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1. UVOD

Lécivé rostliny a jejich Uc€inky jsou poznavany jiz dlouhd stoleti. Rozsahlé
znalosti méli uz Sumerové, Asyfané a Babylonané. Asyfané znali uz asi 250
rostlinnych drog a p&stovali 16¢ivé rostliny pro svou potiebu.®). Mnoho drog bylo
znamo téZ obyvatelim jihovychodni Asie, hlavné v oblasti Ciny. V tradiéni
¢inské mediciné se pouzivalo 230 1éCivych rostlin a dalsi zivoc€isné a mineralni
produkty. Jednou z rostlin ¢inské mediciny, ktera byla evropskou farmacii a
medicinou objevena teprve nedavno je i rostlina Scutellaria baicalensis G. (sisak

bajkalsky), o které pojednava tato diplomova prace.

S postupnym rozvojem chemie a predevSim znalosti organické syntézy
upadala piirodni 1é¢iva do zapomnéni. Pfevahu ziskala 1é¢iva synteticka, fada
znich vSak vznikla pouhou obménou struktury pfirodni latky. Dnes probiha
urcita renesance v pouzivani 1é¢iv ptirodniho piivodu, objevuji a izoluji se latky
nové, nékteré také farmaceuticky vyznamné a 1é¢ivé rostliny jsou surovinou pro

ptipravu cajovych smési a galenik (tinktury, odvary).

Pivodné se drogy ziskavaly z plané rostoucich rostlin, v souasnosti jsou
hlavnim zdrojem polni kultury 1é¢ivych rostlin. K této metod¢ se pfistoupilo
z diivodu nedostatecné produkce plan¢ rostoucich rostlin, nesnadné kvantitativni
a kvalitativni kontrole obsahu, riziku zdmény, ptipadné falSovani rostlin. Ani tyto
kultury vSak nejsou Upln€ vyhovujici. Jako monokultury jsou velmi casto
napadany Skudci a ptipadné pouziti pesticidi ¢i herbicidd mize mit negativni
vliv na kvalitu drogy. Také nestalost pocasi a kvalita ptidniho fondu jsou faktory
Clovékem prakticky neovlivnitelné, a proto se ¢im dal castéji mluvi o
biotechnologické produkci rostlinnych drog. Jeji bezesporu nejvetsi vyhody
spocivaji ve vysledné¢ sterilni a homogenni biomase Socekdvanym a
stejnomeérnym obsahem Uc¢innych latek ve standardizovanych podminkach.
Postupné se také prichazi na nové metody zvySeni produkce in-vitro kultur,

napiiklad elicitace, biotransformace, pouziti prekurzora ¢i genové manipulace.®®)

Pfirodni 1é¢ivé latky vyuzivané ve farmacii a mediciné jsou produkty souboru

metabolickych reakci rostlinného organizmu. Jde o produkty primarniho
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metabolizmu (sacharidy, vys$si mastné kyseliny, oleje, aminokyseliny, proteiny),
které probihaji v celé rostlinné tisi a jsou pro rostliny zivotné dtlezité. Druhou
skupinu latek tvoii produkty sekundarniho metabolizmu (alkaloidy, silice,
glykosidy, tiisloviny, balzamy), které jsou specifické pro urcité taxony, rostlinné
organy a ruzné ontogenetické faze rostliny a zpravidla maji vyznamné

farmakologické u¢inky.™
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2. CIL PRACE

Moje diplomova prace s nazvem , Transport flavonoidi pies biologické
membrany L se zabyva tématem kultivace explantdtovych kultur S§iSdku
bajkalského a moznostmi ovlivnéni produkce sekundarnich metaboliti v téchto
kulturach.

Cilem prace bylo:

1) Zvladnout kultivaci suspenznich kultur rostliny Scutellaria baicalensis
GEORGII

2) Zvladnout stanoveni baicaleinu a baicalinu metodou vysokou¢inné
kapalinové chromatogratie (HPLC)

3) Experimentalné ovétit nékteré principy transportnich mechanizmt pro
flavonoid baicalein, zejména vliv glutathionu, orthovanadatu a kyanidu

draselného v pritomnosti H>O,
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3. TEORETICKA CAST

Tradi¢ni Cinské Iékaistvi je starym IéCitelskym systémem, jehoz pocatky
sahaji do obdobi okolo r. 2500 pted n.l. Béhem n¢kolika uplynulych let se ¢inska
bylinna tradice stala na zdpad¢ znamg;jsi, a proto se zacala vénovat vétsi védecka
pozornost 1 tradicnim bylindm pouzivanym v léCitelstvi. Objevuji se tak nové
obsahové latky a nové G¢inky jiz znamych 1é¢ivych rostlin. Jednou z rostlin, ke
které se upird pozornost pro jeji Sirokospektré tradicni vyuziti je i §iSak bajkalsky.
V Cing je znam pod jménem ,.chuang ¢chin® nebo ,,huang qin* a v Japonsku jako
,WO0gon“ a je pouzivan jiz témet dva tisice let. Prvni zminka o této rostling
pochazi z Shen Nongova kanonu 1é¢ivych rostlin, ktery je datovan do obdobi
dynastie Han (25-220 po Kr.).®)

3.1. Scutellaria baicalensis GEORGII ($isak bajkalsky)

3.1.1. Botanicky popis rostliny

Sisak bajkalsky - Scutellaria baicalensis GEORGII je vytrvala rostlina, ktera
dortsta do vysky 30 az 60 cm (n¢které prameny uvadéji vysku pouze 15 — 30
cm). Patii do celedi Lamiaceae (hluchavkovité) a ma vSechny zakladni znaky
skupiny. Lodyhy jsou ¢tythranné, bohaté se vétvi a jsou vystoupavé az poléhavé.
Listy jsou kiizmostojné, jednoduché, celokrajné a kopinaté, na dotyk tuhé a
kozovité. Kofen je vietenovity, na povrchu hnédy, na fezu Zluty, asi 2 cm tlusty.
Koruna je zfetelné¢ dvoupyska. Na bazi je prohnutd vzhlru, spodni pysk je
dvoulalo¢ny, horni pfilbovity a chlupaty. Kalich m4 nahote duty Stitkovity
piivések (scutellum), ktery je dobie patrny i u plodu. Sisak kvete koncem léta a
na podzim ndpadné¢ modrymi az fialovymi kvéty, které jsou uspofadany do
koncovych jednostrannych hroznt délky 7 — 15 cm. Plodem je Cernohnéda,
drobna, diskovita tvrdka.

Sisak bajkalsky se piivodné vyskytuje V lesostepnich oblastech Zabajkali, na
sttednim toku Amuru (Rusko), v Severni Koreji, Cing, severovychodnim
Mongolsku a v Japonsku. Roste na otevienych, suchych akamenitych
stanovistich s pfimym sluncem nebo v polostinu. I v nasich podminkach se da

bez problémi péstovat, nevyZaduje zvlastni pé&i a dobie prezimuje.™®
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3.1.2. Droga a jeji uziti

Droga (Scutellariae radix) se ziskava z koten triletych, nebo ctyfletych
rostlin sbiranych na jafe nebo na podzim. Po ocisténi, odstranéni zevni hrubé
vrstvy a rozkrajeni na mensi kousky se susi v suchych mistnostech ptirodnim
nebo umélym teplem. Tradi¢ni ¢inskd medicina vyuzivala SiSdku pii hypertenzi
spojené s prehfatim, proti krvaceni z nosu, vnitinimu krvaceni, pii zanétech v
krku, kasli, zvraceni, silné menstruaci, koznich infekcich, také pti zaskrtu, spale a
hepatitidé. Je také soucast tzv. ,,san chuang zhe she ye“ — smési “tii zlutych
bylin”, kde je kombinovan s Coptis chinensis a Phellodendron amurense, tato
smés se pouZivéa tradiéné pii zaludegnich, prsnich a mogovych infekcich.®

Dnes jsou kofeny této rostliny uzivany jako antipyretika, antihypertenziva,
antiflogistika, antialergika, sedativa a mirného hypnotika. Sisak bajkalsky téz
slouzi pii odstrafiovani subjektivnich symptomd, jako jsou bolesti hlavy a bolesti
v oblasti srdce. Droga se uziva nejéastéji jako odvar, ptipadné se z ni pripravuje
lihovy extrakt. Denni davka pro piipravu odvaru je 6 az 15 g, Lihovy extrakt (60
az 80 g drogy na 1 litr 40% lihu) se uziva 4krat denné 1 polévkovou lZici po dobu
Sesti tydnﬁ.(5)

Vedlejsi ucinky drogy nebyly zatim poznany.

