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1 UVOD

Na pocatku rozvoje farmacie stala bezesporu rostlinna tiSe jako hlavni zdroj
lécivych latek. Dlouhou dobu hrala ptirodni 1éCiva primarni roli v terapii rozli¢nych
onemocnéni. 1 kdyz s nastupem latek syntetického pivodu byl postupné vyznam
piirodnich latek upozad’ovan, nikdy nevymizela zcela diky své strukturni a funkcni
specificnosti. Do dnesni doby své farmakologické ti€inky uplatiiuji slozky opia, digoxin,
taxol atd. Ziskavani téchto 1é¢iv izolaci z rostlinného materialu nelze z ekonomického
diivodu a moznosti realizace nahradit chemickou syntézou. Navic zlstaly molekuly
izolované z ptirodnich zdroji jednim z hlavnich pfedobrazii a pramenii pro Cerpani

inspirace pro vyvoj chemickych 1écCiv.

V soucasné dob¢ zaziva ptirodni medicina postupny navrat do popiedi zajmu.
Stoji za tim nejen stale vEtsi obliba v piirodnich dopliicich stravy a alternativni mediciné.
Dal$im divodem je i posun ve fytochemickém sloZeni obsahovych latek smérem
k zvySené syntéze cilovych latek a potlaceni produkce ostatnich metaboliti. S vyhodou
se vyuziva 1 Siroké biosyntetické kapacity rostlin, kdy spole¢né¢ interaguji jednotlivé
produkty, potencuji svlij G€inek a maji tak za vysledek komplexni 1é¢ebné piisobeni. Svou

roli hraje 1 strukturni rozmanitost a pestrost, kterd ma velky potencidl do budoucnosti.[1]

Progresivni metodou v ziskdvani sekundarnich metabolitd se jevi vyuziti
explantatovych kultur rostlinnych bunck ¢i organli. Jedna se o proces, ktery probiha
za fizenych podminek. MiZeme tak docilit stabilné vySSich vynosii a stalé nezavislé
produkce.[2] Koncentraci koneénych produkti miizeme dale nasobit kuptikladu
plsobenim fizeného stresu na rostlinu — elicitaci, kdy napadend rostlina v reakci
na pfitomny stresor zvysi syntézu svych obrannych latek. Je ale dileZité zjistit, ktery druh

elicitoru, v jaké koncentraci a po jak dlouhé dob¢ ptisobeni, dosdhne optimalni i€innosti.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo seznamit se s problematikou explantatovych
kultur a zvladnout techniku jejich kultivace v laboratornim métitku. Nésledné provertit
vliv  nového antituberkulotika  N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamidu  jako
abiotického elicitoru pro zvysSeni produkce flavonolignanii a flavonoidu taxifolinu
v kalusové a suspenzni kultute Silybum marianum. Miru ucinku na produkeci téchto
sekundarnich metabolitl rostlinnych kultur kvantifikovat pomoci metody HPLC a urcit,
v kterych koncentracich a po jak dlouhé dobé piisobeni skutecné doslo k pozitivhimu

ovlivnéni sekunddrniho metabolismu rostlinnych buné¢k.



3 TEORETICKA CAST

3.1  Silybum marianum (L.) Gaertn

3.1.1 MatecCna rostlina

Ostropestfec mariansky, védeckym ndzvem Silybum marianum (L.) Gaertn, patii
onemocnéni. [3,4] Historicky vSak slouzil jako béZna soucast potravy, napt. jako zelenina
do salatt ¢i jako ndhrazka Spenatu. Prazené plody byly dokonce pouzivany jako nahrada

za kavova zrna. [5]

Mezi jeho prvni indikace k léCebnému pouziti bylo jiz v raném stfedovéku
nechutenstvi a kieCovité bolesti bficha. Po dlouhou dobu az do souc¢asnosti byl jeho plod
uzivan na choroby Zlu¢niku a pii zloutence. Postupn¢ se vsak stale vice védeckych skupin
zabyvalo jeho dal§imi vlastnostmi a jak se zd4, paleta ostropestiecovych ucinkt je vice

nez pestra. [6]

3.1.1.1 Zatazeni [3

Jedna se o jednoletou az dvouletou bylinu z ¢eledi hvézdnicovitych (4steraceae).
Patfi tak do podfiSe cévnatych rostlin (7racheobionta), oddéleni krytosemennych
(Magnoliophyta), ttidy vysSich dvoud€loznych rostlin  (Rosopsida) a tadu

hvézdnicotvarych (A4sterales).

3.1.1.2 Vyskyt

Pochézi z jizni Evropy, jiZzniho Ruska, Malé Asie a severni Afriky, tedy oblasti
Stredomoii. Na uzemi Ceské republiky se béZné nevyskytuje, pouze za uéelem péstovani.
[4,7] Pro spravny rust potiebuje hodné svétla a vlahy. Vyhovuje mu kypra, nekysela pida.
[8]
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3.1.1.3 Botanicky popis rostliny

Dortsta az 3 m do vysky (primérné vSak 0,9-1,8 m) a az 1 m do Sitky. [4] Kofen
je vietenovity. [8] Jeho pestré tmavé a svétle zelené listy jsou ostnaté a pilovaté
vykrojené, dlouhé né€kdy 1 75 cm a Siroké az 30 cm. Vyristaji stiidavé na vétvené
zabernaté lodyze. Na licové stran€ jsou hladké a lesklé, na spodni stran¢ chlupaté. Svému
piizvisku mariansky vdéci bilému zihani na vrchni strané listu. [4,7,8] Pefenolalo¢naté

spodni listy tvofi piizemni rtizici. Listeny zakrovu nesou ostré zluté bodliny. [3]

Kvete od Cervence do zaii typicky rudofialové, ziidkakdy bledéfialové ¢i bile.
Kvéty jsou oboupohlavné, veliké 4-8 cm. Skladaji se z 50-200 tubularnich kvitka
v takzvany ubor. Vyristaji po jednom na dlouhych stopkéch. [3,4,7] Plody (nazky) jsou
srostlé do kruhu. Jejich viin€ je podobna kakau, chut’ mastna a hotka. Dorustaji rozméri
5-8 mm na délku, 2-3 mm do Sitky a jsou 1,5 mm silné. Slupka se leskne, ma
hnédocernou az nasedlou barvu. Na povrchu jsou jemné $tétinky, které snadno opadavaji.

[4.9]

3.1.2 Lékopisné ¢lanky

3.1.2.1 Ostropestiecovy extrakt suchy ¢istény a standardizovany [10]

Silybi mariani extractum siccum raffinatum et normatum. Vyrabi se z drogy
Silybi mariani fructus, kdy standardizovany obsahuje 90-110 % silymarinu vyjadien¢ho
jako silybin. Jako vhodna rozpoustédla pro ziskani tohoto extraktu se uzivaji etyl-acetat
¢1 aceton, etanol, metanol nebo jejich smés s vodou. Vysledny amorfni prasek ma

zlutohnédou barvu.
Do obsahu silymarinu se pocita:

- soucet obsaht silychristinu a silydianinu: 20 % az 45 %, vztazeno k celkovému

obsahu silymarinu

- soucet obsahtl silybinu A a silybinu B: 40 % az 65 %, vztazeného k celkovému

obsahu silymarinu
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- soucet obsahtl isosilybinu A a isosylibinu B: 10 % az 20 %, vztaZzeného k celkovému

obsahu silymarinu

3.1.2.2 Plod ostropestiece marianského

Silybi mariani fructus. [10] Ackoliv by se dle vzhledu mohlo zdat, ze jde o
semeno, technicky spravné se jedna o plod. [4] Drogu tvoii usuSeny plod zbaveny
chmyru. [9] Chutna nahotkle a je bez zluklého pachu. [7] Lékopisnd droga obsahuje

nejméné 1,5 % silymarinu vyjadieného jako silybin ve vysusené droze. [10]

Nazky maji podlouhle vejCity tvar, byvaji siln¢ zmacklé¢. Dosahuji rozmért
6—8 mm na délku a 3 mm na Sitku, silné jsou asi 1,5 mm. Na spodu jsou zuzZené, nahote
vy¢nivé asi 1 mm vysoky kruhovy okraj, ktery uzavira zbytek ¢nélky. Zvnéjsku je povrch
plodu hladky, Sedy az svétle hnédy s tmavé hnédym podélnym Zihanim. V pfi¢ném fezu

se odkryji dve velké bilé olejnaté délohy a uzké hnédé oplodi. [10]

3.1.2.2.1 Sklizen, suSeni

Jedna se o velmi naro¢nou proceduru, od které se odviji vynos a kvalita drogy.
Je nemozné sklizet semena v optimalnim stavu zralosti s nejvyssi hladinou obsahovych
latek, nebot’ tbory ostropestice dozravaji postupné odshora dolli, zdroven vSak semena
v uborech dozravaji od sttedu k obvodu. [11]

Typicky ke sbéru dochéazi v obdobi dozravéani iborti na hlavnich lodyhéch, tedy
koncem srpna az zacatkem zéfi, kdy jsou ubory rozeviené a objevuje se bilé chmyii asi
na jedné tietin€ z nich, zbylé ubory v té dob¢ zasychaji. [7,8] Mlize probéhnout takzvana
desikace porostu neboli umélé vysuseni. Nasledné se tiroda sklizi mlatickou. [7]

Nazky se dale musi upravit ¢iSt€énim, zbavenim chmyru a dosusenim, pfi kterém

maximalni teplota nesmi presahnout 50 °C. [7,8]

3.1.3 Obsahové latky

Ditlezitou léc¢ivou latkou je silymarin, oznaCovany téz jako silymarinovy

komplex, jenz ptisobi jako silny antioxidacni a detoxikacni prostfedek. [9,12] Tvofri
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1,5-3 % suSiny plodu. Jedna se vlastné o izomerni smés flavonolignant. [4] Vedle této
skupiny latek obsahuje 1 flavonoidy (taxifolin, kvercetin, dihydrokempferol,
kempferol, apigenin, naringin, eriodyctiol a chrysoeriol), 5,7-dihydroxychromon,
dehydrokoniferylalkohol, 20-30 % fixovaného oleje (hlavné kyselina linolova, olejova a
palmitova, také stearova a myristovd), tokoferol, steroly (cholesterol, kampesterol,
stigmasterol a B-sitosterol), cukry (arabindza, ramndza, xyloéza a glukdza), 20-30 %

bilkovin, aminy (tyramin, histamin), hot¢iny a silici. [4,7,9]

3.1.3.1 Silymarinovy komplex

Slozky silymarinu Ize rozd¢lit na dvé skupiny hlavnich a vedlejsich latek. Mezi
ti1 hlavni latky patii silybin, ktery je tvofeny v poméru 1:1 svymi trans diastereoizomery
silybinem A a B (silybininem A a B), silychristin a silydianin. Vedlej$imi latkami jsou
isosilybin A a B (isosilybinin A a B), isosilychristin a silymonin, dehydrosilybin,
deoxysilycystin, deoxysilydianin, silandrin, silybinom, silyhermin a neosilyhermin.

[4,9,13,14]

50-70 % extraktu silymarinu vSak zaujimé flavonolignan silybin, ktery je tak
hlavni bioaktivni slozkou. Jeho struktura byla popsana v roce 1975 pomoci degradaéni
metody. Jedna se o druhoveé zcela specificky sekundarni metabolit. [ 14] Sklada se ze dvou
casti. [4]

Prvni je odvozena od flavonoidu taxifolinu a druhd od koniferylalkoholu, coz je
fenylpropanoidovéa jednotka, kterd je béZznou soucasti ligninu. Odtud tedy pochazi
souhrnné oznaceni pro tento typ sekundarnich metaboliti — flavonolignany. Ob¢ soucasti

jsou propojeny v jednu molekulu pomoci 1,4-dioxanového kruhu. [4]

Obr. 1: Dillezité obsahové latky plodu ostropestfece marianského [5,14]

Silybin A Silybin B
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Isosilybin A Isosilybin B

Silychristin Isosilychristin

OH

Silydianin Taxifolin

3.1.3.2 Biosyntéza slozek silymarinového komplexu [14]

Biosyntéza probiha oxida¢ni vazbou mezi volnymi radikéaly vzniklych z taxifolinu

a koniferylalkoholu. Nasledné tedy vytvoii adukt, ktery se nestereospecificky zacykli

vvvvvv

struktura vznika intramolekuldrni cyklizaci a naslednym vytvofenim hemiketalu

7z mezomeru volného radikalu odvozeného od taxifolinu.
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Obr. 2: Biosyntéza silybinu [14]
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3.1.3.3 Chemické vlastnosti a moznosti obmény struktury

Silybin je pomérné¢ staly v kyselém prostfedi, méné pak v bazickém. Snadno
oxiduje na 2,3-dehydrosilybin. Na molekule se nachazi celkem 5 volnych hydroxyskupin,
které jsou jasnym cilem pro vytvoteni derivati. [4] I pfes pfitomnost polarnich skupin se

jedné o velmi lipofilni latku, kterd se pouze omezen¢ rozpousti ve vodé. [15]

Nové derivaty maji za cil pfedevSim zlepSit biologickou dostupnost a tim
i ucinnost silybinu. Jeho rozpustnost byla zvysSena tpravou na 3,23-O-bishemisukcinat,
jez umoziuje intravenozni podani pfi terapii akutni intoxikace zplsobené Amanitou

phalloides. [15]

Obecné je silybin ve formé glykosidu 1épe dostupny pro vyuziti organismem.
Alternativou je vytvorit komplex silybinu s fosfatidylcholinem a vyznamné tak zvysit
biologickou aktivitu. Moznosti je i1 pfipojit na zékladni skelet karboxylovou skupinu,

a tim zvysit jeho hydrofilitu, zaroven se tak posili antioxidac¢ni €¢innost. [15]

Naopak lipofiln¢jsi  2,3-dehydroderivaty prokdzaly vyhodné zlepSeni
antilipoperoxidacni aktivity a vychytdvani volnych radikald v lipofilnim prostredi.

S prospéchem je tedy lze uzivat ve formé masti. [15]

Obr. 3: 2,3-dehydrosilybin [15] Obr. 4: Silybinova kyselina [15]

3.1.3.4 Snaha o zvySovani produkce silymarinového komplexu

Obecné se ze susené drogy neslechténé rostliny dokéaze ziskat pti dobré urodé
a spravné technice sklizn¢ stale jen malé mnoZzstvi bioaktivnich slozek. Snaha tento podil
navysit se ubira nékolika sméry.

Za prvé bylo vyslechténo nckolik odrid, které se mezi sebou 1i§i obsahem
a pomérem jednotlivych latek v silymarinovém komplexu. Nékterym z téchto odriad vSak
jiz skonéila registrace. Ke dni 1. 10. 2020 bylo ve Véstniku Ustfedniho kontrolniho

a zkuSebniho ustavu zeméd€lského uvedeno 6 odrud — Aida, Albus, Mirel, Moravia55,
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Tevadian a Tevasil. Na vyvoji nékterych z nich se podilel i tym z Univerzity Palackého
ve spolupraci s firmou Teva Czech Industries s.r.o. [16,17]

Ve dvou dalsich ptipadech Ize vyuzit explantatové kultury. Bud’ je mozno pridat
do zivného média prekurzory cilovych latek, napf. koniferylalkohol navazany
na B-cyklodextrin. Pak byla zjiSténa zvySena syntéza silydianinu a taxifolinu. Pokud byl
jako prekurzor pouzit samotny koniferylalkohol, zvedla se produkce pouze silydianinu.
[5]

Posledni moZnosti je pusobeni elicitoru na rostlinné explantaty a nésledné
vyvolani odpovédi zahrnujici zvySenou produkci pozadovanych sekundéarnich

metabolitl. Vice viz kapitola 3.5.

