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ABSTRAKT

Kultury lé€ivych rostlin in vitro — IXX

Tato prace se zabyva moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitd in vitro kultur
Silybum marianum L. metodou elicitace. V této studii byl pouzit jako elicitor oxid selenicity
v koncentracich 9,012.10°3 mol/l; 9,012.10* mol/l a 9,012.10 mol/l. Vzorky byly odebirany
po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach plsobeni elicitoru. Vysledky byly porovndvany
s kontrolnimi vzorky, které byly kultivovany bez elicitace. Analyza vzorkd probihala metodou
HPLC. Vysledky ukazaly, ze témér vSechny sledované metabolity byly vyplaveny do Zivného
média. V bunkach kalusovych a suspenznich kultur bylo detekovdno pouze nepatrné
mnozstvi taxifolinu (0,01 mg/g DW).

V médiich kalusovych i suspenznich kultur bylo zaznamendno vyplavovani taxifolinu i
silymarinového komplexu jak u kontrolnich, tak u elicitovanych vzorkd. Elicitaci doslo ke
statisticky vyznamnym nar(Qstidm obsahu taxifolinu i slozek silymarinového komplexu.
Statisticky nejvyznamnéjsi vyplaveni flavonolignan( (2,2 mg/100 ml) do média suspenzni
kultury nastalo po 72 hodindch pusobeni elicitoru o koncentraci ci1 (9,012.103 mol/l).
V médiu kalusové kultury bylo dosazeno statisticky nejvyssi hodnoty obsahu flavonolignant
po 168 hodinovém plisobeni (1,64 mg/100 ml) elicitoru o koncentraci ¢z (9,012.10* mol/l).
Zkoumany elicitor byl schopen zvysit i produkci taxifolinu. Statistické zvySeni obsahu
taxifolinu (4,05 mg/100 ml) v médiu suspenzni kultury bylo nejvyssi po 48 hodinovém
pusobeni elicitoru o koncentraci c1 (9,012.10°3 mol/I) a v médiu kalusové kultury byl nevyssi
statisticky narust (2,8 mg/100 ml) zaznamenan po 48 hodinach plsobeni SeO; o koncentraci
¢2(9,012.10™ mol/1).



ABSTRACT

In vitro cultures of medicinal plants — IXX

The subject of this thesis is the evaluation of secondary metabolites production in in vitro
cultures of Silybum marianum L. after elicitor treatment. In this study selenium dioxide as
elicitor in concentrations of 9,012.103 mol/l; 9,012.10* mol/l; 9,012.10°> mol/l was used.
The samples were taken after 6, 12, 24, 48, 72 and 168 hours of elicitor treatment. The
effect of elicitor was compared with control samples, which were cultured without
elicitation. The content of taxifolin and flavonolignans was determined by the method of
HPLC. The results showed, that almost all observed metabolites were released into a
nutrient medium. Cells of callus and suspension cultures produced only small amounts of
taxifolin (0.01 mg/g DW).

Taxifolin and silymarin complex releasing into nutrient media was observed as in
control and also in the elicitated samples of callus and suspension cultures. Selenium dioxide
elicitation caused statistically significant increases in releasing taxifolin and silymarin
complex into the nutrient medium. The statistically significant releasing of flavonolignans
(2.2 mg/100 ml) to the medium of suspension culture was reached after 72 hours of
treatment with selenium dioxide in concentration of c1 (9,012.10° mol/l). The statistically
significant flavonolignans production in the nutrient medium of callus culture after 168
hours elicitor application (1.64 mg/100 ml) in concentration of ¢z (9,012.10* mol/l) was
reached. Selenium dioxide also was able to increase taxifolin production. The statistically
significant taxifolin releasing (4.05 mg/100 ml) into the nutrient medium of suspension
culture was highest after 48 hours elicitor treatment in concentration of ¢1 (9,012.103
mol/l). In medium of callus culture there was highest statistical significant taxifolin releasing
(2.8 mg/100 ml) after 48 hours selenium dioxide application in concentration of
c2(9,012.10* mol/l).
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1 UVOoD

Rostliny maji schopnost syntetizovat z Zivin kromé nepostradatelnych slozek svého téla i
pestrou paletu nejrozmanitéjSich latek. Oznacuji se jako sekunddrni metabolity a jsou
specifické pro urcity biologicky druh. (1) Funkce sekundarnich metabolitd v téle rostlin byla
jiz objasnéna, hraji hlavni roli vadaptaci rostlin k vnéjSimu prostfedi a k prekonavani
stresovych podminek, ¢imz zajistuji rostliné ochrannou funkci. Vedle dlleZitosti, Ze hraji roli
u rostlin v adaptaci na stres, maji jednoznacné praktickou aplikaci v Iékafstvi, potravinarstvi a
kosmetologii. Produkce téchto sloucenin je ¢asto nizkd (méné nez 1 % suché hmotnosti) a
znacné zavisi na fyziologickém vyvojovém stupni rostliny a vnéjSich podminkach. (2)

Nékteré prirodni latky nelze ziskat v dostatecném mnozZstvi izolaci z rostlin nebo
biosyntézou, kterd je naro¢nd ekonomicky. Proto je zkoumana metoda péstovani rostlin in
vitro. Nevyhoda je vtom, Ze rostliny péstované in vitro produkuji méné sekundarnich
metabolitl v porovnani s rostlinami péstovanymi v pfirodé. Napfiklad produkce silymarinu
v bunécnych kulturach je velmi nizka 0,05-0,4 % suché hmotnosti v porovnani s izolaci
z plodUi této rostliny 1-3 %. (3) Hledaji se proto rdzné zplsoby, jak tuto produkci zvysit.

Jednou z nejefektivnéjsich metod pro zdokonaleni syntézy sekundarnich latek u
rostlin je metoda elicitace. Elicitace je proces, ktery dokdze indukovat nebo zvysit syntézu
sekundarnich metabolit(. Pfislo se na to, Ze sekundarni metabolity jsou produkovany
v zavislosti na obranné reakci, ktera je spusténa pomoci elicitoru. Pro Uspésnou elicitaci je
vSak nutné pouzit co nejvhodnéjsi elicitor o optimalni koncentraci pro dany druh rostliny a
urcit optimalni dobu jeho plsobeni. Tato metoda je v soucasné dobé velkym zamérem
vyzkumu a stala se jiz v fadé vyspélych zemi nedilnou soucdsti zemédélské produkce rostlin.

(4)

Pro tuto préaci byla zkoumana elicitace rostliny Silybum marianum, ktera je velice
vyznamnd pro farmaceutické uplatnéni. Obsahuje unikatni komplex flavonolignand,
silymarin, ktery je nenahraditelnou hepatoprotektivni latkou. U¢inky této rostliny maji viak
mnohem Sirsi spektrum uplatnéni a vyzkum stale patra po dalsim vlivu na pochody v
organismu.



2 CiL PRACE

Cilem této prace je seznamit se s metodou kultivace rostlinnych kultur in vitro. Dale zjistit
vliv seleniéitych iontd jako abiotického elicitoru na produkci jednotlivych slozek
silymarinového komplexu a taxifolinu v kalusové a suspenzni kultufe odvozené z rostliny
Silybum marianum L. Na zdkladé stanoveni obsahu téchto sekunddrnich metabolitd HPLC
metodou zjistit, zda selenicité ionty v rliznych koncentracich jsou schopny ovlivnit produkci
obsahovych latek.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Ostropestiec mariansky (Silybum marianum)

3.1.1 Charakteristika

Ostropestifec mariansky je jedno aZ dvoulety statny bodlak. Patfi
do celedi hvézdnicovité (Asteraceae). Lodyha je dole husté,
nahote fidce listnatd a dorlstd vysky 1 m. Listy jsou stfidavé,
objimavé, tuhé a na Zilnatiné bile mramorované. Z vejcité,
ostnaté zubaté baze vyrlistd nachovy kvét. Plodem jsou lesklé,
hnédé skvrnité nazky s bilym chmyrem. (5)

Tato statna bodlakovitd rostlina ma silnou vétvenou
lodyhu s chobotnaté vykrajovanymi, ostfe zubatymi listy, které
jsou tuhé, svétlé, lesklé a na lici ¢asto bilé skvrnité. Velké kvétni
Ubory spocivaji jednotlivé na konci lodyhy a jejich vétvich. Lizko
Uboru je Stétinkaté a odstalé. Zakrovni listy maji dlouhé trny.
Hermafroditni kvéty jsou cervenofialové. Plody maji chmyfti
sloZzené z chloupkl. Kvete od ¢ervence do zafi. (6) (7)

Obrazek 1 Ostropestfec mariansky (8)

Pokud je to rostlina dvouletd, vypuci na jafe trsem bodlinatych listl s vyraznymi

bilymi Zilkami. Po €ervnu se na lodyhach vysokych asi 1 m objevuji purpurové ¢ervené kvéty.

Na konci léta se z kvétl vyvinou plody, které se sklizi. (9)

3.1.2 Vyskyt

Tato rostlina je plvodem
oceanu ve Francii a na jihu

ze Stfedomofi. Ddva prednost Utesim na pobrezi Atlantského
Anglie, ale najdeme ho i na mnoha mistech ve vnitrozemi, témér

vidy na slune¢ném stanovisti. U nds se péstuje velkoplo$né jako plodina pouzivana pro

farmaceutické ucely a patii mezi Ctverici nejvyznamnéjsSich velkoplosné péstovanych bylin.

Nékdy roste divoce na rumistich a kamenitych stranich. Roste na hlinitych a piscitohlinitych,

na ziviny bohatych p(dach.

(9) (7)
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3.1.3 Historie

Ostropestrec mariansky slouZi uz tisice let jako bylinny Iék. PGvodné lidé vérili, Ze pomaha pri
produkci materského mléka. Podle tradice byly typické bilé ¢asti na Zilkach list( pozistatkem
mléka Panny Marie.

Jeho poutiiti pfi jaternich obtizich saha do starovékych tecko-fimskych dob. Plinius
Starsi (23—79 n.l.) tvrdil, Ze mlé¢na $tava této rostliny je vybornym prostfedkem upravujici

Zlu¢. Anglicky bylinaf John Gerald, Zijici v 16. stoleti, ji doporucoval na zahnani
trudnomyslnosti, stavu, ktery byl v té dobé spojovan s jaternim onemocnénim.

V 19. stoleti némecti Iékafi lécCili extraktem z této byliny Zloutenku a dalsi
onemocnéni jater. V roce 1949 dolozZil podplrny némecky vyzkum, Ze ochrarnuje jatra zvirat,
kterd byla vystavena vysokym davkam silného jaterniho toxinu. V roce 1968 byla pak v
semenech objevena slozka silymarin a pouZiva se v Evropé pfri lécbé vSsemozZnych druh(
jaternich poruch. (6)

3.1.4 Péstovani Ostropestice maridnského v domacich podminkach

Ostropestrec je v nasich podminkach
jednoletkou. Vysev se provadi na jare
(v dubnu) husté do radkl vzdalenych
cca 50 cm. Po vzejiti se rostliny
jednoti viradku na cca 30 cm.
Dor(sta vysky 1-2 metrd.

Prvni, co ze zemé vyrasi, jsou drobné
mladé listky, které se rychle vyvinou
v rQzici zelenych pichlavych list(
s bilymi skvrnami. Listova rlzZice se
néjaky Cas drzi pfi zemi a rozrlsta se
jen do Sifrky. Objevuji se nové listy,
staré mohutni a sili jim trny.

Obrazek 3 Detail bile skvrnitych listd (10)
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V urcité fazi se z listové rlzice
zatnou zvedat stvoly, na jejichz
koncich ¢ni ostnitd poupata, kterd
se Casem rozvinou ve fialové
kvéty.

Obrazek 6 Bilé chmyfi (10)

Bilé chmyfi signalizuje nejvyssi ¢as sklizné.
Tésné pred zralosti se celé chmyfité hlavice
ufezou a uloZi na vétranych, suchych
mistech, kde dozravaji. Teprve potom se
Sistice vymlati a plody zbavi chmyru. (10)

IR

N £ VA U R

Obrdazek 7 Mlaceni okfidlenych semen (10)

Lidové se dosud hodné uziva i list, trhany na jafe v kvétnu a ¢ervnu, mezi 14. a 16. hodinou.
Zfidkakdy se uZiva i kofen, kopany na jare. (5)
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3.1.5 Silybum marianum jako lékopisna droga

Plod ostropestfce marianského, Silybi mariani fructus, je |ékopisnou drogou. Je definovan
jako chmyru zbaveny zraly plod druhu Silybum marianum (L.) Gaertn. a musi obsahovat
minimalné 1,5 % silymarinu vyjadieného jako silybinin. Droga nesmi mit Zlukly pach.

Silybi mariani extractum siccum raffinatum et normatum, suchy, d¢istény a
standardizovany extrakt vyrobeny z plod(i ostropestfce marianského s obsahem 90-110 %
silymarinu vyjadfeného jako silybinin, je Zlutohnédy amorfni prasek, ktery se vyrabi
z rostlinné drogy vhodnym postupem za pouziti vhodného rozpoustédla. (11)

3.1.6 Pouziti

Silymarin je hlavnim predstavitelem skupiny lé¢iv oznacovanych jako hepatoprotektiva.
Pokusy na zvifatech prokazaly jeho pfiznivy Gcinek. Pokud byl podavan profylakticky, zmirnil
poskozeni hepatocytli hepatotoxickymi latkami a redukoval riziko pfechodu postizeni do
chronického stadia. Terapeutickd ucinnost silymarinu u jiz vzniklého, predevsim chronického
poskozeni jater nebyla dosud kontrolovanymi klinickymi studiemi jednoznacné prokazana.
Pfiznivy ucinek silymarinu (respektive jednoho zflavonolignani vném obsaZenych,
silybininu) byl opakované potvrzen pfi [éCbé pacient(l intoxikovanych muchomurkou zelenou
Amanita phalloides. U pacient(l s alkoholovou hepatopatii (ve stadiu jaterni cirhdzy) vedlo
podavani silymarinu v jedné kontrolované klinické studii ke zlepSeni funkce jater a ke snizeni
morbidity.

