicitace
vvvvvv 37)

3.4.1. Elicitace

Elicitace spoc¢iva v akumulaci sekundarnich metabolitd v rostling, pfipadné
ve tkanové kultute, jako nasledek obranné reakce rostliny na stresovy podnét.
Elicitor ptsobi jako stresovy faktor prostfednictvim aktivace enzymu v pletivech
rostlin.

Elicitory rozdélujeme podle pivodu na biotické a abiotické. Mezi biotické
elicitory fadime rizné patogenni mikroorganismy jako viry, bakterie, kvasinky ¢i
houby. Mezi elicitory abiotické fadime fyzikalni faktory (napt. UV zafeni, zmény
teplot, pH, osmotického tlaku), dale nékteré chemické vlivy (t€zké kovy,
antibiotika, pesticidy, herbicidy ¢i nedostatek kysliku a vody). *? 42

Jako prvni faze obranné reakce rostliny na elicitor nastava hypersenzitivni
reakce, ktera spociva v aktivaci obrannych mechanismi. Pro rozpoznani bunky
patogenu od vlastnich bun€k ma rostlina v cytoplasmatické membrané zakotveny
receptory pro specifické struktury patogenu. Thned po rozpoznani specifické
struktury spusti receptory intracelularni kaskadu MAP-kindz. Na konci této
signaliza¢ni kaskady je obvykle transkripéni faktor, ktery se navaze na DNA a
spusti expresi genll spojenych s obrannou reakci. Pro spusténi obranné reakce je
nezbytnd zvysend koncentrace vapenatych iontli v cytosolu. To pravdépodobné
aktivuje NADPH-oxidazu, ktera produkuje reaktivni formy kysliku. Dalsi signalni
molekulou je oxid dusnaty, zatim vSak nebyl nalezen enzym, ktery by ho ptimo

produkoval.
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Systém reaktivnich forem kysliku spocivd zejména v pfimém pilisobeni
kyslikovych radikald na expresi genu, peroxidaci membranovych lipidd a tvorbé
kyseliny jasmonové a metyljasmonatu, které nasledné ovliviiuji transkripci.

Druhé faze obranné reakce spociva v systémové odpovédi. Elicitor zpiisobi
aktivaci enzymu nebo pfechodné zvyseni hladiny enzymu, coz vede k nésledné
produkci a akumulaci obrannych latek, které vznikly stres eliminuji. Dochazi
k syntéze specifickych stresovych proteint, coz mohou byt latky, které se podileji
na odstranovani aktivnich forem kysliku, jako peroxidasy, antioxida¢ni slou¢eniny
¢i hydrolazy napadajici bunénou sténu patogenu. OvSem kromé stresovych
proteinovych latek muze byt ovlivnéna 1 syntéza latek sekundarniho

metabolismu.?> %)

3.4.2. Imobilizace

Imobiliza¢ni biotechnologie upoutdva biologicky aktivni molekuly
(enzymy, bunky, antigeny, apod.) v oddélené fazi a umoziuje vyménu s hlavni
fazi, v niz je substrat a produkt dispergovan. 26)

Imobilizace bunék mulze byt provedena na povrchu urcitého nosice
uzavienim bunék do polymernich materidlit (enkapsulace), zakotvenim do
polymerni membrany, kovalentni vazbou na nosi¢ ¢i vytvofenim nerozpustnych
castecek a naslednym zesitovanim molekul nosice.

Imobilizované buriky a bunétné organely jsou Si schopny po uréitou dobu
zachovat enzymové metabolické drahy, coz umoznuje jejich vyuziti jako
biokatalyzatort k syntéze ftady latek. Vyuziti maji i pfi pramyslovych
biotransformacich k vyrob& produkti a meziprodukti. * Imobilizace bungk Gasto

zvysuje produkci sekundéarnich metabolitii v porovnani se suspenznimi kulturami.

3.4.3. Biokonverze

Biokonverze je postup, pii kterém se ptidava prekurzor do zivného média
bunéénych kultur a v prubéhu kultivace dojde k jeho preméné na Zzadany
sekundarni metabolit. Prekurzor je zpracovan stejnymi metabolickymi drahami

jako v intaktni rostlin€. Pfedpokladem vSak je, Ze se dostane z média do buiky,
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respektive do organel, ve kterych dand metabolickd drdha probihd. Nékdy ale
bunééné kultury méni prekurzor na nové slouceniny, které se v rostling
nenachéazeji. Biokonverze je levnéjsSi metodou nez biosyntéza sekundarnich
metaboliti od pocatku pouze tehdy, je-li prekurzor levnéjsi nez vysledny produkt.
Jako prekurzory se nejcastéji vyuzivaji aminokyseliny, ze kterych pfislusna

metabolick4 draha vychazi. 340

3.4.4. Biotransformace

K rostlinnému materialu je pfidan exogenni substrat, ktery musi byt
rostlinnou buiikou a organem piijat a zapojen do metabolickych procesi. 25)
Explantatové kultury rostlinnych bunék jsou schopny transformovat exogenné
dodané latky hydroxylaci, oxidaci, redukci, metylaci a demetylaci. Explantatové
kultury vSak provadeji nékolik reakci soubézng, proto se musi bunécné linie

nejprve piisné vyselektovat. 2%

3.4.5. Geneticka manipulace

Genetickd manipulace spociva vizolaci a charakterizaci genetického
materialu, ktery se upravi a nasledné transferuje zpét do organismu nebo do
bunééné kultury. Pouzivd se bud’ exprese jednoho nebo nékolika gend, které

koduji klicové kroky biosyntézy, nebo exprese regulatornich gent. 25)
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3.5. Oxidacni stres

Rostliny musi casto celit riznym biotickym a abiotickym stresovym
faktorim, které maji neptiznivé u€inky na rist a vyvoj rostlin. Béhem evoluce si
vSak rostliny vyvinuly fadu slozitych regula¢nich mechanismii, aby se
prizpusobily rtiznym stresorim prostfedi. Jednim z dasledktli stresu je zvySeni
bunééné koncentrace reaktivnich forem kysliku. Tyto reaktivni formy jsou
nasledné¢ pfevedeny na peroxid. Aktivni formy kysliku mohou buiku bud
poskozovat, nebo pulsobi jako signalni molekuly, které aktivuji obranné
mechanismy. Vyssi rostliny produkuji reaktivni formy kysliku i za normalnich
metabolickych podminek béhem metabolickych procesti. Nadmérna koncentrace
viak vede k oxida¢nimu poskozeni nebo k apoptdze buiiky. *° 47

