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1. UVOD

Lécivé rostliny obsahuji ve svych morfologickych orgéanech organické
slouceniny schopné urcité choroby 1éCit, predchazet jim nebo zmirnovat jejich
prabéh. Tyto rostliny se pouzivaji k piimému Iéfeni v Cerstvém nebo
konzervovaném stavu jako tzv. vegetabilni drogy tj. usuSené¢ nebo jinym
zpusobem konzervované rostliny ¢i jejich casti, uréené k podani ¢lovéku nebo
zviteti k léCeni, mirnéni, prevenci nebo k Stanoveni diagnézy choroby, piipadné
télesné abnormality, nebo jejich symptomu. Slouzi téz jako surovina k vyrobé
Cistych 1éCivych latek, ptipadné jsou zpracovavany do riznych Iécivych
piipravki.

Rika se, ze jednim zplisobem se rodime a tisicerym umirdme. Uz
prvobytny c¢lovék trpél rliznymi nemocemi, které mu zkracovaly Zivot. Ale
protoze se zivil tim, co mu poskytovala okolni pfiroda, postupné poznaval
vlastnosti rostlin. Lécivé rostliny pouzival k 1éCeni svych nemoci, ty Skodlivé
k snadngjsimu lovu zvéie, piipadnd k ni¢eni nepiatel. Cifané sniZovali horecky
vytazkem z kofene ¢ang-84n uz pied 3000 lety. Utinek opia byl znam uz ve
starém Egypté. Jihoamericti Indidni 1é¢ili zimnici rozemletou ktirou chinovniku uz
pied Spanélskou okupaci. V Indii 1éc¢ili své duSevné choré vytazkem z kotfene
rostliny Rauwolfie, z kterého bylo ziskano v roce 1950 znamé hypotenzivum
reserpin. Dnes lidovi 1é¢itelé ptipisuji nékterym rostlinam G¢inky, které rostliny
nemaji a nemohou mit a pouZzivaji je proti vSem moznym nemocem.®?)

Rostliny ¢lovék vyuziva pfimo jako potravu (obilniny, okopaniny,
zelenina aj.) nebo nepiimo ve formé potravy zivoc¢isného pivodu (maso, vejce,
mléko, olej aj.). Navic rostliny obsahuji pro ¢lovéka nezbytnou vlakninu a
predevsim vitaminy, které nejsou G¢inné jako ziviny, ale jako katalyzatory a jejich
nedostatek vede ke specifickym onemocnénim avitaminoza.®

V neposledni tad¢é jsou rostliny vyznamné pro obsah sekundarnich
metabolitii, které mohou mit vyrazné farmakologické efekty. Piiklady vyuZiti

sekundérnich metabolitl jsou uvedeny v tabulce €. 1.
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Tabulka €. 1: Vyznam sekundarnich metabolitti pro ¢lovéka

®)

Sekundarni metabolit

Ucinek

Producent

Ajmalicin

Vasodilatans

Catharanthus roseus

Antrachinony

Meziprodukty pro syntézu
kancerostatik

Morinda citrifolia, Cassia tora

Diosgenin Steroidni hormony Discorea deltoidea
Ginsenosidy Adjuvans, tonikum Panax ginseng
Chinin Antimalarikum Cinchona ledgeriana
Kodein Analgeticum Papaver somniferum
Camelia sinensis, Coffea
Kofein Stimulans, kardiotonikum arabica
Morfin Analgeticum Papaver somniferum
Reserpin Antihypertensivum Rauwolfia sp.
Syntéza morfinovych
Thebain alkaloidt Papaver bracteatum
Ubichinon - 10 Kardiotonikum Nicotiana tabacum
Vinkristin Antileukemikum Catharanthus roseus
Visnagin Kardiotonikum Ammi visnaga
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2.CiL PRACE

Moje diplomova prace snazvem ,Stabilita vakuol izolovanych ze
suspenznich kultur Scutellaria baicalensis Georgii“ se zabyva tématem kultivace
explantatovych kultur $is§dku bajkalského a stabilitou vakuol z nich izolovanych.

Cilem prace bylo:

1) Seznamit se s publikacemi pojednavajicimi 0 daném tématu

2) Zvladnout kultivaci suspenznich kultur Scutellaria baicalensis

3) Zvladnout izolaci vakuol z téchto suspenznich kultur

4) Vyvinout metodiku oddéleni vakuol od necistot pFitomnych i po izolaci
vakuol z rostlinného materialu

5) Experimentalné stanovit stabilitu vakuol v riznych roztocich
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3. TEORETICKA CAST

3. 1. Botanicky popis rostliny

Scutellaria baicalensis Georgii, sisak bajkalsky je vytrvala bylina
s plazivym oddenkem, ktery je soucasti tradi¢ni mediciny jihovychodni Sibite.
Patii do Celedi Lamiaceae (hluchavkovité) a ma vSechny zakladni znaky skupiny.
Lodyhy jsou ctythranné, bohaté se vétvi a jsou vystoupaveé az poléhavé. Listy jsou
ktizmostojné, jednoduché, celokrajné a kopinaté, na dotyk tuhé a kozovité. Koten
je vietenovity, na povrchu hnédy, na fezu zluty, asi 2 cm tlusty. Koruna je zietelné
dvoupyskd. Na bdzi je prohnutd vzhlru, spodni pysk je dvoulalo¢ny, horni
ptilbovity a chlupaty. Kalich ma nahote duty stitkovity ptivések (scutellum), ktery
je dobie patrny i u plodu. Sisak kvete koncem léta a na podzim napadné modrymi
az fialovymi kvéty, které jsou usporadany do koncovych jednostrannych hroznii
délky 7 — 15 cm. Plodem je ¢ernohnéd4, drobnd, diskovita tvrdka.

Sisdk bajkalsky se ptvodné vyskytuje v lesostepnich oblastech
Zabajkali, na stiednim toku Amuru (Rusko), v Severni Koreji, Cing,
severovychodnim Mongolsku a v Japonsku. Roste na otevienych, suchych
a kamenitych stanovistich s pfimym sluncem nebo v polostinu. I v naSich
podminkach se da bez problémii péstovat, nevyzaduje zvlaStni péci a dobie

pfezimuje.(A’s)

3. 2. Droga a jeji uziti

Droga (Scutellariae radix) se ziskava z kofenu ttiletych, nebo ¢tytletych
rostlin sbiranych na jafe nebo na podzim. Po ociSténi, odstranéni zevni hrubé
vrstvy a rozkrajeni na mens$i kousky se susi v suchych mistnostech ptirodnim
nebo umélym teplem. Tradi¢ni ¢inska medicina vyuZivala §iSédku pfi hypertenzi
spojené s prehfatim, proti krvaceni z nosu, vnitinimu krvaceni, pfi zanétech v
krku, kasli, zvraceni, silné menstruaci, koznich infekcich, také pii zaskrtu, spéle a
hepatitid€. Je také soucast tzv. san chuang zhe she ye — smési “tii Zlutych bylin”,
kde je kombinovan s Coptis chinensis a Phellodendron amurense, tato smés se

pouziva tradi¢né pii zaludecnich, prsnich a mocovych infekeich.(”
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Dnes jsou kofeny této rostliny uzivany jako antipyretika,
antihypertenziva, antiflogistika, antialergika, sedativa a mirnd hypnotika. Siddk
bajkalsky téz slouzi pii odstraniovani subjektivnich symptomti, jako jsou bolesti
hlavy a bolesti v oblasti srdce. Droga se uziva nejcastéji jako odvar, pfipadné se
Z ni pripravuje lihovy extrakt. Denni dévka pro pfipravu odvaru je 6 az 15 g,
lihovy extrakt (60 az 80 g drogy na 1 litr 40 % lihu) se uziva 4krat denné
1 polévkovou 1zici po dobu Sesti t}'/dnﬁ.(s) Vedlejsi Gcinky drogy nebyly zatim

poznany.
3. 3. Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami této rostliny jsou flavonoidy. Jsou
ptitomny hlavné ve formé glykosidi jako glukuronidy, méné casto jako
glukopyranosidy. Lisi se od sebe rliznym pocétem a postavenim hydroxylovych a
methoxylovych skupin. Celkem jich bylo v této rostliné identifikovano pies
Ctyficet.