3.1.3.5 Mechanismus uéinku

Ostropestfec pusobi tfemi hlavnimi zpisoby. Slouzi jako antioxidant,

7 wa1e
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kaskadu tizenou nukledrnim faktorem kappa B (NF-xB), jez indukuje piepis genli
kédujicich prozanétlivé cytokiny, a soucasné reguluje preziti zanétlivych T-bunék. Mimo
jiné ovlivituje a snizuje produkci cyklooxygenazy 2. Taktéz inhibuje 5-lipooxygenazu,
¢imz chrani zalude¢ni sliznici pfed vznikem viedu a zarovenn klouby pifed zanétem.
Silybin, dle studii na mySich, dokaze zesilit protizanétlivy uc¢inek podporou produkce

interleukinu 10. [18]

Jeho antioxidacni plsobeni vychdzi zinhibice tvorby volnych radikalt
vznikajicich béhem metabolismu toxickych latek (etanol, acetaminofen, tetrachlormetan).
Silymarin posiluje jejich vychytavani zvySenim sérové hladiny intracelularnich lapaci
volnych radikall (superoxiddismutéazy, glutathionperoxidazy a glutathionu) ¢i podporou
jejich Cinnosti. Také propaguje tvorbu bunéénych bilkovin, které slouzi jako ochrana
bunky pfed plisobenim volnych radikald. Silybin posiluje tento proces chelataci Zeleza.

[18]

Antifibrotické aktivita spo¢iva v inhibici transformace hvézdicovitych hepatocyti

na myofibroblasty. Silybin nepfimo ovliviiuje ukladani kolagenovych vlaken, ktera
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podporuji poskozeni jater. Téz snizuje hladiny pro fibrotizaci klicového transformujiciho

faktoru beta (TGF-p). [18]

Podpora regenerace jaterniho parenchymu je podminéna zejména moznosti i¢inné
latky proniknout az do jader hepatocytd, kde vyvola syntézu bilkovin, ¢imz dochézi
k opravé poSkozenych bun€k a tvorbé novych jaternich enzyml. Véze se ale

1 na membrany jaternich bunék, a tim zabranuje priniku toxini. [14]

Silymarinovy komplex silné inhibuje TNF-a (tumor nekrotizujici faktor alfa),

v dusledku toho tedy snizuje cytotoxicitu, zanét a apoptozu bunck. [13]

Silybin také inhibuje B-glukuronidazu, ¢imz zabraiuje hydrolyze glukuronida
na toxické produkty. Takto napomaha poskozenym jatrim ¢i predchazi rozvoji sttevnich

kancerdznich zmén. [13]

Silymarin a hlavné¢ silybin ma dle testd in vitro taktéz slibnou antiproliferativni
aktivitu na androgen-dependentni nadorové bunky prostaty. Silychristin a silybin
v in vitro testech potvrdily nefroprotektivni G€inky proti nezadoucim Gcinktim nékterych

1é¢iv (paracetamol, cisplatina, vinkristin apod.). [13]

Pozitivni G¢inky silymarinového komplexu jsou podpotfeny dobrym vstiebavanim
z travici soustavy a rychlym vylouenim do zluce. Piedev§im vSak enterohepatdlnim

ob¢hem, ktery podminuje ochrannou funkeci silymarinu proti hepatotoxiniim. [9]

3.1.4 Pouziti a farmakologické ucinky

Hlavni ptisobeni silymarinu se soustfed’uje na jatra a zlucnik. [12] Slouzi jako
hepatoprotektivum. [9] Obecné jsou jeho ucinky vySsi v preventivnim uZziti nez

v 1éCebném rezimu. [7]

Mezi stavy, které je mozno uzivanim silymarinu zmirnit ¢i 1€Cit, patii
nealkoholickd steatdza jater, hepatitidy 1 posthepatalni syndrom, infekéni mononukledza
¢1 otrava alkoholem, l1éky, drogami a jedovatymi houbami. Napomocny je 1 pfi dalSich
chronickych degenerativnich stavech jater. [12,18] Dolozeno je 1 jeho zabranéni projevii

toxickych ucinki tetrachlormetanu, amanitinu, faloidinu a dalSich jedu. [9]
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Déle podporuje traveni stimulaci tvorby a distribuce zlu¢nikovych §tav a je
vhodné pouzit ho pfi zazivacich obtizich riizné etiologie. [12] Slabé funguje i jako

spasmolytikum. [9]

Prokazala se i souvislost mezi uzivdnim silymarinu a snizenim hladiny inzulinu
na la¢no ¢i ovlivnénim inzulinové rezistence. [18] Nové studie poukazuji i na jeho

anticholesterolemicky efekt. [5]

Pravdépodobné je uzivani silymarinu spojeno i s moznosti prevence proti vzniku
rakoviny kaze. Také dokazal potlacit rakovinotvorné pisobeni nékterych latek. Patrné by
se s vyhodou mohl uzivat pfi peroralni 1écbé chemoterapeutiky pro neutralizaci jejich
nezadoucich G¢inki na jatra. Zaroven vSak mlze potencovat i chemoterapeuticky efekt.

[14,15]

Ve studii s morc€aty silymarin prokazal schopnost snizit reakci dychacich cest na
uvolnény histamin, a tak zabranit anafylaktické reakci. Je ho tak mozné vyuzit jako

podpirny prostifedek v terapii bronchialniho astmatu. [14]

Dokonce probéhla i 8tydenni dvojité zaslepena randomizovana studie, v niz se
zkoumal efekt extraktu ze Silybum marianum na pacienty s obsedantné-kompulzivni
poruchou. I v tomto sméru prokazal pozitivni efekt jiz po 5 tydnech uzivani snizenim

obtizi. [14]

Zkoumani, které bylo zaméfené na mozné zvysSenim laktace spojené s uZivanim
silymarinu, potvrdilo, Ze se pfi oralnim podavani zvedla hladina cirkulujiciho prolaktinu

a neklesla pod béznou hranici dalSich 66 dni. [14]

Pouziti ostropesttece je mozno v n€kolika formach, naptiklad jako suchy extrakt
v kapslich a tabletach, jeho tinkturu ¢i olej. Podani je moZzné 1 intravendzné jako infuze
silymarinu pfi otravé mykotoxiny muchomirky zelené (Amanita phalloides, Pluteaceae).
[12,18] Doporucena denni davka je 4,0-5,0 g. [9] Pouziva se ale i odvar ze 3 g drcené
drogy minimalné 3x denné. V ptipad€ vyuziti drcené drogy je nutno namlit plod tésné
pied pouzitim kvili oleji, ktery zlukne. [7] AvSak tento zplisob pouziti je pii nejmensim
sporny, nebot’ silymarin, jakozto komplex velkych lipofilnich molekul, je jen velmi malo

rozpustny ve vod¢ a do odvaru se prakticky nevyluhuje. [19]
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Navzdory mnoha studiim, zkouméni a doklddani ucinnosti neni pouzivani
ostropestiece maridnského doporuceno v bézné klinické praxi. Je potieba dalsiho
vyzkumu pro leps$i rozpoznani bunéénych cilt jak silymarinu tak silybinu, ktery by nas

wewvr

Skalu jaternich onemocnéni. [18]

3.1.4.1 Registrované 1éCivé piipravky [20]

Ostropesttecovy extrakt suchy ciStény a standardizovany je 1 hlavni soucasti
aucinnou latkou hned nékolika registrovanych lécivych piipravki. Vyskytuje se
v mnozstvi 50 mg, 70 mg, 140 mg a 150 mg. Jedna se o piipravky Silymarin ALO,
Flavobion©, Legalon© a Lagosa©.

Terapeutické indikace téchto ptipravkd zahrnuji podplrnou 1é€bu chronickych
zanétlivych jaternich onemocnéni, chronické perzistujici ¢i aktivni hepatitidy, jaterni
cirthozy a toxicko-metabolické poSkozeni jater (steatdza jater, hepatotoxickd lécCiva
apod.). Podminkou uZiti a nasledného terapeutického uspéchu je pteruseni plisobeni
spoustéce poskozeni. Neslouzi k 1é€bé akutnich otrav ani k ptedchazeni pticin jaterniho

poskozeni (napft. alkoholem).

Doporucené davkovani se u jednotlivych ptipravkd riizni, liSi se 1 v z&vislosti
na vaznosti stavu pacienta. Obecné lze tato 1é¢iva podavat détem od 12 let. Na pocatku
1é€by se denni davka pohybuje od 420-450 mg rozdélenych do 3 davek, v pokracovaci
terapii dosahuje celkovéa davka 200-300 mg rozdé€lena do 2-3 dil¢ich davek. U nékterych
ptipravkil je doporuceno uZivat je s jidlem. Délka terapie trva azZ rok, zpravidla se vSak

doba podavani silymarinu odviji od stavu pacienta a jeho odpovédi na lécbu.

Silymarinovy standardizovany extrakt je soucdsti i kombinovaného lé€ivého
ptipravku Iberogast©, ktery ulevuje pii zazivacich obtizich spojenych s poruchou funkce

a motility stfev a Zaludku.

3.1.4.2 Homeopatické piipravky [21]

Ostropestfec mariansky nasel své uplatnéni i v homeopatii. Je indikovan
ve stejnych pfipadech jako klasické 1éCivé pfipravky. Zejména se jednd o akutni
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1 chronické onemocnéni Zlucniku a jater, Zloutenku, cirhézu a ascites. Doporucuje se ale

1 v ptipad¢é onemocnéni venozniho systému — hemoroidl a varixt.

Nazev ptipravku je Carduus Marianus© v fedéni 5-9 C, uziva se 2krat denné az

3 meésice.

3.1.5 Nezadouci ucCinky, kontraindikace, 1ékové interakce

3.1.5.1 Nezadouci ucinky

Uzivani 1éCivych piipravkl obsahujicich standardizovany silymarinovy extrakt je
v terapeutickém rozmezi bezpecné. Mohou se vSak jako u vSech latek vyskytnout
1 nezddouci Uc¢inky soustfedné zejména v gastrointestindlnim traktu (zmékceni stolice,
flatulence, pocit naplnéni zaludku, prijem). Déle se jedna o bolest hlavy ¢i kozni vyrazku,

koptivku a svédeéni. [13,18]

Vyzkum prokazal, ze silybin muze inhibovat serinové protedzy zucastnéné

v kaskad¢ krevniho srazeni a snizit tak reakci krevnich desticek. [4]

3.1.5.2 Kontraindikace [13]

Mezi kontraindikace a stavy, kdy by se silymarin nemél uZivat, patii pfecitlivélost

na latku, gravidita a kojeni. Neni téZ vhodny pro déti do 5 let.

3.1.5.3 Lékové interakce

Podle dostupnych dat z vyzkum in vitro vyplyva, Ze silymarinovy koplex sniZuje
aktivitu cytochromu P450 (zeyména CYP 2D6 ale 1 CYP 2EI1, CYP 3A4, CYP 2C9,
CYP 2C8) a UDP-glukuronyltransferazy. Z tohoto tedy plynou moZné interakce

s ostatnimi 1é¢ivy probihaji na tirovni metabolismu. [4,13,18]

V prvni tfadé jde o léCiva, ktera podléhaji tvorbé glukuronidii a mohla by se
pii pravidelném uzivani silymarinu hromadit, a tak zvysit svoje hladiny v krvi pacienta.

Jedna se zejména o paracetamol, atorvastatin, diazepam, digoxin, entakapon, irinotekan,
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lamotrigin, lorazepam, lovastatin, morfin a dal$i. Naopak mize obdobnym mechanismem

Mrwe

Inhibice CYP 2D6 nejvice ovliviiuje léciva jako amitriptylin, diazepam,

verapamil, warfarin atd. U téchto 1éCiv je na misté opatrnost v davkovani. [13]

Pfi soucasném pouzivani amiodaronu a silymarinového extraktu nelze vyloucit

zvyseni antiarytmického t¢inku amiodaronu. [20]

3.2 Explantatové kultury

3.2.1 Definice

Explantatem rozumime celou rostlinu, embryo ¢i pouze odd€lenou ¢ast matetské
rostliny. Mlze se jednat o jednotlivé orgdny ¢i neorganizované pletivo (= kalus), shluky
bunék, jednotlivé buiiky ¢i pouhé protoplasty (= rostlinné bunky zbavené bunécné stény),
které se kultivuji za aseptickych podminek in vitro. [22,23] Ziskévaji se izolaci
z ptirodnich materialii nebo ze sbirky. Z kazdé takto vyziskané bunky pak lze zpétné

vypéstovat plnohodnotnou rostlinu. To umoziuje tzv. totipotence rostlinnych bunék. [22]

3.2.2 Totipotence rostlin

Hlavni roli v projeveni totipotence rostlinnych bun¢k hraji fytohormony. Pokud
je funkéni vnitini signalni sit, je mozné vlivem fytohormont z libovolné diferencované
bunky ziskat pln€ funkcni buniku jiného typu, jelikoz ma v genomu zakddované veskeré
geny. Schopnost regenerace rostlin se vyuziva v experimentalnich vyzkumnych pracich,
kdy je mozno z jediné buiiky in vitro ziskat organismus s upravenymi vlastnostmi. [23]
Rostlina tak projde cyklem, kdy z n€kolika bun¢k ziskanych z rostliny in vivo, kultivaci
explantatu in vitro a aklimatizaci zakofenéné rostliny ex vitro, ziskdme opét novou

rostlinu in vivo. [24]

22



3.2.3 Zalozeni explantatové kultury [22,24]

Po odebrani nékolika bun¢k z kterékoli nadzemni ¢i podzemni Casti rostliny se
tyto pfesunou na tuhou zivnou ptidu a inkubuji se za teploty 23—28 °C. Ziskavaji se bud’
ze sterilni rostliny nebo se sterilizuje urcitd rostlinnd ¢ast. Pro dokonalé odstranéni
necistot a mikroorganismil se pouzivaji dezinfek¢ni roztoky a detergenty. Poté se bunky
za sterilnich podminek naockuji na sterilni zivné pady a kultivuji se za definovanych
podminek. Bunky se zacinaji délit, a tak tedy ziskame zakladni kalusovou kulturu, tedy
primokulturu. Pokud je to nezbytné, je mozné primokultury vyzivovat médiem s obsahem

antibiotik. Tim zabranime vnitfni kontaminaci.

Jakmile se buniky rozmnoZi a jejich pocet se zvysi na tolik, Ze dosavadni ziviny
vycerpaji, je mozno ¢ast staré kultury pfenést na nové zivné pidy. K tomuto je potieba
vybirat mladé bunky, z procesu je potieba vyloucit bunky staré nebo dokonce plesnivé ¢i
jinak kontaminované. Nové buiiky se vybiraji cilené¢ pro jejich schopnost rychle
pteklenout lag f4zi (doba ihned po pfesazeni, kdy se buiiky pfizplsobuji novému prostiedi
a typicky dochazi k jejich ubytku) riistové kiivky a pokracovat stalym délenim pro narast

dostate¢né pocetné kultury k provedeni biotechnologického procesu.

Rastova kitivka popisuje zavislost nékteré z riistovych charakteristik kultury
(napf. Cerstva hmotnost, pocet bunck, suSina) na Case. Na lag fazi navazuje faze
akceleracni, kterd plynule piechazi ve fazi exponencidlni. V téchto dvou obdobich se
buiiky zacinaji intenzivné mnoZzit az dosdhnou maximaélni konstantni rychlosti déleni.
Faze deklinacni a stacionarni popisujeme jako postupny utlum déleni bun€k az
do rovnovahy s jejich odumiranim. Posledni fazi je stav pfevazujiciho zaniku bunék

a postupného konce déleni.
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Obr. 5: Rustova kiivka explantatové kultury [22]

log x

%o |

Legenda: x — ristova charakteristika (napf. hmotnost bungk), t — Cas, 1 — lag faze,
2 — akceleracni faze, 3 — exponencialni faze, 4 — deklina¢ni faze, 5 — stacionarni faze,

6 — faze odumirani

Pti pfenaSeni do nového zivného média se nesmi buitky mechanicky poskodit
a zaroven se dodrzuje asepticky postup prace tak, aby béhem néj nedoslo k nezddouci
kontaminaci. Pfi stdlém opakovani tohoto procesu jsou pak kultury udrzované timto
zpusobem v podstaté nesmrtelné. Dlouha zivotnost explantitovych kultur je tedy
podminéna vCasnym a pravidelnym piesazovanim do nddob s novym kultivaénim
médiem, tzv. pasdzovanim, které by mélo idedln€ probehnout na konci exponencialni faze

rastové kiivky.