Indikovan je tedy jako pomocné |éCivo u chronické aktivni a perzistujici hepatitidy, u
toxickych nebo metabolickych 1ézi jater a polékového poskozeni jater. Je doporucovan napfr.
u chronickych forem Zloutenky, pfi poskozeni jater alkoholem, pfi onemocnéni Zlu¢niku Ci
jako prevence ucinku toxickych latek na jatra. (12)

Ostropestiec také snizuje hladinu cholesterolu. Jedna ze slozek, silybin, snizuje
oxidaci tuk@l. U¢inné latky obsaiené v silymarinovém komplexu napomahaji rovnéi pfi
optimalizaci hladiny lipidd v krvi. Celkovy cholesterol nebyva ovlivnén, ale uZivdnim
pfipravku pripravk( se silymarinem stoupd hladina HDL na ukor LDL , ktery je na HDL
preménovan. Vysledkem je ochrana cév a srdce pred aterosklerézou. (6) (13)

Dale snizuje odolnost vici inzulinu u jedincl trpicich cukrovkou 2. typu, ktefi maji
zaroven cirhozu. Také miZe omezit rlst nadorovych bunék pfi rakoviné prsu, délozniho
Cipku, prostaty a dalSich druzich rakoviny. MUzZe také pomoci pti lupénce. Stale probihaji
vyzkumy tykajici se vyuZziti byliny pfi chronické hepatitidé typu C a jaternich onemocnéni
objevujicich se u lidi, ktefi piji jen malo alkoholu nebo nepiji viibec. (6)

13



Ostropestfrec mariansky se také rozsahle zkouma kvali moZznym Gcinkim jako
doplnkova lécba pfi a po chemoterapii. Je mozné, zZe by se dal vyuzit také pro zmirnéni
dlouhodobych dopadi IéCby rakoviny na jatra a kardiovaskularni systém, jako preventivni
prostfedek proti rakoviné a pfi odstrafovani komplikaci, které postihuji pacienty s HIV. (6)

3.1.7 Mechanismus ucinku silymarinu

Mechanismus ucinku silymarinu spocivd v omezeni transportu nékterych toxickych latek
(napf. faloidinu) do jaterni bunky, v ptiznivém ovlivnéni zanétlivé reakce ve tkani, ve snizeni
aktivit neutrofil( a v inaktivaci volnych kyslikovych radikal(. Silymarin dale vede ke zlepSeni
metabolismu jaterni buriky, stabilizaci bunéénych membran (hepatoprotektivni plsobeni) a
ke sniZzeni tvorby vaziva. (12) Silymarin chrani extraplazmatické a endoplazmatické
membrany hepatocytl proti plsobeni hepatotoxickych latek a zlepsuje funkci jater. Za
podstatu membrdany stabilizujiciho Ucinku sylimarinu se povaZuje jeho antioxidacni plsobeni
a inhibice lipoperoxidace pfimou inhibici lipooxigendzy. Silymarin jako zhase¢ (scavanger)
volnych radikdld se muUZe uplatnit i pfi radiaénim poskozeni jater. Kromé
hepatoprotektivniho ucinku se predpokladd i ucinek imunomodulaéni, ktery alespon z ¢asti
muZe souviset s antioxida¢nim pulsobenim, inhibici aktivity lipooxygendzy, resp. ovlivnénim
syntézy prostanoidd. (14)

3.1.8 Formy uzivani

Semena ostropestice se mohou konzumovat v syrovém stavu. Pravé v semenech se nachazi
nejvice ucinnych latek. Semena je vhodné jist pfi kazdém jidle. Slupky semen jsou navic
vybornym zdrojem vlakniny a pomahaiji s ¢isténim traviciho systému.

Dalsim oblibenym zplsobem uZivani je priprava caje. JelikoZz se obsaZzena latka
silymarin Spatné vyluhuje ve vodé, je nutné plody ostropestice dukladné rozdrtit nebo
pfipravit ¢aj pfimo ze semen (1-2 &ajovych IZi¢ek) a 15 min nechat ptejit varem. Caj lze scedit
nebo konzumovat i se semeny. Caj z ostropestice se pije b&hem jidla nebo co nejdfive po
jidle.

Olej z ostropestfce marianského lze pfimo konzumovat nebo pouzit na vareni a do
salatl. V oleji, ktery je lisovany za studena, jsou zachovany vSechny vitaminy a mineraly. Olej
navic pfispiva ke snadnéjsimu traveni zeleniny a ke vstiebdani vitamint A, D, E, K. (15)

Plod je také soucasti jaternich ¢ajovin. Drogu je moZno podavat samostatné, ale i v
kombinacich predevSim s tepikem, pampeliskou, cekankou, zemédymem, trezalkou,
oddenkem pyru, medurikou, vlastovi¢nikem a benediktem. (5)

Ostropestrec mariansky se mize také uZivat v podobé tinktury. (15)
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Dalsi moznou formou je prasek z mletych plodd ve smési s mléénym cukrem v
poméru 1:2, v davce 2—4 Cajové Izicky denné. Prasek musi byt skladovan ve vzduchotésné
uzaviené nadobé, v suchém a pomérné chladném prostiedi. Pfipravuje se jen takové
mnozstvi prasku, které spotfebujeme béhem nékolika malo dn(l. Mleté plody totiz pomérné
rychle Zluknou a pak plsobi spiSe opacné. (15)

Na vyrobu homeopatické tinktury se semena ostropestice marianského zpracovavaji
dvojim zplsobem, a to bud’ celd nebo mletd ¢i drcend. Obé receptury zachovavaji maximalni
mnozstvi ucinnych latek, které jsou obsazeny zejména ve slupce. Odzkouseno je nasledujici
homeopatické zpracovani: Do 0,5 litru vody se pfida 45 g dobre zralych, ¢ernych semen a vse
se pomalu vafi prikryté, az zistane 250—300 ml odvaru. Odvar se slije a pak se pfida 250 ml
lihu 90%. Vzniklou tinkturu fedime na potenci D4 lihem 40%. Obecné ji uzivdme v potenci D3
nebo D4 s davkovanim 3krat denné 10 kapek po jidle. Jeji hlavni vyuZiti je zejména ve smési s
vlastovicnikem a benediktem lékarskym. Tato smés vSak nema co do mnozstvi jednotlivych
bylin stabilni sloZeni. UzZiva se pfi potizich s jatry, Zlu¢nikem, ZluCovody a Zaludkem. MUze se
aplikovat i pfi gynekologickych a plicnich potiZich nebo Zloutence. (5)

Z registrovanych pFipravké v CR mohu jmenovat:

e Simepar (Silymarinum 70 mg, Cyanocobalaminum 1,2 pg, Thiamini hydrochloridum
4mg, Riboflavinum 4 mg, Nicotinamidum 12 mg, Pyridoxini hydrochloridum 4 mg,
Calcii panthothenas 8 mg v 1 tvrdé tobolce)

e Silymarin AL 50- Silymarinum 50 mg v 1 tbl

e Legalon 140 - Silymarinum 140 mg v 1 tbl

e Legalon 70 — Silymarinum 70 mg v 1 tbl

e Lagosa 150 — Silymarinum 150 mg v 1 tbl

e Flavobion — Silymarinum 70 mg v 1 tbl (16)

Tablety se za ucelem zvysSeni absorpce silymarinu uZzivaji po jidle. Aby dosahla terapie
dostatecného ucinku, méla by byt dlouhodoba od 3 mésict po 1 rok. (14) Pocatecni davka
pro dospélé je 140 mg trikrat denné (300—450 mg sil/den), udrZovaci 200-300 mg denné ve
2-3 dil¢ich davkach. (12)

Latka podléha enterohepatalni cirkulaci, ktera také vysvétluje prodlouzené projektivni
plUsobeni na hepatocyty. (13)

Po peroralnim podani se nalézaji v krvi jen nizké koncentrace jeho hlavni komponenty
silybininu, ve Zluci se vSak naléza asi 2040 % aplikované davky. Renalni vylucovani je
nepatrné, za 24 h po aplikaci se objevi v moci jen asi 1-7 % aplikované davky. Silybinin se
vylucuje prevainé (vice nez 80 % vstrebaného mnoizstvi) Zluci a to predevsim v konjugované
formé. Silybinin se po dekonjugaci neabsorbuje a dochazi k enterohepatalnimu obéhu.
Polocas bilidarni eliminace je asi 3—4 hodiny. Silybinin se neakumuluje. Pfi opakovaném
podani 140 mg 3krat denné se dosahne ustdleného stavu bilidrni eliminace. (14)
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3.1.9 Kontraindikace, nezadouci ucinky, interakce

MuzZe vyvolat alergickou reakci u osob alergickych na rostliny z této celedi. M4 jen vyjimecné
vedlejsi ucinky laxativni, nevolnost, mirné gastrointestindlni podrazdéni, bolest hlavy. (6)
Pripravek se nepodava détem mladsim nez 5 let. (14) Téhotné a kojici Zeny a osoby s
onemocnénimi, kterd vyzaduji hormonalni [é¢bu by mély ostropestiec uzivat s opatrnosti.
UzZivani mGze také narusit Ucinek oralnich kontraceptiv. MuZi s rakovinou prostaty by méli
ostropestiec uZivat pouze po poradé s lékafem. MuZe dojit ke sniZeni potfeby inzulinu u
diabetik( s alkoholickou cirhdzou jater. (6)

3.1.10 Obsahové latky

Aktivni komponentou rostliny je silymarin. Je to standardizovany extrakt ziskany ze semen
Silybum marianum obsahujici pfiblizné 70-80 % silymarinového komplexu (jednotlivych
flavonolignant) a 20-30 % chemicky nedefinované frakce zahrnujici hlavné polymerované a
oxidované polyfenoly. (17)

Hlavni komponenty silymarinu jsou silybin A, silybin B, isosilybin A, isosilybin B, silychristin A,
silychristin B a silydianin. Téchto 6 sloucenin existuje jako ekvimoldrni smés trans-
diastereisomerd.

Silybin je povaZzovan za hlavni a nejvice aktivni komponentu v silymarinovém
komplexu. Chemicka struktura byla identifikovdna roku 1975 pouZitim degradacnich metod.
Je smési dvou diastereoizomerUl A a B v poméru pfriblizné 1:1.

Mnoizstvi jinych chemicky pfibuznych slouéenin bylo nalezeno v semenech jako
dehydrosilybin, desoxysilychristin, desoxysilydianin, silandrin, silybinom, silyhermin a
neosilymermin. Stejnym znakem téchto latek je flavonolignanovy skelet, kde je taxifolin
spojen s konyferylalkoholem pres oxeranovy kruh. Dale obsahuje nékolik flavonoidd jako
napfr. taxifolin, ktery ma nejvétsi zastoupeni, apigenin a jeho 7-O-glukosid.

Mezi dalSi obsahové latky této drogy patfi olej s vysokym podilem nenasycenych
mastnych kyselin, steroly (betasitosterol, kampesterol), aminokyseliny se znaénym podilem
zastupcu obsahuijicich siru, cukry (glukdza, fruktdza a blize neuréena pentdza), hotciny, silice.
Pro obsah biogennich amint (tyramin, histamin) se droga kdysi doporucovala jako ndhrazka
za namel (Secale cornutum), jeho Gcinnosti viak nemohla dosahnout. U&inné latky jsou
bezprostiedné pod osemenim (tyramin, histamin, silybin), a proto se pouZiva semeno i se
slupkou. (4) (5) (13) (17)

Bile kvetouci varieta Sylibum marianum navic obsahuje 3-deoxyflavonolignany
silandrin, silymonin, silyhermin a neosilyhermin A a B. (17)
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3.1.11 Biosyntéza flavonolignant a jejich chemicka struktura

Silymarinovy komplex se ziskava pomoci extrakce pfimo z rostliny nebo explantatové kultury.
Extrakt se ziskdva ze semen lisovanych za studena a lisovany zbytek je poté extrahovan
ethylacetdtem. Ethylacetdtovy extrakt je odparen a zpracovan.

Silymarinovy komplex jde také pfipravit biosynteticky. Taxifolin a konyferylalkohol
jsou zakladnimi reakénimi slozkami biosyntézy silymarinového komplexu. Toho jde vyuzit ke
zvySovani produkce sylimarinu u explantatovych kultur pridanim koniferylalkoholu vazaného
napf. na cyklodextrin do Zivného média.

Jednotlivé flavonolignany lze tedy biosyntetizovat oxidacni reakci taxifolinu a
konyferylalkoholu za katalyzy enzymu peroxidazy. Reakce neni stereospecifickd, vznika
ekvimolarni smés diastereomer( silybinu A a silybinu B a dalsi flavonolignany. Tento zpUsob
biosyntézy je vSak narocny, proto se v praxi nevyuziva.

Flavonolignanové jadro se sklada dihydroflavanolu taxifolinu, ktery je spojeny ke
koniferylalkoholu skrz oxeranovy kruh. Oxeranovy kruh je zodpovédny za biologickou aktivitu
silymarinu a otevieni tohoto kruhu by znamenalo ztratu ucinnosti. Isosylibin a silybin
obsahuji ve své struktufe 1,4-dioxanovy kruh. Silydianin ma sloZitéjsi strukturu vzniklou
intramolekularni cyklizaci.

Kvali Spatné rozpustnosti ve vodé a nizké biodostupnosti je silymarin davan do
komplexu s fosfatidylcholinem, B-cyklodextrinem nebo dokonce jako glykosid, ktery ma lepsi
rozpustnost a vyssi aktivitu. (17) (18)

OH CH,-OH
O—CH,
HO O—CH,
roxidaza
_pefoxidaza OH
/3
CH,OH
taxifolin koniferylalkohol silybin A+B

Obrazek 8 Biosyntéza flavonolignant (19)
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Obrazek 9 Chemicka struktura hlavnich slozek silymarinového komplexu (20)

Silybin A

Taxifolin

Silybin B

Silychristin

[sosilychristin
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3.2 Kultivace rostlin in vitro

Jednd se o metodu péstovani rostlinného materidlu na Zivnych médiich za sterilnich
podminek.

3.2.1 Zakladni podminky kultivace in vitro (21)

a) Asepticka kultura — nutnost sterilizace zivnych médii, pouzitych nastroja, pracovniho
prostoru a desinfekce rostlinného materialu

b) Primérenad vyziva explantatu — vhodné slozeni Zivného média
c) Vhodné fyzikdIni podminky
e osvétleni — dostatecna intenzita a vhodné spektrdlni slozeni
e teplota — nutnost fizené klimatizace
e koncentrace plynl — spravna ventilace kultivacnich nadob
e vlhkost vzduchu

Na rozdil od Zivocichl jsou rostlinné bunky schopny nepohlavniho vegetativniho
rozmnozovani. Diky tomu jsou schopny izolované ¢asti téla rostliny narlst za urcitych
podminek kultivace. Jde z nich dokonce vypéstovat i intaktni rostlinu. Takové mnoZeni in
vitro se nazyva mikropropagace. Rostliny tuto schopnost maji diky totipotenci, coz je
vlastnost unikatni pro rostlinnou Fisi. (22)

3.2.2 Vysvétleni pojmu

EX PLANTARE = péstovat mimo

Explantat = kazdy fragment Zivého pletiva, cely organ nebo soubor organ(, ktery je vytrien
z korelacnich vztah( celku a je péstovan v umélych podminkach

In vitro = ve skle, to znamena v umélych podminkach
Asepticka kultura = kultura bez infekce (bakterie, kvasinky, plisné)
Axenicka kultura = kultura jednoho organismu

Tkanova kultura = historicky termin pfeneseny z oblasti fyziologie ZivoCichll, neni spravny
pro kultury rostlinnych pletiv

Totipotence buriky = schopnost somatické buriky regenerovat za vhodnych podminek celou
rostlinu

Meristém = délivé pletivo
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Regenerace de novo = regenerace rostlinnych organl (prytl, kofenl nebo kvétd) z bunék
diferencovanych pletiv (21)

Ve svém principu zahrnuji rostlinné explantatové kultury izolaci bunék, pletiv, organ(
a jejich kultivaci ve sterilnich podminkach fizeného prostiedi (definovana kultiva¢ni média,
teplota, vlhkost, kvalita a kvantita svétla). (22)

Explantdtova kultura se ziskd z kterékoli ¢asti rostliny (nadzemni, podzemni)
explantaci parenchymatické tkané, jejim prenesenim na zivnou pldu a inkubaci v teplotnim
rozmezi 23—28 °C. Po narlstu dostate¢ného mnoizstvi bunék ve formé kalusu je moiné je
opakované prenaset na Cerstvé Zivné pudy a udrZovat tak ziskanou kulturu v aktivnim stavu.
(23)

V téchto podminkach mohou byt kultivovany kompletni rostliny, embrya v rliznych
fazich vyvoje, organizované casti rostliny (jednotlivé orgdny nebo pletiva), neorganizovand
pletiva (kalusy), shluky bunék, jednotlivé buriky a za urcitych podminek i protoplasty. (22)

Kultury mGzeme rozdélit do skupin dle mnoha faktort, napfiklad podle jejich pavodu
na kultury izolovanych semen ¢&i embryi, kultury organové, kalusové, bunécné (i
protoplastové. Pro nasi experimentdlni praci byly vyuzivany kultury kalusové a suspenzni.