Obsah jednotlivych flavonoidi kolisd v rostliné s ro¢nim obdobim i
lokalitou sbéru, nejvys$si obsah vSak vzdy byva u flavonoidu baicalinu (viz
obrazek ¢. 1).(9) V kofeni je ho 12 — 17 %. N&které zdroje vSak uvadi podstatné
niz§i obsah - 4,3 %. Jeho aglykonem je baicalein.%

V  mnohych lokalitich je $§iS4k soucasti tradi€ni mediciny.
Fytochemicky vyzkum prokazal vice nez 200 latek typu iridoidd, diterpenovych
kardenolidu, flavonoid (methoxyflavonu a tetrahydroxyflavonti), triterpent aj.(ll)

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. V rostlindch se vyskytuji jako
aglykony i jako glykosidy (-0 nebo —C). Zakladni skelet flavonu, flavanonu,
dihydroflavonolu, flavonolu a isoflavonu miiZe byt rlizné€ substituovany, nejcastéji
hydroxylovymi a metoxylovymi skupinami.(lz)

V Ciné je kofen $isaku bajkalského oficindlni a je jednou z nejéast&ji
uzivanych drog k 1é¢eni bakterialnich infekci dychaciho a traviciho traktu. Je také
uzivan v Japonsku (wogon) ¢isty nebo ve smésich. Obsahuje pies 30 flavonoidi
v Sirokém rozmezi koncentraci.*)

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

patii oroxylin A, oroxylin A -7-O-glucuronid, scullcapflavon I a scullcapflavon 1,
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neobaicalein, dihydrobaicalin, dihydrooroxylin, dihydrooroxylin A, norwogonin,
isowogonin, huangqin, carthamidin, isocarthamidin a dalsi. (14)

Z ostatnich latek mimo flavonoidi byl v §iSdku prokdzan obsah
lignanového glykosidu, sesquilignanovych glykosidl, silic, sitosteroli a

aminokyselin.

Obrazek ¢&. 1: Struktura baicalinu

O CH

OH o4 HO
OH O

3. 3. 1. Biologické uginky

Farmakologické vyzkumy potvrdily, Ze za pozitivni vliv drogy na celou
fadu onemocnéni jsou odpovédné flavonoidy. Zejména baicalin, jeho aglykon
baicalein a wogonin maji vyznamné ucinky odpovidajici tradi€énimu pouZzivani
drogy. Flavonoidy z rostliny Scutellaria baicalensis Georgii jsou skupinou latek s
velmi Sirokou Skalou biologickych ucinkd. Predev§im maji prokazatelnou
protizanétlivou, antioxidacni, antihypertenzivni, antibakteridlni a antivirovou
aktivitu. Mohou byt vyuzity pro podplurnou 1écbu hypertenze, aterosklerozy,
prevenci vzniku trombdz, pro 1é€bu nékterych infekénich chorob, véetné AIDS.
Velmi perspektivni se podle nejnovéjsich studii jevi pouziti baicaleinu proti
nadorim prostaty, prokazuje také pozitivni efekt i proti n€kterym typlim rakoviny
prsu a melanomi. 6718

Pouziti izolovanych flavonoidi v humanni mediciné je pfedmétem

dalsich vyzkum a klinicko-toxikologickych testa.

10
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Protizénétlivy a antihypertenzni ¢inek

Tyto dva ucinky spolu vzajemné souvisi a jsou zpiisobeny stejnym
zékladnim mechanismem - inhibici enzymu lipoxygenasy.

Bylo prokadzéno, Zze baicalein selektivn¢ inhibuje 5- a 12-
Iipoxygenasu.(lg‘zo) Timto zpisobem blokuje oxidaci kyseliny arachidonové na 12-
HPETE, 12-HETE (hydroperoxyeikosatetraenové kyseliny). Tim zabrafuje
syntéze leukotrieni a nepfimo podporuje produkci prostaglandinu PGl,. Jako
inhibitor lipooxygenasy je baicalein vyuzivan v fadé¢ biochemickych
experimentt, zejména vyzkumu kardiovaskuldrniho systému. SniZzuje mnozstvi
aktivovaného endothelinu-1, ktery je vyznamnym vasokonstriktorem a je schopen
blokovat zvySenou inkorporaci leucinu do srdecnich fibroblastl, kterd obvykle
pfedchazi hypertrofii myokardu p¥i hypertenzi, ¢4:?223:2425)

U flavonoidu wogoninu bylo zjisténo, ze krom¢ inhibice lipooxygenasy
proteinu Ucastniciho se zanctu jako chemotakticky faktor pro monocyty. Dale
tento flavonoid ovliviiuje 1 produkei oxidu dusnatého v organizmu, potlacenim

genove exprese enzymu iNOS (inducibile nitric oxide synthase).(26’27’28’25)

Antioxidacni G€inek a vychytavani volnych radikala

Volné radikaly jsou latky schopné piimo poskozovat bilkoviny,
nukleové kyseliny a lipidy. Iniciuji peroxidaci lipid, coz vede k naruSeni
bunéénych membran a organel. Vzniklé peroxidy pak plisobi stejn¢ jako pivodni
volné radikaly.®® Studie prokazaly, 7e i¢inek baicalinu a baicaleinu na inhibici
peroxidace lipida je asi 375 krat vyss$i nez UCinek vitaminu E pouzitého jako
standard®?, pricemz ucinek wogoninu a wogonosidu je podstatné nizsi. Tyto dva
flavonoidy vSak blokuji vznik nékterych latek iniciujicich vznik volnych

radikala. GV

11
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Antibakterialni a antivirova aktivita

Z tradi¢niho 1é¢itelstvi, kdy se droga pouzivala proti zanétim krénich
mandli a dutiny ustni se vyvinul zajem studovat ucinky jejich obsahovych latek na
bakterie a viry. Zjistilo se, Ze nejucinnéjsi je baicalin, jenZz je aktivni zejména proti
chiipkovym virim a Staphylococcus aureus. Wogonin byl v pokusech in vitro

ucinny proti viru hepatitidy B a proti RSV (respiratory syncitial virus).
Cytostaticky a imunomodulaéni u¢inek

Baicalein je pro svoji malou toxicitu a velkou U¢innost perspektivni
latkou pro prevenci rakoviny a pro jeji 1é€bu v rannych stadiich.®® Tento tginek
je kombinaci dvou jiz vySe zminénych vlastnosti-antioxidac¢ni aktivity a
antivirového piisobeni v ptipadé virové etiologie rakovinného onemocnéni (napf.

Epstein-Baar virus).®

3. 4. Explantatové kultury

Jako explantaty se oznacuji rizné typy in vitro kultivovanych organd
vynatych zrostlin, jejich casti, meristematickych pletiv, bun&k, protoplasti
kalusti. Explantatové kultury (nézev tkanova kultura neni pfesné vystizny) se
vyuzivaji jak pti Slechténi rostlin, tak pfi produkci rostlinnych metaboliti.

