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1. ÚVOD 

 

 Léčivé rostliny jsou zdrojem přírodních léčiv už od nepaměti a slouží jako 

nejdostupnější prostředky proti různým nemocem. Využití nenaleznou jen 

v léčitelství, ale i v potravinářství, kosmetice a dalších odvětvích.  

 Jako přírodní látky označujeme nejen primární, ale hlavně sekundární 

metabolity, jejichž biosyntéza navazuje na základní metabolismus. Pro rostliny, 

které vytváří sekundární metabolity, nejsou tyto látky nezbytně důležité a často 

vznikají za specifických podmínek. Rostlina je může vytvářet jako látky odpadní, 

případně je může produkovat na svoji ochranu před jinými organismy.  

 Rostlinné drogy získáváme buď sběrem v přírodě nebo pěstováním na 

polích a zahradách, ale ne vždy jsou zajištěny vhodné podmínky pro správný růst 

rostliny. Některé rostliny rostou pomalu, jiné jsou náročné na pěstování, případně 

množství požadovaných obsahových látek je nízké a může být vázáno na 

specifický, obtížně získatelný rostlinný orgán. Množství obsahových látek 

v rostlinách pěstovaných v přírodních podmínkách není vždy stejné a značně 

kolísá.  

 Rostlinný materiál však lze kromě přirozených podmínek pěstovat i 

v různých umělých podmínkách, kde je možné zvyšovat produkci sekundárních 

metabolitů. Zde pak naleznou uplatnění biotechnologické metody, jako např. 

kultivace explantátů in vitro, která představuje alternativní způsob produkce 

požadovaných obsahových látek. Oproti přirozeně pěstovaným rostlinám má tato 

metoda řadu výhod. Pokusný materiál je vyprodukován rychle a efektivně, za 

sterilních podmínek, nezáleží na geografických a klimatických podmínkách, 

kultury lze pěstovat bez ohledu na roční období, produkce dané látky se může 

rychle přizpůsobit poptávce. Odpadá také riziko znečištění materiálu životním 

prostředím, různými pesticidy, fungicidy a insekticidy. Na druhou stranu je 

zavádění těchto technologií náročné časově i finančně a vyžaduje specializované a 

školené pracovníky.  
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2. CÍL PRÁCE 

  

 Tato diplomová práce, která má název „Produkce sekundárních metabolitů 

v explantátových kulturách třezalky tečkované“, se zabývá tématem kultivace 

explantátových kultur třezalky tečkované (Hypericum perforatum (L.), 

Hypericaceae) a možnostmi ovlivnění produkce sekundárních metabolitů 

(flavonoidů) v těchto kulturách.  

 

 Cílem práce bylo: 

 

- seznámení s kultivací kalusových a suspenzních kultur třezalky tečkované 

(Hypericum perforatum (L.)),   

- zvládnutí HPLC analýzy pro kvantitativní stanovení sledovaných 

flavonoidů,  

- sledování vlivu látek ovlivňujících oxidačně - redukční děje v buňce 

(peroxid vodíku, peroxid vodíku v kombinaci s Mg-ATP, glutathion) na 

produkci flavonoidů v kulturách třezalky tečkované,  

- sledování vlivu vybraných buněčných barviv (neutrální červeň) ve 

stejných kulturách třezalky tečkované na produkci flavonoidů.  
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3. TEORETICKÁ ČÁST 

 

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

tečkovaná  

 Léčivá sláva třezalky tečkované sahá až do starověkého Řecka. Lékař a 

přírodovědec Paracelsus ji uváděl jako nejlepší rostlinný lék světa. I v dnešní 

fytoterapii nachází třezalka široké uplatnění, její účinné látky podporují dýchání 

buněk, čímž zlepšují látkovou přeměnu. 
1)

 Je to prastará rostlina opředená mýty a 

pověrami. Aby měla svou zázračnou a léčivou moc, musela se sbírat na sv. Jana, 

kdy byla nejúčinnější. Na základě toho ji lidé začali nazývat „svatojánská tráva“. 

Po rozemnutí čerstvých listů a květů uvolňuje tmavě červené barvivo - 

připomínající „krev sv. Jana“. 
2)

 

 

3.1.1. Charakteristika 

 Vědecké pojmenování Hypericum perforatum získala třezalka pro své 

průsvitné tečkování na listech. Třezalka tečkovaná je vytrvalá bylina, vysoká 60 – 

100 cm. Lodyha je přímá, oblá, se dvěma podélnými úzkými lištami, nahoře 

větvená, dole s četnými jalovými prýty. Listy jsou vstřícné, podlouhle vejčité, až 3 

cm dlouhé, celokrajné, proti světlu průsvitně tečkované siličnými nádržkami a při 

okraji s jemnými černými žlázkami. Tyto žlázky obsahují hořký olej. Květy jsou 

oboupohlavné, pětičetné, až 25 mm velké, mají 5 zlatožlutých korunních plátků 

s černými žlázkami po okraji. Kališní lístky jsou kopinaté, černě tečkované.  

Tyčinky jsou četné (50 – 100), trojbratré, semeník svrchní - ze 3 plodolistů, se 3 

volnými čnělkami. Květenstvím je lata, složená z vidlanů a šroubelů. Kvete od 

června do září. Plodem je tobolka, uvnitř s četnými hnědými semeny. 
3) 4) 5)

 

 Původně se vyskytuje v Evropě, Asii a Severní Americe, ale byla 

zavlečena i na ostatní kontinenty. Dobře snáší sucho, roste na slunných stráních, 

na mezích, pastvinách, ale i na rašeliništích a močálech. 
6) 7)
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Obr. č. 1: Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) – třezalka tečkovaná 
59)
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3.1.2. Droga 

 Jako droga se využívá nať (Herba hyperici) a květ (Flos hyperici). Nať 

třezalky se sbírá v době kvetení, tedy od června do září. Čerstvý materiál se 

rozloží na lísky a suší se ve stínu nebo v sušárně při teplotě 35°C. Droga je bez 

vůně a chutná hořce. V homeopatii se používá čerstvá kvetoucí nať. 
5) 7)

 

 

3.1.3. Mikroskopické znaky 

 Pokožkové buňky listového líce jsou slabě chobotnaté, na rubu menší a 

vlnité, s oválnými průduchy, které jsou obklopeny třemi vedlejšími buňkami. 

V listovém mesofylu se nacházejí kulovité sekreční nádržky, naplněné lesklými 

zelenožlutými tukovitými kapkami a nádržky naplněné červenou hmotou. 

Pokožkové buňky korunních plátků jsou tvořeny prosenchymem, jsou 

tenkoblanné a mají velké sekreční kanálky, ze kterých vystupuje krvavě červený 

sekret a tukové kapky. 
8)

  

 

3.1.4. Obsahové látky 

 Mezi hlavní obsahové látky patří dianthrony, které vykazují 

fotodynamický účinek. Patří mezi ně hypericin, pseudohypericin a isohypericin 

(asi 1%) a jejich předstupně protohypericin a protopseudohypericin, jejichž obsah 

v květu je asi 0,1 – 0,2%. Vzájemný poměr těchto látek však kolísá podle lokality. 

Strukturně podobným meziproduktem jejich biosyntézy je 

frangulaemodinanthron. Dále obsahuje fluoroglucinolový derivát hyperforin, 

flavonoidní glykosidy - hyperosid, rutin, quercetin, isoquercetin a quercitrin (0,5 – 

1%). Mezi vedlejší obsahové látky patří silice, estery glycerolu a cholesterolu, 

cukry, cholin a fenoly - kyselina kávová, chlorogenová a ferulová. Obsahuje také 

katechinové třísloviny (8 – 10%), jejichž obsah skladováním silně klesá. 
3) 6) 9)
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Obr. č. 2: Hypericin 

 

 

 

 

 

Obr. č. 3: Pseudohypericin 
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Obr. č. 4: Hyperforin 

 

 

 

 

Obr. č. 5: Hyperosid 
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3.1.5. Biologické účinky 

 V lékařství i v lidovém léčitelství má droga široké uplatnění. Používá se 

samotná jako odvar nebo jako součást čajových směsí, či jako součást hromadně 

vyráběných léčivých přípravků.  