3.2.4 Podminky kultivace rostlinnych bun¢k

Buniky kultur mohou byt bud’ kultivovany na zpevnéném médiu, nebo jsou
rozptyleny v kultivaénim médiu a provzduSnovany michanim (naptiklad usazenim
na tiepaci stroj) tak, aby nedochézelo k usazovani bun¢k na dné¢ nadoby a nebyla narusena
homogenita. [24] Pro zpevnéni média se v prvni fadé¢ pouziva agar, ktery je intaktni
k ostatnim sloZkdm média 1 k rostlinnym enzymim. Je mozné uzit i agardzu, Phytagel
¢i Gerlite. Alternativou pro tyto latky je vytvofeni mustk z filtraéniho papiru,
polyuretanové pény ¢i pouzit tzv. rafty, po kterych médium vzlind a dodava buikdm

potiebné ziviny. [22,23]
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Buiikkam je nutné splnit zakladni vyzivové pozadavky s ohledem na jejich
charakteristiky, za kterychzto podminek se explantaty pak kultivuji ve sterilnim prostiedi
v uzaviené nadobé s kultivaénim médiem. Je dobré zajistit postup konzervace této kultury
a pro udrzeni jeji stability pfi pfeoCkovani do dalSich generaci. Je dilezité regulovat
projevy divokych kmenii bunék a zachovat vysokoproduk¢ni linie. Lze také upravit

genom takto ziskanych bunék, a tim jesté zvysit budouci produktivitu. [22]

3.2.4.1 Specifika a odliSnosti rostlinnych kultur [25]

Nevyhodou explantatovych rostlinnych kultur je mensi stabilita v produktivité,
jejich vyssi citlivost na poskozeni stfiznymi silami, které ptisobi béhem michani, pomaly
rust a bunéény cyklus, kdy na zdvojndsobeni poctu bun€k je potieba pocitat s dobou

od 25-110 h. Od zivocisnych kultur se odliSuji vyrazné€ nizsi spotiebou kysliku.

3.2.5 Typy kultur

3.2.5.1 Kalusova kultura

Kalusem se rozumi neorganizované pletivo nediferencovanych bunék.
Za béznych podminek slouzi rostlinam jako hojivé pletivo v ranéch. V kulturach in vitro
se tvoii bud’ spontanné, nebo jeho vznik miZeme vyvolat aplikaci fytohormoni
ve spravném poméru, ktery se odviji od typu a stavu rostliny, ze které je explantat ziskan.
Obecné je potieba dodavat vyssi koncentraci auxinu a udrzovat niz8i hladinu cytokinind.

[22,23]

RozliSujeme kalus rozpadavy a kalus kompaktni. Z rozpadavého kalusu lze

snadno ziskat a odvodit suspenzni kulturu, kompaktni kalus je k tomuto nevhodny. [24]

3.2.5.2 Suspenzni kultura

Vznika pfenesenim rozpadavého kalusu do tekutého média a naslednym

umisténim na tfepacku ¢i roller, poptipad¢ do bioreaktoru s michadlem. Michanim c¢i

25



ttepanim je zajiSténa homogenita, tedy pravidelné rozmisténi jednotlivych bunék i jejich

mensich shlukt. Docilime tim i rozpadu bunék po jejich déleni. [22,24]

Tento zptisob kultivace je vyhodnéjsi z pohledu rychlosti rustu kultury. Bunky
maji lepsi kontakt s médiem, tudiz je pro né snadnéjsi pfijimat v ném rozpusténé ziviny,
a proto dochézi k vyrazné rychlejSimu rtstu i déleni.

Nevyhodou je ale vyssi ndchylnost ke genetickym zménam a postupné pozbyvani
morfogenni schopnosti. Ve staré suspenzni kultute vznikaji heterogenity typu geneticky

pozménénych bunck ¢i protdhlych bunék vyplnénych vakuolou, které zcela pozbyly

schopnosti déleni. [24]

3.2.6 Kultivacni zatizeni [22]

Pro kultivaci riznych typid bunck (rostlinnych, Zivocisnych nebo kultivaci
mikroorganismll) pouzivame na zdkladé jejich specifikaci a ndrokt riznd kultivaéni
zafizeni. Rostlinné bunky jsou se svymi pozadavky na asepsi asi n€kde uprostfed mezi

naroky zivociSnych bunék a mikroorganismd.

Kultivace v laboratornich podminkdch probihd nejcastéji v Erlenmayerovych
¢i varnych baikach o malém objemu (do 500 ml). Banky jsou uzavieny pted okolnim
kontaminujicim prostfedim hlinikovou folii. Po naplnéni zivnou ptidou dochazi

ke sterilizaci.

Vzdusnéni a michani je dulezita podstata hlavné pro suspenzni kultury. Je
dilezité, aby ke kazdé jednotlivé buiice byl zajiStén pfistup kysliku a Zivin, nesedaly
nadno a neshlukovaly se, tedy aby bylo zachovdno sdileni tepla a hmoty.
NejschidnéjS$im postupem michéani suspenznich kultur rostlinnych bunék je, kvili vysoké
zdanlivé viskozité a velké nachylnosti ke stfiznym silam, pouziti rollera ¢i reciprokych

trepacich stroji.
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3.2.7 Vng¢jsi a vnitini faktory kultivace

Pro kultivaci rostlinnych explantati je nutno zajistit optimalni podminky
(biologické, chemické a fyzikalni). Jedna se zejména o svétlo, teplotu, pH a pfisun
kysliku, které taktéz vyznamné ovliviiuji produkci a akumulaci sekundéarnich metaboliti.

[22]

3.2.7.1 ¥Vngjsi faktory

3.2.7.1.1 Teplota[22,25]

Obecné teplotni optimum pro bunécéné kultury se pohybuje mezi 17-25 °C. OvSem
i tato veli¢ina je pro spoustu rostlinnych druhi specificka a optimalni teplota se tak

pohybuje od 16-32 °C.

3.2.7.1.2 Osvit [22,25]

Intenzita a prisun svétla rovnéz ovliviiuje koncentraci fady produktd. Od tohoto
se odviji i skutecnost, zda se bude jednat o kulturu heterotrofni, fotomixotrofni

¢i autotrofni. Zménou podminek osvitu lze pak mezi témito variantami kultur piechazet.

3.2.7.1.3 Piisun kysliku [25]

Je nutné zajiStovat 1 vhodné vzdusnéni a michédni, zejména ve velkych

bioreaktorech. I tato skute¢nost ovlivituje produkci sekundarnich metaboliti.

3.2.7.1.4 pH prostfedi a osmoticky tlak [25,26]

Vhodné pH média se pohybuje mezi 5 az 6, ovSem tato hodnota se béhem
kultivace méni v zavislosti na vyuzivani ¢i vypousténi amonnych kationtll. Zaroven

moznost bunck existovat ve vitalnim stavu musi podpofit i spravné osmotické parametry.
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3.2.7.2 Vnitini faktory [23]

Kultivatni médium nutné¢ obsahuje vSechny esencidlni makroelementy
a mikroelementy, sacharidy, vitaminy, aminokyseliny a dal$i nezbytné suroviny,
napfiklad fytohormony ¢i jejich chemické analoga, které fidi a podporuji rist urcitych
Casti rostliny. Pomér téchto slozek v kultivaénim médiu tak definuje vnitini faktory

kultivace.

3.2.8 Slozeni kultivaéniho média

wewvr

rostlinného téla, a je zasadni pro transport Zivin a mineralnich latek. [23]

Na misté je i pfitomnost sacharidii a polysacharidi jako vychozich struktur
pro syntézu dalSich latek. Zakladem pak jsou zejména glukéza a fruktdza. Slouzi nejen

jako zdroje uhliku, dilezita je i jejich osmotické aktivita. [23,26]

Neméné vyznamnou slozkou jsou mineralni latky. Tyto plni specifické ulohy.
Jedna se o esencidlni, tedy biogenni prvky. Vedle zékladnich prvki jako jsou uhlik, vodik
a kyslik se jedna i o dal§i makrobiogenni prvky — dusik, draslik, vapnik, hoi¢ik, fosfor,
siru, zelezo. Ovsem nepostradatelné jsou i prvky mikrobiogenni — chloér, bor, mangan,
zinek, méd’, nikl a molybden. Bez pfitomnosti t€chto prvkli nema rostlina moznost projit
vSemi vyvojovymi stadii a pfedcasné¢ hyne. AvSak ptfi nadmérné koncentraci zejména
mikroelementl mohou byt pro rostlinu toxické. Prvky jsou pfijimany nejc¢astéji ve formée

ionth difuzi. [23,26]

3.2.8.1 Makrobiogenni prvky [23.26]

Tti zdkladni stavebni kameny veskerych Zivych organisma — uhlik, vodik a kyslik

jsou podminkou pro vyuziti slune¢ni energie rostlinou a umoznuji pritb¢h fotosyntézy.

Uhlik rostlina pfijimé ve form¢ oxidu uhli¢itého ze vzduchu nebo jako soucést

pudniho roztoku.

Kyslik rostlina vaZze do organickych sloucenin z oxidu uhli¢itého, ziskava ho

Stépenim vody jako vedlejsi produkt fotosyntézy.
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Vodik, potazmo vodikovy kation, je zakladnim iontem pro vyrobu energie

H*/ATPazou.

Dusik obsahuji molekuly, které jsou soucasti proteinovych slozek potiebnych
pro fotosyntézu (chlorofyl, kofaktory). Dale je soucasti DNA, fytohormoni a n¢kterych
sekundarnich metaboliti. Organické slouceniny dusiku jsou zastoupeny ve vsech
zivotnich procesech rostlin. Maji funkci stavebni, metabolickou, transportni i zasobni.
Ptijem je zajistén bud’ ve form¢ amonnych ¢i dusi¢nych iontd nebo ve formé

aminokyselin.

Draslik rostlina skladuje v nestabilnich organickych komplexech, ze kterych ho
lze v ptipad€ nutnosti snadno vyvazat. Podili se zejména na udrzeni nitrobunécného
turgoru a osmotické rovnovahy. Jeho role je pro toto nezastupitelna. Je nezbytny také

pro hydrataci a konformaci enzymt, tim se nepiimo podili na metabolickych procesech.

Vépnik ptedné vytvaii dulezit¢ komplexy s kalmodulinem, které¢ ovliviuji
Cinnosti fosfatdz a kindz (n€kdy toto ovliviiuje vapenaty iont sam), dale pak
transkripénich faktord. Sam véapnik je také dualezity iont zajistujici homeostazu
a osmoticky tlak builky. Nesmi byt opomenuta ani funkce vépenatych iontd jako

tzv. druhych posli, které jsou nezbytné pro ptfenos bunécnych signala.

Hoi¢ik je strukturné vazan v chlorofylu, kdy podminuje jeho interakci béhem
fotosyntézy. Jeho ptitomnost je zaroven dilezitd pro spravnou stavbu ribozomd, a tak
zajiStuje syntézu proteinll. Déle funguje jako aktivator ur¢itych enzymu podilejicich se

zejména na metabolismu sacharidii. Poméha stabilizovat i struktury nukleovych kyselin.

Fosfor je dulezity jak v organické, tak anorganické formé. V obou ptipadech
pro syntézu ¢i uvolnéni energie. Je dualezitym stavebnim kamenem pro syntézu
nukleovych kyselin. Fosfat je soucasti 1 fosfolipidovych membran. ZajiStuje téz prenos

signdlu na vnitrobunécné 1 mezibunécné trovni.

Sira spolecn¢ se Zelezem jsou dileziti Cinitelé v procesu pienosu elektronu
v tmaveé fazi fotosyntézy. Sira je taktéz nedilnou soucdsti nékterych aminokyselin,
zejména cysteinu, diky némuz lze vytvaret a rusit disulfidické mustky. V dasledku téchto
procest se tak fidi enzymatické pochody a déje. Nemaly vyznam maji disulfidické mistky

1 v konformaci a potazmo tak i funkci proteinli. Cystein je vychozi latka pro dalsi
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nepostradatelné struktury (koenzymy, methionin, vitaminy) a nékteré sekundarni

metabolity.

Zelezo pienasi bshem fotosyntézy elektron v cytochromovém komplexu
na vnitini membran¢ mitochondrie. Je taktéz i soucasti dilezitych enzymii jak pro syntézu

sekundarnich metabolitt, tak pro detoxika¢ni funkce rostliny.

3.2.8.2 Mikrobiogenni prvky [23.26]

Chlor spolecné s ionty vapniku stabilizuje komplex rozkladajici vodu asociovany
s fotosystémem II v chloroplastu. Zarovenn ve spolupraci s draselnymi ionty upravuje
osmoticky tlak uvnitf bunék. V procesu fotosyntézy nesmi chybét ani atomy meédi

a manganu.

Bor je jediny prvek, ktery rostlina pfijima v neiontové formé. Jeho nezbytnost
spociva v tom, Ze podminuje spravnou funkci a stavbu bunéénych stén a plazmatické
membrany, kdy v disledku sprdvné stavby a pevnosti stavebnich slozek ovliviiuje
vyslednou strukturu. Jeho dostate¢ny pfisun hraje roli ve spravném fungovani

metabolismu sacharidi, bilkovin a hospodareni s dusikem.

Mangan tvofi soucasti dulezitych enzyml 1 procesi — superoxiddismutdz,
RNApolymeraz, fotosyntézy a Krebsova cyklu. Ovliviiuje 1 metabolismus dusiku.
Casteéné se mohou vzajemné zastupovat s hofe¢natym kationtem. Je ale zadouci, aby

jeho hladiny v rostling zistavaly nizké.

Zinek tvofi zdklad struktur tak zvanych zinkovych prsti ¢i zinkovych klastri,
které vytvari transkripéni faktory a dalsi regulacni ¢i transportni proteiny. Zastupuje

1 funkci katalytickou. Naopak podminuje naptiklad syntézu tryptofanu.

Med’ velmi snadno pfijima a uvoliuje elektron, coz je zasadni pro oxidacné
reduk¢ni reakce probihajicich pii fotosyntéze. Slouzi jako prostfedek detoxikace, kdy

chrani nenasycené mastné kyseliny pred oxidaci. Stabilizuje i molekuly chlorofyld.

Nikl je dulezity zejména pro hydrolytické dé&je, kdy svou vazbou ovliviiuje

aktivitu enzymu. Hraje taktéz vyznamnou roli v metabolismu dusiku.
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Molybden rostlina vyuziva jako kofaktor enzymu spoustéjicich redoxni reakce.

Ovliviiuje i metabolismus dusiku a siry.

Na okraj esencidlnich prvkil fadime téz selen. RozlisSujeme i prvky benefi¢ni, tedy
ty, které stimuluji riist, avSak nejsou existencné nezbytné. Jednd se zejména o sodik,

kiemik a kobalt. Ten stoji zejména za katalytickymi dé&ji.

3.2.8.3 Fytohormony

Patfi mezi organické nizkomolekularni latky, které funguji jako endogenni
signalni molekuly. V rostlin¢ se vyskytuji ve velmi malém mnozstvi a zajist'uji pfenos
informace na kratké i dlouhé vzdélenosti. Vyvolavaji pleiotropni odpovédi, jejichz efekt
a intenzita se odviji od schopnosti reakce a deSifrovani signdlu kazdé¢ jednotlivé bunky.
Dale pak na jejich koncentraci, rychlosti syntézy a odbourani hormonu ¢i rychlosti

prenosu v buiice. Uc¢inek se projevi vyvolanim zmény genové exprese.

