UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMAKOGNOSIE

RIGOROZNI PRACE

Ovlivnéni produkce sekundarnich latek v rostlinnych

kulturach in vitro

Mgr. Martina Janoutova

Datum zadani: 14. 11. 2012

Vedouci katedry: Doc. RNDr. Jifina Spilkova, CSc.

Vedouci rigor6zni prace: Doc. PharmDr. Lenka Timova, CSc.
Oponent rigordzni prace: PharmDr. Marie Kasparova, Ph.D.
Termin odevzdani: 23. 5. 2014

Pocet stran: 72



Touto cestou bych chtéla podékovat Doc. PharmDr. Lence Tiimové, CSc. za
pomoc pii hledani informaci a sestavovani této Rigordzni prace a PharmDr.

Janu Martinovi, Ph.D. za analyzy vzorki.



Prohlasuji, ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. VeSkera
literatura a dals$i zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani ¢erpal(a), jsou uvedeny
v seznamu pouZité literatury a v praci fadn¢ citovany. Prace nebyla vyuzita

k ziskani jin¢ho nebo stejného titulu.



OBSAH

1 L LY 0 0 N 7
2 Lol 11017V ol 8
3 L 02 L0 o 9
3.1  FAGOPYRUM ESCULENTUM L. — POHANKA OBECNA......cccttetirieriesiiesieenieeeeeeesaeesseenseeneens 9
3.1.1  Botanicky pOPis rOSEINY ...........ccoveeeieeeseeeiiiesiieeeeee et 9
3.1.2  ROZSIFNI TOSEINY ......vveeeeeeeeeie ettt e e e eeaa e et e e e etaa e e 11
3.1.3 Charakteristika drogy, jeji SbEr @ Uprava..............cceccveeeeeveeeeeciveeeeiiveneennns 11
3.1.4 Obsahové ldtky Fagopyrum esculentum L. ............ccocceeevceevseeesceeeneeeneenne, 12
3,15 POUZItT ArOQY c.eveeeeeeieeeeeseeeeeee ettt 12
3.2 FLAVONOIDY .etoutiiutenueenteeteetestesitesieesteestee st enseeseesmeesbeebeenbesasesssesmeesaeesseenseensesnneans 14
3.2.1 Struktura flavonoidt a jejich vyznam pro rostlinu ...............cccceeeeevvevvenncne. 14
3.2.2 Chemickd struktura flavonoidi..............ccceeevueeeeeecieeeiieesiseiieeeieesiseseeens 14
3.2.3  POUZIti fIAVONOIGL .....ooeeeeeeeieeeeeeee et 17
3.3 EXPLANTATOVE KULTURY ROSTLIN....utiiuiiiuiiiiiiiiis sttt 18
3.3.1 Zdkladni definiCe @ POJIMY ........oeeveeeeeeeiiieeeiiee et eeeiee st estaa e 18
3.3.2  Typy rostlinnych KUItur in Vitro ............c.oceeeeeeeeciieeeeciee e e 18
3.3.3  Kultivace explantdtoVych KUItUL................cccovueeeevueeeeciieeecieeeeccieeeeecvee e 19
3.3.3.1  Kultivagni fAze......cccoviiiiiiiiiiiiciiicic 19
3.3.3.1.1  KalUuSOVE KURUIY c..coveiiiiiiiicitecceteeeeeee e 20
3.3.3.1.2  SUSPENZNT KUIEUIY coceiiiie ittt 20
3.3.3.2  Serilizace .ooeeiiiiiiiiicii 21
3.3.3.2.1  Sterilizace MAIl ...cooueeieiiieeeiieeee e 22
3.3.3.2.2  Sterilizace rostlinného materialu.......c..cccceviriiiniiiiininiiniinnicce, 22
3.3.3.3  POdMINKY KUIIVACE....ciiiiiiiieiiiieeciiee ettt et sva e e s 23
3.3.3.3.1  ZIVNA MEAIA (16) ceuvieeeeeeeeeeeeeeee et ee e

3.3.3.3.2  FyzikdIni podminky kultivace

3.3.4  VyuZiti rostlinnych KUltur in Vitro ............coeeeeeeeeieeeeeiiiseecieseeceeeeevea e 25
3.3.4.1 Produkce sekundarnich latek .........ccccoooviiiniiiiiii 25

3.3.4.2 Rozmnozovani a Slechténi rostlin .........cccoiviviiiiinii 26

34 ELICITACE ittt e 28
G2 N =4 1 1ol o =1 [ X [ -SSR 28
R ] ol (o) o SRS 28
3.4.2.1  DAleNi @lICHOIT .oveueeeeieeieiiee e e 28



4

~

3.4.2.2 Mechanismus plsobeni €liCitorl.........cccveveeiiieecieeceecre e 29

3.4.3  Faktory oVIVAUJICI @lICIACH ..........cccuveeeecieieeeiiseeeiieeeecie e ee e evea e 30
3.5 ABIOTICKY ELICITOR uveereereererureriresieesseesseenseenseesessneesseeseensessnessnesmnesseesseenseensesnenane 31
3.5.1 MD B8O/ M.ttt ettt ettt 31
35101 PYFAZINY coiiiiiiiiiiiiciictt e 31
3.5.1.1.0  PYrazinamidy cocceeeeeeeeeeiieeeeiiee ettt st e s e e naae s 32
EXPERIMENTALNI CAST ....ouriiniinicsicnicsssesiessesssssssssesssssssssesssssssssessasenes 34

4.1 POUZITE PRISTROJE c..uteeeureeruteeeteesteeettesbeeesstesabeeesseesbeessseesabeeenseesbeesaneesanesennnesnnens 34
4.2 POUZITE CHEMIKALIE....c.uutiiteeeteestteeitesreeesstesbeessneesbee s st e sneeesseesbeeesneesneeesnneeaneas 35
4.3 KULTURA FAGOPYRUM ESCULENTUM L. .ccouviieaiieiinienieniee st siee sttt sreennee i 35
W R 41V V=0 =1 17 O 36
4.3.2 Nddoby a ndstroje pouZité pfi kultivaci KUltur..............ccccvevevevveeeecienennnn, 37
4.3.3  PasAZovAni @ KUILIVACE...........cccceveereeneeiieiieeseeseseeeee e 37
4.3.4  Elicitace KUItUrY MD G80/Il .........ccueeeeeeeeeeeieeeireeeieeeieeeieeesieeieseseseessennns 38
4.4 STANOVENT OBSAHU RUTINU eeuvteurieuteeueerueenteeteenteensessesneesaeesseesseensesnsesnsesssesseesseenses 38
4.4.1 Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie .............cccccceeveeevceeeseeenevenennnne, 38
4.4.2 VyuZiti vysokoucinné kapalinové chromatografie .............cccccccvueeeecrveeennne. 39
4.4.3  PrinCip StANOVENT FULINU .......cocuveeriieeiieiieieee e 39
0 B/ 1o Lo Tol=3 1 =1 e T ) VSRR 40
4.4.4.1  Test ZPUSODIIOSTI c.uveiiiiiieecieie ittt e e tae e e areeas 40

4.4.4.2 Validacni parametry Metody .....coouciiiiiiiieiniieeciie e 40

4.4.5  POStUP SEANOVENT FULINU ....cc.veeeeieeeeieeeesieaeeeeeaeeteeeeeaea e e staeaeesaaeeanes 42
4451 HPLC ANAIYZA..utiiiiiiiiieiiieiee ettt sttt sttt saa e s s sne e e e aee e 42

4.5  KALBRACNTKRIVKA.....ooiiiiiiiiiiiiii ittt 44
4.5.1  Vyhotoveni Kalibracni KFiVKY ............ceeecueeeeecieeesiieeeciie e s e 44
4.5.2  Kalibracni KFiVKQ FULINU ......cc..ooeeniieiieieieeeeseeeee e 45
4.5.3  ZAZNAM CArOMATOGIOMU ........vvveeeieeeeiiieeesieeeeeieeaeseteeeeeaeaeessaeaeesiseaeeanes 46
4.6 VYPOCET OBSAHU RUTINU...uuiiiuiiuiiiniiiiiiitiesiiete ettt 47
4.7 STATISTICKE VYHODNOCENT DAT ...uviiuiiiniiitietiiii ettt sna s 48
4.7.1  ALIEMELICKY PIUMEK <.ttt e e e e e tea e e e raa e e e 48
4.7.2  Smerodatnd OAdCHYIKQ ........cc.eveveeeeeeeeieeeeeee et e 48
G.7.3  TEOSt .o 49
VYSLEDKY ...oueeieeenetttesseessesssssssssssssssssssssasssasssssssssssassssssssesssesesensnsasns 50
5.1 TABULKY ettt st s nn e s et e e s a e s 50
GRAFY ..iiiiiittttiiiietiiiiie st ssssee e ssssse s sssn e s s sas e e sesas e s sesaar e s e an e e se s a b e e s baneeae 57
DISKUZE ........ouveiiiiueeiiisnneiiisneeiisssnesiissnesssssseessssssesssssssesssssseessssssessessssesssssssessnns 61
ZAVER ...ttt e ettt 65



9
10

POUZITA LITERATURA ...veireitereereitessessessesseessessesssesssssesssessessessesssessessesssssenseses

ABSTRAKT



1 UVOD

V dusledku stale se rozsitujici lidské populace dochéazi v dnesni dobé
k vyraznému ubyvani mist pro pfirozeny rast a péstovani rostlin. Rovnéz
nastavaji podminky, které jsou nevhodné pro jejich dobré prospivani
(zamofteni pud, Spatné ovzdusi, ménici se klimatické podminky, riziko
napadeni Skudci).

Proto se objevuji snahy, jak zisk4vat rostliny, jejich ¢asti nebo obsahové
latky jinymi cestami. Patii sem péstovani rostlin v umélych podminkéch,
kdy mtizeme piesné nastavit pozadavky, které rostlina pro svij rast
pottebuje. Dalsi vyhodou je, Ze se nemusi péstovat cela rostlina, staci urcity
organ nebo bunky. Timto se zmensuje i plocha pro péstovani.

Dale jsou snahy, jak zvysit produkci obsahovych latek v rostlinach, aby
z co nejmensiho uméle vypéstovaného mnozstvi se ziskalo co nejvice

obsahovych latek. A to je prave to, ¢im se zabyva tato Rigordzni prace.



2 CILPRACE

Cilem prace bude zjistit vliv MD680/II (jako abiotického elicitoru) na
produkci rutinu v kalusové a suspenzni kultufe Fagopyrum esculentum. Na
zakladé stanoveni obsahu rutinu metodou HPLC zjistit, zda MD680/1I je

schopen ovlivnit produkci této obsahové latky.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Fagopyrum esculentum L. — Pohanka obecna

Celed’ Polygonaceae - Rdesnovité

3.1.1 Botanicky popis rostliny

Pohanka obecné je jednoleta bylina dortstajici do vysky 50-140cm.
Lodyhu mé pfimou, pozd¢ji nacervenalou, nevétvenou nebo velmi malo
vétvenou. Dolni listy jsou fapikaté, horni listy pfisedlé, na bazi srd¢ité az
stielovité, Cepel trojuhelnikovita. Kvéty jsou ve svazeCcich skladajici
kvétenstvi a ptfipominajici hrozny. Jednotlivé kvéty jsou oboupohlavni, Sti
cetné, bilé ¢i svétle rizové. Plody jsou 3hranné nazky tmaveé hnédé barvy.