3.1.3. Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami této rostliny jsou flavonoidy. Jsou pfitomny
hlavn¢ ve formé glykosidi jako glukuronidy, méné casto jako glukopyranosidy.
Lisi se od sebe riznym poctem a postavenim hydroxylovych a methoxylovych
skupin. Celkem jich bylo v této rostling identifikovano pies Ctyficet.

Obsah jednotlivych flavonoidu kolisa v rostliné s ro¢nim obdobim i lokalitou
sbéru, nejvyssi obsah viak vzdy byva u flavonoidu baicalinu.® V koreni je ho 12
— 17 %. Neékteré zdroje vSak uvadi podstatné nizsi obsah - 4,3 %. Jeho
aglykonem je baicalein .\ (viz struktura)

Vyznamnymi flavonoidnimi glykosidy jsou i wogonosid a scutellarin a jejich
aglykony wogonin a scutellarein. Mezi dal$i flavonoidy a isoflavonoidy pak patii

oroxylin A, oroxylin A -7-O-glucuronid, scullcapflavon I a scullcapflavon I,
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neobaicalein, dihydrobaicalin, dihydrooroxylin, dihydrooroxylin A, norwogonin,
isowogonin, huanggin, carthamidin, isocarthamidin a dalsi. ©
Z ostatnich latek mimo flavonoidu byl v §iSaku prokazan obsah lignanového

glykosidu, sesquilignanovych glykosidd, silic, sitosterolii a aminokyselin. ©

Struktura baicaleinu:

HO O

HO
OH O

3.1.4. Biologické udinky

Farmakologické vyzkumy potvrdily, ze za pozitivni vliv drogy na celou fadu
onemocnéni jsou odpovédné flavonoidy. Zejména baicalin, jeho aglykon
baicalein a wogonin maji vyznamné ucinky odpovidajici tradi¢nimu pouzivani
drogy. Flavonoidy z rostliny Scutellaria baicalensis GEORGII jsou skupinou
latek s velmi Sirokou Skéalou biologickych G€inkl. Pfedev§im maji prokazatelnou
protizanétlivou, antioxidacni, antihypertenzivni, antibakteridlni a antivirovou
aktivitu. Mohou byt vyuzity pro podptrnou lécbu hypertenze, aterosklerdzy,
prevenci vzniku tromboz, pro 1é€bu nékterych infekenich chorob, vEetné AIDS.
Velmi perspektivni se podle nejnovéjSich studii jevi pouZiti baicaleinu proti
nadordm prostaty, vykazuje také pozitivni efekt i proti nékterym typtim rakoviny
prsu a melanomi, 3101

Pouziti izolovanych flavonoidii v humanni mediciné je pfedmétem dalSich

vyzkum a klinicko-toxikologickych testt.

Protizanétlivy a antihypertenzni uinek

Tyto dva ucinky spolu vzajemné souvisi a jsou zptisobeny stejnym zakladnim
mechanismem - inhibici enzymu lipoxygenazy.

Lipoxygenaza je enzym zapojeny do metabolizmu kyseliny arachidonové.
Kyselina arachidonova je v pocate¢nim stadiu zanétu uvoliiovana jako odpovéd

na mediatory z aktivovanych krevnich desti¢ek. Lipoxygenéaza preméenuje volnou
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kyselinu arachidonovou na hydroperoxyeikosatetraennové kyseliny, z nichz
vznikaji leukotrieny, latky hrajici vyznamnou roli v zanétlivych procesech.
Zvysuji permeabilitu cév, chemotakticky pfitahuji a aktivuji neutrofilni
granulocyty a spole¢né s prostaglandiny vyvoldvaji odpovéd’ organizmu - zanét.
Bylo prokézano, Ze baicalein selektivng inhibuje 5- a 12- lipoxygenazu.!?*?
Timto zpisobem blokuje oxidaci kyseliny arachidonové na 12-HPETE, 12-HETE
(hydroperoxyeikosatetraennové kyseliny). Tim zabranuje syntéze leukotrient a
nepiimo podporuje produkci prostaglandinu PG I,. Jako inhibitor lipooxygenazy
je baicalein vyuzivan v fad¢ biochemickych experimentl, zejména vyzkumu
kardiovaskularniho systému. Snizuje mnozstvi aktivovaného endothelinu-1, ktery
je vyznamnym vasokonstriktorem a je schopen blokovat zvySenou inkorporaci
leucinu do srdec¢nich fibroblasti, ktera obvykle ptedchazi hypertrofii myokardu
pfi hypertenzi, (415161760

U flavonoidu wogoninu bylo zjisténo, Ze kromé inhibice lipooxygenazy se na
proteinu Ucastniciho se zanétu jako chemotakticky faktor pro monocyty. Dale
tento flavonoid ovliviiuje i produkci oxidu dusnatého v organizmu, potlacenim
genové exprese enzymu iNOS (inducibile nitric oxide synthase).(lg’lg‘zo'el)

Pii experimentech na krysach a na buné¢nych kulturach in vitro se potvrdilo,
7e baicalein a dalsi flavonoidy ze Scutellaria baicalensis omezuji produkci
leukotrienu B4 (LTB4) a leukotrienu C4 (LTC4), ptfitomnost kterych je
charakteristicka pro makrofagy pii chronickych zanétlivych onemocnénich jako
bronchidlni astma, chronickd bronchitida, chronickd artritida, rakovina plic,
zanéty a nadory pojivovych tkani, idiopaticka pulmonalni fibroza atd. Dale u krys
s hypertenzi zplsobenou infuzi angiotenzinu II se po podani baicaleinu (60
mg/kg) zvysila pfeména endogenniho PG H; na PG I, a doslo k poklesu krevniho

tlaku. Na krysy s normalnim krevnim tlakem baicalein nepﬁsobil.(21’61)

Antioxidaéni G¢inek a vychytavani volnych radikala

Volné radikéaly jsou latky schopné piimo poskozovat bilkoviny, nukleové
kyseliny a lipidy. Iniciuji peroxidaci lipidi, coZ vede k naruSeni bunécnych
membran a organel. Vzniklé peroxidy pak plsobi stejné¢ jako piivodni volné

radikaly.

10
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U flavonoidi ze Scutellaria baicalensis byl zkoumana jejich aktivita proti

hydroxylovému, alkylovému a DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylovy)

radikalim® | vliv na mnozstvi intracelularnich oxidanti po vystaveni bunék

desetiminutové hypoxii u lidskych embryonalnich kardiomyocytﬁ(23), dale
ochranny ucinek flavonoidi proti peroxidu vodiku na lidskych neuroblastomech

a krysich neuronech®?)

a efekt proti fotoindukované peroxidaci lipidi na
lipozomalni membrané.®® Studie prokézali, e uginek baicalinu a baicaleinu na
inhibici peroxidace lipidi je asi 375-krat vyssi nez ucinek vitaminu E pouzitého
jako standard®’, piigemz G&inek wogoninu a wogonosidu je podstatnd niZsi.
Tyto dva flavonoidy vSak blokuji vznik nékterych latek iniciujicich vznik

volnych radikali.®®

Antibakteridlni a antivirova aktivita

Z tradi¢niho uzivani drogy proti zdnétim krénich mandli a dutiny ustni
vyplynul zdjem studovat uCinky extraktu i jednotlivych obsahovych latek na
bakterie a viry, které tato onemocnéni obvykle vyvolavaji. V pokusech in vitro i
In vivo byla zjiSténa aktivita proti celé fad¢€ virQ, retrovirQ, bakterii a hub.

