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1. UVOD

Vys$si rostliny jsou dilezitym zdrojem molekularnich struktur
pouzivanych jako 1é¢iva, potravni dopliiky, pesticidy, korigencia chuti a
viné. Tyto latky jsou obvykle ziskavany z rostlin rostoucich divoce nebo
V kulturnich podminkéch. Ne¢které rostlinné produkty mohou byt
produkovany i chemickou syntézou, coz mize byt jednak finan¢né
vyhodné, jednak to zajist'uje ptisun produktu bez ohledu na ro¢ni dobu.

Rostlinné kultury in vitro pfedstavuji alternativni piistup, ktery
muze byt za jistych podminek vyhodny. Naptiklad u rostlin naro¢nych
na péstovani, u rostlin rostoucich pomalu, u rostlin s velmi nizkymi
obsahy pozadovanych latek, a také u latek, jejichz produkce je vazana
na specificky, té¢zko ziskatelny rostlinny orgén (napft.: Safran). Zaroven
musi byt produkt obtizné syntetizovatelny chemickou cestou. V téchto
ptipadech produkce pomoci kultur in vitro poskytuje vyhody plné
kontrolovatelnych a reprodukovatelnych podminek a nezavislost
na geografickych a klimatickych faktorech. Oproti klasickym postuplim
ma mnoho dal$ich vyhod: minimalni vykyvy v kvalité vystupni suroviny,
neexistence ztrat vzniklych pii skladovani drog, moZnost okamzité
navaznosti procesl bez nutnosti prepravy surovin, produkce dané¢ latky se
muze rychle pfizptisobit poptavce, vylouceni geografickych vlivu atd.

Na druhou stranu je zavadéni téchto technologii ekonomicky
1 Casove ndro¢né a vyzaduje specialisované a vySkolené pracovniky. Pies
fadu problémi se v nékterych ptipadech podatfilo vyuzivat kultury
in vitro i pramyslové. Napiiklad japonska firma Mitsui Petrochemical
Industry Co. Ltd. zavedla vyrobu S$ikoninu z kultur Lithospermum

erythrorhyzon. Dalsim piikladem muize byt produkce zen-Senové (Panax
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ginseng) biomasy firmou Nitto Denko Co. Ltd. V soucasnosti je jiz

samoziejmosti vyuzivani kultur in vitro pii $lechténi a mnoZeni rostlin.
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2.

Tato

RESENA PROBLEMATIKA

disertatni prace, kterd ma nazev ,,Ovlivnéni produkce

sekundarnich metabolitd v in vitro kulturach Scutellaria baicalensis

Georgii“, se

zabyva problematikou kultivace explantatovych kultur vyse

zminéné rostliny a také moznostmi zvySeni produkce sekundarnich

metabolita v téchto kulturach.

Cilem této prace bylo:

z informacnich zdroji vypracovat piehled o rostliné
Scutellaria  baicalensis Georgii se zaméfenim na
biologickou aktivitu obsahovych latek

odvodit kalusovou kulturu z rostliny Scutellaria baicalensis
Georgii a zalozit dalsi typy explantatovych kultur.
vypracovat vlastni HPLC analytickou metodu pro
kvantitativni stanoveni sledovanych flavonoidil (baicalin,
baicalein)

optimalizovat kultivaéni podminky z hlediska produkce
flavonoidti se zamétenim na vliv svételné periody a obsah
rostlinnych hormont v zivném médiu

sledovat vliv vybranych potencialnich prekurzori na obsah
flavonoida

sledovat vliv vybranych elicitori na obsah flavonoidt
pfevést suspenzni kulturu do laboratorniho bioreaktoru a

optimalizovat kultivacni podminky
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3. TEORETICKA CAST

Lécivé rostliny jako léCiva ptirodniho pivodu jsou uzivany
odeddvna a jejich ucinky tak byly ovéfeny staletimi empirické
zkuSenosti. Soucasnd véda si klade mimo jiné za cil poznat pfiCiny i
mechanismus terapeutického uc¢inku téchto tradi¢nich rostlin. Jsou tak
objevovany nové obsahové latky 1 dalsi dosud neznamé ucinky
rostlinnych drog. Plati to nejen o naSich mistnich 1é¢ivych rostlinach, ale
i o rostlinach tradi¢ni ¢inské mediciny. A pravé jednou z téchto rostlin je
Scutellaria baicalensis Georgii (Sisak bajkalsky).

Hlavnimi obsahovymi latkami jsou flavonoidy. Jsou to latky
glykosidického charakteru, majici Siroké spektrum biologickych ucinki.
Proto jsou rostliny s jejich obsahem v posledni dobé podrobovany

intenzivnimu vyzkumu po celém svéte.

3. 1. Popis rostliny

Scutellaria baicalensis Georgii - Sisak bajkalsky - je vytrvala
rostlina z celedi Lamiacae dosahujici vysky 30 az 60 cm, s bohaté
vétvenou, Ctythrannou lodyhou, ktera byva na bazi purpurové
zacervenald, na vrcholu zelend, vystoupava az poléhava. Tuhé, kozovité
listy jsou kiizmostojné, jednoduché, celokrajné a kopinaté. Kofen ma
obvykle 2 cm tlusty, vietenovity, na povrchu hnédy, na fezu Zluty.

Sisak kvete koncem léta a na podzim. M4 napadné modré
kvéty, které jsou uspotadany do 7 - 15 cm dlouhych jednostrannych
hroznii. Kalich kvétu je dvoupysky s dutym Stitkovitym vyristkem

(scutellum), ktery je dobie patrny i po odkvétu na plodu. Koruna je téz
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dvoupyskd. Na bazi je prohnutd vzhiiru, spodni pysk je mélce
dvoulalo¢ny, horni piilbovity a chlupaty. Plodem je cCernohnéda,
vejcovita drobna tvrdka.

Sisak bajkalsky roste v lesostepnich oblastech vychodniho
Zabajkali, na stfednim toku Amuru (Rusko), v severni Koreji, Cing,
Japonsku a severovychodnim Mongolsku. Miizeme ho najit na
otevienych, suchych stanovistich s pfimim sluncem ¢i polostinem. U nas

ma pomérné vhodné klimatické podminky a d4 se dobte péstovat. 2)

3. 2. Droga a jeji tradi¢ni uziti

Siddk bajkalsky je v Ciné a Japonsku jiz asi dva tisice let
pouzivéan jako 1é&iva bylina. V Ciné je znam pod nazvem ,,Huang gin“ a
v Japonsku jako ,,Wogon“.l) Prvni zminka o jeho uZivani pochézi z
Shennongova kanonu 1éCivych rostlin, ktery je datovan do obdobi
dynastie Han (206 pf. n 1. - 220 po Kr.).?

Droga se ziskdva z kofenu tfiletych, nebo cCtyfletych rostlin
sbiranych na jafe nebo na podzim. Po ocisténi, odstranéni zevni hrubé
vrstvy a rozkrijeni na menSi kousky se susi v suchych mistnostech
ptirodnim nebo umélym teplem.

Tradiéni ¢inskd medicina vyuzivala §isaku pti hypertenzi, proti
krvaceni z nosu, vnitinimu krvéaceni, pfi zanétech v krku, zanétech
ledvin, kasli, zvraceni, silné menstruaci, také pii zaskrtu, spale a
hepatitidé.3)

Dnes je kofeni této rostliny uzivano jako antipyretika,
antihypertenziva, sedativa, na léceni zanétu, alergii, nespavosti.4’5) Sisak
bajkalsky téz slouzi pfi odstrafiovani subjektivnich symptom1, jako jsou

bolesti hlavy a bolesti v oblasti srdce.
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Vedlejsi ucinky drogy nebyly zatim popsany. Traduje se
poskozeni jater po poziti bylinnych smési obsahujicich $isak, ale
hepatotoxicky efekt byl po bliz§im vyzkumu vyvracen. Poskozeni jater

zpiisobila jina slozka (germander).® g

3. 3. Obsahové latky

Flavonoidy jsou hlavnimi obsahovymi latkami této rostliny. Jsou
ptitomny hlavné ve formé glykosidii jako glukuronidy, mén¢ casto jako
glukopyranosidy. LiSi se od sebe rliznym poctem a postavenim
hydroxylovych a methoxylovych skupin. Celkem jich bylo Vv této rostliné
identifikovano pies Ctyficet.

I kdyz obsah jednotlivych flavonoidl kolisd s ro¢nim obdobim 1
lokalitou sbéru, obsahuji rostliny nejvice flavonoidu baicalinu.? V kofeni
je ho 12 - 17 %. N¢které zdroje vSak uvadi podstatné nizsi obsah - 4,3
%.% Jeho aglykonem je baicalein.

Vyznamnymi flavonoidnimi glykosidy jsou i wogonosid a
scutellarin a jejich aglykony wogonin a scutellarein (obr. 1). Mezi dalsi
flavonoidy a isoflavonoidy pak patii oroxylin A, oroxylin A -7-O-
glucuronid, scullcapflavon 1 a scullcapflavon 1I, neobaicalein,
dihydrobaicalin, dihydrooroxylin, dihydrooroxylin A, norwogonin,
isowogonin, huanggin,  carthamidin,  isocarthamidin, 5,7,2'-
trihydroxyflavon, 5,7,2’-trihydroxy-8-methoxyflavon, chrysin-8-C-f-D-

glukosid a dalsf. ¥ 10
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Obr. 1: Zakladni struktura flavonoidnich aglykont obsazenych v rostling

Scutellaria baicalensis

R1 R2 R3
Baicalein -H -OH -H
Wogonin -OCH3 -H -H
Scutellarein -H -OH -OH
Oroxylin A -H -OCH3 -H

Z ostatnich latek byl vedle lignanového glykosidu (+)-5,5'-
dimethoxylariciresinolu prokazan obsah tii sesquilignanovych glykosidu:
hedyotol C -4""-O-B-D-glukopyranosid, hedyotol D -4""-O-B-D-
glykopyranosid a erythro-guaiacylglyceroI-B-syringaresinol.12) Dalsimi

obsahovymi latkami jsou silice, steroly a aminokyseliny.

3. 4. Biologické ucinky

3.4.1. Vychytavani volnvych radikali a antioxidaéni ucinek

Volné radikély jsou latky schopné piimo poSkozovat bilkoviny,
nukleové kyseliny a lipidy. Iniciuji peroxidaci lipidl, coz vede k naruseni
bunéénych membran a organel. Vzniklé peroxidy pak plsobi stejné jako

ptvodni volné radikaly.
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U baicalinu, baicaleinu, wogonosidu a wogoninu byla zkousena
jejich aktivita proti hydroxylovému, alkylovému a DPPH radikalu (1,1-
difenyl-2-pikrylhydrazylovy radikal) in vitro. Baicalein a baicalin
vychytavaly vsechny radikaly, pficemz jejich aktivita byla vétsi nez u
vitaminu E a srovnatelna s kvercetinem. Tyto latky byly pouzity jako
standardy antioxidacni aktivity.13) Wogonin a wogonosid nevykazaly
téméf zadny efekt.***®

Na kulturach lidskych embryondlnich kardiomyocyti byl
zkouman vliv extraktu ze Scutellaria baicalensis na mnozstvi
intracelularnich oxidantd (H2O,, hydroxylovy radikal, superoxidovy
radikal) vzniklych po vystaveni bunék desetiminutové hypoxii. Byl
prokézan markantni Ubytek téchto oxidantii a zaroven se podstatné snizila
umrtnost bungk.’® Tento ochranny efekt je zptisoben nejen vychytavanim
volnych radikalt a antioxidacni aktivitou, ale zfejmé 1 interakci baicalinu
S mitochondrialni NADH dehydrogenasou.17) U baicaleinu bylo jiZ diive
prokazano, ze vychytava i superoxidové a hydroxylové radikély,l4) ale
dikaz na kulturach lidskych bunék je klicovy.

Podobné¢ byl u flavonoidi ze Scutelaria baicalensis testovan
jejich ochranny efekt proti peroxidu vodiku na kulturach lidskych
neuroblastomii SH-SYSY. Baicalein a baicalin vyrazné sniZovaly
poSkozeni bunc¢k peroxidem, u wogoninu byl efekt zanedbatelny a u
wogonosidu Zadny. 1819 Studie mimo jiné ukazaly, ze pro antioxidacni
pusobeni je vhodné ortho- uspofddani hydroxylovych skupin na
zékladnim skeletu flavonoidi. *®

Obdobny pokus prokazal ochranny efekt této drogy na krysi
neurony vystavené desetiminutové hypoxii. Neuroprotektivni Uc¢inek
souvisel s inhibici TNF-o (tumor necrosis factor alpha) a sniZenim
produkce oxidu dusnatétho po podani metanolického extraktu S.

baicalensis.’®
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V pokusech in vitro a na krysach se ukazalo, ze extrakt z drogy,
stejné jako Cisty flavonoid baicalin, ma velkou schopnost inhibovat
peroxidaci lipidii. Baicalin se ukazal byt asi 375-krat ucinnéjsSi nez
vitamin E.22 Pozdgjsi studie tyto vysledky potvrdila v pokusu na
jaternich mikrosomech krys, u nichz byla iniciovana peroxidace lipidu
pomoci ADP-Fe?*-TBARS (reaktivni latky na bazi thiobarbiturétﬁ).21)
Aglykon baicalinu - baicalein a dalsi flavonoidy ze Scutelaria baicalensis
(napf. ganhuangenin) maji tuto schopnost také.?>?

Utinek extraktu z drogy i izolovanych flavonoidi proti
fotoindukované peroxidaci lipidi byl zkousen na liposomech a
fosfatidylcholinové liposomalni membrané. Podafilo se potvrdit
ochranny efekt vySe zminénych latek i proti oxidaci zplsobené¢ UV
zafenim.”” Wogonin vychytava volné radikaly podstatnd méné ne
baicalein, ale vyznamné se podili na inhibici peroxidace lipidi a na
blokovani vzniku nékterych latek, které vznik volnych radikald iniciuji
(napf. produkty s Fe?* po rozkladu cytochromu P-450 cytochrom P-450-
reduktasou).?