Pohanka obecna kvete od Cervence do srpna. (1, 2, 3)



Obr. 1 Fagopyrum esculentum L. (4)
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3.1.2 Rozsiteni rostliny

Pivodem je pohanka obecna se severni Ciny a jizni Sibife. U ndas se
pestuje, obcas muze zplanét. Péstuje se od sttedoveku, avsak prvni zplanéni

bylo zaznamenano v roce 1872. (1, 2, 3)

3.1.3 Charakteristika drogy, jeji sbér a iprava

Pohanka obecna se péstuje pro nat. Drogou je Fagopyrii herba, cela
nebo fezana. Sbira se na zacatku kveteni, pred vytvorenim plodd. Thned se
susi.

Dle lékopisné definice je to celda nebo fezand nat' druhu Fagopyrum
esculentum MOENCH sbirana v ¢asné fazi kveteni pied vytvorenim plodi a

ihned ususena. (4)

Obr. 3: Fagopyri herba (9)
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3.1.4 Obsahové latky Fagopyrum esculentum L.

Dle 1ékopisu nat’ obsahuje nejméné 4% flavonoidu rutinu (C,7H30016.3H20,
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-4,5-dihydroxy-3-[3,4,5- trinydroxy-6-[(3,4,5-
trihydroxy-6-methyl- oxan-2-yl)oxymethyl] oxan-2-ylJoxy-chromen- 7-on,
M, 664,6), pocitano na vysusenou drogu. Déle obsahuje vitaminy skupiny
B, vitamin E, cholin, bilkoviny, vyvazené slozeni aminokyselin, draslik,
fosfor, hoicik, vapnik a velké mnozstvi stopovych prvki (zelezo, méd’,

mangan a zinek). (2, 4)

Pohanka také obsahuje alergenni proteiny, které jsou po poziti schopné
vyvolat astma a astmatické zachvaty, kopfivku a gastrointestinalni potize.

Polyfenoly v pohance mohou inhibovat ¢innost né€kterych enzymu.

Pohanka miize po poziti vétsiho mnozstvi vyvolavat fotosenzibilni
reakci, tzv. fagopyrismus, za fototoxicitu je zodpovédny fagopyrin.
Fagopyrismus byl rozpoznan jiz v roce 1833. U zvifat bylo experimentaln¢
zjiSténo, ze pfiznaky se li$i podle druhu zvifete a intenzit€ a dob& trvani
slune¢niho zafeni. Pfiznaky jsou rGzné od svédéni, zarudnuti, otokd v

oblasti obliceje a usi, az po kiece, ochrnuti nebo dokonce smrt. (5, 6, 7)

3.1.5 Pouziti drogy

Fagopyri herba se pouziva piedev§im pro izolaci rutinu. Rutin ma ve
zdravotnictvi Siroké uplatnéni, pouziva se pii 1é€b¢ zilni lomivosti, snizuje
kiehkost kapilar a zvySuje pruznost cév. Rovnéz bylo zjisténo, ze snizuje
LDL cholesterol a ma vyznamnou schopnost zhaSet volné radikaly
(antioxidac¢ni a antikancerogenni aktivita). V potravinafstvi se pouziva i
plod. (10)

Rutin se pouziva v kombinaci s vitaminem C, protoze potencuje jeho
ucinek. Na nasem trhu je k dostani 1€k Ascorutin, ve kterém je obsazen rutin
ve form¢ trihydrat rutosid (20 mg) a kyselina askorbova (100 mg).
Ascorutin se pouzivd pifi symptomatickém ovlivnéni lomivosti a

permeability kapildr r1Gzné etiologie, hlavné pfi hypovitamindéze a

12



avitamindze C, pti anafylaktoidni purpufe a jinych vaskularnich purpurach,
pfi nedostatecnosti zil dolnich koncetin, pfi 1é€bé mistnich otokii dolnich
koncetin posttraumatického a lymfatického ptivodu, pfi hemoroidech. Také
se pouziva k ovlivnéni mistnich ptiznakt krvaceni pii diabetické retinopatii,
pii polycytemii, ulcerdzni proktokolitidé a dalSich onemocnénich, kde se

predpoklada pozitivni vliv ptipravku. (8)
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3.2 Flavonoidy

3.2.1 Struktura flavonoidi a jejich vyznam pro rostlinu

Flavonoidy jsou velkou a rozmanitou skupinou latek, které se nachazeji
ve veétsin€ rostlin. V nékterych rostlinach se nalézaji ve vétSim mnozstvi,
proto jsou pro né typické. Radi se do skupiny sekundarnich metaboliti
fenolického charakteru. Zaklad chemické struktury tvoii aromaticka nebo
fenolickda jadra. Obsahuji jednu nebo vice hydroxylovych nebo
methoxylovych skupin. V rostlinach jsou pfevazné vazany ve formé
glykosidi:

O — glykosidy - cukr je navazany pies kyslik

C — glykosidy - cukr je navazany ptes uhlik.

Mohou se v8ak vyskytovat i jako samotné aglykony.

Prevazna cast flavonoidii obsahuje velké mnozstvi hydroxylovych
skupin, diky kterym jsou rozpustné ve vod€. Tyto polyhydroxylované
slouceniny se nalézaji ve vakuolach bun&k. Nejcastéji se vyskytuji
V epidermis listd nebo mezofylu, u riznych druhd rostlin se vSak mohou
nachazet v riznych ¢astech.

Slouceniny s methoxylovymi nebo S menSim poctem hydroxylovych
skupin jsou lipofilngjsi, nalézaji se v silicich a také v kutikule listd u rostlin,
jejichz domovem jsou pievazné suché nebo polosuché oblasti. (11, 12, 13)

Flavonoidy maji téz funkci rostlinnych pigmenti, které zbarvuji kvéty
rostlin od zluté, pres Cervenou az po modrou. Takovymto zbarvenim pak
rostliny pfitahuji opylovace. Mezi jejich dalsi funkce patii ochrana rostlin

pred UV zatfenim nebo napomahaji rostling vazat dusik. (14, 15)

3.2.2 Chemicka struktura flavonoidu

Zakladni chemickou strukturu flavonoidi tvofi fenylchroman.
Flavonoidy rozdélujeme do tii skupin podle polohy navazaného arylu. Je-li

fenyl navazan v poloze 2 (2-fenylchroman), jedna se o flavan, pokud je
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navazan v poloze 3 (3-fenylchroman) jedna se o isoflavan a pokud je fenyl

navazan Vv poloze 4 (4-fenylchroman) hovofime o neoflavanu. (12, 14)

o g

flavan neoflavan

isoflavan

V ptipadé oxidace pyranového kruhu vznikaji nékteré derivaty a to flavonol,
flavon, flavanon, flavan-3-ol a flavan-3,4-diol: (12)

o o
OH
O O

flavonol flavon
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OH

0
flavanon flavan-3-ol

OH
flavan-3,4-diol

OH

OH

OH

rutin
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3.2.3 Pouziti flavonoidua

Flavonoidy se pouzivaji pfedev§im pro svou venoaktivitu, snizuji
permeabilitu a lomivost cév. S vyhodou je lze vyuzit pii vSech cévnich
onemocnénich, jak kapilarnich (prasklé cévky v ocich), tak i zilnich
(ktecove zily), pti 1éCbe otokl prevazné dolnich koncetin, byla zjisténa i
antihemorhagicka aktivita.

U flavonoidi byl zjistén téz urcity antioxida¢ni ucinek (navazuji na
sebe volné radikaly), z tohoto divodu se zacaly vyuzivat i Vv terapii
rakoviny.

Flavonoidy se ¢asto kombinuji Svitaminem C a E, pfiemz se
vyuziva synergického ucinku téchto vitamin s vlastni antioxidacni
aktivitou flavonoidu.

Mezi dalsi vlastnosti flavonoidu patii také antivirova, antibakterialni,
antitrombotickd, antialergicka aktivita, maji také mirné spazmolyticky

ucinek. (11, 12)
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3.3 Explantatové kultury rostlin

3.3.1

Zakladni definice a pojmy

Explantatové kultury rostlin, jinak nazyvané téz rostlinné Kultury in

vitro jsou kultivované izolované ¢asti jednotlivych rostlin v aseptickém

prostiedi za uméle nastavenych podminek. (16)

3.3.2

Explantat — odd¢lena ¢ast rostliny, burka ¢i pletivo.

Kultura explantati — péstované explantaty in vitro po uréitou dobu.
Kalus — jsou nediferencované buiky rostlin ve shluku.

Primarni explantat — material odebrany z ptivodni rostliny.
Primarni kultura — je explantat z matecné rostliny péstovany po
urcitou dobu.

Subkultura (pasaz) — mala ¢ast bun¢k pienesena z ptivodniho na
nové zivné médium.

Subkulturace (pasaZovani) — pienos malé ¢asti bun¢k na nové
zivné médium, nastava po vycerpani vSech zivin z ptivodniho média
nebo po takovém naristu bunék, které je nad unosnou miru.
Subkultivaéni interval — je ¢asovy interval mezi pasazovanim.
Subkultivaéni ¢islo — udava pocet opakovani pasazovani kultury,

odvozuje se od primarni kultury. (17)

Typy rostlinnych kultur in vitro

Kultury rostlin in vitro se rozdéluji do né&kolika skupin podle

morfologickych charakteristik:

Organova kultura — malé rostlinné ¢asti nebo celé organy kultivované na

zivném médiu aniZ by dochazelo k jakémukoliv bunéénému uvoliiovani. Je

zachovana puvodni struktura a vSechny funkce kultury.

18



Tkanova neboli bunééna kultura — malé ¢asti rostlinnych tkani ¢i bung¢k,

nemusi byt zachovana pavodni struktura Kultury, mohou byt zachovany
nékteré funkce.

Suspenzni kultura — kultury bunék ¢i jejich shluka rozptylené v tekutém

zivném médiu za neustalého promichavani a provzdusnovani.
Kalusové kultura — neorganizované, rostouci a délici se mnozstvi bunék.