 Celkové účinky třezalky jsou uklidňující, a proto se používá k léčbě 

depresí, úzkosti, migrénových potíží, neuróz, při nervové vyčerpanosti a 

nespavosti. 
4)

 

 Třezalková droga se doporučuje při všech chorobách jater a žlučníku, při 

nadbytku žaludeční kyseliny a žaludečních vředech, při poruchách močových cest 

a při pomočování dětí. Působí dezinfekčně, protizánětlivě a mírně diureticky, pro 

vysoký obsah tříslovin se používá jako antidiarrhoikum, hemostatikum a 

adstringens.
6) 9)

 

 Uplatnění našla i při léčbě chronických srdečních chorob, zlepšuje krevní 

oběh až do krevních vlásečnic. Je vhodná i při menstruačních obtížích, 

v klimakteriu zlepšuje náladu a odstraňuje deprese. Třezalkový čaj se doporučuje 

pít pravidelně alespoň po dobu tří týdnů, aby se projevil jeho celkový a trvalý 

účinek. 
1)

 

 Zevně se používá olejový výtažek z třezalky jako adstringens, prostředek 

na hojení ran, bércových a jiných vředů, na hemoroidy, omrzliny, popáleniny a 

kůži spálenou sluncem. 
5) 

 Extrakt z třezalky tečkované nyní patří mezi standardní antidepresivní 

terapii. Ačkoliv byla podrobena v posledním desetiletí rozsáhlým vědeckým 

studiím, stále existuje mnoho otevřených otázek o její farmakologii a mechanismu 

účinku.  

 V roce 1996 byla provedena randomizovaná klinická studie na 1 757 

pacientech trpících mírnou až středně silnou depresí. Prokázalo se, že extrakt 

z třezalky, samotný nebo v kombinaci s jinými rostlinnými extrakty, je účinnější 

v terapii deprese oproti placebu. 
11)

  

 V počátečních studiích se ukázalo, že třezalka je slabým inhibitorem 

monoaminooxidázy A i B, později, že inhibuje zpětné vychytávání serotoninu, 

noradrenalinu a dopaminu s přibližně stejnou afinitou. V dalších in vitro testech 

byla zjištěna významná afinita k adenosinu, GABA (A), GABA (B) a 

glutamátovým receptorům.  
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 Při pokusu na potkanech způsobil extrakt z třezalky down-regulaci beta-

adrenergních receptorů a expresi serotoninových 5-HT2 receptorů v prefrontální 

kůře a způsobil změny v koncentracích neurotransmiterů v oblastech mozku, které 

jsou zodpovědné za deprese.  

 Nedávné neuroendokrinní studie naznačují, že třezalka je zapojena i do 

regulace genů, které kontrolují funkci osy hypotalamus-hypofýza-nadledvinky. 
14)

 

 Za antidepresivní účinek je zodpovědný zejména hyperforin a hypericin, 

ale i v extraktu prostém hypericinu a hyperforinu byl zachován antidepresivní 

účinek, na kterém se podílejí nejspíše i některé flavonoidy. 
17)

  

 Hypericin inhibuje zpětné vychytávání serotoninu a tím je zodpovědný za 

antidepresivní účinky. Chemickou strukturou se jedná o naftodianthron. Vykazuje 

schopnost inhibovat proteinkinasu C, čímž může navodit apoptózu maligních 

buněk v nádorové tkáni a působit tak cytostaticky. Potenciální využití hypericinu 

v léčbě hypofyzárních nádorů přešlo od testování in vitro k terapeutickým studiím 

u vybraných pacientů, u kterých nebyl možný chirurgický zákrok, nebo selhala 

medikamentózní léčba. 
12)

 Díky fotodynamickému efektu dokáže v cytoplasmě 

působit jako virostatické agens. Virostatický účinek je dán inhibicí reverzní 

transkriptázy, čímž dojde k rozpadu lipidového obalu viru a tím je znemožněn 

přenos viru do buňky. 
13) 

 

 Hyperforin je hlavní látkou zodpovědnou za antidepresivní účinek. 

Inhibuje zpětné vychytávání serotoninu, dopaminu a noradrenalinu, ale má afinitu 

i ke GABA a L-glutamátovým receptorům. 
15)

 Hyperforin inhibuje zpětné 

vychytávání serotoninu tím, že zvyšuje intracelulární hladinu Na
+
. Ve srovnání 

s ostatními antidepresivy, jako jsou selektivní inhibitory zpětného vychytávání 

serotoninu (SSRI) a tricyklická antidepresiva (TCA), je však hyperforin jen 

slabým inhibitorem. 
16)

 Má také účinky protizánětlivé, antitumorózní, 

antibakteriální a antioxidační. 
18)

  

 Hyperosid je flavonoid vykazující aktivitu antivirovou, antioxidační a 

antiapoptotickou. V posledních studiích prokázal i protizánětlivý účinek díky 

potlačení produkce TNF-α, IL-6 a oxidu dusnatého v peritoneálních makrofázích 

u myší. 
19) 
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3.1.6. Lékové interakce 

Farmakokinetické interakce 

 Třezalka vykazuje četné lékové interakce. Je induktorem jaterních 

mikrosomálních enzymů cytochromu P450 - CYP 3A4, CYP 2C9, CYP 2C19 a P-

glykoproteinu. Urychluje metabolismus a snižuje tak účinek některých léčiv. 

 Užívání přípravků obsahujících třezalku není doporučeno u lidí užívajících 

imunosupresiva (cyklosporin, takrolimus), antineoplastika (irinotekan), léky 

s úzkým terapeutickým indexem (theofylin) a léky ovlivňující kardiovaskulární 

systém (warfarin, digoxin, simvastatin, amiodaron). Třezalka také indukuje 

metabolismus estrogenů (přes CYP 3A4) a snižuje tak jejich účinek, proto by ji 

neměly používat ženy užívající perorální kontraceptiva. 
20) 21) 22)

 

 

Farmakodynamické interakce 

 Třezalka v kombinaci s některými léčivy zvyšujícími hladinu serotoninu 

v CNS může vyvolat serotoninový syndrom, jak je tomu např. se selektivními 

inhibitory zpětného vychytávání serotoninu (sertralin, paroxetin) nebo s agonisty 

serotoninových receptorů (triptany). 
23)

 

 

3.1.7. Toxicita 

 Třezalka má jednu nepříjemnou vlastnost. Po požití a následném ozáření 

sluncem vyvolá u světlých typů lidí s citlivou pokožkou a u albinoidních typů 

zvířat tzv. hypericismus, tedy citlivost na sluneční světlo, za kterou je zodpovědný 

hypericin. Obvykle se u lidí projevuje zčervenáním a svěděním pokožky. 

Hypericin spolu s pseudohypericinem jsou fotodynamickými pigmenty 

zcitlivujícími buňky organismu na světlo delší vlnové délky než 320 nm. 

Expozice takovému světlu způsobuje rozklad erytrocytů. To může u zvířat, která 

zkonzumovala větší množství krmiva obsahující hypericin, vyvolat těžké kožní 

iritace, otoky, po dlouhé expozici křeče až uhynutí. 
4) 10)
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3.2. Biosyntéza flavonoidů 

Biosyntéza flavonoidů vychází z metabolismu kyseliny šikimové. Touto 

cestou vzniká L-fenylalanin, který je měněn pomocí enzymu PAL (phenylalanine 

ammonia lyase) na kyselinu skořicovou. Ta je dále přeměněna až na p-kumaroyl-

CoA. Zde se nachází specifický enzym pro biosyntézu flavonoidů -  

chalkonsyntáza, která vytváří základní strukturu, ze které se odvozují všechny 

flavonoidy. V závislosti na enzymatickém vybavení druhu, rostlina modifikuje 

tuto základní flavonoidovou strukturu pomocí enzymů isomeráz, reduktáz, 

hydroxyláz a dioxygenáz na jednotlivé podtřídy flavonoidů. 
44)
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Obr. č. 6: Šikimátová biosyntetická cesta 
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Obr. č. 7: Biosyntéza flavonoidů 
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3.3. Explantátové kultury rostlin 

 Pojmem explantátová kultura označujeme izolované rostlinné orgány, 

pletiva nebo buňky, které jsou pěstované na zvláštních živných půdách za 

sterilních a specifických podmínek in vitro. 
24)

  

 Využití mají při šlechtění rostlin a při produkci rostlinných metabolitů. 

Jejich hlavní výhodou je, že lze dlouhodobě kultivovat velké populace buněk, 

v poměrně malém prostoru a z každé populace lze vypěstovat novou, 

plnohodnotnou rostlinu. Další využití mohou mít i při testování biologické 

aktivity některých látek, např. herbicidů, pesticidů, rostlinných bioregulátorů a 

mutagenů, taktéž i při studiu biochemických pochodů rostlinných buněk.  