Hlavni vyhodou explantatovych kultur je, ze lze dlouhodobé a
vV pomérné malém prostoru kultivovat velké populace bunck, a zkazdé lze
vypéstovat novou plnohodnotnou rostlinu. Explantatové kultury umoziuji téz
konzervovat genetickou stabilitu materidlu a vyuZzit metod genového inZenyrstvi
ve Slechténi rostlin. Vegetativni mnoZeni rostlin v explantatovych kulturach je
mozné diky totipotenci rostlinné butiky, coZ znamen4, Ze i diferencované rostlinné
bunky obsahuji veskery geneticky material potiebny pro regeneraci celé rostliny.

Metodologie  explantatovych  kultur v podstaté¢  vyuziva
mikrobiologickych technik a biotechnologickych procesi zaloZzenych na
mikroorganizmech. Existuji vSak rozdily mezi kultivacemi mikroorganizml a

rostlinnych bunék.

12
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Kultivace explantatovych kultur probihaji delsi dobu, jsou citlivéjsi na
stfizné sily pfi mechanickém michani, pro selekci a stabilizaci ur¢itych genotypt
se pouzivaji komplikovanéjsi postupy a zivné pudy jsou drazsi.

Prvym ukolem je ziskat stabilni vysokoprodukéni explantatové kultury
sestavajici  z jednotlivych bun¢k nebo jejich nékolikacetnych agregatui.
Explantatova kultura se ziska z kterékoli ¢asti rostliny, nadzemni nebo podzemni,
explantaci parenchymatické tkané€, jejim pfenesenim na tuhou zivnou pidu a
inkubaci v teplotnim rozmezi 23 az 28°C. Po narGstu dostatecného mnoZzstvi
bun¢k ve formé kalusu je mozné je opakované prenaset na Cerstvé zivné pudy a
udrzovat tak ziskanou kulturu v aktivnim stavu.

Obsah ristovych latek a vitaminQ v Zivné piidé ma rozhodujici vyznam
nejen pro rust kalusové kultury, ale i pro pfevadéni kalusu do suspenzni kultury.
Zejména rozpadavy kalus po preneseni do tekuté zivné plidy zajistuje homogenitu
suspenzni kultury, ktera je pro dalsi vyvoj postupu nezbytnd. Homogenni kultura
V tomto pifipad¢ znamend, Ze obsahuje kromé jednotlivych bunék i shluky dvou az
n¢kolika bunék.

Pro izolaci vysokoprodukcnich kmend se suspéchem vyuZila
mutageneze, dale rist v pritomnosti rtiznych chemickych latek, napt. analogl
aminokyselin, které usmrcuji divoké bunky a zvyhodiuji regulacni mutanty.

Obecné lze fici, ze pro selekci lze pouzit techniky a metody, které se
osvedcily v mikrobiologii. Kromé tradicnich genetickych metod se v soucasnosti
vyuzivaji moderni metody spocivajici v zavedeni cizorodé DNA do rostlinné
bunky:

a) primou transformaci fragmenty DNA,

b) pouzitim vird jako vektort,

c) konstrukci minichromozomt a jejich zavedeni do bunky,

d) pouzitim onkogennich plazmidd Agrobacterium tumefaciens jako
vektord,

e) pouzitim eukaryontnich mobilnich elementt jako vektord.®¥

13
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3. 4. 1. Kultivace explantatovych kultur

Volba vhodného kultivacniho zafizeni ma pro piipravu explantatovych
kultur rostlinnych bun¢k znaény vyznam, nebot pii kultivacich ve vétSich
objemech se rostlinné buiky 1iS$i od mikrobnich bun¢k zejména vysokou
zdéanlivou viskozitou bunécnych suspenzi spojenou s citlivosti ke stfiznym sildm
v disledku znacného bunécného objemu. Pii Setrném, avSak nedostateCném
zpusobu promichavani explantatové kultury mohou byt metabolické procesy
limitovany kyslikem a kromé toho vznika trvaly tfifazovy systém v dusledku
nadmérné sedimentace nebo flotace bunék. Vhodnym =zafizenim jsou
pomalobé&zné rollery nebo plastikové vaky umisténé na pomalobéZzném tfepacim
stroji.

Doposud nevyiesenou otazkou je dlouha genera¢ni (kultivacni) doba
explantatovych kultur. Stfedni generacni doba u mikroorganizmii se vétSinou
pohybuje v desitkach minut, u kofenovych meristému rostlin, kde probiha déleni
bunék nejrychleji, trvd jeden bunéény cyklus 10 az 35 h. Buné&tny cyklus u
explantatovych kultur je pomalejsi a pohybuje se v nejlepSim piipadé od 15 h
vyse. Dulsledkem je zna¢né dlouhd doba kultivace, a tim zvySené naroky na
udrZeni sterility procesu. Hlavnim ukolem je nalezeni takovych zplsobi
kultivace, zejména z hlediska sloZeni Zivné pidy (nové auxiny), které by urychlily

rast a mnozeni bunék.

VyuzZiti explantatovych kultur

Explantatové rostlinné kultury se uplatni zejména jako:

a) Alternativni pfiprava produktii ziskavanych dosud z rostlin v polni kultufe.
Ptednosti je moznost vést proces za fizenych podminek, bez zavislosti na ro¢nim
obdobi, na klimatickych podminkach a pidnich pomérech. Vysledné produkty
jsou po kvalitativni strance homogenni, prosté kontaminujicich zarodkd, hmyzu a
chemikalii pouZivanych k ochrané kultur.

b) Ziskavani produktli obsazenych v nesnadno péstovatelnych rostlinach.

c) Ziskavani novych latek v dasledku zmén metabolismu explantatovych
rostlinnych bunék. Z explantatovych kultur byly izolovany latky, které nebyly

zjistény v matetskych rostlinach, z nichz byly kultury odvozeny.
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d) Produkty biotransformaci, kdy z pomémé levnych a dostupnych substrati lze

ziskat farmaceuticky vyznamné latky, protoze pfiislusné enzymy se u

mikroorganizmul nevyskytuji. (34)

3. 5. Vakuoly

3. 5. 1. Vakuoly a prevakuolarni ¢asti

Ve vétsiné bunck z vegetativnich tkani rostlinného téla zabira centralni
vakuola velkou c¢ast objemu a je nepostradatelnou soucasti organismu. Mezi
mnoh¢ funkce této organely patii udrzeni turgoru, udrZeni protoplazmatické
homeostazy, skladovani metabolickych produktd, vylu¢ovani xenobiotik a traveni
cytoplazmatickych soucasti.