(17, 18)

Protoplastova kultura — kultura rostlinnych bunék bez bunétné stény,

povrch je tvofen pouze cytoplazmatickou membranou. Tyto kultury
umoziuji studovat transport latek cytoplazmatickou membranou, studium
biosyntéz spojenych s regeneraci bunécné stény, umoznuje izolaci organel,
Ize do nich inkorporovat organely, molekuly nukleovych kyselin a bilkovin.
(20)

3.3.3 Kultivace explantatovych kultur

3.3.3.1 Kultiva¢ni faze

Kultivace explantatovych kultur se rozd€luje do étyft fazi:
Faze |. — za¢ina vybérem mate¢né rostliny a ziskanim primarni kultury.
Ze zdravé matecné rostliny povrchové sterilizované ¢i vypéstované Vv
aseptickém prostiedi se oddéli pfedem dana Cast a premisti Se na pevné
(agarové) sterilni médium. Po urcitém case se narostly primarni kalus déle
rozmnozuje na novém zivném médiu.
Faze II. — faze pomnozeni primarnich kultur. Opakovanym pasadzovanim
primarni kultury na nové médium se navySuje mnozstvi explantati
Vv kultufe. Tato faze se opakuje do pozadovaného poctu explantata.
Faze I1I. — faze vytvoteni suspenzni kultury. Suspenzni kultura je vytvoiena
mechanickym nebo enzymovym rozvolnénim kalusu a je udrzovana dalsim
pasazovanim.
Faze IV. — faze, kdy jsou suspenzni kultury udrzovany v malych bankach

na tfepackach nebo rollerech. (19)
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3.3.3.1.1 Kalusové kultury

Kalusové kultury rostlin jsou tvofeny souborem nediferencovanych
bunék. Lze je odvodit z bunék ¢i komplexu bunécného pletiva jakéhokoliv
organu (listy, stonky, kofeny,...). Kalusové kultury nelze odvozovat ze

sitkovic, tracheid a skleroidii. U dvoudéloznych rostlin se odvozuji velice

vvvvvv

vvvvvv

ztracet puvodni morfologické a fyziologické charakteristiky a mohou
vznikat genetické zmény. Buiky nejsou schopny tvofit jednovrstevnou
kulturu a nejsou schopny se uchytit ani na polotuhé podklady. Maji
schopnost trvale rist na plné syntetickych plidach casto velmi

jednoduchych. (17, 20)

3.3.3.1.2 Suspenzni kultury

Suspenzni kultury rostlin tvofi Vv prvni fadé homogenni populace
samotnych bun¢k, ale i malé bunééné shluky. Jsou kultivované za
aseptickych podminek V neustdle se pohybujicim tekutém zivném meédiu.
Kazda jedna burika je pifimo v kontaktu s zivnym médiem, z tohoto divodu
jsou do nich snadno piistupné vSechny slozky Zivného média. Rychly rist
bun¢k umoziuje dobrd vymeéna plynid pii pohybu Zivného média a snadna
dostupnost zivin.

Kvili rychlému naristu bunék dochdzi k rychlému ubytku Zivin
z média, z tohoto diivodu je nutné suspenzni Kultury Castéji pasazovat.

Vyvoj poc¢tu bun¢k suspenzni kultury lze popsat rtstovou kiivkou.
Pribéh rustové kiivky je charakteristicky nizkym narGstem bun¢k ihned po
naockovani, tj. lag faze, po lag fazi nastavd exponencialni faze,

charakteristicka velmi intenzivnim narastem a nakonec stacionarni fazi, kde
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z davodu vycerpani zivin z média je nartst poctu bun¢k minimalni nebo

zcela zastaven.

Obr. ¢. 4:
c
/;
B
A
t
A — faze lag

B — taze exponencialni
C — faze stacionarni
¢ — koncentrace (pocet bunék v ml)

t — Cas (délka kultivace)

Pasazovani u suspenzni kultury je nutné vzdy pred zacatkem stacionarni
faze, protoze prave zde se totiz méni kultivaéni podminky (sloZeni Zivného

média, atd.). (16)

3.3.3.2 Sterilizace

Mezi zakladni podminky pro Gspésnou Kultivaci explantatovych kultur
patii sterilizace. Tento pojem zahrnuje sterilizaci od pracovniho prostiedi, tj.
kultivacni mistnosti a vsSechna =zafizeni, pouzité nastroje, sklo a
autoklavovani, ptes sterilizaci zivnych médii a rostlinného materialu az po

sterilni praci v boxu. (16)
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3.3.3.2.1 Sterilizace médii

Pro sterilizaci zivnych médii se pouziva nékolik metod, nejcastéji
autoklavovani nebo filtrace, v mensi mite se ke sterilizaci médii vyuziva
ultrazvuk ¢i ozareni nebo pouziti chemickych latek.

Sterilizace médii autoklavovanim je sterilizace horkou parou pii 121°C
a tlaku 100 kPa nejcastéji po dobu 15 — 20 minut. Je provadéna v zafizeni,
které se nazyva autoklav. Provadi se v nadobach ze skla, které jsou uzaviené
alobalem, v mén¢ ptipadech vatou ¢i plastem

Sterilizace zivnych médii filtraci se provadi pfes specialni membranové
filtry, u kterych velikost porii neptfesahuje 0,2 um. Pouziva se U
termolabilnich médii, tj. média obsahujici komponenty jako naptiklad

proteiny, vitaminy, nékteré cukry, aminokyseliny... (16)

3.3.3.2.2 Sterilizace rostlinného materialu

Abychom ziskali primarni kulturu je zapotfebi mit sterilni material,
ktery 1ze ziskat pomoci pfedem danych sterilizacnich postupl. Zde neni
mozné Vyuzit sterilizaci pomoci vysoké teploty, protoze by se rostlinny
material poskodil, proto se pouziva sterilizace pfedem stanovenymi roztoky
dezinfekci, které sice usmrti bakterie a plisné, ale neposkozuji rostlinné
pletivo.

Nejcastéjsi postup této sterilizace zahrnuje omyti explantatu v roztoku
detergentu (Tween, Jar), nasleduje oplachnuti vodou po dobu 10 — 30 minut,
vlozeni explantatu do roztoku dezinfekce, vyjmuti materialu z roztoku
dezinfekce a omyti alespont 3x pomoci sterilni destilované vody. Toto vse

probiha za sterilnich podminek. (16)
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3.3.3.3 Podminky kultivace

K rustu kultury in vitro je nezbytné nastavit vhodné podminky
kultivace. Produkci sekundarnich metaboliti lze pozménovat riznym

upravovanim téchto podminek.

3.3.3.3.1 Zivna média (16)

Jednim z nejdulezitéjsich faktort ovlivnéni rustu a
morfogeneze explantatovych kultur rostlin je slozeni zivného média.

BéZzné uzivana média obsahuji v podstaté tyto slozky: makroelementy,
mikroelementy, sacharidy, aminokyseliny, vitaminy, rustové regulatory, jiné
organické slozky a destilovanou vodu. Tuha média osahuji navic zpeviujici
slozku.

vvvvvv

Makroelementy — jsou tvofeny né€kolika nejdulezit&jsimi prvky, mezi néz

patii fosfor, dusik, draslik, hoi¢ik, vapnik a sira, jsou pfidavany ve formé
soli. Koncentrace se voli v zavislosti na pozadavcich rostlinného druhu.

Mikroelementy — mezi né se fadi zinek a Zelezo, oba v chelatové formé,

bor, mangan, molybden a méd’, ob¢as se miize ptidavat i jod, kobalt, chlor a
sodik.

Zdroj uhliku — nejvice pouzivanym zdrojem uhliku je disacharid

sachardza, v nékterych piipadech lze sacharozu nahradit monosacharidem
(glukéza nebo fruktdza).

Vitaminy — vystupuji jako katalyzatory v mnoha metabolickych procesech,
ve vétsing pripadi jsou dilezitym faktorem pro rust. K nejvice vyuzivanym
vitaminim patii kyselina nikotinova, thiamin, myo-inositol a pyridoxin.
V ur¢itych ptipadech se do kultivaénich médii muze ptidat kyselina
askorbova, biotin, kyselina panthotenova, riboflavin, kyselina listova apod.
Zdroj dusiku — zdrojem dusiku jsou nej€astéji aminokyseliny. Rostlinné
bunky jsou sice samy schopny vytvaret si dtlezité aminokyseliny, ale
pridavek nékterych aminokyselin do zivného média mize zvySovat jejich
rust. Zdroj dusiku se nejcastéji dodava v organické formé¢ a to proto, ze

rostlina je daleko 1épe schopna vyuzit formu organickou nez anorganickou.
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Mezi pouzivané zdroje dusiku patii L-glutamin, kasein hydrolyzat, L-
asparagin, adenin a glycin. Spravna koncentrace musi byt vzdy dodrzena,
protoze vysoka koncentrace aminokyselin v médiu mtze zpusobit zastaveni
rustu.

Riistové regulatory — se nejéastéji déli do ¢ty zakladnich skupin:

e auxiny - kyselina indolyloctova (IAA), kyselina indolylmaselna
(IBA), kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4 — D) a kyselina
naftyloctova (NAA).

e cytokiny - benzyladenin (BA), benzylaminopurin (BAP),
6-dimethylaminopurin (2IP ¢i IPA), zeatin ¢i furfurylaminopurin
(kinetin)

e gibereliny

e kyselina abscisova.

Je nutné dodrzet nejen jejich presné koncentrace, ale i jejich urcity pomér.

Nedefinované organické slozky médii — Ize je uzit ke stimulaci rastu, ale

jsou problematické z hlediska jejich nedefinovaného slozeni. K nejcastéji
pouzivanym patii protein (kasein) hydrolyzat, kvasni¢ni extrakt, kokosové
mléko, extrakt zrajéatové ¢i pomeranCové §tavy, bananovy extrakt a
sladovy extrakt.

Latky zpeviiujici médium — mezi nejéastéji vyuzivané patii agar, ktery se

rozpousti ve vodé a za¢ina tuhnout jiz pii 45°C, proto neméni své vlastnosti
pii bézné kultivaéni teploté. Je taky vyhodny z toho divodu, Zze nereaguje
s dalsimi soucastmi média, neni rozkladatelny rostlinnymi enzymy a tuhost
muzeme ménit, podle jeho pouzité koncentrace.

Destilovana voda — pouziva se destilovand voda vysoké kvality (prosta

organickych necistot, plynti a pyrogent).

3.3.3.3.2 Fyzikalni podminky kultivace

Spravné nastaveni fyzikalnich podminek kultivace jsou dilezité jak pro
rust explantatové kultury, tak i pro tvorbu sekundarnich metabolita. Mezi

zakladni fyzikalni podminky patii: (17)
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Svétlo — zména biosyntézy a produkce sekundarnich metabolita
Vv explantatovych kulturach je zavisla na délce osvétleni. Je proto nezbytné
zvolit pro kultivaci vhodny pomér svétla a tmy. U pouzitého osvétleni je
dilezita jak kvantita, tak i kvalita svétla. (17)

Teplota pFi Kkultivaci — je nastavena empiricky kolem 25°C. Piili§ nizka

teplota zastavuje rast a metabolické pochody, vysoka teplota naopak muze
poskozovat bunky. (17)

pH Zivného média — nejcastéji se pH nastavuje v rozmezi 5,5 — 6,0, uréité

kultury pozaduji pH 6,0 — 7,0. Hodnotu pH Ize upravit podle potieby bud’
ptridavkem kyseliny chlorovodikové, nebo hydroxidu draselného. (16)

Vlhkost vzduchu — udrzuje se vrozmezi 20 — 98% podle pozadavka

jednotlivych druht rostlin.