Zkouman byl i vliv €istého baicaleinu a hexanového, acetonového
a methanolového extraktu rostliny na oxidaci zahtatého fepkového oleje.
Acetonovy extrakt, ktery byl z nich nejacinnéjsi, predcil svoji
antioxidac¢ni aktivitou 1 standard - butylovany hydroxytoluen.zs)

V posledni dobé je Scutellaria baicalensis diky své schopnosti
vychytavat volné radikaly a zabranovat oxidaci pouZivana v novych

kosmetickych piipraveich.?” %)
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3.4.2. Antihypertenzivni a protizanétlivy ucinek

w1

baicalensis spolu vzajemné souvisi. Oba ucinky jsou zptsobeny stejnym
zékladnim mechanismem - inhibici enzymu lipoxygenasy.

Lipoxygenasa je enzym zapojeny do metabolizmu kyseliny
arachidonové. Kyselina arachidonova je Vv pocateénim stadiu zanétu
uvoliiovana jako odpovéd’ na medidtory z aktivovanych krevnich
desticek. Lipoxygenasa premeénuje volnou kyselinu arachidonovou na
hydroperoxyeikosatetraennové kyseliny, z nichz vznikaji leukotrieny. To
jsou latky hrajici vyznamnou roli v zanétlivych procesech. Zvysuji
permeabilitu  cév, chemotakticky pfitahuji a aktivuji neutrofilni
granulocyty a spolecné s prostaglandiny vyvoléavaji spektrum symptomu
charakterizujicich zanét.

Bylo prokadzano, Ze baicalein selektivné inhibuje 5- a 12-

lipoxygenasu.?*%

Timto zplsobem blokuje oxidaci kyseliny
arachidonové na 12-HPETE, 12-HETE (hydroperoxyeikosatetracnnové
kyseliny). Tim zabranuje syntéze leukotrieni a nepiimo podporuje
produkci prostaglandinu PG I,. 313233

U krys s hypertenzi zptsobenou infuzi angiotensinu II se po
podani baicaleinu (60 mg/kg) zvysila preména endogenniho PG H; na
PG 1, a doSlo k poklesu krevniho tlaku. Na krysy s normalnim krevnim
tlakem baicalein nepﬁsobil.34)

V soucasné dob¢ je zejména zkouman jeho dalsi vliv na ob&hovy
systém. Zda se, ze pies inhibici lipoxygenasy je schopen blokovat
zvySenou inkorporaci leucinu v srde¢nich fibroblastech. Tato inkorporace

obvykle predchazi patologické hypertrofii srde¢ni svaloviny pfi

hypertenzi.*®
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Stejnym principem, tedy inhibici lipoxygenasy, muze snizovat
mnozstvi  aktivovaného  endothelinu-1, ktery je  vyznamnym
vazokonstriktorem a navic plisobi pfes dals§i mediatory na diurézu a
natriurézu.®®

Protizénétlivy G¢inek baicaleinu, wogoninu a ostatnich flavonoidi
ze Scutellaria baicalensis vyplyva také z inhibice lipoxygenasy. 5-
HPETE a leukotrien B4 (LTB4) jsou latky, které¢ aktivaci neutrofili
vyvolavaji zanétlivou reakci. Je-li jejich syntéza blokovéana napiiklad

. , . T : « 37,38,
baicaleinem na urovni lipoxygenasy, zanétliva reakce je potlacena.

39, 101)

Vliv flavonoidi z §iSdku byl zkouméan na mySich u nichZ byl
karagenovou injekci vyvolan edém. Zatimco u baicalinu, baicaleinu i
extraktu z celé rostliny doslo po peroralnim podani k potlaceni zanétu,
wogonin tento ucinek nem¢l.*> 4 Schopnost baicaleinu 1é¢it zanét byla
pozd€ji potvrzena podobnym experimentem na kryséch.42) Na
granulomatdzni zanét zpisobeny mysim podkozni implantaci bavinénych
kuli¢ek vsak flavonoidy vliv nemély.AO) Tento druh zanétu totiz probiha
odliSnym mechanismem a syntéza LTB4 a 5-HPETE je zde druhotada.

Pfi experimentech na krysach a na bunécnych kulturach in vitro
se potvrdilo, Ze baicalein a dalsi flavonoidy ze Scutellaria baicalensis
omezuji produkci nejen LTB4, ale 1 leukotrienu C4 (LTC4), a tim mohou
ovlivitovat celou fadu chronickych zanétlivych onemocnéni. ZvySena
produkce LTB4 a LTC4 alveolarnimi makrofagy byla totiZ zjiSténa u
chorob jako bronchiélni astma, chronicka bronchitida, chronicka artritida,
rakovina plic, zdnéty a nadory pojivovych tkani, idiopatickd pulmondarni
fibroza atd.>”

Pti hyperglykémii je privodnim jevem zvySeny pfestup monocytl
do cévnich stén a jejich vazani na endothelidlni bunky. Protoze jde o d¢;

indukovany produkci leukotrientl, baicalein zpomaluje 1 tento proces.43)



Disertaéni prace Jan Martin

Baicalein je jako standardni inhibitor lipoxygenasy v soucasné
dob¢ vyuzivan v tadé dalSich biochemickych experimentl, zejména ve
vyzkumu kardiovaskularniho systému. 44,45, 46,47)

Protizénétlivy ucinek obsahovych latek neni zalozen pouze na
inhibici lipoxygenasy, ale je podpofen mechanismem vychytavani
volnych radikala a v pfipad¢é zanétl zptisobenych bakteriemi a viry se
podili pfimo na odstrafiovani etiologického agens (viz nize).

U zanétlivého procesu zplisobené¢ho stafylokoknimi exotoxiny
baicalin zmiriluje jeho projevy inhibici celé¢ fady mediatord, jako
naptiklad interleukinu 1-f, interleukinu 6, TNF (tumor necrosis factor),
interferonu y, MCP (monocyte chemotactic proteins), MIP-1-a
(macrophage inflammatory protein), MIP-1-B, a snizuje exotoxiny
indukovanou proliferaci T-bun€k. Mechanismus, kterym se podili na
inhibici téchto latek, zatim neni pfesné znam.*®)

U flavonoidu wogoninu bylo zji$téno, Ze na jeho protizanétlivém
ucinku se ziejmé podili i jeho schopnost inhibovat expresi MCP-1, coz je
protein syntetizovany v misté zanétu. Tento protein plisobi jako atraktant
pro monocyty a zprostiedkovava tak zanétlivou reakci 0rganismu.49)

Nekteré studie prokazuji, ze wogonin ze Scutelaria baicalensis
ovlivityje 1 produkci oxidu dusnatého v organismu. Neni to vSak pfimou
inhibici enzymu iNOS (inducibile nitric oxide synthase) jak se ptivodné
pfedpokladalo, ale potlacenim genové exprese tohoto enzymu. U
baicaleinu naopak pfevazuje pifima inhibice iNOS. ProtoZe indukce iNOS
v makrofazich hraje vyznamnou roli v zanétlivych procesech, da se velka
protizanétliva aktivita flavonoidli vysvétlit 1 timto mechanismem. Na
cyklooxygenasu-2 (COX-2), ktera se podili na tvorbé prostaglandinti a
prostacyklinti, plisobi wogonin i baicalein obéma mechanismy (je pfimim

e . L .\ 50,51,52,53, 1
inhibitorem i zabrafiuje expresi).”*>*2°% 03)
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3.4.3. Antibakterialni a antivirozni uéinek

Z tradi¢niho uzivani drogy proti zanétim krénich mandli a dutiny
ustni vyplynul z4jem studovat ucinky extraktu i jednotlivych obsahovych
latek na bakterie a viry, které tato onemocnéni obvykle vyvolavaji. V
pokusech in vitro i in vivo byla zji§téna aktivita proti celé fadé viru,
retrovird, bakterii a hub.

Nejucinnéj$i latkou se ukazal byt baicalin, ktery je aktivni

zejména proti chiipkovym virim a Staphylococcus aureus.®* > %9

Wogonin je v pokusech in vitro vysoce u¢inny proti viru hepatitidy B%"

%) 7 ostatnich flavonoidi se

a proti RSV (respiratory syncytial virus).
testoval in vitro i isoscutellarein-8-methylester a ukazal se byt G¢inny
proti chiipkovym virim A a B.%® Extrakt z drogy je velmi ucinny proti
Candida albicans,**®”, Cryptococcus neoformans, Pitosporum ovale®® a
také proti trypanosomeimel) a bakteriim zpisobujicim zubni kazy.62)

V posledni dob¢ se rozbéhl vyzkum studujici aktivitu ptirodnich
latek na virus HIV, tedy i latek pochazejicich z tradi¢nich asijskych
bylin.®® Baicalin se ukazal byt vysoce u&inny pii 16¢b& a prevenci HIV
infekce.®*®) Zabrafiuje vstupu viru do bufiky svym navézanim na
chemokinové koreceptory na bunééném povrchu, ovlivituje expresi HIV-
1 specifického antigenu p24 a inhibuje aktivitu retroviralni reverzni
transkriptasy v napadenych buiikach®®®" a je tak G€inny zejména v raném
stadiu infekce virem HIV-1, HTLV-1 (human T-cells leukemia

virus).?96¢7)

Baicalein resp. baicalin se tak zdd byt jednou z
perspektivnich latek pro prevenci a 1écbu HIV infekci a nékterych typh
leukémii.

Mechanismus navazovani na chemokinové receptory by mohl
hrat roli 1 pti 1écbé alergickych a zanétlivych reakci organismu, pfii

kterych jsou chemokiny jednim z mediétori.*?
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3.4. 4. Cytostaticky a imunomodulaéni uéinek

Schopnost drogy a jejich obsahovych latek plsobit preventivné
proti vzniku nadord a potlacovat jiz vzniklé rakovinné projevy je vlastné
kombinaci dvou vySe zminénych mechanismii pusobeni, tzn.
antioxida¢niho efektu - vychytavani volnych radikdlii a antivir6zniho
pusobeni na viry podilejici se na etiologii nékterych rakovinnych nemoci
(napt. Epstein-Baar virus).>¥ Tyto mechanismy ptisobi spiSe preventivné
proti vzniku rakovinnych nemoci.

Baicalin pusobi téZ proti nékterym genotoxinim a sniZuje riziko
genovych aberaci po jejich vniknuti do buiiky. Timto zplisobem sniZzuje
mutagenicitu  napiiklad aflatoxinu B-1 a N-methyl-N'nitro-N-
nitrosoguanidinu po podani do Salmonella typhimurium.m)

U wogoninu byla na jaternich mikrozomech krys zjiSténa
schopnost zasahovat do metabolismu aflatoxinu B-1, a to na arovni jeho
pfemény na aflatoxin M-1 cytochromem P450."”

Baicalin téz indukuje chinonreduktasu u bunék Hepa Iclc7
hepatomu a muze tak zpisobit rychlej$i zmetabolizovani nékterych
mutagenich a  cytotoxickych latek, jde tedy o plsobeni
chemoprotektivni.72)

K témto mechanismim se pfipojuje dalsi, zatim neznamy, ktery
zpiisobuje, Ze baicalin zabranuje 1 proliferaci jiz vzniklych nadord.

)

™ a rakoving prsu75 :

Udinny je zejména proti nadoriim prostaty73) , kiize
méné uz proti nadorim tlustého stfeva, kde jeho schopnost brzdit rtst
nadoru je zna¢né zavisla na typu buiiky, ze které nador vznikl.™®

Extrakt ze Scutellaria baicalensis pomaha normalizovat pocet T-
lymfocyth u pacientd s rakovinou plic, ktefi proSly chemoterapii.

Zaroven zvySuje pocet imunoglobulinu A, stimuluje krvetvorbu, zejména

produkci erytrocyt a granulocytii v kostni dieni a zvySuje mnozstvi
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prekurzord (erytroidy, granulomonocytarni prekurzory).77’78) Latky ze
Scutellaria baicalensis tedy pomahaji obnovit imunitni systém po velké
z4tézi a mohou pomahat pacientim po absolvované chemoterapii.

V soucasné dob¢ probiha cela fada vyzkumi na tkénovych
kulturach, které maji za cil ovéefit a zmapovat schopnost baicaleinu
zasahovat proti rakovinnym buikam stejné jako jeho dal$i prospésné
vlastnosti pfi terapii nadorovych onemocnéni. Baicalein je pro svoji
malou toxicitu a velkou tuc¢innost perspektivni latkou pro prevenci

rakoviny a pro jeji 1é¢bu v rannych stadiich.” " 79

3.4.5. Sedativni, anxiolytické a antikonvulzivni piisobeni

Diky podobnosti fenylbenzopyronového jadra flavonoidd s
benzodiazepiny je umoznéno navazani flavonoidii na benzodiazepinové
vazebné misto na GABAA receptorech. Nejpevnéji se vaze wogonin.so)
Timto navazanim se otevie Cl” kanal a dochazi k hyperpolarizaci nervové
bunky. K pfipadné depolarizaci je pak potieba daleko vétsi impuls.
Wogonin je tedy ziejmé odpoveédny za mirné sedativni plisobeni drogy.

V pozdéjsi studii se ukdzalo, Zze wogonin ma podobné jako
benzodiazepiny vyrazny anxiolyticky efekt. Na rozdil od nich ma daleko
niz$i sedativni pisobeni a nemé myorelaxacni ﬁéinky.loo) Jesté vyrazngjsi
anxiolytickou aktivitu srovnatelnou s diazepinem vykazal flavonoid K36
(5,7,2¢-trihydroxy-6,8-dimethoxyflavon), ani zde nebyly pozorovany
ucinky myorelaxaéni a dokonce ani sedativni. Z téchto vysledkii je mimo
jiné patrné, ze substituce v poloze 2° vyrazné zvySuje anxiolyticky
¢inek.

Jiny flavonoid ze S. baicalensis - oroxylin A ma také vyraznou
afinitu ke GABAA receptoru, ale nezptisobuje G¢inky jako wogonin nebo

benzodiazepiny. Naopak pusobi jako antagonista, rusi jimi vyvolané
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poruchy motorické koordinace a anxiolyticky a myorelaxacni ucinek.
Sedativni ucinek benzodiazepinl neni oroxylinem A ovlivnén.%?

Byla prokazana i antikonvulsivni aktivita vodného extraktu
kofene této rostliny. V pokusech na mysich se ukdzalo, Ze zatimco
tonické¢ kieCe zpusobené elektroSoky jsou extraktem inhibovany, u
klonickych kieci indukovanych pentylentetrazolem je vliv extraktu maly.
To znamena, ze antikonvulzivni efekt neni zptisoben schopnosti interakce
s benzodiazepinovym vazebnym mistem na GABAa receptorech®™, ale

Iy O vy s 1M % r , 82
spise zabranénim $ifeni kieového zachvatu.®?