Kalus predstavuje soubor nediferenciovanych bunék. U vétSiny dvoudéloznych bylin
je mozné odvodit kalus z rznych explantatl jako napf. ze segmentu listll, stonk(, korenq,
kouskl zasobnich organd, vzrostnych vrcholl, embryi atd. U jednodéloZnych rostlin je vybér
pletiv vhodnych k odvozeni kalusu mensi. Je moiné pouziti embrya, velmi mladé listy,
nodalni segmenty stonk(, popr. kvétni zaklady. Jesté problematictéjsi je odvozeni kalusu u
drevin. (1)

3.2.3 Vyhody a nevyhody explantatovych kultur

Explantatové kultury mohou nabidnout alternativni a obnovitelny zdroj sekundarnich
metabolitl, moznost vést proces za fizenych podminek, bez zdvislosti na ro¢nim obdobi, na
klimatickych podminkdch a puadnich pomérech. Vysledkem jsou po kvalitativni strance
homogenni produkty, prosté kontaminujicich zarodkd, hmyzu a chemikalii pouzivanych
k ochrané kultur. Hlavni vyhodou je moZnost dlouhodobé kultivace velké populace bunék
v pomérné malém prostoru a zkazdé populace bunék je moiné vypéstovat novou
plnohodnotnou rostlinu. Je tu moznost ziskavat produkty obsazené v nesnadno péstovanych

rostlinach nebo nové latky v disledku zmén metabolismu explantatovych rostlinnych bunék.
(23)
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Nevyhodou explantatovych kultur je jejich nizkd produkce sekundarnich metabolit(
v porovnani s intaktni rostlinou. Nékdy muaze byt aZz nedetekovatelnd nebo produkce
metabolitl vymizi uplné. Cilem badani je dosdhnout takovych koncentraci metabolitli, aby
byly dostatecné pro komercni vyrobu. Postupy zahrnuji zmény ve sloZzeni média, zachazeni
s elicitory, fytohormony podporujicimi rist, pfidani prekurzorl do média a jiné podobné
postupy. (18) (23)

3.2.4 Vyuziti kultivace in vitro

Kultivace rostlin in vitro je interdisciplinarni metoda, jejiz pouzivani mulzZe slouzit k
nejriznéjSim zamérdm. Je pouzivdna v praxi predevsim kvegetativnimu mnoZeni rostlin
(mikropropagaci). Vhodnymi postupy lze v kratkém case nezdvisle na ro¢nim obdobi ziskat
znacny pocet novych, avsak malych jedincl, jejichz vlastnosti jsou stejné jako vlastnosti
rodi¢ovské rostliny.

DalSim c¢astym zamérem kultivace in vitro je ozdraveni materidlu. Regeneraci
z meristém( a pouzitim vhodnych kultivacnich podminek (teplotnich zmén, aplikaci
antibiotik nebo virostatik) Ize zbavit materidlu virl nebo jinych patogen(. Kultivace
fragment( pletiv, bunék nebo protoplastll in vitro je nezbytnd pro genové manipulace a
transformace rostlin. Regenerace jedincd z mikrospor umoznuje ziskat haploidni jedince a
jejich diploidizaci homozygotni jedince, materidl cenny pro Slechtitele. Podminky in vitro
umoznuji studovat fadu fyziologickych procesli, napf. regulaci embryogeneze nebo
dormance, mykorhizu nebo produkci sekundarnich metabolitd. (22)

Z explantatovych kultur je izolovana rada farmaceuticky dalezitych latek jako napfr.:

e ajmalicin jako vasodilatans, vinkristin jako antileukemikum z kultury z Catharanthus
roseus

e reserpin jako antihypertenzivum z Rauwolfia sp.

e kofein jako stimulans a kardiotonikum z Camelia sinensis a Coffea arabica
e morfin a kodein jako analgetikum z Papaver somniferum

e chinin jako antimalarikum z Cinchona ledgeriana

e ginseenosidy jako adjuvans a tonikum z Panax ginseng

e ubichinon-10 jako kardiotonikum z Nicotiana tabacum

e visnagin jako kardiotonikum z Ammi visnaga

V nékterych explantatovych kulturach se dosahlo vyssiho obsahu pfislusné latky ve srovnani
s matecnou rostlinou (23)
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3.2.5 Kultivaéni média pro explantatové kultury

Kultivaéni médium musi vidy obsahovat vodu a vSechny esencidlni minerdlni prvky. Dle
charakteru explantdtu a podminek kultivace in vitro (na svétle, ve tmé) je médium
dopliiovdno sacharidy, vitaminy, aminokyselinami a dalSimi slozkami.

Médium miZe byt zpevnéno agarem, explantat mGze byt kultivovan v tekutém médiu
provzdusfiovaném pohybem nebo na poréznim materidlu, po némz médium vzlind. Dle
zaméru a cile kultivace mlze obsahovat rlistové latky nebo jejich smési. Aktivaci vyvoje
dormancnich pupent a zakladani pupenll de novo pozitivné ovliviiuji cytokiny, na vzniku
adventivnich koren( se podileji auxiny. Gibereliny podporuji rlst zaloZzenych orgdand, kyselina
abscisova navozuje zpomaleni jejich rdstu a utlum jejich vyvoje. (22)

Uspéch bunéénych kultur zavisi na mnoha faktorech — plvodu explantitu a
kultivacnim médiu. Obecné tkané zkorinkll sazenic, znedormantnich pupenl nebo
z kofenové Cepicky jsou nejlepSim materidlem pro produkci kalusu. (24) SloZzeni média je
determinujici faktor pro rlist. Média navrzend Whitem obsahuji Ziviny normdlné potiebné
rostlinnymi burikami a jsou Siroce pouzivany zejména pro korenové kultury. Nicméné od té
doby bylo zjisténo, Ze mnozstvi dusiku a drasliku je nedostate¢né pro maximalni rlst kalusu a
bunécné suspenze. Potfeba pro bohatSi minerdlni smés byla kompenzovana pfidanim
kvasnicového extraktu, hydrolyzatu proteinu, aminokyselinami, kokosovym mlékem nebo
jinymi organickymi doplnky.

Uspéch rostlinnych kultur zavisi na vyb&ru kultivaéniho média. Buriky mnoha
rostlinnych odriid mohou riist pouze na konkrétné definovaném médiu. Siroké pouziti
Murashigeho Skoogova média bylo navrzeno pro bunky tabdku, je pouZivano rozsifené a
s uspéchem pro kultivaci kalusu na agaru, pro bunécénou suspenzi v tekutém médiu i k dcelu
morfogenetickych studii. Médium obsahuje sprdvné mnozstvi a podil organickych Zivin, které
uspokojuje nutri¢ni a fyziologické potfeby mnoha rostlinnych bunék v kulture. (24)

Média rostlinnych kultur by méla obsahovat nékteré nebo vSechny z nasledujicich
sloZzek: makroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny nebo jiné zdroje dusiku,
zdroj uhliku, nedefinované organické doplrky, rastové regulatory a tuhnouci slozky. Dle
Mezinarodni asociace pro fyziologii rostlin, prvky v koncentracich vyssich nez 0,5 mM/I jsou
povazovany za makroelementy, naopak slozky, které jsou v koncentraci nizsi nez 0,5 mM/I
jsou definovany jako mikroelementy. (25)
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Makroelementy

Jednd se o nejhojnéji zastoupené prvky. Priddvaji se oproti ostatnim slozkdm do média ve
vysoké koncentraci. Radi se mezi né dusik, fosfor, draslik, vapnik, hot¢ik a sira.

Optimalni koncentrace kazdého prvku pro dosazeni maximalni rlstové rychlosti je
znacné zavisla na rostlinném druhu.

Kultivaéni médium by mélo obsahovat pfinejmensim 25-60 mM anorganického
dusiku. Rostlinné buriky mohou rlist na médiu obsahujicim dusik pouze v nitratové formé,
ale mnohem lepsSiho rustu je dosazeno, je-li dusik do média dodavan spolecné v nitratové
formé a ve formé amonnych soli. Redukovany dusik se mize do média dodavat také ve
formé organickych sloucenin (aminokyselin).

Nitraty se obvykle dodavaji do média v koncentraci 25—40 mM, amonium se dodava
v koncentraci 2-20 mM. Dusik se dodavd ve formé dusi¢nanu draselného a dusi¢nanu
amonného. Draslik se do médii doddva ve formé dusi¢nanu nebo chloridu v koncentraci
20-30 mM. Optimalni koncentrace fosforu, hotciku a siry a vapniku se pohybuje v rozsahu
1-3 mM. (1)

Mikroelementy

Mezi mikroelementy nezbytné pro rist tkafiovych kultur patii Fe, Mn, Zn, B, Cu, Mo. Zelezo
je nejpodstatnéjsim prvkem ze vSech mikroelementd, kvlli Spatné rozpustnosti se nejcasté;i
pouziva ve formé cheldtu s etylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA). Zinek se také do
médii doddava v chelatové formé. Do médii se nékdy taky dodava Co, I, Na, Cl, ale tyto prvky
nemusi byt pro rlist explantatové kultury nezbytné. Méd' a kobalt se obvykle dodavaji do
médii v koncentraci 0,1 uM, Zelezo 1 uM, molybden v koncentraci 1 uM, jod 5 uM, zinek
5-30 uM, mangan 20-90 uM a bo6r 25-100 uM. (1) (25)

Zdroj uhliku

Jako nejcastéjsi zdroj uhliku a energie je pouzivana sacharéza, je mozno ji nahradit i glukdzou
¢i fruktézou. V kultivacnich médiich byly testovany i jiné sacharidy jako laktdza, galaktdza,
rafindza, maltdza a Skrob, ale vétSinou byly méné efektivni nez sachardza a glukéza. Obvykle
pouzivana koncentrace sachardzy v médiu jsou 2-3 %. Sachardza pfitomna v médiu mlze byt
rozStépena na glukézu a fruktdzu. K castecné hydrolyze dochazi také pfi autoklavovani
média. Sachardza plsobi jako morfogeneticky spoustéc pfitvorbé axildrnich pupenl a
vétveni pridavnych koren(. (1)(25)

Pridani melasy z cukrové tftiny, bananového extraktu nebo kokosového mléka do
zakladniho média muizZe byt dobrou alternativou pro snizeni nakladli na médium a tyto
substraty navic kromé cukru jsou zdrojem vitaminG a anorganickych ionti poZzadovanych pro
rast. (25)
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Vitaminy

Normalni rostlina si sama syntetizuje vitaminy nezbytné k jejimu rlstu. Vitaminy jsou pro
rostlinu nezbytné jako katalyzatory rady metabolickych procest. Pro rostlinné bunky a
pletiva kultivovand in vitro mohou byt nékteré vitaminy limitujicim faktorem jejich rustu.
Mezi vitaminy pouZivané v zivnych médiich patfi thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin,
myo-inositol. Thiamin je pro rast tkanovych kultur nepostradatelny, kyselina nikotinova a
pyridoxin se také velmi ¢asto dodavaji, ale jejich pfitomnost v kultiva¢nim médiu neni tak
nezbytnd. (1) Myo-inositol se vyskytuje ve vétsiné Zivnych médii. Jedna se o sacharid, ktery je
priddvan do médii v malém mnoZstvi ke stimulaci rdstu vétSiny rostlinnych druhd.
Predpoklada se jeho ucast na tvorbé fosfoinositidli a fosfatidylinositolu, které hraji roli
v bunécném déleni. V kultivacnich médiich se nékdy pouZzivaji dalsi vitaminy jako biotin,
kyselina listovd, kyselina askorbovd, kyselina pantotenovd, riboflavin, ackoliv nejsou
limitujicim faktorem pro rlst kultur. (1)

Aminokyseliny a dalsi zdroje organického dusiku

Pfestoze jsou kultivované rostlinné buriky schopny syntetizovat vSechny nezbytné
aminokyseliny, m(zZe pfitomnost nékterych aminokyselin v Zivném médiu stimulovat rlst
explantatd. Aminokyseliny se dodavaji do Zivnych médii predevsim v pfipadé kultivace bunék
nebo protoplastl. Aminokyseliny poskytuji rostlinnym burnkam zdroj dusiku, ktery je snadnéji
asimilovan nez anorganické zdroje nebo jsou vyuZivany pfimo k syntéze proteinG. Dusik se
v organické formé doddvd do Zivnych médii nejéastéji ve smési aminokyselin (kasein
hydrolyzat, L-glutamin, L-asparagin, adenin). (1)(25)

Ostatni organické slozky

Rast explantatové kultury je mozno stimulovat pridanim celé rfady organickych extrakt( jako
napf. protein hydrolyzatu, kokosové mléko, kvasnicni extrakt, sladovy extrakt, extrakt
z banan(, pomerancova ¢i rajcatova Stava. (1)

Do médii se také nékdy dodava aktivni uhli, které mlze mit jak stimulacni, tak
inhibi¢ni efekt na rlst explantatd. Aktivnimu uhli se pfipisuji 3 zdkladni funkce v Zivném
médiu: absorpce latek inhibujicich rast, absorpce rlstovych regulatori a ztmavnuti média.
Stimulacni ucinek aktivniho uhli na rdst explantatd je pfipisovan jeho schopnosti vazat
toxické fenolické slouceniny produkované rostoucim explantatem. Aktivni uhli se pouziva
v koncentraci 0,5-1,0 %. Rlst a diferenciace byla stimulovdna aktivnim uhlim u orchideji,
cibule, mrkve a raj¢at, naopak negativni vliv na bunécny rlist méla u sojovych bobu. Aktivni
uhli pfidané do média v koncentraci 1 % znacné zvysilo hydrolyzu sachardzy béhem
autoklavovani a zpUsobilo okyseleni média. (1)(25)
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Latky pouZivané pro zpevnéni média

Pro ptipravu tuhych médii se nejcastéji pouziva agar. Ma totiz oproti jinym gelotvornym
latkdm rfadu vyhod. Za prvé, je-li agar smichan s vodou, dojde k vytvoreni gelu pfi teploté 60—
100 °C, ktery tuhne pfi 45 °C. Je tedy stabilni pfi teplotdch pouzivanych ke kultivaci. Agar
nereaguje s ostatnimi slozkami média a neni rozkladan rostlinnymi enzymy. Tuhost je mozno
regulovat pouZitou koncentraci agaru, druhem agaru a pH média. Pouzivd se obvykle
v koncentraci 0,8-1,0 %. DuleZita je Cistota pouZivaného agaru, jelikoZ obsahuje vapnik,
hofcik, draslik a sodik, tudiz zména koncentrace agaru v médiu muze zménit i koncentraci
nékterych prvk( v Zivném médiu nebo vitamin(. (1)

Vedle agaru lze pouzivat ke zpevnéni média agardzu, coz je synteticka latka. Rychle
tuhne a vysledny gel je velmi Cisty. (25)

V pfipadé, Ze neni pouZito pevné médium, je mozné explantaty fixovat na mustcich
zfiltraéniho papiru, polyuretanové péné, cediCové vaté, perforovaném celofanu nebo
plastovych nosicich, do kterych se ukotvuje polypropylenovda membrana. (1)