3.3.4 Vyuziti rostlinnych kultur in vitro

Rostinné kultury in vitro jsou vyuzivany v mnoha biologickych
oborech, které se zabyvaji studiem rostlin. Lze je pouzit k produkci
sekundarnich metabolitli, Slechténi a ozdravovani rostlin ¢i rozmnozovani.

(16)

3.3.4.1 Produkce sekundarnich latek

Rostliny jsou schopné produkovat rozlicné mnozstvi sekundarnich
metaboliti. Tyto sekundarni metabolity maji uplatnéni v riiznych odvétvich
(farmacie, kosmeticky pramysl, zemédé€lstvi a potravinaistvi). (16)

Sekundarni metabolity se ziskavaji dvéma zplisoby, bud’ piimo
z intaktni rostliny, nebo chemickou syntézou. Oba zptsoby vSak maji fadu
problémi. Ptikladem mohou byt zhorSujici se podminky pro péstovani,
nespravny postup pii suseni a skladovani, zavislost produkce obsahovych
latek na klimatu, vznik nezadoucich izomerd velmi drahé a slozité chemické
syntézy. Z téchto diivodl se rozviji snaha o vyuzivani explantatovych kultur

rostlin. (16)
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Pouzivani explantatovych kultur ma oproti klasickému ziskavani
sekundarnich metaboliti mnoho vyhod. Patii k nim:
a) syntéza metabolitl probihd za pfisné¢ definovanych umélych podminek,
které nejsou zavislé na puadnich a klimatickych pomérech, proto mutze
probihat nepietrzité po cely rok. (16, 19)
b) syntéza sekundarnich metaboliti neni narusovana vlivem biologickych
faktort (mikroorganismy, hmyz), které méni jejich produkci. (16)
¢) kultury s vyssi produkci obsahovych latek Ize vyselektovat. (16)
d) automatizaci regulace metabolickych procest a ristu muzeme docilit
snizeni vyrobni ceny, a zaroveil zvysit produkci sekundarnich metabolita.
(16)
e) zménou metabolickych déji v explantatovych kulturach jsme schopni
docilit produkce sekundarnich metabolitt, které rostlina bézné neprodukuje.
(19)

3.3.4.2 RozmnozZovani a Slechténi rostlin

V oboru rozmnozovani a §lechténi rostlin maji rostlinné kultury in vitro
velmi $iroké vyuziti: (16, 19)
a) kulturu Ize odvodit z jakékoliv rostlinné ¢asti, staci i velmi malé mnozstvi
a neni pozadovan velky prostor na péstovani.
b) péstovani probiha za sterilnich podminek, kultury nejsou napadany
mikrobialnimi a virovymi nakazami.
¢) mnozeni rostlin je zcela nezavislé na klimatickych podminkach, a proto je
mozné po cely rok.
d) u kultur neni nutna zadna specialni péce (pleti, chemické oSetfovani,
zalivka,...)
e) diky moznosti nastaveni riznych podminek Ize rozmnozovat i ty rostlinné
druhy, které se klasickymi metodami mnozi bud’ piili§ pomalu, nebo se
mnozit nedaji vibec.
f) pfi hybridizaci se pomoci kultivace izolovanych embrii da piekonat
pfirozena bariéra taxonomicky vzdalenych druhti rostlin.

g) diky fizené fazy protoplastli je umoznéna tvorba tiplné novych hybridu.
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h) 1ze regulovat oplozeni, dale pomoci kultivace prasniki a mikrospor, lze
ziskat haploidy.

1) v explantatovych kulturach 1ze navodit genové a genomové mutace a poté
tyto kultury vyselektovat z regenerovanych rostlin.

J) modifikovani rostlinného genomu vélenénim odlisného genetického

materialu.
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3.4 Elicitace

3.4.1 Princip elicitace

Princip elicitace je elicitorem (signalem) indukovana genova exprese,
ktera nasledné vede ke zvySené produkci sekundarnich metaboliti. Miize
probihat jak v samotnych rostlinach, tak Vv rostlinnych kulturach in vitro.
(21)

3.4.2 Elicitory

Jsou definovany jako nepfiznivé podminky prostiedi, na néz rostliny
reaguji (bud’ aktivaci enzymua v pletivech, nebo zvysenim syntézy téchto
enzymu), mohou byt rizného pivodu. Elicitory jako stresové faktory pro
rostliny tedy indukuji obrannou reakci bunék, ktera je zaloZena na produkci

sekundarnich latek. (20)

3.4.2.1 Déleni elicitoru

Elicitory Ize délit podle ptivodu do dvou skupin (20):
Biotické — latky, které jsou ziskany z zivého organismu (houby, bakterie,
viry), nebo latky, které vznikly pfi spoluucasti tohoto organismu.
Abiotické — latky bez biologického plvodu, nepochazejici z Zivého
organismu, do této skupiny se fadi:

e sucho

e extrémni teploty

e toxicke latky

e nadmérné osvétleni

e hypertonicky roztok

e zmény pH

e UV zafeni
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e ultrazvuk

e ionty tézkych kovl

3.4.2.2 Mechanismus piisobeni elicitori

Aktivaci vhodnych gent pusobi elicitory v rostlinach jako spoustéce
obrannych mechanisma. Genova aktivita je ovlivnéna neptimo tzv. druhymi
posly (pfenaseci signalt).

Rozliuji se dva rizné typy posli:

e cesta cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP)

o cesta fosfoinositidova
Tyto cesty jsou aktivovany navazanim biotického stresoru na receptor
V bunééné membrang.

V adenosinmonofosfatové cesté je ménén adenosintrifosfat (ATP) na
cAMP, pomoci adenylatcyklazy, na kterou se pienese strukturni zmeéna
receptoru diky guanosintrifosfat - vazicimu proteinu, tj. G - proteinu.

Ve fosfoinositidové cesté po navazani elicitoru dochéazi k rozstépeni
membranového lipidu fosfatidylinositol — 4,5 — bisfosfatu (PIP,;) enzymem
fosfolipazou C na dvé signalni molekuly inositol — 1,4,5 — trifosfat (IP3) a
diacylglycerol (DAG). Inositol — 1,4,5 — trifosfat piechazi do cytoplazmy a
diacylglycerol zistane v membrang.

Druzi poslové vyvolavaji zménu fosforylace proteint. Fosforylace je
spuSténa aktivaci proteinkinaz (CAMP, DAG) — pifima cesta, na kterou
nasedd exprese genu, nebo nepiimo, kdy se uvolni vapenaté ionty po
navazani na receptor, ktery se nachazi v endoplazmatickém retikulu. Jako
nasledny pfenase¢ signalu poté vystupuji vapenaté ionty. Vapenaté ionty se
navazou na kalmodulin — specificka bilkovina a tim vznika aktivni komplex
se schopnosti aktivovat proteinkinazu. Timto Se spousti exprese geni.

Dalsi zpisob jak prenést signal a aktivovat genovou expresi je
vytvoreni superoxidu popfipadé jinych aktivnich forem kysliku. Tvorba
superoxidu je velmi ¢asto pouzivany zpusob a velmi rychly zpisob pienosu
signalu. Aktivni formy kysliku pfedstavuji oba zptsoby aktivace, jak pfimy,

tak 1 nepiimy. Peroxidaci membranovych lipidi Vv buiikdch vyvolavaji
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zvySenou produkci stresorti (napf. kyselina jasminova) a ty pak ovliviuji

transkripci gent.

Abiotické elicitory jsou nepiimé stresory (nenavazou Se na receptor).
Peroxidaci membranovych lipida zvysi propustnost pro vapenaté ionty,

které vyvolaji expresi genu. (21)

3.4.3 Faktory ovliviiujici elicitaci

Faktory ovliviwgjici elicitaci maji vliv jak na samotnou rostlinnou
kulturu in vitro, tak i na produkci sekundarnich latek. Patii mezi n¢:

Koncentrace elicitoru — stanovuje se empiricky, ovliviiuje intenzitu

odpovédi

Specifita_elicitoru — sekundarni metabolismus vice rostlinnych kultur in

vitro mize ovliviiovat jeden elicitor

Doba pusobeni_elicitoru — stanovuje se empiricky, ovliviiuje aktivitu

enzymu

Nacasovani elicitace — pro dostatecnou odpovéd’ je jako nejvhodnéjsi doba

pro pusobeni elicitoru exponencialni faze, v této fazi je nejaktivnéjsi riist a
aktivita enzymi

Podminky kultivace — slozeni kultiva¢niho média, teplota, osvétleni

Staii explantatové kultury (22)
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3.5 Abioticky elicitor

3.5.1 MD 680/11

MD 680/11, chemickym vzorcem
3-{[3-(trifluoromethyl)benzyl]amino}pyrazine-2-carboxamide, je novy druh
antituberkulotika nasyntetizovaného na Katedie farmaceutické chemie a
kontroly l1é¢iv na Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralové. Jeji molekulovy
vzorec je Ci3H11F3N4O a molekulova hmotnost 296,2478496. Tato
sloucenina je odvozena od pyrazinamidu, ktery je svoji malou molekulou a
unikatnimi biologickymi a chemickymi vlastnostmi velmi vhodny pro

upravy. (23)

3.5.1.1 Pyraziny

Pyrazin, 1,2-diazin, je vysoce symetricka molekula, slabé aromaticka,
svymi vlastnostmi se bliZi vlastnostem terciarnich alifatickych amini.
V prirod¢ se pyraziny vyskytuji v relativné malych mnozstvich, ¢asto jsou
to tékavé a dost nestalé molekuly. Z tohoto diivodu byl pocet znamych
derivatii velmi maly, identifikace téchto sloucenin se zlepsila po zavedeni

HPLC a hmotnostni spektrometrie.
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Derivaty pyrazinu v pfirod¢ maji u rostlin a Zivo¢icht prevazné tlohu
atraktantli, feromont nebo signdlnich latek. Derivaty pyrazint hraji
vyznamnou roli v potravinaistvi, kde ovliviiuji organoleptické vlastnosti.

Pro lidsky organismus jsou dilezité¢ dihydropyraziny, které plni velmi
dalezité funkce (indukce apoptozy, aktivace mitogenem aktivované
proteinkinazy, indukce mutageneze).

Velké mnozstvi alkyl- a vinylpyrazint bylo identifikovano v kavovych
a s6jovych bobech, vafeném hovézim mase, smazenych burskych ofiscich,
syrech, pivu a vinu.

Pyrazinové derivaty maji také velky podil na chuti a vini vafenych a
pecenych brambor a chlebové kiirky.