3.4.6. Vl1iv na fibrinolyticky systém

Flavonoidy z této rostliny maji vliv i na fibrinolyticky systém.
Inhibuji trypsinem zvySenou produkci PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1) a zastavuji redukci poctu t-PA (tissue-type plasminogen
activator). Baicalein, na rozdil od ostatnich latek ze Scutellaria
baicalensis, piisobi i kdyz je produkce PAI-1 a redukce t-PA zplsobena
trombinem a peptidovym aktivatorem trombinovych receptorit (TRAP -
thrombin receptor activating peptide). Baicalein zaroven sniZuje
mnoZstvi intracelularniho Ca®** a ziejme¢ pravé timto mechanismem
pusobi proti trombinu a TRAP.

Trombin a TRAP také indukuji tvorbu ICAM-1 (intracellular
adhesion molecule-1) a ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion
molecule-1) a baicalein produkci téchto latek hrajicich roli pfi vzniku
trombu inhibuje. Baicalein tedy muze byt potenciondlnim Iékem pro

16¢bu tromboz a arteriosklerozy.® 84 8°)



Diserta¢ni prace Jan Martin

3.4.7. Vasokonstrikéni a vasodilata¢ni aéinky

U baicaleinu byl pozorovan vliv na kontrakci a dilataci endothelu
mesenterické arterie u mys$i. V malych koncentracich zptsobuje
kontrakci a inhibuje endothelium-dependentni relaxaci, pravdépodobné
inhibici produkce NO. Ve vyssich koncentracich (30 — 300 uM) arterialni
hladkd svalovina relaxuje. To je zpusobeno inhibici kontraktilniho
mechanismu prostiednictvim proteinkinasy C.%

Vliv na produkci NO byl pozdéji prokazan. Vodny extrakt S.

baicalensis vyznamn¢ inhiboval iNOS (inducible nitric oxide synthese) a

zéroveti piimo vychytaval NO radikaly. °”

3.4.8. Antialergické U¢inky

Na antialergickém ucinku flavonoidt ze Scutelaria baicalensis se
tak efekt imunomodula¢ni. Mimo tyto mechanismy se na antialergickém
ucinku podili 1 inhibici produkce chemokinu eotaxinu, ktery je
zodpovédny za zapojeni eosinofili do alergické reakce. Bylo zjisténo, ze
tyto flavonoidy zabranuji produkci eotaxinu piimo v aktivovanych
fibroblastech (aktivovanych pomoci IL-4 a TNF-a), a to znemoZnénim

jeho exprese.®”

3.4.9. Vl1iv na dalSi enzymové systémy

Baicalein je schopen inhibovat a-glukosidasu, coz bylo
prokazano na krysim stfeveé. Pro shodnost enzymu a jeho biochemie u
krys a cloveka, dd se predpokladat stejny ucinek i na lidskou o-

glukosidasu.®®
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V dalsi studii se wukazalo, ze baicalein inhibuje enzym
xanthinoxidasu.®® Timto mechanismem mize byt omezena tvorba
kyseliny mocCové v jatrech a stfevni sliznici. Baicalein je tedy i
potencialnim lékem na dnu.

Byl také testovan vliv baicalinu a baicaleinu na aktivitu aspartat-
aminotransferasy.®® Bylo zji§téno, ze obé& latky siln& snizuji aktivitu
tohoto enzymu, ktery je zodpovédny za konverzi aminokyselin na
ptislusné ketokyseliny a naopak.

Baicalin a zejména baicalein snizuji zvy$ené mnozstvi Ca®* v
gliovych bunkach, které je zptisobeno histaminem, noradrenalinem, nebo
karbacholem. Zaroveni snizuji histaminem indukovany vzrist mnozstvi
inositolfosfatu. Z vysledkt je ziejmé, ze se tak déje inhibici fosfolipasy
C.% Tento enzym svoji aktivitou zasahuje do celé¢ tady dalSich
biochemickych procest. Jeho produkty naptiklad stimuluji svalovy stah,
podporuji mnozeni bunck, ovliviluji syntézu glykogenu a svym
rozkladem na kyselinu arachidonovou poskytuji prekurzor pro tvorbu
prostaglandini. Baicalein by tak mohl mit mnohem komplexné&jsi

plsobeni, nez se ptivodné predpokladalo.

3.4.10. Toxicita

Vedlejsi ucinky drogy nebyly zatim zcela poznany. Traduje se
poskozeni jater po poziti bylinnych smési obsahujicich $§iSdk, ale
hepatotoxicky efekt byl po bliz§im vyzkumu vyvracen. Poskozeni jater
zpusobila jind slozka (pravdépodobné germander zrostlin rodu
Teucrium).® "

Wogonin m4& mirn€¢ mutagenni efekt, ale v rostliné neni v

takovém mnozstvi, aby se to projevilo. Vzhledem K této skute¢nosti neni

doporucovano dlouhodobé uzivani drogy.gl)
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Pro nedostatek idaji o toxicité a farmakologii obsahovych latek,
neni droga doporuCovana pii téhotenstvi a laktaci, epilepsii a jinych
poruchach CNS. Piipousti se také moznost interakce s latkami

e : . fon 7,92
ovliviiujicimi CNS a kardiovaskularni systém. " 2

3.4.11. Shrnuti biologickych Géinku

Farmakologické vyzkumy potvrdily, Ze za pozitivni vliv drogy na
celou fadu onemocnéni jsou odpovédné flavonoidy. Zejména baicalin,
jeho aglykon baicalein a wogonin maji U¢inky odpovidajici tradi¢énimu
pouzivani drogy. Flavonoidy z rostliny Scutellaria baicalensis Georgii
jsou skupinou latek s velmi Sirokou Skalou biologickych ucinki. Baicalin
a baicalein jsou pro svoji nizkou toxicitu potencialnimi 1éky pro terapii a
prevenci celé fady onemocnéni. Velmi perspektivni je hlavné pouziti
baicaleinu proti nadorim prostaty. Droga Scutellariae radix je proti
témto druhtim rakoviny jiz pouzivana, a to v kombinaci s jinymi drogami
v americkém piipravku PC-SPES. Zatim nepocetné studie, zabyvajici se
timto 1ékem, prokazuji pozitivni efekt nejen proti rakoviné prostaty, ale i
proti nékterym typtim rakoviny prsu a melanomi. 93,94, 95, 96)

Tyto flavonoidy maji také prokazatelnou protizdnétlivou,
antioxidacni, antihypertenzivni, antibakterialni a antivirivou aktivitu.
Mohou byt vyuzity pro podplrnou lécbu hypertenze, arteriosklerozy,
prevenci vzniku tromboz, pro 1é¢bu nékterych infekEnich chorob, véetné

AIDS. Pouziti izolovanych flavonoidd v humanni mediciné je

predmétem dalSich vyzkumt a klinicko-toxikologickych testu.
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3. 5. Biosytéza flavonoidii

Biosyntéza flavonoidl vychazi z metabolizmu kyseliny Sikimové
(obr. 2). Tato biosynteticka cesta je vyvinuta jen u mikroorganismi a
rostlin, kde slouzi k produkci aromatickych aminokyselin.

Z nich je pro syntézu flavonoidi klicovy L-fenylalanin, ktery se
po eliminaci aminoskupiny pomoci PAL (phenylalanine ammonia lyase)
meéni na kyselinu skoficovou (obr. 3).

Po pfeméné na p-kumarovou kyselinu a pfijeti koenzymu A je
molekula schopnd reagovat se tfemi molekulami malonyl-CoA
pochazejicimi z acetdtové biosyntetické cesty. Tim vznikd molekula
s polyketidickym fetézcem, kterd se pomoci chalkonsyntasy zacykli a
vytvafi naringenin. Popfipadé predchdzi jesté redukce a vznika
liquiritigenin. Naringenin a liquiritigenin jsou dvé zakladni flavonoidni

struktury. 139
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Obr. 2: Sikiméatova bisynteticka cesta

(o]
COOH CHO —O
aldolova reakce HO OH
| o—P + —_— > CH, .
CH, OH HO— HOOC
O—P —OH OH
fosfoenolpyruvat D-erytroso-4-fosfat —OH kyselina 3-dehydrochinova
O—P
-H,0
OH
o OH o
HOOC - COH
~—— HOOC HOOC
+ATP +2H
OoP
OH OH

kyselina 3-fosfoSikimova kyselina Sikimova

\ +fosfoenolpyruvat

0]
O
HOOC
OP

kyselina 3-fosfoenolpyruvylSikimova

COOH

(e}
kyselina chorismovéa

—

kyselina arogenova

|

NH

2

L-fenylalanin

COCH
HOOC

H -HOP
—> HOOC

|
~

kyselina 3-dehydroSikimova

OH
I )
HOOC

kyselina prefenova

kyselina fenylpyruova



Diserta¢ni prace

Jan Martin

Obr. 3: Biosyntéza flavonoida
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3. 5. Explantatové kultury rostlin

Biotechnologické metody davaji moznost kultivovat rostlinné
bunky, pletiva, organy i celé rostliny v podminkach in vitro.

Tyto kultivace mimo jiné umoziuji snadngjsi ovliviiovani
biochemickych pochodii uvnitf bunék, coz mize vést napiiklad
k zvySené rychlosti rastu, zvySeni odolnosti vi¢i nepiiznivym faktoriim,
nebo ke kumulaci vétsiho mnozstvi latek primarniho i sekundérniho
metabolismu.

Dalsi prednosti explantatovych kultur mize byt nezavislost na
geografickych a klimatickych faktorech a jejich kultivace v plné
kontrolovatelnych a reprodukovatelnych podminkach. Ziskavany produkt
si zachovava stale stejnou kvalitu a jeho produkce miize byt rychle
prizpisobena poptavce.

Rada lé¢ivych rostlin se péstuje v politicky a ekonomicky
nestabilnich statech, a tak biotechnologickd produkce odstranuje i
zavislost na geopolitické situaci.

Z farmaceutického hlediska je vyznamné piedevSim ovliviiovani
sekundarniho metabolismu, protoZze fada rostlinnych sekundarnich
metabolith je unikdtni a nevyskytuje se u zivoCichi nebo
mikroorganismli. Navic je s pomoci genetickych manipulaci moZno
produkovat i latky naprosto cizorodé.

Dale se explantatové kultury vyuZzivaji pfi mnozeni a Slechténi
rostlin, pfi testovani biologické aktivity nékterych latek jako naptiklad
herbicidd, pesticidli, mutagenti, rostlinnych bioregulatorti atp. Vyznamna
je téZ moznost pouzivat in vitro kultury ve vyzkumu jako systémy pfi

studiu biochemickych pochodt rostlinnych bunék.



Disertaéni prace Jan Martin

3.5. 1. QOdvozeni a druhy explantatovych kultur

Diky totipotenci rostlinné bunky (to znamena, ze bunka obsahuje
genetickou informaci pro celou rostlinu a miize se tedy pomoci postupné
diferenciace regenerovat v celou fertilni rostlinu) je mozné odvodit rizné
druhy explantatovych kultur: od nediferencovanych kalusovych kultur,
pies suspenzni kultury, prytové a kofenové kultury, embryonalni kultury,
az po klony pvodni intaktni rostliny ** (obr. 4):

kultury protoplastii — bunky bez pevné bunééné stény (odstranéné
vétSinou enzymaticky), pouze s cytoplasmatickou membranou

kultury bunécné — kultury jednotlivych bunék pomnoZované
Vv tekutém, polotuhém zivném médiu, nebo na pevném nosic¢i nasycenym
médiem

kultury suspenzni — suspenze volnych bunék a malych bunéénych
shlukl v tekutém médiu

kultury organové — diferencované organy, nebo jejich ¢asti, které
si zachovavaji jejich stavbu a funkci. Patfi sem napiiklad kotenové
kultury.

kultury tkanové — soudrzné mnohobunécné komplexy pletiva,
kultivované vétSinou na pevnych nebo polotuhych nosi¢ich nasycenych
médiem

prasnikové kultury a kultury mikrospor — izolované prasniky

pestované na pevném nebo v tekutém médiu. 155)
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Obr. 4: Odvozeni kalusové a suspenzni kultury z intaktni rostliny

a regenerace pomoci Somatické embryogeneze. 154)

explantdt odebrang
Z rostliny nebo z iz
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- odstranénd

priddvani — welkyrch shlukd
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vysowent embrya

exabryondlnd kultura
3.5. 2. Kultivace explantatovych kultur

Kultivace explantatovych kultur probiha ve sterilnich podminkach
na zivné pudé, ktera obsahuje vSechny latky nezbytné pro zivot
rostlinnych bunék. Bylo vypracovano nékolik zékladnich druht zivnych
médii, které jsou pouZitelné pro vétSinu explantatovych kultur: médium
podle Murashigeho a Skooga - tzv. MS'®), médium podle Gamborga
(B5)"*®, médium podle Schenka a Hildebrandta (SH)™" a n&ktera dalsi.
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Zakladnimi slozkami zivného média jsou: voda, zdroj uhliku
(nejcasteji cukr nebo organicka kyselina), zdroj dusiku (nitraty, amonné
soli, aminokyseliny), ostatni makroelementy (fosfor, vapnik, hoi¢ik,
draslik a sira, ve formé& soli), mikroelementy (Zelezo, mangan, méd,
zinek, bor, molybden, kobalt a dalsi), vitaminy (nejCastéji pyridoxin,
thiamin, kyseliny nikotinova, biotin, myo-inositol), nedefinované smési
prirodnich latek (organické extrakty jako hydrolyzat kaseinu, pepton,
kokosové mléko, kvasnicovy extrakt atd.), reguldtory ristu -
fytohormony (naptiklad indolyloctova kyselina, 2,4-dichlorfenoxyoctova
kyselina, naftyloctova kyselina, Kinetin, 6-benzylaminopurin, kyselina
abscisova).

M¢édium dale mtze obsahovat latku, ktera médium zpevnuje nebo
jinak ovlivituje reologické vlastnosti média. Nejcastéji se pouziva agar.
Explantat je také mozné péstovat na mistcich z filtraniho papiru, na
plovoucich polopropustnych membranach nebo v polyuretanové péné.

