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UvoD

Rostliny jsou pro clovéka i v dnesSni dobé, plné chemickych a syntetickych
sloucenin, cennym zdrojem lécivych latek. Produkce léc¢ivych rostlin a zejména
izolace jejich sekundarnich metaboliti k1lécebnym ucelim je znacné financné i
Casové naronda a mnohdy ne moc produktivni. Organicka syntéza rostlinnych
sekundarnich metaboliti neni mnohdy moZn4, jelikoZ se c¢asto jedna o sloZité
mnohastupnové biosyntetické reakce, coz by bylo pro ulely vyuZiti v mediciné a
farmacii finan¢né netinosné.

Jednou z mozZnosti, jak wusnadnit ziskavani vyznamnych sekundarnich
metabolit 1écivych rostlin, je vyuziti explantatovych kultur. Kultivace in vitro je
jednodussi a rychlejsi nez péstovani celych 1éc¢ivych rostlin a navic je moZno snadno
sledovat a ovliviiovat syntézu téchto sekundarnich metaboliti. Produkce
explantatovych kultur je vSak bohuzel velmi nizkd a mnohdy jesté menSi, neZ
produkce 1éc¢ivych latek matecnymi rostlinami. Proto se hledaji zpiisoby, které by ji
mohly zvysit. Jedna z mozZnosti, jak toho docilit, je metoda elicitace, ktera vyuziva
vlivu tzv. elicitord (stresorli). Podminkou tuspésné elicitace, jejimZ vysledkem je
zvySeni produkce 1éCivych latek explantatovymi kulturami, je nalezeni spravného
druhu elicitoru o vhodné koncentraci a jeho optimalni doby ptlisobeni na tuto
kulturu.



CiL PRACE

Cilem této prace bylo seznamit se s technikou kultivace rostlinnych
explantatovych kultur, zjistit vliv derivatu pyrazin-2-karboxamidu (jako abiotického
elicitoru) na produkci flavonolignanti v explantatové kulture Silybum marianum a na
zdkladé stanoveni obsahu flavonolignani metodou HPLC zjistit, zda je tento elicitor
schopen ovlivnit jejich produkci v kultufte in vitro.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Silybum marianum

3.1.1 Zakladni informace

Nazev rostliny: Silybum marianum, (L.) Gaertn., ostropestiec mariansky
Oddéleni: Magnoliophyta, krytosemenné rostliny

Ttrida: Magnoliopsida, dvoud€loZné rostliny

Rad: Asterales, hvézdnicotvaré

Celed’: Asteraceae (Compositae), hvézdnicovité (sloZenokvété)
Podceled’: Asteroideae

Popis: Jedna se o dvouletou bylinu snapadnymi ostnitymi listy
pokrytymi bilymi skvrnami, dolni listy jsou usporddané v prizemni rizici. Kvéty
tvori ibory nachové barvy, které se objevuji od cervence do zari. Plody jsou nazky
pokryté chmytim sloZené z chloupkt. Tyto plody tvoii vyznamnou rostlinnou drogu
(Fructus cardui mariae), bohatou na komplex uc¢innych latek zvany silymarin. (1; 2)

Obsahové latky: flavonolignany (silymarinovy komplex), flavonoidy (taxifolin),
horciny, silice, biogenni aminy, olej, fytosteroly. (2)

Rozsireni a stanovisté: Rostlina je ptivodni ve Stredomoti, Severni Africe a
Zapadni Asii a roste vétSinou na skalnatych mistech, pustinach a okrajich cest. Nyni
je rozsifend i v mirnych pasmech na dalSich kontinentech, jako je Amerika a
Australie. Rostlina je také péstovana v Ceské republice. (3)

3.1.2 Ostropestirec mariansky od minulosti aZ po soucasnost

Ostropestfec mariansky je lécivad rostlina, kterd je vyuZivand v evropské
tradi¢ni mediciné jiZ cela staleti. Poznatky o této rostliné se postupné rozsirovaly a
jeho pouZziti rozvijelo a nyni patfi kjedném znejprozkoumanéjSich a nejvice
vyuzivanych 1écCivych rostlin ve farmacii a mediciné. S oblibou je ostropestrec
mariansky pridavan do fytopreparatl pro své blahodarné ucinky na jaterni Cinnost,
pri postiZeni jater toxiny, alkoholem, viry, pti jaterni cirhéze a akutni hepatitidé. (4)

V Evropé byl ostropestrec vyuzivan jiz pred nasSim letopoctem a zminovan
vdilech mnoha vyznamnych autorti, napf. vdilech Theophrasta, ktery
pravdépodobné jako prvni popisoval tuto 1éCivou rostlinu pod nazvem , Pternix”.
Pozdéji v 1. stoleti n. 1. se objevily poznatky o této lécivé rostliné napf.
v nejznamnéjSim dile Dioscurida Materia medica anebo v dilech fimského filozofa
Plinia. (5) Vtéchto dobach byl ostropestiec pouZivan zejména pri poruchach
zazivani a Zloutence. (6)
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Jak jiz nazev této 1écivé rostliny napovida, ostropestiec mariansky je spjat jiz
od stifedovéku s maridnskym kultem. V tradi¢nich dobovych herbarich, napf.
v dilech Petra Meliusa zroku 1578, byl uvadén jako lék pri nechutenstvich a
zazivacich obtiZich. (4) V minulosti byla tato rostlina vyuzivana také jako potravina
a upravovana stejné jako napr. Spenat a jeho plody byly prazeny a zpracovavany
podobné jako kavova zrna. (3)

Nezanedbatelné vyuZiti této 1éCivé rostliny bylo také v homeopatii némeckym
lékafem S. Hahnemannem na pocatku 19. stoleti. PouZivala se Tinctura cardui
mariae, ktera se uplatiiovala téZ v 1é¢bé onemocnénti jater. (6)

V soucasnosti je ostropestiec mariansky pravdépodobné nejvice zndmy pro
své hepatoprotektivni pulsobeni. Silybin, hlavni komponenta silymarinového
komplexu, je dale 1ékem prvni volby pfi otravach muchomiirkou zelenou (Amanita
phalloides). V této indikaci je vSak pouZivan intraven6zné a to ve velmi vysokych
davkach. Blahodarny ucinek ma také jeho preventivni uzivani soucasné
s farmakologickou 1écbou, kterd miZe dlouhodobé nepriznivé ovliviiovat jaterni
¢innost. Obecné lze tedy rici, Ze ostropestrec mariansky je vhodny k 1é¢bé nebo jako
doplnék 1é¢by vsech jaternich onemocnéni, at' uz se jedna o chronické nebo akutni
stavy, bez ohledu na pricinu. (4)

Hepatoprotektivni plisobeni této 1éCivé rostliny neni ale zdaleka jejim jedinym
blahodarnym tcinkem na lidsky organizmus. V soucasnych védeckych studiich bylo
prokazano i jeji protinadorové ptlisobeni, schopnost snizovat hladinu cholesterolu
vKkrvi a antioxida¢ni aktivita. Prostrednictvim své antioxidacni aktivity dokaze
chranit kazi pred Skodlivymi vlivy UV zareni. Dale byl studovan pozitivni vliv této
rostliny na kardiovaskuldrni a nervovy systém, zvlasté u neuropatii a byl prokazan
také protizanétlivy a imunomodulaéni efekt. (5)

Jednim z nejnovéjsich poznatkil je schopnost této rostliny blahodarné piisobit
pti Alzheimerové chorobé, ktera byla zkoumana v nedavné c¢inské klinické studii
(Yin et al.,, 2011). Hlavni tlohu zde hraje silybin, ktery zabratuje tvorbé a hromadéni
B-amyloidu - bilkoviny, pravdépodobné zodpovédné za pricinu této choroby. (4)

Moderni védecké studie tedy prinesly nové zajimavé poznatky, které mohou
rozsirit oblast 1é¢ebného vyuziti této cenné l1écivé rostliny. Bude vSak potieba jesté
mnoha klinickych studii, nez se na zakladé téchto novych védeckych poznatki
rozsiri jeji 1é¢ebné indikace. V budoucnu bude ziejmé pravé hypocholesterolemicka,
kardioprotektivni, neuroptotektivni a chemoprotektivni u¢innost stfedem zajmu
védeckych studii a poznatky se v téchto oblastech budou dale prohlubovat. (7)

3.1.3 Rostlinné drogy
Dle Ceského lékopisu 2009 tvoii drogu rostliny Silybum marianum:

3.1.3.1 Silybi mariani extractum siccum raffinatum et normatum - Ostropesti‘covy extrakt
suchy cistény a standardizovany

Jedna se o suchy, Cistény a standardizovany extrakt, ktery se ziskava z plodu
rostliny Silybum marianum.
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Vzhledem se jedna o zlutohnédy amorfni prasek vyrabény rlznymi postupy,
pii kterych se pouZiva jedno nebo vice z nasledujicich rozpoustédel: ethyl-acetat,
aceton, etanol, metanol nebo jejich smés s vodou. Droga obsahuje 30 % - 65 %
silymarinu. (8)

3.1.3.2 Silybi mariani fructus - Plod ostropesti'ce marianského

Jedna se o chmyru zbaveny zraly plod rostliny Silybum marianum. Obsahuje
minimalné 1,5 % silymarinu, pocitaného jako silybin, vztaZeného na suchou drogu.
(8)
3.1.3.3 Sbéraiprava drogy

,Kratce pred dozranim se celé chmyftité hlavice odiezou a v suchych,
vzdu$nych prostorach se uloZi k Uplnému dozrani.“ Plody se nasledné zbavi chmyru.
Takto upravenda droga je pripravena k pouziti. Je bez zapachu a hotké chuti. (2)

Plody se vyuZzivaji bud’ ve formé odvaru nebo jako prasek i tinktura. (6)
3.1.4 Obsahové latky

Nejvice cenénou slozkou této 1éc¢ivé rostliny je smés flavonolignanii zndma
jako silymarin. Nejedna se tedy jen o jednu slouceninu, ale sestava z komplexu
nékolika ucinnych latek. (9) Silymarin je obsaZen v plodech této rostliny v mnozstvi
1-3 %. (7) Silymarinovy komplex je jedna znejstudovanéjsich rostlinnych
obsahovych latek viibec a jeho ucinky se zabyvalo jizZ nesCetné mnozstvi védeckych
studif, ackoli jeho pfesny mechanizmus tc¢inku nebyl dosud zcela iplné popsan. (9)

PrestoZe je ostropestiec maridnsky jednou znejdéle tradicné pouZzivanych
l1é¢ivych rostlin v Evropé, obsahové latky zodpovédné za jeho blahodarny ucinek
byly studovany teprve relativné nedavno. (7) Chemicka struktura silybinu byla napft.
identifikovana az v roce 1975. (10)

Jak jiz bylo receno, silymarinovy komplex je smési flavonolignanti. Chemickym
sloZzenim se jedna o polyfenoly. Komplex je sloZen z nasledujicich latek - silybin,
isosilybin, silychristin a silydianin. Tyto latky tvofi izomerickou smés. (11) Za
nejaktivnéjsi slozku je povazovan silybin (syn. silibinin), ktery je zde také obsahové
nejvice zastoupen, konkrétné z 60 - 70 %. (12) Silybin je smési dvou
diastereoizomerti A a B v poméru priblizné 1:1. (4)

DalSimi flavonolignany nalezenymi v semenech této rostliny jsou dehydrosily-
bin, deoxysilychristin, deoxysilydianin, silandrin, silybinom, silyhermin a
neosilyhermin. Neopomenutelnou sloZkou palety obsahovych latek jsou flavonoidy
taxifolin, apigenin a silybonol a také hotciny, silice a biogenni aminy. Soucasti plodi
je také cca 20 % oleje sloZzeného z fosfolipidi, kyseliny linolové, olejové, myristové,
palmitové a stearové (5; 10; 11). DalSimi slozkami plodd jsou kvercetin,
dihydrokempferol, kempferol, naringenin, eriodiktin, chrysoeriol, 5, 7 -
dihydroxychromon, dale steroly stigmasterol, kampesterol a sitosterol. (2; 11)
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3.1.5 Biosyntéza silymarinu a jeho chemicka struktura

Silymarinovy komplex lze ziskat extrakci primo z rostliny nebo explantatové
kultury nebo ho lze ptipravit biosynteticky.

Zakladnimi reak¢nimi sloZkamibiosyntézy silymarinového komplexu je
konyferylalkohol a flavanol taxifolin. Tohoto poznatku lze vyuZit napr. ke zvySovani
produkce flavonolignanli u explantatovych kultur Silybum marianum, a to
pridavkem koniferylalkoholu vazaného napft. na cyklodextrin do Zivného média. (5)

Slozky silymarinového komplexu mohou byt tedy biosyntetizovany oxidacni
reakci taxifolinu a konyferylalkoholu, a to za katalyzy enzymu peroxidazy.
V priibéhu reakce vznikaji vysoce reaktivni radikaly, které se mezi sebou nasledné
paruji. Dochazi tak k reakci mezi volnymi radikaly vznikajicimi z flavanolu taxifolinu
a konyferylalkoholu. Produktem tohoto retézce reakci je silybin. Tento zpiisob
ziskavani silymarinu je vSak znac¢né narocny, a tudiZ se s nim v praxi v podstaté
nesetkame. (10)

Viz Obrazek 1 Biosyntéza silybinu

Spolec¢nou strukturou vSech flavonolignani je tedy skelet sloZeny z taxifolinu a
konyferylalkoholu, tvoricich oxeranovy kruh, ktery je nosi¢em biologické aktivity.
Otevienim tohoto kruhu se biologickd aktivita ztraci. Pouze silybin a isosilybin
obsahuje ve své strukture 1, 4 - dioxanovy kruh. (5; 10) Silydianin ma komplexné&;jsi
strukturu tvorenou intramolekularni cyklizaci. (10)

Viz Obrazek 2 Chemickd struktura silymarinového komplexu
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Obrazek 1 Biosyntéza silybinu
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Obrazek 2 Chemickd struktura silymarinového komplexu
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3.1.6 Prokazané ucinky ostropesti-ce marianského

3.1.6.1 Hepatoprotektivni a choleretickd aktivita

Jak jiZ bylo receno, ostropestfec mariansky je jiZ po cela staleti pouZivan na
1é¢bu jaternich onemocnéni a chorob Zlu¢niku pro své choleretické (zvySeni tvorby
Zluci) a cholagogni (urychleni vyluc¢ovani Zluci) plsobeni. Navic plisobi mirné
spazmolyticky. (6) Jatra jsou klicovym organem metabolizmu a eliminace toxing,
neni proto divu, Ze je pro tento ucinek ostropestiec mariansky tolik cenény. (13)
V mnoha védeckych studiich byla prokazana jeho hepatoprotektivni aktivita, je tedy
s oblibou pouZivan u postiZeni jater toxiny a u akutnich, ale i chronickych
zanétlivych jaternich onemocnéni. Tento hepatoprotektivni Gcinek silymarinu mize
byt vysvétlen jeho antioxida¢ni aktivitou na zakladé chemické struktury, jejiz zaklad
tvori fenol. (10) Silymarin zlepSuje hodnoty jaternich testli, priznivé ovliviiuje
zejména hladinu alaninaminotransferazy v krvi. (4)

Mechanizmus plisobeni silymarinu na jaterni tkan nebyl dosud plné
prozkouman, ale predpoklada se, Ze plisobi nékolika mechanizmy najednou. (12)

Jednim z moznych mechanizmi ucinku je jeho stabilizujici vliv na membranu
hepatocytli, ¢imz brani vstupu toxinl do buiiky a jejich naslednému skodlivému
plisobeni. Tim se vysvétluje napft. icinek silymarinu p¥i otravé jedovatymi houbami
a toxiny, ale i pri virové hepatitidé, kdy tento membranu stabilizujici vliv
znemoznuje prinik viru do bunky. (12)

Dal$im mechanizmem je podpora regenerace jaterni tkané tim, Ze zvySuje
aktivitu enzymt, konkrétné stimuluje jadernou polymerazu A a tim zvySuje syntézu
ribozomadlnich proteini. (12) Tato schopnost byla prokizana zejména u silybinu a
silychristinu.