 Z farmaceutického hlediska je významné především ovlivňování 

sekundárního metabolismu, protože řada rostlinných sekundárních metabolitů 

pochází i ze vzácných a ohrožených druhů. Navíc je možno s pomocí genetických 

manipulací produkovat i látky, které jsou naprosto cizorodé. 
25)

 

 Kultivace rostlinného materiálu je možná díky vysoké regenerační 

schopnosti rostlin, která souvisí s možností obnovit buněčné dělení i u buněk 

somatických. Díky těmto vlastnostem se mohou rostliny vegetativně množit nebo 

nahrazovat poškozené orgány. Tato schopnost je založena na totipotenci rostlinné 

buňky, kdy každá živá buňka rostlinného těla obsahuje genetickou informaci pro 

celou rostlinu, a tak se může pomocí postupné diferenciace zregenerovat v celou 

fertilní rostlinu. 
26)

 
27)

 

 

3.3.1. Druhy explantátových kultur 

Dělení podle morfologické charakteristiky: 

- kultury orgánové – diferencované orgány, které si zachovávají stavbu a 

funkci, patří sem např. kultivované kořeny, stonky, listy, části květenství;  

- kultury tkáňové - tzv. kalusy, což jsou soudržná nediferencovaná pletiva 

kultivovaná většinou na pevných nebo polotuhých nosičích nasycených 

médiem;  

- kultury suspenzní - volné buňky nebo buněčné shluky kultivované 

v tekutém médiu;  
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- kultury buněčné - volné jednotlivé buňky, resp. jejich nejbližší potomstvo, 

pomnožované v tekutém, polotuhém živném médiu nebo na pevném 

nosiči;  

- kultury buněčných protoplastů - buněčné obsahy obalené pružnou 

cytoplasmatickou membránou, nikoliv pevnou buněčnou stěnou;  

- kultury prašníkové a kultury mikrospor – izolované prašníky pěstované na 

pevném nebo v tekutém médiu. 
25) 28)

 

 

3.3.2. Kultivace explantátových kultur 

 Pro kultivaci rostlinných explantátů jsou požadovány speciální podmínky. 

Záleží zejména na složení kultivačního média, které je zdrojem energie, výživy a 

regulačních látek. Již bylo vypracováno i několik základních druhů živných médií, 

které jsou použitelné pro většinu explantátových kultur. Jedná se např. o médium 

podle Murashigeho a Skooga – tzv. MS médium 
30)

, médium podle Schenka a 

Hildebrandta – tzv. SH médium 
31)

, médium podle Gamborga (B5) 
32)

 a další. Tato 

média jsou charakteristická vysokým obsahem mikroelementů.  

Složky živného média: 

- voda;  

- makroelementy - dusík, fosfor, draslík, vápník, hořčík a síra, ve formě solí;  

- mikroelementy - železo, bor, měď, mangan, nikl, kobalt, jód, molybden;  

- vitamíny - thiamin, pyridoxin, kyselina nikotinová, kyselina listová, biotin, 

myo-inositol;  

-  zdroj dusíku – aminokyseliny, které se používají buď čisté - např. glycin 

nebo jejich směsi – např. hydrolyzáty proteinů; dále nitráty, amonné soli;  

- zdroj organického uhlíku – nejčastěji sacharóza, někdy ji lze nahradit i 

glukózou či fruktózou;  

- nedefinované organické složky médií - rostlinné šťávy, kokosové mléko, 

kvasnicový extrakt, pepton, hydrolyzát kaseinu (někdy se přidává černé 

uhlí, které může absorbovat jak látky inhibující růst, tak růstové 

regulátory, a mít tak stimulační nebo inhibiční efekt na růst explantátů);   

- růstové regulátory – auxiny (kyselina indolyloctová, kyselina 

naftyloctová, kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová), cytokininy 
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(benzylaminopurin, 6-benzylaminopurin, kinetin), gibereliny, kyselina 

abscisová;  

- látky používané pro zpevnění média – nejčastěji se používá agar, který po 

smíchání s vodou vytvoří gel, který je stabilní při teplotách kultivace; 

explantát je možné uchytit i na můstcích z filtračního papíru, 

polyuretanové pěně či perforovaném celofánu. 
29) 33)

 

 Dále při kultivaci záleží na fyzikálních podmínkách. Teplota by měla být 

v rozmezí 17-25°C, intenzita osvětlení od 2000 do 5000 luxů, hodnota pH 

kultivačního media nejčastěji v rozmezí 5,5 – 6,0. Také záleží na vlhkosti 

vzduchu a na vhodném kultivačním zařízení. 
34)

 

 Při použití polotuhých médií lze rostlinný materiál umístit nad médiem 

tak, že není potřeba žádný zvláštní systém provzdušňování kultury, na rozdíl od 

médií tekutých. Dodávka kyslíku pro ponořené části buněk, pletiv nebo orgánů 

v tekutých médiích se zajišťuje třepáním, mícháním, rotováním nádob či 

zavedením proudu rozptýleného sterilního vzduchu skrze médium. Záleží na 

intenzitě míchání, pomalé míchání může způsobit hypoxii, naopak rychlé může 

poškodit buňky. 
35)

 

 Médium i kulturu je nutné udržovat sterilní a při manipulaci se musí 

dodržovat zásady aseptické práce, aby se zabránilo mikrobiální kontaminaci. 
27)
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3.4. Možnosti ovlivnění produkce sekundárních 

metabolitů 

 Rostlinné tkáňové kultury jsou slibným zdrojem sekundárních metabolitů. 

Jejich produkce je ale ve srovnání s celými rostlinami obvykle nižší, a to je důvod, 

proč se hledají různé metody a přístupy ke zvýšení produkce. Je několik metod, 

které mohou být použity ke zvýšení produkce sekundárních metabolitů, elicitace 

bývá obvykle jednou z nejúspěšnějších. 
37)

 

 

3.4.1. Elicitace 

 Elicitace spočívá v akumulaci sekundárních metabolitů v rostlině, případně 

ve tkáňové kultuře, jako následek obranné reakce rostliny na stresový podnět. 

Elicitor působí jako stresový faktor prostřednictvím aktivace enzymů v pletivech 

rostlin.  

 Elicitory rozdělujeme podle původu na biotické a abiotické.  Mezi biotické 

elicitory řadíme různé patogenní mikroorganismy jako viry, bakterie, kvasinky či 

houby. Mezi elicitory abiotické řadíme fyzikální faktory (např. UV záření, změny 

teplot, pH, osmotického tlaku), dále některé chemické vlivy (těžké kovy, 

antibiotika, pesticidy, herbicidy či nedostatek kyslíku a vody). 
41) 42)

 

 Jako první fáze obranné reakce rostliny na elicitor nastává hypersenzitivní 

reakce, která spočívá v aktivaci obranných mechanismů. Pro rozpoznání buňky 

patogenu od vlastních buněk má rostlina v cytoplasmatické membráně zakotveny 

receptory pro specifické struktury patogenu. Ihned po rozpoznání specifické 

struktury spustí receptory intracelulární kaskádu MAP-kináz. Na konci této 

signalizační kaskády je obvykle transkripční faktor, který se naváže na DNA a 

spustí expresi genů spojených s obrannou reakcí. Pro spuštění obranné reakce je 

nezbytná zvýšená koncentrace vápenatých iontů v cytosolu. To pravděpodobně 

aktivuje NADPH-oxidázu, která produkuje reaktivní formy kyslíku. Další signální 

molekulou je oxid dusnatý, zatím však nebyl nalezen enzym, který by ho přímo 

produkoval.  
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 Systém reaktivních forem kyslíku spočívá zejména v přímém působení 

kyslíkových radikálů na expresi genu, peroxidaci membránových lipidů a tvorbě 

kyseliny jasmonové a metyljasmonátu, které následně ovlivňují transkripci.  

 Druhá fáze obranné reakce spočívá v systémové odpovědi. Elicitor způsobí 

aktivaci enzymu nebo přechodné zvýšení hladiny enzymů, což vede k následné 

produkci a akumulaci obranných látek, které vzniklý stres eliminují. Dochází 

k syntéze specifických stresových proteinů, což mohou být látky, které se podílejí 

na odstraňování aktivních forem kyslíku, jako peroxidasy, antioxidační sloučeniny 

či hydrolázy napadající buněčnou stěnu patogenu. Ovšem kromě stresových 

proteinových látek může být ovlivněna i syntéza látek sekundárního 

metabolismu.
25) 38)

 

 

3.4.2. Imobilizace 

 Imobilizační biotechnologie upoutává biologicky aktivní molekuly 

(enzymy, buňky, antigeny, apod.) v oddělené fázi a umožňuje výměnu s hlavní 

fází, v níž je substrát a produkt dispergován. 
26)

 

 Imobilizace buněk může být provedena na povrchu určitého nosiče 

uzavřením buněk do polymerních materiálů (enkapsulace), zakotvením do 

polymerní membrány, kovalentní vazbou na nosič či vytvořením nerozpustných 

částeček a následným zesíťováním molekul nosiče.  