Rostliny pro efektivni produkci energie vyzaduji kyslik. Pfi redukci
kysliku na vodu vznikaji aktivni formy kysliku jako superoxidovy radikal (O2"),
peroxid vodiku (H20;) nebo hydroxylovy radikal (OH'). Pfi pfijmu piebytecné
energie mize dojit ke vzniku singletniho kysliku (*O), coZ je velmi reaktivni
molekula, ktera muze zreagovat s jinymi biologickymi molekulami. Tato
molekula nemtze proniknout pies biologické membrany a je pfeménéna na H,0s.
Hydroperoxylovy radikal, ktery vznikd protonaci superoxidového radikdlu ve

vodném prostfedi, muze proniknout pfes membrany, odstépit vodik

Mrve

v

vodiku inaktivuje enzymy oxidaci jejich thiolovych skupin. Nejreaktivnéjsi je
vSak hydroxylovy radikal, ktery je tvofen z H,O,. MuzZe zreagovat se vSemi
biologickymi molekulami, protoZe buiika nemd enzymaticky systém, kterym by

tento vysoce reaktivni radikal eliminovala, coz nakonec vede ke smrti burniky. 46)

3.5.1. Latky pouzité jako potencialni elicitory

V ramci této diplomové prace byly vybrany nékteré latky hrajici roli
v mechanismu pisobeni oxidaéniho stresu. Uginek byl zkouman u nasledujicich

latek:

25



Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H;0;) navozuje oxidacni stres jakozto generator
kyslikovych radikald. U rostlinnych bunék bude pravdépodobné jako odpovéd na
zvysené mnozstvi kyslikovych radikali zvySena produkce flavonoida nebo jinych
latek s antioxidacni aktivitou.

Peroxid vodiku je mald, elektricky neutrdlni molekula. Do bunky
difunduje snadno ptes bunéénou membranu. Je to pomérné reaktivni latka, plisobi
jako silné oxidacni ¢inidlo.

V rostliné vznikéd ftadou fyziologickych procesit béhem metabolismu
buiky, ale i fadou patologickych procest. Na jedné stran¢ je peroxid vodiku
Vv nizkych koncentracich signalni molekulou, na druhé stran¢ vzniké v bufice jako
vedlej§i toxicky produkt aerobniho metabolismu. Aby builkka zabranila
oxidativnimu poskozeni, musi mit mechanismus, jak zamezit jeho vniknuti do
buiiky, nebo musi produkovat antioxidanty, které zneutralizuji Skodlivy vliv H,O,.
Vétsinu biologickych molekul neoxiduje pfimo, nebezpeci spociva zejména v jeho
preméné na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal. 54)

Jako signalni molekula je schopen prochazet membranami pomoci
aquaporinii a tim $ifit stres do dalSich bunék. Osud bunky pak zavisi na
koncentraci H,O; a na rychlosti jeho eliminace.

V experimentech byla pouzita i kombinace peroxidu vodiku s Mg-ATP,
kde Mg-ATP hraje roli jako aktivator transportu flavonoidt, H,O; pisobi jako
elicitor. Predpoklada se, ze tato kombinace by mohla pozitivné ovlivnit produkci
sekundarnich metabolitt.

Vétsina latek sekunddrniho metabolismu se vyskytuje v glykosylovaném
stavu. Vakuolarni transport glykosylovanych derivati pfes tonoplast je obvykle
zprostfedkovan pomoci antiportu proton-substrat. Neékteré latky, jako jsou
flavonové glukuronidy, nesou zaporny ndboj a jsou vychytavany pomoci piimé
energetické utilizace Mg-ATP. To je dikazem pfitomnosti ABC (,,ATP binding
cassette‘) transportérii. Tyto transportéry patii do podskupiny MRP (multidrug
resistence associated) proteind, které transportuji negativné nabité organické
molekuly. % 48) Tento mechanismus transportu by mohl byt pouzit i pro flavonové

glukuronidy, jako je hyperosid.
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Glutathion

Glutathion (GSH) je hlavni intracelularni antioxidant nachazejici se
v rostlinnych 1 zivociSnych bunkach. Jednd se o tripeptid slozeny ze tii
aminokyselin — glycinu, cysteinu a kyseliny glutamové spojenych peptidovymi
vazbami. Glutathion je nejhojnéji zastoupenou latkou v rostlinach, ktera je
rezervoarem organické siry, nezbytné pro normalni rist a vyvoj rostliny.

Jednim z tkoll glutathionu je ochrana pted oxidacnim stresem, zejména
reakce s aktivnimi formami kysliku. GSH chrani proteiny (napt. enzymy,
receptory a transportni proteiny) pred denaturaci zplisobenou oxidaci jejich
thiolovych (-SH) skupin.

Glutathion se vyskytuje v redukované (GSH) a oxidované (GSSG) form¢.
GSSG vznika spojenim dvou molekul glutathionu pomoci thiolovych skupin,
které¢ vytvoii disulfidovy mistek. Pomér redukované a oxidované formy
vcytosolu je 100:1. Nicméné v endoplasmatickém retikulu je jiz vice
oxidovaného glutathionu a pomér GSH:GSSH je 3:1. *) Pomér oxidované a
redukované formy ukazuje miru oxidaéniho stresu v rostliné. Pii plisobeni
oxidacniho stresu na rostlinu se zvySuje hladina oxidované formy glutathionu a
klesd mnozstvi redukované formy. To nastavd napi. pii odstranovani peroxidu
vodiku z bunek. Obnoveni redukovaného GSH zajistuje enzym
glutathionreduktaza. Pokud je stres intenzivni nebo trva dlouhou dobu, dojde
Kk vyCerpani antioxida¢ni kapacity buriky a k bunécné smrti. 51)5%)

Reakci GSH s volnymi radikdly mize vzniknout thiylovy radikal (GS),
ktery zanika reakci s druhym radikalem (GS'). Pfi reakci radikalu s molekulou
GSH vsak mtZze vzniknout radikdl oxidovaného glutathionu (GSSG”), ktery je

schopen redukovat kyslik na superoxid (O;"). 50)
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Obr. ¢ 9: Redukovand forma glutationu
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glutathion (GSH)

Neutralni ¢erven

Vzhledem k ptedpokladu, ze neutrdlni Cerven bude pouzita v dalSich
experimentech k barveni vakuol pfi jejich izolaci, byl soucasti této prace i
experiment zkoumajici vliv neutrdlni cerveni na obsah flavonoidi
v explantatovych kulturach Hypericum perforatum.

Neutralni Cervei je acidobazicky indikator s funkéni oblasti pH 6,8 - 8,0 a
S barevnym pfechodem Cervend — Zluta.