Dal$im zndmym mechanizmem uc¢inku je antioxida¢ni piisobeni spocivajici ve
vychytavani volnych radikalti a ochrané hepatocyti pired oxidacnim stresem. (4)

3.1.6.2 Protirakovinné iicinky

Protirakovinna a chemoprotektivni aktivita silymarinu je v poslednich letech
jednim z center zajmu védeckych studii zabyvajicich se tcinkem silymarinového
komplexu. Silymarin se ucastni regulace procesii apoptoézy a ovliviiuje aktivitu
regulatori bunécného déleni, ma tedy schopnost ovliviiovat nerovnovahu mezi
procesy bunécné apoptézy a bunéénym prezivanim. Tohoto Ucinku se da vyuZit pti
terapii urcitych typi rakoviny. Efekt byl prokdzadn napf. u rakoviny prostaty,
pricemZ nejvyssi aktivitu v této indikaci prokazal isosilybin B. (10; 13) Roli zde hraje
také jeho antiandrogenni a antiestrogenni aktivita, na zakladé které muze silymarin
ovlivnit hormon dependentni nadory. Ué¢inek byl dale pozorovan u rakoviny
mocového méchyte a u rakoviny kiize. (5)

Nadéjné vyuziti by mohl mit silymarin také v kombinaci s chemoterapii, kde
plisobi svou antioxidac¢ni aktivitou a chrani tak zdravé tkané pred cytostatiky, které
zplisobuji oxidativni stres a plisobi hepatotoxicky. (5) V kombinaci s metotrexatem
snizuje hodnoty jaternich testii a eliminuje tak nezadouci tcinky metotrexatu na
jaterni tkan (5), vkombinaci s cisplatinou zase sniZuje jeji nefrotoxicitu (14).
Silymarin muze na zakladé své antioxidacni aktivity plisobit také kardioprotektivné,
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¢ehoz se da vyuZzit v kombinaci s doxorubicinem, jehoZ terapeuticka aplikace je kvili
jeho kardiotoxicité zna¢né omezend. V kombinaci se silymarinem by vSak mohl byt
jeho negativni vliv na kardiocyty potlacen a tak by mohl byt nasledné vyuzivan jeho
terapeuticky potencial. (5)

3.1.6.3 Protizdanétliva aktivita

Silymarin plisobi protizanétlivé na zakladé nékolika mechanizmi. Roli zde
hraje jeho antioxida¢ni aktivita, membrany stabilizujici efekt a v neposledni radé
také jeho schopnost inhibovat produkci medidtorti zanétu, napt. Kkyseliny
arachidonové a jejich metabolit{i, napt. cestou inhibice 5 - lipoxygenazy. (10)

3.1.6.4 PouZiti v dermatologii a kosmetice

Antioxidac¢ni aktivita silymarinu miZze byt vyuzita také po jeho topické aplikaci
jako ochrana proti ultrafialovému zareni A i B. Toto zareni je silymarinem ucinné
eliminovano a chrani tak ktzi pted poskozenim slune¢nim zarenim a rakovinou
kiiZze. Jeho efekt mliZe byt tedy vyuzit jako ochrana pired spalenim pokozky
slune¢nim zarenim a jako prevence rakoviny ktize. Silymarin dokaze po jeho topické
aplikaci eliminovat Skodlivé ucinky UV zateni, jako je zCervenani a podrazdéni
pokozKky, ale i poskozeni DNA. (5)

Zevné se také ostropestiec mliZze uplatnit v 1é¢bé hemoroidi, kirecovych zil a
bércovych viedi. (2)

3.1.6.5 Efekt na produkci prolaktinu

Ostropestfec maridnsky se tradicné pouziva u kojicich matek ke zvySeni
produkce mléka na zakladé stimulace hormonu prolaktinu. Po peroralni aplikaci
silymarinu se prokazatelné zvySuje hladina prolaktinu v krvi a dochazi ke stimulaci
produkce matei'ského mléka. Tento efekt pretrvava jesté 2 meésice po ukonceni
uzivani ostropestrce. (10)

3.1.6.6 Vliv na gastrointestindlni trakt a diabetes

Silymarin neptlisobi blahodarné pouze na cinnost jater a zlucniku, ale také
pankreatu tim, Ze dokaze urychlit obnovu jeho Cinnosti po intoxikacich. Pro své
ucinky na pankreas piisobi pozitivné i piti diabetes mellitus, jelikoz ma schopnost
zvySovat produkci inzulinu a sniZovat tak hladinu glukézy v krvi a chranit télo pred
gluk6zovym stresem. Navic dokaZze silymarin také stimulovat aktivitu
antioxidacnich pankreatickych enzymt - glutathionperoxidazy, superoxiddismutazy
a katalazy. (5; 15)

Silymarin predstavuje novou nadéji v terapii diabetu nejen proto, Ze zvySuje
hladinu inzulinu, ale zaroven stimuluje regeneraci ¢innosti pankreatu. (5) Navic byl
studovan jeho pozitivni efekt pri 1écbé diabetické nefropatie, u které dokaze snizit
oxidativni stres a potlacCit zanét. V kombinaci s inhibitory angiotenzin konvertujiciho
hormonu (ACEi) nebo sartany by tak mohl silymarin tvofit vhodnou 1é¢bu
diabetické nefropatie. (16)

3.1.6.7 Neuroprotektivni aktivita

Silymarin by mohl byt vyuzivan jako prevence neurodegenerativnich
onemocnéni, na zakladé jeho antioxidaCni aktivity, ale i dosud neznamych a ne
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dostate¢né prostudovanych mechanizmi dc¢inku. Silymarin prokazal efekt u nemoci
jako je roztrousSenad skleréza, Parkinsonova a Alzheimerova choroba. (5) Bylo
prokazano, Ze dokaze omezit tvorbu f-amyloidu, jehoZ akumulace je typicka pro
Alzheimerovu chorobu. Silymarin ma dale schopnost ovliviiovat typické zmény
v mozku, které se objevuji pfi Parkinsonové chorobé, jako je sniZeni dopaminergni
aktivity a ztrata dopaminergnich neuronii v substantia nigra. Dokaze totiz zvySovat
hladinu dopaminu tim, Ze inhibuje monoaminooxidazu B. (17)

3.1.6.8 Ostatni

Aktivita silymarinu byla studovdna také u astmatu, kdy tato smés latek
dokdzala omezit bronchospazmus navozeny bronchidlni hyperreaktivitou vici
antigenlim. Mechanizmus tohoto uUcinku neni dosud presné prozkouman, ale
predpoklada se, Ze podstatou by mohlo byt sniZeni alergenniho piisoben{ histaminu.
(10) Dale se tento pozitivni efekt na bronchidlni hyperreaktivitu vysvétluje
napriklad jeho schopnosti inhibovat uc¢inek kyseliny arachidonové a ptsobit tak
protizanétlivé nebo také jeho membranu stabilizujicim efektem. (5)

Dale byla prokazana jeho imunostimulacni aktivita na zakladé antioxida¢niho
plisobeni. Dochazi tak k proliferaci bunék imunitniho systému. (10)

Pozitivni efekt byl také pozorovan u obsedantné kompulsivni choroby, kdy se
snizil pocet téchto epizod, navic bez vedlejsich nezadoucich ac¢inkd, na rozdil od
bézné pouzivanych antidepresiv. (10)

Byla prokazana jeho schopnost sniZovat hladinu cholesterolu vkrvi a
v souvislosti s tim i kardioprotektivni plisobeni. (5) Konkrétné byla tato schopnost
studovana u silybinu na zakladé inhibice 3 - hydroxy - 3 - methylglutaryl - koenzym
A reduktazy (HMGR), klicového enzymu v syntéze cholesterolu. Tento uc¢inek nebyl
prokazan pouze u silybinu, ale téZ u flavonoidu taxifolinu. (18)

Zajimavym objevem byla také schopnost silymarinu sniZovat lékovou
rezistenci, coz je velky problém zejména u cytostatik a antibiotik. Tento efekt se
vysvétluje schopnosti silymarinu interferovat sbunéénymi transportéry,
zodpovédnymi za bunécnou rezistenci, jakymi je napft. P-glykoprotein. Silymarin je
inhibitorem P-glykoproteinu a zabranuje tak efluxu lécivé latky (LL) ven z bunky a
sniZeni terapeutického ucinku. (5) Tento efekt byl prokazan napr. u
chemoterapeutika daunomycinu, kdy se prokazatelné pti jeho spole¢né aplikaci se
silymarinem zvysila koncentrace uvnitr burky. (19)

3.1.7 Indikace a pouziti silymarinu ve farmacii

Absorpce silymarinu po perordlnim podani je cca 23-47 %, maximalni
terapeuticka koncentrace je dosazena po 4-6ti hodinach a biologicky polocas latky
se pohybuje okolo Sesti hodin. (17) Moci se vylucuje jen nepatrné procento, vétSina
latky je z téla odstranéna ve formé konjugatu zludi. (20)

Silymarin ma tedy velmi nizkou biologickou dostupnost, danou Spatnou
rozpustnosti ve vodé. To znacné limituje praktické pouziti samotného silymarinu.
Presto bylo vyvinuto jiz nékolik 1é¢ivych pripravkil se silymarinem, jehoZ absorpce
byla zvySena farmaceutickymi technologiemi a pravami. Byla vyuzita napt. tvorba
komplexii slatkami zvySujicimi jeho rozpustnost ve vodé a uprava velikosti
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molekuly silymarinového komplexu frakcionaci. VyuZivda se také technologie
lipozomi a metod cilené distribuce do jaterni tkané a podarilo se téz vytvorit ve
vodé rozpustnou sil s megluminem - silibinin-meglumin. (21)

Priimérna denni davka silymarinu pfi jaternim onemocnéni se pohybuje kolem
420 mg/den. Terapie silymarinem je povaZovana za velice bezpe¢nou s minimem
nezadoucich acinkl. U citlivych jedincl se vSak mohou objevit gastrointestinalni
obtiZe nebo alergicka reakce, vyrazka a bolesti hlavy. (5; 10) Je vSak podstatné, Ze po
vysazeni silymarinu nezadouci d¢inky mizi. (20)

Nyni je na naSem farmaceutickém trhu registrovano 5 1écivych pripravki
s obsahem silymarinu. Jedna se o Flavobion®, Lagosu®, Legalon®, Silymarin AL® a
Simepar®. VSechny tyto 1écCivé pripravky jsou volné prodejné, kromé Lagosy a
Simeparu, jejichz vydej je vazan na lékarsky predpis. Indikace téchto lécivych
pripravki je obdobna - pomocna lécba chronické hepatitidy, jaterni cirhézy,
toxického poskozeni jater a poskozeni jater alkoholem. (20)

Tablety se za ucCelem zvySeni absorpce silymarinu uzivaji po jidle. Terapie by
méla byt dlouhodoba a miZe trvat od 3 mésicti po 1 rok. (20)

3.2 Explantatové kultury

3.2.1 Z historie

Pocatek vyzkumu a vyuZivani rostlinnych explantatl se datuje ke konci 19.
stoleti, kdy Schleiden a Schwann pftisli s objevem, Ze buiika je zdkladnim stavebnim
prvkem vsech zivych organizmil. Zastavaly nazor, Ze buiika se jako samostatna
autonomni jednotka dokaZe sama regenerovat do podoby celé rostliny, pokud ji jsou
poskytnuty vhodné podminky pro rast. (22) Dalsi vyvoj pokracoval studiem rastu
kalusti a jejich zkoumanim in vitro. Z védctli, ktefi se timto tématem zabyvali,
muizZeme zminit napi. Trécula, Vochtinga nebo Rechingera. (23)

Prvni védec, ktery uspéSné definoval zakladni podminky kultivace
explantatovych kultur, byl némecky védec Gottlieb Haberlandt, ktery se v roce 1902
rozhodl kultivovat jednotlivé buiiky izolované z listli. Buriky viditelné narostly, ale
po mésici kultivace zacaly odumirat, protoze kultivacni médium neobsahovalo latky,
které by stimulovaly bunécné déleni. I pies tento nevydareny konec je ale pravem G.
Haberlandt povaZovan za otce kultur explantatovych rostlin. (22; 23)

3.2.2 Definice

Pojmem explantatova kultura se rozumi takova rostlinna kultura, ktera je
péstovdna za stanovenych umeélych a aseptickych podminek v Zivném médiu,
pricemz jsou k tomuto ucelu pouzivany jen izolované casti rostliny, napr. jednotlivé
bunky, pletiva ¢i organy. (24) Jedna se tedy o produkci in vitro a ziskavaji se tak
klony materskych rostlin. (22) Rostliny totiZ maji vysokou regenerac¢ni schopnost a
1ze je tedy vypéstovat i za umélych podminek ze somatickych bunék, které obsahuiji
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kompletni genetickou informaci. Pro odvozeni explantatovych kultur je tedy mozné
vyuzit jakékoliv bunky zrostlinného organizmu. (24; 25) Jak jiZ bylo feceno,
podminKky ristu rostlinnych explantati jsou definované a kontrolované, upravuje se
zasobeni kultury Zivinami, pH média, okolni teplota, vlhkost a zasobeni svétlem.
Ovliviiuji se tedy podminky, které jsou prirozené pro riist mateiské rostliny. (22;
24)

Podle diferencovanosti pletiva pak rozliSujeme explantatové kultury organové,
tkanové (kalusové) tvorené soudrznym nediferencovanym pletivem, suspenzni
tvorené volnymi bunécnymi shluky a bunécné. (26) Pro naSi experimentalni praci
byly vyuZzivany kultury kalusové a suspenzni.

3.2.3 Typy rostlinnych explantati

Rostlinné explantaty lze rozdélit podle jejich pivodu, charakteru pletiva a
stupné organizovanosti na nékolik nasledujicich typi. Toto rozdéleni neni zcela
prresné, jelikoz hranice mezi jednotlivymi typy explantatii nejsou piresné vymezeny.
Navic jsou vétSinou tyto explantaty odvozovany jeden od druhého, tudiz spolu jejich
ptivod Uzce souvisi. (25; 26)

3.2.3.1 Kultury bunéénych protoplastii

Jedna se o jednotlivé bunky zbavené bunécné stény, které jsou obalené jen
cytoplazmatickou membranou. (25; 26)

3.2.3.2 Bunécné kultury

Tyto kultury tvori jednotlivé volné buriky. (26)

3.2.3.3 Kalusové kultury

Jde o zatim neorganizované shluky bunék, tvotici rostlinné pletivo. Pfirozené
se kalusové pletivo tvori na rostlinach po jejich poranéni nebo napadeni skidci,
proto se mu také rika pletivo hojivé. Kalusové kultury jsou v produkci in vitro jedny
z nejpouzivanéjSich. Mohou se vyuzivat k ziskavani klond rostlin nebo po jejich
rozmélnéni k pripravé suspenznich kultur. (27)

Kalusové kultury vétSinou pochazeji z rostlinnych pletiv sloZenych z jednoho
typu bunék. Vhodnym zdrojem mohou byt napriklad pletiva ziskavana z drené
stonkli mladych rostlin. Tato pletiva se premisti do zivného média a po
zdvojnasobeni az zCtyrnasobeni svého objem (po cca ¢tyrech tydnech) se tyto kalusy
mohou presadit do novych kultivacnich médii. Tato procedura se miize opakovat
nékolikrat. (27)

Pridavkem cytokinini a sniZzenim koncentrace auxinii v Zivném médiu lze
vyvolat u kalusovych kultur diferenciaci a tvorbu vyhonkd, které se posléze daji
vyuZit k regeneraci celé rostliny. (27)
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3.2.3.4 Suspenzni kultury

Suspenzni kultury se ziskavaji z kalust premisténim do nového zivného média
a naslednym rozdrobnénim. (22) Jedna se tedy o suspenze jednotlivych rostlinnych
bunék a malych bunécnych shlukili v tekutém médiu. Tyto suspenzni kultury se pfi
kultivaci vZdy umistuji na trepacku ci roler. (27)

3.2.3.5 Orgdnové kultury
Jedna se jiz o kultivované rostlinné organy, jako jsou koreny, vyhonky, listy a
dalsi rostlinné casti. (25)

3.2.4 Technika a podminky kultivace

3.2.4.1 Laboratorni zarizeni

Pro kultivaci rostlin in vitro je zapotiebi dostatecné laboratorni vybaveni.
Zejména je to pristroj ke sterilizaci laboratorniho skla a kultivacnich médii
(horkovzdusny sterilizator, autoklav), dale box s laminarnim proudénim vzduchu
umoziujici aseptickou praci s explantatovymi kulturami a v neposledni radé
kultivacni mistnost zajistujici optimalni kultiva¢ni podminky. (24)

Jednotlivé suroviny pro pripravu kultivacnich médii je treba navaZovat na
analytickych vahach zajistujicich dostate¢nou presnost. Box slaminarnim
proudénim je vybaven HEPA filtrem, ktery umoznuje filtraci vzduchu a zachycuje
necistoty o velikosti aZ 0,3 pm s ucinnosti az 99,9 %. Pro praci s malym mnoZstvim
rostlinnych explantati vSak staci asepticky box vybaveny germicidni zarivkou. Ke
sterilizaci laboratorniho skla se pouZivd horkovzdusny sterilizator, ve kterém
teplota dosahuje az 140°C. K=zajiSténi dlouhodobé sterility je zapotrebi
vysterilizované pomicky zabalit do hlinikové folie. Dale se ke sterilizaci
laboratornich pomfticek pouziva autoklav, mnohem castéji je ale vyuzivan ke
sterilizaci kultivacnich médii. Principem je sterilizace horkou parou o teploté 121°C
za zvySeného tlaku 100kPa. (24)