Tetramethylpyrazin (ligustrazin) izolovany z ¢inské rostliny Ligusticum
wallichii a Jatropha podagrica je G¢inna substance drogy, ktera se pouziva
Vv tradi¢ni ¢inské medicing (1é¢ba srde¢niho a mozkového infarktu —
vazodilatacni a antiagregacni ucinek).

Flutimid, metabolit izolovany z plisn¢ Delitshia coferaspora, je
pyrazinovy derivat s vyznamnou protivirovou aktivitou (inhibice
endonukleazy).

Vyznamné potencidlni protinadorové latky jsou i pyrazinové derivaty
(pyrazin substituovany steroidem) ziskané z motskych zivocichti a rostlin:

cefalostatin — z motskych ¢ervii Cephalodiscus gilchristi
ritterazin — z Ritterella tokioka

Synteticky pfipravené pyraziny maji téZ velkou fadu farmakologickych
ucinkl (chemoterapeutika, antituberkulotika, diuretika, hypolipidemika,
fungicida, peroralni antidiabetika, hypnotika, antineoplastika, antivirotika)
(24)

3.5.1.1.1 Pyrazinamidy

Pyrazinamidy pfedstavovaly druhou linii cilené studie metabolismu

mykobakterii. Pyrazinamid je pyrazinovy analog jiz dfive objevené¢ho
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antituberkuloticky u¢inného nikotinamidu, je produktem usili vyvinutého
pfi hledani antimetabolitu nikotinamidu.

Modifikace této molekuly se ubirala pfevazné neuspésnymi cestami,
neosveédcila se ndhrada pyrazinového jadra jinym heteroaromatickym
kruhem, pozitivni vysledky pfinesly az substituce pyrazinového jadra
(alkylace, halogenace). Nejvétsi vyznam pii hledani aktivnéjsi molekuly ma
karboxamidové skupina, timto vznikl reverzibilni derivat pyrazin-2-
karboxylové kyseliny (prolécivo).

Mechanismus G¢inku pyrazinamidu spoc¢iva v inhibici nikotinamidazy,
jez je prekurzorem vznikajici uvniti tuberkulotické buiiky. U¢innym

metabolitem je pyrazin-2-karboxylova kyselina.

N CONH, N COOH

= H,0O Ry
‘—>

— nikotinamidasa »

N N

pyrazinamid pyrazinkarboxylova kyselina

Pyrazinamid je vhodny hlavné v inicialni fazi 1é€by tuberkul6zy (rychle
usmrcuje replikujici se a ¢aste¢né nereplikujici se kmeny Mycobacterium
tuberculosis) nebo pii postizeni centralni nervové soustavy (velmi dobie
pronika), v kombinaci s isoniazidem a rifampicinem. Je indikovan pfi terapii
plicni i mimoplicni tuberkulézy v kombinaci s dalsimi antituberkulotiky.

Pyrazinamid je ¢inny proti M. tuberculosis, M. xenopi a M. avium. (25)
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité pristroje

laminarni box Fatran, Vyrobné druzstvo Pokrok, Slovenska republika

laboratorni analytické vahy A 200 S, Sartorius, Némecko
horkovzdusny sterilizator SVS/1, Chirana, Ceské republika
autoklav PS 20 A, Chirana, Ceska republika

ultrazvukova lazen Sonorex RK 100 H, Bandelin, Némecko
ultrazvukova lazen Sonorex RK 255 H, Bandelin, Némecko

vodni lazen typ 1042, Gesellshaft fiir labortechnik, Némecko
laboratorni tfepacka Unimax 2010, Heidolph instruments, Némecko

mikrofiltry Corning NY 14831(velikost pori 0,2um), Némecko

Kapalinovy chromatograf

kolona LiChroCART 250x4mm, sorbent LiChrospher 5pum
autosampler Jasco AS-2055, Japonsko

¢erpadlo Jasco PU-2089, Japonsko

diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko

t&snéni k vialkam, Labicom s.r.o., Ceska republika

vialky, Labicom s.r.o Olomouc, Ceska republika
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4.2 Pouzité chemikalie

= destilovana voda, Katedra analytické chemie Faf HK UK, Ceska
republika
= Ajatin, Profarma-Produkt s.r.o., Ceska republika
=  methanol HPLC Grade, Merk, Némecko
=  Methylalkohol p.a., Penta, Ceska republika
= superdistd voda, Katedra analytické chemie Faf HK UK, Ceské
republika
= standard: rutin Sigma-Aldrich
» superCistd voda, Katedra analytické chemie Faf HK UK, Ceska
republika
= MD 680/1l -
3-{[3-(trifluoromethyl)benzyllamino}pyrazine-2-carboxamide
* HPLC: mobilni faze:
acetonitril — ¢istota pro HPLC, Gradient Grade, Lachema
Neratovice

kyselina fosfore¢na — Cistota pro analyzy (PA), Penta Chrudim

4.3 Kultura Fagopyrum esculentum L.

V této rigordzni praci byla k pokusim pouzita kalusova a suspenzni
kultura Fagopyrum esculentum L.. Kalusova kultura byla odvozena z kli¢ni
rostliny Fagopyrum esculentum L. a to zjeji kofenové ¢asti. Suspenzni
kultura byla ziskana mechanickym rozvolnénim rozpadavé kalusové kultury
Fagopyrum esculentum L.

K pokustim byla pouzita kalusova kultura Fagopyrum esculentum L.,
pasaz ¢. 22 — 24 a suspenzni kultura Fagopyrum esculentum L., pasaz ¢. 25 -
27.
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43.1 Zivné médium

Jako zivné médium pro Kkultivaci kalusové i suspenzni kultury

Fagopyrum esculentum L. bylo pouzito médium dle Murashigeho a Skooga

s obsahem (2,4-D) jako rastového regulatoru.

Slozeni zivného média: (26)

CoCl, . 6 H,0O
CuSO4 . 5 H,0
H3BO;

KI

MnSO, . H,0O
Na,MoQ;, . 2 H,0
ZnS0O,. 7 H,O
CaCl,

KNO;

MgSO, . 7H,0
NH;NO3
KH,PO,

kyselina nikotinova
pyridoxin hydrochlorid
thiamin hydrochlorid
glycin

Myo-inositol
hydrolyzat kaseinu

sacharoza

0,0252 g/l
0,0252 mg/I
6,2 g/l
0,83 g/l
16,9 g/l
0,25 g/l
11,5 g/l
3,325 gl
19,0 g/l
3,74l
16,5 g/l
1,7 g/l
0,59/l
0,54/l
0,19/l

2 9/l
0,19/
1,0 g/l
30,0 g/l

Vsechny slozky zivného média byly zvaZeny na analytickych vahach a

rozpustény postupné V destilované vodé v odmérné barnce 0 objemu 1000

ml.

K takto pfipravenému zivnému médiu byl pfidan jesté rtistovy regulator

2,4-D v lihu o koncentraci 0,025g/25ml.

Barika byla poté doplnéna destilovanou vodou po znacku.
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4.3.2 Nadoby a nastroje pouzité pri kultivaci kultur

Na Kkultivaci kultur (kalusové i suspenzni) byly vyuzity Erlenmeyerovy
bainiky o objemu 100 ml. Pouzité baniky byly vyrobené z varného skla Sial,
odolné jak vuci puisobeni chemikalii, tak i ptisobeni velkych vykyvi teplot.

U kalusovych kultur byly pii kultivaci do Erlenmeyerovych ban¢k dany
mustky z filtraéniho papiru a bylo pfilito 30 ml zivného média. U suspenzni
kultury bylo pfi kultivaci do Erlenmeyerovych banék vlito pouze 30 ml
zivného média. U takto pfipravenych banék byla hrdla piekryta alobalem a
bariky byly sterilizovany v autokldavu 20 minut pii 121°C a tlaku 100 kPa.

Pinzety pouzivané pii pasazovani, byly peclivé umyty, poté oSetfeny
96% ethanolem, zabaleny do alobalu, takto pfipravené pinzety byly

sterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru 2 hodiny pii 200°C.

4.3.3 Pasazovani a kultivace

Kazdé kultivacni baiika zakryta alobalem byla pfed manipulaci peclive
otfena buni¢inou namocenou v 96% ethanolu.

Jakakoliv manipulace s kulturou (odvozeni a pasaZzovani) se provadélo
v laminarnim boxu, jenz byl nejprve vymyt roztokem Ajatinu v koncentraci
1:10 a poté vyzafen minimalné po dobu 1 hodiny germicidni zativkou. Pfi
praci byly vZdy dodrZeny aseptické podminky.

Pas4zovani se provadélo 6. tyden kultivace. Cast narostlého kalusu se
preneslo na mustek z filtracniho papiru do Erlenmeyerovych banék, které
byly pfedem naplnény zivnym médiem. Takto pfipravené bainky byly opét
uzavieny alobalem a navraceny do kultivaéni mistnosti. Kultivace probihala
za svételného rezimu 16 hodin svétlo a 8 hodin tma za teploty 25°C.
Z narostlych kalust byla zhotovena, mechanickym rozvolnénim, suspenzni
kultura v Erlemmeyerovych bankach obsahujici nové zivné médium. Banky
byly taktéz zakryty alobalem a kultivovany opét za identickych podminek
jako kultury kalusové s tim, ze suspenzni kultury jsou navic upevnény v

laboratorni tfepacce (150 ot/min).
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4.3.4 Elicitace kultury MD 680/11

K elicitaci kalusové i suspenzni kultury Fagopyrum esculentum L. byla
jako abioticky elicitor pouzita slouc¢enina MD 680/11.

Jednotlivé banky s kalusovou i suspenzni kulturou Fagopyrum
esculentum L. byly vystaveny puasobeni chemické slouceniny o
koncentacich 3,3756. 10°mol/l, 3,3756. 10™mol/l a 3,3756. 10°mol/l,
Kalusové i suspenzni kultury byly po elicitaci kultivovany pii teploté 25°C a
za svételného rezimu 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, suspenzni kultury navic
na laboratorni tfepacce (150 ot/min).

Vzorky kalusové i suspenzni kultury Fagopyrum esculentum L. byly
odebirany po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach po vystaveni vlivu elicitoru.
Odebrané vzorky kalusové kultury byly vynaty pinzetou na filtra¢ni papir a
nasledné usuSeny pifi pokojové teploté. Odebrané vzorky ze suspenzni
kultury byly pfiefiltrovany a bunky zachycené na filtraénim papife se
nechaly taktéz ususit za pokojové teploty. Vzorek média, ktery se odebiral
pouze ze suspenzni kultury, byl zamrazen pro naslednou analyzu.

Kontrolni vzorky (bez ptsobeni elicitoru, pouze byl pfidan 1 ml lihu)
byly odebrany po 24 a 168 hodinach, za stejnych podminek jako vzorky
elicitované.

Pro kazdy odbér vzorku byly pouzity 4 banky.