Vyuziva se pii testu cytotoxicity, ktery je zaloZen na schopnosti Zivych
buncék vychytavat a vazat neutrdlni Cervenl. Neutralni Cerven je kladné nabité
barvivo, které¢ prochéazi ptes bunéénou membranu pasivni difuzi. Akumuluje se
V bunééné cytoplasmé a je skladovdno v kyselém prostiedi lysozomil, kde je
vazéano elektrostatickymi hydrofobnimi vazbami k aniontovym nebo k fosfatovym
skupindm lysozomalniho matrixu. Podstata testu spoivd ve schopnosti pouze
zivych bun€k adsorbovat a vazat neutrdlni Cerven, zatimco u poSkozenych a
mrtvych bungk je tato schopnost sniZena. Pi{jem neutrdlni cervené buiikou zavisi
na schopnosti udrzet pH gradient pomoci produkce ATP. Za fyziologického pH
ma barvivo nulovy naboj, coz umoziuje prinik bunéénou membranou do buiiky.
Uvnitt lysozomu je protonovy gradient, ktery udrzuje pH nizsi neZ v cytoplasmé,

¢imz zpiisobi, Ze barvivo ziskd naboj a ziistane tak uvnitt lysozomu. )
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Tim, ze neutralni ¢erven prostupuje do organel, ve kterych se vytvareji a
skladuji flavonoidy, existuje zde predpoklad, ze by mohla byt ovlivnéna i
biosyntéza flavonoidi. Navic neutralni Cerven v prfitomnosti Zelezitych ionti,
které jsou soucasti zivného média, mize zplsobovat oxidacni stres a fungovat

jako elicitor. *®°"

Obr. & 8: Neutralni Cervert
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1. Chemikalie

methanol pro HPLC: Lab-Scan, Gliwice, Polsko;

- ethanol 96%;

- peroxid vodiku 30%: Penta, Chrudim, CR;

- neutralni ¢erven, glutathion: Sigma, St.Luis, USA;

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

- enzymaticky hydrolyzat kaseinu: Imuna, Sari§ské Michalany, SR;

- 6-benzylaminopurin pro zvlastni ti€ely, dihydrogenfosfore¢nan draselny €.,
dusi¢nan amonny p.a., dusi¢nan draselny p.a., hydrogenfosfore¢nan sodny
p.a., chlorid vapenaty p.a., chlorid kobaltnaty p.a., jodid draselny p.a.,
kyselina borita p.a., glycin €., kyselina o-fosfore¢na ¢., kyselina nikotinova
¢., methanol p.a., molybdenan sodny p.a., sachardza p.a., siran hotfe¢naty
p.a., siran méd’naty p.a., siran manganaty p.a., siran zine€naty p.a., siran

7eleznaty p.a.: Lachema, Brno, CR.

4.1.2. Pristroje a vybaveni

analytické vahy A 200S: Sartorius, Gottingen, SRN;

- autoklav PS 20A, horkovzdusny sterilizator HS 81A, Chirana, Brno, CR;

- box s laminarnim proudénim Fatran L-F: vyrobné druzstvo Pokrok, Zilina,
SR;

- HPLC chromatograf JASCO (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS 2055): Jasco International, Tokyo, Japonsko;

- chromatograficka kolona LiChrospher RP-18 250x4 (Sum)
s predkolonkou: Merck, Darmstadt, SRN;

- pipetovaci balonek, Filip, SRN;

- susarna HS 61A Chirana, Brno, CR;
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- tfepacka UNIMAX 2010, Heidolph Instruments, SRN;
- vialky, Labicom s.r.0., Olomouc, CR;

- vodni lazen KL: Laboratorni pfistroje, Praha, CR.

4.2. Kultivace in vitro kultur Hypericum perforatum

4.2.1. Pasazovani a kultivace

Pasazovani kalusovych kultur Hypericum perforatum spocivalo
v mechanickém pienaseni kultur do pfedem pfipravenych banék se 30 ml zivného
média. Provadélo se v boxu s laminarnim proudénim vzduchu, ktery byl predem
vydezinfikovan 96% ethanolem a ozafen germicidni zarivkou. Pfi praci byly
dodrzovany zasady prace v aseptickém prostfedi, néstroje byly sterilizovany 2
hodiny pii 200°C, Erlenmayerovy baiky s papirovym mustkem a s 30 ml MS
média uzaviené hlinikovou folii byly sterilizovany po dobu 15 minut pii 120°C
Vv parnim autoklavu. Kalusové kultury byly kultivovany ve 100 ml
Erlenmayerovych baitkdch na mustcich z filtraéniho papiru, pfi teploté¢ 25°C a
normalniho svételného rezimu (16h svétlo, 8h tma). Pasazovani se provadélo
pravidelné po 28-30 dnech.

Suspenzni kultura byla pfipravena mechanickym rozmélnénim ¢asti
kalusovych kultur v Zivném médiu. PasaZovéani suspenznich kultur spocivalo
Vv pfenaseni 10 ml narostlé suspenzni tkdné z pfedchozi kultivace pomoci pfedem
vysterilizované pipety do ptfedem piipravenych Erlenmayerovych ban¢k se 40 ml
MS média. Vse probihalo za aseptickych podminek v laminarnim boxu. Kultivace
probihala za stejnych podminek jako u kalusovych kultur, jen na rotacni tfepacce

(120 ot/min) a po dobu 14 dni.
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4.2.2. Zivné médium

Kalusové 1 suspenzni kultury tiezalky teckované byly kultivovany na pidé
podle Murashigeho a Skooga, tzv. MS médium, jehoz sloZeni je uvedeno
Vv nasledujici tabulce. K tomuto médiu byl navic pfidan ristovy hormon BAP a
rastovy stimulator o-NAO v koncentraci 2,00 mg/l. Vazeni probihalo na
analytickych vahéach. Makroelementy, mikroelementy a dalsi latky potiebné

Vv mens$im mnozstvi byly odpipetovany ze zadsobnich roztoki.

CaCl,.2H,0 440,00 mg/I
MgSO04.7H,0 370,00 mg/I
KNO; 1900,00 mg/I
NH4NO; 1650,00 mg/I
KH2PO4.H,0 170,00 mg/I
Na,EDTA 37,37 myg/l
FeSO,.7H,0 27,84 mg/l
MnS0O4.4H,0 22,30 mg/I
ZnS04.7H,0 11,50 mg/I
H3BO3 6,20 mg/l
Kl 0,83 mg/l
Na;Mo00,.2H,0 0,025 mg/I
CuS04.5H,0 0,025 mg/I
CoCl,.6H,0 0,025 mg/I
hydrolyzat kaseinu 1000,00 mg/I
inositol 100,00 mg/I
glycin 2,00 mg/l
kyselina nikotinova 0,50 mg/I
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg/I
thiamin hydrochlorid 0,10 mg/l
sachardza 30000,00 mg/l
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4.3. Vliv potencialnich elicitoru

4.3.1. Sledovani vlivu samostatného peroxidu vodiku a v kombinaci
s Mg-ATP

Touto abiotickou elicitaci byl u¢inén pokus pozitivné ovlivnit produkci
flavonoidnich glykosidd, zejména hyperosidu, quercetinu a rutinu.

Na konci kultivaéni periody suspenznich a kalusovych kultur byl ptidan
jako elicitor peroxid vodiku. Tento elicitor byl pfidavan vzdy po 1 ml ze sterilnich
zasobnich roztoku tak, aby vysledné koncentrace v zivném médiu byly 1, 10 a 100
mg/l. K dal$im kulturam se kromé peroxidu vodiku ptidaval jesté¢ 1 ml Mg-ATP
ze zasobniho roztoku a ke kulturam kontrolnim se ptidaval 1 ml sterilni vody.

Kultury byly dale kultivovany pii teploté 25°C a pti svételné periodé 16h.
Vzorky kultur byly odebrany po 4 a 24 hodinéch kultivace.