3.2.4.2 Podminky kultivace

Rostlinné explantaty jsou péstovany in vitro vZzivném médiu za umélych
podminek. Tyto podminky jsou dany zejména schopnosti regenerace bunék, tkani
nebo organt, ze kterych kultury pochazeji. (22)

Velice dileZité je zejména sloZeni zivného média, obsahujici vSechny podstatné
ziviny dilezité pro rlGst mateiské rostliny. Jednd se zejména o makro- a
mikroelementy, vitaminy a dalS$i organické slouceniny. Nepostradatelny je také
pridavek rostlinnych regulatort a zdroj uhliku jako zakladniho stavebniho prvku.
Nejvice pouZivanym Zivnym médiem je Murashige a Skoog médium (MS médium),
které bylo pouZivano i pro tuto experimentalni cast. (22)

Jak jiz bylo reCeno, podstatnou roli hraji regulatory rostlinného ristu pridané
do zZivného média. Volba typu a mnoZstvi rostlinného regulatoru zavisi zejména na

druhu rostliny a na typu kultivovanych bunék ¢i tkani. Nejvice pouZivanymi
ristovymi regulatory jsou auxiny a cytokininy. Vys$si koncentrace auxini vede

21



napriklad k diferenciaci bunék v koreny, pro diferenciaci bunék ve stonky a vyhonky
se pouzivaji naopak cytokininy. (22) Neznamena to vsak, Ze by ke kultivaci stacilo
pouziti jen vysoké koncentrace jednoho zrilistovych regulatorli, zalezi spiSe na
vzajemném poméru koncentraci pouZitych regulatort a tvorba kultivacniho média
tak, aby obsah jednoho regulatoru optimalné prevySoval druhy. Vjiném pripadé
miiZe dojit az k usmrceni explantatové kultury. (25)

Dalsi dtilezitou podminkou kultivace je pH Zivného média, které by mélo byt
mirné kyselé, vétSinou vrozmezi 5,4-5,8. Toto pH pak ovliviiuje rlst rostlinné
kultury i aktivitu ristovych regulatord. (22) Rist explantatovych kultur ovliviiuje
také svételny rezim, tedy délka a intenzita osvétleni. Dale je diilezité dodrzovat
spravnou teplotu v kultiva¢ni mistnosti, kde jsou explantatové kultury uchovavany a
kultivovany. (23)

Nezbytnym piedpokladem pro kultivaci in vitro je také dodrZovani aseptickych
podminek, jelikoZ jen minimalni mnoZstvi zanesenych bakterii do Zivného média se
dokaze velice rychle reprodukovat, zejména diky zdroji sacharidt v zivném médiu, a
zahubit tak naristajici rostlinnou kulturu. Pracuje se tedy v prostiedi laminarniho
boxu, ktery tyto aseptické podminky zajiStuje. (25)

3.2.5 Rustové regulatory rostlin

Fytohormony jsou rostlinné hormony regulujici riist a vyvoj rostlin. Od
zivocisnych hormont se lisi mensi mirou specializace, a tudiZ se jeden fytohormon
ucastni vice bunéénych pochodd. Podobnosti ale je, Ze se vyskytuji v nepatrnych
mnoZstvich, ale i tato minimalni koncentrace staci k jejich vysoké biologické aktivité.
Podobny je i mechanizmus uUcinku, kdy je dilezita interakce rostlinného hormonu
s cilovym receptorem, ktery se nachazi bud’ v jadie a nasledné zvySuje nebo sniZuje
expresi gend nebo v cytoplazmé, kdy nasledkem interakce dochazi k uvolnéni
vapenatych ionti a nasledné k aktivaci nebo inhibici urcitych enzymi. Regulace
rostlinného ristu je tedy podminéna kaskaddou biochemickych reakci. (28)

Pro regulaci ristu explantatovych kultur neni podstatny jen vybér druhu
ristového reguldtoru, ale také jejich spravnd kombinace a vzajemny obsahovy
pomér. (23)

3.2.5.1 Auxiny

Auxiny jsou nejdéle zndmou a tudiZ i nejprostudovanéjsi skupinou rostlinnych
hormoni. V soucasnosti je zndmo mnoho druhi auxind, at' jiZ prirodnich nebo
chemicky syntetizovanych derivatd. Jedna se tedy o velmi rtiznorodou skupinu
fytohormoni. NejCastéji se v piirodé vyskytujicim druhem auxinu je Kkyselina
indolyl-3-octova (IAA). Co se tyce syntetickych auxinli, mezi nejcastéji vyuzivané
patii napt. kyselina indolyl-3-maselna (IBA), kyselina 2, 4 - dichlorfenoxyoctova
(2,4-D) a kyselina a-naftyloctova (a-NAO). (28; 29)

Podstatou mechanizmu d¢inku auxini je jejich zdporny naboj na postrannim
retézci (viz Obrazek 3 Kyselina indolyl-3-octovd). V rostliné je nalezneme ve vSech
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nadzemnich rostlinnych organech, zejména v rychle rostoucich, jako jsou pupeny
nebo nové vyhonky. Auxiny tedy v rostliné reguluji riist rostlinnych organti do délky
(tzv. ,dlouzivy rist“), pricemz velice zalezi na koncentraci téchto hormona. Urcita
koncentrace je optimalni pro rist pupend nebo stonki, jind zase pro vyvoj
kotenovych vyhonki. V piili§ vysoké koncentraci dochazi naopak k inhibici ristu
vSech rostlinnych organii. Dals$i ucinky auxind zahrnuji podporu zrani plodd,
diferenciaci vodivych pletiv a stimulaci riistu bunék a tedy i kalusii. (28)

Jejich praktickeé vyuZiti je napriklad v podpore zakofenovani a mnoZzeni rostlin,
k urychleni dozravani plodl a pfti kultivaci in vitro k podpore ristu kalust (23; 28;
29). V kultiva¢nich médiich byvaji auxiny nejcastéji vyuzivany spolecné s cytokininy,
kdy podporuji diferenciaci a organogenezi. (23)

Obrazek 3 Kyselina indolyl-3-octovd
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Zdroj: Setlik I, Seidlovd F., Santrii¢ek J. Fyziologie rostlin. Regulace riistu (28), vytvoreno
v programu MDL ISIS draw

3.2.5.2 Cytokininy

Dalsi skupinou ptirozené se vyskytujicich rostlinnych riistovych hormoni jsou
cytokininy. Chemicky se jedna o derivaty adeninu. Jednim z nejdéle znamych a
nejvyznamnéjsich zastupcl této skupiny je zeatin (6,4-hydroxy-3-methyl-trans-2-
butenylaminopurin), dalsi prirodni prakticky vyuzivany cytokinin je napt. 2iP (6 -
dimethylaminopurin). Podarilo se pripravit i cytokininy syntetické, pri¢emz
nejvyznamné;jsi a nejvice pouzivanou latkou je BAP (6 - benzylaminopurin). (28; 29)

Na rozdil od giberelint, jejichZ zdrojem jsou nadzemni, mladé ¢asti rostlin,
mistem tvorby cytokinini jsou naopak rostlinné Kkoreny, presnéji koienové
vrcholky. Prilezitostné se cytokininy mohou tvorit i v pupenech a hromadit se
v semenech, kde plisobi lokalné. (28; 29)

Hlavnim tc¢inkem cytokinind je podpora bunécéného cyklu a déleni bunék a
urychleni organogeneze. Dale potlacuji starnuti listi i celé rostliny tim, Ze zabranuji
predcasnému zaniku chloroplastii a zamezuji rozkladu bilkovin. Cytokininy jsou
také velice dulezité pii produkci rostlinnych kultur in vitro, kde spolecné s auxiny
ovliviiuji riist téchto kultur a bunécnou regeneraci. Prevazujici podil cytokininii nad
auxiny stimuluje tvorbu pupenti a naopak inhibuje rist kotrent. (28; 29)
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Cytokininy jsou tedy prakticky nejvice vyuzivany pti kultivacich rostlinnych
explantatd, kde se pridavaji do kultivacnich médii a podporuji zde regeneraci a riist
rostlinnych bunék, tvorbu rostlinnych vyhonkl a zarovein potlacuji vyvoj koreni.
(28; 29) Nejcastéji byvaji vyuzivany spolecné s auxiny. (23)

3.2.5.3 Gibereliny

V soucasné dobé je znamo jiz pres sto zastupci této skupiny ristovych
hormoni, priCemzZ nejstar$i znamou latkou je kyselina giberelovd (GAs). Ostatni
gibereliny dostaly nazvy podle poradi, vjakém byly objevovany. Mezi
nejvyznamnéjsi gibereliny patii GA1, GAs, GA4, GA7. VSechny gibereliny maji povahu
kyselin, pricemZ nosiem ucinku je tetracyklicky ent-giberelanovy skelet a
karboxylové skupiny lezici v poloze 7 a 19 (viz Obrazek 4 Struktura ent-
giberelanového skeletu). (28; 29)

Gibereliny se tvori vmladych a rychle rostoucich castech rostlin, napf.
v pupenech, semenech a listech. Posléze ovliviiuji rist stonki a vyhonki do délky a
prodluZzovaci rist vSech nadzemnich ¢asti rostlin, priCemz rist korenli byva
vétSinou potlaCen. Na stoncich pak vyvolavaji a urychluji kveteni, u semen podporuji
jejich kliceni. (28; 29)

Gibereliny se mohou vyuZzivat k dozravani plodi a kurychleni prechodu
rostliny do reprodukéni faze. Naopak byly vyvinuty inhibitory giberelini, které se
vyuzivaji k potlaceni ristu do délky a nechténému prodluzovani rostliny, napf.
v okrasném zahradnictvi. Jejich pridavek do kultivatniho média podporuje déleni
bunék a prodluzovani novych vyhonkl. (28; 29) Co se tyce organogeneze, tu
gibereliny vétSinou potlacuji. (23)

Obrazek 4 Struktura ent-giberelanového skeletu

Struktura ent-giberelanového skeletu,
slozeného z kruhu A, B, C, D

Zdroj: Setlik I, Seidlovd F,, Santrii¢ek J. Fyziologie rostlin. Regulace riistu (28), vytvoreno
v programu MDL ISIS draw

3.2.5.4 Kyselina abscisovd (ABA)

Tento ristovy regulator je vyznamny pro rostlinu zejména v nepiiznivych
podminkach a ve zvySené mire se vytvaii v obdobi stresu. Je tedy dulezity pro
odolnost rostliny. ABA obsahuje chiralni centrum na uhliku ¢islo jedna, miiZe se tedy
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nachazet ve dvou enantiomernich formach, pricemz biologicky aktivni je cis-izomer
(viz Obrazek 5 cis-ABA). (28)

ABA se v rostliné tvori v kotfenovych vrcholcich a ve vSech nadzemnich ¢astech
ovlivnénych nedostatkem vody, kde zabranuje jeji ztraté priduchy. ZvysSena
koncentrace ABA ma tedy vliv na uzavirani priduchi a nasledné sniZeni transpirace
rostliny vede k ochrané pred jejim vysuSenim. Dale ma tato kyselina schopnost
chranit rostlinu proti nepfiznivym vliviim prostiedi (napf. nadmérnému suchu,
prehnojeni pldy a mrazu) na zakladé zvySovani odolnosti cytoplazmatické
membrany a tudiZ chrani bunky pred témito Skodlivymi ucinky. (28)

Co se tyce ovlivnéni rostlinného riistu, vlivem této kyseliny dochazi ke zvySené
tvorbé kotrenového vlasnéni pii potla¢eni riistu nadzemnich rostlinnych organd.
Dale se uplatnuje pii dozravani semen, kdy je chrani pred neZadoucimi ztratami
vody a ndaslednou dehydrataci. Neméné dilezitym ucinkem ABA je podpora
dormance rostliny, konkrétné pupend a semen, vzimnim obdobi tim, Ze zvySuje
syntézu etylénu v rostliné a podporuje tak opad listd a kvéth. (28) Jeji pridavek do
Zivného média je dlilezity pro podporu somatické embryogeneze. (23)

Obrazek 5 cis-ABA
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Zdroj: Setlik I, Seidlovd F,, Santrii¢ek J. Fyziologie rostlin. Regulace riistu (28), vytvoreno
v programu MDL ISIS draw

3.2.5.5 Etylen

Tento plynny uhlovodik je také ptirozenym produktem rostlin. Je vytvaren
témeér ve vSech rostlinnych organech, zejména v téch rychle rostoucich, ale nejvétsi
mnozstvi se syntetizuje vplodech pri jejich dozravani. Je biosyntetizovan
z aminokyseliny methioninu, pricemz ke zvySené produkci dochazi stejné jako u
kyseliny abscisové v obdobi stresu pro rostlinu. (28)

Typickymi ucinky etylenu je tzv. ,troji reakce: inhibice prodluzovaciho ristu,
stimulace radialniho ristu a porucha gravitropické reakce“, podporuje tedy
zmohutiiovani stonku. Ovliviiuje také starnuti rostliny a opad listd, kvétd a plodi.
(28)

3.2.5.6 Polyaminy
Tyto fytohormony maji vliv zejména v obdobi rychlého rostlinného ristu,

podporuji kliceni a déleni bunék. (28) Ut¢inek polyaminti velmi tzce souvisi
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s uCinkem etylenu. Polyaminy ovliviiuji hladinu etylenu v rostlinném organizmu,
predpoklada se tedy ¢astecné spole¢ny mechanizmu ucinku. (23)

3.2.5.7 Kyselina jasmonovd

Tato latka ma ponékud odlisné vlastnosti neZ ostatni fytohormony, potlacuje
totiZ rist rostliny a jeji kliceni. Podobné jako Kkyselina abscisova a etylen se
vrostliné syntetizuje v obdobi stresu a produkce se také zvySuje se starnutim
rostliny. (28)

3.2.5.8 Brassinosteroidy

Jak jiZ nazev napovida, jedna se o latky steroidni povahy. Tyto fytohormony
podporuji mnoZeni bunék, prodluzovani stonku a rist rostliny. (23; 28) V produkci
in vitro jsou zatim jejich uc¢inky jen zkoumany a nemaji dosud praktické vyuziti. (23)

3.2.6 Kultiva¢ni média

Velice diilezitou podminkou riistu explantatovych kultur je jejich dostatecné
zasobeni Zivinami, které nartstajici rostlinna kultura Cerpa z Zivného média. (29)
Dale je kultivatni médium zdrojem nepostradatelnych rastovych hormont. (23)
SloZeni média tedy piimo ovliviiuje riist explantatovych kultur. Navic je toto sloZeni
uzce specifické pro rtizné typy rostlinnych kultur podle jejich ptivodu. Musi se brat
tedy zretel nejen na druh matefské rostliny, ale i na rostlinny organ, z kterého
kultura pochazi. (29)

Obecné jsou kultivacni média slozena z makroelementli, mikroelementd,
vitaminli, aminokyselin, zdroje uhliku a dusiku, riistovych reguldtori a dalSich
organickych sloucenin, zejména cukri jako zdroje energie. Soucasti kultivacniho
média o koncentraci vyssi nez 0,5 mmol/] jsou povaZovany za makroelementy a
slozky o koncentraci pod touto hodnotou za mikroelementy. (23; 29)

Mezi zakladni typy kultivacnich médii, které se v soucasnosti nejvice pouZzivaji,
patifi MS médium, Linsmaier a Skoog médium (LS médium), Gamborg médium (B5
médium) a dale napft. Nitsch a Nitsch médium (NN médium). (29)

3.2.6.1 SlozZeni kultivaéniho média

Makroelementy

VSechny rostlinné organizmy jsou slozeny ze zadkladnich chemickych prvkd,
jako je uhlik, kyslik a vodik a dalSich makroelementt, napt. dusiku, drasliku, fosforu,
horciku, siry a vapniku.