Donedavna byly znalosti o biosyntéze a vyznamu vakuol zaloZeny
velkou mérou na morfologickych pozorovanich. Prudké technologické pokroky za
poslednich nékolik let posunuly poznani vakuolarni biogeneze az k molekularni
urovni. Domadci vakuolarni proteiny rovnéz jako proteiny uréené pro degradaci
jsou do vakuoly doruceny vylucovaci cestou, kterd zahrnuje biosynteticke,
autofagni a endocytotické transportni cesty. Zakladni mechanismus, ktery

organizuje tyto cesty v eukaryotech je vysoce zachovany napii¢ kmeny.(35’36)

Biogeneze vegetativnich vakuol

V rostlinnych buiikach stejné jako v ZivociSnych bunikach a kvasnicich
zacind anterogradni transport nové syntetizovanych rozpustnych latek v ER.
Vétsina rozpustnych proteinli uréenych pro vakuolu je syntetizovdna polyzoémy
spojenymi membranou. Nejprve ve formé prekurzort. Vznikajici prekurzorova
podoba je zacilena do lumen ER. Po jejich kotransla¢ni translokaci napfti¢
membranou ER jsou sekrecni proteiny sloZzeny a vystaveny Casné potranslacni
modifikaci. ER domaci proteiny napomahaji nové syntetizovanym polypeptidim

Vv ziskani jejich spravné konformace.®"

Proteiny které¢ nedosdhly spravné
trojrozmérné struktury, jsou ¢asem degradovany. Degradovany jsou i ty, jenz
nebyly fadné slozeny v ER a dodany zpét do cytosolu reverzni translokaci napfic

ER.(38)
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Stavba a funkce vakuol

Systém vakuol v buiice se nazyva vakuom. V mladych délivych burnikach
byvaji Cetné drobné vakuolky, jejichz obsah je spise rosolovity. Pozdéji navzajem
splyvaji a zvétSuji se a jejich obsah stale vice vodnati (obsahuje 90 % i vice vody).
Cytoplazma i s jadrem byva zatlaena ke sténam bunky (nasténna cytoplazma)
nebo zastava jadro obalené tenkou vrstvou cytoplazmy, ve stfedu a s nasténnou
cytoplazmou je spojuji tenké plazmatické provazce. Obsah vakuoly je od
cytoplazmy ostie ohrani¢en polopropustnou plazmatickou membranou —
tonoplastem. Ten je sidlem aniontovych transportnich systémt a systémi pro
transport organickych latek. Tonoplast je dobfe permeabilni pro kationy (zvlaste
K®), proto se vyrovnava nadbytek organickych kyselin ve vakuole pravé pasivni
distribuci K* iontu z cytoplazmatického prostoru. Tedy ve vakuole se hromadi ve
zvySeném mnozstvi jak anionty, tak kationy, které je potom doprovazeji, a tim
celkova koncentrace bude vyssi nez v cytoplazmé a nez ve vnéjSim prostiedi. To
vyvolava jevy, které vedou k osmotickym efektim v rostlinné burice. Vysledkem
toho je stav, Ze jak za kationy, tak za anionty se vyménuji iontové produkty vody
(H*,OH + CO, =HCO3), které vyloudeny z buiiky se opét vraci do nedisociované
podoby vody. Z buiiky ven se vylu€uji sumarné voda a dovnitt vstupuji soli. Soli
maji osmotickou aktivitu, zatimco molekuly rozpoustédla ne. Vznika tedy
neustale pretlak osmoticky aktivnich latek uvnitf rostlinné bunky, a tim dochazi
k intenzivnimu nasavani vody, zvétSuje se jeji objem a stoupa turgor. To vyzaduje
existenci pevné stény bunécné s urcitou elasticitou.

Obsah vakuol: bunécna st'ava je vodny roztok riznych produktii 1atkové
pfemény rostlin bud’ zdsobniho nebo odpadniho charakteru. V jediné butice se
mohou vyskytovat i vakuoly rtizné specializované (naptf. s bunéCnou St'avou
zbarvenou antokyanem i s bezbarvou). Casté&jsi neZ specializace vakuol je vSak
specializace buné€k, které pak obsahuji vakuoly s urcitym obsahem. Takové
specializované bunky se nazyvaji idioblasty. Velmi casto obsahuji vakuoly
barviva a také jiné latky s velkym vyznamem napf. pro potravinaisky primysl
nebo zdravotnictvi.©
Rostlinné vakuoly jsou slozité a dynamické (rozpinavé) organely. Byly

ucinény dulezité kroky v porozuméni transportérum pfitomnym v tonoplastu a
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molekularnim interakcim, které dovoluji cileni do vakuol. Pfesto jesté nebyly
zjistény znaky, které by jednoznacné definovaly vakuolu.

Rostlinné vakuoly jsou morfologicky a funkéné rizné organely a
posledni zpravy potvrdily, Ze existuji rizné druhy rostlinnych vakuol. Né&které
slouzi jako skladovaci organely, jiné jako lytické kompartmenty. Funkce vakuoly
zavisi na souboru rozpustnych latek a na bilkovinach spojenych membranou. Tyto
jsou specificky upraveny na miru pro kazdy typ buﬁky.(gg)

Hlavni pifekazka k porozuméni rostlinnym vakuolam je nedostatek
specifickych znakd pro tyto organely a jiné endomembranové soucasti. Pohled na
rostlinné vakuoly a prevakuolarni ¢asti neni jasny, protoze spolehlivé znaky
nejsou dostupné a smluvené.

Zvlastni pozornost je zaméfena na integralni membranové transportéry

Vv tonoplastu a méchyikovitou dopravu proteinti do vakuoly. (40)

3. 5. 2. Transport pies tonoplast

Tonoplast je oznaeni pro biologickou membranu, ktera obklopuje
obsah vakuoly. Strukturdlné¢ je v zdsadé obdobna jako -cytoplazmaticka
membrana, méa vSak lehce specifické slozeni. Ma trochu jiné zastoupeni
jednotlivych druht lipida v lipidové dvouvrstvé oproti membranam jiného typu a
obsahuje pro vakuolu (tedy pro tonoplast) specifické bilkoviny. Mnoho
biologickych procesti, zajistovanych vakuolou, zac¢ina interakci latek z
cytoplazmy s povrchem tonoplastu, tonoplast proto musi byt od membran jinych
organel odliSitelny, odli$né zastoupeni bilkovin a lipidd, které je pro tonoplasty
vzdy specifické pak takovouto identifikovatelnost skute¢né zabezpecuje. Diky
tomu, Ze mlzZe byt vakuola chemicky rozeznana, mizZe byt Zadouci protein nebo
obsah transportniho vacku dopraven specificky do ni, bez rizika, ze skonci v jiné

organele.“?
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Mechanizmy, kterymi se rizné chemické latky dostanou do vakuoly,
jsou jiz n¢jakou dobu predmétem zkoumani. Predpokladaji se tyto mechanizmy:
transport vody pomoci ,aquapéri“ TIPs (tonoplast-intrinsic
proteins), které mizou navic v nékterych piipadech transportovat i
malé molekuly jako mocCovinu a glycerol (42)
vakuolarni H'-ATPiza a H'-PPaza (H'- pyrofosfatiza), které
funguji jako protonové pumpy tvofici elektrochemicky gradient
pouzitelny dal§imi transportéry (42.43)
ABC transportéry (ATP binding cassette), které vyuzivaji energii
z ATP, jsou proto citlivé k inhibitorim ATPaz (napf. vanadat), ale
nezavislé na membranovém potencialu a pH gradientu (43.44)
dalsi transportni systémy ve vakuolarni membrané pfenasejici ionty
nezbytné pro rostliny jako Ca®* a Na", které funguji jako protonové

antiporty (Ca?*/H*, Na*/H*) “?