Nejucinngjsi latkou se ukazal byt baicalin, ktery je aktivni zejména proti
chiipkovym virim a Staphylococcus aureus. Wogonin je v pokusech in vitro
vysoce ucinny proti viru hepatitidy B a proti RSV (respiratory syncytial virus). Z
ostatnich flavonoidi se testoval in vitro i isoscutellarein-8-methylester a ukazal
se byt ucinny proti chiipkovym virim A a B. Extrakt z drogy je velmi ucinny
proti Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Pitosporum ovale a také proti
trypanosomam a bakteriim zpiisobujicim zubni kazy.

Baicalin se ukézal byt vysoce uc¢inny také pii 1écbé a prevenci HIV infekce,
protoZe zabrafiuje vstupu viru do bunky svym navazanim na chemokinové
koreceptory na bunééném povrchu a ovliviluje expresi Viru Vv napadenych

bunkach inhibici reverzni transkriptazy. (29.61)

Cytostaticky a imunomodulaéni ucinek

V soucasné dobé& probiha fada vyzkumi na tkdnovych kulturach, které maji
za cil prostudovat a ovéfit schopnost baicaleinu zasahovat proti rakovinnym
bunkam stejné¢ jako jeho dals$i prospéSné vlastnosti pii terapii nadorovych

onemocnéni. Baicalein je pro svoji malou toxicitu a velkou u€innost perspektivni

11
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latkou pro prevenci rakoviny a pro jeji 1é€bu v rannych stadiich.®®3" Tento
ucinek je kombinaci dvou jiz vySe zminénych vlastnosti — antioxida¢ni aktivity a
antivirového ptlisobeni v piipadé virové etiologie rakovinného onemocnéni (napf.
Epstein-Baar virus).®? K t&émto mechanisméim se pfipojuje dalsi, zatim neznamy,
ktery zplisobuje, Ze baicalin zabraiiuje i proliferaci jiz vzniklych nadorti. Uginny

je zejména proti nadorim prostaty ©, kize®? a rakoving prsu.®”

Jiné ucinky

Diky podobnosti fenylbenzopyronového jadra flavonoidl s benzodiazepiny je
umoznéno navazani flavonoidii na benzodiazepinové vazebné misto na GABAA
receptorech. Nejpevnéji se vaZe wogonin, coZ je projevuje vyraznymi
anxiolytickymi ucinky drogy. Byla pozorovédna také antikonvulzivni aktivita
vodného extraktu kotene, kterd vSak souvisi spi§ se zabranénim Sifeni kiecového
stavu nez s interakci na GABA receptorech. (35.36)

Z dal8ich G¢inka je vyznamny vliv na fibrinolyticky systém a potencionalni
pouziti $iSdku v lécbe tromboz a ateroskler(')zy(gg), antialergicky ¢inek®
propojen s uginkem protizanétlivym a inhibice xantinoxidazy®”, coz by se

potencionalné mohlo vyuzit v 1écbé dny.

Toxicita

Vedlejsi ucinky drogy nejsou zatim zcela poznany. Hepatotoxicky efekt po
poziti bylinnych smési obsahujicich §iSdk byl po bliz§im vyzkumu vyvracen.
Poskozeni jater zpisobila jina slozka (pravdépodobné germander z rostlin rodu
Teucrium).“%

Neni doporuovano dlouhodobé wuZivani drogy vzhledem k mirné
mutagennimu efektu wogoninu a také uzivani pii t¢hotenstvi a laktaci, epilepsii a
jinych poruchach CNS z divodu nedostatku udaji o toxicité a farmakologii

obsahovych latek. (41:42)

12
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3.2 Biosyntéza flavonoidia

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zékladem je chroman arylovany
v poloze 2 (flavany), v poloze 3 (izoflavany) a v poloze 4 (neoflavany).
Nejcastéji se vyskytuji jako flavany, v cévnatych rostlinich. Podle stupné
oxidace pyranového kruhu se flavonoidy dé€li na flavany, flaveny, flavanony,
flavanoly, flavanonoly, flavandioly, flavony a flavonoly. Dale se flavonoidy lisi
poctem a polohou hydroxylovych skupin nha obou aromatickych kruzich a
napojenim cukrti nebo organickych kyselin. (“3)

Biosyntéza flavonoidil vychazi z metabolizmu kyseliny $ikimové. Sikimatova
cesta probihd jen u mikroorganizmu a rostlin a jejimi produkty jsou esencialni
aminokyseliny, u zivoCichli pfijimané jenom potravou. Biosyntéza zacina
aldolovou kondenzaci fosfoenolpyruvatu (PEP) s D-erytroso-4-fosfatem ptes
meziprodukt na prvni cyklickou slouéeninu — kyselinu 3-dehydrochinovou. Ta
dehydrataci a né¢kolika redukénimi reakcemi ptfes mezikrok kyselinu 3-
dehydrosikimovou vytvofi kyselinu Sikimovou. Od kyseliny Sikimové se pfimo
odvozuji kyselina gallovd a pyrokatechova jako zdkladni slouc¢eniny mnoha
pfirodnich produkti (napf. tanniny). Fosforylaci kyseliny Sikimové vznikd
kyselina chorismova a pies kyselinu prefenovou vznika prvni esencidlni
aminokyselina — L-fenylalanin. Produkty paralelnich reakci jsou L-tyrosin, L-
tryptofan a kyselina anthranilova, zékladni stavebni kameny mnoha zndmych
sloucenin jako kyselina salicylova, kyselina listovd, dopamin a katecholaminy,
kumariny a alkaloidy. Deaminaci  L-fenylalaninu enzymem PAL
(phenylalanineammonia lyase) vznika kyselina skoficova, ktera je pfeménéna na
kyselinu p-kumarovou (hydroxyskoficovou) a ta je po piijeti koenzymu A
schopna reagovat se tfemi molekulami malonyl-CoA vzniklych acetatovou
biosyntetickou cestou. Tim vznikne polyketidicka slou¢enina, kterd se podle
podminek prostfedi pfeméni enzymem chalkonsyntazou bud’ na naringenin nebo
liquiritigenin, dvé slouceniny uréujici strukturu flavonoidi. Z téchto dvou
flavanonli vznikaji flavony, dihydroflavonoly a znich dale {flavandioly,

katechiny, anthokyanidiny, leukoanthokyanidiny a ostatni derivaty. (1.44)
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Schéma biosyntézy flavonoidi:
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3.3 Rostlinné kultury in-vitro

3.3.1. Explantitové kultury rostlin

Explantatové kultury rostlin jsou kultury izolovanych ¢asti rostliny, které se
ziskavaji jejich oddélenim ze steriln¢ napéstovanych nebo povrchoveé
sterilizovanych rostlin. Tyto ¢asti se umisti do sterilniho prostiedi a kultivuji in
vitro za specifickych podminek neomezené dlouhou dobu. Pro odvozeni
explantatové kultury je teoreticky vhodné jakékoliv pletivo obsahujici buiky
s funkénim jadrem, vyjimku tvoii jen nékteré velmi specializované bunky jako
sklereidy, sitkovice, tracheidy. Tato vlastnost vychazi z totipotence rostlinné
bunky tj. schopnosti obnovit v pribé¢hu diferenciacnich procesii specializované

funkce a postupné regenerovat ve fertilni rostlinu.