RUstové reguldtory

Rlstové regulatory pouzivané v kultivacnich médiich je mozné rozdélit do ctyr zakladnich
skupin: auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisovd. O charakteru rlstu explantatové
kultury nerozhoduje pouze koncentrace jednotlivych hormon(, ale ¢asto jejich vzdjemny
pomér. To plati pfedevSim pro auxin a cytokinin, ktery urcuje typ a miru organogeneze
v rostlinnych bunéénych kulturdch. Pomér zavisi na druhu rostliny, kultivaru a explantatu. (1)

Auxiny

Mezi auxiny pouzivané v tkanovych kulturach rostlin patfi pfedevsim kyselina indolyloctova
(IAA), kyselina indolylmaselnd (IBA), kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina
naftyloctova (NAA). IAA predstavuje jediny pfirodni auxin, ktery se vyskytuje béziné
v rostlinnych tkanich, ostatni jsou latky syntetické. Mezi dalsi syntetické auxiny patfi kyselina
chlorfenoxyoctovd (4-CPA), 2,4,5-trichlorfenoxyoctova kyselina (2,4,5-T), 3,6-dichlor-2-
metoxybenzoova kyselina (dicamba) a 4-amino-3,5,6-pikolinova kyselina (picrolam). (3) (25)

RGzné druhy auxind maji rdznou fyziologickou aktivitu, pohybuji se rGznou rychlosti
pletivy, jsou vazany na jiné receptorové burky a jsou jinym zplsobem metabolizovany. Dle
ohybového testu je 2,4-D 8-12krat aktivnéjsi nez IAA; 2,4,5-T 4krat; PCPA a picrolam
2—-4 krat a NAA dvakrat ucinnéjsi. (1)

Auxiny jsou v kultivaénim médiu pouZivany predevsim za ucelem stimulace rlstu
kalusu a bunék, v nékterych pripadech k indukci prytd a korenu. (1)

25



Cytokininy

Mezi cytokininy béZné pouZivané v kultivaénich médiich patfi predevsim benzylaminopurin
(BAP), 6-dimethylaminopurin (IPA), furfurylaminopurin (kinetin) a zeatin. Zeatin a 2iP jsou
povazovany za nativni cytokininy, zatimco kinetin a BAP predstavuji syntetické cytokininy.
Adenin, dalsi nativné vyskytujici se latka, ma podobnou chemickou strukturu jako cytokininy
a v nékterych pripadech také vykazuje cytokininovou aktivitu. Cytokininy se pouzZivaji
v kultivaénich médiich za ucelem stimulace bunééného déleni a stimulace tvorby axilarnich
pryta.

Morfogenetickda reakce v explantatové kultufe je znacné zavisld na vzajemném
poméru auxinu a cytokininu v kultivacnim médiu. Iniciace tvorby kofenl, embryogeneze,
iniciace tvorby kalusu je stimulovana, je-li pomér auxinu k cytokininu vysoky. Je-li tento
pomeér nizky je indukovana tvorba adventivnich ¢i axilarnich prytQ. (1)(25)

Gibereliny

Gibereliny zahrnuji vice nez 20 sloucenin, ovsem GAs (kyselina giberelovd) je nejcastéji
pouzivana. VétSina explantatd jejich pritomnost pro svij rast v médiu nevyzaduje, pfidavaji
se vétSinou do média za ucelem stimulace rlstu bunécnych kultur pfi nizké hustoté
suspenze, ke stimulaci ristu kalusu a ke stimulaci ristu zakrslych rostlinek.

Kyselina abscisova

Kyselina abscisova se doddva za ucelem stimulace i inhibice ristu kalusu (v zavislosti na
rostlinném druhu), ke stimulaci proliferace prytl a k inhibici pozdéjsich fazi embryogeneze.

Ackoliv rostlinné reguldtory jsou nejdrazsimi slozkami kultivaéniho média, maji maly vliv na
finanéni naklady média, protoZe jsou pouzivany pouze ve velmi malych koncentracich.
(1)(25)

Sterilizace médii

Média pouZivana pro rostlinné explantatové kultury musi byt vysterilizovana. Ke sterilizaci se
pouziva autoklavovani pfi teploté 121 °C a pretlaku 100 kPa. Doba sterilizace je zavisla na
objemu sterilizovaného média v jednotlivych nadobach. Vétsinou se vyuziva rozliti médii do
vice mensich nadob a pouziva se tim padem kratSi doba sterilizace, nez sterilizovat vétsi
objemy po del$i dobu. Rada slozek médii je totiz termolabilni a pfi delsi dobé sterilizace je
vétsi pravdépodobnost jejich rozkladu.

Nékteré slozky médii jsou vSak termolabilni a neni moiné je sterilizovat
autoklavovanim. Mezi termolabilni komponenty Zivnych médii patfi fruktéza, glukdza,
kalcium pantotenat, gibereliny, riboflavin, kyselina listova, mocovina, asparagin, adenin
sulfat, IAA a enzymy pouzivané kizolaci protoplastld. Zasobni roztoky téchto latek se
sterilizuji filtraci a ve sterilnim prostiedi se pipetuji sterilni pipetou do média, které se
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ochladilo na 45-50 °C. Ke sterilizaci se pouzivaji membranové filtry o velikosti por 0,22 pum.

(1)

Ve vSech pripadech je tfeba pfi zhotoveni Zivného média vénovat pozornost
koncentraci vodikovych iontl. Obycejné se doporucuje pH 5,5-6,0 v nékterych pripadech
6,0-7,0. Pfislusnd hodnota pH se v pfipadé potfeby upravi hydroxidem draselnym nebo
kyselinou chlorovodikovou. (1)
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3.3 Metoda elicitace

Elicitace je Siroce pouZivana ke zvySeni produkce nebo kvyvolani de novo syntézy
sekundarnich metaboliti v in vitro rostlinnych kulturach. Elicitor plsobi na pocatku vSech
obrannych reakci jako spoustéci faktor. Elicitaci je vyvolan stres, ktery aktivuje obranné
reakce rostliny nebo rostlinného explantdtu. Ty potom vedou ke zméné transkripce genu
kddujicich enzymy ovliviujici biosyntézu sekundarnich metabolita. Elicitace je zkoumana u
rostlinnych kultur zejména pro svoji jednoduchost a ekonomickou nendrocnost. Patfi mezi
nejefektivné;jsi zplsob, jak zvysit produkci sekunddrnich metabolit u léCivych rostlin.

Sekundarni metabolity rostlin jsou ¢asto povazovany jako slouceniny, které nemaji
podstatnou roli v Zivotnich procesech rostliny. Ale pravé oni maji dalezZitou roli v interakci
s vnéjsim prostfedim pro adaptaci a obranu.

Zakladnim predpokladem uspésné elicitace je nalezeni vhodného elicitoru, jeho
koncentrace a také doby pulsobeni na rostlinnou kulturu in vitro. Mezi dalsi faktory, které
ovliviuji prabéh elicitace, patfi stari rostlinné kultury, sloZeni kultivacniho média a pridani
raznych rlstovych regulator(. (2) (26)

3.3.1 Rozdéleni elicitorh (22)

Elicitory jsou obecné rozliSovany na abiotické a biotické.
Abiotické stresory jsou povahy fyzikalni nebo chemické a patfi sem:

vysoké nebo pfilis nizké zareni

extrémni teploty

nedostatek vody, pfipadné zaplaveni vodou vedouci k nedostatku kysliku
nedostatek esencialnich mineralnich prvkd v ptidé

nadbytek iontd v pdnim roztoku

vysoké nebo nizké hodnoty ph pldniho roztoku

pfitomnost toxickych latek (tézké kovy, organické latky)

mechanické plsobeni — vitr

Biotické stresory jsou povahy biologické a patfi sem:

e plsobeni patogent (viry, mikroby, houby)
e plsobeni konkurencnich druh rostlin (alelopatie, parazitismus)
® poskozeni rostliny Zivocichy
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3.3.2 Priibéh stresové reakce u rostlin

Stres je stav rostliny, ktera reaguje na pusobeni stresovych faktorl aktivaci obrannych
mechanismu. Odpovéd na aktualni pldsobeni stresoru, stresova reakce vedouci k toleranci,
se obecné déli na nékolik fazi.

V prvni fazi, oznacované jako faze poplachova, je rozeznano pusobeni stresoru v
rostliné na zakladé naruseni funkci a struktur bunék. Informace je signdlnimi cestami
predana dalSim kompartmentim buriky, vyvold zmény exprese urcitych genli a nasledné je
informace Sifena i do ostatnich ¢asti rostliny.

Ve fazi nasledujici, oznadované jako restitucni, rostlina aktivuje prislusné obranné
mechanismy, které maji navodit stav rostliny umoZziujici v podminkach pulsobeni stresoru
dale existovat. OtuZenim rostlina ziskda maximalni odolnost, ve fazi rezistence pUsobeni
stresoru toleruje a prezivad. PUsobi-li stresor silné a dlouhodobé, muize dojit k vycerpdni
dostupnych energetickych rezerv rostliny, ke ztraté schopnosti odoldvat pldsobeni stresoru a
ke smrti rostliny.

Pribéh a vysledek stresové reakce zavisi na mnoha Ccinitelich, které se tykaji jak
stresoru, tak reagujici rostliny. U stresoru je nutné brat v Uvahu zejména charakter stresoru,
jeho velikost (odchylku od optimalniho stavu), rychlost jeho ndstupu a dobu plsobeni. U
rostliny je rozhodujici jeji genotyp, vyvojové stadium a fyziologicky stav.

Stres ma u rostlin znacnou Sifi projevl. Pfechodné nebo trvalé zastaveni rlistu nemusi
vSak platit vidy a pro vSechny typy stresor(l. U nékterych rostlin pfi plsobeni urcitych
stresorll mizZe byt zvySena rlistova aktivita soucasti obrannych reakci. Zastaveni rlstu je
vsak obvyklym duisledkem metabolickych zmén, které maji zajistit preziti rostliny, energie je
vyuzivana k obrannym reakcim. (22) Kromé elicitace jsou jesté jiné moznosti, jak zvysit
produkci sekundarnich metabolitdl u rostlin, pfidanim prekurzord danym sekundarnich
metabolitll do média, vyuzitim biotransformace nebo zménou sloZeni Zivného média. (4)
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3.4 Selen (27) (28) (29)

Selen je stopovy prvek, ktery je esencidlnim prvkem pro lidi i zvifata, ale jeho role u rostlin si
zada dukladnéjsi vyzkum.

U rostlin je povazovan v malém mnoiZstvi za prospésny prvek, ale ve vysokych
mnozstvich je toxicky a mezi témito koncentracemi je pouze nepatrna hranice. Hladina
selenu mensi nez 1 mg/kg byla zjisténa jako prospésna pro rostliny, zatimco vyssi hladina
zpusobuje toxicitu u mnoha zemédélskych plodin.

3.4.1 U¢inky selenu

Selen ma katalytickou funkci u rGzné fady enzymu, které obsahuji rezidua selenocysteinu
jako cast jejich aktivniho mista. Je dullezity v antioxidaci u lidi a mUzZe hrat roli u
antioxidacnich procest u rostlin. V nizké koncentraci se mlze Ucastnit jako ristovy regulator,
antioxidant, faktor plsobici proti starnuti, abioticky stresovy moduldtor a obranna molekula
proti patogenim u rostlin. Role selenu jako povzbuzovace a inhibitoru rlstu je zkoumana u
raznych plodin. Biofortifikace plodin selenem za pouZiti agronomickych a genetickych
pfistupl je zkoumdna zejména pro poufZiti voblastech, kde maji nedostatek selenu v
potravinach.

Selen se distribuuje v rdznych c¢astech rostliny, lisi se to dle rostlinného druhu, stupné
vyvoje a fyzické kondici. V pfipadé akumulace se akumuluje v mladych listech béhem raného
vegetativniho stupné ristu. BEhem reprodukéni faze se vsak vysoké hladiny selenu presunou
do semen a v listech potom hladina vyznamné klesa.

V zavislosti na koncentraci se muze selen podilet na nasledujicich tfech arovni biologické
aktivity:

e stopové koncentrace jsou potfebné pro normalni rlst a vyvoj
e stfedni koncentrace mohou byt ukladany a udrzuji homeostatické funkce

e nadmérné zvySené koncentrace mohou byt toxické

3.4.2 Mechanismus toxicity selenu

Toxicka hladina selenu u rostlin je obvykle 5 mg/kg, ale mezi zemédélskymi plodinami je
toxicita variabilni. Toxicita selenu mlZe vzniknout diky substituci Se za S v proteinech nebo
kvlli inhibici metylace diky jeho podobnosti se sirou. Tato podobnost Se-aminokyselin
k jejich sirnym analoglim cysteinu a methioninu mizZe narusit normalni biologické reakce a
enzymové funkce v bunce. Toxicita Se mlze byt pri¢itdna prooxidacnim ucinklim stejné tak
metabolické poruse.
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Shrift (1969) objevil Ze kumulatofi selenu Morinda reticulata a Neptunia
amplexicaulis mohou akumulovat selen az v hodnoté 4000 mg Se/kg bez zndmek toxickych
symptomu. Je mnoho rostlin, u nichz mlze selen zpomalit rist a produkci, ale toxické hladiny
pro rGzné druhy rostlin se liSi. V pfipadé ryze o 10 % mensi vynos pfi koncentraci selenu
2 mg/kg. Trifolium repens ukazuji redukci Urody pti 330 mg Se/kg DW v korenové casti.

Priznaky toxicity

Vyssi koncentrace se projevuji toxickymi symptomy jako je zakrnéni rdstu, chloréza
(abnormalni redukce nebo ztrata normalniho zeleného zbarveni listl), vadnuti nebo schnuti
listQ, snizenim syntézy protein(i a dokonce i smrti rostliny.

3.4.3 Dosavadni studie na vliv selenu u rostlin

Ve studii z roku 2014 byl zkouman vliv Se na hromadéni protirakovinnych sloucenin selenu
methylselenocysteinu a glukosinolatl v brukvovité zeleniné. Vyzkum probihal u Sesti nejvice
konzumovanych typ( brukvovité zeleniny a to u brokolice, kvétaku, hlavkového zeli,
¢inského zeli, kapusty a rlizickové kapusty. Vysledky studie ukazaly, Ze selen byl schopen
ovlivnit mnozstvi syntetizovaného SeMSCys (Se-methylselenocysteine) v brukvovitych
vyhoncich. Rozbor profilu glukosinolatl odhalil, Ze kazda brukvovita plodina kumulovala jiny
typ a mnoizstvi glukosinolatl. Kvétak dosahl nejvyssiho obsahu glukosinolati. Brokolice
obsahovala vysoké mnozstvi glukoraphaninu — prekurzoru pro potencidlni protirakovinnou
slouceninu. Ze studie vyplynulo, Ze brukvovité vyhonky mohou byt ovlivnény selenem pro
kumulaci SeMSCys bez negativniho vlivu na obsah glukosinolatli, preventivné
protirakovinnych latek. (30)

Dalsi studie zamérend na vyzkum fytochemické a biochemické aktivity selenu
v in vitro kultivovanych rostlinnych tkanich a orgdn( Allium sativum L. ukazala schopnost
¢esneku zakomponovat vysoké koncentrace Se do aminokyselin. Bylo dokdzano, Ze dodanim
selenu se zvysila produkce alliinu v rostlinnych pletivech péstovanych v in vitro podminkach.
Nardst alliinu byl nejvy3si, jestlize médium obsahovalo 2—-4 mg/| Se. Cesnek miiZze snadno
nacerpat selen z pldy a inkorporovat ho do aminokyselin. Selen pfijaty cesnekovymi pletivy
vede k produkci raznych sloucenin selenu a derivaty seleno-aminokyselin véetné Se-methyl-
L-selenocysteinu (MeSeCys) a y-glutamylmethylselenocysteine (GluMeSeCys). Tyto seleno-
aminokyseliny a selenoproteiny mohou byt uzZitecné hlavné v prevenci rakoviny prsu,
prostaty a leukemie. (28)

Pridani nizké koncentrace Se do pudy indukovalo zvySené hodnoty vSech sledovanych
aminokyselin u brokolice, ¢aje a Eruca sativa .