4.4 Stanoveni obsahu rutinu

4.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Neboli HPLC — High Performance Liquid Chromatography je jednou
z nejrychleji se rozvijejicich analytickych metod. Radi se mezi separaéni
metody.

Mezi hlavni piednosti HPLC patii jak kvalitativni, tak i kvantitativni

hodnoceni separovanych slozek smési, vysoka selektivita, rychlost a

38



citlivost stanoveni. Je mozna uplna automatizace. Ke stanoveni je
dostacujici i minimalni mnozstvi vzorku.

Princip HPLC je zalozen na déleni latek smési mezi dvéma fazemi.
Jedna faze je nepohybliva (stacionarni) a druha faze je pohybliva (mobilni).
(27, 28)

4.4.2 Vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie patii v dnesni dob¢ K nejvice
vyuzivané separani metodé. Pouziva se jak ke stanoveni 1éCiv, tak i
metabolitt vznikajicich pfi jejich rozkladu, dale pesticid, steroidd, barviv,
vitamind, cukrq, atd. (21)

HPLC je vhodnou metodou pro stanoveni rutinu v kultufe Fagopyrum
esculentum L., HPLC je lékopisnou metodou dle CL2009. (4)

Tato metoda byla pouzita pro stanoveni rutinu ve studii Iwona Sergiel,
Pawel Pohl a Magdalena Biesaga. (29)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie byla pouZzitd pro stanoveni
rutinu i ve studii Maria N. Irakli, Victoria F. Samanidou, Costas G.
Biliaderis a loannis N. Papadoyannis. (30)

Dale byla pouzita také ve studii Maja Vogrincic, Ivan Krefl, Metka
Filipic a Bojana Zegura. (31)

4.4.3 Princip stanoveni rutinu

Stanoveni obsahu rutinu v kultute Fagopyrum esculentum L. pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie.
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4.4.4 Validace metody

Je ptedem dany proces, ktery slouzi ke zjistovani vhodnosti metody pro
dany ucel. Zjist'uji se zakladni charakteristiky metody, vysledkem je, zda je

metoda piesna, selektivni a spravna. (32)

4.4.4.1 Testzpusobilosti

Test zpusobilosti analytického systému je nepostradatelnou soucasti
validace analytické metody. Timto testem se zjistuje, zda je metoda vhodna
k zajisténi pfimétené ucinnosti. (32)

Mezi nejcastéji sledované parametry patii: (32)
= faktor symetrie
» rozliSeni
= relativni retence
=  kapacitni faktor
* {cinnost kolony

Ve chvili, kdy by jeden nebo vice parametri nevyhovovali, upravi se
chromatografické podminky (tj. pratokova rychlost kolonou, pomér mezi
jednotlivymi slozkami mobilni faze) tak, aby byla zajisténa zptsobilost, ale

piitom nedoslo k velké zméné metody. (32)

4.4.4.2 Validaéni parametry metody

o Spravnost — vyjadiuje shodu mezi nasim vysledkem a spravnou
hodnotou, kterd byla ziskana jinou nezavislou metodou (S ovéfenou
spravnosti) nebo pfipravenim modelového vzorku (tj. vSechny slozky
ptipravku a presné¢ dané mnozstvi standardu). Spravnost se vyjadiuje bud’
vytéznosti, nebo rozdilem spravné a ziskané hodnoty. Stanovuje se alespon
ze Sesti vzorki. (32)

. Pi‘esnost — je t0 mira shody mezi opakované naméfenymi

vysledky, stanovuje se Sestkrat sjednim homogennim vzorkem. Je
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vyjadfovand jako relativni smérodatnd odchylka. Podle podminek
opakovani rozliSujeme:

opakovatelnost (jeden pracovnik, stejny zptisob, pfistroj a ¢inidla)

mezilehld ptfesnost (rizny pracovnik, riizna cCinidla i pfistroje, jiny den,

jeden vzorek, jedna laboratot)

reprodukovatelnost (rzny pracovnik, rizna ¢inidla, rizné pfistroje, jiny

den, jina laboratof, ale jeden vzorek). (32)

o Selektivita — je schopnosti metody zméfit ve smési riznych
latek spravné pouze jednu latku. (32)

o Detekéni limit — je citlivosti metody, vyjadiuje nejnizsi
koncentraci latky, kterou je schopny piistroj jiz detekovat. (32)

o Kvantitativni limit — je citlivosti metody, udava schopnost

cvwr

(32)

o Linearita — udava schopnost pfistroje poskytovat vysledky,
které jsou piimo imérné koncentraci zjistované latky. (32)

. Rozsah — neboli koncentra¢ni rozsah, udava rozmezi, ve kterém
je metoda pouzitelna. (32)

o Robustnost — udava vliv ur¢itych podminek, které se méni, na
vysledky analyzy, mezi tyto podminky patii pH a slozeni mobilni faze
(vodné slozky), teplota na kolong, rozdilnost kolon (Sarze, vyrobce),

stabilita analyzovanych vzorku, pritokova rychlost. (32)
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4.4.5 Postup stanoveni rutinu

Pfredem vysusené vzorky bunc¢k kalusové 1 suspenzni kultury
(elicitované i kontrolni) byly upraS8kovany pomoci tfenky a postupné
zvazeny na analytickych vahéch.

Z takto ptipravenych vzorkll byly nasledné vyrobeny extrakty pro
stanoveni obsahu rutinu.

Vzorky byly postupné extrahovany 10 ml 80% methanolu na vodni
lazni o teplot¢ 60°C pod zpétnym chladicem po dobu 30 minut. Po
nasledném vychladnuti se vzorek zfiltroval do odmérné banky o objemu
20ml pies chomacek vaty. Poté se ke zbytku vzorku v bance a k chomacku
vaty ptidalo 5Sml 80% methanolu a vlozilo se na 15 minut do ultrazvukové
lazné. Opét se zfiltrovalo, extrakty se spojily a doplnily po rysku, tj. na
objem 20 ml 80% methanolem.

Zhruba 1,7 ml tohoto vyluhu se ptefiltrovalo ptes mikrofiltr s velikosti
pori 0,2 um do vialky, vialka se oznalila a nasledovala analyza na

kapalinovém chromatografu. (4)

4451 HPLC analyza

Kapalinovy chromatograf:
chromatografickd sestava Jasco
autosampler AS-2055
cerpadlo Jasco PU-2089
detektory MD-2015
ptedkolonovy filtr
kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s ochrannou
ptedkolonou
Objem nastiiku: 20 pl
Mobilni faze: faze A: 5% acetonitril ve vodé s pfidavkem 0,15% kyseliny
fosfore¢né ve vode (pufr)

faze B: 100% acetonitril
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Elucni profil: eluce mobilni faze probihala prvnich 6 minut isokraticky,

nasledné gradientove

0 min. 96% faze A
6 min. 96% faze A
16,5 min. 80% faze A
22 min. 65% faze A
23 min. 60% faze A

Standard: rutin

Retenc¢ni €as rutinu: 19,5 minuty

Teplota kolony: 25°C
Nastiikovany objem: 20ul

Prutok: Iml/minutu

4% taze B
4% faze B
20% faze B
35% faze B
40% faze B

Detekce: diodovy detektor DAD, vlnova délka 350 nm

Udané vysledky analyzy jsou primérem z 3 stanoveni vzorkd.
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4.5 Kalibraéni kiivka

45.1 Vyhotoveni kalibra¢ni krivky

Roztoky byly vytvofeny rozpusSténim v methanolu, pouzité koncentrace:
25 mg/100 ml
12,5 mg/100 ml
6,25 mg/100 ml
3,125 mg/100 ml

Kalibra¢ni kiivka byla vyhotoveny podle rovnice:
y=bx+a

y — plocha

X — koncentrace v mg/g

a-0

b — hodnota rutinu
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Fivka rutinu
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45.3 Zaiznam chromatogramu

!. IFIesponse L’ - | DI%

1 3007 Different ¥ units
1250
1200
1150
1100
1050
1000
950
900
850
800
750
700
650
600

(ELfinTE DATE T350,00 nm])

nutin

RT [min]
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
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4.6 Vypocet obsahu rutinu

Vypocet obsahu rutinu provedl software propojeny s vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii, urcil obsah plochy pod ktivkou, tj. piku. Data
vyhodnotil podle kalibra¢ni kiivky, jez byla sestavena podle piedem
namétenych pikt u standarda.

Vypocet rutinu podle vzorce:
C = (AUC/AUCst) x Cst

Cst — koncentrace standardu

C — koncentrace vzorku

AUCst — plocha pod kiivkou standardu
AUC - plocha pod ktivkou vzorku

U vypocti byla zohlednéna navazka vzorku, konecné vysledky jsou

uvedeny v mg.g™ ' DW.
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4.7 Statistické vyhodnoceni dat

4.7.1 Aritmeticky pramér

Je ziskand primérnd hodnota z velkého mnozstvi opakovanych méteni.

Aritmeticky primér je piiblizn€ roven realné hodnoté.

Je pocitan ze vzorce: (33)

X = aritmeticky primér
Xi = jednotlivé hodnoty

n = velikost souboru

4.7.2 Smérodatna odchylka

Je nejcastéji pouzivana statisticka charakteristika. Udava nam velikost

rozptylenosti kolem priméru u jednotlivych hodnot. (34)

Je pocitana ze vzorce: (35)

s= 7 2055

s = smérodatna odchylka
X = aritmeticky pramér
Xi = jednotlivé hodnoty

n = rozsah souboru
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4.7.3 T-test

Je jeden znejpouzivanéjich statistickych parametrd. Je potiebny
k ovéteni dulezitosti rozdild mezi uréitymi priméry. Znaci se téz jako
Studenttv T-test. (36)

Vzorec pro vypocet: (35)

X, — X, nn,(n +n,—2)
T= /nS2+n,S? N, +n,

T = testovaci kritérium

Xo = aritmeticky pramér pokusného souboru
X1 = aritmeticky primér kontrolniho souboru
Ny = pocet zastupcl pokusného souboru

N1 = pocet zastupcti kontrolniho souboru

S, = smérodatna odchylka pokusného souboru

S; = smérodatna odchylka kontrolniho souboru

T nalezi t rozd€leni se stupném volnosti (V), je Vypocitavan ze vzorce:

v=n+n,-2

Ziskana hodnota testovaciho kritéria (t) porovna s urcitou Kritickou
hodnotou t(v), pro pocitany stupenn volnosti (v) a vybranou hladinu
vyznamnosti (P).