4.3.2. Sledovani vlivu glutathionu

K ovlivnéni produkce hyperosidu a quercetinu byla zvolena elicitace
glutathionem (v redukované formé GSH). Glutathion je latka ucastnici se
oxidacné-redukénich déja v buiice.

Ke kalusovym a suspenznim kulturam byl na konci kultivacni periody
pfidan vzdy 1 ml glutathionu ze zasobniho roztoku. Vysledné koncentrace GSH
v médiu byly 1, 10 a 100 mg/l. Ke kontrolnim kulturam byl pfidavan 1 ml sterilni
vody.

Nasledovala kultivace pti 25°C a za svételné periody 16h. VVzorky kultur
byly odebrany po 4 a 24 hodinach a po usuSeni a extrakci byl metodou HPLC

stanoven obsah hyperosidu, quercetinu a rutinu.

4.3.3. Sledovani vlivu neutralni ¢erveni

Neutralni Cervenn je schopna prostupovat do organel, které vytvéieji
flavonoidy. Bylo sledovano, zda-li neutralni ¢erven ovlivni produkci sekundarnich

metabolitd v suspenznich a v kalusovych kulturach.
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Ke konci kultivacni periody byla pfidavana k suspenznim i kalusovym
kulturam neutrdlni Cerven. Neutralni Cerven, byla pfipravena do sterilnich
zasobnich roztokl, ze kterych byl odebran vzdy 1 ml. Vysledné koncentrace
tohoto barviva v médiu byly 0,1, 1, a 10 mg/l. Ke kulturam kontrolnim byl ptidan
1 ml sterilni vody.

Kultury byly nésledné kultivovany pfi teploté 25°C a svételné period€ 16h.
Vzorky kultur byly odebrany po 4 a 24 hodinach kultivace.

44, HPLC analvza

4.4.1. Priprava vzorki

Suspenzni i kalusové kultury jsme po volném 24 hodinovém proschnuti na
filtranim papife dosusSili v susarné pii teplot¢ 50°C, suspenzni kultury byly
nejprve prefiltrovany. UsuSeny material byl rozdroben v porceldnové tfeci misce,
nasledné byl zvaZzen a hmotnosti jednotlivych vzorki zaznamenany. Poté byla
dvakrat provedena extrakce na vodni lazni pod zpétnym chladicem. K extrakci
bylo pouzito 10 ml 80 % methanolu. Prvni extrakce probihala 15 min, poté byly
extrakty zfiltrovany ptes kousek vaty. Vata se vzorkem byla vracena do varné
banky a podrobena druhé extrakci s dalsimi 10 ml 80 % methanolu po dobu 15
min. Oba extrakty byly spojeny a filtrat byl doplnén do 20 ml 80 % methanolem.
Po vychladnuti byly extrakty zfiltrovany pfes mikrofiltr (0,22um) do vialek, a tak
byly ptipraveny k HPLC analyze.

4.4.2. Charakteristika HPLC

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie — High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) je separatni metoda umoziujici souCasné jak
kvalitativni, tak 1 kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési, a to
s vysokou selektivitou, citlivosti a v relativné kratkém case. Vyhodou je, Ze pro
analyzu postacuje velmi malé mnoZstvi vzorku. Pomoci HPLC mizeme urcit

identitu, stanovit obsah i ¢istotu analyzovaného vzorku. 52)
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4.4.3. HPLC analyza

HPLC analyzy byly provadény na chromatografické sestavé Jasco
(¢erpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené
ptedkolonovym filtrem a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s ochranou
ptedkolonkou.

SloZeni mobilni faze: eluent A: 8% acetonitril + 0,15% H3PO3 ve vodé,

eluent B: 100% acetonitril. Eluce mobilni fdze probihala gradientové, a to dle

nasledujici tabulky:

Cas (min) % eluentu A % eluentu B
0 90 10

10 80 20

20 75 25

Priatok mobilni faze byl 1,5 ml/min, teplota kolony 25°C a nastfikovany
objem 50 pl. Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych
délek 190 - 450 nm. Obsah sledovanych latek byl vypocéten z pika pii vinové
délce 254 nm, kde maji dané flavonoidy své absorpni maximum. Obsah obou
latek byl kvantifikovdn matematickou metodou normalizace a porovnanim s
kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci externé meéteného standardu téze latky.

Standardy byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich.

35




e

Kalibraéni krivka hyperosidu (nahoie) a quercetinu (dole).
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Obr. ¢ 10: Ukazka chromatogramu vzorku pripraveného z in vitro kultury.

AT [mn]

4.4.4. Validace HPLC analyzy

Validaci se rozumi ovéteni platnosti zvolené analytické metody.

Instrumentalni validaci zajistuje vyrobce HPLC sestavy (Jasco) normou ISO 9001

(International Organization for Standardization). Zptsobilost chromatografického

systému byla déale ovétena testem opakovaného ndsttiku (tzv. test na ptesnost, kdy

se provede 6 nastiikli stejnym vzorkem a vypocte se relativni smérodatna

odchylka, ktera musi byt vzdy mensi nez 1,5%) a testem linearity (linearni

regresni analyzou se z péti ruznych koncentraci standardu zjisti hodnota
korelaéniho koeficientu r, ktera musi byt vétsi nez 0,9900). Pro hodnoceni Poctu

teoretickych pater a Asymetrie piku byly pievzaty metody z Evropského 1ékopisu.

Pro hodnoceni celé metody byly pouzity tyto validaéni parametry:

Kvantitativni limit — nejmensi hodnota, kterd je méfitelnd s piijatelnou

piesnosti a spravnosti.
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Spravnost metody — statisticky vyznamna rozdilnost mezi ziskanou a

skute¢nou hodnotou.

4.5, Statistické zpracovani vysledka

Aritmeticky prumér:

a
i=1Xi

)

a

kde x;...naméfené hodnoty, a...rozsah souboru.

Smérodatna odchylka:

Ly = x)?

a—1

)

kde x...aritmeticky pramér, x;...naméfené hodnoty, a...rozsah souboru.

Testovaci kritérium:

L= 21 — x| a1az(ay + a; —2)

Jais? + ayss a; + a;

kde x;...aritmeticky pramér kontrolniho souboru, x,...aritmeticky pramér
y p 2 Yy p

pokusného souboru, a,...po€et Clent kontrolniho souboru, a,...pocet clenli

pokusného  souboru, s;...smérodatnd odchylka kontrolniho  souboru,

S,...smérodatna odchylka pokusného souboru.

Testovacimu kritériu ptislusi t-rozdéleni se stupném volnosti, které se

vypocte nasledovngé: v=a;+ta,—2

Pokusny soubor se od kontrolniho souboru statisticky vyznamné lisi,
pokud vypoctené testovaci kritérium t je v€tSi nez kritickd hodnota t, pro

vypocéteny stupefi volnosti v na hladiné vyznamnosti p (p = 0,05). 58)
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5. VYSLEDKY

V nasledujicich tabulkach a grafech jsou uvedeny vysledky vsech
experimentll. VeSkeré hodnoty byly ziskdny primérem tii hodnot. Statisticky

vyznamné vysledky jsou v tabulce zvyraznény.