Je mozné plisobeni téchto hormonli modulovat ¢i simulovat pomoci chemicky
syntetizovanych molekul. Tyto ovliviluji transport pravych fytohormont nebo jejich

funkci napodobuji. Oznacujeme je pak jako rustové regulatory ¢i morforegulatory.

Rozdé€luji se do 5 zékladnich skupin na zékladé chemické struktury. Jedna se
o0 auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou a etylén. V soucasnosti se rozliSuji

1 n¢které dalsi strukturni typy. [23]

3.2.8.3.1 Auxiny

Tyto strukturni typy fytohormonti vyvoldvaji pfedev§im prodluzovani bunék.
Zatazujeme sem kyselinu indolyl-3-octovou (IAA), kyselinu indolyl-3-maselnou (IBA),
kyselinu 4-chlorindolyl-3-octovou a kyselinu fenyloctovou (PAA) a jejich dalsi strukturni

analoga, napf. kyselinu a-naftyloctovou. [23]

Vliv auxinu na prodluzovdni bunék hraje mimo jiné vyznamnou roli
v pohybovych reakcich. V neposledni fad¢ stimuluje tvorbu lateralnich i adventivnich
kofent, stejn¢ tak diferenciaci vodivych pletiv a aktivitu kambia. Oddaluji opad listt

a podili se 1 na vyvoji a rastu plodi. Vyvolani bunééné odpovédi je zprostredkovano
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ovlivnénim exprese genu. [23] Vys$i koncentrace IAA zpétné inhibuje nadprodukci

etylénu. [26]

Obr. 6: Kyselina a-naftyloctova [27]

(o}

3.2.8.3.2 Cytokininy

OH

Hlavnim ukolem cytokinint je zprostiedkovavat déleni bunek (cytokinezi). S tim
souvisi 1 podpora syntézy DNA. [23,26] Zéakladni strukturni typ cytokinu se nazyva
zeatin. Jedna se o substituovany aminopurin v pozici N¢ petiuhlikatym fetézcem, v némz
se vyskytuje 1 dvojna vazba. Ob¢ formy cis a trans jsou biologicky uc¢inné, avSak forma
trans vykazuje vyssi aktivitu. Od této struktury se odvozuji i cytokininy dihydrozeatin
(DZ) a izopentenyladenin (iP). Aminopurinové jadro mulze byt i substituovano
derivovanym benzenovym jadrem (benzyladenin, 3-hydroxybenzyladenin) ¢i jinym

heterocyklem (kinetin).

Mezi tkoly plnéné cytokininy patii vytvoreni celkového vzhledu rostliny, zvétSuji
plochu listd, ovliviluji transport v rostliné a diferenciaci vodivych pletiv. Dale se pak
podili na diferenciaci chloroplastti, oddaluji opad listt a stabilizuji thylakoidy. [23] Jako
jediny typ fytohormoni se ptimo podili na proteosyntéze. Navazuji spolupraci a interakci
zejména s auxiny. PouZivaji se v kultivacnich médiich na podporu rlistu a pfi morfogenezi
tkanovych kultur. Spole¢né umoziuji regeneracni proces in vitro (pfi jejich vyrovnané

koncentraci se utvari kalusova kultura). [26]

3.2.8.3.3 Gibereliny

Jedna se o analoga kyseliny giberelové, jejiz struktura se odvozuje od diterpenti.
4 1zoprenové jednotky vytvareji giberelanovy skelet o 4 zdkladnich cyklech. Hlavnim
cilem giberelini je stimulace riistu stonku a listll skrze podporu rlstu a déleni bunék. Jsou
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zéasadni pro kliceni semen a piechod z juvenilni faze do faze generativni. Dale svij vliv
uplatiiuji na vyvoj pohlavi kvéth. Vysledny efekt je pak druhové podminény. Své
pusobeni uplatiiuji pfes zmény genové exprese. [23,26] Nejvice aktivni ze vSech je

kyselina giberelova 3 (GBA 3). [28]

3.2.8.3.4 Kyselina abscisova [23]

Tento fytohormon je svym piisobenim protipdlem auxind, cytokinini i giberelini.
Jejim hlavnim tikolem je z dlouhodobého pohledu fizeni ristu a vyvoje rostlin. Uplatiuje
se ale 1 pfi reakci na aktudlni stresovou situaci, zejména pii snizené dostupnosti vody.
Reguluje spusténi a pribéh dormance semen i pupent. U vybranych rostlinnych druht
ma kyselina abscisova za ukol senescenci a abscisi listl ¢i jinych ¢asti rostlin. Zasahuje

podobné jako ostatni fytohormony do exprese gentl, zvlasté do jejich transkripce.

3.2.8.3.5 Etylén

Hydrofobni plyn etylén, stejné jako kyselina abscisova, reguluje zejména
senescenci a opad listll, dozravani hlavné duznatych plodt a figuruje v d&jich pti zvladani
stresu a poranéni. Taktéz zkracuje dormanci semen. I tento plyn uplatiiuje své ptsobeni
skrze zménu genové exprese. [23] Jeho transport zajiStuje prekurzor, jimz je kyselina
aminocyklopropankarboxylova. Chemicky pfipravenym analogem prekurzoru je

napiiklad kyselina 2-chlorethylfosfonova (CEPA).

Jeho produkei v pletivech podporuji auxiny. ZvySena koncentrace etylénu

nasledné inhibuje dalsi syntézu auxint. [26]

3.2.8.3.6 Dalsi fytohormony [23]

Dals§imi latkami upravujici bunécné pochody jsou brassinosteroidy, jasmonaty,
polyaminy, oligosachariny a systemin. Jejich aktivita a funkce se projevuje zejména

v reakci na stres.
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3.2.8.4 Dalsi slozky média [24]

3.2.8.4.1 Vitaminy

Jsou nezbytné pro riist a vyvoj, nebot’ katalyzuji metabolické procesy. Zejména se
jedna o thiamin, kyselinu nikotinovou, pyridoxin a myo-inositol. To je sacharid, ktery
ucinn¢ stimuluje rist explantatii. Pravdépodobné se totiz podili na tvorbé fosfoinositidi

a fosfatidylinositolu, kter¢ jsou dulezité pii bunééném déleni.

3.2.8.4.2 Aminokyseliny

Maji vyznam jako bezprostiedni zdroj organického dusiku. Jejich pfitomnost
ucinné stimuluje bunéény rust. Pokud ale koncentrace ptekroci urcitou mez, je jejich vliv
spiSe inhibi¢ni. PouZivaji se L-glutamin, L-asparagin, glycin a adenin. S vyhodou lze

pouzit i smes aminokyselin, napt. kasein-hydrolyzat.

3.2.8.4.3 Nedefinované organické slozky média

Ptidavaji se pro stimulaci rastu kultury. Jednd se o proteinové hydrolyzaty,
kokosové mléko, kvasnicni, sladovy ¢i bandnovy extrakt, pomerancovou nebo raj¢atovou

Stavu. Z hlediska bezpecnosti je vSak lepsi tyto nedefinované latky nepouzivat.

V nékterych pfipadech je moZzno vyuzit 1 aktivni uhli, napf. pro navazani
a odstranéni toxickych fenolickych sloucenin, které se projevuji hnédnutim tkanové

kultury ¢i média.

Existuje vicero druht definovanych kultivacnich médii. Nejznaméjsi a zaroven
nejvice pouZivana jsou média, kterd vyvinuli White, Murashige a Skoog, Gamborg et al.,

Gautheret, Shenk a Hildebrant a dalsi. [24]
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3.2.9 Sterilizace kultivaéniho média a zafizeni

Sterilizace muze probihat n¢kolikerymi zptisoby — zahtivanim, filtraci, ozafenim,
ultrazvukem a chemicky. Nejcastéji je vyuzivana sterilizace horkem, avSak teplota pary
musi splilovat dvé podminky. Za prvé jeji teplota a ¢as piisobeni musi byt dostate¢né tak,
aby doSlo k usmrceni vSech kontaminujicich mikroorganismt i odolnych spér. Zaroven
vSak nesmi byt natolik destruktivni, aby znehodnotila nutri¢ni potencial pouzitych
surovin. [22] Mohlo by dojit k rozkladu sacharidd, proteinti, nékterych vitamint

a aminokyselin. [24]

Z4visi 1 na velikosti pouzitého tlaku, kterym se docili zvySené teploty. Nemél by
ptesahnout 140 kPa. Doba sterilizace se odviji od objemu sterilizovaného média
v jednotlivych nadobach. Je proto vyhodné sterilizovat médium rozdélené do nékolika
nadob mensiho objemu nez velké mnozstvi najednou. Nejenze je sterilizace provedena
timto zplGsobem mén¢ naro€nd na cas, zabrani se tim 1 nepfiznivym u€inkiim

dlouhotrvajici vysoké teploty na slozky média. [24]

Pro optimélni dosazeni vysledkll je vhodné pouzit sterilizacni cyklus, kdy se
z kultivacni teploty urcitou dobu dosahuje cilové teploty (v parnim autoklavu je timto
cilem 125 °C), ktera je udrzena po dobu asi 20 az 30 min, a nasledné se teplota snizi zpét

na kultivacéni teplotu. [22]

V ptipad¢ ptitomnosti termolabilnich latek v kultiva¢énim médiu Ize s vyhodou

vyuzit sterilizaci filtraci. Ostatni typy sterilizace se vyuzivaji spiSe minoritné. [22]

Sterilitu prace 1 sterilitu prostfedi je nutno zachovavat v kazdém kroku kultivace
explantatu. Pfi nedodrZeni této podminky jsou kultury velmi lehce napadnutelné plisnémi
¢i bakteriemi, pro které je slozeni média velmi ptihodné, a svym rtstem rostlinou kulturu

Zniéi. [24]
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3.3 Vyuziti explantatovych kultur

3.3.1 Fytofarmaka [22]

Néroky na dostatecné mnozstvi fytofarmak, tedy rostlinnych produktii slouzicich
jako 1éCiva, jsou natolik vysoké, ze je nutno ziskavat je 1 alternativnimi zptisoby, nez je
puvodni péstovani 1éCivych rostlin. Explantatové kultury poskytuji i mnoho vyhod, diky
kterym jsou v dnesni dob¢€ hojné vyuzivany. Jedna se na ptiklad o fakt, Ze je mozné, diky
vyuziti explantatovych kultur, ziskdvat rostlinné produkty za tizenych podminek bez
ohledu na pocasi, ro¢ni obdobi ¢i pidu. Navic jsou produkty homogenni a bez ptfimési
necistot pochazejici z hnojeni, postifikil ¢i pfitomnosti hmyzu. Nemaly vyznam ma i to,
ze z explantatovych kultur je snadnéjsi produkt izolovat nez z rostlin, v nichz se tyto
konkrétni latky nachazi. V nékterych ptipadech také ziskavame vyssi vytézky, nez je
mozno ziskat klasickou cestou z matetské rostliny. Jedna se zejména o produkei alkaloidii

a prekurzor hormoni.

3.3.2 Strukturni obmény lé¢iva

Dal$i vyznam explantatovych kultur spoc¢iva ve schopnosti rostlinnych bunék
provadét nékteré modifikace chemické struktury tak, Ze by to pomoci chemického
postupu bylo bud’ velmi obtizné¢ nebo zcela neredlné. Jednd se zejména o procesy
glykozylace a hydroxylace, které se prakticky pouZivaji. [22] Je moZné vyuZivat i1 reakce
redukéni, oxidacni, esterifikacni, metylacni a demetylacni, epoxidaéni a acetylacni.
Dtlezit¢é je 1 pfipomenout schopnost rostlin vytvafet stereospecifické izomery
pozadovanych molekul zcelkové levnych prekurzord, anebo latky stereochemicky

modifikovat. [25]

3.3.3 Transgenni rostliny a jejich vyuZziti

Transgenni rostliny, ziskané pomoci rostlinnych biotechnologii, jsou v soucasné
dobé povazovany za ekonomicky vyhodny zdroj proteinii, které nejsou plvodnim
rostlindm vlastni. Jednéd se zejména o rekombinantni protilatky a fragmenty protilatek,

enzymy, hormony ¢i proteiny deaktivujici ribozomy. Protilatky ziskané z téchto kultur
36



jsou levnéjsi diky surovindm 1 snadnéjSimu procesu CiSténi oproti savéim kulturam.
Za zminku stoji 1 potencialni bezpecnost z hlediska pfitomnosti patogenti, kdy rostlinné
patogeny na rozdil od patogenti napadajicich zivocisné builkky nejsou pro clovéka
nebezpecné. Navic je mozné produkovat proteiny v plné délce. V této oblasti stale

probiha intenzivni vyzkum. [25]

Prilomova je i moznost vyroby vakcin, zcela specificky pak vyroba jedlych
vakcin. Touto problematikou je ale nutno se jesté zabyvat natolik, aby se mohlo docilit

bezpecného a uc¢inného davkovani pacientim. [25]

Pomoci této metody se ziskavaji latky vyuzitelné nejen ve farmacii ale
1 v potravinafstvi. Stoji také za vznikem novych potravin s upravenymi a vylepSenymi

vlastnostmi — jablek, fepky, brambor a kavy. [22]

3.3.3.1 Kryoprezervace [24]

Po ziskani nového rostlinného genofondu je potfeba uchovat ho tak, aby nahodnou
nebo cilenou zménou genetické informace, ktera by zapfticinila snizeni vynosu ¢i zménu
pozadovaného produktu, nedoslo ke ztraté¢ produkcni linie a bylo mozné vratit se
k pivodné vychozimu bodu. Zajistuje se to tzv. kryoprezervaci, tedy zmrazenim
rostlinného materialu a jeho uskladnénim pii -196 °C. Lze takto uchovavat nejen semena
ale 1 rostlinna pletiva. Nutné je pouZziti kryoprotektivnich latek, které chrani bunky
pied nezadoucim vznikem ledovych krystali, jeZ by mohly rostlinny material nevratné

poskodit.

3.3.4 Mikropropagace rostlin

Neopomenutelny vyznam ma i mikropropagace rostlin, tedy explantatovymi
kulturami zprostiedkované vegetativni rozmnoZovani rostlin. Pfednosti této metody
spoc¢ivaji v jeji nenaro¢nosti na prostor, proveditelnosti v jakémkoli ¢ase ¢i rocnim
obdobi a minimalni naro¢nosti na péci v obdobi ristu bunék mezi pasaZzemi. Navic
probiha za sterilnich podminek, a tim se usnadiiuje vegetativni mnoZeni u téch rostlinnych
druhti, u nichz je klasicky styl obtizny. Stinnou strankou je vSak drah¢ laboratorni zatizeni
a pomérné vysoka pracnost metody. [22]
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Béhem tohoto procesu je také mozné ozdraveni materialu a zbaveni ho patogenii
aplikaci virostatik ¢i antibiotik. Diky explantatovym kulturdm je i zjednodusen proces

Slechténi a rozmnozovani rostlin. [23]

3.3.5 ZvySeni produkce sekundarnich metabolitl

Alfou a omegou tohoto pocinani je slozeni kultivacniho média. To by mélo
optimalné pokryt potieby kultivovanych buné¢k, zaroven by vSak naklady na ptipravu
mély byt v redlnych moznostech ceny produktu. [22] Jednd se zejména o mnozstvi zivin
a pritomnost regulatorti rustu. Spravny typ a pomér rustovych regulatori (zejména
cytokininli a auxinll) ma zasadni vliv na rast a produkci bunéénych linii. V mnohych
ptipadech se pro jeji pozorovatelné zvyseni osvédcilo pfidani prekurzoru produktu. Lze

pouzit i meziprodukt, ktery je soucasti predpokladané chemické syntézy. [25]

Dal$im dilezitym bodem jsou naklady na izolaci produktu, které nemohou
dosahovat pfili§ vysokych hranic. Problematika izolace se odviji od toho, Ze produkt je
velmi Casto pfitomen v pomémé malém mnozstvi ve vodném prostiedi, kde jsou
rozpusténé 1 dalsi latky. Obvykle je potifeba oddélit pevnou a kapalnou fazi kultury.
Nésleduje bud’ vyluhovani (ziskavani produktu ze systému pevna latka-kapalina) ¢i
extrakci (ziskavani produktu ze systému kapalina-kapalina). Dal§imi zplisoby jsou

adsorpce, krystalizace, membranova separace ¢i chromatografické oddé€leni. [22]

3.3.5.1 Elicitace

Elicitace vychazi z principu, Ze rostliny syntetizuji sekundarni metabolity jako
prostfedek ochrany proti patogentim ¢i jinym potencialnim stresorim a zajistily si tak

konkurenceschopnost, odolnost a preziti. [25,29]

Pii piisobeni stresu na rostlinu existuji 2 cesty, které mohou vyustit bud’ v adaptaci
rostliny ¢i v jeji programovanou smrt. Pokud rostlina zacne vyuZzivat aktivnich obrannych

mechanismu, vyvola tak stresovou reakci. [23,26]
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3.3.5.2 Elicitory

Elicitory tedy slouZzi jako stresové faktory. Ptidavaji se ke kulturam jen v malém
stopovém mnozstvi. V reakci na né pak rostliny aktivuji biosyntetické drahy ochrannych
latek. Tim je docileno zvySené syntézy a tim padem i koncentrace kyzeného produktu

za kratsi Casovy usek.