3. 5. 3. Metodika izolace vakuol

Jednotlivé druhy rostlinnych bunék se 1i§i v tom, jaké maji vakuoly
(tvar, velikost vakuol) a tudiz se 1isi i metody, jakymi jsou z nich vakuoly
izolovany

V literatufe se objevuje vétsi mnozstvi izolacnich postupti:

Metoda podle Roger A.Leigha vyuzivajici metrizamidového gradientu

Pro izolaci byl pouzit kofen rostliny Beta vulgaris L.— fepa Cervena.
Nejprve bylo odfiznuto z kofene zasobni pletivo a podrobeno plazmolyze. Poté
bylo pletivo rozkrdjeno na 20 kusid, vakuoly byly zpletiva vyplachnuty na
podloZni sklicko, prekryty krycim sklickem a pozorovany. Byly pofizeny 3 riizné
snimky a zaznamenan pocet vakuol. Tento postup se ukazal byt vhodnym pro
zasobni pletivo fepy, takze je mozné ho pouzit v primyslovém méfitku, ale je

nevhodny pro jind pletiva. “*
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Metoda podle Randi Kringstada a spol. vyuzivajici ficollovy hustotni gradient

Pro izolaci byly pouzity listy rostliny Sedum telephium L. -rozchodnik
veliky. PO enzymatickém rozlozeni bunécnych stén a 30 minutovém odstfed’ ovani
na ficollovém gradientu se daly rozeznat Ctyii frakce. Prvni zlomek, ktery zlistal
na vrchu gradientu, obsahoval resuspendovany pufr a rozpustny obsah rozpadlych
protoplasti a vakuol. Druhy zlomek se skladal z velké skupiny vakuol v rozhrani
od 5 do 10 % ficollu. Tieti zlomek lokalizovany v rozhrani od 10 k 15 % ficollu
obsahoval vakuoly znecisténé celymi protoplasty a ulomky drzici se vnéjsku
tonoplastu. Posledni zlomek obsahoval usazeninu nékolika nedotéenych bun¢k a
vétSiny cytoplazmatickych organel zahrnujici chloroplasty, mitochondrie a

peroxizomy. (46)

Metoda podle M. Kleina

K pokustim byla pouzita nadzemni ¢ast brokolice zbavena kvétenstvi a
perifernich ¢asti s vy$§im obsahem cévnich svazkli. Po homogenizaci a rozlozeni
bunécnych stén byla vyslednad suspenze protoplastt filtrovana a podrobena lyze
cytoplazmatickych membran. Uvolnéné vakuoly byly zakoncentrovany pomoci
roztoku skladajicim se z lyzatového media a 1,5 % ficollu 400. Vytézek vakuol
byl okolo 25 %. Podrobnou analyzou bylo odhaleno znecisténi vakuolarni frakce
protoplasty, kterych bylo okolo 4 %. Brokolicové vakuoly byly schopné udrzovat

ATP -gradient pies tonoplast.(47)

Metoda A. Contina

Buriky ze suspenznich kultur Catharanthus roseus byly omyty roztokem
manitolu a vloZeny do roztoku enzymil lyzujicich bunéfnou sténu. Uvolnéné
protoplasty byly filtrovany pfes tkaninu Miracloth a zcentrifugovany. Po lyze
cytoplazmatické membrany byl pouzit 8 %ni ficollovy roztok k oddé€leni vakuol.
Po opakované centrifugaci vtomto roztoku pii 200 g byly vakuoly
zakoncentrovany v horni ¢asti roztoku, zatimco nezlyzované protoplasty a dalsi

bunééné casti byly sedimentovany. Kvalita izolovanych vakuol byla
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zkontrolovdna mikroskopem s Evansovou modii a neutrdlni cCerveni,

cytoplasmatické znecisténi bylo zviditelnéno fluoresceinem. 8%

3. 5. 4. Purifikace vakuol

Metoda podle Lynn E. Vaughn a Rowlanda H. Davise

Purifikace probihala pomoci ultracentrifugace pies hustotni gradient.
Homogenaty byly centrifugovany po dobu 5 minut pfi 600 g, timto byl odstranén
bunéény odpad a zbytky bunécnych stén. Supernatanty filtrované pies Miracloth
byly centrifugovany pii 15 000 g po dobu 20 minut, aby byla ziskédna organelova
peleta (P 15 000). P 15 000 byla suspendovana v 0,2 az 1 ml TES-NaOH pufru a
vystavena novému hustotnimu gradientu. Suspenze byla centrifugovana po dobu 3
hodin pii 100 000 g ve 30 az 60 % (m/m;1 az 2,5 M) sachar6zovém gradientu.

Vakuoly vytvorily peletu v tomto gradientu a byly Siste.®0

3.5. 5. Neutralni erven

Neutrani Cervenn je barvivo pomérné malé molekularni hmotnosti
(288,783), které pronikd bunécnymi membranami zivych bunék. Jeji molekuly
nemaji elektricky naboj, ale nizké pH uvniti vakuol je preménuje do iontového
stavu neschopného pronikani tonoplastem, kde barvivo zistava uskladnéno,
neutralni ¢erven se tak hromadi ve vakuole a je uzivana, aby poskytovala kontrast
k protoplastu.®V Byla uzivana k pozorovani plazmolyzy rostlinnych bunck
V riznych roztocich.®? Pro barveni neutralni Cerveni byla ziskdna bramborova
Stdva michanim syrovych brambor v odstfedivce a podrobeni obsahu tepelné
inaktivaci a filtraci. Barvivo bylo pak ptidano k této staveé. Uzité barvivo mélo
kone¢nou koncentraci ve §taveé vypoctenou na 0,05 %. Ideani Cas na zapusténi
barviva pro dobrou viditelnost na snimcich byl zhruba 15 minut. Platky byly
fezany ruéné a po barveni byly ponofeny do vodnych roztoki sacharézy (5, 10,

20, 30, 40 a 50 %) na minimaln& 60 minut.®®
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Obrazek &. 2: Struktura neutralni Gervené a jeji zbarveni ménici se podle pH®?
_N N NH,
| —
N

Neutral red (pH indicator)

below pH 6.8 above pH 8.0

“— 8.0
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4. 1. Pouzité chemikalie a pFistroje

4.1.1. Chemikélie

-methanol pro HPLC: Fluka, Buchs;

-kyselina a-naftyloctova €., myoinositol puriss.: Sigma, St.Luis;

-enzymaticky hydrolyzat kaseinu: Imuna, Sari§ské Michalany;

-celulaza ,,Onozuka R-10* z Trichodermy viride: SERVA, Heidelberg;
-macerozyme R-10: Duchefa Biochemie;

-hepes: Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim;

-chlorid vapenaty dihydrat: Fluka, Buchs;

-chlorid hotfe¢naty hexahydrat: Fluka, Buchs;

-D-mannitol: Fluka, Steinheim;

-ficoll R 400: Fluka, Steinheim;

-polyethylenglycol 4000: Fluka, Steinheim;

-ethylendiamintetraoctova kyselina: Aldrich, Steinheim;

-chlorid thiaminia puriss., chlorid pyridoxinia puriss.: Koch-Light Laboratories
Ltd., Colnbrook Hampshire;

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

-dihydrofosfore¢nan draselny €., dusi¢nan draselny p.a., neutralni Cerven p.a.,
dusi¢nan amonny p.a., glycin ¢., hydrogenfosforecnan sodny p.a., chlorid
kobaltnaty p.a., chlorid vapenaty p.a., jodid draselny p.a., kyanid draselny ¢&.,
kyselina borita p.a., kyselina o-fosforecna ¢., kyselina nikotinova ¢., methanol
p.a., molybdenan sodny p.a., petrolether p.a., sacharéza p.a., siran hofecnaty p.a.,
siran manganaty p.a., siran méd’naty p.a., siran zine¢naty p.a., siran Zeleznaty p.a.:

Lachema, Brno;
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4. 1. 2. Pfistroje a chromatografické dopliky

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

-analytické vahy A 2008S: Sartorius, Gottingen;

-box s laminarnim proudénim Fatran L-F: vyrobné druzstvo Pokrok, Zilina;
-vodni lazent KL: Laboratorni pfistroje, Praha;

-mikroskop Meopta standard: Meopta, Kosite;

-HPLC chromatograf JASCO (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055): Jasco International, Tokyo;

-chromatograficka kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5 pum) s piedkolonkou:
Merck, Darmstadt;

-chromatograficka kolona Waters uBondpak C 18, 3,9x150 mm: Waters, Milford;
-ttepatka CEROMAT MO: B. Braun Biotech International, Melsungen;
-centrifuga MLW T23: Electronic, Berlin;

-centrifuga MPW: Med. Instruments, Varsava;

-spektrofotometr CECIL CE 1010: Cecil instruments, Cambridge.