Pro kultivaci kultur je tfeba zajistit i vhodné fyzikalni podminky.
Teplota se nejCastéji pohybuje vrozmezi od 17 do 25°C, intenzita
osvétleni od 2000 do 5000 luxt. Explantatové kultury mohou byt
fotoautotrofni, fotomixotrofni i heterotrofni, takze zavislost kultur na
svétle se muze lisit piipad od ptipadu (viz kapitola 3. 6. 2.).

Kultivace v tekutych zivnych pudach vyzaduje také michani. Pti
nedostateném michani dochazi k sedimentaci bunek, K jejich shlukovani
a také k malému piisunu kysliku. Naopak pfi pfili§ intenzivnim michani

dochazi k mechanickému poSkozovani bunék.
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3. 6. Moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich metaboliti

Jednim ze zékladnich pozadavk na explantatové kultury je
ekonomicky vyhodnéjsi produkce sekundarnich metaboliti ve srovnani
s klasickymi postupy. Zatim neexistuje univerzalni postup pro ziskani
vysoce produkéni Kultury z jeji mate¢né rostliny. U kazdého druhu se
postupuje individudln€é, coz je dano rozdilnymi potiebami rostlin a
faktory ovliviiujicimi rist a produkci sekundarnich metaboliti. Byly vSak
vypracovany nékteré metody, které jsou pouzitelné u vétSiny

explantatovych kultur.

3.6.1. Vybér rostlinného materialu a selekce

Teoreticky je mozné z kterékoli ¢asti rostliny odvodit kalusovou
kulturu (a nésledné¢ tedy i jiné typy explantatovych kultur). Ve
skuteCnosti ovSem zalezi na druhu rostliny. Naptiklad jednodélozné
rostliny ve srovnani s dvoud€loznymi maji niz§i schopnost utvaret kalus,
kalusy dievin zase obvykle rostou mnohem pomaleji. Prvni moznosti
ovlivnéni produkce sekundéarnich metabolitd je tedy vybér vhodnych
¢asti k odvozeni kultur in vitro a nasledna selekce kultur s nejrychlejsim
nartistem biomasy a s nejvyssimi obsahy pozadovanych metabolitt.

Produkce sekundarnich metabolitli je také ovlivnéna statim kultur
(s narGstajicim poctem pasazi obvykle klesd), obdobim jejich kultivaéni
periody (nejvyssi zpravidla na konci proliferaéniho obdobi) a stupném

diferenciace bunék.
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3.6. 2. Kultivaéni podminky

Kultivatni podminky hraji vyznamnou roli v péstovani
explantatovych kultur a pro jednotlivé rostlinné druhy se ¢asto lisi.

Jednou z moznosti jak zvySit mnozstvi produkti je pouziti
vhodného slozeni Zivného média. Zivné médium musi mit kromé zdroje
energie, esencialnich aminokyselin, anorganickych soli, zdroji uhliku a
dalsich latek i vhodnou kombinaci fytohormont (viz kapitola 3. 5. 2.).
Jako auxin se nejCastéji pouziva 2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova
kyselina) a NAA (naftyloctova kyselina), a to v koncentracich mezi 0,1 a
50 uML.I". Mén& &asto je pouZivéan i jeden z cytokinind: kinetin nebo
BAP (6-benzylaminopurin).

Produkei sekundarnich metabolitt také ovliviiuje teplota, pH a
intenzita svétla.

Teplota pro kultivaci se obvykle pohybuje mezi 17 a 25 °C. Podle
n¢kterych vyzkumli muize 1 snizovani teploty pod 17 °C vést
K pozitivnimu ovlivnéni metabolismu (zvySené mnozstvi mastnych
kyselin a latek z metabolismu mastnych kyselin vychazejicich).**

Hodnota pH je obvykle udrZovdna mezi 5 a 6 (pfed
autoklavovanim). Je-li mimo toto rozmezi, obvykle je zpomalen rist
kultury. Na druhou stranu, vhodnou upravou pH je moZno zvysit
stabilitu n€kterych metabolitl nebo zlepsit vylu€ovani nekterych latek do
média a tim usnadnit néslednou izolaci.

Vliv svétla na mnozstvi sledovanych metaboliti je velmi
variabilni. Existuji skupiny latek, jejichZz produkci svétlo inhibuje a
naopak latky, na které svétlo ptsobi siln€ stimulaéné. Mlze téz zalezet na
Casti rostliny, ze které byla kultura odvozena. 106)

V modernich bioreaktorech je mozné ovliviiovat t€Z mnozstvi O,

CO; a jinych plynti, vcetné zpusobu jakym se do kultivaéni nadoby
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dostavaji (pfestupem pfes membranu, nebo probublavanim), da se téz

optimalizovat tvar michadel a rychlost michani.

3.6.3. Prekurzory

Produkce sekundarnich metaboliti mize byt nékdy stimulovana
pifidavkem prekurzoru do zivného média. Piedpokladem je, ze
potencidlni prekurzor je schopen se dostat z média do buiiky, respektive
do organel, ve kterych probiha biosyntéza pfislusné metabolické cesty.
Kromé toho muize byt dilezitd také koncentrace prekurzoru a doba jeho
aplikace. Tato metoda je samoziejm¢ vyhodna pouze v piipadé, Ze
prekurzor je podstatné levnéjsi nez produkt. Nejcastéji tedy jako
prekurzory slouzi aminokyseliny z nichz pfislusnd metabolickd cesta
vychazi. Usp&né pouziti aminokyselin jako prekurzorii tropanovych a
indolovych alkaloidi je zndmé uz od Sedesatych let. 118)

Jednim z ptikladti uspéSného pouziti prekurzoru je piidavani
fenylalaninu do média kultur Taxus cupsidata, ve kterych byla timto
zptisobem zvysena produkce taxolu.’®” Fenylalanin se jako prekurzor
osveédcil i u suspenznich kultur Salvia officinalis, které po jeho pfidani

produkovaly vice kyseliny rozmarynové. 116)

3.6.4. Biotransformace

K biotransformacnim reakcim patii ty, které jsou katalyzovany
rostlinnymi buitkami, organy nebo enzymy.

K rostlinnému materidlu je pfidan exogenni substrat, ktery je vSak
rostlinou bunkou (organem) pfijat a zapojen do metabolickych procest.
Plsobenim jednoho ¢i vice enzymi rostliny je pfeménén na vysledny

produkt. Tento postup je bézné¢ vyuzivan pii mikrobidlnich fermentacich
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a 1 u rostlinnych kultur se zda byt velmi perspektivni. Zejména u téch
reakci a enzymd, které se vyskytuji pouze v rostlinné fisi.

Rostlinné enzymy jsou schopny katalyzovat celou fadu reakei:

105, 108) 109)

hydroxylace , glukosylace ™, oxida¢né-redukéni reakce (hlavné

110)

oxidace alkoholii na ketony ~~, a naopak redukce karbonylovych skupin

11 redukce dvojnych vazeb 2, redukce nitroskupin **¥), hydrolyzy ¥,

epoxidacni reakce 115 a mnohé dalii. Biotransformace pHnasi
zejména u reakci regio- a stereo-specifickych, které¢ jsou néaro¢né na
provedeni béznymi chemickymi postupy. Biotransformacni reakce navic

nevyzaduji ani extrémni pH nebo teplotu.

3.6.5. Elicitace

Elicitace je proces vyuZzivajici schopnosti rostlin i rostlinnych
bunék kultivovanych in vitro reagovat na riizné stresové podnéty. Elicitor
je latka nebo d¢j, ktery takovy stres vyvolava a spousti obrannou reakci
rostlinné bunky.

V zavislosti na pivodu se elicitory déli na abiotické a biotické.
Mezi elicitory abiotické 1ze zahrnout jak nékteré fyzikalni faktory (napft.:
zmeény teploty, osmotického tlaku, pH, UV zafeni), tak rizné chemické
latky (toxické kovy, pesticidy, herbicidy, antibiotika). Biotickymi
elicitory jsou viry, bakterie, houby, kvasinky, jejich ¢asti (napf.
fragmenty bunécnych stén), nebo latky z nich ziskané. 119.120)

Primarni reakci u elicitace biotickym elicitorem je rozpoznani
elicitoru rostlinnou buiikou jeho navdzanim na specificky membranovy
protein na plasmatické membrané. Po této aktivaci receptoru dojde
k pfenosu signalu do intracelularniho prostoru bunky pomoci pifenasect

(second messengers). Tento ptenos je mozny hned nékolika systémy:
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- systém cAMP, ktery spociva v navdzani guanosintrifosfatu na
G-protein. Ten pak aktivuje ATP-asu a vznikd cAMP, ktery
méni  aktivity  proteinkinds a  fosfatds.  Nasledna
fosforylace/defosforylace tady intracelularnich enzymi vede

ke zmén¢ metabolismu buiiky.

- systém fosfoinozitidovy zac¢ind hydrolyzou membranovych
lipida fosfolipasou C na dv¢ signalni molekuly inositol-1,4,5-
trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). Zatimco DAG piimo
pfes proteinkinasy ovliviiuje fosfolrylaci proteind, IP3; ptisobi
pfes dal$i nosice signalu (Ca2+, kalmodulin) a kromé
fosforylace proteinti ovliviiuje 1 expresi gentl.

- systém reaktivnich forem kysliku spociva jednak v pfimém

pusobeni kyslikovych radikdli na expresi genu, tak
Vv pisobeni pfes peroxidaci membranovych lipida a tvorbu
kyseliny jasmonové a methyljasmonat, které nésledné
ovliviiyji transkripci.

- systém tvorby ethylenu a dal$i systémy, zatim nedostate¢né

prozkoumané (napf. zmeény elektrochemického potencidlu

. o y L s oy 120,121,
zpusobené zménou piestupu nékterych iontit). 1,122)

Vlastni obrannd reakce po pfenosu signalu spociva ve zméné
metabolismu buiky. Pomoci elicitoru dojde ke kratkodobému a
pfechodnému zvyseni hladiny enzymt nebo k jejich aktivaci a k nasledné
produkci a akumulaci obrannych latek, které pomahaji vznikly stres
eliminovat. Tato zména se mize projevit v syntéze specifickych
stresovych proteind, coz mohou byt napiiklad hydrolasy napadajici
bunécnou sténu patogenu, osmoregulacni latky, latky podilejici se na
tvorbé a odstraniovani aktivnich forem kysliku, peroxidasy, antioxidacni

slou€eniny.
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Kromé téchto stresovych proteinovych latek miize byt iniciovana
syntéza nizkomolekularnich latek sekundarniho metabolismu majicich
dalsi ochranné funkce (fytoncidy, fytoalexiny, fytoanticipiny). Tyto
obranné latky byvaji druhové specifické a patifi mezi né latky jako

terpeny, flavonoidy, stilbeny, steroidy, antraceny a dalsi. 12 123)

3.6.6. Imobilizace

Imobilizace bun€k na povrchu polymerové matrice, popiipadé
pfimo vni, ma casto za vysledek zvySeni produkce sekundarnich
metabolitl v porovnani se suspenznimi kulturami. Imobilizace se d¢je
ukotvenim rostlinnych bunék na povrchu nosice (nosi¢ miize mit podobu
castic, sité nebo pény), zachycenim uvniti gelovych ¢astic nebo naptiklad
obalenim bun¢k membranovou strukturou. Imobilizace bun¢k jesté¢ neni
v rostlinné biotechnologii tak vyuZivana jako v biotechnologii
mikrobidlni, ale ukazuje se, Ze i zde ma mnohé vyhody. Imobilizované
buiiky maji del$i zivotnost a daji se prodlouzit kultivacni periody. Jestlize
je produkt uvoliiovan do média, zjednodusi se nasledné izola¢ni procesy.
Imobilizace mizZe nékdy vést k vétsi diferenciaci bun€k a k produkci
latek, které jsou na této diferenciaci zavislé. Znemozinuje téZ pfiliSnému
narustu viskozity, jako je tomu u normdlnich suspenznich kultur (toto
zvySeni viskozity ndasledné¢ vede k problémim s michdnim a
vzduSnénim).

Imobilizace pfinasi i1 fadu nevyhod, diky kterym neni zatim u
rostlinnych kultur bézné vyuzivana (extracelularni degradace produktu,
ukotveni bun¢k vytvaii dalsi bariéry pro difuzi, imobilizace limituje riist

kultur atp.). 129
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3.6.7. Genetické manipulace

Genetické manipulace spocivaji v izolaci a charakterizaci
genetického materialu a jeho nasledné tpravé a transferu zpét do
organismu nebo do bunénych kultur. V piipadé zvyseni produkce
sekundarnich metabolitli u rostlin jsou pouzivany dvé zakladni metody.
Prvni méni expresi jednoho nebo nékolika gent kodujicich klicové kroky
biosyntézy, nebo téch, které zastavuji kompetitivni metabolické cesty,
popfipadé snizuji katabolismus produktt. Druha metoda je zamétena na
zménu exprese regulatornich geni, které kontroluji geny pfislusné

biosyntetické cesty.
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4.

EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1 Chemikaélie

methanol pro HPLC, L-fenylalanin biochem., Kkyselina
skoficova ¢., kyselina malonova puriss.: Fluka, Buchs;

octan méd’naty ¢.: Merck, Darmstadt;

baicalin €., baicalein ¢., Pluronic F-68, , malonan sodny ¢.,
skofican sodny ¢.: Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim;
kyselina a-naftyloctova ¢., myoinositol puriss.: Sigma, St.
Luis;

chlorid thiaminia puriss., chlorid pyridoxinia puriss.: Koch-
Light Laboratories Ltd., Colnbrook Hampshire;
methylcelulosa 450: Lachema, Blansko;

enzymaticky hydrolyzat kaseinu: Imuna, Sari§ské Michalany;
kinetin p.a., kyselina 2,4- dichlorfenoxyoctova p.a.: Serva,
Heidelberg;

6-benzylaminopurin pro zvlastni ucely, dihydrofosfore¢nan
draselny ¢., dusi¢nan draselny p.a., dusi¢nan amonny p.a.,
glycin €., hydrogenfosforecnan sodny p.a., chlorid kobalnaty
p.a., chlorid vépenaty p.a., jodid draselny p.a., kyselina borita
p.a., kyselina o-fosfore¢na ¢., kyselina nikotinova ¢.,
methanol p.a., methylenova modf pro mikro., molybdenan
sodny p.a., petrolether p.a., sacharosa p.a., siran hotecnaty
p.a., siran manganaty p.a., siran mé€d’naty p.a., siran zine¢naty

p.a., siran zeleznaty p.a.: Lachema, Brno.
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4.1.2. Piistroje a chromatografické dopliky

- autoklav PS 20A, autoklav PS 121, horkovzdusny sterilizator
HS 81A, Chirana, Brno;

- analytické vahy A 200S: Sartorius, Gaéttingen;

- vakuova rota¢ni odparka UNIPAN 350: Unipan, Wroclaw;

- vakuova rotatni odparka LABOROTA 4002, Heidolph,
Schwabach;

- roller: vyvojové dilny AV CR, Praha;

- box slaminarnim proudénim Fatran L-F: vyrobné druzstvo
Pokrok, Zilina;

- vodni lazen KL: Laboratorni piistroje, Praha

- mikroskop Meopta standard, Meopta, Pierov

- HPLC chromatograf UNICAM CRYSTAL (¢erpadlo Crystal
200, diodovy detektor Crystal 250, autosampler Crystal 230):
Unicam Analytical Systems, Cambridge;

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

- chromatografické kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s
predkolonkou: Merck, Darmstadt;

- bioreaktor BIOSTAT B-DCU, tfepatcka CEROMAT MO: B.

Braun Biotech. International, Melsungen;
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4.1. Zalozeni a kultivace in vitro kultur S. baicalensis

4.1.1. Zalozeni kalusové kultury

K zalozeni explantatovych kultur sisdku bajkalského byla pouzita
semena ziskdna ze stfediska 1éCivych rostlin 1€karské fakulty
Masarykovy university v Brné.

Po povrchové sterilizaci semen 70 % lihem (10 min), roztokem
SAVO (10 min) a nasledném omyti sterilni vodou byla semena vysazena
ve sterilnich podminkach na povrch agarového média (za tepla
pfipraveny a nasledné¢ zchladly 0,9 % roztok agaru ve vod¢).
Z vyklicenych rostlinek o velikost rostlin asi 10 cm byly odebrany fezy z
kofentl a ty pfesazeny na agarové médium s obsahem kokosového mléka
(10 %). Kalusy tvofené na fezech kofent byly odebirany a ptesazovany
na médium podle Murashigeho a Skooga (MS médium). 129 Tyto kalusy
byly kultivovany ve 100 ml Erlenmayerovych bankach s papirovymi
mustky pfi teploté 25°C a 16h svételné periodé (intenzita svétla cca 3500

lux).

4.1. 2. Pasazovani

Pravidelné pasazovani kalusovych kultur bylo provadéno
vintervalu 28 -30 dni a provadélo se v boxu s laminarnim proudénim
vzduchu, jehoz vnitini povrch byl pfedem omyt 96 % ethanolem a
ozafovan germicidni zatfivkou. Pfi praci byly dodrZzovany zasady prace
v aseptickém prostfedi. Nastroje (pinzety, skalpely) byly po ocisténi,
oplachnuti ethanolem a obaleni hlinikovou folii sterilizovany 2 hodiny

pii  200°C v horkovzdusném sterilizdtoru. Erlenmayerovy bailky
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S papirovym knotem a s 30 ml MS média uzaviené hlinikovou folii byly
sterilizovany po dobu 15 minut pti 120°C v parnim autoklavu.

Samotné pasazovani spocivalo v mechanickém preneseni casti
vzrostlych kalusovych kultur pomoci pinzety do pfipravenych banék

S zivnym médiem.

4.1.3. Zivné médium

Kalusové kultury Sisdku bajkalského byly kultivovany na pudé

podle Murashigeho a Skooga, jejiz sloZeni je nasledujici:

CaCl,.2H,0 440,00 mg.I"*
KNO; 1900,00 mg.I™
MgS0,4.7H,0 370,00 mg.I™"
NHsNO; 1650,00 mg.I™
KH,PO,.H,0 170,00 mg.I*
FeS0,.7H,0 27,84 mg.I*
Na,EDTA 37,37 mg.I*
MnS0,4.4H,0 22,30 mg.I™
ZnS04.7H,0 11,50 mg.I™"
HsBOs 6,20 mg.I™
Kl 0,83 mg.I*
CuS0,.5H,0 0,025 mg.I™
Na;M004.2H,0 0,025 mg.I"*
CoCl,.6H,0 0,025 mg.I™
inositol 100,00 mg.I™
hydrolyzat kaseinu 1000,00 mg.I™
glycin 2,00 mg.I*
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kyselina nikotinova 0,50 mg.I"*
thiamin hydrochlorid 0,10 mg.I"*
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg.I™
sacharoza 30000,00 mg.I™*

Tato mnozstvi byla odvazena na analytickych vahach, latky
potiebné v malém mnozstvi byly odpipetovany ze zasobnich roztokd. Od
6. pasaze po testovani vlivu rostlinnych hormont (viz kapitola 5.2.) byla

jako riistovy stimulator pouZivana NAA v koncentraci 10 mg.I™.

4.1. 4. QOdvozeni a kultivace suspenznich a kofenovych kultur

Suspenzni kultury byly odvozeny z 9. pasaze kultur kalusovych
mechanickym rozvolnénim ¢asti kalust ve 25 ml MS média obsahujiciho
NAA (10 mg.I™). Kultivace probihala v 250 ml kulatych baikach
S plochym dnem na rolleru, v pozdé€jSich pasazich na rotacni tfepacce
(120 ot.min™). Piivodni objem média byl 25 ml a kultivaéni perioda 20 —
22 dni, ale po zavedeni tfepac¢ky misto rolleru bylo mozno zvétsit objem
média v baikach na 50 ml a vzhledem k rychlejsimu rtstu kultur byl i
zkréacen kultivaéni interval na 12-14 dni.

PasdZovani suspenznich kultur bylo provadéno pomoci sterilnich
pipet (sterilizace v autoklavu po vsunuti chomacku vaty, obaleni
V hlinikové¢ folii, 15 minut, 120°C)

Kofenové kultury byly odvozeny pouzitim kinetinu (1 mg.I™),
ktery v kalusovych kulturach indukoval rist deformovanych kotfend.
Jejich né€kolikanasobnou selekci vznikla Cistd kotenova kultura bez
kalusového pletiva. Nasledna kultivace téchto kultur probihala na MS
médiu bez pfitomnosti fytohormonil. Vzhledem k pomalejSimu ristu

byly pasazovany v intervalu 35 — 40 dni.
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4. 2. HPLC analyza baicalinu a baicaleinu

4,2. 1. Pfiprava vzorka

Vzorky kalusovych a kotenovych kultur byly nejprve vyjmuty
Z ban¢k, predsuSeny na filtracnim papife pii laboratorni teploté po dobu
asi 24h a poté dosuSeny v suSarn¢ pii 50°C. U suspenznich kultur
ptedchazela celé procedufe filtrace a promyti bunék vodou.

SusSeny material byl posléze rozdrobnén pomoci tfenky a térky a
extrahovan: vzorek 0,200 g rostlinného materialu byl dvakrat extrahovan
10 ml 80 % methanolu na vodni 1dzni pod zpétnym chladi¢em po dobu
30 min. Objem byl po extrakci doplnén na 20 ml 80 % methanolem.
Chlorofyl a lipidy byly odstranény nékolikanasobnym tfepanim
S petrolétherem. Poté byly vzorky zfiltrovany pies teflonovy mikrofiltr
(0,45 pm) a ptipraveny k HPLC analyze.

Pro stanoveni baicalinu a baicaleinu v zivném médium bylo
vzhledem k malym obsahiim téchto latek nutno nejdiive redukovat vétsi
objem média (100 ml) na méné nez 5 ml pomoci rotaéni vakuové
odparky. K tomuto zbytkovému mnozstvi bylo pfidano 15 ml methanolu
a po dokonalém promiseni byl methanolem doplnén objem na 20 ml.

Vzorek byl poté zfiltrovan mikrofiltrem (0,45 pm).

4,2. 2. HPLC analyza

HPLC analyzy byly prvni tfi roky provadény na chromatografickeé
sestavé Unicam Crystal (Cerpadlo Unicam Crystal 200, autosampler
Unicam Crystal 230, DAD detektor Unicam Crystal 250), poté na sestave
Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler Unicam
Crystal 230).
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Ob¢ sestavy byly vybavené predkolonovym filtrem a kolonou
LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s ochranou piedkolonkou.

Nasttikovany objem byl 20 pl. Slozeni mobilni faze probihalo v
linearnim gradientu z50 % methanolu s obsahem 0,15 % kyseliny
fosforecné (pH = 2,9) v ¢ase t = 0 min na 75 % methanol (s 0,15 %
kyseliny fosforecné) v ¢ase t = 15 min., pfi konstantnim pratoku mobilni
faze 1,2 ml.min™.

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi
vlnovych délek 190 - 450 nm. Obsah sledovanych flavonoidi byl
vypocten z pikl pii vinové délce 277 nm, ve které maji oba flavonoidy
své absorpéni maximum. Retenéni ¢asy u baicalinu byly cca 6 min. 33
sec., U baicaleinu cca 13 min. 08 sec. Obsah obou latek byl kvantifikovan
matematickou metodou normalizace a porovnanim s kalibrac¢ni kfivkou
vytvofenou pomoci externé méteného standardu téze latky.

Absorpéni spektra baicalinu a baicaleinu ukazuje obrazek ¢&. 5.

Ukazky chromatogarmu standardu a vzorku jsou na obr. ¢. 6 a 7.
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Obr. 5: Absorp¢ni spektrum baicalinu (nahote) a baicaleinu

(dole). Je zvyraznéna vinova délka 277 nm, pfi které bylo provadéno

méfenti.
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Obr. 6: Ukazka chromatogramu standardu baicalinu a baicaleinu.
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Obr. 7: Ukazka chromatogramu vzorku pfipraveného z in vitro

kultury.
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4.2.3. Validace HPLC analyzy

Validace znamena ovéfeni platnosti zvoleného analytického
postupu (metody).

Instrumentalni validace je zajisténa vyrobcem HPLC sestavy
(Jasco, Unicam) a to normou ISO 9001 (International Organization for
Standardization).

Zpisobilost chromatografickych systémil byla navic ovéfena
testem opakovaného nastiiku —1zV. test na presnost (provedeno vzdy Sest
nastiikd tymz vzorkem, vypoctena relativni smérodatna odchylka byla
vzdy mensi nez 1,5 %) a testem linearity (na zaklad¢é péti riznych
koncentraci standardu se linedrni regresni analyzou zjisti hodnota
korela¢niho koeficientu r, kterd musi byt vétsi nez 0,9900). Pro
hodnoceni analytického méfeni byly dale prevzaty metody z Evropského

1€kpisu, 3. vydani 126), Asymetrie piku a Pocet teoretickych pater.
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Pro hodnoceni celé metody byly pouzity tyto valida¢ni parametry:
Sprdavnost metody - jedna se o statisticky vyznamnou rozdilnost
mezi ziskanou a skuteCnou hodnotou (tedy porovnanim ovérovanych
hodnot se standardem, porovnanim s jinou jiz osvéd¢enou metodou, nebo
srovnanim s referenénim materialem). ¥ 1% 129)
Kvantitativni limit — jde o nejmensi hodnotu, kterd je méfitelna

S piijatelnou piesnosti a spravnosti (relativni smerodatna odchylka mensi

nez 15 %) 127,128, 129)

4. 3. Optimalizace kultiva¢nich podminek

4.3.1. Sledovani  vlivu fytohormonu na kultury S.

baicalensis

U kalusovych kultur $iSaku bajkalského byl sledovan vliv
rostlinnych hormonti na rychlost ristu a obsah flavonoidl baicalinu a
baicaleinu.

K pokustim byla pouzita Sesta pasaz kalusové kultury Scutellaria
baicalensis. Kalusové kultury byly kultivovany na kultivatnim MS
médiu s ptidavkem vzdy jednoho z nésledujicich fytohormoni: kinetin (v
koncentraci ¢ = 1 mg.I™), BAP (c = 2 mg.I'") , NAA (c =10 mg.I'"), 2,4-
D (c = 1 mg.I""). Jako kontrola byly pouzity kultury rostouci na pidé bez
ptidavku rostlinnych hormont

V pribehu kultivace bylo sledovano mnoZzstvi suSiny a mnozstvi
flavonoidi baicaleinu a baicalinu.

Vzorky ke stanoveni susiny byly odebirany vzdy po 7 dnech. Pro

kazdy soubor bylo z jednotlivych ban€k odebrano pét kalust, které byly
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samostatné usuSeny a zvazeny. Ze ziskanych hodnot byla vytvofena
rustova kiivka jako zavislost suché hmotnosti kalusu na stafi kultury.

Po 28 dnech kultivace byly odebrany téz vzorky pro stanoveni
baicalinu a baicaleinu, které byly po ususeni a extrakci byly analyzovany

metodou HPLC. Analyzovano bylo téz zivné médium.

4.2.2. Sledovani vlivu délky osvétleni na kultury S.

baicalensis

K pokusim byly pouzity jednoleté kalusové a kotenové kultury
Scutellaria baicalensis Georgii, které¢ byly kultivovany na zivném MS
médiu s ptidavkem NAA v mnozstvi 10 mg na 1 1 média.

Prvni ¢ast kultur obou typl byla udrzovana v prostredi stalého
osvétleni o intenzité piiblizné¢ 3500 luxd, druhd ¢ast byla kultivovana
V permanentni tmé a tfeti - kontrolni ¢ast v prostiedi 16 hodinové denni
svételné periody.

Vzdy po 5 dnech byly odebirany vzorky ke stanoveni susiny. Pro
kazdy soubor byly z jednotlivych ban¢k odebrany tfi kalusy (respektive
kotenové kultury), které byly samostatné usuSeny a zvéazeny. Ze
ziskanych dat byla vytvofena rustova kiivka pro jednotlivé svételné
podminky a to jako zavislost suché hmotnosti kalusu (kofenové kultury)
na stari kultury.

Po 28 dnech kultivace byly odebrany vzorky kalust, kofenovych
kultur a zivnych médii pro stanoveni baicalinu a baicaleinu metodou

HPLC.
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4. 3. VIiv potencialnich prekurzoru

Byl sledovan vliv potencialnich prekurzorti na produkci baicalinu
a baicaleinu v kalusovych a suspenznich kulturach $isaku bajkalského.