Lze je klasifikovat jako biotické a abiotické, jako exogenni a endogenni. [25,29]

3.3.5.2.1 Abiotické elicitory [23,29]

Abiotické nepochazi z zivé piirody. Jsou to bud’ anorganické soli ¢i fyzikalni
Cinitelé. Napftiklad se jednd o ionty mé&di, kadmia a vapniku, vysoké pH, nedostatek vody,
kysliku ¢i minerald, ptisobeni UV zafeni nebo vétru, cykly zmrazovéani a rozmrazovani,
neesencialni soucasti médii (agardza), tézké kovy a chemikalie (kuptikladu latky vazici
se na DNA, porusSujici funkci bunééné membrany — detergenty, latky s fungicidni

¢i herbicidni aktivitou).

3.3.5.2.2 Biotické elicitory [23,25,29]

Biotické elicitory pochazeji ze skupiny organickych sloucenin. Jsou to tedy
napiiklad polysacharidy typu pektin, celuléza, chitin ¢i glukany, glykoproteiny ¢i
intracelularni proteiny, které slouZi jako aktivatory enzymi nebo iontovych kanall.
Vyskytuji se bud’ pfimym plsobenim mikroorganismi (bakterii, hub a kvasinek)
na rostlinu, nebo to jsou obranné latky rostlin proti mikroorganismim, Zivoc¢ichiim nebo

pfitomnosti jiné rostliny.

3.3.5.2.3 Exogenni a endogenni elicitory [29]

Exogenni elicitory se v béZném stavu nachazeji mimo buiiku véetné reakce, ktera
na né odpovida bud’ okamzit&, nebo prostiednictvim endogennich mediatori. Radi se sem
polysacharidy (glukomandza, glukany, chitosan), polyaminy, peptidy (monilicolin,
poly-L-lysin), glykoproteiny, enzymy (polygalakturundza, endopolygalakturonova
kysela lyaza, celuldza) ¢i mastné kyseliny (arachidonova, eikosapentanova).
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Endogenni elicitory pochézeji z vnittku buniky az jako sekundéarni reakce na signal
biotické ¢i abiotické povahy. Jsou to galakturonidy, hepta-B-glukozidy ¢i algindtové

oligomery.

3.3.5.3 Stresova reakce

Reakce na stres probiha v n€kolika krocich. V prvni poplachové fazi se signal
o hrozicim nebezpeci prenasi ve vSech kompartmentech rostliny. V dalsi restituéni fazi
vyvolava rostlina obrannou reakci, kterd ji pomize tento stav pirekonat. Tim se dostava
do faze rezistence, kdy pusobici stresor organismus toleruje az do jeho odeznéni.

Alternativou je vycerpani sil a smrt organismu. [23]

Obr. 7: Reakce na stres [23]

STRES OBRANA TOLERANCE o
PREZITI
> . >
faze faze faze
poplachova restituéni rezistence
VYCERPANI,
SMRT

O uspésnosti zvladnuti této nadro¢né situace rozhoduje nékolik skutecnosti. Zalezi
na charakteru, délce, velikosti a rychlosti nastupu pisobeni stresoru. Déle na parametrech
rostliny, tedy na jejim genotypu, vyvojovém stadiu a fyziologickém stavu. NejCastéjsi
reakci na probihajici stres je zastaveni ristu. [23] Casto soudasné rostlina zaéne
stimulovat produkci sekundarnich metaboliti na ikor omezeni primarniho metabolismu
tak, Ze spolecné prekurzory pro obé cesty rostlina prfednostné vyuziva pro metabolismus

sekundarni. [24]

3.3.5.3.1 Stresova reakce na bunécné trovni [29]

Mechanismus obrany proti elicitorim neni zcela objasnén. Do tohoto procesu se
ziejme zapojuji vapenaté ionty jako sekundarni poslové. Pisobi faktory, které ovliviiuji
integritu bunky ¢i se aktivuji nebo naopak inhibuji intracelularné probihajici procesy nebo
osmotické poméry. Toho je docileno moznou vazbou elicitoru na membranovy receptor,

nékdy i ndhlym zvySenim plazmatickych hladin Ca®" z extracelularniho prostredi
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a endoplazmatického retikula. Nékteii védei poukazuji na rychlé zmény ve fosforylaci

souvisejici s aktivaci proteinkindz.

Dalsi teorii je snizeni pH uvnitf bufiky zptisobené inaktivaci H'/ATPazy a zaroven
zvysenim extracelularniho pH, s ¢imz souvisi pokles polarizace buné¢né membrany. Jind
skupina védct spojuje zvysSenou produkci ROS (superperoxidovy aniont a peroxid
vodiku) nejen s jejich antimikrobnim plisobenim, ale i se zvySenou tvorbou bioaktivnich
derivati mastnych kyselin. Podobné byl pozorovéan uc¢inek ROS na zesiténi proteina
bohatych na prolin vazanych v bunécné sténé, kdy peroxid vodiku muaze slouzit jako

sekundarni posel pro transkripci obrannych gentl.

Jiné hypotézy hovofi o nahromadéni obrannych proteind, které vyvolaji uvolnéni
endogennich elicitord, glykoproteinti bohatych na hydroxyprolin a inhibitorti proteaz.
Byla pozorovana i infekei spusténd hypersenzitivni reakce ¢i aktivace gent pro syntézu

obrannych gend.

Pochopeni souvislosti vSech t€chto mechanismi, jejich souslednost a navaznost je
stale predmétem zkoumani. Navic se jednotlivé obranné reakce mohou ménit v zavislosti
na puavodu, specifité, koncentraci a délce plisobeni stresoru, sloZeni kultivaéniho média,
pfitomnosti regulatoru ristu, Zivotnich podminkéch, stafi bun€k, schopnosti absorpce

a podobng.

3.4 Pyridin

3.4.1 Zékladni popis [30]

Tento heterocykl je za béZnych podminek charakterizovan jako slab& bazicka
bezbarva kapalina nepiijemného zapachu. Ziskava se z cernouhelného dehtu, 1ze ho vSak

pfipravit 1 syntézou, nejCastéji reakci acetaldehydu, formaldehydu a amoniaku.

3.4.2 Vyskyt

V ptirodé se vyskytuje pouze omezené. Byl izolovan z kotfent i listdi ruliku
zlomocného (Atropa belladonna, Solanaceae), taktéZ je zakladem alkaloidu nikotinu.
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[9,30] Nachazi se 1 mezi tékavymi slozkami cerného caje. Zjistila se jeho piitomnost
v tékavych slozkéach varené¢ho hoveéziho masa, smazeného kufete a slaniny ¢i syru. [32]
Molekula pyridinu je i soucasti vitaminu Bs — pyridoxinu, vitaminu B3 — nikotinamidu
a kyseliny nikotinové, které jsou dilezitou slozkou reakci vyuzivajicich NAD" a NADP"

jako kofaktor. [31]

Obr. 8: Vitamin Be [32] Obr. 9: Vitamin B3 Obr. 10: Kyselina
[33] nikotinova [33]
N CH, N N
X _ X X
‘ R=CH,0H pyridoxol ‘ |
R =COH pyridoxal )
H,C F OH R=CH,NH, pyridoxamin Z C/NH F C/OH

| ! |

OH R

3.4.3 Pouziti

Siroce se vyuZiva jako rozpoustédlo nejen v laboratornim méfitku, ale i
v chemickém primyslu. Ceni se jako tzv. lapac kyselin. Ackoliv jeho vypary mohou pfi
nezachovani podminek bezpec¢nosti prace vyvolat toxické ucinky na lidské zdravi, které
se projevuji jako bolest hlavy, nespavost, zavraté ¢i anorexie, je jeho pouziti jako
aromatického adjuvans v potravinaistvi schvaleno a povazovano za bezpe¢né. Stal se
dilezitym  meziproduktem v syntéze substituovanych pyridind, piperidint,

agrochemikalii a 1é¢iv. [30]

3.4.3.1 Soucast 1éCiv

Mezi léciva, kde je pyridin soucasti molekuly, patfi napiiklad nootropikum
pyritinol, inhibitory fosfodiesterdzy amrinon a milrinon, hypolipidemikum etofibrat,
inhibitory protonové pumpy (lansoprazol, pantoprazol, ...), projimadlo bisakodyl a dalsi.

[32,33]

Vyznamnou roli hraje pyridin jako farmakofor ve struktufe antituberkulotik. Je
stavebnim kamenem isoniazidu, jednoho ze 4 zakladnich antituberkulotik, na néjz

bohuzel stale roste rezistence. [34] Pyridin je farmakoforem, ktery je klicovy pro jeho

vvvvvv

pusobi neprostupnost bunééného obalu mykobakterii. S&m o sobé je prolécivem, které
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musi byt aktivovano enzymem katalazou-peroxidazou na isonikotinylovy radikal, ktery

pak vytvaii kovalentni vazbu s NADH. Toto pak vede k vycerpani koenzymu NAD™. [35]

Proto v této skupiné probihd intenzivni vyzkum, spocivajici v objevu latky, kterd by si

ponechala svou ucinnost, zarovein vsak nepodléhala rezistenci. [34]

Obr.11: Pyritinol [32]
HsC N\ H2C/OH
Hy
T "*/\/Cf\f
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Obr.14: Lansoprazol [33]
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Obr.16: Bisakodyl [33]
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Obr. 18: Isoniazid [36]
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Obr. 12:
Amrinon [33]

Obr. 13:
Milrinon [33]

Obr. 15: Pantoprazol [33]
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Obr. 17: Etofibrat [33]
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Obr. 19: Iproniazid [36]
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3.4.4 Elicitaéni uCinky

Chemicky piipravené latky, které po ptisobeni v explantatové kultufe rostlinnych
bunék vyvolaly zvySenou produkci sekundarnich metabolitli, jsou svou strukturou mezi
sebou velmi rozmanité. Pokud je v molekule zkouSené latky pfitomen pyridinovy ¢i
pyrazinovy heterocykl, je velkd pravdépodobnost, Zze dokéze plsobit jak silny elicitor.

Potvrzuje to mnoho studii.

Chlorované pyridiny, 1épe fe¢eno chlorované derivaty kyseliny isonikotinové, se
prokézaly jako velmi slibné elicitory v kultute Taxus chinensis, kdy docilily zvySeni

produkce taxuyunnaninu C. [37]

Utinek 2-(2-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothiamidu jako nadé&jného
elicitoru byl potvrzen i1 ve studii v suspenzni kultute Trifolium pratense L., kdy zvysil

koncentraci flavonoidii genisteinu i dadzeinu az o 400 % oproti kontrolni skupiné. [38]

Stejna sloucenina vyvolala v odlisSné praci nartist produkce v suspenzni kultufe
dvou riznych variet jetele lu¢niho, ptedevsim vSak byla tispé$nd v nizkoprodukéni varieté

Tempus, kdy se po 48 hodinach koncentrace flavonoidl zvysila o 438 %. [39]

Zvysena produkce flavonoidu taxifolinu a flavonolignanu silymarinu i jeho
soucasti silychristinu byla zaznamenana v kalusové kultuie Silybum marianum (L.)
Gaertn, kdy byla kultura elicitovana substituovanymi pyrazin-2-karboxamidy
(N-(3-jodo-4-methylfenyl)pyrazin-2-karboxamidem a N-(3-jodo-4methylfenyl)-5-terc-
butyl-pyrazin-2-karboxamidem). [40]

V diplomové praci zabyvajici se podobnou tématikou byl jako elicitor zkousen
derivat  pyrazinu (2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid) v kalusové
1 suspenzni kultute Hypericum perforatum L., kde stoupla produkce rutinu v obou typech
kultur. Doslo také ke zvySeni hladiny hyperosidu po piisobeni elicitoru v kalusové

kultute. [41]
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3.4.5 Pyridinbenzamidy

3.4.5.1 Obecné vlastnosti

Benzamid je bila, pevna, krystalicka latka, ktera se mirn¢ rozpousti ve vodé, ale
je velmi dobfe rozpustnd v mnoha organickych rozpoustédlech. Existuje nepifeberné

mnozstvi substituovanych benzamidu. [42]

Skupina pyridinbenzamidl je velmi rozmanita. Obecné lze fict, Ze to jsou latky
bézné se vyskytujici v pevném skupenstvi, ve vétSin€ piipada se jedna o bily krystalicky

prasek. Prevazné se ziskavaji chemickou syntézou. [43]

3.4.5.2 Biologické udinky

Vétsinou to jsou drazdivé latky, které mohou vyvolat iritaci jak na kuzi, tak
izavazné poskozeni oc¢i (napf. N-(pyridin-4-yl)benzamid, 4-amino-N-(pyridin-2-yl)
benzamid). Vykazuji Sirokou paletu biologickych aktivit, napf. N-(pyridin-4-yl)benzamid
inhibuje aktivitu tyrosin kindzy 2 (TYR 2) a janus kindzy 2 (JAK 1), 2,6-dichloro-N-
(pyridin-4-yl)benzamid mimo inhibici TYR 2, JAK 1 a 2 a cytochromu CYP 3A4
ovlivitiuje Cinnost 1 reguldtoru transmembranové vodivosti cystické fibrozy (CFTR)

a tyrosyl DNA fosfodiesterazy 1 (TDP1). [43]

Zajimava je latka N-(pyridin-2-yl)benzamid, u které byla zjisténa antimikrobni
aktivita proti Trypanosoma brucei brucei 427 po 48 h plsobeni testu alamar blue. [43]
Dale pak ve studii, kterd se zabyvala derivaty N-(pyridin-2-yl)benzamidu, bylo dok4zano,
ze nékteré z nich alostericky modifikuji aktivitu enzymu glukokinazy, ktery je kliovy
pro utilizaci gluk6zy. Ve studii byly tyto slouceniny testovany in vitro, in silico 1 in vivo
a nékteré z nich skute¢né snizily hladinu glukézy v krvi. Tim se mohou stat vedoucimi
molekulami pro novou generaci 1é¢iv s hypoglykemickym ucinkem pro terapii diabetu

mellitu 2. typu. [44]

Prozkoumaval se jejich inhibi¢ni vliv na lidské enzymy aldosteron syntdzu
a nikotinamid fosforibosyltransferdzu. Provéteny byly i jejich schopnosti ohledné

modulace bunéénych receptorti — vanilloidniho 1 ¢i glutamatového mGlu5. Ovérovala se
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jejich aktivita na poli kardiovaskuldrnich onemocnéni, neuroprotektivity a 1€cby

epilepsie, také G€innost proti viedim. [44]

3.4.5.3 Antituberkulotickd aktivita

Ve skupiné substituovanych N-pyridinbenzamidii aktudlné probihad intenzivni
vyzkum jejich antimykobakteridlni aktivity. Bylo jiz pfipraveno mnoho latek odvozenych

od pyridinbenzamidu, nékteré z nich vykazovaly ucinek proti mykobakteriim. [45]

3.4.5.3.1 N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid

Elicitor zkouSeny v této praci patii k noveé nasyntetizovanym sloucenindm
na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové Univerzity Karlovy. Jednd se o N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-
ethylbenzamid. [46]

Obr. 20: N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid [46]

Znamé obecné vlastnosti: [46,47]

e Jeto bild, krystalicka latka.

e Sumarni vzorec — C14H13CINO

e Pfesnd molarni hmotnost — 260,07 g/mol
e LogP-3,68

e ClogP —3,83736

e Teplota tani — 103-104,8 °C
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Byl podroben spolu s dal§imi strukturné podobnymi latkami zkouméni ohledné

jeho antituberkulotického potencidlu. Soucasné byl pozorovan i jeho hepatotoxicky

ucinek a dopliikove i vliv na vybrané bakteridlni a houbové kmeny. Z této prace vyplyva:

Tato latka je oproti ostatnim zkouSenym sloucenindm i standardim (rifampicinu,
isoniazidu a ciprofloxacinu) slabé antimykobakterialn€ €innd. Jeji MIC (minimalni
inhibi¢ni koncentrace) uvedenda v jednotkach pug/ml byla pro kmen Mycobacterium
tuberculosis H37Ra stejné¢ jako pro kmen Mycobacterium aurum 62,5;

pro Mycobacterium smegmatis 31,25.