Rostlina potiebuje pro sviij spravny vyvoj jako zdroj alespont 25-60 mmol/1
anorganického dusiku. Draslik je podstatny pro spravny bunécny rist a je rostlinou
vyzadovan v koncentraci 20 az 30 mmol/l. Ve vétSiné Zivnych médii je obsazen ve
formé dusi¢nanti nebo chloridd. Nejvhodnéjsi koncentrace zbylych makroelementg,
jako je fosfor, hor¢ik, sira a vapnik je v rozmezi 1-3 mmol/1. (29)
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Mikroelementy

Mezi zakladni mikroelementy dilezité pro rostlinny riist a vyvoj patii bor (v
koncentraci 25-100 pmol/1), mangan (20-90 pmol/1), méd (0,1 umol/1), molybden
(1umol/1), zinek (5-30 umol/l) a Zelezo (1umol/l), pricemZ nejpodstatnéjsi
z mikroelementd pro vyvoj rostliny je pravdépodobné Zelezo. Zelezo se v Zivnych
médiich navzdory jejich Spatné rozpustnosti vyskytuje vétSinou ve formé soli jako
citrat nebo tartarat. Spatna rozpustnost téchto soli miZe byt feSena tvorbou chelatu
s etylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA). Dal$Simi prvky, které se mohou
pridavat k podpofe rlistu explantatovych kultur do specifickych kultiva¢nich médii,
jsou jod, chlér, kobalt a sodik. (29)

Zdroj uhliku

Jako zdroj uhliku a zaroven energie se v kultivacnich médiich hojné vyuziva
sacharéza (v koncentraci 2-5 %) nebo dal$i sacharidy, jako je glukdza, laktéza,
galakt6za, maltoza. (29)

Vitaminy

Vitaminy maji podstatnou roli v katalyze rostlinnych enzymatickych procesti a
jsou dilezité pro bunécny rist. Pro kultivaci in vitro je v Zivnych médiich nejvice
vyuzivan thiamin (vitamin B1), pyridoxin (vitamin B6) a kyselina nikotinova
(vitamin B3). Thiamin je esencidlni pro rist vSech rostlinnych bunék a pouziva se
v koncentracich 0,1-10 mg/l. Ackoli pyridoxin a kyselina nikotinovd nejsou pro
bunécény rist esencialni, casto se do kultivatnich médii pridavaji, a to
v koncentracich 0,1-10 mg/] pyridoxinu a 0,1-5 mg/1 kyseliny nikotinové. (29)

V zZivnych médiich se mohou vyuzivat i dal$i vitaminy, jako je napf. biotin,
kyselina listova, kyselina pantothenova, kyselina askorbova (vitamin C) a tokoferol
(vitamin E). (29)

Myo-inositol

Tento sacharid je pridavan v nizkych koncentracich 50-5000 mg/1 do vétSiny
kultivacnich médii k podpofe bunééného rlstu. V buiice se rozkladd na kyselinu
askorbovou a pektiny a zabudovava se do fosfatidylinositolti a fosfoinositidi a je tak
podstatny pro bunécné déleni. (29)

Aminokyseliny

Aminokyseliny predstavuji pro rostlinu velice dtlezity zdroj dusiku, a ackoliv
si je vétSina rostlin schopna tyto latky syntetizovat sama, jejich pridavek do
kultiva¢niho média ovliviiuje piiznivé rist rostlinnych explantatt. Ke kultivaci se
pouziva napf. hydrolyzat kaseinu (v koncentracich 0,25-1 g/l), L-glutaminu (8
mmol/1), L-asparaginu (100 mg/1) a adeninu. (29)

Ostatni organické slouceniny

Pridavek nékterych prirodnich latek muze také pozitivné ovlivnit rast
explantatovych kultur. Jedna se napft. o kokosové mléko a kvasni¢ny nebo sladovy
extrakt. (29)

Solidifikacni prisady

Ke zpevnéni kultivacnich médii se mliZze vyuZivat napt. agar, agar6za nebo
guma gellan. Nejcastéji pouzivanou prisadou k pripravé polotuhych a tuhych médii
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je agar, a to v koncentracich 0,8-1 %. Jeho vyhodou je, Ze se za zvySené teploty (v
rozmezi 60-100°C) dobfte rozpousti ve vodé a za bézné laboratorni teploty tuhne.
(29)

Ristové regulitory

Viz kapitola 3.2.5 Riistové reguldtory rostlin

3.2.6.2 Priprava kultivacniho média

Spravnost ptipravy Zivného média je velmi dillezitym krokem pri kultivaci
rostlinnych explantatd, jelikoZ ptimo ovliviiuje rist téchto kultur. Spatna priprava
kultiva¢niho média je Castou pric¢inou jejich nespravného ristu. (29)

Principem pripravy kultiva¢nich roztoki je redéni koncentrovanych zasobnich
roztoki v Cas potieby. Tyto zasobni roztoky se uchovavaji v lednici pti teploté 2-4°C.
Dilezitym krokem pripravy kultiva¢niho média je sterilizace, ¢imz se zabrani jeho
bakterialni kontaminaci. Ke sterilizaci se bézné vyuZziva autoklav a teploty okolo 115
- 135°C. Pro sterilizaci kultiva¢nich médii s termolabilnimi slozkami se miize vyuzit
bakterialni filtrace pies mikrofiltr s velikosti pért 0,22- 0,45 um. (29)

3.2.7 Vyuziti explantatovych kultur

Explantatové kultury rostlin jsou Siroce vyuZzivany pro ucely vyzkumu, ale i
napriklad v botanice, kde se pouZivaji ke Slechténi rostlin (26) nebo se vyuZivaji k
rychlému ziskani klonti ohroZenych druhi rostlin, a v neposledni fadé i ve farmacii,
kde se u téchto explantatovych kultur metodou elicitace zvySuje produkce
sekundarnich metaboliti. Metoda péstovani explantatovych kultur rostlin je velice
efektivni, jelikoZ se z malé Casti rostliny dokazi v kontinudlnim procesu ziskat tisice
explantatl. Dalsi vyhodou je jeji rychlost a moznost produkce po cely rok, bez
ohledu na ro¢ni obdobi, pocasi a uUrodnost piidy, jelikoZ podminky riistu jsou
neustale uméle udrzovany. (22)

3.3 Elicitace

Produkce 1écivych rostlin a zejména izolace jejich sekundarnich metabolitt
k 1é¢ebnym ucellim je znacné finan¢né i Casové narocna a ¢asto ne moc produktivni.
Organicka syntéza rostlinnych sekundarnich metabolitii neni mnohdy mozn3,
jelikoz se Casto jedna o slozité mnohastupniové biosyntetické reakce, coz by bylo pro
Ucely vyuziti v mediciné a farmacii finan¢né nednosné. Proto se hledaji metody,
které by izolaci LL usnadnily a urychlily a tim i ekonomicky zvyhodnily. (30) Jednou
z moznosti je vyuziti explantatovych kultur rostlin. Kultivace in vitro je jednodussi a
rychlejsi neZ péstovani celych 1é¢ivych rostlin a navic je mozno snadno sledovat a
ovlivitovat produkci jejich sekundarnich metabolitli. Tato produkce je vsak bohuzel
velmi nizk4 a mnohdy jesté mensi, neZ produkce LL mate¢nymi rostlinami. (30)

Pti kultivaci in vitro je samoziejmé poZadovano, aby produkce Zadoucich LL
byla co nejvyssi. Jednou z metod, jak zvySovat produkci sekundarnich metabolitt
rostlinnymi explantatovymi kulturami, je elicitace, kdy se vyuZiva vlivu tzv. elicitort
(stresorti). (30) Rist rostlin a tedy i produkce sekundarnich metabolitd totiz tzce
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souvisi s okolnimi podminkami, jako je napt. svétlo, zasobeni Zivinami a teplota.
Reakci rostliny na tyto stresové podminky je kaskdda metabolickych reakci, do
kterych jsou zapojeny nékteré chemické latky, tzv. signalni molekuly, jako napf.
ABA, kyselina jasmonova a salicylova, polyaminy, vapenaté ionty a oxidy dusiku. Je
znamo, ze tyto signalni molekuly mohou plisobit po jejich exogenni aplikaci jako
elicitory. MiZeme tedy pomoci téchto latek regulovat produkci sekundarnich
metabolitl u rostlinnych explantatovych kultur. (31) Této metody se pro produkci
sekundarnich metaboliti s oblibou vyuzivd zejména pro jeji jednoduchost,
ekonomic¢nost a nenaroc¢nost na prostory. (11)

Pii metodé elicitace se sleduje vliv rtiznych druhd elicitord o riznych
koncentracich pridavanych do kultivatniho média na produkci sekundarnich
metabolitli. Podstatou této metody je najit spravny elicitor o idedlni koncentraci pro
konkrétni druh rostliny, ponévadz explantatové kultury rtiznych 1écivych rostlin
reaguji na rtizné elicitory odlisSné. Dale je nutné sledovat dobu ptisobeni elicitoru, po
kterou produkce LL dale stoupa a urcit délku plisobeni, po které je produkce téchto
LL nejvyssi. (11; 30)

3.3.1 Elicitory

Elicitory jsou latky, které maji schopnost vyvolat u rostlinnych explantatovych
kultur hypersenzitivni reakci a zvySovat genovou expresi, ¢imZ se zvysi i produkce
sekundarnich metabolit. (30) Elicitory lze rozdélit podle ptivodu na biotické a
abiotické. (32)

3.3.1.1 Biotické elicitory

Biotické elicitory, jak jiZ ndzev napovidg, jsou prirodniho piivodu. Do této
skupiny lze zaradit polysacharidy, proteiny a konidie pochazejici z hub a jinych
patogennich organizml. Nékteré tyto elicitory jsou specifické pro produkci
konkrétnich sekundarnich metabolitdi, jako napt. sloucenina pochdazejici z houby
Armillaria mellea (vaclavka obecnd) zvySuje produkci alkaloidli, patogenni houba
Verticillium dahliae podporuje produkci fenolickych sloucenin a Botrytis sp. zvySuje
produkci terpenoidii. Oligosacharidy se vyuzivaji pro ziskavani saponind a
kvasnic¢ny extrakt pro akumulaci flavonoidt. (30)

Pro produkci sekundarnich metaboliti explantatové kultury Silybum
marianum byl prakticky vyuzivan napf. kvasni¢ny extrakt, cyklodextrin (7; 33),
chitin, chitosan, (33) a koniferylalkohol, jako prekurzor flavonolignant. (3)

Biotické elicitory jsou cCasto vyuZivané zvlasté pro jejich nizkou cenu,
minimalni nezadouci ucinky a vysokou efektivnost plisobeni na zvySovani produkce
sekundarnich metabolitt. (30)

3.3.1.2 Abiotické elicitory

Abiotické stresové faktory se obecné rozdéluji na fyzikalni a chemické. (32)
Mezi fyzikalni elicitory lze zaradit napt. UV zareni, extrémni horko nebo mraz a
prebytek svétla (31; 32), chemické elicitory predstavuji napr. téZké kovy a jiné
toxické slouceniny, jako napft. pesticidy, prebytek iontl v kultiva¢nim médiu, a tim
vyvolany osmoticky stres nebo naopak nedostatek Zivin, vody a kysliku. (30; 31; 32)
Mezi abiotické elicitory lze také zaradit jiZ zminovanou kyselinu jasmonovou,
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salicylovou a abscisovou, dale vapenaté ionty, polyaminy a rizné riistové regulatory.
(31)

Z abiotickych elicitori se pro produkci sekundarnich metaboliti Silybum
marianum in vitro jiz vyuZzivaly napt. methyljasmonat (7; 34), stiibrné ionty (33) a
v neposledni radé pyridinové derivaty, jako napf. paraquat (methylviologen) (11) a
derivaty pyrazinu a pyrazin-2-karboxylové kyseliny (12; 35).

Derivaty pyrazinu jako elicitory

Pyrazinové derivaty jako latky prirodniho pivodu hraji roli zejména jako
atraktanty, feromony a signalni molekuly. Jsou produkovany také nékterymi druhy
plisni, kdy maji antibakterialni a protiplisnovy ucinek. Prakticky se derivaty
pyrazinu vyuzivaji napft. vtabakovém primyslu a s oblibou se pridavaji také do
parfémi. (36)

Syntetické derivaty pyrazinu jsou pak mnohé dilezité LL. Jsou to predevsim
chemoterapeutika a antituberkulotika. Prikladem miiZe byt pyrazinamid (amid
kyseliny pyrazin - 2 - karboxylové), pouZivany k 1é¢bé mykobakterialnich infekci.
Perspektivné se kpouZiti jevi také chlorované pyrazinové derivaty. Derivaty
pyrazin-2-karboxamidu jsou zkoumdany pro sviij antimykobakteridlni ucinek,
nékteré latky piisobi také herbicidné a antibakterialné. VétSina téchto latek inhibuje
u rostlin produkci kysliku pti fotosyntéze. (36; 37)

Role pyrazinovych derivati jako elicitort rostlinnych explantatovych kultur se
zaCala intenzivné studovat v 70. letech minulého stoleti. Derivaty pyrazin-2-
karboxamidu byly jiz testovany jako elicitory explantatovych kultur Silybum
marianum k produkci flavonolignanti a flavonoidt anebo kultur Ononis arvensis. (36;
38) Schopnost zvysSovat produkci flavonolignani in vitro u rostliny Silybum
marianum byla prokazana jiZ u téchto pyrazinovych derivati:

N-(3-iodo-4-methylphenyl)pyrazin-2-karboxamid, (12)
N-(3-iodo-4-methylphenyl)-5-terc-butyl-pyrazin-2-karboxamid, (12)
5-terc-butyl-N-m-tolylpyrazin-2-karboxamid, (35)
N-(5-bromo-2-hydroxyphenyl)-5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-
karboxamid, (35)

e 5-(2-hydroxybenzoyl)-pyrazin-2-karboxamid. (38)

Vtéto diplomové praci byl jako elicitor pouzit 5-terc-butyl-N-(4-
chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamid (viz Obrazek 6), ktery byl nové syntetizovan na
Katedre farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv Farmaceutické fakulty HK.
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Obrazek 6 5-terc-butyl-N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamid
@)

I=

H3C —
N Cl

H,.C CH,

Vytvoreno v programu MDL ISIS draw

Sumarni vzorec: C16H18CIN30
Molekulova hmotnost: 303,79

Rozpustnost: etanol, DMSO (dimethylsulfoxid)
3.3.2 Mechanizmus piisobeni elicitori

Elicitory vyvolavaji v rostliné retézec obrannych reakci oznaCovanych jako
stresova reakce, kterou lze rozdélit do nékolika fazi. (32)

Prvni faze je tzv. poplachovd, ke které dochazi ihned po prvotnim kontaktu
elicitoru s rostlinou. Elicitor ovliviiuje bunéc¢né rostlinné struktury a pokud mira
jeho plisobeni neptekroci letdlni mez, rostlina dale preziva a jsou vyvolany dalsi
obranné reakce. Zacina tak druha faze stresové reakce, tzv. restitucni. Podstatou je
aktivace urcitych metabolickych pochodl v buiice. Rostlina se tak postupné stava
odolnéjsi viici plisobeni elicitoru a pirechazi do faze rezistence. Pokud by vSak bylo
plisobenti elicitoru nepretrzité a ptilis dlouhé, rostlina by se zacala postupné vlivem
neustalych stresovych faktori oslabovat a vycerpavat. Posledni faze stresové reakce
je tedy nazyvana faze vycerpdni. (32)

Kazda rostlina ma rlzny zpusob, jak se se stresovym plisobenim rozli¢nych
elicitorii vyrovnava, pricemz zalezi i na délce jejich pisobeni. Elicitor muze
vyvolavat, jak jiz bylo Feceno, zvySenou produkci urcitych sekundarnich metabolit.
Plsobeni elicitoru vsak miize vést i ke Kkliceni rostliny nebo tvorbé plodi.
Mechanizmus ptsobeni elicitorti neni tedy zcela jednotny, naopak se jedna spise o
velkou rozmanitost, ktera je dana jak druhem elicitoru, tak druhem rostliny, na
kterou plisobi. Stresova reakce je totiz vyznamné ovlivnéna rostlinnou genetickou
vybavou, ktera podminuje odolnost rostliny viici stresu. (32)

Spole¢nym znakem vétSiny stresovych reakci jsou vSak metabolické déje. Pres
znacnou rozmanitost lze tedy nalézt i nékteré podobnosti v adaptaci rostlin na
stresové faktory. Jedna se zejména o tvorbu a odstraniovani kyslikovych radikalg,
tvorbu proteind, stresovych fytohormona a osmoregulacnich latek (napt. cukri).
(32)
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3.3.2.1 Stresové proteiny

Vétsina rostlin rychle reaguje na pulsobeni stresovych okolnich faktort
syntézou proteinti, které se za normadlnich okolnosti v rostliné nevyskytuji (tzv.
stresové proteiny). Tvorba ostatnich proteintli, které rostlina bézné syntetizuje,
muze byt naopak potlacena. Nejintenzivnéjsi produkce téchto stresovych proteinti
byva nékolik hodin po zacatku vystaveni rostliny elicitoru. (32)

Syntéza nékterych typl stresovych proteind je vyvolana pisobenim nékterych
stresovych faktorii obdobné. Mluvime tak o stresovych proteinech nespecifickych a
jde napft. o molekularni chaperony, proteazy a ubikvitin. Jedna se tedy prevazné o
proteiny, které se bézné v rostliné vyskytuji, avsak za stresovych podminek se jejich
obsah v rostliné mnohonasobné zvysuje. (32)

Produkce urcitych stresovych proteinii je naopak uzce spojena s plisobenim
konkrétnich stresovych faktorii, jednd se tedy o stresové proteiny specifické.
Prikladem mohou byt proteiny indukované zvySenou teplotou - HSP (Heat Shock
Proteins) a proteiny indukované chladem (cold-induced proteins). Tyto proteiny
maji ¢asto schopnost chranit enzymy pred denaturaci. DalSimi priklady mohou byt
proteiny indukované dehydrataci (dehydratation-induced proteins), které se
syntetizuji napf. pri zasoleni plidy nebo proteiny indukované sniZenou koncentraci
kysliku - ASP (Anaerobic Stress Proteins) a proteiny indukované patogeny - PRP
(Pathogenesis-Related Proteins), tvorici velkou a znacné nejednotnou skupinu
stresovych proteint. Neékteré tyto proteiny maji specifické antivirové,
antibakterialni a protiplisfiové ucinky. (32)

3.3.2.2 Aktivni formy kysliku

Rostliny Casto reaguji na stresové podminky také tvorbou reaktivnich
kyslikovych radikald. Preménuji tedy nereaktivni atmosféricky kyslik na velice
reaktivni kyslikovou formu. Hlavni nebezpeci pro rostlinu tkvi v peroxidaci lipidg,
zejména téch membranovych. Tyto nebezpecné vedlejsi produkty mohou mit ale i
pozitivni dlohu jako signaly pri ur€itych stresovych situacich, kdy jsou zapojeny do
nékterych obrannych reakci. Pfimérenda tvorba kyslikovych radikalt miize mit také
ochrannou funkci na rostlinu svou protimikrobni ¢innosti. K tvorbé téchto radikalt
dochazi predevsim v chloroplastech a mitochondriich. (32)

32



4 PRAKTICKA CAST

4.1 Rostlinny material

K vypracovani diplomové prace byla pouzita kalusova a suspenzni kultura z
pasaze 64-69 rostliny Silybum marianum, (L.) Gaertn.