Antioxidacni aktivita selenu inhibujici lipidovou peroxidaci zvysila sklized u jilku
vytrvalého 0,1-1,0 mg/l Se a dyné (Cucurbita pepo) 1,5 mg/l. (29)
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Selen mUzZe také zpozdit starnuti a podpofrit rast sazenic tim, Ze zabrani sniZzeni koncentrace
tokoferolu a posili aktivitu superoxid dismutazy (SOD). Oxidativni poskozeni zplsobené
abiotickym stresem se kompenzuje pomoci enzymatickych antioxidacnich systému.
Enzymatické systémy jako SOD (superoxid dismutdza), CAT (kataldza), GR (glutation
reduktdza) maji fyziologickou funkci pti nestresovych podminkach, ale jejich aktivita muze
byt oxidativnim poSkozenim zvysSend. Pfi dodani selenu byla aktivita CAT zvySend. Nejvyssi
aktivita byla zaznamenana v in vitro pletivech a explantatech v hodnoté 4 mg/l Se. Tyto
vysledky ukazuji, Ze toxicita selenu zprostfedkovana zménami v aktivitach antioxidacnich
enzymU je davkové zavislad. Vyssi hladina selenu také indukuje aktivitu CAT u Spirulina
platensis. V porovndni u SOD aktivity nebyly zaznamendny néjaké zmény pfi rlznych
koncentracich selenu. Listy sazenic jeémene rovnéz neukdzaly vyznamnou zménu v aktivité
SOD. Aktivita GR zvySuje v zavislosti na ddvce svoji aktivitu u pletiv cesneku. (28)

Studie z roku 2012 (31) zkoumala vliv plisobeni roztoku kadmia, selenu a kombinace
obou latek na rostlinu Lepidum sativum. DoSlo se k zavéru, Ze po expozici kadmiem bylo
dosazeno vy3Si antioxidalni aktivity a vzrostl zejména obsah glykosidicky vazanych
fenolickych latek. Narust antioxidacni aktivity po pasobeni selenu jiz nebyl tak znacny jako u
kadmia a zvysil se zejména obsah volnych fenolickych latek.

Dalsi studie z roku 2014 (32) se zabyvala zplsobem zmirnéni slanosti u sojovych
bob(. Bylo zjisténo, Ze po listové aplikaci selenu v kombinaci s kyselinou salicylovou doslo ke
zmenseni nasledkd zplsobenych pouZitim solného roztoku u sdji lustinaté. Z vysledku studie
vyplynulo, Ze ktomuto dochdzelo dlsledkem zvySeni aktivity antioxidacnich enzymd,
snizenim oxidacniho stresu a vzristem obsahu prolinu, askorbatu a fotosyntetickych
pigmentd. Prispélo k tomu také snizeni poméru iontd Na/K a regulace v distribuci Zivin.

Dalsi studie se zabyvala distribuci selenu a fenolickych slouéenin v rostliné
Fagopyrum esculentum, ktera byla péstovana ze semen namocenych v roztoku selenu a pod
rdznym stupném UV-B zareni. Semena pohanky byla namocena do roztoku selenanu a
seleni¢itanu v rGznych koncentracich. Nékteré rostliny byly ozarovany béhem rlstu UV-B
zarenim. Z vysledk( vyplynulo, Ze vétSi obsah selenu v listech (vice nez 185 ng/g) byl
detekovan u rostlin, které vyrostly ze semen namocenych v roztoku selenanu. Obsah selenu
ve stoncich Fagopyrum esculentum nebyl nijak ovlivnén roztokem selenu ani UV-B zarenim.
(33)
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Pomucky a pftistrojové vybaveni

Analytické vahy PRLT A13, Sartorius, Némecko

Autoklav PS 20 A, Chirana, CR

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Vyrobné druzstvo Pokrok, Slovensko
Filtracni papir

Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, Lotyssko
Horkovzdusny sterilizator SVS 91, Chirana, CR
Laboratorni sklo

Mikrofiltry (0,22 um), Tessek, CR

Pipetovaci baldnek, Filip, Némecko

Su$drna HS 61A Chirana, CR

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

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

Vodni ldzen, TYP 1042, GFL, Némecko

Kapalinovy chromatograf:

Autosampler Jasci AS-2055 Plus, Japonsko

Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko

Cerpadlo Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

Fluorescencni detektor Jasco FP 22020 Plus, Japonsko

Kolona LiChrospher RP — 18, 250-4, sorbent Li Chrospher 5 um
Predkolona, Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrospher 5 um

Termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko

33



4.2 Chemikalie

Ajatin plus roztok 10%, Profarma — produkt s.r.o, CR
Destilovana voda, Katedra analytické chemie, Faf UK HK, CR
Dihydrogenfosforeénan draselny p.s., Lachema, CR
Dusi¢nan amonny, p.a., Penta, CR

Dusi¢nan draselny p.a., Lach-Ner, CR

Ethanol 96%, Lachema, CR

Glycin, Sigma-Aldrich, USA

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko

Chlorid kobaltnaty p.a., (CoCl, . 6 H,0), Lachema, CR
Chlorid vépenaty p.a., Penta, CR

Jodid draselny p.a., Lachema, CR

Kyselina boritd p.a., Lachema, CR

Kyselina nikotinova, Lachema, CR

Kyselina o-fosfore¢na, Lachema, CR

Kyselina «-naftyloctova, Sigma-Aldrich, USA
Methanol p.a., Lachema, CR

Molybdenan sodny, Lachema, CR

Myo-inositol, Fluka, Svycarsko

Oxid selenicity, Sigma-Aldrich, USA

Pyridoxin puriss, Koch-Light Laboratories, Velka Britanie
Sacharosa ¢ista, Lachema, CR

Siran hote&naty p.a., Lachema, CR

Siran manganaty p.a., Lachema, CR

Siran médnaty p.a., Lachema, CR

Siran zineénaty (ZnSO4 . 7H,0), Lachema, CR
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Siran Zeleznaty cisty (FeSOs . 7 H,0), Lachema, CR
Standard silymarinu, Sigma-Aldrich, USA
Superdista voda, Katedra analytické chemie, Faf UK HK, CR

Thiamin, Koch- Light Laboratories, Velka Britanie
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4.3 Rostlinny material

K pokusu byly pouzity kultury odvozené z korfenové ¢asti klicni rostliny Silybum marianum (L.)
v 37.-43. pasaii.

4.4 Pr¥iprava pomiucek ke kultivaci

Béhem experimentu bylo pouzivano varné laboratorni sklo znacky SIAL, které je odolné vici
vykyvim teplot a vici pdsobeni chemikalii.

Pro kultivaci se pouzily Erlenmayerovy barnky o objemu 100 ml, do kterych byl vloZzen
mustek z filtracniho papiru a bylo nalito 30 ml Zivného média. Kazdd barika byla prekryta
hlinikovou félii a vysterilizovana v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C a tlaku
100 kPa.

4.5 Priprava zivného média

Zivné médium slouZi jako minerdlni vyZiva a zdroj energie pro rostouci explantitovou
kulturu. Suspenzni i kalusové kultury Silybum marianum L. byly kultivovany na Zivném médiu
Murashigeho a Skooga s pfidavkem 1 ml (10 mg/l) rGstového stimulatoru «-naftyloctové
kyseliny.

SloZeni Zivného média (34) je uvedeno v nasledujicim prehledu. Navazky jednotlivych slozek
jsou vyjadreny v mg/I:

Makroelementy: Mikroelementy:

KNO3 1900,000 Na2EDTA 37,340

NHsNOs 1650,000 FeSOs4 .7 H,0 27,840

CaCl2.2 H0 440,000 MnSO;s . 4 H,0 22,300

MgSQO4 . 7 H.0 370,000 ZnS0O4 . 7 H20 11,500

KH2PO4 . H20 170,000 H3BO3 6,200
Kl 0,830
Na2Mo0Os. 2 H,0 0,250
CuSO4. 5 H,0 0,025
CoCl>. 6 H20 0,025
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Vitaminy a organické slouceniny:

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

Jednotlivé substance byly odvaZeny na analytickych vahdch, velmi mald mnoZstvi
kapalnych slozek plGdy byla odméfena ze zasobnich roztokid odpipetovanim. VSechny
soucasti byly rozpustény v destilované vodé v odmérné barice na 1000 ml a dopinény vodou
aZ po rysku. Zivné médiu bylo rozlévano do vysterilizovanych ban&k po 30 ml. Viechny bariky
s médiem se prekryly hlinikovou fdlii a nechaly vysterilizovat v autokldavu 15 minut pfi teploté
121 °C a tlaku 100 kPa.

4.6 Pasazovani a kultivace

K pasazovani se pouzivaly kalusové kultury rostliny Silybum marianum z predchozi kultivace
(tzv. inokulum). PasaZovani probihalo v boxu s lamindrnim proudénim vzduchu
vysterilizovaném germicidni lampou. Narostlé casti kalusové kultury se sterilni pinzetou
premistovaly do 100 ml Erlenmayerovych banék s Zivnym médiem na papirové mistky z
filtraéniho papiru.

Suspenzni kultury se pfipravily mechanickym rozmélnénim kalusu pinzetou o stény
barky ptfimo v Zivném médiu bez papirovych mastkd.

Na zavér se bariky opét prekryly hlinikovou félii a daly se kultivovat do kultivacéni
mistnosti, kde byla udrzovdna stdla teplota 25 °C a svételny rezim 8 hodin tmy a 16 hodin
svétla. Suspenzni kultury byly oproti kalusovym umistény na tfepacku (s rychlosti 120 otacek
za minutu), ktera zajistovala provzdusnovani Zivného média.

Kultivace u kalusové kultury probihala 3—4 tydny, u suspenzni kultury trvala kultivace
cca. 2-3 tydny.
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4.7 Priprava elicitoru

K elicitaci suspenznich i kalusovych kultur rostliny Silybum marianum L. byl zvolen roztok
oxidu selenicitého (Se0;) v nasledujicich koncentracich:

c1= 100 mg/100 ml=9,012.103 mol/I
c2= 10 mg/ 100ml=9,012.10* mol/I
c3=1 mg/100 ml=9,012.10" mol/I

K pfipravé elicitoru bylo pouZito laboratorni sklo a nastroje, které byly predem
vysterilizovany v horkovzdu$ném sterilizatoru. Redéni roztokd elicitoru probihalo za
aseptickych podminek.

Roztok o koncentraci ci byl pfipraven navazenim 100,0 mg Cisté substance SeO..
Navazka byla kvantitativné prevedena do odmérné bariky na 100,0 ml a dopInéna ultracistou
vodou po rysku. Roztok byl promichan a vysterilizovan v autoklavu po dobu 20 minut (121°C,
100 kPa).

Odpipetovanim 10,0 ml roztoku o koncentraci c1 (100 mg/100 ml) a doplnénim vodou
po rysku na 100,0 ml byl pfipraven roztok o koncentraci c; (10 mg/100 ml).

Roztok o koncentraci c3 (1 mg/100 ml) byl pfipraven odpipetovanim 10 ml roztoku o
koncentraci c; (10 mg/100 ml) a doplnénim ultracistou vodou na 100 ml.

4.8 Elicitace in vitro kultur Silypbum marianum L.

K elicitaci se pouzivaly tfi rizné koncentrace roztoku elicitoru. Vliv kazdé koncentrace se
zkoumal zvlast na kalusovych a suspenznich kulturach.

Ke kazdému pokusu bylo pouzito 30 Erlenmayerovych banék s narostlymi kulturami
pro jednotlivé koncentrace elicitoru. Zaroven bylo pouZito 6 banék s narostlymi kulturami
pro odbér bez pridavku elicitoru jako kontrola.

Kazda banka byla nejdfive oSetfena roztokem Ajatinu. Prace probihala asepticky
v boxu slaminarnim proudénim predem vysviceném germicidni UV lampou minimalné
hodinu pred zacatkem pokusu. Do kazdé bariky byl vnesen 1 ml elicitoru testované
koncentrace pomoci sterilni pipety. U suspenznich kultur byl vnesen pfimo do Zivného
média, u kalusovych kultur na filtracni papir. Poté byly banky umistény zpét do kultivacni
mistnosti a postupné odebirany. U suspenznich kultur probihala kultivace na trfepacce
(120 otacek/min.).

38



Po uplynuti 6, 12, 24, 48, 72, 168 hodin bylo vidy odebrano pét banék s
elicitovanymi kalusy. Kontrolni bariky se odebiraly pouze po 12, 48, 168 hodindch. Kalus byl
rozprostren na filtracni papir, vysuSen za laboratorni teploty a poté uschovan do hlinikovych
folii pro dalsi stanoveni.

Ve stejnych &asech byly odebirdny i suspenzni kultury. Suspenzni kultury byly
zfiltrovany pres filtracni papir a zachycené shluky bunék byly také volné suseny za
laboratorni teploty. Vysusené kalusové a suspenzni kultury se poté pouZily ke stanoveni
obsahu flavonolignanu a taxifolinu.

V rdmci kazdého ¢asového intervalu byl odebrdn i vzorek Zivného média, ktery byl
nasledné zamrazen a uschovan pro dalsi analyzu.

Kontrola byla provddéna v ¢ase 12, 48 a 168 hodin. Pro tyto odbéry bylo uréeno
celkem 6 banék, kam se misto roztoku elicitoru napipetovalo 1 ml ultracisté vody. Postup
odbéru byl identicky jako u elicitovanych kultur.

4.9 Priprava extraktli pro stanoveni obsahu

Odebrané a vysuSené vzorky kalusovych a suspenznich kultur byly rozmélnény v treci
misce tlouckem, zvazeny na analytickych vahdch a prevedeny do varnych banék o objemu
50 ml. Jednotlivé navazky mély hmotnost cca 0,38-1,98 g a byly peclivé zaznamendny.
K navazkdam bylo pfilito 10 ml metanolu. Nasledovala extrakce na vodni lazni pod zpétnym
chladi¢em po dobu 10 minut. Roztok byl za horka zfiltrovan pres maly kousek vaty. Vata byla
vloZena zpét do banky, bylo pfilito opét 10 ml metanolu a cela extrakce se zopakovala. Oba
filtraty byly spojeny a doplnény po rysku metanolem 80% v odmérné bance objem 25,0 ml.
Vysledny roztok byl zfiltrovan pres mikrofiltr (0,22 um) a 1,7 ml bylo prevedeno do
oznacenych vialek. Poté nasledovala analyza metodou HPLC.