Pro tifi po sob¢ jdouci stanoveni obsahu je ddno, ze mnozZstvi ¢lenti
souboru zkoumaného a kontrolniho souboru je vzdy identicky, tj. ny =n; =
3 a mnozstvi stupiili volnosti v = 4. Kritickd hodnota t(v), pro p(0,05) =
2,78. (37)
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5 Vysledky

5.1 Tabulky

Tabulka & 1. Produkce rutinu (mg.g’DW) Kkalusovou Kulturou

Fagopyrum esculentum L. elicitované MD 680/I1

3,3756.10° mol/l

o0 koncentraci

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10° mol/I
Doba Obsah rutinu Smérodatna Ttest
kultivace (hod)| (mg.g'DW) odchylka
6 0,040 0,005 13,8564
12 0,260 0,005 90,0666
24 0,120 0,005 41,5692
24K 0 0 0
48 0,010 0,005 3,4641
72 0,010 0,005 3,4641
168 0 0 0
168K 0,010 0,005 3,4641

K — kontrola (bez elicitoru)
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Tabulka & 2: Produkce rutinu (mg.g’DW) Kkalusovou Kulturou

Fagopyrum esculentum L. elicitované MD 680/I o koncentraci

3,3756.10™ mol/l

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10™ mol/I
Doba Obsah rutinu | Smérodatna Ttest
kultivace (hod)| (mg.g'DW) odchylka
6 0,010 0,005 3,4641
12 0,010 0,005 3,4641
24 0,350 0,05 12,1244
24K 0 0 0
48 0,480 0,05 16,6277
72 0,490 0,05 16,9741
168 0,020 0,005 9,798
168K 0,060 0,005 0

K — kontrola (bez elicitoru)
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Tabulka & 3: Produkce rutinu (mg.g’DW) Kkalusovou Kulturou

Fagopyrum esculentum L. elicitované MD 680/I o koncentraci

3,3756.10° mol/l

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10°> mol/I
Doba Obsah rutinu | Smérodatna Ttest
kultivace (hod)| (mg.g'DW) odchylka
6 0 0 3,4641
12 0,320 0,05 10,6854
24 0,680 0,05 23,0943
24K 0,010 0,005 0
48 0,010 0,005 0
72 0,070 0,005 14,6969
168 1,280 0,05 43,7758
168K 0,010 0,005 0

K — kontrola (bez elicitoru)
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Tabulka & 4: Produkce rutinu (mg.g’DW) suspenzni Kkulturou

Fagopyrum esculentum L. elicitované MD 680/I o koncentraci

3,3756.10 mol/l

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10™ mol/I
Doba Obsahrutinu | Smérodatna Ttest
kultivace (hod)| (mg.g'DW) odchylka
6 0,010 0,005 3,4641
12 0 0 0
24 0,010 0,005 3,4641
24K 0 0 0
48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 3,4641
168K 0,010 0,005 0

K — kontrola (bez elicitoru)
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Tabulka & 5: Produkce rutinu (mg.g’DW) suspenzni Kkulturou

Fagopyrum esculentum L. elicitované MD 680/I o koncentraci
3,3756.10" mol/l

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10 mol/I
Doba Obsah rutinu | smérodatna T-test
kultivace (hod)| (mg.g*DW) odchylka
6 0,010 0,005 0
12 0 0 3,4641
24 0,010 0,005 0
24K 0,010 0,005 0
48 0 0 3,5641
72 0 0 3,4641
168 0,320 0,05 7,9279
168K 0,090 0,005 0

K — kontrola (bez elicitoru)
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Tabulka & 6: Produkce rutinu (mg.g’DW) suspenzni Kkulturou

Fagopyrum esculentum L. elicitované MD 680/I o koncentraci
3,3756.10"° mol/l

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10° mol/I
Doba Obsahrutinu | smérodatna T-test
kultivace (hod)| (mg.g'DW) odchylka
6 0,030 0,005 2,4495
12 0 0 0
24 0,030 0,005 2,4495
24K 0,020 0,005 0
48 0,040 0,005 4,899
72 0,040 0,005 4,899
168 0 0 0
168K 0 0 0
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Tabulka ¢. 7: Produkce rutinu (mg/100 ml) suspenzni kulturou

Fagopyrum esculentum L. do zivného média

Obsah rutinu (mg/100ml)

Doba Koncentrace MD680/I!
kultivace (hod) |3,3756.10° mol/I| 3,3756.10™ mol/1| 3,3756.10° mol/I
6 0,14 0 0
12 0(0,06) 0 0
24 0,67 0 0
24K 0(0,02) 0 0
48 0,34 0 0
72 0,33 0 0
168 0(0,06) 0 0
168K 0(0,05) 0 0

K — kontrola (bez elicitoru)
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6 Grafy

Graf ¢. 1: Produkce rutinu v kalusové kultui'e Fagopyrum esculentum

L. elicitované MD 680/11 o koncentraci 3,3756.10° mol/I

0,200

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10-> mol/I

6 12 24 24K 48 72 168 168K
Doba kultivace (hod)

K — kontrola (bez elicitoru)
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Graf ¢. 2: Produkce rutinu v kalusové kultuie Fagopyrum esculentum
L. elicitované MD 680/II o koncentraci 3,3756.10 mol/l
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Graf ¢. 3: Produkce rutinu v kalusové kultui'e Fagopyrum esculentum
L. elicitované MD 680/II o koncentraci 3,3756.10° mol/l
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Graf ¢. 4: Produkce rutinu v suspenzni kultui'e Fagopyrum esculentum

L. elicitované MD 680/II o koncentraci 3,3756.10"° mol/l

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10 mol/I
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Graf ¢. 5: Produkce rutinu v suspenzni kultui'e Fagopyrum esculentum

L. elicitované MD 680/II o koncentraci 3,3756.10* mol/l

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10* mol/I
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Graf ¢. 6: Produkce rutinu v suspenzni kultui'e Fagopyrum esculentum
L. elicitované MD 680/II o koncentraci 3,3756.10° mol/l

Koncentrace MD680/II - 3,3756.10-3 mol/I
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Graf ¢. 7: Produkce rutinu (mg/100 ml) suspenzni kulturou Fagopyrum

esculentum L. do zivného média
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7 Diskuze

V moderni terapii je vyuzivano kromé 1éka chemického puvodu také
velké mnozstvi sekundarnich metabolitl rostlin. V dne$ni dobé vSak zaina
byt polni produkce rostlin (které obsahuji tyto sekundarni metabolity)
nedostacujici. Proto je snaha o hledani jinych metod ziskavani sekundarnich
metabolitil, poptipadé zvySovani jejich produkce.

Mezi jednu z takovych metod se tadi i vyuziti explantatovych kultur
rostlin. Tyto kultury, péstované za ptesné definovanych podminek, lze
urCitou metodou elicitovat a tim docilit zvySené produkce jejich
sekundarnich metabolitu.

Velké mnozstvi praci, mezi néZ patii 1 tato, se proto zabyva vybérem
takového elicitoru a takové doby elicitace, kterymi by se docililo zvysené

produkce téchto sekundarnich latek v rostlinnych kulturach in vitro.

V této rigordzni praci byla zvolena jako abioticky elicitor chemicka
slouc¢enina MD680/I1I,
3-{[3-(trifluoromethyl)benzyl]amino}pyrazine-2-carboxamide.

Byl zjistovan vliv tohoto elicitoru na produkci rutinu v explantatové kultufe
Fagopyrum esculentum L. ve tfech rtiznych koncentracich.

Ke kultivaci jak kalusové, tak i suspenzni kultury Fagopyrum
esculentum L. bylo vyuzito zivné médium Murashigeho a Skooga
s obsahem rastového regulatoru 2,4-D. Kalusova i suspenzni kultura byly
kultivovany za normalniho osvétleni 16 hod svétlo a 8 hod tma a teploty
25°C.

Vzorky kalusové i suspenzni kultury byly postupné vystaveny ptisobeni
MD680/I1 ve tiech koncentracich, tj. 3,3756.10° mol/l, 3,3756.10™* mol/I,
3,3756.10" mol/l. Vzorky vystavené MD680/II byly odebirany po 6, 12, 24,
48, 72 a 168 hod elicitace.

Kontrolni vzorky, tj. vzorky, jez nebyly vystaveny vlivu MD680/II,
byly odebirany ve 24 a 168 hod, hodnota kontroly obsahu rutinu v odbéru
ve 24 hod se vztahovala ke vzorkim, které byly odebrany v 6, 12, 24, 48 a
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72 hod po elicitaci MD680/1l. Kontrolni hodnota mnozstvi rutinu v odbéru

po 168 hod se vztahovala ke vzorku odebranému po 168 hod po elicitaci.

Stanoveni obsahu rutinu v elicitovanych i kontrolnich vzorcich bylo
provedeno vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Kone¢né hodnoty obsahu rutinu byly spocitany pomoci softwaru
napojeného na vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, software zmétil
jednotlivé obsahy pika a zpracoval je podle jiz naméfenych pika u
standardl. Pfi vypoctech byla vzata v iivahu navazka i fedéni, vysledky jsou

vztazeny na suchou hmotnost kultury in vitro.

Z vysledku je patrné, Ze kalusova kultura Fagopyrum esculentum L.
vystavena elicitaci chemickou slouc¢eninou MD680/II zacala produkovat
vEtsi mnozstvi rutinu.

Statisticky nejvyznamngjsi vzrist produkce rutinu (1,28mg.g*DW) byl
pozorovan po pasobeni elicitoru v koncentraci 3,3756.10° mol/l a odbéru
po 168 hod, dale byla pozorovana zvysena produkce i po odbéru po 24 hod
(0,68 mg.g'DW) a 12 hod (0,32 mg.g™'DW). (tab. &. 3) (graf &. 3)

Pii pouziti elicitoru v koncentraci 3,3756.10* mol/l byly zaznamenény
tii statisticky vyznamnéjsi nartisty obsahu rutinu a to v odbéru po 24 hod
(0,35 mg.g*DW), 48 hod (0,48 mg.g"DW) a po 72 hod (0,49 mg.g*DW).
(tab. ¢. 2) (graf €. 2)

Pii piasobeni elicitoru o koncentraci 3,3756.10° mol/l byly
zaznamenany narusty produkce rutinu pii odbéru po 12 hod (0,26 mg.g°

'DW) a po 24 hod (0,12 mg.g ' DW). (tab. & 1) (grag & 1)

Pti hodnoceni vlivu elicitoru na produkci rutinu v suspenzni kultufe
Fagopyrum esculentum L. byly zjistény niz$i nartsty obsahu rutinu.