Tabulka é. 1:

PEROXID VODIKU
suspenzni kultury
¢as odbéru koncentrace obsah
(h) (mg/1) (%)
hyperosid quercetin rutin

A=0 0,009 0 0

4 B=1 0,004 0 0
Cc=10 0,012 0 0
D =100 0,007 0 0
A=0 0,024 0 0

24 B=1 0,016 0 0
C=10 0,012 0 0
D =100 0,071 0 0

kalusové kultury
¢as odbéru koncentrace obsah
(h) (mg/1) (%)
hyperosid quercetin rutin

A=0 0 0 0

4 B=1 0 0 0
Cc=10 0 0 0
D =100 0,001 0 0
A=0 0 0 0

o4 B=1 0,002 0 0
Cc=10 0,001 0 0
D =100 0 0 0
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Graf ¢. 1 - Obsah flavonoidu po elicitaci peroxidem
vodiku v suspenzni kultuie Hyp.perforatum
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Graf ¢. 2 - Obsah flavonoidi po elicitaci peroxidem
vodiku v kalusové kultuire Hyp.perforatum
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Tabulka é. 2:

PEROXID VODIiKU V KOMBINACI S Mg-ATP
suspenzni kultury
¢as odbéru | koncentrace | koncentrace obsah
(h) Mg-ATP H202 (%)
(mM) (mg/l) hyperosid | quercetin rutin
3 A=0 0,002 0,004 0,001
4 3 B=1 0,012 0,013 0
3 C=10 0,009 0,015 0
3 D =100 0 0 0
3 A=0 0 0,006 0
24 3 B=1 0,007 0,021 0
3 C=10 0 0 0
3 D =100 0 0 0
kalusové kultury
¢as odbéru | koncentrace | koncentrace obsah
(h) Mg-ATP H20 (%)
(mM) (mg/l) hyperosid | quercetin rutin
3 A=0 0,006 0 0
4 3 B=1 0,007 0,002 0
3 C=10 0,002 0 0
3 D =100 0,001 0 0
3 A=0 0,005 0 0
24 3 B=1 0,002 0 0
3 C=10 0,004 0 0
3 D =100 0 0 0
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Graf €. 3 - Obsah flavonoidi po elicitaci peroxidem
vodiku v kombinaci s Mg-ATP v suspenzni kultuie
Hyp.perforatum
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Graf ¢. 4 - Obsah flavonoidi po elicitaci peroxidem
vodiku v kombinaci s Mg-ATP v kalusové kultute
Hyp.perforatum
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Tabulka é. 3:

GLUTATHION (REDUKOVANA FORMA)
suspenzni kultury
¢as odbéru | koncentrace obsah
(h) (mg/l) (%)
hyperosid quercetin rutin

A=0 0,045 0,002 0

4 B=1 0 0 0
C=10 0 0 0
D =100 0 0 0
A=0 0 0,011 0

24 B=1 0 0 0
C=10 0 0 0
D =100 0 0 0

kalusové kultury
¢as odbéru | koncentrace obsah
(h) (mg/1) (%)
hyperosid quercetin rutin

A=0 0,001 0 0,003

4 B=1 0,01 0,001 0
C=10 0,014 0,001 0
D =100 0,002 0,001 0
A=0 0 0 0

24 B=1 0,007 0 0
C=10 0,001 0,001 0
D =100 0,012 0,005 0
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Graf €. 5 - Obsah flavonoidii po elicitaci glutathionem v
suspenzni kultuite Hyp.perforatum
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Graf €. 6 - Obsah flavonoidi po elicitaci glutathionem v
kalusové kultui'e Hyp.perforatum
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Tabulka é. 4:

NEUTRALNi CERVEN
suspenzni kultury
¢as odbéru koncentrace obsah
(h) (mg/l) (%)
hyperosid quercetin rutin

A=0 0 0 0

4 B=0,1 0 0 0
c=1 0 0 0
D=10 0 0 0
A=0 0 0 0

o4 B=0,1 0 0 0
c=1 0 0 0
D=10 0 0 0

kalusové kultury
¢as odbéru koncentrace obsah
(h) (mg/1) (%)
hyperosid quercetin rutin

A=0 0,015 0,004 0

4 B=0,1 0,032 0,009 0
c=1 0,025 0,002 0
D=10 0,025 0,017 0
A=0 0,025 0,002 0

o4 B=0,1 0,022 0,019 0
c=1 0,022 0,003 0
D=10 0,024 0,003 0
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Graf €. 7 - Obsah flavonoidi po aplikaci neutralni
¢erveni v suspenzni kultuire Hyp.perforatum
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Graf ¢. 8 - Obsah flavonoidi po aplikaci neutralni
¢erveni v kalusové kultuire Hyp.perforatum
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6. DISKUSE

Cilem této diplomové prace bylo seznamit se s kultivaci suspenznich a
kalusovych kultur Hypericum perforatum, a kvantitativné¢ stanovit mnozstvi
flavonoid pomoci HPLC analyzy. Sledovali jsme vliv nékterych latek
ovliviiujicich oxidacné — redukcni déje v buiice (peroxid vodiku, peroxid vodiku
v kombinaci s Mg-ATP, glutathion) a vliv né€kterych bunécnych barviv (neutralni
¢erven) na produkci flavonoidi v kulturach trezalky teckované.

Peroxid vodiku jsme v tomto experimentu pouzili z toho divodu, Ze je to
nejjednodussi molekula, ktera vyvolava v rostlind oxidaéni stres. Zivé buiiky se
snazi branit zvySenou produkci flavonoidii, které pulsobi antioxidacné.
V experimentu byly pouzity dva rozdilné casy - 4 a 24 hodin. Nejvéetsi vliv se
ukazal na produkci flavonoidu hyperosidu. V kulturach byly detekovany i
flavonoidy quercetin a rutin, ale jejich mnozstvi bylo stopové (pod kvantitativnim
limitem) a nebylo ho mozné stanovit. Zatim co kontrolni kultury kalust (bez
pridaného H;0,) neprodukovaly zadné vyznamné flavonoidy, po piidani
koncentrace B (1 mg/l) a C (10 mg/l) doslo po 24h k nartistu mnozstvi hyperosidu
2 0,001% na 0,002%. U koncentrace D (100 mg/l) doslo k tomuto nardstu uz po
4h. U suspenznich kultur byl nejvétsi vliv na produkci hyperosidu zaznamenan po
24h u koncentrace D (100 mg/l), ato z 0,007% az 0,071%.

Co se ty¢e kombinace peroxidu vodiku a Mg-ATP, tak H;O, zvysuje
oxidacéni stres, Mg-ATP podporuje transportni mechanismy a tim 1 jejich vyuZiti
pii zvladani oxida¢niho stresu. U suspenznich kultur doslo ke zvySené produkci
flavonoidt u koncentrace B (1 mg/l) a C (10 mg/l) oproti kontrole (bez ptidaného
H,0,). Mnozstvi hyperosidu vSak s ¢asem klesalo, naopak mnozstvi quercetinu u
koncentrace B (1 mg/l) stouplo po 24h z 0,013% na 0,021%. U kalusovych kultur
byl zaznamenan zvySeny obsah hyperosidu a quercetinu pii koncentraci B (1
mg/1). Po 24h vSak bylo mnoZstvi hyperosidu snizeno oproti kontrolnim kulturam
(bez ptidaného H,0,).