Vzorky Zivného média byly rozmrazeny a odpareny na vodni ldzni. Odparek se
rozpustil ve 20 ml metanolu a 1,7 ml bylo odebrano injekéni stfikackou a filtrovdno pres
mikrofiltr (0,22 pum) do vialek a nasledné analyzovano pomoci HPLC.
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4.10 Stanoveni obsahu metodou HPLC

4.10.1 Obecna charakteristika HPLC

Obsah silymarinového komplexu a taxifolinu byl stanoven metodou HPLC. Jedna se o
separacni metodu, kterd umoznuje jak kvalitativni tak kvantitativni analyzu. VyuZiva se pro
stanoveni obsahu, Cistoty i ke zkouskdm totoZnosti. Pro stanoveni obsahu se sleduje vyska
(plocha) jednotlivych pikd.

4.10.2 Parametry HPLC analyzy

Analyza jednotlivych vzork( kultury Silybum marianum byla provadéna na chromatografické
sestavé JASCO (cCerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené
predkolonovym filtrem a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5 um) s ochranou prfedkolonkou.

SloZzeni mobilni faze bylo nasleduijici:

Eluent A: voda (supercistd) s obsahem 0,15% kyseliny fosfore¢né
Eluent B: metanol s obsahem 0,15% kyseliny fosforecné

Eluce mobilni faze probihala nejdfive gradientové z 0 % metanolu a 100 % vody v
¢ase t = 0 minut do 50 % metanolu a 50 % vody v ¢ase t = 5 minut. Poté probihala eluce
isokraticky z 50 % metanolu a 50 % vody do ¢asu t = 25 minut. Mobilni faze obsahovala jako
pufr 0,15% kyselinu fosforecnou.

Pribéh eluce je zndzornén v nasledujicim prehledu:
¢as0Omin.=100% A, 0% B

¢as5min.=50% A, 50 % B

¢as 25 min.=50% A, 50 % B

K detekci byl pouzit DAD detektor vrozmezi vinovych délek 200-550 nm. Obsah
sledovanych latek byl vypocéten z pik( pfi vinové délce 288 nm. Obsah vsech latek byl
kvantifikovan matematickou metodou normalizace a porovnanim s kalibra¢ni kfivkou
vytvofenou pomoci externé méreného standardu téze latky.

Objem nastriku: 20 ul
Pratok: 1,4 ml/min.
Teplota kolony: 25 °C

Standardy: taxifolin, silychristin,silydianin, silybin A, silybin B, isosilybin A a isosilybin B
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4.10.3 Kalibracni krivky taxifolinu a jednotlivych flavonolignana:

1.TAXIFOLIN

x: koncentrace (mg/g)

y: plocha

y: bx+a

regresni koeficient: 0,9999
a=0

b=3,26361

2. SILYCHRISTIN

x: koncentrace (mg/g)

y: plocha

y: bx+a

regresni koeficient: 0,9999
a=0

b=3,26964

Obrazek 10 Kalibracni krivka taxifolinu

Calibration curve: flavolignany - taxifolin

Area
=
o

Obrazek 11 Kalibracni krivka silychristinu

Calibration curve: flavosgnany - silycristin
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3. SILYDIANIN

x: koncentrace (mg/g)

y: plocha

y: bx+a

regresni koeficient: 0,9999
a=0

b=3,28186

4. SILYBIN A

x: koncentrace (mg/g)

y: plocha

y: bx+a

regresni koeficient: 0,9999
a=0

b=3,26609

Obrazek 12 Kalibra¢ni kfivka silydianinu

Calibration curve: flavolignany - silydianin

Obrazek 13 Kalibra¢ni kfivka silybinu A

Calibration curve: flavolignany - silybin A
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5. SILYBIN B

x: koncentrace (mg/g)

y: plocha

y: bx+a

regresni koeficient: 0,9999
a=0

b=3,26957

6. ISOSILYBIN A

x: koncentrace (mg/g)

y: plocha

y: bx+a

regresni koeficient: 0,9999
a=0

b=3,27665

Obrazek 14 Kalibracni kfivka silybinu B

Calibration curve: flavolignany - silybin B

1104

0 10 20 30 40 50

Obrazek 15 Kalibraéni krivka isosilybinu A

Calibration curve: flavolignany - isosilybin A
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7. ISOSILYBIN B

x: koncentrace (mg/g)

y: plocha

y: bx+a

regresni koeficient: 0,9992
a=0

b=3,28158

Obrazek 16 Kalibracni kfivka isosilybinu B

Calibration curve: flavolignany - isosilybin B
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4.10.4 HPLC chromatogram standardu

Different ¥ units

[SeidE5 DATA (285 00 nm]l
42

38%

silycristin

silydianin
silybin B
silybin A
isosilybin A

RT [min]
28

0 G P R SRR R iy e e R e C ERRET

Obrazek 17 HPLC chromatogram standardu silymarinu
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4.11 Statistické zpracovani vysledki (35) (36)
Statistickymi charakteristikami nazyvame veli¢iny, které podavaji stru¢nou informaci o

souboru zakladnich dat.

Aritmeticky prumér je definovan jako soucCet namérenych hodnot déleny jejich
poctem. Jednd se o stfedni hodnotu souboru. Hodnota aritmetického priiméru je blizka
skute¢né namérené hodnoté. Vypocitd se dle vzorce:

n
2.

i=1

_ 1
X =-
n

X = pramér
n = pocet hodnot v souboru
x; = namérenda hodnota

Smérodatna odchylka je veli¢ina, kterd vyjadfuje, jak se namérené hodnoty lisi od
pramérné (stredni) hodnoty.

Funkce smérodatné odchylky je definovdna vztahem:

s = smérodatna odchylka

n = pocet hodnot v souboru
X = aritmeticky pramér

x;= naméfend hodnota

T-test

Ke zjisténi statistické vyznamnosti vlivu elicitoru na obsah flavolignan( a taxifolinu byl pouzit
t-test rozdild dvou priméra.

Pro testovaci kritérium t-testu plati nasledujici vztah:

T = X1 — X3 nyny(ny Ny — 2)
Jns? 4 nys? nt+n,
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T - testovaci kritérium

X, - aritmeticky primeér kontrolniho souboru
X, - aritmeticky primér pokusného souboru
s,- smérodatna odchylka kontrolniho souboru
s, - smérodatna odchylka pokusného souboru
n, - pocet ¢lend kontrolniho souboru

n, - pocet ¢lenli pokusného souboru

Vypoctena hodnota testovaciho kritéria se porovna s pfislusnou kritickou hodnotou t (v) pro
vypocteny stupeni volnosti v a zvolenou hladinu vyznamnosti p.

Pocet ¢lend pokusného i kontrolniho souboru se vzdy rovna ni = n; = 3. Stupen
volnosti pro testovaci kritérium T byl vypoditan podle vzorce: v = n1+ ny— 2. Pocitdme tedy se
stupném volnosti v =4.

Pro zvolenou hladinu vyznamnosti p=0,05 a pro 4 stupné volnosti je tato kritickd
hodnota testovaciho kritéria rovna 2,78.

Je-li vypocitana hodnota testovaciho kritéria T vétsi nez kriticka hodnota testovaciho
kritéria (t (v) p) pro dany stupen volnosti, je rozdil hodnot xi1 - x2 povazovdn za statisticky
vyznamny.

Pro vypocdet hodnot testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 12, 24 h byla poutzita
kontrolni hodnota odbéru po 12 h. Pro odbéry 48 a 72 h byla pouzita kontrolni hodnota po
48 hodinach. A hodnota po 168 h plsobeni elicitoru byla porovnavana s kontrolni hodnotou
po 168 h. Pouze v pripadé absence vzorkd nékterych z kontrolnich médii se elicitované
hodnoty porovnavaly s nejbliz§i moZznou kontrolni hodnotou.
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5 VYSLEDKY

Tabulka 1 Obsah jednotlivych sloZek silymarinového komplexu a taxifolinu [mg.g*DW] v
kalusové kulture Silybum marianum pfi pouziti tfech rliznych koncentraci elicitoru SeO;

Kon.ce.ntrace I?t?ba Taxifol_iln Silychristin Silydiar_llin Sll\ébm Sllibm Isosiybln I505||I3yb|n Silymarinovy
elicitoru elicitace [mg.g 4 [mg.g n q n a komplex
[mol/I] lhod ] DW] [mg.g” DW] DW] [mg.g™ | [mg.g™ | [mg.g [mg.g [mg.g DW]
DW] | DW] DW] DW]
6h 0 0 0 0 0 0 0 0
12h 0 0 0 0 0 0 0 0
12h K 0,20 0 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0 0 0
9’0(1:1;_10_3 48h 0 0 0 0 0 0 0 0
48h K 0,10 0 0 0 0 0 0 0
72h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
168h 0 0 0 0 0 0 0 0
168h K 0,10 0 0 0 0 0 0 0
6h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
12h 0 0 0 0 0 0 0 0
12h K 0 0 0 0 0 0 0 0
24h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
9’022;_10_4 48h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
48h K 0 0 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0 0 0
168h 0 0 0 0 0 0 0 0
168h K 0 0 0 0 0 0 0 0
6h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
12h 0 0 0 0 0 0 0 0
12h K 0 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0 0
9’0?;10_5 48h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
48h K 0 0 0 0 0 0 0 0
72h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
168h 0 0 0 0 0 0 0 0
168h K 0 0 0 0 0 0 0

Pozn. 0 = naméreno stopové mnozstvi nebo nebylo detekovano, K = kontrolni vzorek (bez elicitoru)
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Tabulka 2 Obsah jednotlivych sloZek silymarinového komplexu a taxifolinu [mg.g*DW] v
suspenzni kultufe Silybum marianum pfi pouZiti tfech rlznych koncentraci elicitoru SeO;

Koncentrace Doba | Taxifolin | Silychristin | Silydianin | Silybin B | Silybin A Isosl‘ybin Isosill3ybin Silymarinovy
elicitoru elicitace | [mg.g? [mg.g?t [mg.g? | [mg.g? | [mg.g? Ty (me.g’ kom_plex
[mol/1] [hod.] DW] DW] DW] DW] DW] DW] DW] [mg.g DW]
6h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
12h 0 0 0 0 0 0 0 0
12h K 0 0 0 0 0 0 0 0
24h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
9’051;10.3 a8h | 0,10 0 0 0 0 0 0 0
48h K 0,10 0 0 0 0 0 0 0
72h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
168h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
168h K 0 0 0 0 0 0 0 0
6h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
12h 0 0 0 0 0 0 0 0
12h K 0 0 0 0 0 0 0 0
24h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
9’052;10_4 48h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
48h K 0 0 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0 0 0
168h 0 0 0 0 0 0 0 0
168h K 0,20 0 0 0 0 0 0 0
6h 0,10 0 0 0 0 0 0 0
12h 0 0 0 0 0 0 0 0
12h K 0,10 0 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0 0 0
91053;10_5 48h 0 0 0 0 0 0 0 0
48h K 0 0 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0 0 0
168h 0 0 0 0 0 0 0 0
168h K 0 0 0 0 0 0 0 0

Pozn. 0= naméreno stopové mnozstvi nebo nebylo detekovano, K = kontrolni vzorek (bez elicitoru)
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Tabulka 3 Obsah taxifolinu a jednotlivych sloZek silymarinového komplexu [mg/100 ml] v
zZivném médiu kalusovych kultur Silybum marianum pfti pouziti tfech rlznych koncentraci
elicitoru SeO;

Ko;:s:;:ice elli:ci)tZie -[r::;;ilcl)g Silychristin | Silydianin [Sr:?;t}llnog [S:‘Ly;t;lf Og Isosilybin A | Isosilybin B S”IZQESIZ?(W
[mol/I] [hod ] mi] [mg/100ml] | [mg/100ml] ] ] [mg/100ml] | [mg/100ml] [me/100mi]

6h 0,07 0,03 0,07 0,14 0,01 0,04 0 0,29

12h 0,05 0,23 0,04 0,11 0,05 0,08 0 0,51

12h K 0,32 0,02 0,29 0,07 0,04 0 0 0,42

24h 0,20 0,51 0,01 0,02 0,04 0,07 0 0,65

9, 0(1:12= 103 48h 0,22 0,57 0,03 0,04 0,08 0,06 0 0,78
48h K absence média

72h 0,02 0,01 1,16 0 0 0 0 1,17

168h 0,11 0 0,13 0,01 0,17 0,04 0,35

168h K 0,35 0,22 0,03 0,04 0,05 0,25 0 0,59

6h 0,15 0,07 0,21 0 0 0,09 0 0,37

12h 0,27 0 0,02 0,02 0,11 0,04 0 0,19

12h K 0,22 0,11 0 0,02 0 0 0 0,13

24h 0,32 0,39 0 0,02 0 0 0 0,41

9’0?2:.10_4 48h 2,81 0,08 0,14 0,02 0,04 0 0 0,28

48h K 1,04 0 0,03 0,06 0,18 0,09 0 0,36

72h 0,94 0,04 0,09 0,16 0,02 0,02 0 0,33

168h 0,57 1,39 0,05 0,06 0,04 0,10 0 1,64

168h K 0,24 0,15 0,07 0,06 0,08 0,07 0 0,43

6h 0,14 0,02 0,12 0,02 0,03 0 0,19

12h 0,18 0,08 0,03 0,03 0,03 0 0,17
12h K absence média

24h 0,08 0,30 0,13 0,23 0,05 0 0 0,71

9'0(1:3;10_5 48h 0,27 0,07 0,10 0,01 0,01 0 0 0,19

48h K 1,04 0 0,03 0,06 0,18 0,09 0 0,36

72h 0,01 0,07 0,14 0 0 0,04 0 0,25

168h 2,01 0,99 0,05 0 0,01 0,02 0 1,07

168h K 0,24 0,15 0,07 0,06 0,08 0,07 0 0,43

Pozn. 0= namérena stopova mnoiZstvi nebo nebylo detekovano, K= kontrolni vzorek (bez elicitoru),

Zluté zvyraznény - vysledky se statisticky vyznamnym narlstem metabolit( oproti kontrolnimu vzorku
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Tabulka 4 Obsah taxifolinu a jednotlivych sloZek silymarinového komplexu [mg/100 ml] v
zZivném médiu suspenznich kultur Silybum marianum pti pouZiti tfech rGznych koncentraci
elicitoru SeO;

e oo | TS| st || S s | *5 | F5R syt
[mol/I] lhod] | 100mi |[Me/00mI =" 0, mi] mi] [mﬁﬁoo [mi/ GOO [mg/100mI]

6h 0,01 0,33 0 0 0 0,03 0 0,36

12h 0,06 0 0,02 0,12 0,02 0 0 0,16

12h K 1,20 0 0,04 0,07 0,03 0,08 0 0,22

24h 1,25 0,05 0,06 0 0,11 0 0 0,22

9,051;.10‘3 48h 4,05 0,36 0,23 0,20 0,05 0 0 0,84

48h K 1,87 0,07 0,01 0,07 0,12 0,03 0 0,30

72h 0,14 1,68 0,09 0,20 0,20 0,07 0 2,24

168h 0,30 0,02 0,11 0,44 0 0,11 0 0,68

168h K 0,09 0,10 0,04 0,05 0,01 0,01 0 0,21

6h 0,02 0,12 0 0 0 0,01 0 0,13

12h 0,03 0,01 0 0,26 0,01 0,06 0 0,34

12h K 4,54 0,01 0,02 0,68 0,33 0 0 1,04

24h 0,42 0,17 0,03 0 0 0 0 0,20

9’0522104 48h 0 0,03 0,05 0,08 0,11 0,03 0 0,30

48h K 0,11 0,47 0,03 0 0 0,04 0 0,54

72h 0 0,59 0,05 0,08 0,20 0,15 0 1,07

168h 0,08 0,02 0,37 0,10 0,01 0 0 0,50

168h K 0,17 0,24 0 0,06 0,04 0 0 0,34

6h 1,03 0 1,18 0,02 0,03 0 0 1,23

12h 0,08 0,23 0,11 0,04 0,35 0,05 0 0,78

12h K 4,02 0,01 0,01 0,41 0,28 0,04 0 0,75

24h 2,00 0 0,04 0,06 0 0 0 0,10

91053;10_5 48h 0,01 0,36 0 0 0 0 0 0,36
48h K 0,34 0 0 0 0 0 0 0
72h 2,49 0 0 0 0 0 0 0