Rozdé€leni explantatovych kultur:

e kultury organové — diferencované organy nebo jejich ¢asti péstované
zpusobem, ktery zachovava jejich stavbu a funkci, napt. kofenové
kultury

e kultury tkanové — mnohobunééné komplexy pletiva do urcitého stupné
soudrzné, kultivované vétSinou na polotuhych nebo pevnych nosicich
nasycenych Zivnym médiem

e kultury suspenzni — suspenze volnych bun€k a malych buné¢nych
shlukil v tekutém médiu, promichavané a provzdusiiované

e kultury bunééné — jednotlivé volné builkky pomnozované v tekutém
nebo polotekutém médiu nebo na pevném nosi¢i nasycenym médiem

e kultury protoplastl — bunky zbavené bunécné membrany (vétSinou
enzymaticky) obklopené pouze cytoplazmatickou membranou

e praSnikové kultury a kultury mikrospor — izolované praSniky
péstované v tekutém médiu nebo na pevném nosici

e kalusové kultury — kultury pletiv proliferujici na povrchu primarnich

explantati schopné subkultivace (paséiovani)(z)

Pocateénym krokem kultivace je vybér vhodné matecné rostliny s vysokou

produkci metabolitu pozadovaného od kultury. Fragment nékterého organu
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sterilni rostliny se umisti in vitro na vhodné sterilni agarové médium. V této fazi
je dulezit¢ komplexni slozeni zivného média. Po nékolika tydnech se objevi
primarni kalus, schopny rozmnozovani na novém médiu. Po odstranéni zbytku
vychoziho orgénu je na vhodném médiu schopen neomezené proliferovat za
podminky pravidelného pasdzovéni. Po vétSim poctu pasazi se ziska stabilni a
homogenni rostlinny materidl, ovSem pouze za piedpokladu ptisného dodrzovani
konstantnich podminek kultivace (slozeni zivné pudy, teplota, osvétleni a
pravidelnost pasazi). Suspenzni kulturu lze z tkan¢ péstované na pevném médiu

r 7 v 7 . 2
ziskat bud’ enzymovym rozvoln&nim nebo mechanickou cestou. )

3.3.2. Moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitt

Hlavnim davodem zalozeni explantatové kultury je produkce sekundarnich
metabolitd a jejich mozna izolace za takovych podminek a v takovém mnozstvi,
aby celkovy ekonomicky vynos kultury byl vétsi nez u volné rostoucich rostlin.
Proto se biotechnologické postupy zdokonaluji ve snaze ziskat z urcité kultury
nejvyssi mozné vynosy. Podle jiz zminéné totipotence je sice mozné pro zalozeni
kultury pouzit jakoukoliv ¢ast rostliny, ve skuteCnosti jsou ale podminky
vhodnosti uréité rostliny nebo jeji ¢asti pro tvorbu explantatové kultury urceny
druhem rostliny (jednodélozné rostliny maji ve srovnani s dvoudéloznymi nizsi
schopnost tvorby kalusu, kalusy dievin rostou mnohem pomaleji) a produkce
sekundarnich metabolitl je ovlivnéna stafim kultury, stupném diferenciace bunck
a obdobim kultiva¢ni periody. (249

Nejpouzivanéj§i metody pro ovlivnéni produkce sekundarnich metabolith
v explantadtovych kulturdch jsou: ovlivnéni kultivacnich podminek, ptidani
prekurzorii do zivného média, biotransformace, elicitace, imobilizace a genetické

manipulace s rostlinnym materialem.

Kultivaéni podminky

Zakladni podminkou péstovani explantatovych kultur je pouziti vhodného
zivného média. Pro jednotlivé rostlinné druhy se asto slozeni média lisi, ale bylo
vypracovano né€kolik zakladnich druhli zivnych médii, napf. médium podle

Murashigeho a Skooga (tzv. MS médium), médium podle Gamborga (B5),
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médium podle Schenka a Hildebrandta (SH), vhodnych pro vétsinu

explantatovych kultur. Zakladnimi slozkami zivného média jsou:

e voda

e zdroj uhliku (vétSinou cukr, nejcasteji sachardza, ale i gluk6za nebo
fruktoza, nékdy organicka kyselina)

e zdroj dusiku (nitraty, amonné soli nebo aminokyseliny — L-glutamin,
L-asparagin)

e ostatni makroelementy (fosfor, draslik, vapnik, hoi¢ik, sira)

e mikroelementy (zelezo, mangan, méd’, zinek, bor, molybden a dalsi)

e vitaminy (n¢které¢ kultury jsou schopné syntetizovat vitaminy, ale
nikde ne v optimalnim mnozstvi postacujicim pro rast kultury,
nejdilezitéjsi je skupina vitaminu B — pyridoxin, thiamin, kyselina
nikotinova, biotin a myoinositol)

e nedefinované smési pfirodnich latek (hydrolyzat kaseinu, kokosové
mléko, extrakt z bananii, sladovy extrakt a jin¢)

e stimulatory rustu — fytohormony (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova,
kyselina B-indolyloctova (IAA), kyselina a-naftolyloctova (NAA),
kyselina abscisova a dalsi)

e latky pro zpevnéni média (agar), ddle je moZno kulturu péstovat na
mustcich z filtraéniho papiru, na plovoucich polopropustnych

membranach nebo na polyuretanové pené (2:29)

K zakladnim fyzikdlnim faktorGm puasobicim na rostlinné explantaty patii
intenzita svétla, teplota, pH Zivného média, sterilita kultivacniho prostiedi.

V zavislosti na intenzit¢ svétla dochazi casto v intaktnich rostlinach i
tkanovych kulturach ke zménég intenzity biosyntézy a akumulace sekundarnich
metabolitii. Svétlo mize byt stimulujicim faktorem, ale existuji i skupiny latek,
jejichz produkei svétlo inhibuje. Muze také zalezet na ¢asti rostliny, ze které byla
kultura odvozena.

Teplota kultivace se vétSinou pohybuje mezi 17-25 °C.

Optimalni hodnota pH Zivného média je obvykle mezi 5,0 — 6,0, ale je zavisla

na typu kultury. Uprava se provadi piisadou NaOH nebo HCI a Ize tak docilit
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zvysené stability nékterych metabolitli nebo zlepsit jejich vylucovani do média a
tim usnadnit pozdéjsi izolaci.

Sterilita prostfedi, rostlinného materidlu a zivného média je dualezita
Vv ptedchazeni kontaminace kultury plisnémi a bakteriemi, kterym médium miize
vytvaret piiznivé podminky pro rist.

V modernich bioreaktorech je mozné ovliviiovat tézZ mnozstvi O, CO; a
jinych plynt, vcetné zpisobu jakym se do kultivacni nadoby dostavaji
(pfestupem pifes membranu, nebo probublavanim), da se téz optimalizovat tvar

michadel a rychlost michani. %%

Pfidani prekurzoru

Jednou z moznosti stimulace tvorby sekundarnich metabolitl je pridani
prekurzoru do zivného média. Tato metoda je vyhodna pouze v piipadé, Ze
prekurzor je mnohem levnéjsi nez produkt a mé pozadované vlastnosti, hlavné
schopnost dostat se z média do organely, ve které probiha pfislusna metabolicka
pfeména. Metoda ptidani prekurzoru je znama od Sedesatych let minulého stoleti,
kdy se zacala pouzivat pfi pfemén¢ aminokyselin na tropanové a indolové
alkaloidy. Dnes se pouziva napiiklad na zvySeni produkce kyseliny rozmarynové

suspenzni kulturou Salvia officinalis. 6"

Biotranformace

Biotransformace muze byt realizovana kulturou, kterd vniz je celd
biosyntetickd sekvence urcité latky poruSena, ale enzym schopny zprostiedkovat
danou reakci je tvoren v dostatecném mnozstvi. K rostlinnému materialu je
pfidan exogenni substrat, ktery je rostlinnou builkkou nebo orgédnem pfijat,
zapojen do metabolickych procesti a ptisobenim rostlinnych enzymii pfeménén na
vysledny produkt. Tato biosynteticka cesta se jevi vyhodna pro stereo- a regio-
specifické reakce, u kterych je bézné chemické provedeni finanéné naroéné. Byli
jiz popsané epoxidace, izomerizace, tvorba esteri a jejich zmydelnéni @

glukosylace “® hydroxylace “? i redukce dvojnych vazeb ©? a nitroskupin. %
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Elicitace

Rostliny jsou v pribéhu svého Zivota vystaveny proménlivym podminkam
vnéjSiho prostfedi. Moznym nezéddoucim vliviim se brani riznymi zplsoby,
morfologickou adaptaci (ostny, trny), schopnosti rychlé regenerace nebo
biochemickou adaptaci (produkce sekundarnich metabolitl, které pusobi
odpudivé az toxicky na skudce). Nékteré sekundarni metabolity jsou v téle rostlin
produkovany v malém mnozstvi neustale, 1 kdyZ nejsou ohrozovany Sktidcem
(napt. alkaloidy, tanniny, kyanogenni glykosidy). Specifickou skupinu latek tvofi
nizkomolekularni latky produkované sekundarnim metabolizmem (fytoalexiny,
fytoncidy, fytoanticipiny) jejichz produkce a akumulace v rostling je indukovana
patogenem. Tvorba téchto latek byla sledovdna po napadeni rostliny virem,
bakteriemi, houbami, nematody, hmyzem a na zékladé¢ toho byli objeveny
fytoalexiny ptsobici antibakteridln€, fungostaticky, nematostaticky. Ve zdravé
rostling se tyto latky nevyskytuji, pfipadné jen v minimalnim mnoZstvi. Radime
sem napi. flavonoidy, izoflavonoidy, steroidy, terpeny, stilbeny, polyacetyleny,
pficemz jde o latky druhové specifické. (52.59)