Na konci kultivacni periody (u kalusovych kultur 28. den, u
suspenznich 20. den) byl ke kulturam pfidan potencialni prekurzor ve
ttech raznych koncentracich. U vSech prekurzori byly koncentrace

dosazené v médiu nasledujici: 1 mg.1™, 5 mg.I" a 10 mg.I"".

Pouzitymi prekurzory byly:

L-fenylalanin (L-Phe)
Kyselina skoricova (CIN)
Skorican sodny (CINNa)
Kyselina malonova (MAL)
Malonan sodny (MALNa)

Prekurzor byl pfidavan vzdy po 1 ml ze sterilnich zésobnich
roztokid. Ke kulturam slouzicim jako kontrola byl pfidan 1 ml sterilni
destilované vody.

Nasledna kultivace probihala pii 16 h svételné periodé a 25°C. Po
20 a 40 hodinach od pfidani prekurzoru byly odebrany vzorky (vzdy tfi

od kazdé koncentrace), usuSeny a analyzovany pomoci HPLC.



Disertaéni prace Jan Martin

4. 4. Vliv elicitace reakivnimi formami kysliku

4. 4. 1. Sledovani vlivu methylenové modii

Byla sledovana produkce sekundarnich metabolit v kalusovych a
suspenznich kulturach po elicitaci radikalem kysliku, vytvafeného piimo
Vv médiu pomoci methylenové modii.

K suspenznim a kalusovym kulturam byla na konci jejich
kultivaéni periody pfidavana methylenova modi. Tento elicitor byl
ptidavan vzdy po 1 ml ze sterilnich zasobnich roztokd. a to tak, aby
konec¢nd koncentrace v médiu byla 1, 10, a 100 mg.l'l. Ke kulturdm
slouzicim jako kontrola byl pfidan 1 ml sterilni vody.

Nasledna kultivace probihala pii 16 h svételné periodé a 25°C. Po
8 a 24 hodinach kultivace byly odebrany vzorky kultur a po ususeni a

extrakci byl metodou HPLC stanoven obsah baicaleinu a baicalinu.

4.4. 2. Sledovéni vlivu peroxidu vodiku

Touto abiotickou elicitaci by ucinén pokus pozitivné ovlivnit
produkci baicalinu a baicaleinu v kalusovych a suspenznich kulturach
SiSaku bajkalského.

K suspenznim a kalusovym kulturam kulturam byl na konci jejich
kultiva¢ni periody ptidavan jako elicitor peroxid vodiku. Tento elicitor
byl pfiddvan vzdy po 1 ml ze zasobnich roztokli tak, aby konecné
koncentrace v médiu byly: 50, 100, 500 a 1000 mg.I*. Ke kulturdm
slouzicim jako kontrola byl pfidan 1 ml sterilni vody.

Po 8 a 24 hodinach kultivace byly odebrany vzorky kultur a

metodou HPLC stanoven obsah baicaleinu a baicalinu.
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4. 5. Vliv elicitace téZkymi kovy

4.5, 1. Sledovani vlivu méd’natych iontt

K ovlivnéni produkce baicalinu a baicaleinu byla zvolena i
elicitace octanem médnatym. Ze sterilnich zasobnich roztokli byl
k narostlym kalusovym a suspenznim kulturAm na konci kultivacni
periody pfidavan vzdy 1 ml roztoku octanu médnatého. Vysledné
koncentrace octanu mé&d’natého v médiu byly: 1, 10 a 100 mg.I™, coZ po
piepoétu odpovida 0,35 mg.1™, 3,5 mg.I" a 35 mg.I"* Cu?*. Ke kontrolnim
kulturam byl pfidan 1 ml sterilni vody.

Elicitované i kontrolni kultury byly odebirany po 8 a 24 hodinach
od aplikace prekurzoru a metodou HPLC bylo stanoveno mnozstvi

baicalinu a baicaleinu.

4. 6. Kultivace suspenzni kultury v laboratornim bioreaktoru

4.6. 1. Pfiprava bioreaktoru

Laboratorni bioreaktor byl pted kazdou kultivaci pfipraven podle
nasledujiciho postupu:

Kultiva¢ni nadoba byla naplnéna 1,6 | MS média s obsahem NAA
(10 mg.I") a pevné uzaviena vikem s instalacemi pro vedeni plyni a
kapalin, odbér vzorkd a s michadlem. Po kalibraci byla namontovana pH
sonda a nasledné byly instalovany i1 dal$i méfici sondy (pOgz, teplotni
sonda, sonda pro meéfeni objemu média a indikator pény). Poté byly

napojeny veskeré spojovaci prvky, mikrofiltry a zasobni lahev s vodou.



Disertaéni prace Jan Martin

Pred sterilizaci byla do plast¢ nadoby napusténa voda a byla
oznacena vySka hladiny média v nddobé. Sterilizace uzaviené kultivacni
nadoby probihala pti 120°C a 0,1 MPa po dobu 30 minut.

Po sterilizaci a zchladnuti na laboratorni teplotu byla nadoba
pripojena k ovladacim prvkiim. V ptipad¢ potieby byla doplnéna hladina
kultivacniho média sterilni vodou ze zasobni ldhve. Nasledné byla
provedena kalibrace kyslikové sondy.

Nakonec byly pomoci ovladacich prvkl nastaveny vychozi

podminky pro kultivaci (teplota, pH, pOy)

4.6. 2. Inokulace, kultivace a odbér vzorku

Inokulace probihala po odpojeni od ovladacich prvki ve sterilnim
boxu.

Po omyti vika kultiva¢ni nadoby 96 % ethanolem byla kultivacni
nadoba pienesena do pfipraveného sterilniho boxu. Inokulace byla
provadéna prostym nalitim pfiblizn¢ 400 ml 14 dni staré suspenzni
kultury do kultiva¢ni nddoby ptes univerzalni port.

Poté byla naddoba opét pfipojena k ovladacim prvkim, na kterych
byl spustén ovladaci software S pfedem ptipravenou metodou. Detailni
postupy pii programovani metod vychdzely z manualll pro pfistroj
BIOSTAT B-DCU.

Odbér vzorki byl provadén pomoci specidlniho portu,

zachovavajiciho sterilni podminky kultivace.

4.6. 3. Stanoveni susiny

Ke stanoveni suché hmotnosti bunék v kultivaéni nadobé

bioreaktoru byly odebrany vzdy 3 vzorky po 50 ml. Tyto vzorky byly za
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snizen¢ho tlaku zfiltrovany pfes pfedem vysuSeny a zvazeny filtr. Na
filtru byly tfikrat promyty 20 ml destilované vody a i s filtrem usuSeny.
Mnozstvi suSiny pak bylo vypoéteno z rozdilti hmotnosti prazdného filtru

a filtru se vzorkem. Mnozstvi susiny bylo pfepocteno na 1 litr média.

4.6. 4. Optimalizace kultivaénich podminek

Pro ptevod suspenznich kultur z ban¢k do bioreaktoru bylo tieba
optimalizovat kultiva¢ni podminky. Nékteré hodnoty byly bez jakychkoli
problémt pievzaty z kultivace v bankach (teplota), nékteré byly
testovany, ale jejich zména nepfinesla Zadny efekt (svételné podminky,
pH). Kultiva¢ni podminky jako rychlost michani a rychlost vzdu$néni
museli byt vzhledem k odliSnym principim v obou typech kultivaci
experimentdlné¢ stanoveny. Déle byl testovan vliv nékterych
protektivnich  latek, které pomahaji eliminovat stfizné sily
(methylceluléza v koncentraci 0,5 %, Pluronic F-68 v koncentracich 0,1 a

0,2%). 148,149)

4. 7. Statistické zpracovani vysledku

Statistickd vyznamnost naméfenych vysledkti byla vypocitana

pomoci t-festu vyznamnosti rozdilu dvou priimérii (pro rovnost rozptyll)

podle nasledujicich matematickych vztahti:

Aritmeticky priumer:
a
2%
X = it
a

kde x; =naméfené hodnoty, a =rozsah souboru



Disertaéni prace Jan Martin

Smeérodatna odchylka:

kde x =aritmeticky primér, X, =naméfené hodnoty, a =rozsah

souboru

Testovaci kritérium:

t= |X1_X2| \/alaz(a1+a2_2)
Ja s, +a,s,’ a, +a,
kde  x, =  aritmeticky prdmér kontrolntho  souboru,

X, =aritmeticky primér pokusného souboru, S, =smérodatna odchylka
kontrolniho souboru, s, = smérodatnd odchylka pokusného souboru,
a, =pocet c¢lentt kontrolniho souboru, a, =pocet ¢lenti pokusného

souboru

Testovacimu kritériu pfislusi t-rozdéleni se stupném volnosti
vypoctenym podle vzorce:

v=a,+a,-2

Pokusny soubor se od kontrolniho souboru statisticky vyznamné
li§i v piipadé€, ze vypoctené testovaci kritérium t je vE&t$i nez kriticka
hodnota t, pro vypocteny stupeni volnosti vV na hladiné vyznamnosti p (p =

0,05). 13
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Zalozeni a  kultivace  explantatovych  Kkultur

S. baicalensis

Po odvozeni kalusové kultury vy$e popsanou metodou (kapitola
4.1.) byla béhem prvnich ¢tyi pasazi patrna diferenciace bun¢k (tvorba
deformovanych kofenti i zelenych ¢asti). Tvofici se kalusové pletivo bylo
nejdiive hnédé zbarvené, ale s pfibyvajicimi pasazemi prechazelo do
kultury, bez =zfetelné diferenciace, pouze se zbytkovou tvorbou
chlorofylu.

Obsah baicalinu a baicaleinu se Vv jednotlivych pasazich
kalusovych kultur vyrazn€ 1iSil. Mnozstvi baicalinu se pohybovalo
v rozmezi od 1,0 mg.g™ po 52,2 mg.g™*, obsah baicaleinu od 0,1 mg.g™
do 13,0 mg.g™ . Kromé jediné méfené pasaZe byl obsah baicalinu vzdy
vys$$i nez obsah baicaleinu. S nartistajicim poctem pasdzi se vyrazné
neménil ani vzhled kultur ani rychlost jejich rustu. Vykyvy v obsahu
obou flavonoida v jednotlivych pasazich ukazuje obr. ¢. 8.

Kotfenové kultury byly odvozeny z kalusovych v prubéhu
experimentl sledujicich vliv fytohormonti, to znamené z 6 az 10 pasaze
kalusové kultury. Obsahy obou flavonoidi byly v priméru vzdy vyrazné
niz8$i nez u kalusovych kultur a pohybovaly se v rozmezi od 0,2 do 8,6
mg.g™ pro baicalin a od 0,1 do 0,4 mg.g™pro baicalein.

Suspenzni kultury byly odvozeny zdevaté pasaze kalusové
kultury a i u nich byl v jednotlivych pasazich obsah flavonoidi velmi

proménlivy. Baicalin byl v kulturach obsazen vrozsahu od 1,3 do
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41,3 mg.g* a baicalein od 0,3 do 41,7 mg.g". Obsah sledovanych

flavonoidi v suspenznich kulturach ukazuje obr. €. 9.
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Obr. 8: Obsahy baicalinu a baicaleinu ve sledovanych pasazich

kalusovych kultur §isaku bajkalského.
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Obr. 9: Obsahy baicalinu a baicaleinu ve sledovanych pasazich

suspenznich kultur §isdku bajkalského.
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5. 2. Sledovani vlivu fytohormonu na kultury S. baicalensis

Tato Cast prace byla zaméfena na sledovani vlivu rostlinnych
hormont na explantatové kultury Sisdku bajkalského. Kalusové kultury
Sisaku bajkalského byly kultivovany na MS mediich s obsahem kinetinu
(v koncentraci ¢ = 1 mg.I™"), BAP (c = 2 mg.I'*), NAA (c = 10 mg.I™),
2,4-D (c = 1 mg.l"). Ostatni kultivaéni podminky (intenzita svétla,
teplota, svételnd perioda) byly shodné. V pribéhu kultivace bylo
sledovano mnozstvi susiny a mnozstvi flavonoidt baicaleinu a baicalinu.

Bylo zjisténo, ze nevyssi prirtstek suché hmotnosti kalust byl u
média obohaceného NAA (10 mg.™?). U tohoto fytohormonu se
neprojevila vyraznéjsi diferenciace, kultury byly homogenni, intenzivné
zelené diky produkci chlorofylu. U kultur péstovanych na kinetinu a
BAP doslo k mirné diferenciaci, a to konkrétné k vyvoji kofent (u BAP
pouze v naznaku). U téchto fytohormont doslo téz ke snizeni produkce
chlorofylu. U 2,4-D a kontrolnich kultur bez fytohormonu byl ve
srovnani s NAA pomalejsi rist. Mnozstvi baicalinu a baicaleinu bylo
nejvyssi u NAA a kinetinu. Vysledky jsou shrnuty v grafech (obr. ¢. 10 a
11).

Mnozstvi sledovanych flavonoidii v médiu bylo u vSech vzorki
pod hranici stanovitelnosti (mensi nez kvantitativni limit 0,001 mg.ml™).
Pouze u starych kultur (délka kultivace vetsi nez 32 dni) vykazujicich
znamky vycerpani Zivin a nasledného rozkladu (hnédnuti kalust) byly
flavonoidy obsaZeny 1 v médiu. Baicalin a baicalein tedy zifejmé nejsou

zivymi buiikami do média vylu¢ovany.
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Obr. 10: Rustové kiivky kalusovych kultur Scutellaria baicalensis

rostouci na médiich s riznym obsahem fytohormoni.
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Obr. 11: Obsah sledovanych flavonoidi na konci kultivaéni
periody u kalusovych kultur S. baicalensis rostoucich na médiich

S riznym obsahem fytohormontl.
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Vzhledem k témto vysledkiim byla v nasledujicich pasazich jako
fytohormon pouzita NAA v koncentraci 10 mg.I™ . Kinetin v koncentraci
1 mg.l'1 byl pouzit k odvozeni kofenovych kultur (viz kapitola 4.1.4.).