168h 0 0,09 0,02 0 0,07 0 0,18

168h K 0,03 0 0,27 0,24 0,05 0 0 0,56

Pozn. 0= namérena stopova mnoZstvi nebo nebylo detekovano, K= kontrolni vzorek (bez elicitoru),

Zluté zvyraznény- vysledky se statisticky vyznamnym narlstem metabolitl oproti kontrolnimu vzorku
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Tabulka 5 Statistické zpracovani vysledkl obsahu silymarinového komplexu uvolnéného do
média kalusové kultury Silybum marianum pfi pouZiti tfech rlznych koncentraci elicitoru
SeO;

Koncentrace Doba elicitace | Silymarinovy komplex Statisticky vyznamné zvy$eni obsahu
elicitoru [mol/1] [hod] [mg/100 ml] flavonolignan(i
6 0,29 + 0,03 _
12 0,51+0,02 +
24 + "
¢;=9,012.10°3 0,65+ 0,03
48 0,78 + 0,03 i
72 1,2+0,1 +
168 0,35+ 0,02 i
6 0,37 £ 0,02
12 0,19 + 0,02
24 41+0,02
c,=9,012.10* 0, 0,0
48 0,28 + 0,02 i
72 0,33 +0,02 _
168 1,6+0,1 +
6 0,19 + 0,03 _
12 0,17 + 0,02 i
24 71+ ;
€3=9,012.10° 0, 0,03
48 0,19 + 0,03 i
72 0,25 +0,02 _
168 1,1+0,1 N
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Tabulka 6 Statistické zpracovani vysledkl obsahu taxifolinu uvolnéného do média kalusové
kultury Silybum marianum pfi pouziti tfech rliznych koncentraci elicitoru SeO;

Koncentrace elicitoru | Doba elicitace | Taxifolin Statisticky vyznamné zvySeni obsahu
[mol 1 [hod] [mg/100ml] taxifolinu
6 0,07 + 0,01 B
12 0,05 + 0,01 i
+ -
1= 9,012.10° 24 0,20 + 0,01
48 0,22 +0,01 _
72 0,02 + 0,02 _
168 0,11+ 0,01 _
6 0,15 + 0,01 B
12 0,27 +0,01 _
24 2+0,01

c;=9,012.10* 0,32+0,0

48 2,8+0,1
72 0,94 + 0,01 _
168 0,57 + 0,01 +
6 0,14 + 0,01 _
12 0,18 + 0,01 i
24 +0,02 _

€3=9,012.10° 0,08+0,0
48 0,27 + 0,01 _
72 0,01 + 0,01 _
168 2,0+0,1 +
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Tabulka 7 Statistické zpracovani vysledkl obsahu silymarinového komplexu uvolnéného do
média suspenzni kultury Silybum marianum pfi pouziti tfech rlznych koncentraci elicitoru
SeO;

Koncentrace Doba elicitace | Silymarinovy komplex | Statisticky vyznamné zvySeni obsahu
elicitoru [mol/I] [hod] [mg/100ml] flavonolignant
6 0,36 0,02 5
12 0,16 + 0,02 -
24 220,02 i
1= 9,012.10° 0,22+0,0
48 0,84 £ 0,03 )
72 2,2%0,1 ;
168 0,68 + 0,02 +
6 0,13 £0,01 _
12 0,34 + 0,02 _
24 20+0,01 -
c=9,012.10* 0,20+0,0
48 0,30 + 0,02 _
72 1,1+0,1
168 0,50 + 0,02 N
6 1,2+0,1 +
12 0,78 + 0,03 _
24 10 + 0,01 i
c3=9,012.10° 0,10+0,0
48 0,36 + 0,02 _
72 0 -
168 0,18 + 0,02 i
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Tabulka 8 Statistické zpracovani vysledk( obsahu taxifolinu uvolnéného do média suspenzni
kultury Silybum marianum pfi pouziti tfech rliznych koncentraci elicitoru SeO;

Koncentrace elicitoru Doba elicitace | Taxifolin Statisticky vyznamné zvySeni obsahu
[mol/I] [hod] [mg/100ml] taxifolinu
6 0,01+0,01 -
12 0,06 £0,01 i,
+
¢1=9,012.10°3 24 1,3£0,1
48 4,1+0,1 +
72 0,14 +£0,01 -
168 0,30 £0,01 +
6 0,02 £0,01 -
12 0,03+0,01 -
24 42 + 1 -
c=9,012.10" 042£00
48 0 -
72 0 -
168 0,08 £ 0,01 -
6 1,0+£0,1 -
12 0,08 £0,01 -
24 2,0+0,1 -
€:=9,012.10° 0£0,
48 0,01+0,01 -
72 2,5%0,1 +
168 0 -
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Grafické vyjadieni obsahi taxifolinu a silymarinu v kulturach Silybum marianum

Graf 1 Obsah taxifolinu (mg.g* DW) v kalusové kultufe Silybum marianum po pUsobeni
rdznych koncentraci elicitoru SeO»

Obsah taxifolinu v kalusové kultuie Silypbum marianum
0.2 -
3018 7
2016
o 0.14 +
Eon ¥
=]
£ 01 - i mcl
©
£ 0.08 - mc2
©
£ 0.06 - mc3
2 0.04 -
© 002
0 T —-I T T T T T ——|-I 1
6 12 12k 24 48 48K 72 168 168K
doba elicitace (hodiny)
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Graf 2 Obsah taxifolinu (mg.g* DW) v suspenzni kultufe Silybum marianum po pasobeni
raznych koncentraci elicitoru SeO;
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Graf 3 Obsah silymarinu (mg/100 ml) v Zivném médiu kalusové kultury Silybum marianum po
pusobeni rdznych koncentraci elicitoru SeO;
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Graf 4 Obsah taxifolinu (mg/100 ml) v Zivném médiu kalusové kultury Silybum marianum po
pUsobeni rdznych koncentraci elicitoru SeO»
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Graf 5 Obsah silymarinu (mg/100 ml) v Zivném médiu suspenzni kultury Silybum marianum
po plisobeni rlznych koncentraci elicitoru SeO;
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Graf 6 Obsah taxifolinu (mg/100 ml) v Zivném médiu suspenzni kultury Silybum marianum po
pUsobeni rdznych koncentraci elicitoru SeO»
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6 DISKUZE

Cilem této prace bylo seznamit se s metodou kultivace rostlinnych explantatovych kultur a
zjistit vliv abiotického elicitoru iontl Se na produkci taxifolinu a silymarinového komplexu
v kalusové a suspenzni kultute Silybum marianum.

V této praci byla pouzita tkanova kultura odvozend z kofenové casti klini rostliny
Silybum marianum (L.) v 37.—43. pasazi. Kultura byla kultivovana na médiu dle Murashigeho
a Skooga s pridavkem 10 mg/I kyseliny a-naftyloctové.

Uspésna elicitace zavisi na mnoha faktorech, které jsou specifické pro kazdy elicitor i
pro kazdou rostlinnou kulturu. Zakladnim predpokladem uUspésné elicitace je nalezeni
vhodného elicitoru, jeho koncentrace a také doby plsobeni na rostlinnou kulturu in vitro.

Z tohoto dlvodu byl pouZit vodny roztok oxidu seleni¢itého ve tfech rliznych koncentracich:
c1= 100 mg/ 100 ml=9,012.103 mol/I

c2= 10 mg/100 ml=9,012.10** mol/I

c3= 1 mg/100 ml=9,012.10° mol/I

Vliv tohoto elicitoru byl zkouman po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach jeho pUsobeni a
porovndvan s kontrolnimi vzorky, které byly odebirdany po 12, 48 a 168 hodinach a
obsahovaly misto elicitoru 1 ml sterilni vody.

Pro stanoveni obsahu jednotlivych sloZzek byla pouzita metoda HPLC.

Selenicité ionty byly zvoleny diky své prokazané antioxidac¢ni aktivité. Selen ma
katalytickou funkci u rGzné rady enzym(, které obsahuji rezidua selenocysteinu jako Cast
jejich aktivniho mista. Je dulezity v antioxidaci u lidi a m{Ze hrat roli u antioxidacnich proces(
u rostlin. U selenu hraje dllezitou roli koncentrace. V malém mnoZstvi je povaZovan za
prospésny prvek, ale ve vysokych mnozZstvich je toxicky a mezi témito koncentracemi je
pouze nepatrna hranice. Bylo prokazano, Ze v nizké koncentraci se mlze selen ucastnit jako
rastovy regulator, antioxidant, faktor pUsobici proti starnuti, abioticky stresovy modulator a
obranna molekula proti patogen(lim u rostlin. (29) (28)
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Kalusova a suspenzni kultura

V kalusové a suspenzni kultufe byla pfi elicitaci zaznamenana pouze nepatrnd produkce
taxifolinu. Hodnoty jednotlivych méfeni obsahu nepfesahly 0,1 mg/g DW a nedoslo
k Zadnému statisticky vyznamnému narlstu produkce taxifolinu. (viz Tabulka 1, 2; Graf 1, 2)
V kalusové kulture byl tento obsah zaznamenan po 72 hodinach plsobeni elicitoru o
koncentraci c1; po 6, 24 a 48 hodinovém puUsobeni elicitoru v koncentraci c; a po 6, 48 a 72
hodinach plisobeni elicitoru o koncentraci cs. (viz Tabulka 1, Graf 1) V suspenzni kulture byly
zjisténé hodnoty produkce taxifolinu obdobné. Obsahu taxifolinu 0,1 mg/g DW bylo
dosazeno po 72 hodinovém pusobeni elicitoru v koncentraci ci; po 6, 24, 48 hodinovém
pusobeni elicitoru v koncentraci ¢c; a po 6, 48 a 72 hodinové elicitaci roztokem SeO; o
koncentraci cs. (viz Tabulka 2, Graf 2)

Hodnoty obsahu silymarinového komplexu byly v kalusovych a suspenznich kulturach
nulové po pusobeni elicitoru ve vSech koncentracich véetné kontrolnich méreni. (viz Tabulka
1 a 2) Bylo to zpUsobeno tim, Ze se témér veskeré sekundarni metabolity uvolnily do Zivného
média. Lze to odlvodnit tim, Ze dochdzelo vlivem transportnich mechanismu k propousténi
metabolitl ven z bunék. Obdobnych vysledkl dosahl Priet a Corcherete (3), ktefi pfisli na to,
Zze po elicitaci suspenzni kultury Silybum marianum methyljasmonatem a cyklodextriny
dochazi také k uvolfiovani vSech metabolitd do Zivhého média. Tuto kulturu vyuZili pro
studium mechanismd uvolfiovani sekundarnich metabolitl kultury Silybum marianum do
zivného média. (vysledky studie popsany na str. 65)

Zivna média kalusovych a suspenznich kultur

V Zivnych médiiich kalusové a suspenzni kultury dochazelo kvyznamnému vyplavovani
taxifolinu a témér vsech slozek silymarinového komplexu. (viz Tabulka 3 a 4) Byly zde
detekovany tyto metabolity: taxifolin, silychristin, silydianin, silybin A a B a isosilybin A.
Isosilybinu B nebyl detekovan v kontrolnich ani elicitovanych kulturach. (viz Tabulka 3 a 4)

Zivné médium kalusové kultury

Ke statisticky vyznamnému uvolfiovani flavonolignani do média kalusové kultury doslo po
12, 24, 48 a 72 hodinach pUsobeni elicitoru o koncentraci ci, dale po 6, 12, 24 a 168
hodinach elicitace roztokem o koncentraci c; a po 24 a 168 hodinach elicitace roztokem o
koncentraci cs. (viz Tabulka 5)

Nejvétsi statisticky vyznamné uvolfiovani flavonolignant (1,6 mg/100 ml) bylo
zjisténo po 168 hodinach plsobeni elicitoru o koncentraci c,. Druhé nejvyssi statisticky
vyznamné uvolnovani flavonolignand do média (1,2 mg/100 ml) nastalo po 72 hodinach
oSetreni elicitorem o koncentraci ci1, kde byla detekovdna jedind slozka silymarinového
komplexu a to silydianin (1,16 mg/100 ml) a nepatrné mnoizstvi silychristinu
(0,01 mg/100 ml). (viz Tabulka 3 a 5) Treti statisticky vyznamné vyplaveni flavonolignand do
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média kalusové kultury bylo zaznamendno po 168 hodinach elicitace o koncentraci cs3
(1,1 mg/100 ml). (viz Tabulka 5)

V kontrolnich vzorcich Zivnych médii kalusové kultury bylo také pozorovadno
vyplavovani slozek silymarinového komplexu do média, avSak nedosahlo se tak vyznamnych
hodnot jako u elicitovanych kultur.

Nejvyhodnéjsi se tedy z hlediska zvyseného vyplavovani flavonolignanli do média
kalusové kultury jevi pouzity elicitor v koncentraci ¢z a doba elicitace 168 hodin.

Graf 3 ukazuje vzrustajici efekt hodnot flavonolignant a jeho zavislost na dobé
pusobeni elicitoru u koncentrace ci. Dochazelo k nejrovhomérnéjSimu narlstu obsahu
flavonolignan( aZz do 72 hodinového plisobeni, poté produkce klesla. (viz Graf 3)

Také statisticky vyznamné uvolfiovani taxifolinu bylo pozorovdno v médiich
kalusovych kultur po elicitaci Se**. Nejvy3si nardst taxifolinu byl zméfen po 48 hodinach
(2,8 mg/ 100 ml) elicitace roztokem o koncentraci c2. Druhé nejvyssi statisticky vyznamné
zvyseni obsahu bylo patrno po 168 hodinach plsobeni elicitoru o koncentraci cs
(2,01 mg/100 ml). Dalsi statisticky vyznamné narlsty obsahu taxifolinu byly shledany po
168 hodinach (0,57 mg/100 ml) a po 24 hodindch (0,32 mg/100 ml) plsobeni elicitoru o
koncentraci c,. (viz Tabulka 6)

Koncentrace elicitoru c1 naopak nezpUlsobila Zadné statisticky vyznamné zvyseni
hodnot obsahu taxifolinu v médiu, nejvy$si hodnoty u této koncentrace byly naopak
zaznamendny u kontrolnich hodnot.(viz Tabulka 3 a 6)

Nejvyhodnéjsi se tedy z hlediska zvyseného vyplavovani taxifolinu do média kalusové
kultury jevi pouzity elicitor v koncentraci c; a doba elicitace 48 hodin.