Pocatkem vSech obrannych reakci je signal pro jejich spusténi — elicitor. Tato
latka se uvolni po kontaktu buiiky se Skiidcem a je rozpozndna a navazana na
membranovy receptor rostlinné builky. Po této aktivaci receptoru dojde
K intracelularnimu pfenosu signalu pomoci systému pienasect (jde o tzv. second
messengers — systém cAMP, fosfoinositolovy systém, systém tvorby reaktivnich
forem kysliku, tvorby ethylenu a dal§i zatim nedostatecné prozkoumané
systémy). Nasledné dojde k aktivaci specifickych genovych systémi nutnych
k produkci stresovych proteinti a odpovédi sekundarniho metabolizmu. Vlastni
obranna reakce teda spoc¢iva ve zméné metabolizmu bunky. (52.54.59)

Elicitory délime podle jejich piivodu na abiotické a biotické. Mezi abiotické
fadime fyzikalni faktory (jako je zména pH, teploty a osmotického tlaku, UV
zafeni) a chemické faktory (jako tézké kovy a jejich soli — HQCl,, CuSOs,
detergenty, pesticidy, antibiotika). Biotickymi elicitory jsou viry, bakterie,
houby, kvasinky, mykoplazmata a organické molekuly pochazejici z téchto
organizmi (napf. fragmenty bunécnych stén — oligomery chitinu z hub nebo

oligogalakturany). ®?
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Imobilizace

Imobilizace bunék na povrchu polymerové matrice, poptipad¢ piimo v ni, ma
Casto za vysledek zvySeni produkce sekundarnich metaboliti v porovnani se
suspenznimi kulturami. Imobilizace se déje ukotvenim rostlinnych bunék na
povrchu nosice (nosi¢ muize mit podobu ¢astic, sit¢ nebo pény), zachycenim
uvnitf gelovych ¢astic nebo napiiklad obalenim bun¢k membranovou strukturou.
Imobilizace bunék jest¢ neni v rostlinné biotechnologii tak vyuzivana jako
Vv biotechnologii mikrobialni, ale ukazuje se, ze i zde ma mnohé vyhody (delsi
zivotnost bunék kultury, prodlouzeni kultivacni periody, znemoznéni piiliSného
nartistu viskozity a stim souvisejici uleh¢eni michani a provzdusiovani.).
JestliZe je produkt uvoliiovan do média, zjednodusi se ndsledné izola¢ni procesy.
Imobilizace piinasi vSak i fadu nevyhod, diky kterym neni zatim u rostlinnych
kultur bézné vyuzivana (extracelularni degradace produktu, ukotveni bunék

vytvaii dal$i bariéry pro difuzi, imobilizace limituje rast kultur atd.).®%®

Geneticka manipulace

Genetick¢ manipulace spocivaji v izolaci genetického materialu, jeho
nasledné upravé a transferu zpét do organismu nebo do bunéénych kultur.
V ptipad€ zvyseni produkce sekundarnich metabolitli u rostlin jsou pouzivany
dvé zadkladni metody. Prvni méni expresi jednoho nebo nékolika genil
kodujicich klicové kroky biosyntézy, nebo téch, které zastavuji kompetitivni
metabolické cesty, popfipadé snizuji katabolismus produkti. Druhd metoda je
zaméfena na zménu exprese regulatornich gend, které kontroluji geny ptislusné

biosyntetické cesty.(zg)
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3.4 Transportni mechanizmy flavonoidi

Sekundérni metabolity produkované rostlinou jako reakce na riizné stresové
faktory miizou byt pro buniku potencidlné toxické, a proto se ukladaji ve
vakuolach. Vakuoly cCasto zabiraji az 90% z objemu rostlinné bunky a slouZzi
prevazné jako skladovaci prostory.(64) Mechanizmy, kterymi se rizné chemické
latky dostanou do vakuoly jsou jiz né&jakou dobu pifedmétem zkoumani.
Predpokladaji se tyto mechanizmy:

e transport vody pomoci ,,aquaporu‘ TIPs (tonoplast-intrinsic proteins),
které muzou navic v nékterych piipadech transportovat i malé
molekuly jako mocovinu a glycerol (62)

e vakuolarni H'-ATP4za a H'-PPaza (H'- pyrofosfataza), které funguji
jako protonové pumpy tvotici elektrochemicky gradient pouzitelny
dal§imi transportéry (62.64)

e ABC transportéry (ATP binding cassette), které vyuzivaji energii
z ATP, jsou proto citlivé k inhibitorim ATPaz (napf. vanadat), ale
nezavislé na membranovém potencialu a pH gradientu ¢34

e dalsi transportni systémy ve vakuolarni membrané prenasejici ionty
nezbytné pro rostliny jako Ca®* a Na®, které funguji jako protonové
antiporty (Ca®*/H*, Na"/H*) ©2

wevr

transportéry. Je to pocetnd a velmi rozdilnd skupina proteind, které se vyskytuji
nejen V rostlinach, jsou zastoupeny také v mikroorganizmech a v sav¢ich
bunkach. V poslednich letech bylo objeveno mnoho rostlinnych ABC
transportérti, nékteré hraji roli i pfi pfenosu signalu a zivin v interakcich rostlina-
mikroorganizmus napf. symbiotické souziti rodu Rhizobium a kotinkl rostlin za
ucelem fixace dusiku. Kromé& funkce transportnich pump ABC transportéry
pozménuji aktivitu iontovych kanala a také je reguluji. Jsou soucasti velké rodiny
proteinit zvanych MRP (multidrug resistance-associated proteins), které jsou
schopny pfenaset peptidy, lipidy, cukry, chelaty tézkych kovi, steroidy a
glutathionové konjugaty.®® Nékteré ABC transportéry jsou relativng specifické

pro urcité substraty, ale vétSina miize prenaset ne¢kolik riiznych substrati. Tyto
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pfenasece se nachdzeji ve vakuolarnich membranach vSech rostlin bez ohledu na
to, jestli je rostlina schopna tvofit sekundarni metabolity, které by témto
prenasecim mohli slouzit jako substréty.(64)

| nékteré flavonoidy jsou pravdépodobné pienaseny pomoci ABC
transportérii. Zalezi ziejm¢ téz na jejich cukerné slozce. Zejména glukuronidy a
také negativné nabité konjugéty s glutathionem jsou vhodnym substritem pro

pienos pomoci ABC transportéri, 364
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.

4.1.1.

Pouzité chemikalie a pristroje

Chemikaélie

4.1. 2.

methanol pro HPLC, glutathion-reduced form: Fluka, Buchs;

peroxid vodiku: Penta Chrudim;

baicalin ¢., baicalein ¢., sodium orthovanadate puriss.: Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim;

kyselina a-naftyloctova ¢., myoinositol puriss.: Sigma, St. Luis;
chlorid thiaminia puriss., chlorid pyridoxinia puriss.: Koch-Light
Laboratories Ltd., Colnbrook Hampshire;

enzymaticky hydrolyzat kaseinu: Imuna, Sari§ské Michalany;
dihydrofosfore¢nan draselny ¢., dusi¢nan draselny p.a., dusi¢nan
amonny p.a., glycin €., hydrogenfosforecnan sodny p.a., chlorid
kobalnaty p.a., chlorid vapenaty p.a., jodid draselny p.a., kyanid
draselny ¢., kyselina borita p.a.,kyselina o-fosfore¢na ¢., kyselina
nikotinova €., methanol p.a., molybdenan sodny p.a., petrolether p.a.,
sacharosa p.a., siran hofeCnaty p.a., siran manganaty p.a., siran
médnaty p.a., siran zinecnaty p.a., siran Zeleznaty p.a.: Lachema,

Brno.