Tato aktivita je niz§i oproti predpokladu jejiho optimélniho logP, avsak patii mezi
latky, které maji velmi Siroké spektrum Uc¢inku — prokédzala inhibici ristu vSech

3 testovanych mykobakteridlnich kmend.
Soucasné neméla efekt proti testovanym bakterialnim a houbovym kmentm.

Lze fict, Ze tato latka nemd hepatotoxické nezddouci uc€inky, jelikoz jeji IC 50
(poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace) pii plsobeni na hepatocelularni

karcinom HepG?2 byla nad hranici 50 uM — 95,2 uM. [47]

Protoze jiz v minulosti byly latky se strukturou podobnou antituberkulotikiim ¢i

pfimo s potvrzenou antituberkulotickou aktivitou pouzivany jako elicitory k zvySeni

produkce sekundarnich metabolitii, bylo uc¢elem mé prace zjistit, zda tomu tak bude

1 v tomto ptipade¢.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material, pristroje a pomucky

4.1.1 Rostlinny material

V této diplomové prace byly pouzity kalusové a suspenzni kultury z rostliny
Silybum marianum (L.) Gaertn. Byly ziskany zkofenové c¢asti klicni rostliny.

Pro experiment byla vyuzita 76.—81. pasaz kalusové kultury a suspenzni kultury.

4.1.2 Chemikalie
= Destilovana voda ¢., Katedra analytické chemie, FaF UK HK, CR
= Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema, CR
= Dusi¢nan amonny p.a., Penta, CR
= Dusi¢nan draselny p.a., Lach-Ner, CR
= Edetan sodny p.a., Sigma-Aldrich, USA
» Etanol 96% &., Lachema, CR
=  Glycin p.a., Penta, CR
* Hydrolyzat kaseinu €., Imuna, SR
= Chlorid kobaltnaty hexahydrét p.a., Lachema, CR
= Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Penta, CR
= Jodid draselny p. a., Lachema, CR
= Kyselina a-naftyloctova €., Sigma-Aldrich, USA
= Kyselina borita p.a., Lachema, CR

= Kyselina nikotinova &., Lachema, CR
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=  Metanol HPLC grade ¢., Merk, Némecko
»= Metanol p.a., Penta, CR
=  Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta, CR
= Myo-inositol &., Fluka, Svycarsko
= N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid ¢., FaF UK HK, CR
»  Pyridoxin €., Sigma-Aldrich, USA
= Sachardza p.a., Lachema, CR
=  Siran hofe¢naty heptahydrat p.a., Penta, CR
=  Siran manganaty monohydrat p.a., Lachema, CR
= Siran méd’naty pentahydrat p.a., Lachema, CR
=  Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Penta, CR
= Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lachema, CR
» Standardy pro HPLC analyzu
o Silymarin p.a., Sigma-Aldrich, USA
o Taxifolin p.a., Sigma-Aldrich, USA
= Superdista voda ¢., Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR

* Thiamin €., Sigma-Aldrich, USA

4.1.3 Pristroje a pomiicky
* Analytické vahy PRLT A13, Sartorius, Némecko
=  Autoklav PS 20 A, Chirana, CR
» Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko
* Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Slovensko
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= Cerpadlo Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

» Filtra¢ni papir

= Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko

» Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotySsko

= Horkovzdusny sterilizator Chirana SVS9/1, CR

= Kolona Li Chrospher RP-18 250-4, sorbent Li Chrospher Sum
» Laboratorni sklo a nadobi

* Mikrofiltry (0,20 um), Corning NY 14831, Némecko

= Pipetovaci balonek, Filip, Némecko

» Predkolona Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrospher Sum

= Susérna HS 61A Chirana, CR

* Termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko

» Té¢&snéni na vialky, Labicom s.r.0., Olomouc, CR

» Ttepacka UNIMAX 2010, Heidolph Instruments, Némecko
= Ultrazvukova lazen, RX 255H Bandelin Sonorex, Némecko
= Vialky, Labicom s.r.0., Olomouc, CR

®  Vodni lazen GFL, typ 1042, Némecko

4.2 Prubéh kultivace explantatovych kultur

4.2.1 Ptiprava kultivacnich naddob a néstroju

Pro experimenty tohoto typu je vhodné vyuzivat laboratorni sklo znacky SIAL,

diky jeho odolnosti a rezistenci vii¢i vysokym teplotam a ptisobeni chemikalii.
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Erlenmeyerovy banky o objemu 100 ml (pro jeden cyklus elicitace jich bylo
potfeba 35) je nutno pred zahdjenim pokusu omyt horkou vodou se saponatem,
oplachnout ¢istou pitnou vodou a nasledné€ i vodou destilovanou. Nakonec se dokonale
vysusi v horkovzdusném sterilizatoru pii 200 °C. Dalsim krokem je v piipad¢ ptipravy
kultivacnich nadob pro kalusové kultury vlozeni mustku z filtraéniho papiru pomoci
pinzety.

Vsechny nastroje a pomiicky byly peclivé omyty 96% roztokem etanolu
anasledné vysterilizovany v horkovzdusném sterilizdtoru zabalené v hlinikové folii.
Otevieny a pouzivany byly az v Case potfeby pfimo v lamindrnim boxu. Samotny box
i celou oddélenou ockovaci mistnost bylo nutno minimaln¢ 1 h ptfed jeho vyuZzitim
vysvitit germicidni zativkou. Alesponl 15 minut pied zahdjenim prace v boxu se zapnulo
lamindrni proudéni, aby se za udanou dobu stihlo ustdlit a nedochdzelo k vifivému
pohybu spojenému s kontaminaci sterilniho materidlu. Nakonec se vnitiek boxu peclivé

vytiel 96% etanolem.

4.2.2 Ptiprava zivnych pid

Pro in vitro kultury ostropestfece marianského byl pouzit nejrozsitené;si typ
zivné pudy podle Murashigeho a Skooga (MS), ktery byl popsan jiz v roce 1962. Jeho

doplnéné¢ sloZeni pro Ucely pokusu je uvedeno nize: [48]

Makroelementy:

MgSOs. 7 H20 370 mg/1
KH2PO4 170 mg/1
KNO; 1900 mg/1
NH4NO3 1650 mg/1
CaClL. 2 H.O 440 mg/1
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Mikroelementy:

H3BO3

MnSO4. HO
ZnS04. 7 H2O
NaMoOs. 2 H,0
CuSO4. 5 HO
CoCl,. 6 H20

KI

Zeleznaty komplex:

FeSO4. 7 H,O

Na,EDTA

Vitaminy:

Thiamin

Pyridoxin

Kyselina nikotinova

Myo-inositol

Organické slouceniny:

Sachardza
Kasein-hydrolyzat

Glycin

6,2 mg/l
15,6 mg/1
8,6 mg/l
0,25 mg/1
0,03 mg/l
0,025 mg/1

0,83 mg/l

27,8 mg/l

37,3 mg/l

0,5 mg/1
0,5 mg/1
0,05 mg/1

100 mg/1

30 000 mg/l
1 000 mg/l

2 mg/l
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Rastovy regulator:

Kyselina a-naftyloctova 10 mg/1

Jelikoz jednotlivé slozky pro piipravu 1 I média jsou pfitomny ve velmi malych
mnozstvich a byla by tedy velkd pravdépodobnost chyby pii navazce, vyuzivaji se
pro piipravu kultivaéni ptidy zasobni roztoky ptipravené v dané koncentraci tak, aby byla
pfiprava co nejsnadnéjsi, nejrychlejsi a nejpresnéjsi. Pfipravuji se v odmérnych banikach
vétsinou 10x az 100x koncentrované. Uchovavaji se pouze omezenou dobu, vétSinou

v chladu a temnu.

Byly pouzity zasobni roztoky makroelementl, mikroelementl, zeleznatého
komplexu, vitaminil, glycinu a ristového stimulatoru, zfedily se v 500 ml destilované
vody v odmérné batice o objemu 1000 ml. Nasledné se dovazila sachar6za, myo-inositol
a hydrolyzat kaseinu. Po rozpusténi vSech slozek média se doplnil objem banky po rysku
a obsah se fadné promisil. Pfipravena zivna puda se rozlila cca po 30 ml do kazdé
z Erlenmeyrovych ban¢k. Poté se dobie uzaviely hlinikovou folii tak, aby byl zamezen
vstup cizorodych latek. Posledni fazi ptipravy byla sterilizace nadob s médiem

v autoklavu za teploty 121 °C a tlaku 100 kPa po dobu 15 minut.

4.2.3 PasaZovani kalusové kultury, odvozeni kultury suspenzni a jejich

kultivace

Vychladl¢ banky s vysterilizovanym médiem se pted praci v laminarnim boxu
peclivé otiely 96% lihem. V boxu se nasledné pinzetou pieneslo inokulum (= Cast staré
kultury z predchozi kultivace) o objemu cca 1 cm® do nové kultivaéni nadoby a usadilo
se na filtraéni mustek, po kterém vzlinalo médium. V ptipad¢ suspenzni kultury se
inokulum mechanicky rozmélnilo o sténu baiiky. Pouzivané vysterilizované pinzety se
pravidelné ménily, aby se zabranilo kontaminaci. Takto pfipravené kultury se ihned opét
uzaviely hlinikovou folii a ptenesly do kultivacni mistnosti, kde byly dodrZeny standardni
podminky — teplota 25 °C a fotoperioda 16 h osvit/8 h tma. Kalusové kultury takto byly
kultivovany 3—4 tydny. Suspenzni kultury se ihned po jejich zaloZeni umistily na tftepacku

(180 ot/min) a nechaly kultivovat 2—3 tydny.
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4.3 Elicitace a pribéh experimentu

4.3.1 Piiprava roztoku elicitoru

Jako elicitor byla pouzita latka N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid. Jeji
pocatecni navazka Cinila 50 mg, ktera byla peclivé navazena na analytickych vahach.

Nasledovalo jeji rozpousténi a fedéni na pozadované koncentrace:
Ci=50 mg/50 ml  (3,845.10 mol/l)
Co=5mg/50 ml  (3,845.10™* mol/l)
C3=0,5 mg/50 ml (3,845.10° mol/l)

Koncentrace C; byla ziskana rozpusténim celé navazky kvantitativnim pfenosem
do vysterilizované odmémé banky o objemu 50 ml a pfiddnim 96% etanolu.
Pro usnadnéni rozpusSténi byla baiika pfenesena na ultrazvukovou lazen, ve které se
rozpustily mensi shluky latky. Koncentrace C; byla pfipravena odpipetovanim 5 ml
roztoku o koncentraci C; sterilni pipetou a nafedénim v 50ml odmérné bance 96%
etanolem. Analogicky byl nafedén 1 elicitor o koncentraci Cs, ktery byl ziskan fedénim

5 ml elicitoru o koncentraci C2 do kone¢ného objemu 50 ml 96% etanolem.

Ptiprava elicitori probihala stejné¢ jako piesazovani kultur za sterilnich

podminek v boxu s lamindrnim proudénim.

4.3.2 Elicitace

Ptidavani elicitoru k rostlinnym bunkam probihalo v prostedi laminarniho boxu
po jeho piedchozi piiprave a dodrzeni aseptickych podminek. Banky s kulturami se opét

vydezinfikovaly otfenim roztokem 96% etanolu.

25 ban¢k slouzilo k poskytovani informaci o ucinku elicitoru, 10 ban€k bylo
pouzito jako kontrolni vzorky. Ke kulturam byl ptidan 1 ml elicitoru tak, aby nepfisel
do ptfimého styku s buitkami, ale aby se smisil s médiem. Ke kontrolnim skupindm byl
napipetovan pouze 1 ml 96% etanolu. Plisobeni elicitoru bylo ukonceno ve stanovenych

intervalech po 6, 24, 48, 72 a 168 h vzdy v 5 kultiva¢nich nadobach. Kontrola byla
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provadéna v Casech 24 a 168 h taktéz z 5 banék. Soucasné byla odebrana i ¢ast zivného

média od kazdého vzorku, které bylo uchovavéano v mraznici pro naslednou analyzu.

Kalusové kultury se po uplynuti doby elicitace vyndaly z banky za pomoci
pinzety na filtracni papir a nechaly se ususit za laboratorni teploty. Suspenzni kultury se

prefiltrovaly na Biichnerové nalevce a nechaly se taktéz vyschnout pii laboratorni teploté.

Vsechny vzorky se peclivé oznacovaly a uchovavaly.

4.4 Stanoveni obsahu flavonolignanii a taxifolinu

4.4.1 Priprava vzorkl k analyze

Vzorky vysuSenych bun¢k kalusovych i suspenznich kultur se rozmélnily
a rozdrtily v tfeci misce na jemny prasek a byly peclivé zvazeny na analytickych vahach
s presnosti na 4 desetinnd mista. Poté se kvantitativné pfenesly do varnych ban¢k, ptidalo
se k nim 10 ml 80% metanolu a nechaly se za varu extrahovat pod zpétnym chladicem
10 min na vodni lazni. Nasledné byl horky extrakt zfiltrovan pies smotek vaty do odmérné
baniky o objemu 25 ml. Tento smotek se ptidal k rozdrcenym buiikdm a s dalSimi 10 ml
80% metanolu byla extrakce opakovana opét po dobu 10 min. Filtraty byly spojeny
a doplnily se 80% metanolem v odmérné baiice po rysku.

Odebirand média se rozmrazila a nechala odpafit do sucha na vodni lazni. Zbylé
odparky byly rozpustény v 10 ml 80% metanolu.

Asi 1,7 ml z kazdého metanolového extraktu se poté zfiltrovalo pfes mikrofiltr
(0,2 um) do vialky a uzavielo se vickem. VSechny vzorky byly zanalyzovany metodou

HPLC.