 Imobilizované buňky a buněčné organely jsou si schopny po určitou dobu 

zachovat enzymové metabolické dráhy, což umožňuje jejich využití jako 

biokatalyzátorů k syntéze řady látek. Využití mají i při průmyslových 

biotransformacích k výrobě produktů a meziproduktů. 
36)

 Imobilizace buněk často 

zvyšuje produkci sekundárních metabolitů v porovnání se suspenzními kulturami. 

 

3.4.3. Biokonverze 

 Biokonverze je postup, při kterém se přidává prekurzor do živného média 

buněčných kultur a v průběhu kultivace dojde k jeho přeměně na žádaný 

sekundární metabolit. Prekurzor je zpracován stejnými metabolickými drahami 

jako v intaktní rostlině. Předpokladem však je, že se dostane z média do buňky, 



24 

 

respektive do organel, ve kterých daná metabolická dráha probíhá. Někdy ale 

buněčné kultury mění prekurzor na nové sloučeniny, které se v rostlině 

nenacházejí. Biokonverze je levnější metodou než biosyntéza sekundárních 

metabolitů od počátku pouze tehdy, je-li prekurzor levnější než výsledný produkt. 

Jako prekurzory se nejčastěji využívají aminokyseliny, ze kterých příslušná 

metabolická dráha vychází. 
39) 40)

  

 

3.4.4. Biotransformace 

 K rostlinnému materiálu je přidán exogenní substrát, který musí být 

rostlinnou buňkou a orgánem přijat a zapojen do metabolických procesů. 
25)

 

Explantátové kultury rostlinných buněk jsou schopny transformovat exogenně 

dodané látky hydroxylací, oxidací, redukcí, metylací a demetylací. Explantátové 

kultury však provádějí několik reakcí souběžně, proto se musí buněčné linie 

nejprve přísně vyselektovat. 
26)

  

 

3.4.5. Genetická manipulace 

 Genetická manipulace spočívá v izolaci a charakterizaci genetického 

materiálu, který se upraví a následně transferuje zpět do organismu nebo do 

buněčné kultury. Používá se buď exprese jednoho nebo několika genů, které 

kódují klíčové kroky biosyntézy, nebo exprese regulatorních genů. 
25)
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3.5. Oxidační stres 

 Rostliny musí často čelit různým biotickým a abiotickým stresovým 

faktorům, které mají nepříznivé účinky na růst a vývoj rostlin. Během evoluce si 

však rostliny vyvinuly řadu složitých regulačních mechanismů, aby se 

přizpůsobily různým stresorům prostředí. Jedním z důsledků stresu je zvýšení 

buněčné koncentrace reaktivních forem kyslíku. Tyto reaktivní formy jsou 

následně převedeny na peroxid. Aktivní formy kyslíku mohou buňku buď 

poškozovat, nebo působí jako signální molekuly, které aktivují obranné 

mechanismy. Vyšší rostliny produkují reaktivní formy kyslíku i za normálních 

metabolických podmínek během metabolických procesů. Nadměrná koncentrace 

však vede k oxidačnímu poškození nebo k apoptóze buňky. 
45) 47)

 

 Rostliny pro efektivní produkci energie vyžadují kyslík. Při redukci 

kyslíku na vodu vznikají aktivní formy kyslíku jako superoxidový radikál (O2
.-
), 

peroxid vodíku (H2O2) nebo hydroxylový radikál (OH
.
). Při příjmu přebytečné 

energie může dojít ke vzniku singletního kyslíku (
1
O2), což je velmi reaktivní 

molekula, která může zreagovat s jinými biologickými molekulami. Tato 

molekula nemůže proniknout přes biologické membrány a je přeměněna na H2O2. 

Hydroperoxylový radikál, který vzniká protonací superoxidového radikálu ve 

vodném prostředí, může proniknout přes membrány, odštěpit vodík 

z polynenasycených mastných kyselin a zapříčinit tak peroxidaci lipidů. Peroxid 

vodíku inaktivuje enzymy oxidací jejich thiolových skupin. Nejreaktivnější je 

však hydroxylový radikál, který je tvořen z H2O2. Může zreagovat se všemi 

biologickými molekulami, protože buňka nemá enzymatický systém, kterým by 

tento vysoce reaktivní radikál eliminovala, což nakonec vede ke smrti buňky. 
46) 

 

3.5.1. Látky použité jako potenciální elicitory 

 V rámci této diplomové práce byly vybrány některé látky hrající roli 

v mechanismu působení oxidačního stresu. Účinek byl zkoumán u následujících 

látek:  
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Peroxid vodíku  

 Peroxid vodíku (H2O2) navozuje oxidační stres jakožto generátor 

kyslíkových radikálů. U rostlinných buněk bude pravděpodobně jako odpověď na 

zvýšené množství kyslíkových radikálů zvýšena produkce flavonoidů nebo jiných 

látek s antioxidační aktivitou.  

 Peroxid vodíku je malá, elektricky neutrální molekula. Do buňky 

difunduje snadno přes buněčnou membránu. Je to poměrně reaktivní látka, působí 

jako silné oxidační činidlo.  

 V rostlině vzniká řadou fyziologických procesů během metabolismu 

buňky, ale i řadou patologických procesů. Na jedné straně je peroxid vodíku 

v nízkých koncentracích signální molekulou, na druhé straně vzniká v buňce jako 

vedlejší toxický produkt aerobního metabolismu. Aby buňka zabránila 

oxidativnímu poškození, musí mít mechanismus, jak zamezit jeho vniknutí do 

buňky, nebo musí produkovat antioxidanty, které zneutralizují škodlivý vliv H2O2. 

Většinu biologických molekul neoxiduje přímo, nebezpečí spočívá zejména v jeho 

přeměně na vysoce reaktivní hydroxylový radikál. 
54)

 

 Jako signální molekula je schopen procházet membránami pomocí 

aquaporinů a tím šířit stres do dalších buněk. Osud buňky pak závisí na 

koncentraci H2O2 a na rychlosti jeho eliminace.  

 V experimentech byla použita i kombinace peroxidu vodíku s Mg-ATP, 

kde Mg-ATP hraje roli jako aktivátor transportu flavonoidů, H2O2 působí jako 

elicitor. Předpokládá se, že tato kombinace by mohla pozitivně ovlivnit produkci 

sekundárních metabolitů. 

 Většina látek sekundárního metabolismu se vyskytuje v glykosylovaném 

stavu. Vakuolární transport glykosylovaných derivátů přes tonoplast je obvykle 

zprostředkován pomocí antiportu proton-substrát. Některé látky, jako jsou 

flavonové glukuronidy, nesou záporný náboj a jsou vychytávány pomocí přímé 

energetické utilizace Mg-ATP. To je důkazem přítomnosti ABC (‚‚ATP binding 

cassette‘‘) transportérů. Tyto transportéry patří do podskupiny MRP (multidrug 

resistence associated) proteinů, které transportují negativně nabité organické 

molekuly.
 34)

 
48)

 Tento mechanismus transportu by mohl být použit i pro flavonové 

glukuronidy, jako je hyperosid.   
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Glutathion 

 Glutathion (GSH) je hlavní intracelulární antioxidant nacházející se 

v rostlinných i živočišných buňkách. Jedná se o tripeptid složený ze tří 

aminokyselin – glycinu, cysteinu a kyseliny glutamové spojených peptidovými 

vazbami. Glutathion je nejhojněji zastoupenou látkou v rostlinách, která je 

rezervoárem organické síry, nezbytné pro normální růst a vývoj rostliny.  

 Jedním z úkolů glutathionu je ochrana před oxidačním stresem, zejména 

reakce s aktivními formami kyslíku. GSH chrání proteiny (např. enzymy, 

receptory a transportní proteiny) před denaturací způsobenou oxidací jejich 

thiolových (-SH) skupin. 

 Glutathion se vyskytuje v redukované (GSH) a oxidované (GSSG) formě. 