Piistroje a chromatografické dopliky

autoklav PS 121, horkovzdusny sterilizator HS 81A, Chirana, Brno;
analytické vahy A 200S: Sartorius, Géttingen;

vakuova rotacni odparka LABOROTA 4002, Heidolph, Schwabach;
box s laminarnim proudénim Fatran L-F: vyrobné druzstvo Pokrok,
Zilina;

vodni lazen KL: Laboratorni pfistroje, Praha

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

autosampler AS-2055): Jasco International, Tokyo;
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chromatografick¢é kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s
predkolonkou: Merck, Darmstadt;
tiepacka CEROMAT MO: B. Braun Biotech. International,

Melsungen.

4. 2. Kultivace a pasazovani suspenznich kultur S. baicalensis

Suspenzni kultury byly odvozeny z 9. pasaze kalusovych kultur pfipravenych

z ¢asti kotenu vykli¢enych rostlinek na katedie farmakognozie. Jejich kultivace

probihala v 250 ml kulatych baiikdch s plochym dnem na rota¢ni tfepacce, pii

120 otackach za minutu..

Zivné médium

Suspenzni kultury S$isaku bajkalského byly kultivovany v tekutém médiu

podle Murashigeho a Skooga, jehoz slozeni je nasledujici:

CaCl,.2H,0 440,00 mg.I"*
KNO; 1900,00 mg.I™
MgS0,4.7H,0 370,00 mg.I"*
NH;NO; 1650,00 mg.I™
KH,PO4.H,0 170,00 mg.I™
FeS0,.7H,0 27,84 mg.I"
Na,EDTA 37,37 mg.I™
MnS0,4.4H,0 22,30 mg.I™
ZnS0,.7H,0 11,50 mg.I™"
H3BO3 6,20 mg.I™
KI 0,83 mg.I"
CuS0,.5H,0 0,025 mg.I™
Na;M004.2H,0 0,025 mg.I™
CoCl,.6H,0 0,025 mg.I™
inositol 100,00 mg.I™
hydrolyzat kaseinu 1000,00 mg.I™
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glycin 2,00 mg.I*
kyselina nikotinova 0,50 mg.I™
thiamin hydrochlorid 0,10 mg.I*
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg.I"*
sacharoza 30000,00 mg.I™

Tato mnozstvi byla odvazena na analytickych vahéach, latky potifebné
vV malém mnozstvi byly odpipetovany ze zasobnich roztokd. Jako riistovy
stimulator byla pouzivana NAA v koncentraci 10 mg.I™.

Zivné médium bylo rozplnéno do 250 ml kulatych banék s plochym dnem, a
to po 50 ml. Banky byly prekryty hlinikovou f6lii a sterilizovany v autoklavu (15
min, 120°C).

Pasazovani

Vlastni pasazovani spocivalo v pieneseni asi 10 ml vzrostlé suspenzni kultury
na ¢erstvé médium pomoci pipety. Pipety byly pfedem po vlozeni chomécku vaty
a obaleni hlinikovou f6lii sterilizovany v autoklavu (15 min, 120°C).

Kultivaéni perioda byla 12-14 dni.

Kultivace probihala v kultivacni mistnosti pti 25°C v 16ti hodinové svételné

periodé.

4.3. HPLC analyza baicalinu a baicaleinu

4. 3. 1. Pfiprava vzorku

Suspenzni kultury byly nejprve peclivé prefiltrovany a promyty vodou, poté
predsuSeny na filtraCnim papife pii laboratorni teplot¢ po dobu asi 24h a
dosuseny v susarné pii 50°C.

Suseny materidl byl posléze rozdrobnén pomoci tienky a térky a extrahovan:
vzorek 0,200 g rostlinného materidlu byl dvakrat extrahovan 10 ml 80 %
methanolu na vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 min. Objem byl po

extrakci doplnén na 20 ml 80 % methanolem. Chlorofyl a lipidy byly odstranény
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nékolikandsobnym tfepanim s petrolétherem. Poté byly vzorky zfiltrovany ptes
teflonovy mikrofiltr (0,45 pm) a ptipraveny k HPLC analyze.

Pro stanoveni baicalinu a baicaleinu v zivném médium bylo vzhledem
k malym obsahtim téchto latek nutno nejdiive redukovat vétsi objem média (100
ml) na méné nez 5 ml pomoci rota¢ni vakuové odparky. K tomuto zbytkovému
mnozstvi bylo pfidano 15 ml 80 % methanolu a po dokonalém promiseni byl
objem doplnén methanolem na 20 ml. Vzorek byl poté zfiltrovan mikrofiltrem
(0,45 pm).

4.3.2. HPLC analyza

HPLC analyzy byly provadény na chromatografické sestaveé Jasco (Cerpadlo
PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055).

Sestava byla vybavené ptedkolonovym filtrem a kolonou LiChrospher RP-18
250x4 (5um) s ochrannou piedkolonkou.

Nasttikovany objem byl 20 pl. SloZeni mobilni faze probihalo v linedrnim
gradientu z 50 % methanolu s obsahem 0,15 % kyseliny fosfore¢né (pH = 2,9) v
¢ase t = 0 min na 75 % methanol (s 0,15 % kyseliny fosforecné) v ¢ase t = 15
min, pfi konstantnim prittoku mobilni faze 1,2 ml.min™.

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych délek
190 - 450 nm. Obsah sledovanych flavonoidi byl vypoéten z pikll pti vinové
délce 277 nm, ve které maji oba flavonoidy své absorpéni maximum. Retencni
¢asy u baicalinu byly cca 6 min. 33 sec., u baicaleinu cca 11 min. 30 sec. Obsah

obou latek byl kvantifikovan matematickou metodou normalizace a porovndnim

s kalibra¢ni kfivkou vytvofenou pomoci externé méfeného standardu téze latky.
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Ukazka chromatogramu — standard

Ukazka chromatogramu — vzorek

"1 Different Y units
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4. 3. 3. Validace HPLC analyzy

Validace znamena ovéfeni platnosti zvoleného analytického postupu
(metody).

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

Zpusobilost chromatografickych systémii byla navic ovéfena testem
opakovaného nastfiku — tzv. test na pfesnost (provedeno vzdy Sest nasttikd tymz
vzorkem, vypoctena relativni smérodatna odchylka byla vzdy mens$i nez 1,5 %) a
testem linearity (na zadklad¢ péti raznych koncentraci standardu se linedrni
regresni analyzou zjisti hodnota korela¢niho koeficientu r, kterd musi byt vétsi
nez 0,9900). Pro hodnoceni analytického métfeni byly dale prevzaty metody
z Evropského 1¢ékopisu, 3. vydani : Asymetrie piku a Pocet teoretickych pater.(57)
Pro hodnoceni celé metody byly pouzity tyto validacni parametry:

spravnost metody - jednd se o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi
ziskanou a skute¢nou hodnotou (tedy porovnanim ovéfovanych
hodnot se standardem, porovndnim s jinou jiz osvédcenou metodou,
nebo srovndnim s referencnim materiélem)(sg’sg)

e kvantitativni limit — jde o nejmensi hodnotu, ktera je méfitelna

S piijatelnou presnosti a spravnosti (relativni smérodatna odchylka

mensi nez 15 %)(58'59)

4.4 Vliv vybranych elicitori na produkci sekundarnich metaboliti

4.4.1. Sledovani vlivu glutathionu

K suspenznim kulturam byla na konci jejich kultivacni periody piidavana
redukovana forma glutathionu. Ptidavani probihalo vzdy po 1 ml ze sterilnich
zasobnich roztokl tak, aby konec¢nd koncentrace v médiu byla 1, 10 a 100 mg.l’l.
Ke kulturdm slouzicim jako kontrola byl pfidan 1 ml sterilni vody.

Po 5, 24 a 72 hodinach kultivace byly odebrany vzorky kultur a po ususeni a

extrakci byl metodou HPLC stanoven obsah baicalinu a baicaleinu ve vzorcich.
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Po 72 hodinach kultivace doslo ke zméné zbarveni tekutého média a podle
ptedpokladu, Ze by se sekundarni metabolity mohly vyloucit z bun¢k do média

bylo tekuté médium také analyzovano metodou HPLC.