Zivné médium suspenzni kultury

Ke statisticky vyznamnému vyplavovani flavonolignant do Zivného média suspenzni kultury
doslo po 6, 48, 72 a 168 hodinach plisobeni elicitoru o koncentraci c1 a po 72 a 168 hodinach
pusobeni elicitoru o koncentraci c,. Roztok elicitoru o koncentraci cs statisticky vyznamné
zvyseni obsahu flavonolignan( zpUsobil pouze po 6 hodinové elicitaci. (viz Tabulka 7)

Nejvétsi narlst obsahu flavonolignani v médiu suspenzni kultury byl pozorovan po
72 hodinach (2,2 mg/100 ml) elicitace roztokem o koncentraci c1. Druhé nejvyssi statisticky
vyznamné zvyseni obsahu flavonolignan( bylo po 6 h (1,2 mg/100 ml) elicitace roztokem o
koncentraci c3 a treti nejvyssi hodnota byla namefena po 72 hodinach (1,1 mg/ 100 ml)
pUsobeni elicitoru o koncentraci c,. (viz Tabulka 7)
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V kontrolnich vzorcich Zivnych médii suspenzni kultury byla zaznamenana vyznamna
produkce slozek silymarinového komplexu po 12 hodinach kultivace u kontrolniho méreni
koncentrace c; (1,04 mg/100 ml). Ostatni hodnoty kontrolnich méfeni dosahovaly
pramérnych hodnot. (viz Tabulka 4)

Pro zvySeni produkce flavonolignan( v Zivném médiu suspenzni kultury se tedy jevi
nejlépe elicitor o koncentraci ci a doba elicitace 72 hodin. (viz Tabulka 7, Graf 5)

V médiu suspenznich kultur dochdzelo také k vyplavovani taxifolinu. Nejvyssi
statisticky narlst jeho obsahu nastal po plisobeni elicitoru v koncentraci c1 a to po 48
hodinach elicitace (4,1 mg/100 ml), koncentrace taxifolinu se oproti kontrolni hodnoté
(1,87 mg/100 ml) vice jak zdvojnasobila (viz Tabulka 4). Dalsi nardsty obsahu taxifolinu byly
shledany po 72 hodinach elicitace roztokem o koncentraci c3 (2,5 mg/100 ml) a nepatrné
zvyseni produkce taxifolinu bylo shledano u koncentrace ci po 24 hodinach (1,25 mg/100 ml)
a 168 hodinach (0,3 mg/100 ml) téze koncentrace. (viz Tabulka 8)

U koncentrace elicitoru c; nedochazelo ke zvysovani produkce taxifolinu vibec,
naopak nejvyssi hodnoty taxifolinu se dosahlo u této koncentrace v kontrolnim méfeni po
12 hodinach (4,54 mg/100 ml). Tato hodnota dosahla dokonce vétsich hodnot v porovnani s
elicitovanymi kulturami. DalSi vyznamné hodnoty se dosahlo v kontrolnim méreni po
12 hodinach (4,02 mg/100 ml) u koncentrace cs. (viz Tabulka 4)

Porovnani pusobeni elicitoru v médiich suspenznich a kalusovych kultur

V médiu kalusové kultury bylo zaznamenano castéjsi statisticky vyznamné vyplavovani
flavonolignand v porovnani se suspenzni kulturou, kterd zase naopak dosahovala vyssich
hodnot vyplavenych flavonolignanli. Konkrétné dosahla viibec nejvy$si hodnoty obsahu
flavonolignant (2,2 mg/100 ml) v médiu suspenzni kultury pfi 72 hodinové elicitaci roztokem
o koncentraci ci. (viz Tabulka 5 a 7)

Ze ziskanych vysledku Ize konstatovat, Ze po pusobeni elicitoru SeO, dochazelo ke
statisticky vyznamné produkci silymarinového komplexu i taxifolinu v kalusovych i
suspenznich kulturach, avsak veskeré metabolity byly vyplavovany do média

Vlivem elicitoru SeO, se zabyvala i rigordzni prace K. Sojkové, ktera zkoumala vliv
tohoto elicitoru na explantatovych kulturach Hypericum perforatum. P¥i elicitaci bylo pouzito
stejnych koncentraci selenu a kultivace probihala za stejnych podminek s rozdilem, zZe
kontrolni vzorky byly odebirany pouze po 0 a 168 hodinach. Dospélo se k zavéru, Ze oxid
seleni¢ity zvySil produkci flavonoidd hyperosidu i kvercitrinu v kultufe Hypericum
perforatum. Nejvyssi produkce hyperosidu (0,2 %) byla detekovana po plsobeni SeO;
v koncentraci ¢ (9,012.10°3 mol /I) p¥i odbéru po 168 hodinach v suspenzni kultufe a nejvyssi
produkce kvercitrinu (0,37 %) bylo dosazeno v suspenzni kulture také pti koncentraci c; ale
jiz po 6 hodinach elicitace. Naopak produkce téchto flavonoidd v kalusovych kulturach
nebyla néjak vyrazné ovlivnéna v porovnani se suspenznimikulturami, ale nejlepsich
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vysledkl se dosahlo také po elicitaci roztokem SeO; v koncentraci ci. Flavonoidy byly
nalezeny v kalusovych, suspenznich kulturach i v médiu. Z uvedenych vysledka vyplynulo, Ze
k elicitaci roztokem selenu je vyhodnéjsi pouziti suspenzni kultury a plsobeni roztoku o
koncentraci c1 (9,012.103 mol/l). Vysledky této prace dokazaly, Zze SeO, je v nékterych
pfipadech schopen zvysit produkci hyperosidu a kvercitrinu v suspenznich kulturach
Hypericum perforatum L. a zaroven plsobi i na vylu¢ovani flavonoid( do Zivného média jak
suspenznich tak kalusovych kultur. (37)

Vliv selenu na produkci sekunddrnich metabolitl v in vitro tkdnovych a organovych
kulturach Allium sativum L. prokazal i Kapoor a kol. Z jeho vysledk( vyplynulo, Ze selen je
schopen zvysit produkci aliinu. (28)

| ve studii zabyvajici se vlivem plsobeni kadmia a selenu na rostlinu Lepidum sativum
bylo prokazano, Ze narlstem antioxidacni aktivity selenu se zvysSuje u této rostliny obsah
fenolickych latek. (31)

Transportem flavonolignand do Zivného média elicitovanych suspenznich kultur
Silybum marianum se zabyvala studie Prieta a Corcheta. Cilem této prdce bylo objasnit
mozné mechanismy uvolfovani silymarinu do Zivného média suspenznich kultur. Pro
studium specifickych transportnich mechanismd byla pouZita bunécnd suspenzni kultura
Silybum marianum elicitovand methyljasmondtem a cyklodextriny, u které bylo dokazano, ze
je schopna uvolfiovat slozky silymarinového komplexu do média.

Postupné byly ke kultufe pridavany rdzné inhibitory transportnich mechanism.
Pridani ionoforu nebo NH4Cl zplsobilo maly efekt u elicitovanych kultur. To bylo ukazatelem
toho, Ze sekundarni transport, ktery vyuziva elektrochemicky gradient, se nepodili na
vyplavovani metabolitl. Nékolik inhibitorl ABC transportér(i ukazalo odlisny efekt. Typicky
inhibitor ATPasové aktivity ortho-vanadat sodny se choval ke kulturdm vysoce toxicky a
dokonce i ve velmi nizkych koncentracich. Inhibitor vapnikovych kanalG verapamil neovlivnil
vlibec akumulaci metabolitl v médiu. Glybenklamid a probenecid, zastupci inhibitord ABCC
typu ABC transportér(i, zna¢né snizily sekreci silymarinu do média. Caste¢na cDNA, SmABC1,
ukazala podobnost ke ABCC typu ABC transportérd. Byla izolovana RT-PCR ze silymarinu,
kterého produkovaly kultury. Exprese SmABC1 byla pohanéna methyljasmonatem a
cyklodextriny. Brefeldin A, fungalni metabolit, ktery ovliviiuje vezikularni sménovani, tim, ze
zabranuje vyménu GTP/GDP, potlacil uvoliovani do média v zavislosti na davce.

Tyto vysledky ukazaly, Ze exkrece silymarinu a jeho prekurzorl je zavisla na aktivnim
transportu a fizeni téchto pochod( se Ucastni také vezikularni sménovaci systém.

Biosyntéza silymarinu probiha oxidativnim parovanim taxifolinu a koniferyalkoholu
v reakci katalyzované peroxidazou. In vivo, biosyntéza silymarinu je spojena s tvorbou
v plodech a aktivni flavonolignany jsou kumulovany pouze ve slupce. V bunéénych kulturach,
jak koniferylalkohol, taxifolin i silymarin byly detekovany v médiu. Jestlize vezmeme v Uvahu,
Ze extracelularni médium suspenzni kultury by mohlo byt povaZovano jako apoplasticky
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prostor tedy pripominajici sténu plodu mohlo by byt predpokladano, Zze koniferylalkohol a
taxifolin budou exportovany nezdvisle a radikalni parovani téchto prekurzorl by mohlo
probihat extracelularné apoplastickymi proteiny. (3)

Dalsi prace, které se zabyvaly elicitaci explantatovych kultur Silybum marianum dosly také
k pozitivnim vysledkim na produkci flavonolignan(:

Ve studii z roku 2009 byl studovan vliv potencialniho elicitoru — methylviologenu na
produkci flavonolignan( v kalusové a suspenzni kultufe Silybum marianum. Methylviologen
neboli paraquat se fadi mezi bipyridilové herbicidy, které jsou pouzivany jako kontaktni
herbicidy ¢i wvysuSovala poli. Jako elicitor byl pouzit roztok methylviologenudichlorid
dihydratu v etanolu ve tfech koncentracich. V kalusové kulture Silypbum marianum (L.)
Gaertn. doSlo ke statisticky vyznamnému narlstu obsahu flavonolignanl pouze po 6
hodinové elicitaci methylviologenem o koncentraci ¢z (2,19.10“ mol/I) a to 0 1250 %. Po 12,
24, 48, 72 a 168 hodinach se obsah flavonolignani zvysil jen nepatrné nebo naopak
vyznamné poklesl. U zbyvajicich testovanych koncentraci elicitoru pfi aplikaci k suspenzni
kulture byl narast flavonolignant minimalni. (20)

Kladnych vysledk( pfi elicitaci Silybum marianum riiznymi elicitory bylo dosazeno i v jinych
diplomovych nebo rigordznich pracich:

Byl zkouman napt. vliv ceritych iontd na produkci flavonolignani kalusovou a
suspenzni kulturou Silybum marianum. V kalusové kultute Silybum marianum po elicitaci
ceritymi ionty byl detekovan silychristin a taxifolin. V suspenzni kulture Silybum marianum
po elicitaci ceritymi ionty byl detekovan pouze flavonoid taxifolin. Kontrolni vzorky
neprodukovaly Zadné metabolity. Produkce flavonolignanli v této kulture byla nizka, ale
k pozitivnim vysledkim u elicitovanych kultur dochazelo. Ze ziskanych vysledkd vyplynulo, Ze
ke statisticky vyznamné produkci jak silymarinu, tak i taxifolinu, dochazelo pouze u kalusové
kultury. Produkce flavonolignand v suspenzni kulture byla ovlivnéna minimalné. (38)

Dalsi diplomova prace se zabyvala elicitaci elektrickym proudem s rliznym rozsahem
napéti v in vitro kulturach Silybum marianum, které byly vystaveny elektrickému proudu o
dané intenzité s ménicim se rozsahem napéti a dobou pUsobeni. V uréitych podminkach byl
zaznamendn narlst obsahu taxifolinu, silychristinu a silydianinu. (39)

Dal$im studovanym elicitorem pUsobici na in vitro kultury Silybum marianum byl
ethephon v zkoumany v péti koncentracich. Vysledky jeho plsobeni byly porovnavany s
pUsobenim inhibitoru ethephonu (AgNOs). U tohoto elicitoru dochazelo ke statisticky
vyznamné produkci taxifolinu. Statisticky vyznamné hodnoty zvyseni silybinu A se nachazely
v zivném médiu kultury. U inhibitoru AgNOs byl zaznamenan jak statisticky pozitivni, tak i
negativni vliv na produkci kultur. (40)

Zkoumany elicitor 5-terc-butyl-N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-karboxamid pusobil také
pozitivné na produkci flavonolignan( vin vitro kulturach Silybum marianum. Maximalni
obsah flavonolignanli byl detekovan u elicitovanych kultur jak v kalusové, tak suspenzni

64



kulture. U obou kultur prechazely metabolity do média, kde bylo naméreno také zvyseni
hodnot oproti kontrolnim hodnotam. (41)

Pozitivni vliv na kulturu in vitro Silybum marianum byl prokdzan u elicitoru (3-jod-4-
methylfenyl)amidu 5-methylpyrazin-2-karboxylové kyseliny v suspenzni i kalusové kulture.
(42)
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7 ZAVER

Vysledky préce lIze shrnout nasledovné:

1.

Minimalni produkce taxifolinu a silymarinu v bunkach kalusovych a suspenznich
kultur Silybum marianum byla zpUsobena vyplavovdanim metabolitd do Zivnych médii,
kde byly ve znacné mire detekovany.

V kalusové a suspenzni kultufe po elicitaci selenicitymi ionty byl detekovan pouze
flavonoid taxifolin v nulovém nebo minimalnim mnozstvi (0,1 mg/g DW).

Hodnoty obsahu flavonolignan( byly v bunkach kalusovych i suspenznich kultur
nulové.

Statisticky nejvyznamnéjsi uvolfiovani flavonolignanl (2,2 mg/100 ml) do média
suspenzni kultury nastalo po 72 hodinach pusobeni elicitoru o koncentraci ci.

Taxifolin dosahl nejvyssi hodnoty po 12 hodinach kultivace (4,54 mg/100 ml) v médiu
suspenzni kultury v kontrolnim méreni bez pridavku elicitoru u koncentrace c,.
Statistické zvySeni obsahu taxifolinu v médiu suspenzni kultury bylo nejvyssi po
48 hodinovém plsobeni elicitoru o koncentraci c1 (4,05 mg/100 ml).

Statisticky nejvyssi produkce flavonolignant v médiu kalusové kultury bylo dosazeno
po 168 hodinovém plsobeni (1,64 mg/100 ml) elicitoru o koncentraci c; , avsak
nebylo dosazeno tak vysoké hodnoty jako u kultury suspenzni.

Statisticky nejvyznamnéjsi mnozstvi taxifolinu bylo uvolnéno do média kalusové
kultury po 48 hodindach plsobeni SeO; o koncentraci c..

Produkce flavonolignana i taxifolinu v kulture Silybum marianum dosahuje vyssich
vysledk(l v suspenznich kulturach. Nejoptimalnéjsi koncentrace oxidu selenicitého
pro produkci flavonolignanl je ci1 a doba pusobeni 72 hodin. V porovnani u
kalusovych kultur se nedosahlo sice takto vysokych hodnot, ale celkové doslo k vice
hodnotdm se statisticky zvySenym obsahem.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HDL = high density lipoproteins, vysokodenzitni lipoproteiny

LDL = low density lipoproteins, nizkodenzitni lipoproteiny

DW = dry weight, susina

HPLC = high-performance liquid chromatography, vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
HIV = human immunodeficiency virus, virus lidské imunitni nedostate¢nosti

UV-B = ultra-violet, ultrafialové zareni stredovinné, vinova délka 320-280 nm

SeMSCys = Se-methylselenocysteine

DAD = diodearray-detector, detektor s diodovym polem

ABC transportéry = ATP Binding Cassette, souhrnné oznaceni pro obrovské mnozstvi riznych
transmembranovych proteind schopnych aktivné prenaset rlzné latky dovnitf ¢i ven pres
membranu za spotfeby ATP

RT-PCR = reverse transcription polymerase chain reaction
GTP = guanosintrifosfat

GDP = guanosindifosfat

c¢DNA = complementary DNA

SMABC1 = silymarin ATP binding cassette 1

ATPasova aktivita = adenosin trifosfatova aktivita
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