GSSG vzniká spojením dvou molekul glutathionu pomocí thiolových skupin, 

které vytvoří disulfidový můstek. Poměr redukované a oxidované formy 

v cytosolu je 100:1. Nicméně v endoplasmatickém retikulu je již více 

oxidovaného glutathionu a poměr GSH:GSSH je 3:1. 
49)

 Poměr oxidované a 

redukované formy ukazuje míru oxidačního stresu v rostlině. Při působení 

oxidačního stresu na rostlinu se zvyšuje hladina oxidované formy glutathionu a 

klesá množství redukované formy. To nastává např. při odstraňování peroxidu 

vodíku z buněk. Obnovení redukovaného GSH zajišťuje enzym 

glutathionreduktáza. Pokud je stres intenzivní nebo trvá dlouhou dobu, dojde 

k vyčerpání antioxidační kapacity buňky a k buněčné smrti. 
51) 53)

 

 Reakcí GSH s volnými radikály může vzniknout thiylový radikál (GS
.
), 

který zaniká reakcí s druhým radikálem (GS
.
). Při reakci radikálu s molekulou 

GSH však může vzniknout radikál oxidovaného glutathionu (GSSG
.-
), který je 

schopen redukovat kyslík na superoxid (O2
.-
). 

50) 
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Obr. č. 9: Redukovaná forma glutationu 

 

 

 

 

Neutrální červeň 

 Vzhledem k předpokladu, že neutrální červeň bude použita v dalších 

experimentech k barvení vakuol při jejich izolaci, byl součástí této práce i 

experiment zkoumající vliv neutrální červeni na obsah flavonoidů 

v explantátových kulturách Hypericum perforatum.  

 Neutrální červeň je acidobazický indikátor s funkční oblastí pH 6,8 - 8,0 a 

s barevným přechodem červená – žlutá.  

 Využívá se při testu cytotoxicity, který je založen na schopnosti živých 

buněk vychytávat a vázat neutrální červeň. Neutrální červeň je kladně nabité 

barvivo, které prochází přes buněčnou membránu pasivní difúzí. Akumuluje se 

v buněčné cytoplasmě a je skladováno v kyselém prostředí lysozomů, kde je 

vázáno elektrostatickými hydrofobními vazbami k aniontovým nebo k fosfátovým 

skupinám lysozomálního matrixu. Podstata testu spočívá ve schopnosti pouze 

živých buněk adsorbovat a vázat neutrální červeň, zatímco u poškozených a 

mrtvých buněk je tato schopnost snížena. Příjem neutrální červeně buňkou závisí 

na schopnosti udržet pH gradient pomocí produkce ATP. Za fyziologického pH 

má barvivo nulový náboj, což umožňuje průnik buněčnou membránou do buňky. 

Uvnitř lysozomu je protonový gradient, který udržuje pH nižší než v cytoplasmě, 

čímž způsobí, že barvivo získá náboj a zůstane tak uvnitř lysozomu. 
43)
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 Tím, že neutrální červeň prostupuje do organel, ve kterých se vytvářejí a 

skladují flavonoidy, existuje zde předpoklad, že by mohla být ovlivněna i 

biosyntéza flavonoidů. Navíc neutrální červeň v přítomnosti železitých iontů, 

které jsou součástí živného média, může způsobovat oxidační stres a fungovat 

jako elicitor. 
56) 57)

 

 

Obr. č. 8: Neutrální červeň 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

4.1. Použité chemikálie a přístroje 

 

4.1.1. Chemikálie 

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

- ethanol 96%;  

- peroxid vodíku 30%: Penta, Chrudim, ČR;  

- neutrální červeň, glutathion: Sigma, St.Luis, USA;  

- kyselina α-naftyloctová č., myoinositol puriss.: Sigma, St. Luis, USA;  

- enzymatický hydrolyzát kaseinu: Imuna, Šarišské Michalany, SR;  

- 6-benzylaminopurin pro zvláštní účely, dihydrogenfosforečnan draselný č., 

dusičnan amonný p.a., dusičnan draselný p.a., hydrogenfosforečnan sodný 

p.a., chlorid vápenatý p.a., chlorid kobaltnatý p.a., jodid draselný p.a., 

kyselina boritá p.a., glycin č., kyselina o-fosforečná č., kyselina nikotinová 

č., methanol p.a., molybdenan sodný p.a., sacharóza p.a., síran hořečnatý 

p.a., síran měďnatý p.a., síran manganatý p.a., síran zinečnatý p.a., síran 

železnatý p.a.: Lachema, Brno, ČR. 

 

4.1.2. Přístroje a vybavení 

- analytické váhy A 200S: Sartorius, Göttingen, SRN;  

- autokláv PS 20A, horkovzdušný sterilizátor HS 81A, Chirana, Brno, ČR;  

- box s laminárním prouděním Fatran L-F: výrobné družstvo Pokrok, Žilina, 

SR;  

- HPLC chromatograf JASCO (čerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, 

autosampler AS 2055): Jasco International, Tokyo, Japonsko;  

- chromatografická kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5µm) 

s předkolonkou: Merck, Darmstadt, SRN;  

- pipetovací balónek, Filip, SRN;  

- sušárna HS 61A Chirana, Brno, ČR;  
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- třepačka UNIMAX 2010, Heidolph Instruments, SRN;  

- vialky, Labicom s.r.o., Olomouc, ČR;  

- vodní lázeň KL: Laboratorní přístroje, Praha, ČR. 

 

4.2. Kultivace in vitro kultur Hypericum perforatum 

 

4.2.1. Pasážování a kultivace 

 Pasážování kalusových kultur Hypericum perforatum spočívalo 

v mechanickém přenášení kultur do předem připravených baněk se 30 ml živného 

média. Provádělo se v boxu s laminárním prouděním vzduchu, který byl předem 

vydezinfikován 96% ethanolem a ozářen germicidní zářivkou. Při práci byly 

dodržovány zásady práce v aseptickém prostředí, nástroje byly sterilizovány 2 

hodiny při 200°C, Erlenmayerovy baňky s papírovým můstkem a s 30 ml MS 

média uzavřené hliníkovou fólií byly sterilizovány po dobu 15 minut při 120°C 

v parním autoklávu. Kalusové kultury byly kultivovány ve 100 ml 

Erlenmayerových baňkách na můstcích z filtračního papíru, při teplotě 25°C a 

normálního světelného režimu (16h světlo, 8h tma). Pasážování se provádělo 

pravidelně po 28-30 dnech.  

 Suspenzní kultura byla připravena mechanickým rozmělněním částí 

kalusových kultur v živném médiu. Pasážování suspenzních kultur spočívalo 

v přenášení 10 ml narostlé suspenzní tkáně z předchozí kultivace pomocí předem 

vysterilizované pipety do předem připravených Erlenmayerových baněk se 40 ml 

MS média. Vše probíhalo za aseptických podmínek v laminárním boxu. Kultivace 

probíhala za stejných podmínek jako u kalusových kultur, jen na rotační třepačce 

(120 ot/min) a po dobu 14 dní.  
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4.2.2. Živné médium 

 Kalusové i suspenzní kultury třezalky tečkované byly kultivovány na půdě 

podle Murashigeho a Skooga, tzv. MS médium, jehož složení je uvedeno 

v následující tabulce. K tomuto médiu byl navíc přidán růstový hormon BAP a 

růstový stimulátor α-NAO v koncentraci 2,00 mg/l. Vážení probíhalo na 

analytických vahách. Makroelementy, mikroelementy a další látky potřebné 

v menším množství byly odpipetovány ze zásobních roztoků.  

 

CaCl2.2H2O 440,00 mg/l 

MgSO4.7H2O 370,00 mg/l 

KNO3 1900,00 mg/l 

NH4NO3 1650,00 mg/l 

KH2PO4.H2O 170,00 mg/l 

Na2EDTA 37,37 mg/l 

FeSO4.7H2O 27,84 mg/l 

MnSO4.4H2O 22,30 mg/l 

ZnSO4.7H2O 11,50 mg/l 

H3BO3 6,20 mg/l 

KI 0,83 mg/l 

Na2MoO4.2H2O 0,025 mg/l 

CuSO4.5H2O 0,025 mg/l 

CoCl2.6H2O 0,025 mg/l 

hydrolyzát kaseinu 1000,00 mg/l 

inositol 100,00 mg/l 

glycin 2,00 mg/l 

kyselina nikotinová 0,50 mg/l 

pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg/l 

thiamin hydrochlorid 0,10 mg/l 

sacharóza 30000,00 mg/l 

 

 



33 

 

4.3. Vliv potenciálních elicitorů 

 

4.3.1. Sledování vlivu samostatného peroxidu vodíku a v kombinaci 

s Mg-ATP 

 Touto abiotickou elicitací byl učiněn pokus pozitivně ovlivnit produkci 

flavonoidních glykosidů, zejména hyperosidu, quercetinu a rutinu.  