4.4.2. Sledovéani vlivu kyanidu draselného bez a v pfitomnosti peroxidu vodiku

K suspenznim kulturam byl na konci jejich kultivacni ~ periody  pfidavan
kyanid draselny a kyanid draselny spolu s peroxidem vodiku. Tyto elicitory byli
piidavany vzdy po 1 ml ze sterilnich zasobnich roztokii tak, aby konecna
koncentrace peroxidu vodiku v médiu byla 13,6 mg.I™" (4 mM na 1 gram Zivych
bunék — odvozeno z prace Morimota )" a koncentrace kyanidu draselného byla
65 mg.I" (1 mM.I™).%™ Ke kontrolnim kulturam byl p¥idan 1 ml sterilni vody.

Po 30, 60, 180 a 300 minutach kultivace byly odebrany vzorky kultur a

metodou HPLC bylo stanoveno mnozZstvi baicalinu a baicaleinu ve vzorcich.

4.4.3. Sledovani vlivu orthovanadatu

K suspenznim kulturdm byl na konci jejich kultivacni  periody  piidavan
orthovanadat sodny. Pfidavani probihalo vzdy po 1 ml ze sterilnich zasobnich
roztokti tak, aby konetna koncentrace v médiu byla 1, 10 a 100 mg.l™. Ke
kulturam slouzZicim jako kontrola byl pfidan 1 ml sterilni vody.

Po 3, 5 a 24 hodinach kultivace byly odebrany vzorky kultur a metodou

HPLC stanoven obsah baicalinu a baicaleinu.

4.5. Statistické zpracovani vysledku

Statistickd vyznamnost naméienych vysledka byla vypocitana pomoci t-testu

rozdilu dvou primért podle nasledujicich matematickych vztaht:

X.

M=

i=1
a

Aritmeticky primér: X =
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Smérodatna odchylka: s =

X; =naméfené hodnoty,
X =aritmeticky pramér,

a =rozsah souboru

Pro vypocet testovaciho kritéria plati nasledujici vztah:

X, —X a,a,(a +a, -2
Testovaci Kritérium: t = | L 2| \/ 12, (8, +8, —2)

Ja s, +a,s,’ a, +a,

X, = aritmeticky pramér kontrolniho souboru,
X, =aritmeticky primér pokusného souboru,

s, =smérodatna odchylka kontrolniho souboru,
s, =smérodatna odchylka pokusného souboru,
a, =pocet ¢leni kontrolniho souboru,

a, =pocet ¢lentl pokusného souboru

Testovacimu kritériu pfislusi t-rozdéleni se stupném volnosti vypoctenym
podle vzorce: v=a, +a, -2

Vypoctenad hodnota testovaciho kritéria se porovnd s piislusnou tabulkovou
kritickou hodnotou t(v), pro vypocteny stupeni volnosti v a zvolenou hladinou
vyznamnosti p (p = 0,05). Je-li hodnota t vétsi nez hodnota t(v)p, je rozdil

statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti p.(6o)
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5. VYSLEDKY

Vysledky jsou shrnuty ve form¢ tabulek a grafi. Uvedené hodnoty jsou

aritmetickym primeérem tii samostatnych méfeni.

5.1. Vliv redukované formy glutathionu Vv riznych koncentracich na obsah

baicalinu a baicaleinu v suspenzni kultui‘e

Tabulka ¢.1: Po 5 hodinach

koncentrace
glutathionu baicalin (v %) baicalein (v %)
kontrola 0,33 0,17
1 mg/l 0,28 0,14
10 mg/I 0,24 0,12
100 mg/I 0,25 0,12

Tabulka ¢.2: Po 24 hodinach

koncentrace
glutathionu baicalin (v %) baicalein (v %)
kontrola 0,16 0,16
1 mg/l 0,01 0,01
10 mg/I 0,01 0,01
100 mg/I 0,01 0,01

Tabulka ¢.3: Po 72 hodinach

koncentrace
glutathionu baicalin (v %) baicalein (v %)
kontrola 0,04 0,02
1 mg/I 0,01 0,02
10 mg/l 0,01 0,03
100 mg/I 0,01 0,02
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Graf ¢.1: Po 5 hodinach
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Graf ¢.3: Po 72 hodinach
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5.2. Obsah flavonoidi v médiu po expozici suspenzni kultury rizné koncentraci

glutathionu

Tabulka ¢.4: Po 72 hodinach

koncentrace
glutathionu baicalin (v %) baicalein (v %)
kontrola 0 0,01
1 mg/l 0 0
10 mg/l 0 0,03
100 mg/I 0 0

Pozn.: Mez detekce zvolené metody byla 0,01 %.
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5.3. Vliv orthovanadatu na obsah baicalinu a baicaleinu v suspenzni kultuie

Tabulka ¢. 5: Po 3 hodinach

baicalin (v %) baicalein (v %)
kontrola 0,25 0
1 mg/l 0,23 0,03
10 mg/l 0,33 0
100 mg/I 0,25 0

Pozn.: Mez detekce zvolené metody byla 0,005%.

Tabulka ¢.6: Po 5 hodinach

baicalin (v %) baicalein (v %)
Kontrola 0,28 0
1 mg/l 0,27 0
10 mg/l 0,22 0
100 mg/I 0,28 0

Pozn.: Mez detekce zvolené metody byla 0,005%.

Tabulka ¢.7: Po 24 hodinach

baicalin (v %) baicalein (v %)
Kontrola 0,23 0
1 mg/l 0,22 0
10 mg/l 0,20 0
100 mg/I 0,05 0

Pozn.: Mez detekce zvolené metody byla 0,005%.
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Graf ¢.4: Po 3 hodinach
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Graf ¢.6: Po 24 hodinach
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5.4. Vliv kyanidu draselného za piitomnosti peroxidu vodiku na obsah baicalinu

a baicaleinu v suspenzni kultui‘e

Tabulka ¢.8: Po 30 minutach

baicalin (v %)

baicalein (v %)

kontrola 0,03 0
KCN 0,04 0
KCN+H,0, 0 0

Pozn.: Mez detekce zvolené metody byla 0,005%.

Tabulka ¢. 9: Po 60 minutach

baicalin (v %)

baicalein (v %)

kontrola 0,07 0
KCN 0,10 0
KCN+H,0, 0,05 0

Pozn.: Mez detekce zvolené metody byla 0,005%.

Tabulka ¢.10: Po 180 minutach

baicalin (v %)

baicalein (v %)

kontrola 0,05 0
KCN 0,02 0
KCN+H,0, 0,09 0

Pozn.: Mez detekce zvolené metody byla 0,005%.

Tabulka ¢.11: Po 300 minutach

baicalin (v %)

baicalein (v %)

kontrola 0,02 0
KCN 0,03 0
KCN+H,0, 0,02 0

Pozn.: Mez detekce zvolené metody byla 0,005%.
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Graf ¢.7: Po 30 minutach

obsah flavonoidu

0,07

0,06

O baicalin (v %)

@ baicalein (v

nz\

0,05

0,04

0,03 -

0,02 -

0,01 -

0 -

kontrola KCN
koncentrace

Graf ¢.8: Po 60 minutach

obsah flavonoidu

KCN+H202

0,14

@ baicalin (v %)

0,12

| baicalein (v %)

0,1

—r - e e———_————mmy0

kontrola KCN
koncentrace

40

KCN+H202



Diplomova prace Veronika Deséikova

Graf ¢. 9: Po 180 minutach
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6. DISKUZE

Rostlinné vakuoly jsou morfologicky i funkéné velmi rozdilné. V buikach
rostlin se jich nachdzi rizné mnozstvi a rizné druhy podle stupné diferenciace
bunky. Protoze jsou soucasti endomembranového systému, mulzou byt
prevakuolarni komplexy nerozeznatelné od jinych bunénych organel. Nejvétsi
pokroky ve zkoumani vakuol byli zaznamenany v souvislosti s vakuolarni
membranou — tonoplastem a transportem riznych chemickych latek pres tuto
membranu. ©?