Vliv rostlinnych hormonti na rist a diferenciaci explantatovych
kultur jinych rostlin je pomérné dobie znam. Jako piiklad lze uvést praci

Jimenéze®V

nebo piehledovy ¢lanek Sugiyamy.lgz) Nase studie neni tak
podrobnd a ma charakter spiSe orientacni, protoze vysledky mély slouzit
zejména pro dalsi kultivace Scutellaria baicalensis. Cilem bylo rychle
optimalizovat médium pro co nejrychlejsi a z hlediska obsahu flavonoidi
optimalni kultivace, takze byly vyzkouSeny jen nejbéznéjsi fytohormony
a jejich nejpouzivanéjsi koncentrace. Pro Uplné a piesné zjisténi vlivu
fytohormonti by bylo tfeba vyzkouset také dal§i koncentrace, dalsi

fytohormony a jejich rizné kombinace.

5. 3. Sledovani vlivu délky osvétleni na kultury S. baicalensis

K zjisténi vlivu délky osvétleni na explantatové kultury SiSdku
bajkalského byly tyto kultury péstovany ve tfech riiznych svételnych
podminkach. Jedna ¢ast v trvalé, 24 hodinové tmé, druhd v trvalém svétle
a treti ¢ast kultur pii 16 hodinové svételné period€. Vysledky shrnuté
v grafu (obr. ¢. 12 a 13) ukazuji, ze délka osvétleni méla vyznamny vliv
na rust kultur a obsah flavonoidi.

Kalusové 1 kotfenové kultury kultivované¢ v trvalé tmé
produkovaly nejvice baicalinu i baicaleinu, avSak jejich rtst byl ve
srovnani s 16 hodinovou periodou pomalejsi (obr. €. 14 a 15). Zejména u

kalusovych kultur doslo v trvalé tmé k vyraznému zpomaleni rustu — asi

0 20%.
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Obr. 12: Vliv délky osvétleni na obsah flavonoidd v kalusové

kultufe S. baicalensis.
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Obr. 13: Vliv délky osvétleni na obsah flavonoidi v kofenové

kultufe S. baicalensis.
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Obr.

14: Rastové kiivky kalusovych kultur S. baicalensis

rostoucich v riiznych svételnych podminkach.
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Obr. 15: Rustové kiivky kofenovych kultur S. baicalensis

rostoucich v riznych svételnych podminkéch.

100

80

60

40

20

hmotnost susiny 1 kalusu (mg/kalus)

=== trvala tma
=== 16h perioda

trvalé svétlo

10

15
stafi kultur (den)

20 25 30




Diserta¢ni prace Jan Martin

Trvalé celodenni osvétleni zpisobilo u kotfenovych kultur snizeni
obsahu baicalinu, zatimco u kalusovych kultur nemélo vyznamny vliv.

Stejné€ jako u testovani vlivu fytohormoni, ani zde nedochézelo
k uvoliiovani flavonoidi do média (mnozstvi mensi nez kvantitativni
limit 0,001 mg.ml™).

Tyto vysledky potvrzuji, ze trvalé¢ svétlo obvykle snizuje
mnozstvi flavonoidi v organech, které nejsou za béznych podminek
svétlu vystavené (kofeny).”*® U nékterych druhi rodu Scutellaria byl jiz
diive méfen vliv svétla na mnozstvi flavonoidii V explantatovych
kulturach.®¥ Ve studii se ukazalo, 7e trvald tma mirng zvySuje obsah
flavonoidt. Druh Scutellaria baicalensis nebyl zahrnut mezi testované
druhy, a proto jsou nase vysledky mimo jiné i doplnénim vyse zminéné
studie o druh S. baicalensis.

Kofenové kultury péstované za riznych svételnych podminek se
od sebe mikroskopicky ani makroskopicky nelisily.

Naproti tomu u kalusovych kultur doslo ke zméndm ve vzhledu
kultur. Ke konci kultivaéni periody se u skupiny pod trvalym osvétlenim
objevila produkce anthokyaninovych barviv, projevujici se fialovym
zbarvenim. Ziejm¢ doslo k aktivaci geni odpovidajicich za syntézu
téchto barviv v kvétech ptivodni rostliny. Mikroskopickym pozorovanim
kalusovych kultur bylo zjisténo, Ze ne vSechny bunky produkuji
anthokyaniny, nybrz vedle sebe koexistuji buniky s pigmenty a bez
pigmentu. Pigmentované buiky se ve vétSim mnozstvi vyskytovaly
zejména na povrchu kalusu, takze spoustécim signalem pro biosyntézu
anthokyanint je pravé svétlo. Produkce anthokyanini nebyla patrna u
kalusti kultivovanych ve tmé¢ ani pii 16 h svételné periodé. Podobna
indukce biosyntézy anthokyanini svétlem uz byla v literatufe popséna,
napiiklad u explantatovych kultur druh Vitis viniferra *®, Catharanthus

roseus *® nebo Perilla frutescens **7).
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Nékolikanasobnou selekei povrchovych c¢asti  kalusii, které
obsahovaly velké mnozstvi pigmentovanych bunék a jejich umisténim
v trvalém svétle byla po nékolika pasazich ziskana kalusova kultura
svelkym obsahem anthokyaninli projevujici se temné fialovym
zbarvenim celych kalust. U této kultury byl stanoven obsah baicalinu a
baicaleinu a porovnan s normalni neselektovanou kalusovou kulturou S.
baicalensis rostouci v 16h svételné periodé. Vzhledem k vysoké produkci
anthokyanint byl ptfedpoklad, ze bude diky sdileni metabolickych cest
ovlivnén i obsah flavonoidi. *3 3

Z vysledku (obr. ¢. 16), je zfejmé, ze doslo k vyraznému snizeni
produkce baicalinu i baicaleinu u kultur produkujici anthokyaniny, a to

ziejm¢ v dusledku zvysené premény flavonoidi na anthokyaninova

barviva.

Obr. 16: Obsah baicalinu a baicaleinu u normalni kalusové

kultury a u kultury produkujici anthokyaniny.
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Trvalé osvétleni pravdépodobné plsobilo na bunky stresovée, a
jako odpovéd’ doslo kexpresi genti koddujicich chalkonsyntasu,
chalkonisomerasu a hlavné dihydroflavonol-4-reduktasu, coz je prvni
enzym vedouci k syntéze anthokyanint. V dusledku toho se v burikach
na tkor obsahu flavonoidi akumulovaly anthokyaniny, podobné jak je

popsano v literatufe u kultury Vitis vinifera.**

5. 4. Sledovani vlivu potencialnich prekurzori

Bylo vyzkouSeno pét potencidlnich prekurzori k zvySeni obsahu
baicalinu a baicaleinu: fenylalanin, kyselina skoficova, skofican sodny,
kyselina malonova a malonan sodny (viz kapitola 4. 3.). Vysledny efekt
jednotlivych prekurzort je patrny z graft (obr. ¢. 17 az 26).

K signifikantnimu zvySeni obsahu obou sledovanych flavonoida
doslo zejména pii pridani skoficanu sodného (obr. ¢. 17 a 18). Po 20
hodinach sice nedoSlo u kalusovych kultur k vyrazngj$im zménam
Vv produkei flavonoidd, ale v ¢asovém intervalu 40 hodin doSlo u vSech
koncentraci prekurzoru k navySeni obsahu baicalinu, a to na minimalné
dvojnasobek ve srovnani s kontrolou.

U suspenznich kultur bylo podobné zvySeni zaznamenano uz po
dvaceti hodinach. Zarovei byl u nejvyssi koncentrace skoticanu sodného
zaznamenan toxicky efekt, ktery se projevil hnédnutim kultur a
uvoliiovanim baicalinu a baicaleinu do média, ve kterém nejsou tyto
latky normalné pfitomny. U této koncentrace doslo Kk vyrazné inhibici
rustu kultur. Z tohoto diivodu je optimalni koncentrace CINNa v médiu 5
mg.1™.

Grafy na obrazku €. 19 a 20 ukazuji vliv kyseliny skoficové na

produkci baicalinu a baicaleinu u kalusovych a suspenznich kultur.
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Zvyseni produkce nebylo tak vyrazné jako u skoficanu sodného a bylo
zaznamenano jen u suspenznich kultur v koncentraci 1 mg.l’l.
Koncentrace 10 mg.l'1 kyseliny skoficové ptsobila taktéz toxicky.
Ptidavani fenylalaninu (obr. 21 a 22), kyseliny malonové (obr. 23
a 24) a malonanu sodného (obr. 25 a 26) nevedlo k pozitivnim
vysledkiim. Zminéné latky budto nemély zadny vliv, nebo mirné

snizovaly mnozstvi sledovanych flavonoidu v kulturéach.
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Obr. 17: Vliv skoficanu sodného na obsah baicalinu a baicaleinu

v kalusové kultuie S. baicalensis.
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Obr. 18: Vliv skoficanu sodného na obsah baicalinu a baicaleinu

v suspenzni kultufe S. baicalensis.
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Obr. 19: Vliv kyseliny skoficové na obsah baicalinu a baicaleinu

v kalusové kultuie S. baicalensis.
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Obr. 20: Vliv kyseliny skoficové na obsah baicalinu a baicaleinu

Vv suspenzni kultufe S. baicalensis.
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Obr. 21: Vliv fenylalaninu na obsah baicalinu a baicaleinu

v kalusové kultuie S. baicalensis.
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Obr. 22: Vliv fenylalaninu na obsah baicalinu a baicaleinu

v suspenzni kultufe S. baicalensis.
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Obr. 23: Vliv kyseliny malonové na obsah baicalinu a baicaleinu

v kalusové kultuie S. baicalensis.
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Obr. 24: Vliv kyseliny malonové na obsah baicalinu a baicaleinu

Vv suspenzni kultute S. baicalensis.
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Obr. 25: Vliv malonanu sodného na obsah baicalinu a baicaleinu

v kalusové kultuie S. baicalensis.
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Obr. 26: Vliv malonanu sodného na obsah baicalinu a baicaleinu

v suspenzni kultufe S. baicalensis.
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5.5. Vliv elicitace reakivnimi formami kysliku

Na kalusovych a suspenznich kulturach Sisaku bajkalského byl
testovan vliv methylenové modii. Vysledky jsou shrnuty v grafech (obr
¢. 27 a 28).

Je zfejmé, Ze mnozstvi baicalinu se zvySilo zejména u
suspenznich kultur, a to pii odbéru po 8 1 24 hodinach. U kalusovych
kultur doslo k elicitaci pouze po 24 hodinové kultivaci. To je déno
leps$im kontaktem suspendovanych bun€k s zivnym médiem. Vliv
methylenové modfi na produkci druhé sledované latky - baicaleinu byl
patrny pouze u suspenznich kultur, a to u koncentrace 1 mg.I"* po 8 h
elicitaci a 100 mg.I™ po 24 h elicitaci.

Vyssi koncentrace methylenové modii nez nami pouzité, vedou kK
zvySenému odumirani bun€k a k uvoliovani flavonoidii do média. Z
tohoto diivodu je koncentrace 100 mg.I"! nejvyssi mozna a pro elicitaci
explantatovych kultur nejvyhodnéjsi.

Methylenova modi (obr. ¢. 29) je ve vodé rozpustné barvivo,
které se pouzivd kbarveni mikroskopickych preparatl. ProtoZe
neprostupuje pies bunéfnou sténu zivych rostlinnych bunék, nemiize
elicitovat pfimym zasahem do sekundarniho metabolismu bunky, ale
plsobi nepfimo jako generator aktivnich forem kysliku.143) \Y
pfitomnosti svétla a molekularniho kysliku produkuje tato latka
kyslikovy radikal a nepfimo i jiné aktivni formy kysliku: peroxidy a
superoxidy. Tyto aktivni formy kysliku ohrozuji bunky mimo jiné tim, Ze

zpiisobuji poskozeni DNA. " 142)
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Obr. 29: Struktura methylenové modfi
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Pfidani methylenové modii do zivného média tedy
pravdépodobné spousti obrannou reakci builkky a zvySuje obsah latek,
které jsou schopny vychytdvat volné radikdly. Narozdil od pridani
peroxidu vodiku je produkce aktivnich forem kysliku sice mald, ale
kontinudlni. To vede k tomu, Ze se nastartuje syntéza baicalinu jakoZto
transportni a zéasobni formy antioxidaéné pisobiciho baicaleinu.
Baicalein je pribézné¢ uvolilovan z baicalinu a oxidovan na 6,7-
dehydrobaicalein. Proto se obsah baicaleinu vyrazné nezvysuje.

Pro srovnani byl jako elicitor pouzit i peroxid vodiku. Princip
pusobeni je podobny (aktivni forma kysliku), ale po jeho pfidani dojde
k velkému narazovému zvysSeni mnozstvi H,O, v médiu, které se pomoci
detoxikacnich systémil buiiky s postupem €asu sniZuje.

Vysledky elicitace peroxidem vodiku ukazuji obrazky ¢. 30 a 31.
Je ziejmé, Ze po 8 1 24 hodinach od ptidani H,O, doslo k velkému snizeni
obsahu baicaleinu. MnoZsvti baicalinu se vyrazné nezmeénilo (8h), nebo
bylo jen mirn¢ zvySeno (24h).

Rapidni sniZzeni obsahu baicaleinu lze vysvétlit jeho rychlou
oxidaci na 6,7-dehydrobaicalein. Uvolnovani baicaleinu z baicalinu

probiha konstantni rychlosti a nestaci zvySenym potfebam bunky.
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Obr. 27: Obsah baicalinu a baicaleinu po elicitaci methylenovou

modii v kalusové kultufe S. baicalensis.
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Obr. 28: Obsah baicalinu a baicaleinu po elicitaci methylenovou

modfi v suspenzni kultufe S. baicalensis.
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Obr. 30: Obsah baicalinu a baicaleinu po elicitaci peroxidem

vodiku v kalusové kultufe S. baicalensis.
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Obr. 31: Obsah baicalinu a baicaleinu po elicitaci peroxidem

vodiku v suspenzni kultufe S. baicalensis.
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5. 6. Sledovani vlivu méd’natych ionti

Na kalusovych a suspenznich kulturach byl sledovan vliv octanu
méd’natého na produkci flavonoidu. Jak ukazuji grafy (obr. ¢. 32 a 33),
V obsahu baicalinu dosSlo jen knevyznamnym zméndm. Mnozstvi
baicaleinu bylo u vysSich koncentraci octanu méd’natého (10 a 100 mg.I’

M¢dnaté ionty jsou pro buiky dulezité nejen jako koenzymy
pfi oxidativnich fosforylacich a fotosyntéze, ale hraji roli i pfi detoxikaci
kyslikovych radikala.'® Ve vysSich koncentracich naopak zplsobuji
oxidacni stres a piisobi na buiiku toxicky.