 Na konci kultivační periody suspenzních a kalusových kultur byl přidán 

jako elicitor peroxid vodíku. Tento elicitor byl přidáván vždy po 1 ml ze sterilních 

zásobních roztoků tak, aby výsledné koncentrace v živném médiu byly 1, 10 a 100 

mg/l. K dalším kulturám se kromě peroxidu vodíku přidával ještě 1 ml Mg-ATP 

ze zásobního roztoku a ke kulturám kontrolním se přidával 1 ml sterilní vody.  

 Kultury byly dále kultivovány při teplotě 25°C a při světelné periodě 16h. 

Vzorky kultur byly odebrány po 4 a 24 hodinách kultivace. 

 

4.3.2. Sledování vlivu glutathionu 

 K ovlivnění produkce hyperosidu a quercetinu byla zvolena elicitace 

glutathionem (v redukované formě GSH). Glutathion je látka účastnící se 

oxidačně-redukčních dějů v buňce.  

 Ke kalusovým a suspenzním kulturám byl na konci kultivační periody 

přidán vždy 1 ml glutathionu ze zásobního roztoku. Výsledné koncentrace GSH 

v médiu byly 1, 10 a 100 mg/l. Ke kontrolním kulturám byl přidáván 1 ml sterilní 

vody.   

 Následovala kultivace při 25°C a za světelné periody 16h. Vzorky kultur 

byly odebrány po 4 a 24 hodinách a po usušení a extrakci byl metodou HPLC 

stanoven obsah hyperosidu, quercetinu a rutinu.  

 

4.3.3. Sledování vlivu neutrální červeni 

 Neutrální červeň je schopna prostupovat do organel, které vytvářejí 

flavonoidy. Bylo sledováno, zda-li neutrální červeň ovlivní produkci sekundárních 

metabolitů v suspenzních a v kalusových kulturách. 



34 

 

 Ke konci kultivační periody byla přidávána k suspenzním i kalusovým 

kulturám neutrální červeň. Neutrální červeň, byla připravena do sterilních 

zásobních roztoků, ze kterých byl odebrán vždy 1 ml. Výsledné koncentrace 

tohoto barviva v médiu byly 0,1, 1, a 10 mg/l. Ke kulturám kontrolním byl přidán 

1 ml sterilní vody.  

 Kultury byly následně kultivovány při teplotě 25°C a světelné periodě 16h. 

Vzorky kultur byly odebrány po 4 a 24 hodinách kultivace. 

 

4.4. HPLC analýza 

 

4.4.1. Příprava vzorků 

 Suspenzní i kalusové kultury jsme po volném 24 hodinovém proschnutí na 

filtračním papíře dosušili v sušárně při teplotě 50°C, suspenzní kultury byly 

nejprve přefiltrovány. Usušený materiál byl rozdroben v porcelánové třecí misce, 

následně byl zvážen a hmotnosti jednotlivých vzorků zaznamenány. Poté byla 

dvakrát provedena extrakce na vodní lázni pod zpětným chladičem. K extrakci 

bylo použito 10 ml 80 % methanolu. První extrakce probíhala 15 min, poté byly 

extrakty zfiltrovány přes kousek vaty. Vata se vzorkem byla vrácena do varné 

baňky a podrobena druhé extrakci s dalšími 10 ml 80 % methanolu po dobu 15 

min. Oba extrakty byly spojeny a filtrát byl doplněn do 20 ml 80 % methanolem. 

Po vychladnutí byly extrakty zfiltrovány přes mikrofiltr (0,22µm) do vialek, a tak 

byly připraveny k HPLC analýze.  

 

4.4.2. Charakteristika HPLC 

 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie – High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) je separační metoda umožňující současně jak 

kvalitativní, tak i kvantitativní hodnocení separovaných složek směsi, a to 

s vysokou selektivitou, citlivostí a v relativně krátkém čase. Výhodou je, že pro 

analýzu postačuje velmi malé množství vzorku. Pomocí HPLC můžeme určit 

identitu, stanovit obsah i čistotu analyzovaného vzorku. 
52)
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4.4.3. HPLC analýza 

 HPLC analýzy byly prováděny na chromatografické sestavě Jasco 

(čerpadlo PU-2089,  detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené 

předkolonovým filtrem a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5µm) s ochranou 

předkolonkou. 

 Složení mobilní fáze: eluent A: 8% acetonitril + 0,15% H3PO3 ve vodě, 

eluent B: 100% acetonitril. Eluce mobilní fáze probíhala gradientově, a to dle 

následující tabulky: 

  

Čas (min) % eluentu A % eluentu B 

0 90 10 

10 80 20 

20 75 25 

  

 Průtok mobilní fáze byl 1,5 ml/min, teplota kolony 25°C a nastřikovaný 

objem 50 µl. Detekce byla provedena pomocí DAD detektoru v rozmezí vlnových 

délek 190 - 450 nm. Obsah sledovaných látek byl vypočten z píků při vlnové 

délce 254 nm, kde mají dané flavonoidy své absorpční maximum. Obsah obou 

látek byl kvantifikován matematickou metodou normalizace a porovnáním s 

kalibrační křivkou vytvořenou pomocí externě měřeného standardu téže látky. 

Standardy byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. 
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Obr. č. 9: Kalibrační křivka hyperosidu (nahoře) a quercetinu (dole). 
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Obr. č. 10: Ukázka chromatogramu vzorku připraveného z in vitro kultury. 

 

 

 

 

4.4.4. Validace HPLC analýzy 

 Validací se rozumí ověření platnosti zvolené analytické metody. 

Instrumentální validaci zajišťuje výrobce HPLC sestavy (Jasco) normou ISO 9001 

(International Organization for Standardization). Způsobilost chromatografického 

systému byla dále ověřena testem opakovaného nástřiku (tzv. test na přesnost, kdy 

se provede 6 nástřiků stejným vzorkem a vypočte se relativní směrodatná 

odchylka, která musí být vždy menší než 1,5%) a testem linearity (lineární 

regresní analýzou se z pěti různých koncentrací standardu zjistí hodnota 

korelačního koeficientu r, která musí být větší než 0,9900).  Pro hodnocení Počtu 

teoretických pater a Asymetrie píku byly převzaty metody z Evropského lékopisu.  

Pro hodnocení celé metody byly použity tyto validační parametry: 

 Kvantitativní limit – nejmenší hodnota, která je měřitelná s přijatelnou 

přesností a správností. 
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 Správnost metody – statisticky významná rozdílnost mezi získanou a 

skutečnou hodnotou.  

 

4.5. Statistické zpracování výsledků 

Aritmetický průměr: 

  
   

 
   

 
   

kde   …naměřené hodnoty, a…rozsah souboru. 

 

Směrodatná odchylka: 

    
        

 
   

   
   

kde  …aritmetický průměr,   …naměřené hodnoty,  …rozsah souboru. 

 

Testovací kritérium: 

  
       

     
      

 
   

             

     
   

 

kde   …aritmetický průměr kontrolního souboru,   …aritmetický průměr 

pokusného souboru,   …počet členů kontrolního souboru,   …počet členů 

pokusného souboru,   …směrodatná odchylka kontrolního souboru, 

  …směrodatná odchylka pokusného souboru. 

 Testovacímu kritériu přísluší t-rozdělení se stupněm volnosti, které se 

vypočte následovně:             

 Pokusný soubor se od kontrolního souboru statisticky významně liší, 

pokud vypočtené testovací kritérium t je větší než kritická hodnota    pro 

vypočtený stupeň volnosti v na hladině významnosti p         . 
58)
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5. VÝSLEDKY 

 

 V následujících tabulkách a grafech jsou uvedeny výsledky všech 

experimentů. Veškeré hodnoty byly získány průměrem tří hodnot. Statisticky 

významné výsledky jsou v tabulce zvýrazněny.  