4. 1. 3. Zivné médium

Kalusové kultury §isdku bajkalského byly kultivovany na ptdé podle

Murashigeho a Skooga, jejiz sloZeni je nésledujici:

CaCl,.2H,0 440,00 mg.I™*
KNO3 1900,00 mg.I™
MgS0,4.7H,0 370,00 mg.I™"
NH4NO; 1650,00 mg.I™
KH,PO4.H,0 170,00 mg.I™
FeS0,4.7H,0 27,84 mg.I"
Na,EDTA 37,37 mg.I*
MnS0Q,4.4H,0 22,30 mg.I"
ZnS0,4.7H,0 11,50 mg.I™"
H3BO;3 6,20 mg.I™
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KI 0,83 mg.I"
CuS0,4.5H,0 0,025 mg.I"*
Na,;Mo00,.2H,0 0,025 mg.I"*
CoCl,.6H,0 0,025 mg.I™
inositol 100,00 mg.I*
hydrolyzat kaseinu 1000,00 mg.I™
glycin 2,00 mg.I™"
kyselina nikotinova 0,50 mg.I™
thiamin hydrochlorid 0,10 mg.I*
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg.I™"
sacharoza 30000,00 mg.I™*

Tato mnozstvi byla navazena na analytickych vahach, latky potfebné v mensim
mnozstvi byly odpipetovany ze zasobnich roztokli. Od 6. pasaze po testovani
vlivu rostlinnych hormont byla jako rlstovy stimulator pouzivana NAA

v koncentraci 10 mg.l-1.

4. 1. 4. Kultivace a pasadzovani suspenznich kultur S. baicalensis

Suspenzni kultury byly odvozeny z9. pasaze kultur kalusovych
mechanickym rozvolnénim c¢asti kalusti ve 25 ml MS média obsahujiciho NAA
(10 mg.I™"). Kultivace probihala v 250 ml kulatych baiikach s plochym dnem na
rotacni tfepacce (120 ot/min). Byla pouzita 16 h svételna perioda a kultivaéni
interval byl 12-14 dni. K vlastnim experimentim byla pouzita 50-65. pasaz

suspenznich kultur.

4.1.5. Pasazovani

Pravidelné pasazovani suspenznich kultur bylo provadéno v intervalu
12-14 dni v boxu s laminarnim proudénim vzduchu, jehoz vnitini povrch byl
pfedem omyt 96 % ethanolem a ozafovan germicidni zafivkou. Pfi praci byly

dodrzovany zasady prace v aseptickém prostiedi. Vlastni pasazovani bylo
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provadéno pomoci pipet, které byly piredem sterilizovany po dobu 15 minut pfi

120°C v autoklavu po vsunuti chomécku vaty a obaleni v hlinikové folii.

4. 1. 6. Izolace vakuol ze suspenznich kultur $iSdku bajkalského

Pro izolaci vakuol ze suspenznich kultur S. baicalensis byla pouzita

metoda podle Sarky Sevéikové.®?

Rozpis:

Roztok A: 500 mM manitol

Roztok B: 500 mM manitol, 10 mM hepes o pH= 7, 45

Roztok 5 % ficollu 400: 500 mM manitol; 10 mM hepes o pH= 7, 4; 5 % ficoll
400

Roztok 10 % ficollu 400: 500 mM manitol; 10 mM hepes o pH= 7, 4; 10 % ficoll
400

Roztok 15 % ficollu 400: 500 mM manitol; 10 mM hepes o pH= 7, 4; 15 % ficoll
400

Roztok 2 % ficollu 400: 500 mM manitol; 10 mM hepes o pH= 7, 4; 2 % ficoll
400

enzymatickd smés: (1 % celluldza onozuka R-10, 0,3 % macerozyme R-10 a 0,5
% manitol)

Lyzac¢ni roztok: 150 mM manitol, 12,5 mM EDTA, 10 mM hepes, 0,0375 % PEG
4000)

Izolace protoplastl

Nejprve byly piefiltrovany suspenzni kultury §iSdku bajkalského ptes
papirovy filtr. Poté byly bunky dvakrat promyty roztokem A a znovu zfiltrovany
ptes papirovy filtr. 18 g bunécné suspenze bylo v Erlenmayerové baiice smichano
s 50 ml enzymatické smési a k této smési byl pfidan zasobni roztok neutralni
gervené (NC) tak, aby jeji vysledna koncentrace v roztoku byla 0,05 %. Neutralni
cervenl slouzi k obarveni vakuol a jejich lepSimu pozorovani pod mikroskopem.
Barika se smési byla umisténa na tfepacku pfi teploté 25°C. Po 2 hodinéch tfepani

pii (120 ot./min) byl pipetou odebran na podlozni sklicko kontrolni vzorek a
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pozorovan pod svételnym mikroskopem. V ptipad¢, Ze enzymaticky rozklad nebyl
dostatecny - vétSina bunék méla protahly tvar — byla prodlouzena doba tfepani na
3 hodiny. Poté byla jiz naprosta vétSina bunék zbavena bunééné stény a uvolnéné

protoplasty mély piesné kruhovy tvar.

Izolace vakuol

Smés byla rozlita do 2 centrifuga¢nich zkumavek a centrifugovana 10
minut pii 2200 otackach. Supernatant byl odebran a k usazenin¢ do kazdé
zkumavky bylo pfidano 5 ml roztoku B. Sm¢s byla dostate¢né promichana. Obsah
obou zkumavek byl slit do kadinky, k nému bylo ptidano 20 ml lyza¢niho roztoku
a minimalné¢ 2 minuty byl nepfetrzit¢ michan, aby doslo k lyze cytoplazmatické
membrany. Lyza byla podpofena téz nckolikandsobnym nasatim a vypusténim
roztoku pies usti pipety o objemu 5 ml. Mezitim bylo do dvou sklenénych
centrifugaénich zkumavek odpipetovano po 8 ml 15 % ficollu 400, dale opatrné
prevrstveno 8 ml 10% ficollu 400, tfeti vrstvou bylo asi 10 ml lyzatu. Na vrch
lyzatu bylo opatrné ptidano 8 ml 5 % ficollu 400. Gradient byl 20 minut
centrifugovan pii 2200 ot./min. Doba od pfidani lyzaéniho roztoku po zacatek
centrifugace nesméla presdhnout 12 minut.

Vakuoly se nachazely na povrchu 5 % ficollu 400 a to v mnozstvi velmi malém,
za to ale neobsahovaly téméf zadné necistoty. Ve vrstvé mezi 5 a 10 % ficollem
400 se vakuoly vyskytovaly hojné, ale s obsahem necistot, z ¢ehoz plyne nutnost

¢iSté€ni vakuol pfed dal$imi experimenty.

4. 1. 7. Cisténi vakuol

Vysledny postup ¢isténi vakuol popsany nize je vysledkem vlastnich
experimentll, pii kterych byla meénéna koncentrace i mnozstvi ficollovych
roztok.