4.4.2 Princip a prub¢h analyzy

Stanoveni obsahu zkoumanych latek, tedy silymarinového komplexu
a flavonoidu taxifolinu, probihalo pomoci metody HPLC, tedy vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Jedna se o velmi citlivou metodu, pomoci které lze najednou urcit
kvalitativni 1 kvantitativni slozeni zkoumaného vzorku. Jeji nespornou vyhodou je vysoka
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citlivost, ktera dokaze detekovat i velmi mala mnozstvi v malém objemu vzorku. Dale je

jeji prednost pomérné kratka doba stanoveni a moznost automatizace celé metody. [49]

Principem tohoto stanoveni je rozdéleni latek mezi fazi stacionarni, umisténou
v kolon¢, a mobilni fazi, kterd touto kolonou prochdzi za vysokého tlaku. [50]
Analyzované latky se bud’ zachyti na povrchu kolony (mechanicky, adsorpci, ...), nebo
se rozpousti ve fazi mobilni a tou jsou unaseny k detektoru. Hlavni charakteristikou kazdé
takto analyzované latky je retencni Cas, tedy doba trvani projiti vzorku od nastiiku skrze
kolonu az k detektoru. Jeho mnozstvi ur€ujeme na zéklad¢ vypoctu plochy pod pikem
na zaznamenaném chromatogramu. Smérodatny pro kvalitu takto provedené analyzy je
pouzity detektor, od jehoz detekéni schopnosti se odviji citlivost a selektivita stanoveni.

[49]

HPLC analyza probéhla na chromatografick¢ sestaveé, ktera se sklada
z autosampleru AS-2055 Jasco, cerpadla PU-2089 Jasco, ptedkolonového filtru, ochranné
ptedkolony a kolony LiChrospher RP-18 250x4 (5 pm). Na konci vzorky prochéazely
spektrofotometrickym detektorem diodového pole MD-2015 Jasco, kde detekce
probihala v rozmezi vinovych délek 190-450 nm. Obsah pozorovanych latek byl
vyhodnocen z pika ziskanych pfi vinové délce 288 nm. Jednotlivy nastfik mél objem

20 pl.

Eluce probihala 2 eluenty (A — voda, B — metanol) v n€kolika fazich. Nejprve
gradientové, z 0% metanolu v ¢ase t = 0 do 50% metanolu v ¢ase t = 5 min. Na tuto fazi
navazala izokratickd eluce 50% metanolem do ¢asu t =25 min. V mobilni fazi musel byt
vzdy ptitomen pufr 0,15% kyseliny fosfore¢né. Rychlost prutoku c¢itala 1,4 ml/min. Cely

tento proces probihal za termostatem nastavené teploty kolony 25 °C.

Ptesny obsah zkoumanych latek se urcil metodou normalizace za pouziti
vnéjsiho standardu. Porovndvaly se chromatogramy ziskané zjednotlivych vzorkt
s chromatogramem standardu silymarinu, ktery jasné€ popisuje jednotlivé piky a retencni
Casy slozek silymarinového komplexu — silychristinu, silydianinu, silybinu A, silybinu B,
isosilybinu A a isosilybinu B, a chromatogramem standardu taxifolinu. Pomoci vytvorené

kalibra¢ni kiivky se nasledné vypocetl obsah téchto jednotlivych latek.
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4.4.3 Kalibra¢ni kiivky

e Byly sestrojeny podle rovnice y = bx + a.

e Hodnota y vyjadiuje plochu.

e Osa x vyjadiuje koncentraci zkoumané latky uvedenou v jednotkdch mg/g vzorku.

e Clen a je vzdy rovny 0.

e Clen b je rtizny pro jednotlivé typy sekundarnich metabolitt.

e Regresni koeficient ziskanych kalibra¢nich kiivek musi byt vyssi nez 0,9900.

Kalibraéni kiivka taxifolinu

regresni koeficient: 0,9999
a=0
b=3,26361

Kalibra¢ni kiivka silychristinu

regresni koeficient: 0,9999
a=0
b =3,26964

Calibration curve: flavolignany - taxifofin

Calibration cunee: flavolignany — silycristin

1] a AU 15 20 i) an i) gl a5 a0
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Kalibra¢ni kfivka silydianinu

regresni koeficient: 0,9999
a=0
b =3,28186

Kalibrac¢ni ktivka silybinu A

regresni koeficient: 0,9999
a=0
b =3,26609

Kalibraé¢ni ktivka silybinu B

regresni koeficient: 0,9999
a=0
b =3,26957
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Kalibra¢ni kfivka isosilybinu A

Calibration ocurve: flavolignany — isosilybin A
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Kalibraéni ktivka isosilybinu B

regresni koeficient: 0,9999
a=0
b=3,28158
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4.4.4 Chromatogram HPLC hlavnich obsahovych latek ostropestiece

Obr. 22: Chromatogram HPLC hlavnich obsahovych latek ostropestiece

silychaisthn

siybin 4

Tabulka €. 1: Reten¢ni Casy sledovanych latek
Latka silymarinového Retencni ¢as (min)
komplexu
Taxafolin 9.05
Silychristin 10,93
Silydianin 11,76
Silybin A 16,98
Silybin B 18,20
Isosilybin A 21,39
Isosilybin B 22 48
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4.4.5 Statistické vyhodnoceni [51,52]

Aby se mohl tento experiment vyhodnotit a zjistilo se, zda jsou ziskané poznatky

relevantni, je potfeba data statisticky zpracovat.

Prvni veliCinou, ktera se zkoumala, byla smérodatna odchylka. Ta definuje miru
odchylky, kterou se naméfené hodnoty 1iSi od svého priméru (stfedni hodnoty).

Matematicky ji lze vyjadfit takto:

s — smérodatnd odchylka
Vi — hodnota ¢lenu sledované veli¢iny
y — aritmeticky primér hodnot sledované veliciny

1n — pocet pozorovani

Aby se potvrdila statistickd vyznamnost provedeného experimentu a mohlo se tak
s urCitosti fict, zda elicitor skutecné ovliviioval obsah flavonolignanti a flavonoidu
taxifolinu v explantatové kultute Silybum marianum (L.) Gaertn, byl pouzit t-test rozdilu
dvou praméri. Ten porovnd vysledky méfeni na skupin€¢ s piidavkem elicitoru
s hodnotami, které vyplynou z métfeni vzorki kultur, na néz se vliv elicitoru neuplatiioval
(= kontrola). Nésledn€ vyhodnoti, zda ma zjistény rozdil hodnot skute¢né vypovidajici
hodnotu a mohl by tak mit pro budoucnost redlny vyznam. Pro testovaci kritérium plati

nasledujici vztah:

‘= |x1—x2| _\/”1”2(”1"‘"2—2)

Vi SE+n,S2 n+n;

t — testovaci kritérium
X1 — aritmeticky primér kontrolniho souboru
X2 — aritmeticky primér pokusného souboru

S1 — smérodatna odchylka kontrolniho souboru
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S» — smérodatné odchylka pokusného souboru
n; — pocet ¢lenti kontrolniho souboru

n2 — pocet ¢lend pokusného souboru

Pted hodnocenim testu je dulezité urcit si stupent volnosti (v) a vhodné zvolit

hladinu vyznamnosti (p). Stupen volnosti se vypocita podle vzorce:
v=n+nmn-2

Jelikoz pocet ¢lenii kazdého souboru je roven 3 (probihala 3 soucasnad proméieni
vzorkil — n; = n2 = 3), stupen volnosti je v tomto ptipad€ roven 4. Hladinu vyznamnosti

p byla stanovena na obvyklou mez 0,05.

Ztéchto 2 1udaji byla poté ziskdna tzv. kritickda hodnota testovaciho

kritéria — tp(v). V tomto piipad¢ je rovna 2,78.

Nameétfené hodnoty se nasledné vyhodnoti t-testem. Vypocitané hodnoty
testovaciho kritéria (t) se porovnaji s kritickou hodnotou testovaciho kritéria (tp(v)).
Pokud pro vypoctené hodnoty plati t > 2,78, znamena to, ze jsou vysledky experimentu

statisticky vyznamné.

Vliv piisobeni elicitoru ve vzorcich odebranych v intervalech po 6, 24 a 48 h byl
porovnan s kontrolou po 24 h, vzorky odebrané po 72 a 168 h elicitace byly porovnavany

s kontrolou po 168 h.
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kultury

¢ a suspenzni

J4

5.1.3 Obsah flavonolignani (pg/ml) v médiu kalusov

Silybum marianum po pusobeni elicitoru ve tfech koncentracich
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Pozn.: Pfitomnost silydianinu, silybinu B ani taxifolinu nebyla zji§téna v Zddném vzorku.

4

Vysvétlivky: SILCR —silychristin; SIL A —silybin A; ISO A —isosilybin A; ISO B —isosilybin B;

datna odchylka, T-test — hodnota testovaciho kritéria; 24 K, 168 K — kontrolni vzorky

— Smeéro

S

odebrané po 24 a 168 h; 0 — pfitomnost nebyla zjisténa; D — detekovano mnozstvi pod 0,001 pg/g

tatisticky vyznamné vysledky

¢né —s

DW, DW — dry weight (sucha hmotnost); tu
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5.2 Gratfy

5.2.1 Obsah flavonolignani (ng/g DW) v kalusové kultute Silybum marianum

po pusobeni elicitoru ve tfech koncentracich

Graf ¢. 1: Pasobeni elicitoru o koncentraci C

25,000
20,000

15,000

ug/g (DW)

10,000

5,000 I ‘
0,000 I [ | -II I | | ll- I -

Silychristin Silybin A Isosilybin A Isosilybin B

m6h m24h m24hK m48h m72h m168h m168hK

Graf ¢. 2: Pusobeni elicitoru o koncentraci Cz
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Graf ¢. 3: Pasobeni elicitoru o koncentraci Cs
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5.2.2 Obsah flavonolignanii (ng/g DW) v suspenzni kultute Silybum marianum

po pusobeni elicitoru ve tiech koncentracich

Graf ¢. 4: Pasobeni elicitoru o koncentraci Cq
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Graf ¢. 5: Pasobeni elicitoru o koncentraci C;
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Graf ¢. 6: Pusobeni elicitoru o koncentraci Cs
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6 DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo osvojit si zakladni poznatky o kultivaci
explantatovych kultur v kalusové i1 suspenzni kultuie. Dale kvantifikovat a popsat vliv
abiotického elicitoru  N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamidu na  sekundarni
metabolismus in vitro rostlinnych bunék Silybum marianum. Kultivace probihala na MS

médiu s pridavkem 10 mg/l kyseliny a-naftyloctové.

Proces elicitace a jeho uspésnost zavisi na nékolika faktorech, které jsou zcela
specifické pro kazdy jednotlivy elicitor a explantatovou kulturu rostlinnych bunék.
Hlavni dvé charakteristiky elicitaéniho procesu jsou koncentrace pouzité latky a délka
jejiho pusobeni v kultufe. Byly pouzity 3 rozdilné koncentrace pyridinového derivatu:
Ci= 3,845.10° mol/l, C2 = 3,845.10* mol/l a C3 = 3,845.10° mol/l. Toto fedéni bylo
analogické jako v jinych pracich, které se zabyvaly podobnou tématikou. Jednotlivé
vzorky byly odebirany po 6, 24, 48, 72 a 168 h elicitace. Kontrolni vzorky po 24 ha 168 h
byly dostacujici, protoze bézné se produkce sekundarnich metaboliti bez pilisobeni

elicitorti v takto kratkych ¢asovych intervalech vyrazné nemeéni. [53]

Kalusova kultura

Pisobeni elicitoru o koncentraci C; nejvyznamnéji ovlivnilo produkei
silychristinu, zejména po 168 h plsobeni, kdy se jeho obsah zvysil na 20,641ug/g DW.
Ke statisticky vyznamnému navyseni obsahu silychristinu doslo 1 po 48 h. Silybin A byl
pozitivné ovlivnén po 48 h (4,139 ng/g DW) elicitace, o néco méné 1 po 72 hodinach;
isosilybin A po 6, 24 a nejvyznamnéji po 72 hodinach (2,013 pg/g DW) elicitace. Hladina
produkce isosilybinu B se zvySila pouze po 24 hodinach ptsobeni elicitoru (0,706 pg/g
DW). (Viz tabulka €. 2, graf €. 1.)

Koncentrace elicitoru C> opét nejvice povzbudila syntézu silychristinu, a to
po 168 h aplikace elicitoru, kdy produkce stoupla az na 30,508 pg/g DW. K nartstu
produkce doslo i po 24, 48 a 72 hodindch. V téchto casovych intervalech bylo
zaznamenano 1 zvyseni hladiny silybinu A (1,867 pg/g DW), maximalni vSak po 72 h.
Syntéza isosilybinu A byla kladn€¢ ovlivnéna vice po 6 h (1,731 pg/g DW), ale i
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po 24 hodinach elicitace. Produkce isosilybinu B se zvysila po 24 h, vyraznéji vSak

po 48 h (1,957 ug/g DW) piisobent elicitoru. (Viz tabulka €. 3, graf ¢. 2.)

Ve tieti sérii pokust s elicitorem o koncentraci C3 byl potvrzen jeho pozitivni
vliv na zvyseni hladiny silychristinu. Nejvétsi nartist jeho obsahu na 6,530 pg/g DW byl
zaznamenan po 168 h plsobeni, dale i po 6 a 24 h. Silybin A zareagoval pouze po 72 h
elicitace mirnym zvySenim svého obsahu na 0,509 pg/g DW. Isosilybin A a isosilybin B
byly detekovany pouze ve stopovém mnozstvi, nebo nebyly detekovany viibec.

(Viz tabulka ¢.4, graf €. 3.)

Lze tedy konstatovat, ze nejvice byla kalusova kultura ovlivnéna plisobenim
elicitoru o koncentraci C,, kdy doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni koncentrace
4 slozek silymarinového komplexu, navic bylo zvySeni produkce sledovanych
sekundarnich metabolitli zaznamenadno nejcastéji. Po 168 h plisobeni této koncentrace
elicitoru bylo také detekovano nejvyssi mnozstvi silychristinu (30,501 pg/g DW)
a po 48 h isosilybinu B (1,957 ng/g DW). Elicitor o koncentraci C; kladné€ ovlivnil téméf
polovinu vzorkl, dosdhl maximalni produkce silybinu A po 48 h plsobeni
(4,139 pg/g DW) a isosilybinu A po 72 h puisobeni (2,013 pg/g DW) v kalusové kultute.
Nejmirnéjsi pozitivni vliv na produkei flavonolignanii v kalusové kulture mél elicitor

o koncentraci Cs.

Zaroven byla sledovéna i1 ptitomnost jednotlivych sloZek silymarinového
komplexu a taxifolinu v kultivacnich médiich. VZdy mimo kontroly byla zjiSténa
pfitomnost isosilybinu A. Zajimavé je, Ze jeho nejvyssi hladina 0,084 pg/ml byla
zaznamenana po 6 hodinach piisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10° mol/l, kdy byla
jeho pfitomnost v buiikach kalusu ve vSech zkoumanych piipadech detekovana
pod hranici 0,001 pg/g DW. Silybin A byl detekovan taktéZz ve vSech ptipadech, ale
pouze ve velmi malych mnoZstvich pod hranici 0,001 pg/ml. Pfitomnost silychristinu
v médiu byla zjisténa také, zvlast¢ béhem pisobeni elicitoru o koncentraci Ci, nejvice
po 6 h (0,037 pg/ml). Pii ptisobeni elicitoru v ostatnich 2 koncentracich byl detekovan
jen ve stopovych mnozstvich. V kontrolnich vzorcich nebyla ptfitomnost sledovanych

sekundarnich metabolitd zjisténa. (Viz tabulka €. 8.)

70



Suspenzni kultura

Béhem ptisobeni elicitoru o koncentraci Ci bylo zaznamendno maximalni
zvyseni hladiny silychristinu po 6 hodinach jeho ptisobeni (14,783 ug/g DW), déle i po 24
a 48 hodinach. Silybin A zvedl svou produkci pouze po 6 hodinach ptisobeni elicitoru
(0,65 pg/g DW). Isosilybin A pozitivn€ reagoval na ptitomnost elicitoru po 24 a 168 h
jeho aplikace, nejvice ale po 48 h, kdy jeho hladina obsahu dosdhla na 7,217 pg/g DW.
Nejvice ovlivnéna byla produkce isosilybinu B, a to béhem celé sledované doby piisobeni
elicitoru s maximem ve 168 hodin¢ pusobeni elicitoru (16,746 ug/g DW). (Viz tabulka
¢. 5, graf €. 4.)