Pokud porovname suspenzni a kalusové kultury, rozdily mezi jejich
reakcemi mohou byt vysvétleny odliSnym kontaktem bun€k s Zivhym médiem.

(U kalusovych kultur doslo ke snizeni obsahu flavonoidi oproti suspenznim

47



kulturam.) Zatimco Vv suspenznich kulturdch jsou buiiky v pfimém kontaktu
s médiem, u kalusovych kultur neni dotyk stejny, ale pes mustek, ¢imz se muze
lisit piistup k elicitoru. Nebo je tato odliSnost zptsobena pravé piitomnosti Mg-
ATP, nebot’ v experimentu se samotnym peroxidem vodiku k témto odliSnostem
nedoslo. Pokles by pravdépodobné mohl byt zptisoben i1 pouzitim odlisnych pasazi
trezalky.

Pii porovnani suspenznich kultur s peroxidem vodiku v kombinaci s Mg-
ATP a se samostatnym peroxidem vodiku nebyl rozdil v produkci hyperosidu
nijak zvlast rozdilny. OvSem u kultur s ptidavkem Mg-ATP doslo k vyraznému
zvyseni produkce quercetinu. Lze tedy konstatovat, ze Mg-ATP ma vliv na obsah

tohoto flavonoidu a pravdépodobné i na transport pies membranu.

Glutathion je hlavni intracelularni antioxidant, ktery chrani bunky pied
oxidacnim stresem, a to zejména reakci s aktivnimi formami kysliku. Pfedpoklada
se 1 zvySeni produkce flavonoidl, jako ochrana proti oxida¢nimu stresu.
V experimentu J. Armera na cizrné (Cicer arietinum L.) byl jako elicitor pouzit
redukovany glutathion. Glutathion vyvolal kromé produkce fytoalexini i tvorbu
isoflavonoidd, a tyto latky byly tvofeny pievazné de novo z fenylpropanovych
prekurzort. 55)

V nasem experimentu byly pouzity 2 rozdilné ¢asy — 4 a 24h. U
glutathionu jsme zaznamenali zvySenou produkci jak hyperosidu, tak quercetinu
Vv kalusovych kulturach. K nejvys$imu nartstu doslo u koncentraci B (1 mg/l) a C
(10 mg/l) po 4h pusobeni glutathionu. U koncentrace C (10 mg/l) byl obsah
hyperosidu 0,014%. Po 24h vsak doslo ke snizeni obsahu hyperosidu u téchto
dvou koncentraci. Pokles mohl byt pravdépodobné zplsoben vycerpanim
antioxida¢ni kapacity bunky. Naopak u koncentrace D (100 mg/l) doslo k narustu
hyperosidu z 0,002% na 0,012%. Obsah quercetinu byl nejvyssi po 24h pusobeni
glutathionu, a to 0,005%. U suspenznich kultur jsme nezaznamenali Zzadny vliv

glutathionu na produkci flavonoidi oproti kontrolnim kulturdm (bez ptidaného

glutathionu).

Neutralni Cervenl je barvivo, které prechazi pres bunécnou membranu do
buiiky. Je schopno projit i do organel, ve kterych se vytvareji a skladuji
flavonoidy. Navic v pfitomnosti zelezitych iontd, které jsou soucasti zivného

média, mize zplusobovat oxidacni stres a fungovat jako elicitor. Cilem mé prace
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bylo zjistit, zda bude mit neutralni Cerven vliv na produkci flavonoidi ve
vakuolach. Jednim z dGvodii pouziti neutralni Cervené je i to, Ze se na katedre
Farmakognozie planuje Vv dalsich experimentech izolovat vakuoly, kde se
neutralni ¢erven bude vyuzivat jako marker — tedy znackovac vakuol.

V tomto experimentu byly opét pouzity dva rizné casy — 4 a 24h. U
kalusovych kultur se nejvétsi vliv na piitomnost neutrdlni Cerveni ukéazal na
flavonoidy hyperosid a quercetin. VIiv na rutin se neprokazal, ale to mize byt
zpusobeno 1 tim, ze ani kontrolni kultura (bez pfidané neutralni Cerveni)
neprodukovala zadny. K vyraznéjSimu naristu hyperosidu a quercetinu dochazi
po 4h pusobeni neutralni ¢erveni, kdy nejvyssi obsah hyperosidu byl 0,032% pfi
koncentraci B (0,1 mg/l), a obsah quercetinu pii koncentraci D (10 mg/l) byl
0,017%. Po 24h se zvysilo pouze mnozstvi quercetinu u koncentrace B (0,1 mg/l)
na 0,019%. Pti experimentech s neutralni cerveni suspenzni kultury (jak kontrolni
tak experimentalni skupina kultur) neprodukovaly zadné flavonoidy. Jiz ptedchozi
pasaze suspenznich kultur produkovaly flavonoidy jen ve zlomcich procent, tato
pasaz méla biosyntézu potlaenou zcela. Ani ptidavek neutralni Cerveni jako

elicitoru tuto biosyntézu nenastartoval.
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7. ZAVER

V ramci této diplomové prace byla zvladnuta kultivace kalusovych a
suspenznich  kultur tfezalky teckované (Hypericum perforatum (L.),
Hypericaceae). Zaroven byla zvladnuta HPLC analyza pro kvantitativni stanoveni
flavonoidd.

Dale byl sledovan vliv nékterych oxidacné pusobicich latek (peroxid
vodiku, peroxid vodiku v kombinaci s Mg-ATP, glutathion) na produkci
flavonoidu:

- Knejvyssi produkci flavonoidi v experimentu doslo po elicitaci
peroxidem vodiku. Po 24h pusobeni peroxidu v koncentraci 100 mg/I
vzrostl obsah hyperosidu v suspenzni kultufe téméf trojnasobné oproti
kontrolni kultufe, a to z 0,024% na 0,071%.

- Pti kombinaci peroxidu vodiku s Mg-ATP doslo zejména ke zvySeni
produkce flavonoidu quercetinu. Nejvyssi nartst byl v suspenzni kultuie
po 24h pii koncentraci 1 mg/l, kdy obsah quercetinu dosahl hodnoty
0,021%.

- KnejvySsimu nértstu flavonoidl v kalusovych kulturdch doslo po elicitaci
glutathionem. Po 4h pisobeni koncentrace 10 mg/l byl obsah hyperosidu
0,014%.

V ramci této diplomové prace byl sledovan 1 vliv vybranych bunécnych
barviv (neutralni ¢erveni) na produkci flavonoidd. Bylo dokazano, ze neutralni
Cerven pozitivné ovliviluje mnozstvi flavonoidd v kulturach Hypericum

perforatum.