4.2 Pouzité pomicky a chemikalie

4.2.1 Pomicky

Analytické vahy Sartorius PRLT A13, Némecko
Autoklav PS 20, Chirana, CR

Box s laminarnim proudénim vzduchu Fatran LF, Vyrobni druZstvo Pokrok,
Slovensko

Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko
Filtrani papir
Horkovzdus$ny sterilizator Chirana SVS9/1, CR

HPLC Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko Kolona LiChrospher RP-18
250-4, sorbent Li Chrospher 5um

Laboratorni sklo

Mikrofiltry (0,45 um), Tessek, CR

Pipetovaci baldnek, Filip, Némecko

Predkolona Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrospher 5 pum
Pumpa Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

Su$arna HS 61A Chirana, CR

Té&snéni na vialky, LABICOM s.r.o. Olomouc, CR

Trepacka UNIMAX 2010, Heidolph Instruments, Némecko
Vialky, Labicom s.r.o. Olomouc, CR

Vodni lazen, typ 1042, GFL, Némecko
4.2.2 Chemikalie

Destilovana voda, Katedra analytické chemie, FaF UK HK, CR
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p. s., Lachema, CR
Dusi¢nan amonny, p. a., Penta, CR

Dusi¢nan draselny p. a., Lach-Ner, CR

Etanol 96%, Lachema, CR
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Glycin, Aldrich, USA

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko

Chlorid kobaltnaty p. a., (CoClz . 6H20), Lachema, CR
Chlorid vapenaty p. a., Penta, CR

Jodid draselny p. a., Lachema, CR

Kyselina borita p. a., Lachema, CR

Kyselina nikotinova, Lachema, CR

Kyselina o-fosfore¢na, Lachema, CR

Kyselina a-naftyloctovd, Sigma, USA

Metanol p. a., Lachema, CR

Molybdenan sodny, Lachema, CR

Myo-inositol, Fluka, §V}'Icarsko

Pyridoxin puriss, Koch-Light Laboratories, Velka Britanie
Sacharéza Cista, Lachema, CR

Siran hotecnaty p. a., Lachema, CR

Sfran manganaty p. a., Lachema, CR

Siran méd'naty p. a., Lachema, CR

Siran zine¢naty (ZnSO4 . 7H20), Lachema, CR

Siran Zeleznaty ¢isty (FeSO4 . 7H20), Lachema, CR
Supercista voda, Katedra analytické chemie, FaF UK HK, CR
Thiamin, Koch-Light Laboratories, Velka Britanie

5-terc-butyl-N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamid
4.3 Priprava pomiticek ke kultivaci

V pribéhu experimentu bylo pouZivano laboratorni sklo znacky SIAL, které je
odolné viici vysokym teplotam a chemikaliim. Rostlinny material byl kultivovan v
Erlenmeyerovych batikach o objemu 100 ml. V pripadé kultivace kalusovych kultur
byly do téchto banék pomoci pinzety vloZeny mistky vytvorené z filtra¢niho papiru.
Po naliti cca 30 ml Zivného média a prekryti hlinikovou félii byly takto pripravené
banky sterilizovany v autoklavu 15 minut pri 121°C a 100 kPa. Pro pasazovani byl
pouZit box slaminarnim proudénim vzduchu predem ocistény roztokem lihu a
vysterilizovany germicidni zarivkou.
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4.4 Priprava Zivného média

Zivné médium slouzi jako mineralni vyZiva a zdroj energie pro rostouci
explantatovou kulturu rostliny. Pro kulturu Silybum marianum se pouzivalo MS
médium s piidavkem 1ml (10 mg/ml) rstového stimuldtoru a-NAO.

Pro pripravu Zivného média se do odmérné bailkky o objemu 1000 ml
odmeéruje:

100 ml mikroelementq,

10 ml Zeleznatého komplexu,

1 ml mikroelementd,

1 ml glycinu,

1 ml vitamind,

1 ml ristového stimulatoru a-NAO.

VSe se promicha a ztedi destilovanou vodou na cca 500 ml.

Poté se na analytickych vahach odvazi:

30,0 g sachardzy,

0,100 g myo-inositolu,

1,000 g hydrolyzatu kaseinu.

Vse se prida do odmérné banky a micha se do rozpusténi jednotlivych sloZek.

Poté se doplni objem destilovanou vodou do 1000 ml po rysku.

Presné sloZeni MS média (mg/1)

Makroelementy:

KNOs3 1900,000
NH4NOs3 1650,000
CaClz. 2H20 440,000
MgSO4 . 7H20 370,000
KH2PO4. H20 170,000
Mikroelementy:

Naz;EDTA 37,340
FeSO4.7H20 27,840
MnSO4 . 4H20 22,300
ZnS04. 7H20 11,500
H3BOs3 6,200
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KI 0,830

Naz:MoOs. 2H20 0,250
CuSO4.5H20 0,025
CoClz . 6H20 0,025

Vitaminy a organické slouceniny:

Hydrolyzat kaseinu 1000,000
Myo-inositol 100,000
Sacharéza 30,000
Glycin 2,000
Kyselina nikotinova 0,500
Pyridoxin hydrochlorid 0,500
Thiamin hydrochlorid 0,100

4.5 Pasazovani

K pasazovani se pouzivaly kalusové kultury rostliny Silybum marianum
z predchozi kultivace (tzv. inokulum). Samotné pasazovani probihalo v boxech
s laminarnim proudénim vzduchu za sterilnich podminek. Narostlé casti kalusové
kultury se pomoci sterilnich pinzet prenesly do predem pripravenych 100 ml
Erlenmeyerovych banék s Cerstvym zivnym médiem. Kalusy se vkladaly do banék s
papirovymi muastky zfiltracniho papiru. Suspenzni kultury se pripravily
mechanickym rozmeélnénim kalusu pinzetou o stény baiiky pfimo v Zivném médiu
bez papirovych mistkl. Na zavér se banky opét zakryly hlinikovou f6lii. Suspenzni
kultury se umistily na tfepacku (s rychlosti 120 otadcek za minutu), ktera zajisStuje
provzdusnovani zivného média.

Kalusové kultury byly kultivovany po dobu 25 dnii. Suspenzni kultury se
ponechaly kultivovat po dobu 17 dnli. Témto kulturdm se zajiStovaly takové
podminky, které jsou prirozené pro rostlinu, ze které pochazeji - svételna perioda
zahrnujici 8 hodin tmy a 16 hodin svétla a stala teplota 25°C.

4.6 Priprava roztoku elicitoru

Jako elicitor se pouZival 5-terc-butyl-N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamid.
Navazka této latky Cinila 50 mg.

Pouzivaly se 3 roztoky tohoto elicitoru o rtiznych koncentracich:
C1=50mg/50ml (3,292.10-3 mol/1)
C2=5mg/50ml (3,292.10-* mol/l1)

36



C3=0,5mg/50ml (3,292.10-> mol/1)

Roztok o koncentraci C; se pripravil navaZenim 50 mg elicitoru a jeho
rozpuSténim v 50 ml etanolu 96%. DalSi koncentrace se ziskaly zredovanim
koncentrovanéjSiho roztoku a to nasledujicim zplsobem. Odpipetovalo se 5 ml
roztoku o koncentraci C1 do odmérné banky o objemu 50 ml a doplnilo po rysku
etanolem 96%. Ziskala se tak druha potiebna koncentrace Cz. Poté se 5 ml roztoku o
koncentraci C; prevedlo do dal$i odmérné banky o objemu 50 ml, ktery se opét

vV

Stejné jako v pripadé pasazovani se i pri pripravé roztoki elicitoru pracovalo
za sterilnich podminek v prostfedi laminarniho boxu a pouzivalo se sterilni
laboratorni sklo.

4.7 Elicitace

K elicitaci se pouzivaly 3 riizné koncentrace roztoku elicitoru, pricemz vliv
kazdé této koncentrace se zkoumal zvlast na suspenznich a kalusovych kulturach.

Pripravilo se cca 30 banék s narostlymi kulturami a kazda baika se oznacila
dobou planovaného odbéru vzorku - 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin. Pro kazdou dobu
odbéru se pouzilo cca 3-4 banék. Do cca Sesti banék se roztok elicitoru nepridaval a
jejich obsah se poté pouzil jako kontrolni vzorek.

Samotna elicitace se provadéla za aseptickych podminek v boxu s laminarnim
proudénim vzduchu. Pouzity byly kalusové kultury kultivované po dobu 25 dnti a
suspenzni kultury kultivované po dobu 17 dnt. Do kazdé barky se odpipetoval 1 ml
roztoku elicitoru, u suspenznich kultur primo do zivného média, u kalusovych kultur
na papirovy mustek. BEhem pokusu se pouzivaly sterilni laboratorni pomiicky.

Poté se bainky vratily zpét do kultivacni mistnosti a suspenzni kultury na
tirepacku. Po urcitych casovych intervalech (6, 12, 24, 72 a 168 hodin) se kultivace
ukoncovala. Kalusové kultury a prefiltrované suspenzni kultury se ponechaly pri
laboratorni teploté uschnout na filtraénim papite. Cast Zivného média se odebrala a
uschovala v mrazaku pro naslednou analyzu. Vysusené kalusové a suspenzni kultury
se nasledné pouZily ke stanoveni obsahu flavonolignanti a taxifolinu. Soucasné se po
24 a 168 hodinach odebiraly kontrolni vzorky bez pridavku elicitoru.

4.8 Priprava extraktii pro stanoveni obsahu

VysuSené vzorky kalusovych a suspenznich kultur se v tfeci misce rozdrobnily
na prasek, ktery se poté zvazil na analytickych vahach (viz Tabulka 1). Rozdrobnéné
kultury se extrahovaly dvakrat 10 ml metanolu 80% na vodni lazni pod zpétnym
chladicem po dobu 10 minut. Oba extrakty se spojily v odmérné barice o objemu 25
ml a doplnily metanolem 80% po rysku. RozmraZené roztoky Zivnych médii
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z jednotlivych dob kultivace se odparily na vodni lazni do sucha. Tyto odparky se
poté rozpustily v 10 ml metanolu 80%.

Takto pripravené extrakty se nasledné zfiltrovaly pres mikrofiltr o velikosti
pord 0,45 um a cca 1,7 ml roztoku se prevedlo do vialek. Tyto roztoky se poté
analyzovaly metodou HPLC.

Tabulka 1 Navdzky jednotlivych suspenznich a kalusovych kultur [g]

Doba odbéru Kalus Kalus Kalus | Suspenze | Suspenze | Suspenze
[hOd] C1 Cz C3 C1 Cz C3

6 0,1719 | 0,1585 | 0,3114 0,1422 0,1911 0,0625
12 0,1163 | 0,1937 | 0,3047 0,0962 0,1142 0,0431
24 0,0914 | 0,2234 | 0,2111 0,0841 0,1878 0,0826
Kontrola 24 0,1481 | 0,1135 | 0,1911 0,0282 0,0763 0,1233
48 0,1374 | 0,2534 | 0,1962 0,0909 0,0819 0,0539
72 0,1357 | 0,1824 | 0,3157 0,1622 0,1965 0,0540
168 0,0988 | 0,1980 | 0,2489 0,1443 0,0935 0,0899
Kontrola 168 | 0,1303 | 0,0755 | 0,1784 0,1016 0,1112 0,0473

Pozn. C; = 3,292.10-3 mol/l; C2 = 3,292.10* mol/l; C3= 3, 292.10-> mol/I

4.9 Stanoveni obsahu pomoci HPLC

4.9.1 Obecna charakteristika HPLC

Obsah flavonolignanti a taxifolinu v kalusovych a suspenznich kulturach byl
stanoven metodou HPLC. Jednd se o chromatografickou separa¢ni metodu,
vyuzitelnou pro stanoveni obsahu, cistoty i ke zkouskam totoZnosti. Pro stanoveni
obsahu se sleduje vyska (plocha) jednotlivych piki. (39; 40)

4.9.2 Parametry HPLC analyzy

Chromatograf: analyza jednotlivych vzorki kultury Silybum marianum byla
provadéna na chromatografické sestavé Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor
MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené predkolonovym filtrem a kolonou
LiChrospher RP-18 250x4 (5 pm) s ochrannou predkolonou.

Mobilni faze: eluent A - voda (supercistd) sobsahem 0,15 % kyseliny
fosforecné; eluent B - metanol (gradient grade) sobsahem 0,15 % kyseliny
fosforecné.

Eluce: eluce mobilni faze probihala nejdrive gradientové z 0 % metanolu a 100
% vody v Case t = 0 minut do 50 % metanolu a 50 % vody v ¢ase t = 5 minut. Poté
probihala eluce izokraticky z 50 % metanolu a 50 % vody do ¢asu t = 25 minut.
Mobilni faze obsahovala jako pufr vzdy 0,15 % kyseliny fosforec¢né.
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Detekce: detekce jednotlivych sloZzek vzorkd byla provedena pomoci DAD
detektoru v rozmezi vinovych délek 200 - 550 nm.

Stanoveni obsahu: obsah sledovanych latek byl stanoven vypocCtem z ploch
pikl pti vinové délce 288 nm. Obsah vSech latek byl stanoven metodou normalizace
a porovnanim s kalibra¢ni krivkou vytvorenou pomoci externé méreného standardu
téze latky.

Objem nastriku: 50 pl

Pritok: 1,4 ml/min
Teplota kolony: 25°C

Standardy: Silymarin

4.9.3 Kalibraé¢ni krivky

1. taxifolin Obrazek 7 Kalibraéni kfivka taxifolinu

x: koncentrace (mg/g)
y: plocha =
y:bx+a .

regresni koeficient: 0,9999 R

a=0 a4 )&
b=3,26361

) ¥

- 1.

3 a2y spas- T W
o
2. silychristin Obrazek 8 Kalibraéni kfivka silychristinu

x: koncentrace (mg/g) al R T <
y: plocha al
y=bx+a .::
regresni koeficient: 0,9999 ':’,A‘
a=0 & = Y
b = 3,26964 -l
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3. silydianin Obrazek 9 Kalibracni kfivka silydianinu

x: koncentrace (mg/g) :m: 7
y: plocha E
y:bx+a ; /
regresni koeficient: 0,9999 !:E , /
a=0 ; -
b =3,28186 y
4. silybin A Obrazek 10 Kalibraéni krivka silybinu A
x: koncentrace (mg/g) ; y 4
y: plocha 2
y=bx+a ii
regresni koeficient: 0,9999 i p
a=0 =
b = 3,26609 : Lg
5. silybin B Obrazek 11 Kalibraéni krivka silybinu B
x: koncentrace (mg/g) = P
y: plocha ::T;
y=bx+a E
regresni koeficient: 0,9999 :"‘3
a=0 : 5 7
b =3,26957 s
z .
1=
m% '
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6. isosilybin A Obrazek 12 Kalibraéni krivka isosilybinu A

x: koncentrace (mg/g) ” p
y: plocha 1:
y=bx+a i
regresni koeficient: 0,9999 E
220 £ » »
b =3,27665 W
- &
g 9 L L3 8 " ] "
-
7. isosilybin B Obrazek 13 Kalibraéni kiivka isosilybinu B
x: koncentrace (mg/g) .
y: plocha s AL
y=bx+a : :
regresni koeficient: 0,9992 X
a= O E t s
b =3,28158 i’. |
R - 3 .
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4.9.4 HPLC chromatogram standardu silymarinu

Obrazek 14 HPLC chromatogram standardu silymarinu

silychsistin

siybin B

wilybin A

taxitolin

= sihpdianin
Isosliybin A

Isosilybin B

4.10 Statistické zpracovani vysledkii

Ke statistickému zpracovani vysledkii byly pouzity hodnoty smeérodatné
odchylky a neparového t-testu.