 

Tabulka č. 1: 

 

PEROXID VODÍKU 

suspenzní kultury 

čas odběru koncentrace obsah 

(h) (mg/l) (%) 

    hyperosid quercetin rutin 

4 

A = 0 0,009 0 0 

B = 1 0,004 0 0 

C = 10 0,012 0 0 

D = 100 0,007 0 0 

24 

A = 0 0,024 0 0 

B = 1 0,016 0 0 

C = 10 0,012 0 0 

D = 100 0,071 0 0 

kalusové kultury 

čas odběru koncentrace obsah 

(h) (mg/l) (%) 

    hyperosid quercetin rutin 

4 

A = 0 0 0 0 

B = 1 0 0 0 

C = 10 0 0 0 

D = 100 0,001 0 0 

24 

A = 0 0 0 0 

B = 1 0,002 0 0 

C = 10 0,001 0 0 

D = 100 0 0 0 
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Graf č. 1 - Obsah flavonoidů po elicitaci peroxidem 

vodíku v suspenzní kultuře Hyp.perforatum 

koncentrace A 

koncentrace B 

koncentrace C 

koncentrace D 

0 

0,0005 

0,001 

0,0015 

0,002 

0,0025 

hyperosid quercetin rutin hyperosid quercetin rutin 

po 4h působení po 24h působení 

O
b

sa
h

 f
la

v
o

n
o
id

ů
 (

v
%

) 

Graf č. 2 - Obsah flavonoidů po elicitaci peroxidem 

vodíku v kalusové kultuře Hyp.perforatum 

koncentrace A 

koncentrace B 

koncentrace C 

koncentrace D 
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Tabulka č. 2: 

 

PEROXID VODÍKU V KOMBINACI S Mg-ATP 

suspenzní kultury 

čas odběru koncentrace koncentrace obsah 

(h) Mg-ATP H2O2 (%) 

  (mM) (mg/l) hyperosid quercetin rutin 

4 

3 A = 0 0,002 0,004 0,001 

3 B = 1 0,012 0,013 0 

3 C = 10 0,009 0,015 0 

3 D = 100 0 0 0 

24 

3 A = 0 0 0,006 0 

3 B = 1 0,007 0,021 0 

3 C = 10 0 0 0 

3 D = 100 0 0 0 

kalusové kultury 

čas odběru koncentrace koncentrace obsah 

(h) Mg-ATP H2O2 (%) 

  (mM) (mg/l) hyperosid quercetin rutin 

4 

3 A = 0 0,006 0 0 

3 B = 1 0,007 0,002 0 

3 C = 10 0,002 0 0 

3 D = 100 0,001 0 0 

24 

3 A = 0 0,005 0 0 

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 č. 3 - Obsah flavonoidů po elicitaci peroxidem 

vodíku v kombinaci s Mg-ATP v suspenzní kultuře 

Hyp.perforatum 
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Graf č. 4 - Obsah flavonoidů po elicitaci peroxidem 

vodíku v kombinaci s Mg-ATP v kalusové kultuře 

Hyp.perforatum 

Koncentrace A 

Koncentrace B 

Koncentrace C 
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Tabulka č. 3: 

 

GLUTATHION (REDUKOVANÁ FORMA) 

suspenzní kultury 

čas odběru koncentrace obsah 

(h) (mg/l) (%) 

    hyperosid quercetin rutin 

4 

A = 0 0,045 0,002 0 

B = 1 0 0 0 

C = 10 0 0 0 

D = 100 0 0 0 

24 

A = 0 0 0,011 0 

B = 1 0 0 0 

C = 10 0 0 0 

D = 100 0 0 0 

kalusové kultury 

čas odběru koncentrace obsah 

(h) (mg/l) (%) 

    hyperosid quercetin rutin 

4 

A = 0 0,001 0 0,003 

B = 1 0,01 0,001 0 

C = 10 0,014 0,001 0 

D = 100 0,002 0,001 0 

24 

A = 0 0 0 0 

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  č. 5 - Obsah flavonoidů po elicitaci glutathionem v 

suspenzní kultuře Hyp.perforatum 
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Graf č. 6 - Obsah flavonoidů po elicitaci glutathionem v 

kalusové kultuře Hyp.perforatum 

koncentrace A 

koncentrace B 

koncentrace C 

koncentrace D 
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Tabulka č. 4: 

 

NEUTRÁLNÍ ČERVEŇ 

suspenzní kultury 

čas odběru koncentrace obsah 

(h) (mg/l) (%) 

    hyperosid quercetin rutin 

4 

A = 0 0 0 0 

B = 0,1 0 0 0 

C = 1 0 0 0 

D = 10 0 0 0 

24 

A = 0 0 0 0 

B = 0,1 0 0 0 

C = 1 0 0 0 

D = 10 0 0 0 

kalusové kultury 

čas odběru koncentrace obsah 

(h) (mg/l) (%) 

    hyperosid quercetin rutin 

4 

A = 0 0,015 0,004 0 

B = 0,1 0,032 0,009 0 

C = 1 0,025 0,002 0 

D = 10 0,025 0,017 0 

24 

A = 0 0,025 0,002 0 

B = 0,1 0,022 0,019 0 

C = 1 0,022 0,003 0 

D = 10 0,024 0,003 0 

 

 

  



46 

 

 

 

 

 

 

 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

0,6 

0,7 

0,8 

0,9 

1 

hyperosid quercetin rutin hyperosid quercetin rutin 

po 4h působení po 24h působení 

O
b

sa
h

 f
la

v
o

n
o

id
ů

 (
v

%
) 

Graf č. 7 - Obsah flavonoidů po aplikaci neutrální 

červeni v suspenzní kultuře Hyp.perforatum 
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Graf č. 8 - Obsah flavonoidů po aplikaci neutrální 

červeni v kalusové kultuře Hyp.perforatum 

koncentrace A 

koncentrace B 

koncentrace C 

koncentrace D 
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6. DISKUSE 

 

 Cílem této diplomové práce bylo seznámit se s kultivací suspenzních a 

kalusových kultur Hypericum perforatum, a kvantitativně stanovit množství 

flavonoidů pomocí HPLC analýzy. Sledovali jsme vliv některých látek 

ovlivňujících oxidačně – redukční děje v buňce (peroxid vodíku, peroxid vodíku 

v kombinaci s Mg-ATP, glutathion) a vliv některých buněčných barviv (neutrální 

červeň) na produkci flavonoidů v kulturách třezalky tečkované.  

 Peroxid vodíku jsme v tomto experimentu použili z toho důvodu, že je to 

nejjednodušší molekula, která vyvolává v rostlině oxidační stres. Živé buňky se 

snaží bránit zvýšenou produkcí flavonoidů, které působí antioxidačně. 

V experimentu byly použity dva rozdílné časy - 4 a 24 hodin. Největší vliv se 

ukázal na produkci flavonoidu hyperosidu. V kulturách byly detekovány i 

flavonoidy quercetin a rutin, ale jejich množství bylo stopové (pod kvantitativním 

limitem) a nebylo ho možné stanovit. Zatím co kontrolní kultury kalusů (bez 

přidaného H2O2) neprodukovaly žádné významné flavonoidy, po přidání 

koncentrace B (1 mg/l) a C (10 mg/l) došlo po 24h k nárůstu množství hyperosidu 

z 0,001% na 0,002%. U koncentrace D (100 mg/l) došlo k tomuto nárůstu už po 

4h. U suspenzních kultur byl největší vliv na produkci hyperosidu zaznamenán po 

24h u koncentrace D (100 mg/l), a to z 0,007% až 0,071%.  

 Co se týče kombinace peroxidu vodíku a Mg-ATP, tak H2O2 zvyšuje 

oxidační stres, Mg-ATP podporuje transportní mechanismy a tím i jejich využití 

při zvládání oxidačního stresu. U suspenzních kultur došlo ke zvýšené produkci 

flavonoidů u koncentrace B (1 mg/l) a C (10 mg/l) oproti kontrole (bez přidaného 

H2O2). Množství hyperosidu však s časem klesalo, naopak množství quercetinu u 

koncentrace B (1 mg/l) stouplo po 24h z 0,013% na 0,021%.  U kalusových kultur 

byl zaznamenán zvýšený obsah hyperosidu a quercetinu při koncentraci B (1 

mg/l). Po 24h však bylo množství hyperosidu sníženo oproti kontrolním kulturám 

(bez přidaného H2O2).  

 Pokud porovnáme suspenzní a kalusové kultury, rozdíly mezi jejich 

reakcemi mohou být vysvětleny odlišným kontaktem buněk s živným médiem.  