- Nejvyssi hodnoty byly naméteny v kalusovych kulturach po 4h ptisobeni
neutralni cerveni v koncentraci 0,1 mg/l. Obsah hyperosidu vzrostl oproti

kontrole vice nez dvojnasobné, a to z 0,015% na 0,032%.

50



8.

LITERATURA

10.

11.

12.

13.

14.

Dugasova A., Dugas D.: Babi¢¢iny bylinky, Ottovo nakladatelstvi, s.r.o.,
Praha 2002, s. 103.

Dugas D.: 500 nejleps$ich receptti lidové mediciny - Bylinkovy receptai od
nejstarsich ¢ast po soucasnost, Knizni expres, s.r.o., Ostrava 2007, s. 191.
Opletal L., Volak J.: Rostliny pro zdravi, Aventinum nakladatelstvi, s.r.o.,
Praha 1999, s. 96-97.

Jirasek V., Stary F.. Atlas [éCivych rostlin, Statni pedagogické
nakladatelstvi , n.p., Praha 1986, s. 104.

Korbelat J.,Endris Z.: NaSe rostliny v Iékafstvi, Avicenum n.p.
Zdravotnické nakladatelstvi, Praha 1981, s. 434.

Tomko J. a kol.: Farmakognézia, Vydavatelstvo Osveta, spol. s.r.o.,
Martin 1999, s. 205-206.

Kresanek J., Krejéa J.: Atlas LieCivych rastlin a lesnych plodov,
Vydavatelstvo Osveta, n.p., Martin 1982, s. 354.

Spilkova J., Dusek J.: Prakticka cviceni z farmakognosie — Mikroskopie
drog, Karolinum, Praha 2006, s. 36.

Hubik J., Dusek J., Spilkova J.: Obecna farmakognosie — II. Sekundarni
latky, Statni pedagogické nakladatelstvi, n.p., Praha 1989, s. 55-56.
Hrdina a kol., Pfirodni toxiny a jedy, Galén a Karolinum, Praha 2004, s.
40.

Bruneton J.: Pharmacognosy — Phytochemistry Medicinal Plants,
Lavoisier Publishing, Paris 1999, s. 439-42.

Hamilton H. B. et al.: Inhibition of cellular growth and induction of
apoptosis in pituitary adenoma cell lines by the protein kinase C inhibitor
hypericin: potential therapeutic application. J Neurosurg 1999;85:329-34.
http://www.sciogena.eu/2011/11/30/trezalka-teckovana-a-hypericin;
1.2.2013.

Butterweck V.: Mechanism of action of St. John's Wort in depression:
what is known? CNS Drugs 2003;17:539-62.

51



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Zanoli P.: Role of hyperforin in the pharmacological activities of St. John's
Wort. CNS Drug Rev. 2004;10:203-18.

Singer A., Wonnemann M., Miller W. E.. Hyperforin, a major
antidepressant constituent of St. John's Wort, inhibits serotonin uptake by
elevating free intracellular Na+1. J Pharmacol Exp Ther. 1999;290:1363-
8.

Butterweck V. et al.: Step by step removal of hyperforin and hypericin:
activity profile of different Hypericum preparations in behavioral models.
Life Sci. 2003;73:627-39.

Meinke M. C. et al.: In vivo photoprotective and anti-inflammatory effect
of hyperforin is associated with high antioxidant activity in vitro and ex
vivo. Eur J Pharm Biopharm. 2012;81:346-50.

Kim S. J.,, Um J. Y., Lee J. Y.: Anti-inflammatory activity of hyperoside
through the suppression of nuclear factor-xB activation in mouse
peritoneal macrophages. Am J Chin Med. 2011;39:171-81.

Rahimi R., Abdollahi M.: An update on the ability of St. John's Wort to
affect the metabolism of other drugs. Expert Opin Drug Metab Toxicol.
2012;8:691-708.

Mannel M.: Drug interactions with St John's Wort: mechanisms and
clinical implications. Drug Saf. 2004;27:773-97.

Zhou S. et al.: Pharmacokinetic interactions of drugs with St John's Wort.
J Psychopharmacol. 2004;18:262-76.

Henderson L. et al.. St John's Wort (Hypericum perforatum): drug
interactions and clinical outcomes. Br J Clin Pharmacol. 2002;54:349-56.
http://cs.wikipedia.org/wiki/Rostlinn%C3%A9_explant%C3%ALlty;

20. 2. 2013.

Martin J.: Ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitd v in vitro
kulturach Scutellaria baicalensis Georgii, Diserta¢ni prace, Farmaceuticka
fakulta UK, Hradec Kralové 2006, s. 30-53.

Sikyta B., Dusek J.: Biotechnologie pro farmaceuty, Karolinum, Praha
2001, s. 75-83.
http://kfrserver.natur.cuni.cz/lide/edmunz/praktika_fr/mb130c14/navody/1
1 invitro.pdf; 20. 2. 2013.

52



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Sovova M.: Vybrané kapitoly z produkce 1é¢ivych rostlin, SPN, Praha
1990.

Dubova J., Smiskova A.: Od rostlinné kultury ,,in vitro‘
k biotechnologiim. Ptirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno
2012.

Murashige T., Skoog F.: A revised medium for rapid growth and bioassays
with Tobago cultures. Physiol Plant. 1962;15:473-97.

Schenk E. U., Hildebrandt A. C.: Medium and techniques for induction
and growth of monocotyledonous and dicotyledonous plan cell cultures.
Can J Bot. 1972;50:199-204.

Gamborg O. L., Miller R. A., Ojima K.: Nutrient requirements of
suspension cultures of soybean root cells. Exp. Cell Res. 1968;50:151-8.
Kovac¢ J.: Explantatové kultury rostlin, Pedagogicka fakulta, Univerzita
Jana Evangelisty Purkyng, Usti nad Labem 1992, s. 12-19.

Krskova Z.: Transport flavonoidl pfes bunééné membrany II., Diplomova
prace, Farmaceuticka fakulta UK, Hradec Kralové 2007, s. 18.

Réth M.: Metody kultivace rostlinnych explantatt v tekutych médiich,
Bakalaiska prace, Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno
2011, s. 22 - 23.

Mikulicova P.: Imobilizované mikroorganismy — pfiprava a pouziti,
Bakalatska prace, Piirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno
2009, s. 7 - 8.

Kasparova M. et al.: New Synthetic Pyridine Derivate as Potential Elicitor
in Production of Isoflavonoids and Flavonoids in Trifolium pratense L.
Suspension Culture. ScientificWorldJournal. 2012;2012:746412.
Kantorova I.: Stanoveni salicylatu pomoci kapalinové chromatografie s
hmotnostni  detekci, Bakalafskd prace, Ptirodovédeckd fakulta,
Masarykova univerzita, Brno 2012, s. 12 — 15.

Bentley R.: Secondary metabolite biosynthesis: the first century. Crit Rev
Biotechnol. 1999;19:1-40.