Smérodatna odchylka je veli¢ina, kterd vyjadruje, jak se hodnoty lisi od
primérné (stiedni) hodnoty.

Funkce smérodatné odchylky je definovana vztahem:

L~ )2
s = Gi=y)

n—1

s - smérodatna odchylka
y; — hodnota sledované velic¢iny
y - primérna hodnota sledované veliciny

n - pocet ¢leni souboru

Ke zjisténi statistické vyznamnosti vlivu elicitoru na obsah flavonolignani byl
pouzit neparovy t-test rozdilu dvou primeéra.
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Testovacimu Kritériu prislusi t-rozdéleni se stupném volnosti vypocitaném
podle vzorce:

V= n1+n2—2

Vypoctend hodnota testovaciho kritéria se porovna s prislusSnou Kritickou
hodnotou t (v) p pro vypocteny stupeni volnosti v a zvolenou hladinu vyznamnosti p.
Je-li hodnota t vétSi nez hodnota t (v) p, je rozdil statisticky vyznamny na hladiné
vyznamnosti p. (41)

Byla provedena vzdy tfi paralelni stanoveni, proto pocet ¢lenti souboru je nq =
nz = n3, pocet stupint volnosti v = 4. Pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05 a
pro 4 stupné volnosti je tato kriticka hodnota testovaciho kritéria (t (v) p) rovna
2,78. Vysledky jsou statisticky vyznamné, je-li hodnota testovaciho kritéria vyssi nez
kriticka hodnota. (42; 41)

Pro vypocet hodnot testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 12, 24 a 48 hodinach
byla pouZzita kontrolni hodnota odbéru po 24 hodinach ptsobeni elicitoru, pro
odbéry 72 a 168 hodin kontrolni hodnota po 168 hodinach elicitace. K vypoctu
intervalovych odhadi stfednich hodnot a neparového t-testu byl pouzit program
TtestNMiS.
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5 VYSLEDKY

5.1 Obsah jednotlivych slozek silymarinového komplexu a taxifolinu [mg.
g1 DW] v kalusové kulture Silybum marianum pri pouZiti tirech riznych
koncentraci elicitoru

Tabulka 2 Obsah jednotlivych sloZek silymarinového komplexu a taxifolinu [mg.g 1 DW] v

kalusové kulture
Koncentrace Doba Taxifolin | Silychristin | Silydianin | Silybin A Silybin B | Isosilybin | Isosilybin | Silymarinovy
elicitoru elicitace [mg.gt! [mg.g?! [mg.g? [mg. gt [mg. gt A[mgg! | B[mgg! komplex
[mol/1] [hod.] DW] DW] DW] DW] DW] DW] DW] [mg.g1DW]

6 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0

Ciz 24 0 0,079 0 0 0 0 0 0,079
24K 0 0 0 0 0 0 0 0
3,292.10°3 48 0,364 0 0 0 0 0 0 0
72 0,221 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
168K 0 0 0 0 0 0 0 0

6 1,419 0,142 0 0 0 0 0 0,142

12 0 0,129 0 0 0 0 0 0,129

Cym 24 1,761 0,280 0 0 0 0 0 0,280
24K 0,064 0 0 0 0 0 0 0

3,292.10+ 48 0 0,099 0 0 0 0 0 0,099
72 0,466 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
168K 0,061 0 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0,064 0 0 0 0 0,064

12 0,353 0 0,140 0 0,131 0 0 0,271

Com 24 0,154 0,130 0 0 0 0 0 0,130
24K 0 0 0 0 0 0 0 0
3,292.10° 48 0,115 0 0 0 0 0 0 0
72 0,325 0 0 0 0 0 0 0

168 0 0 0 0 0,110 0 0 0,110
168K 0 0 0 0 0 0 0 0

Pozn. 24K, 168K = kontrolni vzorek; 0 = namérend stopovd mnoZstvi nebo nebylo detekovdno
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5.2 Obsah jednotlivych slozek silymarinového komplexu a taxifolinu [mg.
gl DW] v suspenzni kulture Silybum marianum pri pouZziti trech
rtiznych koncentraci elicitoru

Tabulka 3 Obsah jednotlivych sloZek silymarinového komplexu a taxifolinu [mg.g 1 DW] v

suspenzni kulture
Koncentrace Doba Taxifolin | Silychristin | Silydianin | Silybin A Silybin B | Isosilybin | Isosilybin | Silymarinovy
elicitoru elicitace [mg.gt [mg.gt [mg.gt [mg. gt [mg. g1 A [mgg! B [mg.g? komplex
[mol/1] [hod.] DW] DW] DW] DW] DW] DW] DW] [mg.g1 DW]
6 0,334 0,194 0 0 0 0 0 0,194
12 1,014 0 0,234 0 0 0 0 0,234
Ciz 24 0,208 0 0 0 0 0 0 0
24K 0 0 0 0 0 0 0 0
3,292.10°3 48 0,523 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
168K 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0
Cym 24 5,910 0,958 0 0 0 0 0 0,958
24K 0,050 0 0 0 0 0 0 0
3,292.10+ 48 5,189 1,618 0,253 0 0 0 0 1,871
72 1,903 0 0 0 0 0 0 0
168 0,588 0 0 0 0 0 0 0
168K 0,049 0 0 0 0 0 0 0
6 0,200 0 0 0 0 0 0 0
12 2,088 0 0 0 0 0 0 0
Com 24 0 0 0 0 0 0 0 0
24K 0 0 0 0 0 0 0 0
3,292.10° 48 0 0 0 0 0 0 0 0
72 0,148 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
168K 0 0 0 0 0 0 0 0

Pozn. 24K, 168K = kontrolni vzorek; 0 = naméiend stopovd mnoZstvi nebo nebylo detekovdno
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5.3 Obsah silymarinového komplexu [mg.g1 DW] v kalusové Kkulture
Silybum marianum pri pouZiti tfrech riznych koncentraci elicitoru a
statistické zpracovani vysledki

Tabulka 4 Obsah silymarinového komplexu [mg.g-1 DW] v kalusové kulture a statistické

zpracovani vysledkii

Koncentrace elicitoru | Doba elicitace Silymarinovy komplex Statisticky vyznamné zvysSeni
[mol/1] [hod.] [mg.g1 DW] obsahu flavonolignanti
6 0
12 0
24 0,079 £ 0,004 +
Ci= 24K 0
3,292.103 48 0
72 0
168 0
168K 0
6 0,142 + 0,008
12 0,129 + 0,007
24 0,280 + 0,014
C2= 24K 0
3,292.10 48 0,099 + 0,005 +
72 0
168 0
168K 0
6 0,064 + 0,004
12 0,271 +0,014
24 0,130 + 0,007
Co= 24K 0
3,292.10°5 48 0
72 0
168 0,110 + 0,006 +
168K 0

Pozn. 24K, 168K = kontrolni vzorek; 0 = namérend stopovd mnoZstvi nebo nebylo detekovdno; + =

doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni obsahu flavonolignanii dle nepdrového t-testu provedeného
v programu TtestNMiS; intervalovy odhad pro hodnotu 0,280 mg. g! DW po 24 hodindch elicitace
roztokem o koncentraci C; kdy byla produkce flavonolignanti nejvyssi, se pohybuje na hladiné

vyznamnosti 0,05 v rozmezi 0,248 < up - pua < 0,311.
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5.4 Obsah silymarinového komplexu [mg.g1 DW] vsuspenzni Kkulture
Silybum marianum pri pouZiti tfrech riznych koncentraci elicitoru a
statistické zpracovani vysledki

Tabulka 5 Obsah silymarinového komplexu [mg.g-1 DW] v suspenzni kulture a statistické
zpracovani vysledkii

Koncentrace elicitoru | Doba elicitace Silymarinovy komplex Statisticky vyznamné zvysSeni
[mol/1] [hod.] [mg.g1 DW] obsahu flavonolignanti

6 0,194+ 0,010 +

12 0,234+ 0,012 +

24 0

Ci= 24K

3,292.103 48

72

168

168K

12

24 0,958 £ 0,048 +

Ce= 24K

48 1,871 £ 0,094 +

3,292,104

72

168

168K

6

12

24

Cs= 24K

3,292.10-5 48

72

OO |0 |IC|C(OC(OC (OO |+ |O|+ |C|C]C|o|o(o o

168

168K

o

Pozn. 24K, 168K = kontrolni vzorek; 0 = namérend stopovd mnoZstvi nebo nebylo detekovdno; + =
doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni obsahu flavonolignanii dle nepdrového t-testu provedeného
v programu TtestNMiS; intervalovy odhad pro hodnotu 1,871 mg. g! DW po 48 hodindch elicitace
roztokem o koncentraci C; kdy byla produkce flavonolignanti nejvyssi, se pohybuje na hladiné
vyznamnosti 0,05 v rozmezi 1,657 < up - pa < 2,084.
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5.5 Obsah taxifolinu a jednotlivych sloZek silymarinového komplexu
[mg/100ml] v Zivném médiu kalusovych kultur Silybum marianum pri
pouziti tfech riiznych koncentraci elicitoru

Tabulka 6 Obsah taxifolinu a jednotlivych sloZek silymarinového komplexu [mg/100ml] v Zivném
médiu kalusovych kultur

Koncentrace
elicitoru
[mol/1]

Doba
elicitace
[hod.]

Taxifolin

[mg/
100ml]

Silychristin

[mg/
100ml]

Silydianin
[mg/
100ml]

Silybin A

[mg/
100ml]

Silybin B

[mg/
100ml]

Isosilybin

A[mg/
100ml]

Isosilybin

B [mg/
100ml]

Ci1=

3,292.103

6

0

12

0,220

24

(=]

24K

48

72

168

168K

Cz=

3,292.10

12

24

24K

48

72

168

e
=)

168K

C3=

3,292.10-5

6

12

24

24K

48

72

168

o|lo|o|o|lo|lo|Clo|o|o|o|o|oc|o|lo]o|o|lo|o|lo|o|lo|o

||| | || Q]| |o|c|lo|o|Q]o|o|c|o|o|oc|lo|o

168K

=}l Nol ol Jol Jol Naol N«] =l =l =) Nl ol ol Jol o] Jol ol Nol Jo}l Hol N ol B2 =]

o

OOOOOOOQOE‘OOOOOOOOOOOO

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO%OO

o

|l ool | ||| ||| |o|o|ojo|oc|lo|o|oc|o|o|o

||| | ||| ||| |o|o|o|Jo|oc|lo|o|oc|o|o|o

Pozn. 24K, 168K = kontrolni vzorek; 0 = namérend stopovd mnoZstvi nebo nebylo detekovdno
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5.6 Obsah taxifolinu a jednotlivych sloZek silymarinového komplexu
[mg/100ml] v Zivhém médiu suspenznich kultur Silybum marianum pri
pouZziti trech riznych koncentraci elicitoru

Tabulka 7 Obsah taxifolinu a jednotlivych sloZek silymarinového komplexu [mg/100ml] v Zivném
médiu suspenznich kultur

Koncentrace Doba Taxifolin | Silychristin | Silydianin | Silybin A | Silybin B | Isosilybin | Isosilybin
elicitoru elicitace [mg/ [mg/ [mg/ [mg/ [mg/ A [mg/ B [mg/
[mol/1] [hod.] 100ml] 100ml] 100ml] 100ml] 100ml] 100ml] 100ml]
6 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0
Ci= 24 0 0 0 0 0 0 0
24K 0 0 0 0 0 0 0
3,292.103 48 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0
168K 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0
Co= 24 0 0 0 0 0 0 0
24K 0 0 0 0 0 0 0
3,292.10-4 48 0,380 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0
168 0,240 0 0 0 0 0 0
168K 0 0 0 0 0 0 0
6 0,290 0 0 0 0 0 0
12 0,240 1,920 0,710 0,190 0 0 0
Cs= 24 0 0 0 0 0 0 0
24K 0 0,290 0 0 0 0 0
3,292.10-5 48 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0
168K 0 0,280 0 0 0 0 0

Pozn. 24K, 168K = kontrolni vzorek; 0 = naméiend stopovd mnoZstvi nebo nebylo detekovdno
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5.7 Grafické vyjadreni obsahu silymarinového komplexu a taxifolinu
v kalusové kulture Silybum marianum po ptisobeni riznych koncentraci
elicitoru

Graf 1 Obsah silymarinového komplexu [mg.g DW] v kalusové kulture Silybum marianum po
ptisobeni riiznych koncentraci elicitoru
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Graf 2 Obsah taxifolinu [mg.g? DW] v kalusové kulture Silybum marianum po piisobeni riiznych
koncentraci elicitoru
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5.8 Grafické vyjadreni obsahu silymarinového komplexu a taxifolinu v
suspenzni kultuie Silybum marianum po puisobeni riznych koncentraci
elicitoru

Graf 3 Obsah silymarinového komplexu [mg.g! DW] v suspenzni kulture Silybum marianum po
ptisobeni riiznych koncentraci elicitoru
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Graf 4 Obsah taxifolinu [mg.g-1 DW] v suspenzni kultur‘e Silybum marianum po piisobeni riiznych

koncentraci elicitoru
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6 DISKUZE

Cilem této prace bylo seznamit se s technikou kultivace rostlinnych
explantatovych kultur a dale zjistit vliv abiotického elicitoru derivatu pyrazin-2-
karboxamidu na produkci flavonolignanii v kalusové a suspenzni kulture Silybum
marianum. Jako kultiva¢ni médium bylo pouZito MS médium s pridavkem 10 mg/ml
a-NAO.

Jako elicitor byl pouzit 5-terc-butyl-N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamid ve
trech riznych koncentracich:

C1=50mg/50ml (3,292.10-3 mol/l)
C2=5mg/50ml (3,292.10-*mol/1)
C3=0,5mg/50ml (3,292.10-5 mol/1)

Vliv tohoto elicitoru byl zkouman po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach jeho
plisobeni a porovnan s Kkontrolnimi vzorky odebiranymi po 24 a 168 hodinach
elicitace.

Kalusova kultura

Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu flavonolignanti doSlo po 24
hodinach pisobeni elicitoru o koncentraci Ci, didle po 6, 12, 24 a 48 hodinach
elicitace roztokem o koncentraci Cza po 6, 12, 24 a 168 hodinach elicitace roztokem
o koncentraci C3 (viz Tabulka 2, Graf 1).

Nejvétsi narlst obsahu flavonolignanti (0,280 mg.g! DW) byl zjistén po 24
hodinach ptisobeni elicitoru o koncentraci Cz, kdy doslo k vice jak dvojnasobnému
zvySeni obsahu v porovnani s obsahem po 12 hodinach elicitace (0,129 mg.g'1 DW).
Druhy nejvyss$i narlist obsahu flavonolignant (0,271 mg.g! DW) nastal po 12
hodinach elicitace roztokem o koncentraci Cz a treti po 6 hodinach plisobeni roztoku
o koncentraci Cz (0,142 mg.g! DW). Nejvyhodnéjsi se tedy zhlediska obsahu
flavonolignani jevi pouzity elicitor v koncentraci C; a doba elicitace 24 hodin. Pri
elicitaci touto koncentraci elicitoru dochazelo také k nejrovnomérnéjsim nartstim
obsahu flavonolignani (viz Graf 1).

Pii pouziti elicitoru v koncentraci C1 byl jediny nardst obsahu silychristinu
pozorovan po 24 hodinach jeho ptlisobeni (0,079 mg.g! DW), v ostatnich dobach
elicitace byly detekovany nulové hodnoty a nedochazelo ani ke zvySovani obsahu
ostatnich sloZek silymarinového komplexu. Bylo pozorovano také uvolnovani
flavonolignant do Zivného média. Po 12 hodinach elicitace byl v médiu detekovan
silydianin (0,220 mg/100 ml) a po 24 hodinach silybin A (0,380 mg/100 ml).

ZvySeny obsah flavonolignant v kalusové kultufe byl zjiStén po vSech dobach
plisobent elicitoru v koncentraci Cz, s vyjimkou elicitace po dobu 72 a 168 hodin (viz
Tabulka 2). Po 168 hodinach elicitace vSak dochazelo k vyznamnému uvoliiovani
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flavonolignani do Zivného média a to silydianinu v mnoZzstvi 0,790 mg/100 ml (viz
Tabulka 6). Nejvyssi obsah silychristinu (0,280 mg.g' DW) po pusobeni elicitoru
o koncentraci C; byl detekovan po 24 hodinach, kdy doslo k vice jak dvojnasobnému
zvySeni jeho obsahu v porovnani s predeslou dobou elicitace 12 hodin. K dalsimu
statisticky vyznamnému zvySeni obsahu silychristinu doSlo po 6 (0,142 mg.g'1 DW),
12 (0,129 mgg! DW) a 48 (0,099 mgg! DW) hodinach. Ostatni slozky
silymarinového komplexu nebyly po plsobeni elicitoru o koncentraci C;
detekovany.

Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu flavonolignanii po elicitaci roztokem
o koncentraci C3 dochazelo stejné jako u predeslé koncentrace po vSech dobach jeho
plisobeni, kromé 48 a 72 hodin (viz Tabulka 2). Nejvyssi obsah silymarinového
komplexu byl naméfen po 12 hodinach elicitace (0,271 mg.g1 DW), kdy byl zvysen
obsah silydianinu a silybinu B. ZvySeny obsah silydianinu byl zaznamenan také po 6
hodinach elicitace (0,064 mg.g'1 DW) a silybinu B po 168 hodinach elicitace (0,110
mg.g'1 DW). Ke zvySeni obsahu silychristinu doSlo pouze po 24 hodinach elicitace
(0,130 mg.g'! DW). Kuvolilovani flavonolignani do Zivného média pfi elicitaci
roztokem o koncentraci C3 nedochazelo.

V kalusové kulture dochazelo také ke zvySovani obsahu taxifolinu, pricemz
k nejmensim nartstiim jeho obsahu dochazelo pri elicitaci roztokem o koncentraci
C1. KnejvyznamnéjSimu zvySeni obsahu taxifolinu (1,761 mg.g1 DW) doslo po 24
hodinach elicitace roztokem o koncentraci C; (Tabulka 2, Graf 2). K jeho uvolnovani
z kalusovych kultur do Zivného média nedochazelo.

Suspenzni kultura

Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu flavonolignanti doslo po 6 a 12
hodinach ptsobeni elicitoru o koncentraci C1 a po 24 a 48 hodinach plisobeni
elicitoru o koncentraci Cz. Roztok elicitoru o koncentraci Cs statisticky vyznamné
zvySeni obsahu flavonolignanii nezpiisobil (viz Tabulka 3).

Nejvétsi nartist obsahu flavonolignanti byl pozorovan po 24 hodinach (0,958
mg.g'l DW) a 48 hodinach (1,871 mg.g'1 DW) elicitace roztokem o koncentraci Co,
kdy se tento obsah flavonolignand zvysil z nulovych hodnot po 6 a 12 hodinach
elicitace. Dal$i vyznamné zvySeni obsahu flavonolignant nastalo po 6 hodinach
(0,194 mgg! DW) a 12 hodinach (0,234 mgg! DW ) pusobeni elicitoru o
koncentraci C1. Pro zvySeni produkce flavonolignanti u suspenzni kultury se tedy jevi
nejlépe elicitor o koncentraci Cz a doba elicitace 48 hodin (viz Tabulka 3, Graf 3).

Pii elicitaci roztokem o koncentraci Ci1 dosSlo k nejvy$Simu nartstu obsahu
silychristinu (0,194 mg.g'1 DW) po 6 hodinach a silydianinu (0,234 mg.g'1 DW) po
12 hodinach jeho pisobeni. Obsah ostatnich sloZek silymarinového komplexu nebyl
ovlivnén a k uvoliiovani flavonolignant do zivného média nedochazelo (viz Tabulka
3, Tabulka 7).
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Nejvyssi obsah silychristinu pri elicitaci roztokem o koncentraci Cz byl
detekovan po 48 hodinach jeho ptlisobeni (1,618 mg.g'1 DW ), kdy doSlo i ke zvySeni
obsahu silydianinu (0,253 mg.g! DW). Dal$i vyznamné zvySeni produkce
silychristinu (0,958 mg.g1 DW ) bylo zjisténo po 24 hodinach elicitace (viz Tabulka
3). Obsah ostatnich slozek silymarinového komplexu se plsobenim elicitoru v
koncentraci Cz nezvySoval. K uvoliiovani flavonolignanti do Zivného média stejné
jako u predeslé koncentrace elicitoru nedochazelo.

Pfi elicitaci roztokem elicitoru o koncentraci C3 nebylo v suspenznich kulturach
zaznamenano zadné vyznamné zvySeni obsahu flavonolignant. Dochézelo vsak
k jejich uvoliiovani do Zivného média. Po 12 hodinach elicitace zde bylo detekovano
1,920 mg/100 ml silychristinu, 0,710 mg/100 ml silydianinu a 0,190 mg/100 ml
silybinu A (viz Tabulka 7).

U suspenznich kultur dochazelo také ke zvySovani obsahu taxifolinu. Nejvyssi
nartst jeho obsahu nastal po plisobeni elicitoru v koncentraci Cz, a to po 24 (5,910
mg.g1 DW) a 48 (5,189 mg.g'1 DW) hodinach (viz Tabulka 3, Graf 4). Dochazelo také
k uvolnovani taxifolinu do zivného média, a to po 48 a 168 hodinach elicitace
roztokem o koncentraci C2a 6 a 12 hodinach elicitace roztokem o koncentraci C3 (viz
Tabulka 7).

Porovnani piasobeni elicitoru na kalusové a suspenzni kultury

U kalusové kultury doslo k nejvy$Simu nartistu obsahu flavonolignant (0,280
mg.g'1 DW) po 24 hodinach elicitace roztokem o koncentraci Cz, u suspenzni kultury
po 48 hodinach elicitace roztokem o téZe koncentraci (1,871 mg.g! DW). U
suspenzni kultury doSlo v porovnani s kalusovou kulturou k vice jak Sestindsobné
vyS$imu nartstu obsahu flavonolignani, u kalusové kultury byl vsak jejich nartst
rovnomeérnéjsi v priirezu jednotlivych odbérovych cast (viz Graf 1, Graf 3).

Ke statisticky vyznamnému zvysSeni obsahu taxifolinu dochazelo u kalusovych i
suspenznich kultur. Jeho nejvyssi nartist u kalusovych kultur (1,761 mg.g1 DW) byl
zaznamenan po 24 hodinach elicitace roztokem o koncentraci C, stejné tak u
suspenznich kultur (5,910 mgg?! DW), u kterych byl ale jeho obsah nalezen
trojnasobné vyssi (viz Graf 2, Graf 4).

Kuvolilovani flavonolignanti do Zivného média dochazelo u kalusovych i
suspenznich kultur, taxifolinu pouze u kultur suspenznich. Z flavonolignanii byl
v zivném médiu detekovan zejména silydianin. U kalusovych kultur byl zde jeho
nejvyssi obsah zjiStén po 168 hodinach elicitace roztokem o koncentraci Cz (0,790
mg/100 ml), u suspenznich kultur po 12 hodinach elicitace roztokem o koncentraci
C3 (0,710 mg/100 ml). Na rozdil od kalusovych kultur doslo u kultur suspenznich
také k uvolnéni silychristinu, a to po 12 hodinach elicitace roztokem o koncentraci
C3 (1,920 mg/100 ml). K uvolnovani taxifolinu do Zivného média dochazelo pouze u
suspenznich kultur a to po elicitaci roztokem o koncentraci Cz a Cs.
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Dalsi studie ptisobeni derivatii pyrazin-2-karboxamidu jako elicitori

Vliv derivatli pyrazin-2-karboxamidu na produkci sekundarnich metabolitti
explantatovych kultur rostliny Silybum marianum byl sledovan jiz v radé studii.

Byl zkouman efekt N-(3-iodo-4-methylphenyl)pyrazin-2-karboxamidu na
produkci sekundarnich metabolitd kalusové kultury. Nejvy$si narist obsahu
flavonolignani (zejména silychristinu) a taxifolinu byl pozorovan po 6 hodinach
elicitace roztokem tohoto elicitoru o koncentraci 2, 95.10-4 mol/], kdy byl detekovan
trojnasobné vyssi obsah silychristinu v porovnani s kontrolou (0,08 %). Statisticky
vyznamny narlist obsahu taxifolinu nastal také po 24 hodinach (detekovan jeho
trinactkrat vyssi obsah v porovnani s kontrolou - 0,08 %) a 72 hodinach (desetkrat
vyss$i obsah v porovnani s kontrolou - 0,58 %) elicitace jeho roztokem o koncentraci
2,95.105 mol/I. (12)

Dale byl sledovan vliv N-(3-iodo-4-methylphenyl)-5-terc-butyl-pyrazin-2-
karboxamidu na produkci flavonolignant a taxifolinu kalusovych kultur. Statisticky
vyznamny narlst obsahu flavonolignanii (zejména silychristinu) byl pozorovan po
72 hodinach elicitace roztokem tohoto elicitoru o koncentraci 2, 53.10-3 mol/l, kdy
doSlo k dvanactindsobnému zvySeni jejich obsahu oproti kontrole (0,107 %).
Statisticky vyznamné zvySeni obsahu taxifolinu bylo pozorovano po 6 hodinach
elicitace roztokem o koncentraci 2, 53.10-4 mol/l (tfinactkrat zvySeny obsah ve
srovnani s kontrolou - 0,08 %) a 2, 53.10-5 mol/1 (¢tyrikrat zvySeny obsah oproti
kontrole - 0,021 %). (12)

Dalsi latkou, jejiz efekt byl zkouman na produkci sekundarnich metabolitt
explantatovych kultur Silybum marianum, je 3-methylamid-5-terc-butylpyrazin-2-
karboxylova kyselina. Sledoval se jeji vliv na produkci flavonolignant pti pouziti
riznych ristovych regulatord. Tato sloucenina v koncentraci 3, 71.10-5 mol/l po 48
hodinach elicitace zvySovala produkci flavonolignani suspenzni kultury 2,5 krat
vice v porovnani s kontrolou (0,081 %). Jako riistovy regulator zde byl pouzit a-
NAO. V kalusové kultuie se stejnym rlstovym regulatorem doslo k vyznamnému
zvySeni (1,5 krat vii¢i kontrole) po 12 hodinach elicitace roztokem o koncentraci 3,
71.107 mol/l (0,066 %). Po pouziti rastového regulatoru 2,4-D se obsah
flavonolignanii nejvice zvysil po 24 hodinach elicitace roztokem o koncentraci 3,
71.10-¢ mol/l], kdy doslo k jeho 3,5 krat zvyseni viici kontrole (0,065 %). (35)

Dalsi latkou, ktera =zvySovala produkci flavonolignani, je 5-brom-2-
hydroxyphenylamid 5-terc-butyl-6-chloropyrazin-2-karboxylové kyseliny. Tato
latka vroztoku o koncentraci 2, 59.10* mol/l vedla po 24 hodinach elicitace
k desetindsobnému zvySeni obsahu flavonolignant v kalusové kultutre (0,033 %).
Kvyznamnym naristim obsahu flavonolignani dochazelo téZ po 12 hodinach
elicitace roztokem o koncentraci 2, 59.104 mol/l a 12 a 24 hodinach elicitace
roztokem o koncentraci 2, 59.10-5 mol/l. (35)

Jako elicitor byl také zkouman 5-(2-hydroxybenzoyl)-pyrazin-2-karboxamid,
ktery nejvice zvySoval produkci flavonolignani a zejména silydianinu (0,11 %)
v suspenzni kulture po 24 hodinach elicitace o koncentraci 1, 159.10-3 mol/l.
V kalusové kultuie byl nejvyssi obsah flavonolignant (0,08 %) detekovan po 168
hodinach elicitace roztokem o koncentraci 1, 159.10-4 mol/l. (38)

Slouc¢enina (3-iodo-4-methylphenyl)amid 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-
karboxylové kyseliny nejvice zvySovala produkci flavonolignanii v kalusové kulture
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Silybum marianum po 168 hodinach elicitace roztokem o koncentraci 2, 33.10-*
mol/l (0,05 %). Vsuspenzni kulture nebyl detekovan Zadny vyznamny narist
obsahu flavonolignant. (43)

Ut¢inek derivatii pyrazin-2-karboxamidu byl zkouman téZ u explantatovych
kultur rostliny Genista tinctoria (krucinka barvirska) (36) a Ononis arvensis (jehlice
rolni) (38). Slouceniny N-(3-iodo-4-methylphenyl)pyrazin-2-karboxamid a 5-terc-
butyl-6-chlor-N-(3-iodo-4-methylphenyl)pyrazin-2-karboxamid zvySovaly produkci
isoflavonoidti kalusové kultury Genista tinctoria. (36) Latka N-(2-bromo-3-
methylphenyl)-5-terc-butylpyrazin-2-karboxamid zvySovala produkci flavonoidl
kalusové kultury Ononis arvensis, kdy doslo k nejvyssimu nariistu obsahu po 168
hodinach elicitace roztokem o koncentraci 8, 36 .10-° mol/l . U suspenzni kultury
doslo k nejvyssi produkci flavonoidii po 48 hodinach elicitace roztokem o stejné
koncentraci. (38)
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7 ZAVER

Vysledky studie plsobeni potencidlniho elicitoru 5-terc-butyl-N-(4-
chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamidu lze shrnout nasledovné:

e U kalusové kultury byly pri elicitaci roztokem 5-terc-butyl-N-(4-
chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamidu detekovany tyto sekundarni metabolity -
taxifolin, silychristin, silydianin a silybin A a silybin B.

e U suspenzni kultury byly po pusobeni elicitoru 5-terc-butyl-N-(4-
chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamidu detekovany tyto sekundarni metabolity -
taxifolin, silychristin, silydianin a silybin A.

e Nejvyssi produkce flavonolignant (0,280 mg.g! DW) u kalusové kultury
nastala po 24 hodinach piisobent elicitoru o koncentraci Ca.

e Nejvyssi produkce flavonolignanti (1,871 mg.g! DW) u suspenzni kultury
nastala po 48 hodinach elicitace roztokem o koncentraci Ca.

e V kalusové kultufe nastala maximalni produkce silychristinu (0,280 mg.g!
DW) po 24 hodinach piisobeni elicitoru o koncentraci Cz a silydianinu (0,140
mg.g'1 DW) a silybinu B (0,131 mg.g1 DW) po 12 hodinach ptlisobent elicitoru o
koncentraci Cs.

e V suspenzni kultufe byla pozorovana maximalni produkce silychristinu (1,618
mg. g1 DW) a silydianinu (0,253 mg.g-1 DW) po 48 hodinach elicitace roztokem
o koncentraci Cz.

e Nejvyssi obsah taxifolinu (1,761 mg.g1 DW) v kalusové kultute byl zjiStén po
24 hodinach elicitace roztokem o koncentraci Cs.

e Nejvyssi obsah taxifolinu (5,910 mg.g't DW) u suspenzni kultury byl naméren
stejné jako u kultury kalusové po 24 hodinach elicitace roztokem o koncentraci
Ca.

e VZivném médiu kalusové kultury byl detekovan silydianin po 12 hodinach
plisobeni elicitoru o koncentraci C1 a 168 hodinach pisobeni elicitoru o
koncentraci Cz a silybin A po 24 hodinach piisobeni roztoku o koncentraci Cs.

e VZivném médiu suspenzni kultury byl detekovan silychristin, silydianin a
silybin A po 12 hodinach elicitace roztokem o koncentraci Cz a taxifolin po 48 a
168 hodinach elicitace roztokem o koncentraci C2 a 6 a 12 hodinach elicitace
roztokem o koncentraci Cs.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPLC high-performance liquid chromatography (vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie)

HMGR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktaza

ACEi inhibitory angiotenzin konvertujiciho hormonu

MS médium

Murashige a Skoog médium

IAA

indolyl-3-octova kyselina

IBA indolyl-3-maselna kyselina
2,4-D 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
a-NAO a-naftyloctova Kyselina

GA3 kyselina giberelova

2iP 6-dimethylaminopurin

BAP 6-benzylaminopurin

ABA kyselina abscisova

LS médium | Linsmaier a Skoog médium

B5 médium

Gamborg médium

NN médium

Nitsch a Nitsch médium

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina
LL 1é¢ivé latky

DMSO dimethylsulfoxid

HSP Heat Shock Proteins

ASP Anaerobic Stress Proteins

PRP Pathogenesis-Related Proteins

58




9 SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Navdzky jednotlivych suspenznich a kalusovych kultur [g]...........cccccoeuenne. 38

Tabulka 2 Obsah jednotlivych sloZek silymarinového komplexu a taxifolinu [mg.g* DW]
V RAIUSOVE KUILUT ...ttt ettt sttt s ee s 44

Tabulka 3 Obsah jednotlivych sloZek silymarinového komplexu a taxifolinu [mg.g* DW]
V SUSPENZIL KUIEUT ...ttt st s 45

Tabulka 4 Obsah silymarinového komplexu [mg.g* DW] v kalusové kulture a statistické
ZPTACOVANT VYSIEAKTL .......ocveeeeiiiiciiieieeeie ettt sttt st te e sbaeebe e 46

Tabulka 5 Obsah silymarinového komplexu [mg.g-1 DW] v suspenzni kulture a statistické
ZPFACOVANT VYSIEAKTL ...ttt 47

Tabulka 6 Obsah taxifolinu a jednotlivych sloZek silymarinového komplexu [mg/100ml]
v Zivném médiu KaluSOVYCR KUIEUT ............cocoeveiiiiiiiiiiiieneseteeeee et 48

Tabulka 7 Obsah taxifolinu a jednotlivych sloZek silymarinového komplexu [mg/100ml]
V Zivném médiu SUSPENZNICA RUILUL ..........c..ccouveveiiiieeciieeiiesiesieesee e seesteesiveesree e eeees 49