Ptidani méd’natych iontl zpisobuje zvyseni aktivity nckterych
enzymi (askorbat-peroxidasy, katalasy), naopak inhibovana je
glutathionreduktésa. 148) Mednaté ionty také zvySuji mnozstvi jasmonatl
a metyljasmonata. 147)

Z literatury je znamo hned nékolik uspésnych pouziti méd’natych
iontl ke zvySeni obsahu sekundarnich metabolitt. Naptiklad u druhu
Pueraria lobata doslo nejen k narGistu obsahu isoflavonoidd, ale i
k syntéze novych isoflavonoidnich struktur, které se u kontrolnich vzorkt
nevyskytovaly. *¥
Pfi sledovani vlivu méd’natych iontl na kalusové a suspenzni

kultury §iSaku bajkalského nedoslo k naristu mnozstvi flavonoidi.
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Obr. 32: Vliv octanu médnatého na kalusové kultury S.

baicalensis.
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Obr. 33: Vliv octanu médnatého na suspenzni kultury S.

baicalensis.
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5. 7. Kultivace suspenzni kultury v laboratornim bioreaktoru

Vzhledem ktomu, ze kdispozici byl bioreaktor s jednou
kultiva¢ni nadobou, a tedy S nemoznosti provadét paralelni kontrolni
kultivaci, byla pti kazdé dalsi pasazi provedena jen jedind zména a ta
byla porovnana s pifedchozi pasazi. Hodnoceno bylo mnoZstvi biomasy,
vyjadiené jako hmotnost ususenych bunék vztazena na 1 litr média.
Mnozstvi baicaleinu a baicalinu v jednotlivych pasazich vyrazné¢ kolisalo
1 beze zmény kultiva¢nich podminek a proto jeho porovnavani nemélo

smysil.
Teplota: 25°C; hodnota této kultivacni podminky byla odvozena
od kultivaci suspenznich kultur $iSdku bajkalského v bankach a

V prubehu experimentl se ukdzala jako vyhovujici.

Rychlost michéani: vzhledem k odlisnému zpisobu michani a

moznosti véts§iho poskozeni bunék lopatkovym michadlem, byla nejdiive
zvolena frekvence michani na 50 otacek za minutu (pfi niZ8i rychlosti by
dochézelo k sedimentaci bunék). Pozdéji se prokéazalo, Ze bunky snesou i

vys8i rychlost michdni: optimalni rychlost je 120 az 150 ot.min™.

Vzdu$néni: vzduSnéni je brano jako mnoZstvi vzduchu dodaného
do kultivacni nadoby za jednotku Casu. Je sledovano nepfimo pomoci
kyslikové sondy méfici pO,. Uzce souvisi i s rychlosti michani. U prvni
kultivace bylo nastaveno na 0,15 l.min™ (pfi 50 ot.min™ ), coz se ukazalo
jako nedostatecné (viz obr. ¢. 34). ZvySenim rychlosti michani na 150
ot.min™ doslo jen k malému zlep3eni, a proto bylo vzdusnéni postupné
zvyseno az na 0,8 L.min™. Pii t&chto hodnotich oviem zase dochazi

k vynaseni rostlinnych bunék bublinami vzduchu nad hladinu média a
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k jejich odumirani. Jako kompromisni feSeni bylo nakonec pouzito

vzdus$néni 0,6 l.mint,

Obr. 34: Vliv michani a vzdus$néni na relativni mnozstvi kysliku

Vv kultiva¢ni nadob¢ pfi kultivaci suspenznich kultur S. baicalenis.

100 -
= 0,15 I/min p¥i 50 ot./min
0,15 I/min p¥i 150 ot./min

80 ¢ 0,6 l/min pfi 150 ot./min
. 60 +-
g
o)
& 40

20 \

0 - T \A T 4\———\ T - T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
stari kultur (den)

pH: pfi prvni kultivaci byly hodnoty pH pouze pasivné sledovany.
Protoze se vyrazné¢ neméni a pohybuji se vV rozmezi pro rostlinné bunky
vhodném, nebylo tfeba ho upravovat. P pozdéjsim pokusu o
optimalizaci bylo vyzkouSeno udrzovat pH nad hodnotou 35,5.

K vyraznému zlepSeni riistu ale nedoslo.

Osvétleni: testovano bylo trvalé osvétleni, trvald tma a 16

hodinové perioda. Rozdily v pfirtistku biomasy byly nevyznamné.

Protektivni latky: do média byly pfidavany latky snizujici stiizné

sily plisobici na povrch bunék.
Methylceluléza v koncentraci 0,5% a Pluronic F-68 (0,1%)

nevyznamné zrychlili rist kultur. U Pluronicu F-68 v koncentraci 0,2%
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dosSlo malému, ale statisticky vyznamnému zvySeni rychlosti ristu (viz
obr. ¢. 35), a to i po matematické extrapolaci vynucené chybou (vyrazné
vétsi mnozsvti inokula u pokusu s 0,2 % Pluronicem F68). Pluronic F68
tedy zvySoval odolnost bun€k proti stfiznym silam, ale zaroven bylo pii
této kultivaci pozorovano vyznamné snizeni pO,. Pozitivni efekt
Pluronicu F68 na rast kultury by byl ziejmé jesté vyssi pii soucasném

zvyseni vzdusnéni nebo rychlosti michani.

Obr. 35: Vliv nékterych protektivnich latek na rychlost ristu

suspenznich kultur S. baicalensis.

8 -
== hez protektivni latky
m—@=== Methylcelul6za (0,5%)
Pluronic F68 (0,1%)
Pluronic F68 (0,2%)
61— Pluronic F68 (0,2%) oprava

hmotnost susiny (g/l)

0 3 7 14 21
stari kultury (den)

Pozitivni efekt methylcelulozy se nepodatilo potvrdit. Castené to
bylo zplsobeno 1 tim, Ze methylceluloza obsaZzena v médiu podstatné
zvySovala tvorbu pény a dochdzelo k usazovani rostlinného materialu
V pén¢ nad trovni hladiny média. I kdyZ i tyto buiiky ptezivaly, odbér
vzorkl tak byl zatiZen chybou a naméfend mnoZstvi suSiny jsou niz§i nez

odpovida mnozstvi bunéného materialu v bioreaktoru.
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Optimalizace kultivacnich podminek pro kultivaci suspenznich
kultur v bioreaktoru neni jesté dokoncena a bude dale probihat. Napiiklad
bude sledovan vliv methylceluléozy za soucasné piitomnosti latek
snizujicich tvorbu pény.

Resen bude i problém s nizkou produkei biomasy. Ta dosahuje
maximaln¢ 7 grami suSiny na litr média, zatimco u suspenznich kultur

pé&stovanych v baiikach se pohybuje okolo 10 g.I™ .
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6.

ZAVER

Z dostupnych informacnich zdroji byl vypracovan piehled
tykajici se rostliny Scutellaria baicalensis Georgii a
biologické aktivity hlavnich obsahovych latek. Tento piehled
byl publikovan a jeho podstatna ¢ast je soucasti teoretické
stati této disertaéni prace. % 11152

podatilo se zalozit kalusovou kulturu Scutellaria baicalensis
Georgii a zni odvodit dalsi typy explantatovych kultur:
kulturu suspenzni a kulturu kofenovou.

protoze se v literatufe nepodafilo najit HPLC metodu tplné
vyhovujici naSim podminkdm a vybaveni, byla vypracovana
vlastni HPLC analytickd metoda pro kvantitativni stanoveni
sledovanych flavonoid (baicalin, baicalein). Tato metoda
vyhovovala v§em valida¢nim kritériim zminénym v Kapitole
4.2.3.

pii studiu kultivaénich podminek byl nejvyssi obsah obou
sledovanych flavonoidii pozorovan u MS ptidy obsahujici 10
mg.I" NAA. Na této pudé rostly také kultury nejrychleji.
Kultivace vtrvalé tmé prinesla sice zvySeni obsahu
flavonoididi, ale zaroven zpomalila rust kultur. Vlivem
umisténi kalusovych kultur do trvalého svétla byla iniciovana
biosyntéza anthokyanini.

mnozstvi baicalinu a baicaleinu v kulturach bylo zvyseno po
piidavku nékterych potencidlnich prekurzort. Jako nejlepsi
se ukazal ptidavek skoficanu sodného v koncentraci 5 mg.l'l,
kdy dosSlo ke zdvojndsobeni produkce baicalinu oproti

kontrole.
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- pri sledovani vlivu vybranych elicitori bylo zjisténo, ze
mnozsvti baicalinu a baicaleinu lze zvySit pfiddnim
methylenové modii do kultivatniho média. Pro obsah
baicalinu byla optimalni koncentrace methylenové modii 10
mg.I" pfi odbéru po 24 hodinach, pro baicalein to byla
koncentrace 0,1 mg.I" a 8 h odbér.

- pii zavadéni kultivace suspenzni kultury v laboratornim
bioreaktoru se jako kli¢ova ukazala role rychlosti michani a
rychlosti vzdusnéni. Pro rist kultury bylo nezbytné udrzovat
mnozstvi kysliku rozpusteného v médiu nad relativni
hodnotou pO, = 20%. Toho bylo docileno pii rychlosti
michani 150 otadek za minutu a vzdu$nénim 0,6 lLmin™.
Rychlost ristu pak byla pozitivné ovlivnéna piidavkem
Pluronicu F68 do Zivného média, a to v koncentraci 2 g.I'l.

- ve spolupraci s katedrou biochemie byl testovan vliv
baicalinu a baicaleinu na aktivitu aspartat-aminotransferasy.
Bylo zjisténo, ze obé¢ latky siln€ snizuji aktivitu tohoto
enzymu, ktery je zodpovédny za konverzi aminokyselin na

prislusné ketokyseliny a naopak.153)

U suspenznich kultur Scutellaria baicalensis, které jsou na nasem
pracovisti péstovany jiz 4 roky, bylo dosazeno trvale produkéni linie.
Obsah baicalinu a baicaleinu v jednotlivych pasazich sice kolisa, ale
soucet jejich obsahti byl u poslednich 10 sledovanych pasazi vzdy nad
hranici 2 %. Biotechnologickymi metodami jako je elicitace a ptidavani
prekurzori Ize toto mnozstvi v kulturach déle zvysit a dosdhnout az 4 %
téchto flavonoidii v susing.

Dale byla prokazana moznost pievést tuto kulturu do bioreaktoru

a produkovat biomasu S. baicalensis (respektive baicalin a baicalein) ve



Disertaéni prace Jan Martin

vétsich mnozstvich touto biotechnologickou cestou. Kultivace
V bioreaktoru jest¢ nebyla plné optimalizovana, ale podati-li se zvysit
produkci biomasy na hodnoty obvyklé u kultur péstovanych v baiikach a
aplikovat 1 stejné postupy pro zvySeni obsahu sekundarnich metaboliti,

Ize v budoucnu pocitat s produkei 0,4 az 1,0 g baicaleinu na litr média.
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7. POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

Zkratky jsou vysvétleny v Cestin€. Pouze u vyrazi, které nemaji

¢esky preklad, nebo se cesky preklad nepouziva, jsou u zkratek uvedeny

nazvy anglické.

12-HETE 12-hydroxy-5,8,10,14-eikosatetraenova kyselina
12-HPETE 12-hydroperoxy-5,8,10,14-cikosatetracnova kyselina
2,4-D 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
5-HPETE 5-hydroperoxy-6,8,11,14-eikosatetraenova kyselina
ADP adenosindifosfat
reaktivni derivaty thiobarbituratli adované na komplex
ADP-Fe**-TBARS
ADP a Fe**
AIDS syndrom ziskaného selhani imunity
ATP adenosintrifosfat
BAP 6-benzylaminopurin
CAMP cyklicky 3,5 -adenosinmonofosfat
CIN kyselina skoticova
CINNa skofican sodny
CNS centralni nervova soustava
COX-2 cyklooxygenasa 2
DAD diodovy detektor
DAG diacylglycerol
DNA deoxyribonukleova kyselina
DPPH 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylovy radikal
ELAM-1 endothelialni leukocytarni adhezni molekula 1
GABA receptory typu A pro y-aminomaselnou kyselinu
Human Immunodeficiency Virus, virus zpusobujici
AV ztratu obranyschopnosti u ¢loveka,
HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie
Human T-cells Leukemia Virus, virus zptisobujici
HTLV
lymfocytarni leukémii u ¢lovéka
ICAM-1 intracelularni adhezni molekula 1
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IL-4 interleukin 4
iINOS inducibilni NO syntasa
1P, inositol-1,4,5-trifosfat
ISO International Organization for Standardization
K36 flavonoid 5,7,2-trihydroxy-6,8-dimethoxyflavon
L-Phe L-fenylalanin
LTB4 leukotrien B4
LTC4 leukotrien C4
MAL kyselina malonova
MALNa malonan sodny
MCP monocytarni chemotakticky protein
MIP makrofagovy zanétlivy protein
MS médium podle Murashigeho a Skooga
NAA naftyloctova kyselina
NADH nikotinamidadenindinukleotid v redukované formé
nikotinamidadeninddinukleotid fosfat, redukovana
NADPH
forma
NO oxid dusnaty
PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor 1
PAL Phenylalanin Ammoniun-Lyase, EC 4.3.1.5
PG H, prostaglandin H,
PG I, prostaglandin I,
RSV respiraéni syncytialni virus
linie lidskych neuroblastom odvozena z rakovinnych
SH-SY5Y
metastaz V kostni dieni
T-buiiky lymfocyty typu T
TNF faktor nekrotizujici tumory
t-PA Tissue type Plasminogen Activator
TRAP peptid aktivujici trombinovy receptor

uv ultrafialové zafeni
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8. OBRAZOVA PRILOHA

Obr. 36: Intaktni rostlina Scutellaria baicalensis
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Obr. 38: Kotenova kultura Scutellaria baicalensis

Obr. 39: Kultivace suspenznich kultur S. baicalensis na tfepacce.
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Obr. 40: Kultivace v bioreaktoru BIOSTAT B-DCU
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