Pti pokusu s elicitorem o koncentraci Cz byl zjiStén vyznamny narist produkce
silychristinu po 6 a 24 hodinach, nejvice vsak po 48 hodinach (6,692 pg/g DW) ptisobeni.
Silybin A opét navysil svou hladinu pouze po 6 hodindch plsobeni elicitoru se
srovnatelnym vysledkem jako v ptfedchozim ptipadé (0,61 pg/g DW). Mnozstvi
isosilybinu A po aplikaci elicitoru Cz bylo zjisténo vZdy menSi nez v kontrolnich
vzorcich. Oproti tomu 1 pii pouziti elicitoru v této koncentraci doslo k pozitivhimu
nartstu hladiny isosilybinu B ve vSech ¢asovych intervalech, maximalni hladina byla

zaznamenana po 24 h elicitace (6,997 ng/g DW). (Viz tabulka €. 6, graf €. 5.)

V posledni ¢asti experimentu se zkousenym elicitorem o koncentraci Cz doslo
k ovlivnéni produkce pouze silychristinu a isosilybinu A, ovSem jejich hladina doséhla
na nejvyssi namétené hodnoty jejich obsahu. Syntéza silychristinu byla nejvice navysena
po 24 h pisobeni elicitoru, kdy bylo detekovano mnozstvi 51,915 pg/g DW; dale i
po 48 a 72 hodinach. Isosilibin A maximalni hladiny produkce doséhl po 6 hodinach
plsobenti elicitoru a to az na 61,606 ug/g DW. Pozitivni vliv této koncentrace elicitoru

byl zaznamenan i po 24, 48 a 72 hodinach. (Viz tabulka ¢. 7, graf ¢. 6.)

Piisobeni elicitoru na suspenzni kulturu Ize shrnout tak, Ze nejvice ovlivioval
produkci sledovanych sekundarnich metaboliti v nejvyssi koncentraci, tedy Ci. Doslo
k ovlivnéni 4 slozek silymarinového komplexu, nejvice vSak isosilybinu B s maximem
po 168 h pusobeni (16,746 pg/g DW). Elicitor o koncentraci C> mnoZstvi zjisténych
slozek silymarinového komplexu ovliviioval v menSim poctu piipadl a mife. Pfi pouZiti
elicitoru o koncentraci C3 doSlo k ovlivnéni pouze 2 metabolitl, které ale dosahly
maximalni hladiny své produkce. Jednalo se o silychristin (po 24 h — 51,915 ng/g DW)

a isosilybin B (po 6 h — 61,606 ng/g DW).
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Uvolnovani jednotlivych slozek silymarinového komplexu do média probihalo
v suspenzni kultue ve vétsi mife nez v kalusové. Mimo silychristin a isosilybin A byl
detekovan i silybin A a isosilybin B. U silychristinu, isosilybinu A a isosilybinu B byly
nejvyssi hladiny jejich obsahu zaznamendny shodné po 168 hodinach plisobeni elicitoru
o koncentraci 3,845.107 mol/1 (0,384 pg/ml; 0,079 pug/ml a 0,573 pg/ml). Isosilybin B byl
do média uvolnovan ve vyssich mnozstvich oproti ostatnim detekovanym metabolitim i
po 24, 48 a 72 hodinach aplikace elicitoru o koncentraci 3,845.10 mol/l. Patrné vice se
do média uvolnil i silychristin po 72 h aplikace téhoz elicitoru. Silybin A byl do média
nejvice uvoltiovan po 24 hodinach pisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10 mol/l
(0,049 pg/ml). V kontrolnich vzorcich nebyla pfitomnost sledovanych sekundarnich

metabolitl zaznamenana. (Viz tabulka €. 9.)

P#i porovnani ziskanych vysledki produkce zkoumanych sekunddrnich
metabolit po aplikaci elicitoru v kalusovych a suspenznich kulturach Silybum marianum

vvvvvv

mnozstvi.

Na téma zvyseni produkce flavonolignanti a taxifolinu v rostlinné in vitro kultute
ostropestiece marianského se zaméftilo jiz mnoho praci. Byla zjisténa velka rozmanitost

ve vysledcich vlivu elicitace v zavislosti na typu elicitoru.

Pii pouziti elicitoru N-(4-chlorbenzyl)-5-ferc-butyl-pyrazin-2-karboxamidu
pro zjisténi miry ovlivnéni produkce flavonolignanti a taxifolinu, byl v kalusové kultute
Silybum marianum zjistén nejlepsi  vysledek pii  pouziti jeho koncentrace
3,292 x 10" mol/l po 24 h piisobeni na obsah silychristinu (0,280 mg/g DW) i taxifolinu
(1,716 mg/g DW). Maximalni mnoZstvi silydianinu (0,140 mg/g DW) a silybinu B
(0,131 mg/g DW) bylo detekovano po 12 hodinach ptitomnosti elicitoru o koncentraci
3,292 x 10 mol/l. V suspenzni kultuie zptsobila koncentrace 3,292 x 10* mol/l tohoto
elicitoru nejlepSich zvyseni obsahu taxifolinu (5,910 mg/g DW) po 24 h ptisobeni.
Koncentrace elicitoru 3,292 x 107 mol/l maximalné navysila obsah silychristinu
(0,194 mg/g DW) po 6 h a hladinu produkce silydianinu (0,234 mg/g DW) po 12 h t¢inku.
[54]
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Ve studii zabyvajici se elicitacnim ucinkem stiibrnych iontt (AgNO3) v suspenzni
kultute Silybum marianum, byl prokazan kladny vliv jak na produkci flavonolignant tak
i taxifolinu. Nejvyssi hladiny produkce taxifolinu (14,95 pg/g DW) byly zaznamenany
po 24 h elicitace 0,8 mM roztokem Ag'. Silydianin byl nejvice produkovan po 24 h
pusobeni elicitoru o koncentraci 0,2 mM (7,32 pg/g DW). Nejvyznamnéjsi narast obsahu
silychristinu zpusobil elicitor o koncentraci 2 mM po 216 h (30,6 ng/g DW). Maximalni
produkce silybinu (9,5 pg/g DW) a isosilybinu (4,4 pg/g DW) nastala shodné po 216 h

aplikace elicitoru o koncentraci 1 mM. [55]

V praci, kde se proveéfovala mira elicitatniho U€inku pyridinového derivatu
2-(2-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothiamidu v suspenzni kultute Trifolium
pratense, bylo nejlepSich vysledki elicitace dosazeno po 48 hodinach aplikace elicitoru
v koncentraci 1 umol/l, kdy se hladina isoflavonoidi genistinu, dadzeinu a genisteinu
zvysilana 11,6 mg/g DW, 8,31 mg/g DW a 1,50 mg/g DW (jednalo se o zvyseni o 152 %,
151 % a 400 % oproti kontrole). Formononetin zvysil nejvice svou hladinu o 97 %
po pouziti 10 pmol/1 elicitoru a dob¢ ptisobeni 6 h na 7,31 mg/f DW. Tento elicitor m¢l
priznivy vliv 1 na hladinu flavonoidl a to po 6 h pusobeni, ktery zvySoval produkci
s rostouci koncentraci pouzitého elicitoru od 1 pmol/l do 100 umol/l (v tomto ptipadé se

produkce zvysila o 142 % ve srovnani s kontrolou na mnozstvi 5,78 mg/g DW). [38]
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7 ZAVER

Vysledky tohoto experimentu lze shrnout takto:

V suspenzni 1 kalusové kultufe byly po elicitaci pyridinovym derivatem

N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamidem detekovany tyto flavonolignany:

silychristin, silybin A, isosilybin A a isosilybin B. Flavonoid taxifolin nebyl

detekovan v Zzadném ze vzorkd.

V kalusové kultufe nastala maximalni produkce

o

silychristinu po 168 hodinach ptisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10 mol/l,

kdy jeji hladina vystoupala na 30,508 pg/g DW;

silybinu A po 48 hodinach puisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10~ mol/,

kdy se vySplhala na hodnotu 4,139 pg/g DW;

isosilybinu A po 72 hodindch pisobeni elicitoru o stejné koncentraci

na 2,013 pg/g DW;

isosilybinu B po 48 hodinach piisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10"* mol/l

na 1,957 pg/g DW.

V suspenzni kultufe byla detekovana nejvyssi hladina obsahu

o

silychristinu po 24 hodinach piisobent elicitoru o koncentraci 3,845.107 mol/l,

ktera byla 51,915 ug/g DW;

silybinu A po 6 hodinach piisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.107 mol/l a to

0,65 png/g DW;

isosilybinu A taktéz po 6 hodindch puasobeni elicitoru o koncentraci

3,845.10° mol/l, dos4hla na 61,606 ug/g DW;

isosilybinu B po 168 hodinach ptisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.107 mol/l

ato 16,746 pg/g DW.

74



Nejvyssi produkce silymarinového komplexu 30,508 pg/g DW v kalusové kultuie
nastala po 168 hodinach ptisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10"* mol/l. Jednalo

se ale o pouze jedinou ze slozek silymarinového komplexu — silychristin.

Nejvyssi  produkce silymarinového komplexu v suspenzni kultufe nastala
po 24 hodindch pisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10° mol/l —
73,426 ng/g DW, kdy se tato hodnota skladala z 51,915 pg/g DW silychristinu
a21,511 pg/g DW isosilybinu A.

V médiu kalusové a suspenzni kultury nebyla v kontrolnich vzorcich zaznamenana

ptitomnost flavonolignanti ani taxifolinu.

V médiu kalusové kultury byly detekovany silychristin, silybin A a nejcastéji
isosilybin A, ktery byl zjistén ve vSech zkoumanych vzorcich mimo kontrolu.
Nejvyssi hladiny dosahl po 6 hodinach plsobeni elicitoru o koncentraci

3,845.10”° mol/l, kdy bylo detekovano 0,084 pg/ml.

V médiu suspenzni kultury byly detekovéany silychristin, silybin A, isosilybin A
a 1sosilybin B. Silychristin, isosilybin A a isosilybin B svou hladinu nejvice zvySily
shodné po 168 hodinach plsobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10° mol/l
(0,384 pg/ml, 0,079 pg/ml a 0,573 pg/ml). Silybin A byl do média nejvice
uvolfiovdn po 24 hodinach piisobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10* mol/l

(0,049 pg/ml).
Vice se sloZzky silymarinového komplexu uvoliiovaly do média suspenznich kultur.

N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid se v tomto experimentu osvédcil jako
potecidlni elicitor pro zvySeni produkce jednotlivych slozek silymarinového

komplexu v kalusové 1 suspenzni kultute Silybum marianum.

N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid celkové zvysil produkci zkoumanych

sekundarnich metabolitl ve vétsi mite v kultufe suspenzni.
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9 ABSTRAKT

Vliv abiotickych elicitorit na obsah sekunddrnich metabolitit v in vitro kulturdach

rostlin — I1.

Metoda elicitace je vyuzivana pro zvySeni produkce sekundarnich metabolitl
v explantatovych rostlinnych kulturach. V praci byl testovan vliv pyridinového derivatu
N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamidu ve tfech koncentracich 3,845.10° mol/l,
3,845.10% mol/l a 3,845.10° mol/l na produkci flavonolignanti v kalusovych
1 suspenznich kulturach Silybum marianum. Hodnoceni elicitaéniho vlivu probihalo po 6,
24,48, 72 a 168 hodinach proti kontrolnim vzorkiim bez ptidavku elicitoru po 24 a 168 h.
Ve stejnych intervalech byly odebirany a hodnoceny vzorky kultivaéniho média. Bunky
byly kultivovany na zivné ptid¢ dle Murashigeho a Skooga s ptidavkem 10 mg/l kyseliny
a-naftyloctové jako ristového reguldtoru. Ziskané a nasledné upravené vzorky byly
analyzovany metodou HPLC. Ze slozek silymarinového komplexu byly detekovany
silychristin, silybin A, isosilybin A a isosilybin B. Flavonoid taxifolin nebyl detekovan
v zadném ptipadé. V kalusové kultufe se vsouctu vSech detekovanych slozek
silymarinového komplexu dosdhlo maximalni produkce (30,508 ng/g DW) po 168 h
plsobeni elicitoru o koncentraci 3,845.10™ mol/l, jednalo se o jedinou latku — silychristin.
Koncentrace elicitoru 3,845.10° mol/l a 3,845.10% mol/l piisobily na produkci
jednotlivych sloZzek silymarinového komplexu u kalusové kultury pozitivné v 50 %
piipadid; koncentrace 3,845.10° mol/l zvySovala jejich produkci v méné piipadech.
V souctu obsaht detekovanych sloZek silymarinového komplexu bylo v suspenzni
kultute zjisténo jeho nejvyraznéjsi zvySeni obsahu po 24 hodindch plsobeni elicitoru
o koncentraci 3,845.10° mol/l, a to 73,426 pg/g DW (51,915 pg/g DW silychristin +
21,511 pg/g DW isosilybin A). Opét i koncentrace elicitoru 3,845.10° mol/l a
3,845.10“% mol/l zpiisobily statisticky vyznamné zvySeni produkce silymarinového
komplexu cca v poloviné piipadd. Elicitor o koncentraci 3,845.10° mol/l pozitivné
ovlivnil mensi ¢ast vzorkli. Bylo sledovdno 1 uvolilovani sloZzek silymarinového
komplexu do zivného média. V médiu kultur bez ptidavku elicitoru nebyla jejich
pfitomnost zaznamenana. V ostatnich vzorcich bylo témét v kazdém detekovano alesponl

stopové mnozstvi nékteré latky silymarinového komplexu.

Klicova slova: abiotickd elicitace, explantatové kultury, Silybum marianum,

silymarinovy komplex, pyridinovy derivat, N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid
81



10 ABSTRACT

The Effect of Abiotic Elicitors on the Content of Secondary Metabolites in In vitro
Plant Cultures — I1.

The method of elicitation is used for the increased production of secondary
metabolites in in vitro plant cultures. In this study, there the effect of pyridine derivate
N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamide in three concentration - 3.845.10° mol/l;
3.845.10™* mol/l and 3.845.10°° mol/l for the production of flavonolignans in callus and
suspension cultures of Silybum marianum was tested. The evaluation of elicitation effect
proceeded after 6, 24, 48, 72 a 168 hours against control samples without the elicitor
treatment after 24 and 168 hours. In the same intervals the samples of culture medium
were taken and assessed. The cells were cultivated on Murashige and Skoog medium with
10 mg/ml of a-naphtylacetic acid as growth regulator. The obtained and adjusted samples
were analysed by the HPLC method. From the parts of silymarin complex were detected
silychristin, silybin A, isosylibin A, isosilybin B. Flavonoid taxifolin wasn t detected
in any case. In callus culture, there was achieved a maximal production of all detected
components of silymarin complex (30.508 pug/g DW) after 168 hours of elicitor treatment
in concentration of 3.845.10* mol/l, it was about only substance — silychristin.
The concentrations of elicitor 3.845.10° mol/l and 3.845.10* mol/l had a positive
influence for the production of individual parts of silymarin complex in callus culture
in 50 % of cases, the concentration 3.845.10 mol/l increased their production in less
cases. After the contents results of detected parts of silymarin complex, there was found
its most pronounced increasing after 24 hours of elicitor application in concentration of
3.845.10° mol/l, it was 73.426 pg/g DW (51.915 pg/g DW silychristin +21.511 ug/g DW
isosilybin A) in the suspension culture. The concentrations of elicitor 3.845.10" mol/l and
3.845.10* mol/l made again statisticaly significant increased production of silymarin
complex substances in half cases. The elicitor in the concentration of 3.845.10° mol/l
positive influenced a small part of samples. It was monitored a release of components
of silymarin complex into nutrient medium. In the medium of cultures without elicitor
treatment, there wasn t detected the present of this one. In other samples there were
detected mostly in all cases at least trace amount of some components of silymarin

complex.
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83