Dubova J.. Biotechnologie  sekundarnich  metabolitd  rostlin,
Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno 2012, s. 20-32.
Radman R. et al.: Elicitation of plants and microbial cell systems.
Biotechnol. Appl. Biochem. 2003;37:91.

53



42.
43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.
51.

52.

53.

54.

55.

56.

Prochazka S. et al.: Fyziologie rostlin, Academia, Praha 1998, s. 412-13.
Repetto, G., A. del Peso, Zurita J. L.: Neutral red uptake assay for the
estimation of cell viability/cytotoxicity. Nat Protoc. 2008;3:1125-31.
Ferreyra M. L. F., Rius S. P., Casati P.: Flavonoids: biosynthesis,
biological functions, and biotechnological applications. Front Plant Sci.
2012;3:222.

Quan L. J. et al.: Hydrogen peroxide in plants: a versatile molecule of the
reactive oxygen species network. J Integr Plant Biol. 2008;50:2-18.
Vranova E., Inzé D., Van Breusegem F.: Signal transduction during
oxidative stress. J Exp Bot. 2002;53:1227-36.

Dat J. F., Inzé D., Van Breusegem F.: Catalase-deficient tobacco plants:
tools for in planta studies on the role of hydrogen peroxide. Redox Rep.
2001;6:37-42.

Krskova Z. et al.: Effects of Mg-ATP on the flavonoid production in the
Scutellaria baicalensis Georgii suspension cultures. Ces. slov. Farm.
2008;57:111-14.

Tu B. P.,, Weissman J. S.: Oxidative protein folding in eukaryotes:
mechanisms and consequences. J Cell Biol. 2004;164:341-46.
http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd_ds4/hypertext/AJDRJ.htm; 5. 3. 2013.
Balarinovd K.: Protistresovd reakce rostlin: role glutathionu,
Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno 2009, s. 6-13.
Klimes J. a kol., Kontrolné-analytické hodnoceni 1éCiv 1ékopisnymi
metodami, Nucleus HK, Hradec Kralové 2011, s. 245.

Rybnickova E.: Identifikace askorbat peroxidasy podilejici se na
detoxifikaci aktivnich forem kysliku vramci obranné reakce,
Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno 2012, s. 23.
Komrskovd D.: Antioxidaéni mechanismy v prevenci oxidativniho
poskozeni, Piirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno 2006, s.
18.

Armero J. et al.: Release of phytoalexins and related isoflavonoids from
intact chickpea seedlings elicited with reduced glutathione at root level.
Plant Physiol Biochem. 2001;39:785-95.

Fischer B. B. et al.: Oxidative stress induced by the photosensitizers

neutral red (type I) or rose bengal (type Il) in the light causes different
54



molecular responses in  Chlamydomonas reinhardtii. Plant Sci.
2005;168:747-59.

57. Perez-Ruiz T., Lozano C. M., Tomdas V.: Photo-Oxidation of
phenosafranine and neutral red in the presence of iron (I11): Determination
of trace amounts of iron and phosphate. MCA. 1985;85:103-13.

58. Reisenauer R.: Metody matematické statistiky, SNTL, Praha 1970, s. 31.

59. http://ee.dunres.sk/byliny.php?id=29; 24. 4. 2013.

55



9. ABSTRAKT

9.1. Produkce sekundarnich metabolita v explantatovvch

kulturach trezalky teCkované

Sarka Ktizova

Diplomova préce

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Farmacie
Klicova slova: tiezalka, elicitace, flavonoidy, peroxid vodiku, glutathion,

neutralni éerven.

Cilem diplomové prace bylo ovlivnit produkci sekunddrnich metaboliti
(flavonoidl) v explantatovych kuturach tfezalky teckované. K tomuto ovlivnéni
byla pouzita metoda elicitace, ktera spoc¢iva v piidavku elicitoru (stresoru) do
tkanové kultury. V experimentu byly vyuzity suspenzni a kalusové kultury
Hypericum perforatum L. Jako potencialni elicitory byly piidavany peroxid
vodiku, peroxid vodiku v kombinaci s Mg-ATP, glutathion a bunétné barvivo
neutrdlni Cerven, jejichz vliv na produkci flavonoidi byl sledovan po 4 a 24
hodinach. Kultury byly kultivovany na médiu piipraveném dle Murashigeho a
Skooga s pfidavkem ristového hormonu BAP a stimulatorem ristu a-NAO. Ke
stanoveni obsahu flavonoidl byla zvolena metoda HPLC.

Peroxid vodiku zvySil produkci flavonoidli zejména V suspenznich
kulturach, v kalusovych kulturach mély nejvétsi vliv glutathion (redukovana
forma) a neutralni Cerven. K vibec nejvyssi produkci flavonoidu v experimentu
doslo po 24 h pusobeni peroxidu vodiku v koncentraci 100 mg/l, kdy obsah
hyperosidu v suspenzni kultufe vzrostl téméft trojnasobné oproti kontrolni kultute
(z 0,024% na 0,071%). Peroxid vodiku v kombinaci s Mg-ATP zvysil i produkci
quercetinu. V kalusovych kulturach doslo k nejvy$simu nartstu flavonoidi po 4h
pisobeni neutralni Cerveni v koncentraci 0,1 mg/l. Obsah hyperosidu vzrostl
oproti kontrole vice nez dvojnasobné (z 0,015% na 0,032%).

Z vysledku diplomové prace vyplyva, ze explantatové kultury reaguji na
pfidavek potencidlnich elicitori zvySenim produkce flavonoidi. Jedna se o

nasledek obranné reakce tkanové kultury na stresovy podnét.
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The goal of the diploma thesis was to influence the production of
secondary metabolites (flavonoids) in explantate cultures of St. John's Wort.
Method of elicitation was used. This method is based on adding of an elicitor
(stressor) to the tissue culture. Suspensional and callus cultures of Hypericum
Perforatum L. were used for experiments with potential elicitors: hydrogen
peroxide, combination of hydrogen peroxide and Mg-ATP, glutathion and cellular
pigment neutral red. Their effect to the production of flavonoids was evaluated
after 4 and 24 hours. Cultures were cultivated on Murashige and Skoog medium
with the addition of a growth hormone BAP and a growth stimulator a-NAO.
HPLC method was used for analysis of the samples.

Hydrogen peroxide raised the production of flavonoids, especially in
suspensional cultures, in callus cultures the highest influence had glutathion
(reduced form) and neutral red. The highest production of flavonoids was reached
after 24 hours by addition of hydrogen peroxide in concentration 100 mg/l, the
level of hyperosid in suspensional culture had raised almost three times in
comparison with the control cultures (from 0,024% to 0,071%). Hydrogen
peroxide in a combination with Mg-ATP had also raised the production of
quercetin. The highest increase of flavonoids in callus cultures was reached after 4
hours by addition of neutral red in concentration 0,1 mg/l. The level of hyperosid
had increased more than two times in comparison with control cultures (from
0,015% to 0,032%).

Explantate cultures react to the addition of potentional elicitors by raising
the production of flavonoids. It is the consequence of the defensive reaction of

tissue culture to the stressful impulse.
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