Nejvyssi obsah rutinu (0,32 mg.g'DW). byl pozorovéan pii piisobeni
elicitoru v koncentraci 3,3756.10™ mol/l a odbé&ru po 168 hod. (tab. €. 5)
(graf ¢. 5)

K niz§imu nartustu obsahu rutinu doSlo po aplikaci elicitoru v
koncentraci 3,3756.10° mol/l a to v odb&ru po 48 hod a 72 hod (0,04 mg.g
'DW) a v odbéru po 6 hod a 24 hod (0,03 mg.g™'DW). (tab &. 6) (graf &. 6)
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Nejniz§i nérist produkce rutinu (oboje 0,01 mg.g'DW) byl
zaznamenan po pisobeni elicitoru v koncentraci 3,3756.10° mol/l a odb&ru
po 6 hod a 24 hod. (tab. ¢. 4) (graf ¢. 4)

Bylo zjistovano téz uvolfiovani rutinu do zivného média. Rutin byl
uvoliiovan do média pouze pii piisobeni elicitoru v koncentraci 3,3756.107
mol/l. Nejvice byl rutin uvoliovan po 24 hod po elicitaci (0,67 mg/100ml),
dale po 48 hod po elicitaci (0,34 mg/100ml), a také po 72 hod po elicitaci
(0,33 mg/100ml) a v odbéru po 6 hod (0,14 mg/100ml). (tab. ¢. 7) (graf ¢. 7)

Z vysledku této rigorézni prace je patrné, Ze chemicka sloucenina
MD680/11 je vhodny elicitor pro zvySeni produkce rutinu v kalusové kulture
Fagopyrum esculentum L. a méné vhodnym elicitorem pro zvySeni
produkce rutinu v suspenzni kultufe Fagopyrum esculentum L.. Elicitaci
MD680/II bylo docileno zvyseni produkce obsahové latky rutinu oproti
kontrole (kultura nevystavena ptisobeni MD680/1I).

K podobnému zavéru, ze derivaty pyrazinu jsou schopné zvySovat
produkci obsahovych latek Vv kulturach in vitro, dospéli ve své studii
Tamova L., Tama J. a Dolezal M., kteti vystavovali kalusovou a suspenzni
kulturu Silypbum marianum L. ptsobeni 5-(2-hydroxybenzoyl)- pyrazin-2-
karboxamidu a kalusovou a suspenzni kulturu Ononis arvensis L. ptisobeni
N-(2-bromo-3-  methylphenyl)-5-tert-butylpyrazin-2-  karboxamidu. U
suspenzni kultury S. marianum L. doslo ke zvySeni produkce obsahu
silydianinu, a u kalusové kultury S. marianum L. doslo ke zvyseni obsahu
silymarin komplexu. Pii elicitaci Ononis arvensis L. doslo ke zvySeni
produkce obsahu flavonoidu jak u kalusové, tak i suspenzni kultury. (38)

V dalsi studii byly jako elicitory pouZity derivaty pyrazinkarboxylové
kyseliny, jez se ukazaly také jako ucCinné abiotické elicitory u kalusové
kultury Genista tinctoria L.. Pfi této studii byly pouzity dvé slouceniny, pii
jejichz pouziti doslo v obou piipadech ke zvySeni produkce isoflavonoidt v

kultufe. (39)
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Jako dalsi slouCenina zvysujici produkci obsahovych latek byl pouzit
substituovany N-phenylpyrazin-2-karboxamid. Bylo docileno zvySeni
produkce flavonoidu v kalusové kulture Ononis arvensis L. (40)

V jiné studii bylo prokazano, ze substituované pyrazinkarboxamidy
vyrazn¢ ovlivnily produkci flavonolignanii v kalusové a suspenzni kultuie
Silybum marianum L.. V této studii byly pouzity dvé slouc¢eniny, N-(3-jod-
4-methylfenyl)pyrazin-2-karboxamid (1) a N-(3-jod-4-methylfenyl)-5-terc-
butyl-2-pyrazinkarboxamid (2). Pfi elicitaci slou¢eninou (1) byl pozorovan
nariist obsahu flavonolignanii a taxifolinu a pfi pouziti slouceniny (2) jako
elicitoru bylo porozovano zvyseni obsahu silychristinu. (41)

I dalsi dvé slouCeniny nasyntetizované na Katedie farmaceutické
chemie a kontroly 1é¢iv se prokézaly jako U¢inné abiotické elicitory. Bylo
prokdzdno, Ze nov€ syntetizované substituované amidy pyrazin-2-
karboxylové kyseliny jsou vhodnymi elicitory na zvySeni produkce
flavonolignani u kalusové i suspenzni kultury Silybum marianum L. (42)

Dale bylo téz zjisténo, ze produkci sekundarnich metabolith zvySuji i
derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny. Pfi pouziti elicitoru 2-(3-
bromobenzylsulfanyl) pyridin-4-karbothioamid byl zjistén nartst obsahu
isofalvonoidi u kalusové i suspenzni kultury Genista tinctoria. (43)

V dalsi studii byl jako abioticky elicitor pouzit 2-(2-fluoro-6-
nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothioamid. Suspenzni kultura Trifolium
pratense L. zacala po elicitaci produkovat zvySeny obsah isoflavonoida i

flavonoidii. (44)

Elicitace chemickou slou¢eninou MD680/II u kalusové kultury
Fagopyrum esculentum L. je vhodnou metodou pro zvysSeni produkce

rutinu.
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Cilem rigordzni prace bylo zjistit viiv MD680/11 (jako abiotického
elicitoru) na produkci rutinu v kalusové a suspenzni kultufe Fagopyrum
esculentum. Na zaklad¢ stanoveni obsahu rutinu metodou HPLC zjistit, zda

MD680/11 je schopen ovlivnit produkci této obsahové latky

V elicitované kalusové kultuie Fagopyrum esculentum L. se podafilo
vyznamné zvysit produkei flavonoidu rutinu. V suspenzni kultute

Fagopyrum esculentum L. tak vyrazny vzestup produkce nebyl pozorovan.

Nejvyssi statisticky vyznamna produkce rutinu byla zaznamenéna u
kalusové kultury Fagopyrum esculentum L. po pusobeni elicitoru o
koncentraci 3,3756.10° mol/l a odbéru po 168 hod (1,28 mg.g'DW), pii
koncentraci elicitoru 3,3756.10* mol/l byl zaznamenan nejvétsi nartst
obsahu po 72 hod (0,49 mg.g'DW), pfi pouziti elicitoru o koncentraci
3,3756.10™ mol/l byla zaznamenana nejvyssi produkce pii odbéru po 12 hod
(0,26 mg.g ' DW).

U suspenzni kultury byla nejvyssi produkce rutinu zaznamenana pii
pouziti elicitoru o koncentraci 3,3756.10™* mol/l a odb&ru po 168 hod (0,32
mg.gDW), po elicitaci koncentraci 3,3756.10° mol/l byly zaznamenany
dva nejvyssi naristy v odbdru po 48 hod a 72 hod (oboje 0,04 mg.g*DW),

cvwr

po 6 hod a 24 hod (oboje 0,01 mg.g™ DW).

Pii sledovani uvolnovani rutinu do zivného média bylo zjisténo, Ze rutin
byl uvolnovan do média pouze pfi pouziti elicitoru v koncentraci 3,3756.10°
> mol/l. Rutin byl nejvice uvoliiovan v odbéru po 24 hod elicitaci (0,67
mg/100ml).
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Z vysledku experimentu vyplyva, Ze chemicka latka MD680/II je
vhodnym abiotickym elicitorem pro zvySeni produkce rutinu u kalusové

kultury Fagopyrum esculentum L..
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10 ABSTRAKT

Ovlivnéni produkce sekundarnich latek v rostlinnych kulturach in vitro

Byl sledovan vliv chemické slouceniny MD680/IT  (3-{[3-
(trifluoromethyl)benzyl]lamino}pyrazine-2-carboxamide) o koncentracich
3,3756.10"° mol/l, 3,3756.10* mol/l a 3,3756.10° mol/l jako abiotického
elicitoru na produkci obsahové latky rutinu v kalusové a suspenzni kultufe
Fagopyrum esculentum L.

Kalusovd 1 suspenzni kultura byla kultivovdna v Zivném médiu
Murashigeho a Skooga s obsahem ristového regulatoru (2, 4 — D) za teploty
25 °C a svételného rezimu 16 hod svétlo a 8 hod tma. Elicitované vzorky
byly odebirany po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hod po expozici elicitorem,
kontrolni vzorky byly odebirany po 24 a 168 hod. Stanoveni obsahu rutinu
bylo provedeno vysokoté¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Nejvyssi nartist obsahu rutinu (1,28 mg.g DW) u kalusové kultury byl
pozorovén po aplikaci elicitoru v koncentraci 3,3756.10 mol/l a odb&ru po
168 hod, pii pouiti elicitoru v koncentraci 3,3756.10™ mol/l a odb&ru po 72
hod (0,49 mg.g*DW) a v koncentraci 3,3756.10"> mol/l a odb&ru po 12 hod
(0,26 mg.g ' DW).

U suspenzni kultury byla nejvyssi produkce rutinu (0,32 mg.g'DW)
zaznamendana pii pouziti elicitoru v koncentraci 3,3756.10™ mol/l a odbéru
po 168 hod, po aplikaci elicitoru v koncentraci 3,3756.10° mol/l a odbéru
po 48 hod a 72 hod (0,04 mg.g*DW) a u koncentrace 3,3756.10° mol/l a
odb&ru po 6 hod a 24 hod (0,01 mg.g ' DW).

Bylo téZ pozorovano uvoliiovani rutinu suspenzni kulturou do Zivného
média. Rutin (0,67 mg/100 ml) byl uvolnovan pouze pti aplikaci elicitoru v

koncentraci 3,3756.10 mol/l a nejvice v odbéru po 24 hod.
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ABSTRACT

Influencing of secondary compounds production in plant cultures in

vitro

The effect of chemical compound MD680/11 as abiotic elicitor (3-{[3-
(trifluoromethyl)benzyllamino}pyrazine-2-carboxamide), in concentration
of 3,3756.10° mol/l, 3,3756.10™* mol/l and 3,3756.10™ mol/l on the routine
production in Fagopyrum esculentum L. callus and suspension culture was
investigated.

Callus and suspension culture was cultivated in Murashige and Skoog
nutrient medium suplemented with (2, 4 — D) as the growth regulator with
luminous period 16 h light and 8 h darkness at 25 °C. The samples were
taken in 6, 12, 24, 48, 72 and 168 h after elicitor exposition. The control
samples were taken in 24 and 168 h. The amount of routine was defined by
High performance liquid chromatography.

The highest increase of routine content in callus culture was most
apparent after elicitor application of 3,3756.10° mol/l and 168 h sampling
(1,28 mg.g*DW), in concentration of 3,3756.10™ mol/l and 72 h sampling
(0,49 mg.g'DW) and in concentration of 3,3756.10° mol/l and 12 h
sampling (0,26 mg.g'DW).

The highest increase of routine content in suspension culture was
apparent after elicitor treatment in contrentation of 3,3756.10* mol/l and
168 h sampling (0,32 mg.g™'DW), in concentration of 3,3756.10"° mol/I and
48 h and 72 h sampling (both 0,04 mg.g"DW) and in concentration of
3,3756.10"° mol/l and 6 h and 24 h sampling (both 0,01 mg.g*DW).

Routine release into the nutrient medium was also detected. The routine
release was apparent only after elicitor application in concentration of
3,3756.10"° mol/l and after 24 h sampling (0,67 mg/100ml).
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