59



10 SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 BioSyNtéza SILYDINU ............ccocuevieciiiiiiiiiiienesieesit ettt 14
Obrazek 2 Chemickd struktura silymarinového komplexu..................cccocovevenvenennennnns 15
Obrazek 3 Kyselina indolyl-3-0Ct0VA .............cccoouevieiiriiniiiiiiieneeeee st 23
Obrazek 4 Struktura ent-giberelanoveého SKEIetU..............cccoceveeverceinceeneeiinieneeieens 24
ODTAZEK 5 CIS-ABA ..ottt st 25
Obrazek 6 5-terc-butyl-N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamid.................cccccouevuenue. 31
Obrazek 7 Kalibraldni KFivKa taXIfOliNU .............ccooeecereeniiiiiienieieeeseee e 39
Obrazek 8 Kalibraldni KF'ivKa SILYCRTISTINU ...........ccceevuerieriiiiiiienieieee st 39
Obrazek 9 Kalibracni KFivka SIlydIANINU...........c.ccoueeceesiieiiienieeieesie e eve e snaens 40
Obrazek 10 Kalibracni KF'ivKa SIIyDINU A..........ccocoueecieioueiiiesieeiieesieeseesee e seessieesnaens 40
Obrazek 11 Kalibracni KF'ivKa SIilyDINU Bi..........cc.cccuecuiiouiiiiesieeieesieesieeseeesveeseessieessaens 40
Obrazek 12 Kalibracni KF'ivka iSOSIIYDINU A ............cccooveveiiiiiinieieneneeteeseee e 41
Obrazek 13 Kalibracni kKi'ivka iSOSIIyDINU B ............ccccocuiveiiiiiiiieiinieseeeeeeeeeve e 41
Obrazek 14 HPLC chromatogram standardu SIlymarinu.............c..cccocceeeeeeseeneeeneenieens 42

60



11 SEZNAM GRAFU

Graf 1 Obsah silymarinového komplexu [mg.gl DW] v kalusové kulture Silybum
marianum po piisobeni riiznych koncentraci eliCitoru ............cccceceeverveneneeieenencnenenaens 50

Graf 2 Obsah taxifolinu [mg.g DW] v kalusové kulture Silybum marianum po piisobeni
rUZNYCh KONCENETACT @IICIEOTU ...t 50

Graf 3 Obsah silymarinového komplexu [mg.gl DW] v suspenzni kulture Silybum
marianum po ptisobeni riiznych koncentraci eliCitoru ..............ccccueevevveeeciescreeseencnennn 51

Graf 4 Obsah taxifolinu [mg.g! DW] v suspenzni kulture Silybum marianum po
plisobeni riznych Koncentraci eliCItOrU .............cccoceveeerereeiieiesiesenese e 51

61



12 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

=

N

. Jahodar L. Farmakobotanika - semenné rostliny. Praha : Karolinum, 2006. str. 169.

. Korbelaft J., Endris Z. Nase rostliny v lékarstvi. Praha : Avicenum, 1981. str. 306-307.

3. Tdmova L., Rimakova J., Tima J., Dusek J. Silybum marianum in vitro - flavonolignan

IS

production. Plant Soil Environment. 2006, 52 (10), 454-458.

. Farkas L. Pestrec mariansky - histéria, sucasnost a perspektiva. Liecivé rastliny. 2012, 2.

. Kfen V., Walterova D. Silybin and silymarin - new effects and applications.

Biomedicinal Papers. 2005, 149 (1), 29-41.

6. Kresanek J. Atlas liecivych rastlin a lesnych plodov. Martin : Osveta, 1982. str. 542-543.

7. Corchete P., Bru R. Proteome alterations monitored by DIGE analysis in Silybum

marianum cell cultures elicited with methyl jasmonate and methyl B cyclodextrin.
Journal of proteomics. 2013, 85, 99-108.

8. Kolektiv autori. Cesky Iékopis 2009, 3. dil. Praha : Grada Publishing, spol. s.r.o., 2009.

str. 3144-3146.

9. Elwekeel A., AbouZid S., Sokkar N., Elfishway A. Studies on flavonolignans from

10.

11.

12.

13.

cultured cells of Silybum marianum. Acta Physiologiae Plantarum. 2012, 12, 1445-
1449,

AbouZid S. Silymarin, natural flavonolignans from milk thistle. Phytochemicals - A
global perspective of their role in nutrition and health. [Online] 2012, 255-267.
[Citace: 27. 11. 2013.] http://www.intechopen.com/books/phytochemicals-a-global-
perspective-of-their-role-in-nutrition-and-health/silymarin-natural-flavonolignans-
from-milk-thistle.

Tumova L., Tadma J. Ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitd v bunécné kulture
Silybum marianum ptridavkem elicitoru paraquat. Chemické listy. 2009, 103. str. 503-
510.

Timova L., Tama J., Megusar K., Dolezal M. Substituted pyrazincarboxamides as
abiotic elicitors of flavonolignan production in Silybum marianum (L.) Gaertn cultures
in vitro. Molecules. 2010, 15 (1), 331-340.

Shaker E., Mahmoud H., Mnaa S. Silymarin, the antioxidant component and Silybum
marianum extracts prevent liver dammage. Food and Chemical Toxicology. 2010, 48,
803-806.

62



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Bokemeyer C., Fels L.M., Dunn T., Voigt W., Gaedeke J., a kol. Silibinin protects
against cisplatin - induced nephrotoxicity without compromising cisplatin or
ifosfamide anti - tumor activity. British Journal of Cancer. 1996, 74 (12), 2036-2041.

Soto C., Recoba R., Barrén H., Alvarez C., Favari L. Silymarin increases antioxidant
enzymes in alloxan - induced diabetes in rat pancreas. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology and Pharmacology. 2003, 136 (3), 205-212.

Fallahzadeh M.K., Dormanesh B., Sagheb M.M., Roozbeh J., a kol. Effect of addition
of silymarin to renin-angiotensin system inhibitors on proteinuria on type 2 diabetic
patients with overt nephropathy: A randomized, double - blind, placebo - controlled
trial. American Journal of Kidney Diseases. 2012, 60 (6), 896-903.

Anupom B., Rajib P., Sabanum Ch., Amarendranath Ch, a kol. Neuroprotective
potential of silymarin against CNS disorders: Insight into the pathways and molecular
mechanism of action. CNS Neuroscience and Therapeutics. 2013, 19 (11), 847-853.

Theriault A.,, Wang Q., Van Inderstine S.C., Chen B., Franke A.A., Adeli K.
Modulation of hepatic lipoprotein synthesis and secretion by taxifolin, a plant
flavonoid. The Journal of lipid research. 2000, (41), 1969-1979.

Maitrejean M., Comte G., Barron D., El Kirat K., Gwenaelle C., Di Pietro A. The
flavanolignan silybin and its hemisynthetic derivates, a novel series of potential
modulators of P-glycoprotein. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters. 2000, 10
(2), 157-160.

AISLP. Mikro - verze AISLP, 2013.3 pro MS Windows.

Cufi S., Bonavia R.R., Vazquez-Martin A., Corominas-Faja B. Silibinin meglumine, a
water - soluble form of milk thistle silymarin, is an orally active anti - cancer agent
that impedes the epithelial - to - mesenchymal transition (EMT) in EGFR - mutant non
- small - cell lung carcinoma cells. Food and Chemical Toxicology. 2013, 60, 360-368.

Hussain A., Qarshi I.A., Nazir H., Ullah I. Plant tissue culture: Current status and
opportunities - Recent advances in plant in vitro culture. INTECH open. [Online] 2012,
1-4, 8, 9, 11. [Citace: 6. 12. 2013.] http://www.intechopen.com/books/recent-
advances-in-plant-in-vitro-culture/plant-tissue-culture-current-status-and-
opportunities.

Prochazka S., Sebanek J. Reguldtory rostlinného riistu. Praha : Akademie véd Ceské
republiky, 1997. str. 149-161.

Kovac J. Explantdtové kultury rostlin. Olomouc : Univerzita Palackého, 1995. str. 1-12.

63



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Katedra experimentalni biologie rostlin. Kultivace in vitro. UK Praha, Prirodovédeckd
fakulta. [Online] 2012. [Citace: 6. 12. 2013.]
http://kfrserver.natur.cuni.cz/lide/edmunz/praktika_fr/mb130c14/c14_index.htm.

Sovova M. Vybrané kapitoly z produkce lécivych rostlin. Praha : Statni pedagogické
nakladatelstvi Praha, 1990. str. 86.

Mineo L. Plant tissue culture techniques. [Online] 1990, 164-167. [Citace: 27. 12.
2013.] http://www.ableweb.org/volumes/vol-11/.

Setlik 1., Seidlova F., Santriiéek J. Fyziologie rostlin. Regulace ristu. [Online] 2004.
[Citace: 6. 12. 2013.]
http://web.natur.cuni.cz/biochem/kucera/rostliny/is/fyzros.html.

Saad A.l.M,, Elshahed A.M. Plant tissue culture media - Recent advances in plant in
vitro culture. INTECH open. [Online] 2012, 29-38. [Citace: 10. 12. 2013.]
http://www.intechopen.com/books/recent-advances-in-plant-in-vitro-culture/plant-

tissue-culture-media.

Gaosheng H., Jingming J. Production of useful secondary metabolites through
regulation of biosynthetic pathway in cell and tissue suspension culture of medicinal
plants - Recent advances in plant in vitro culture. INTECH open. [Online] 2012, 197-
199, 205-206. [Citace: 14. 12. 2013.] http://www.intechopen.com/books/recent-
advances-in-plant-in-vitro-culture/production-of-useful-secondary-metabolites-
through-regulation-of-biosynthetic-pathway-in-cell-and-ti.

Ramakrishna A., Ravishankar G.A. Influence of abiotic stress signals on secondary
metabolites in plants. Plant signaling and behavior. 2011, 6 (11), 1720-1731.

Prochazka S., Machackova 1., Krekule J., Sebanek J., a kol. Fyziologie rostlin. Praha :
Academia, 1998. str. 412-430.

Ashtiani S.R., Hasanloo T., Bihamta M.R. Enhanced production of silymarin by Ag”
elicitor in cell suspension cultures of Silybum marianum. Pharmaceutical biology.
2010, 48 (6), 708-715.

Sanchez-Sampedro A., Kim H.K., Choi Y.H., Verpoorte R., Corchete P. Metabolic
alterations in elicitor treated Silybum marianum suspension cultures monitored by
nuclear magnetic resonance spectroscopy. Journal of Biotechnology. 2007, 130 (2),
133-142.

Tamova L., Gallova K., Rimakova J., Dolezal M., Tlima J. The effect of substituted
amides of pyrazine-2-carboxylic acids on flavonolighan production in Silybum
marianum culture in vitro. Acta Physiologiae Plantarum. 2005, 27 (3), 357-362.

64



36

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

. Timova L., Tima J., Dolezal M., Danielova B. Derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny
jako uginné abiotické elicitory produkce isoflavonoidil. Ceskd a slovenskd farmacie.
2010, 59 (3). str. 117-122.

Dolezal M., Palek L., Vinsova J., Buchta V., a kol. Substituted pyrazinkarboxamides:
Synthesis and biological evaluation. Molecules. 2006, 11 (4), 242-256.

Tumova L., Tima J., DoleZal M. Pyrazinecarboxamides as potential elicitors of
flavonolignan and flavonoid production in Silybum marianum and Ononis arvensis
cultures in vitro. Molecules. 2011, 16 (11), 9142 - 9152.

Klimes J., Sochor J., Mokry M., Kastner P., Pilafova P. Kontrola IéCiv I. Praha:
Karolinum, 2006. str. 33-37.

Klimes$ J., Sochor J., Mokry M., Kastner P., Pilafova P. Kontrola Iéciv Il. Praha:
Karolinum, 2007. str. 73-82.

Reisenauer R. Metody matematické statistiky. Praha : SNTL, 1970. str. 78-81.

Klemera P., Klemerova V. Zdklady aplikované statistiky pro studujici farmacie. Praha :
Karolinum, 1997. str. 23, 27.

Spandelova V. Kultury lé¢ivych rostlin in vitro - VIII. Hradec Krélové : Diplomova
prace, FaF UK, 2010.

65



13 ABSTRAKT

Kultury 1écivych rostlin in vitro - XVI

Tématem této diplomové prace je ovliviiovani produkce sekundarnich
metabolitl explantatové kultury Silybum marianum, (L.) Gaertn. metodou elicitace.
Utelem bylo zjistit, zda =zadany abioticky elicitor 5-terc-butyl-N-(4-
chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamid zvysi produkci flavonolignani explantatové
kultury. Experiment byl provadén in vitro na kalusovych a suspenznich kulturach
1é¢ivé rostliny Silybum marianum za pouZiti Zivného média Murashigeho a Skooga
s pifidavkem 10 mg/l a-naftyloctové. Elicitor se pridaval ve formé roztoku o tiech
riznych koncentracich (Ci1 = 3, 292.10-3 mol/], C2 = 3, 292.10-* mol/l a C3 = 3, 292.
10->mol/1) a piisobil po dobu 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin. Obsah flavonolignanii byl
zjiStovan pomoci HPLC. Maximalni produkce flavonolignanti (0, 280 mg.g! DW) v
kalusové kultutfe nastala po 24 hodinach ptisobeni elicitoru o koncentraci C; = 3,
292.10* mol/l, kdy byl zjiStén zaroven nejvyssi obsah silychristinu. Druhé
nejvyznamnéjsi zvyseni obsahu flavonolignant (0, 271 mgg! DW) v kalusové
kultuie nastalo po 12 hodinach ptlsobeni elicitoru o koncentraci Cz = 3, 292.10-5
mol/]l, kdy doslo také k nejvy$Simu nariistu obsahu silydianinu a silybinu B.
Maximalni obsah flavonolignani (1, 871 mg.g-1 DW) v suspenzni kultute byl zjistén
po 48 hodinach elicitace roztokem o koncentraci Cz = 3, 292.10-4 mol/], kdy doslo k
maximalni produkci silychristinu a silydianinu. U kalusovych i suspenznich kultur
dochazelo také k uvoliiovani flavonolignanii do Zivného média. U kalusovych kultur
se do zivného média uvoliioval silydianin a to zejména po 168 hodinach elicitace
roztokem o koncentraci C; = 3, 292.10-* mol/I a silybin A po 24 hodinach elicitace
roztokem o koncentraci C1 = 3, 292.10-3 mol/l. U suspenzni kultury dochazelo
k nejvyznamnéjSimu uvolnovani flavonolignanti po 12 hodinach pisobent elicitoru v
koncentraci C3 = 3, 292.10°> mol/l, kdy byla zjisténa ptitomnost silychristinu,
silydianinu a silybinu A.
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14 ABSTRACT

Medicinal plant cultures in vitro - XVI

The subject of this diploma thesis is the evaluation of secondary metabolites
production in Silypbum marianum, (L.) Gaertn. cultures in vitro after elicitor
treatment. The aim of the study was to find if an abiotic elicitor 5-tert-butyl-N-(4-
chlorbenzyl)pyrazine-2-carboxamide increases the flavonolignan production
Silybum marianum cultures in vitro. Experiment was carried out in callus and
suspension cultures of Silybum marianum using Murashige - Skoog nutrient medium
supplemented with 10 mg/l a-naphthylacetic acid. The elicitor was added in the
form of solution in three different concentrations (C1 = 3. 292.10-3 mol/], Cz = 3.
292.10*mol/l and C3 = 3. 292.10-> mol/I) and it was affecting 6, 12, 24, 48, 72 and
168 hours. The content of flavonolignans was determined by HPLC. The maximum
flavonolignan production (0. 280 mg.g'1 DW) in callus culture was observed after 24
hours of elicitor application in concentration of Cz = 3. 292.104 mol/l, when the
highest content of silychristin was detected. The second significant increase in
flavonolignan production (0. 271 mg.g'1 DW) in callus culture was noticeable after
12 hours of elicitor treatment in concentration of C3 = 3. 292.10-5 mol/l, when the
highest increase in silydianin and silybin B accumulation was found. The maximum
content of flavonolignan (1. 871 mg.g1 DW) in suspension culture was detected after
48 hours of elicitor treatment in concentration of Cz = 3. 292.10-* mol/l, when the
maximum production of silychristin and silydianin was observed. Flavonolignan
release into the nutrient medium was also detected. In the case of callus cultures,
the silydianin release was obvious especially after 168 hours of elicitor addition in
concentration of Cz = 3. 292.10* mol/l and silybin A after 24 hours of elicitor
treatment in concentration of C1 = 3. 292.10-3 mol/l. The most significant increase of
flavonolignan release from suspension culture into nutrient medium was found
after 12 hours of elicitor treatment in concentration of C3 = 3. 292.10-° mol/l, when
the presence of silychristin, silydianin and silybin A was detected.
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