Sledované flavonoidy pravdépodobné slouzi v rostlinné buice jako
antioxidanty a podili se na odstraiovani oxidativniho stresu. V systému
baicalin/baicalein je zésobni a transportni formou baicalin, ktery je v Case
potteby uvolilovan z vakuol a jeho cukerna slozka je hydrolyzovana. Vznika
baicalein, ktery je vlastnim antioxidantem. Pfi odstrafiovani kyslikatych radikalt
je ziejmé oxidovan pomoci peroxidaz na 6,7-dehydrobaicalein.™

V této praci jsem se zamcfila na ABC transportéry flavonoidi, jejich
souvislost s glutathionem, vanadatem a kyanidem draselnym a ovlivnénim
obsahu flavonoida v suspenzni kultufe.

Glutathion v redukované formé je asto pouzivan jako elicitor pro schopnost
zvySovat produkci fytoalexinli, zejména flavonoidi a isoflavonoidd
v kultuie.®”%® Jsou znamy pripady, kdy glutathion v redukované form¢ nemél
vliv na produkei sekundéarnich metaboliti, napiiklad studie o kumarinech.™ U
dalsich studii naopak glutathion prokazal silny elicitaéni u¢inek.®

Pti sledovani vlivu glutathionu na suspenzni kultury SiSdku bajkalského jsem
ale toto zvySeni produkce nezaznamenala. DoSlo naopak k nevyznamnému
snizeni obsahu flavonoidt v kultufe po pétihodinové elicitaci (tabulka 1, graf 1) a
vyznamnému poklesu obsahu po 24-hodinové elicitaci (tabulka 2, graf 2).

Predpoklada se, ze glutathion chrani rostlinnou buniku pfed oxida¢nim
stresem a aktivuje jeji obranny systém.(GG) Funguje tak jako dalSi antioxida¢ni
systém paralelni k systému baicalin/baicalein. Proto muze dojit v rostling

k zastaveni produkce flavonoidi z divodu nepfitomnosti oxida¢niho stresu, coz

je pravdépodobné i tento piipad.
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V piedeslych pracich bylo zjisténo, ze baicalin a baicalein neptechézeji do
7ivného média.®® U kultur ovlivnénych glutathionem se vSak po 72 hodinach
projevila vyraznd zména zbarveni média a podle Zluté barvy jsem nabyla
predpokladu, ze by urc¢it¢é mnozstvi flavonoidi mohlo byt pfitomno v tomto
médiu. Po HPLC analyze média byl tento pfedpoklad vyvracen a zbarveni tak
bylo zptisobeno pravdépodobné pritomnosti jiné latky. (tabulka 4)

ABC transportéry jsou dotovany energii ze dvou ATP4az nachazejicich se také
na vakuolarni membréané. Je také znamo, Ze tyto ATPazy se daji snadno
inhibovat pfidanim latek jako je napi. vanadat. Vanadat funguje jako fosfatovy
analog a inhibuje transport organickych aniontii do Vakuoly.(69‘70’71‘72) Proto by
pfidani vanadétu do suspenzni kultury mélo zpusobit 1 dramaticky pokles obsahu
glukuronidl — napft. baicalinu.

V kultute §isadku bajkalského byli po 3 a 5 hodinach pozorovany nevyznamné
zmény obsahu baicalinu a baicaleinu (tabulky 5 a 6, grafy 4 a 5), po 24 hodinach
(tabulka 7, graf 6) vsak doSlo k radikalnimu poklesu obsahu baicalinu pii
nejvyssi koncentraci vanadatu (100 mg/l). Z vysledki tedy vyplyva, Zze ATPaza u
rostliny Scutellaria baicalensis je pravdépodobné vanadat-senzitivni, piesto by
bylo potfebné provést nékolik dalSich méfeni k ovéfeni tohoto faktu. Navrhovala
bych provést pokusy na izolovanych vakuolach nebo vyzkouSet kombinaci
vanadatu s latkami zplisobujicimi oxidacni stres.

Kyanid draselny fadime k nekompetitivnim inhibitorim peroxidaz. Po jeho
pridani k suspenznim kulturam $isaku bajkalského by tedy mélo dojit k nartistu
obsahu Dbaicaleinu, protoze kyanid =zabrani oxidaci baicaleinu na 6,7-
dehydrobaicalein. Peroxid vodiku zptisobuje rostlinnym buitkam oxidativni stres
produkci kyslikovych radikalt, pti¢emz pisobeni je nejintenzivnéjsi v prvnich 10
minutach, pak se pomoci detoxikacnich systémi rostliny mnozstvi peroxidu
snizuje. Kombinace kyanidu draselného a peroxidu vodiku by tedy u kultur
SiSéku bajkalského méla pfinést podstatné zvySeni obsahu baicaleinu, protoze
oxida¢ni stres iniciuje biosyntézu baicalinu a baicaleinu, a zaroven bude
znemoznéna jejich naslednd degradace na oxidaéni produkty (6,7-
dehydrobaicalein).

Pti elicitaci suspenzni kultury Sisdku bajkalského kyanidem draselnym bylo
vyrazné zmény zaznamenano pouze V piipade pfidavku peroxidu vodiku po 30ti

minutach, kdy doslo k poklesu obsahu baicalinu (tabulka 8, graf 7). Po 180 min
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doslo naopak k jeho mirnému nardstu (tabulka 10, graf 9). Vysledky tedy pfilis
neodpovidaji vySe zminéné teorii.

Bohuzel pasaz pouzita k experimentim produkovala pouze baicalin a nikoli
baicalein. Pro uplnou absenci tvorby baicaleinu pfi elicitaci kyanidem draselnym
by bylo vhodné pokusy zopakovat s kulturou produkujici oba flavonoidy.

Z nekterych studii vyplyva, ze pouziti kyanidu draselného jako inhibitoru
peroxiddz muze byt problematické. Riizné studie totiz dokazali, ze kyanid

draselny, spolu s dalSim hojné pouzivanym inhibitorem azidem sodnym, spiSe

oy e

nybrz pouze o redukci peroxidu vodiku vzniklého enzymem NADPH oxidéaza.

Vzhledem K prakticky neomezenému poctu elicitord by bylo mozné zkoumat
jejich vliv na produkci flavonoidu u $isaku bajkalského i v budoucnu v ramci

dalsich diplomovych, ptipadné dizertacnich praci.
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7. ZAVER

V priubéhu této diplomové prace byla zvladnuta kultivace suspenznich kultur
a experimentalné¢ ovéfen vliv nékterych elicitord na tyto kultury. Dale byla
zvladnuta metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), pomoci
které byl stanoven obsah flavonoidt v kulturach.

Vlastnim cilem této diplomové prace bylo poznat nékteré mechanismy
transportu a biosyntézy baicalinu a baicaleinu v suspenznich kulturach §isadku
bajkalského (Scutellaria baicalensis GEORGII).

Glutathion, jehoz ptidani by podle nékterych studii mélo vést ke zvySené
produkci flavonoidi, mél negativni efekt na obsah baicalinu a baicaleinu
Vv kulturach $isaku bajkalského. Zejména v case 24 hodin a 72 hodin po pfidani
glutathionu doslo k vyraznému snizeni obou flavonoidu.

Elicitace vanadatem v koncentraci 100 mg/l po 24 hodinach zpusobila
vyrazny pokles v produkci baicalinu. Z vysledkt vyplyva, Ze ABC transportéry
pro baicalin jsou pravdépodobné¢ vanadat-senzitivni.

Kyanid draselny zptsobil pouze mirné zmény v obsahu sledovanych
flavonoidi. Jeho pouziti jako elicitoru se nejevi jako optimalni pro zatim nepfilis

objasnény vliv na peroxidazy.
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9. OBRAZKOVA PRILOHA

r

r

Obr.&. 1: Sisak bajkalsky (Scutellaria baicalensis G.)

Obr.&. 2: Si§ak bajkalsky - detail
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Obr.¢. 3: Scutellariae radix

Obr.¢. 4: Suspenzni kultury S.bajkalského na tiepacce
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Obr.¢. 5: HPLC chromatograf JASCO

Obr.¢. 6: Box s laminarnim proudénim Fatran L-F
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