K ¢isténi byly odebrany vSechny vrstvy od 10 % ficollu vyse (tzn. 10 a
5 % ficoll 400), poté byl vytvoien novy gradient ficollti: 15 ml 10 % ficollu 400
bylo opatrné ptevrstveno roztokem vakuol z predchoziho bodu a nakonec
prevrstveno 5 ml 2 % ficollu 400. Poté byla tato smés centrifugovana pii 2200

ot./min. po dobu 15 minut. Necistoty =zistaly V usazening, vakuoly se
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shromazd’ovaly v supernatantu. Pak bylo odebrano vSe kromé usazeniny a dolni
vrstvy 10 % ficollu 400. Odebrany roztok byl centrifuovan pii 4000 ot./min. po
dobu 15 minut. Vakuoly se usazovaly na dn¢é. Sediment obsahoval Cisté vakuoly.
Supernatant byl odstranén a vakuoly byly rozmichany s roztokem pro uchovavani

vakuol.

Rozpis roztokti pro uchovavani vakuol:

Roztok 5 % ficollu 400: 500 mM manitol; 10 mM hepes o pH= 7, 4; 5 % ficoll
400

100 mM NaCl: 0,292 g NaCl bylo rozpusténo v 50 ml vody

200 mM NacCl: 0,584 g NaCl bylo rozpusténo v 50 ml vody

Destilovand voda

Roztok A (slozeni viz kapitola 4. 1. 6)

Roztok B (slozeni viz kapitola 4. 1. 6)

4. 1. 8. Stabilita vakuol

Byly testovany rizné roztoky pro uchovavani vakuol, konkrétné byly
testovany tyto roztoky: destilovana voda, roztok 5 % ficollu 400-viz rozpis
nahote, 100 mM NaCl-viz rozpis nahoie, 200 mM NaCl-viz rozpis nahofie, roztok
A aroztok B.

Vlastni postup: usazenina vakuol byla rozmichdna vV pfisluSném roztoku
(mnoZstvi cca 10 ml) a vysledny roztok byl uloZen do lednice o teploté 4°C. Poté

byl postupné v intervalech 0 h, 18 h, 24 h, 48 h odebiran vzorek o objemu 2ml.

4. 2. HPLC analyzy

4. 2. 1. Pfiprava vzorku

Odebrany roztok vakuol o objemu 2 ml byl centrifugovan pii 4000
ot./min. po dobu 10 minut. Analyzovan byl jak supernatant, tak sedimentované
vakuoly. Supernatant byl pfimo odebran do vialky a analyzovan na HPLC.

Pomoci HPLC byl zméfen obsah baicalinu, baicaleinu a neutrdlni Cervené.
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Sediment vakuol byl resuspendovan ve 2 ml methanolu, protfepan a po rozpadu
vakuol a uvolnéni flavonoidii a NC do roztoku analyzovan na HPLC.

4. 2. 2. HPLC analyza vzorka

analyza neutrdlni cervené: HPLC analyza byla provadéna na sestaveé
Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055). Sestava
byla vybavena ptedkolonovym filtrem a kolonou Waters uBondpak C 18,
3,9x150 mm s ochrannou ptedkolonkou. Analyza probihala isokraticky pfii
konstantnim prutoku mobilni faze 1,4 ml za minutu. Mobilni faze se skladala
z vodného roztoku acetonitrilu (32 %), ktery obsahoval 0,15 % kyseliny
fosforecné (pH=2,9). Detekce byla provadéna pomoci DAD detektoru v rozmezi
vlnovych délek 190-600 nm. Obsah neutralni Cervené byl vypocten z piku pii
vlnové délce 540 nm. Retencni Cas byl cca 2 minuty 20 sekund. Obsah neutralni
cerven¢ byl kvantifikovan matematickou metodou normalizace a porovnanim

s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci vnéjsiho standardu téze latky.

Obrazek ¢&. 3: Chromatogram standardu NC

Different ¥ units

RT [min]

28



v

Cecilie Smolikova

Diplomova prace

™

4

Obrazek ¢. 4: Priklad chromatogramu u vzorku NC

Different ¥ units

paylemnan

RT [min]

10

v

oo om e om g g o o g g g i e g o e o g g o g o e g g o g e g e gm om o e g om o

e e

| R e

30

.20.

10

4
]
'
'
'
'
1
'
'
'
'
ASETEE e =]
'
1
'
'
'
1
'
'
'
a
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4. 2. 3. HPLC analyza baicalinu a baicaleinu

HPLC analyza baicalinu a baicaleinu byla provadéna pouze jako
orientacni, aby se zjistilo, zda vysledny roztok skute¢né obsahoval vakuoly.

Jednotlivé pasaze suspenznich kultur se vyrazné liSily obsahem
baicalinu a baicaleinu a i izolovoné vakuoly byly co do obsahu téchto flavonoid
velmi variabilni. HPLC analyza baicalinu a baicaleinu byla provadéna pouze na
vzorcich odebranych pii Case t=0 h a fungovala jako kontrola spravné izolace
vakuol. Supernatant neobsahoval baicalein. V limitnim mnozstvi kolem 0,01
mg/100 ml obsahoval supernatant baicalin. Usazené vakuoly naopak obsahovaly
velké mnozstvi baicaleinu a to vV rozmezi od 0,5 do 1,5 mg/100 ml a zhruba 0,1
mg/100 ml baicalinu.

Analyza baicalinu a baicaleinu: nastfikovany objem byl 20 pl. SloZeni
mobilni faze probihalo v linearnim gradientu z 50 % methanolu s obsahem 0,15 %
kyseliny fosforecné (pH=2,9) v ¢ase t=0 na 75 % methanol s 0,15 % kyselinou
fosforecnou v ¢ase t=15 minut pfi konstantnim pritoku mobilni faze 1,2 ml za
minutu.

Detekce byla provadéna pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych
délek 190-450 nm. Obsah sledovanych flavonoidd byl vypocten z pika pii vinové
délce 277 nm, ve které maji oba flavonoidy své absorp¢ni maximum. Reten¢ni Cas
u baicalinu byl cca 6 minut 33 sekund a u baicaleinu byl cca 11 minut 40 sekund.
Obsah obou latek byl kvantifikovan matematickou metodou normalizace a
porovnanim s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci vnéj$iho standardu téze

latky.
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Obrazek ¢. 8: Ukéazka chromatogramu vzorku ptipraveného z izolovanych vakuol
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4. 2. 4. Validace HPLC analyzy

Validace znamend ovéteni platnosti zvoleného analytického postupu
(metody).

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

Zpusobilost chromatografickych systémli byla navic ovéfena testem
opakovaného nastiiku — tzv. test na pfesnost (provedeno vzdy Sest néstiikd tymz
vzorkem, vypoctena relativni smérodatnd odchylka byla vzdy mensi nez 1,5 %) a
testem linearity (na zékladé¢ péti raznych koncentraci standardu se linearni
regresni analyzou zjisti hodnota korela¢niho koeficientu r, ktera musi byt vétsi nez
0,9900). Pro hodnoceni analytického métfeni byly dale pievzaty metody
z Evropského 1ékopisu, 3. Vydéni.(ss)Asymetrie piku a pocet teoretickych pater.