(U kalusových kultur došlo ke snížení obsahu flavonoidů oproti suspenzním 
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kulturám.) Zatímco v suspenzních kulturách jsou buňky v přímém kontaktu 

s médiem, u kalusových kultur není dotyk stejný, ale přes můstek, čímž se může 

lišit přístup k elicitoru. Nebo je tato odlišnost způsobena právě přítomností Mg-

ATP, neboť v experimentu se samotným peroxidem vodíku k těmto odlišnostem 

nedošlo. Pokles by pravděpodobně mohl být způsoben i použitím odlišných pasáží 

třezalky.  

 Při porovnání suspenzních kultur s peroxidem vodíku v kombinaci s Mg-

ATP a se samostatným peroxidem vodíku nebyl rozdíl v produkci hyperosidu 

nijak zvlášť rozdílný. Ovšem u kultur s přídavkem Mg-ATP došlo k výraznému 

zvýšení produkce quercetinu. Lze tedy konstatovat, že Mg-ATP má vliv na obsah 

tohoto flavonoidu a pravděpodobně i na transport přes membránu.  

 Glutathion je hlavní intracelulární antioxidant, který chrání buňky před 

oxidačním stresem, a to zejména reakcí s aktivními formami kyslíku. Předpokládá 

se i zvýšení produkce flavonoidů, jako ochrana proti oxidačnímu stresu. 

V experimentu J. Armera na cizrně (Cicer arietinum L.) byl jako elicitor použit 

redukovaný glutathion. Glutathion vyvolal kromě produkce fytoalexinů i tvorbu 

isoflavonoidů, a tyto látky byly tvořeny převážně de novo z fenylpropanových 

prekurzorů. 
55)

   

 V našem experimentu byly použity 2 rozdílné časy – 4 a 24h. U 

glutathionu jsme zaznamenali zvýšenou produkci jak hyperosidu, tak quercetinu 

v kalusových kulturách. K nejvyššímu nárůstu došlo u koncentrací B (1 mg/l) a C 

(10 mg/l) po 4h působení glutathionu. U koncentrace C (10 mg/l) byl obsah 

hyperosidu 0,014%. Po 24h však došlo ke snížení obsahu hyperosidu u těchto 

dvou koncentrací. Pokles mohl být pravděpodobně způsoben vyčerpáním 

antioxidační kapacity buňky. Naopak u koncentrace D (100 mg/l) došlo k nárůstu 

hyperosidu z 0,002% na 0,012%. Obsah quercetinu byl nejvyšší po 24h působení 

glutathionu, a to 0,005%.  U suspenzních kultur jsme nezaznamenali žádný vliv 

glutathionu na produkci flavonoidů oproti kontrolním kulturám (bez přidaného 

glutathionu).  

 Neutrální červeň je barvivo, které přechází přes buněčnou membránu do 

buňky. Je schopno projít i do organel, ve kterých se vytvářejí a skladují 

flavonoidy. Navíc v přítomnosti železitých iontů, které jsou součástí živného 

média, může způsobovat oxidační stres a fungovat jako elicitor. Cílem mé práce 
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bylo zjistit, zda bude mít neutrální červeň vliv na produkci flavonoidů ve 

vakuolách. Jedním z důvodů použití neutrální červeně je i to, že se na katedře 

Farmakognozie plánuje v dalších experimentech izolovat vakuoly, kde se 

neutrální červeň bude využívat jako marker – tedy značkovač vakuol.  

 V tomto experimentu byly opět použity dva různé časy – 4 a 24h. U 

kalusových kultur se největší vliv na přítomnost neutrální červeni ukázal na 

flavonoidy hyperosid a quercetin. Vliv na rutin se neprokázal, ale to může být 

způsobeno i tím, že ani kontrolní kultura (bez přidané neutrální červeni) 

neprodukovala žádný. K výraznějšímu nárůstu hyperosidu a quercetinu dochází 

po 4h působení neutrální červeni, kdy nejvyšší obsah hyperosidu byl 0,032% při 

koncentraci B (0,1 mg/l), a obsah quercetinu při koncentraci D (10 mg/l) byl 

0,017%. Po 24h se zvýšilo pouze množství quercetinu u koncentrace B (0,1 mg/l) 

na 0,019%. Při experimentech s neutralní červení suspenzní kultury (jak kontrolní 

tak experimentální skupina kultur) neprodukovaly žádné flavonoidy. Již předchozí 

pasáže suspenzních kultur produkovaly flavonoidy jen ve zlomcích procent, tato 

pasáž měla biosyntézu potlačenou zcela. Ani přídavek neutrální červeni jako 

elicitoru tuto biosyntézu nenastartoval. 
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7. ZÁVĚR 

 

V rámci této diplomové práce byla zvládnuta kultivace kalusových a 

suspenzních kultur třezalky tečkované (Hypericum perforatum (L.), 

Hypericaceae). Zároveň byla zvládnuta HPLC analýza pro kvantitativní stanovení 

flavonoidů.  

Dále byl sledován vliv některých oxidačně působících látek (peroxid 

vodíku, peroxid vodíku v kombinaci s Mg-ATP, glutathion) na produkci 

flavonoidů:  

- K nejvyšší produkci flavonoidů v experimentu došlo po elicitaci 

peroxidem vodíku. Po 24h působení peroxidu v koncentraci 100 mg/l 

vzrostl obsah hyperosidu v suspenzní kultuře téměř trojnásobně oproti 

kontrolní kultuře, a to z 0,024% na 0,071%. 

-  Při kombinaci peroxidu vodíku s Mg-ATP došlo zejména ke zvýšení 

produkce flavonoidu quercetinu. Nejvyšší nárůst byl v suspenzní kultuře 

po 24h při koncentraci 1 mg/l, kdy obsah quercetinu dosáhl hodnoty 

0,021%. 

- K nejvyššímu nárůstu flavonoidů v kalusových kulturách došlo po elicitaci 

glutathionem. Po 4h působení koncentrace 10 mg/l byl obsah hyperosidu 

0,014%.  

V rámci této diplomové práce byl sledován i vliv vybraných buněčných 

barviv (neutrální červeni) na produkci flavonoidů. Bylo dokázáno, že neutrální 

červeň pozitivně ovlivňuje množství flavonoidů v kulturách Hypericum 

perforatum.  

- Nejvyšší hodnoty byly naměřeny v kalusových kulturách po 4h působení 

neutrální červeni v koncentraci 0,1 mg/l. Obsah hyperosidu vzrostl oproti 

kontrole více než dvojnásobně, a to z 0,015% na 0,032%.  
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neutrální červeň.  

Cílem diplomové práce bylo ovlivnit produkci sekundárních metabolitů 

(flavonoidů) v explantátových kuturách třezalky tečkované. K tomuto ovlivnění 

byla použita metoda elicitace, která spočívá v přídavku elicitoru (stresoru) do 

tkáňové kultury. V experimentu byly využity suspenzní a kalusové kultury 

Hypericum perforatum L. Jako potenciální elicitory byly přidávány peroxid 

vodíku, peroxid vodíku v kombinaci s Mg-ATP, glutathion a buněčné barvivo 

neutrální červeň, jejichž vliv na produkci flavonoidů byl sledován po 4 a 24 

hodinách. Kultury byly kultivovány na médiu připraveném dle Murashigeho a 

Skooga s přídavkem růstového hormonu BAP a stimulátorem růstu α-NAO. Ke 

stanovení obsahu flavonoidů byla zvolena metoda HPLC.  

Peroxid vodíku zvýšil produkci flavonoidů zejména v suspenzních 

kulturách, v kalusových kulturách měly největší vliv glutathion (redukovaná 

forma) a neutrální červeň. K vůbec nejvyšší produkci flavonoidů v experimentu 

došlo po 24 h působení peroxidu vodíku v koncentraci 100 mg/l, kdy obsah 

hyperosidu v suspenzní kultuře vzrostl téměř trojnásobně oproti kontrolní kultuře 

(z 0,024% na 0,071%). Peroxid vodíku v kombinaci s Mg-ATP zvýšil i produkci 

quercetinu. V kalusových kulturách došlo k nejvyššímu nárůstu flavonoidů po 4h 

působení neutrální červeni v koncentraci 0,1 mg/l. Obsah hyperosidu vzrostl 

oproti kontrole více než dvojnásobně (z 0,015% na 0,032%).  

Z výsledků diplomové práce vyplývá, že explantátové kultury reagují na 

přídavek potenciálních elicitorů zvýšením produkce flavonoidů. Jedná se o 

následek obranné reakce tkáňové kultury na stresový podnět.  
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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 α-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. 