Pro hodnoceni celé¢ metody byly pouzity tyto valida¢ni parametry:
Spravnost metody - jedna se o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi ziskanou a

skute¢nou hodnotou (tedy porovnanim ovéfovanych hodnot se standardem,
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porovnanim s jinou jiz osvéd¢enou metodou, nebo srovnanim S referenénim

materialem).
Kvantitativni limit — jde o nejmensi hodnotu, kterd je méfitelnd s piijatelnou

pfesnosti a spravnosti (relativni smérodatnad odchylka mensi nez 15 %)(56’57’58)
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5. VYSLEDKY

Tabulka ¢&. 2: Roztok 100 mM NacCl

100mM NacCl

Oh 18 h 24 h 48 h
supernatant 0,12 mg/100 ml | 0,37 mg/100 ml 0,5 mg/100 mli 0,63 mg/100 ml
vakuoly 0,91 mg/100 ml | 0,45 mg/100 ml 0,3 mg/100 mli 0,27 mg/100 ml

Graf &. 1: Zavislost mnozstvi NC na ¢ase ve 100 mM NaCl

mnozstvi NC (mg/100 ml)
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100 mM NaCl
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48

—— vakuoly
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Tabulka ¢. 3: Roztok 200 mM NacCl

200mM NacCl

Oh

18 h

24 h

48 h

supernatant

0,18 mg/100 ml

0,66 mg/100 ml

0,73 mg/100 ml

0,7 mg/100 ml

vakuoly

1,32 mg/100 ml

0,78 mg/100 ml

0,2 mg/100 ml

0,41 mg/100 ml

Graf &. 2: Zavislost mnozstvi NC na &ase ve 200 mM NaCl

mnozstvi NC (mg/100 ml)
o o o o Il
N N (@] [o0] = N N
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24
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—— vakuoly
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Tabulka ¢. 4: Destilovana voda

Destilovana
voda
Oh 18 h 24 h 48 h
supernatant 0 mg/100 ml 0,11 mg/100 ml | 0,12 mg/100 ml | 0,46 mg/100 ml
1,58 mg/100
vakuoly ml 1,48 mg/100 ml | 1,49 mg/100 ml | 1,13 mg/100 ml

QGraf ¢&. 3: Zavislost mnozstvi NC na ¢ase v destilované vodé
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Tabulka ¢. 5: Roztok 5 % ficollu 400

5 % ficoll

Oh 18 h 24 h 48 h
supernatant | 0,27 mg/100 ml | 0,35 mg/100 ml | 0,16 mg/100 ml 0,32 mg/100 ml
vakuoly 1,74 mg/100 ml 1,8 mg/100 ml 1,57 mg/100 ml 1,64 mg/100 ml

Graf ¢&. 4: Zavislost mnozstvi NC na &ase v 5 % ficollu 400
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Tabulka ¢. 6: Roztok A

roztok A

Oh 18 h 24 h 48 h
supernatant | 0,18 mg/100 ml | 0,37 mg/100 ml 0,5 mg/100 ml 0,98 mg/100 ml
vakuoly 1,39 mg/100 ml | 1,47 mg/100 ml | 1,02 mg/100 ml 0,06 mg/100 ml

Graf ¢&. 5: Zavislost mnozstvi NC na &ase v roztoku A

mnozstvi NC (mg/100 ml
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Tabuka ¢. 7: Roztok B

roztok B

Oh 18 h 24h 48 h

Supernatant 0,24 mg/100 ml | 0,36 mg/100ml | 0,78 mg/100 ml | 0,65 mg/100 ml

Vakuoly 0,67 mg/100 ml | 0,89 mg/100ml | 0,39 mg/100 ml | 0,41 mg/100 ml

Graf ¢&. 6; Zavislost mnozstvi NC na &ase v roztoku B
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6. DISKUSE

Vychozim materidlem pro moje experimenty byl roztok vakuol
izolovanych podle postupu Sarky Seveikove.®? Vakuoly se nachazely na povrchu
vrstvy 5 % ficollu 400 v malém mnozstvi, ale pomérn¢ ¢isté a mezi vrstvou 5 a 10
% ficollu 400 ve velkém mnozstvi ale s necistotami. Z toho vyplynula nutnost
Cisténi téchto vakuol pied dals§im experimentem.

Vysledny postup ¢isténi vakuol byl vysledkem vlastnich experimentd,
pti kterych byla ménéna koncentrace i mnozstvi ficollovych roztokt.

Vakuoly byly piecistény pomoci nového ficollového gradientu: 15 ml
10 % ficollu 400 bylo ptevrstveno roztokem vakuol a ten byl prevrstven 5 ml 2 %
ficollu 400. Dale byla provedena centrifugace pti 2200 ot./min. Centrifugace
trvala 15 minut, poté se vakuoly nachazely v supernatantu (pfesnéji feCeno nad
vrstvou 10 % ficollu 400). Nasledn¢ bylo odebrano vSe kromé usazeniny a dolni
vrstvy 10 % ficollu 400. Odebrany roztok byl centrifugovan po dobu 15 minut pii
4000 ot./min., vakuoly se usazovaly na dné. Sediment obsahoval Cisté vakuoly
bez pritomnosti jinych organel.

Vakuoly izolované z §iSdku byly velmi malé, v buitkach chybéla velka
centralni vakuola. Nepatrnd velikost izolovanych vakuol ztéZovala jejich
mikroskopické pozorovéni, a proto se v prib¢hu izolace vyuZilo berveni pomoci
neutrdlni Ceveni. Kontrolni pozorovani pod mikroskopem nebylo jednoduché i
z toho diivodu, Ze po prekryti krycim sklickem byla pozorovana vrstva pfilis silna
a nedaftilo se zaostfovat na vSechny vakuoly zaroven. Bez neustalého proostfovani
vzorku byla viditelna vzdy jen mama ¢ast pfitomnych vakuol.

DalSim problémem, ktery komplikoval pocitani vakuol pfi
mikroskopickém pozorovani, byl pohyb vakuol v roztoku mezi podloznim a
krycim sklickem. Diky obtiZnosti pocitani vakuol byla zvolena metoda HPLC
analyzy neutralni cerveni.

Jelikoz molekuly neutrdlni cervené nemaji elektricky néaboj, pfeménuji
se Vv prostiedi nizkého pH uvnitf vakuol do iontového stavu. V tomto stavu
nemohou pronikat tonoplastem a ziistavaji tedy uskladnény ve vakuole.

Meéfeni relativniho mnozstvi vakuol pomoci HPLC analyzy neutralni

erveni spocivalo na predpokladu, Ze neposkozené vakuoly obsahovaly NC a jsou
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centrifugovatelné, zatimco poskozené vakuoly uvoliiuji NC do roztoku a toto
barvivo zustava po centrifugaci rozpusténé v supernatantu.

Pii pocate¢nich experimentech bylo mnozstvi NC stanovovano
spektrofotometricky. Velmi nizké koncentrace NC ve spojeni s malou citlivosti
spektrofotometru  vedly Kk nepfesnym  vysledkim s velkou smérodatnou
odchylkou. Proto bylo toto stanoveni nahrazeno HPLC analyzou NC.

Diky cCasové narocnosti vlastni izolace a ¢isténi vakuol nelze pfimo
navazat experimenty s vakuolami Vv tentyz den. Proto je nutné tyto vakuoly
uchovavat jeden i vice dni. Cilem této prace bylo mimo jiné i najit vhodné
médium pro jejich uchovavani. Stabilita vakuol byla zkousena V riznych
roztocich. Pro uchovavani vakuol byly testovany tyto roztoky: 100 mM NaCl, 200
mM NaCl, destilovana voda, 5 % ficoll 400, roztok A a roztok B (slozeni viz
kapitola 4. 6. 1.). Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno s roztokem 5 % ficollu 400.
V ném se vakuoly nerozpadaly ani druhy den (neuvoliovaly neutralni cerven do
roztoku), ziistaly stabilni 1 po 48 hodinéch pti 4°C od izolace.

Prekvapivé pomérmné stabilni byly vakuoly i v destilované vodé, coz je
velmi hypotonicky roztok, takze by se dalo pfedpokladat, ze se v ném vakuoly
brzo zlyzuji. Ubytek neutralni Gervend ve vakuolach byl patrny teprve po 48
hodinach, naopak vzrostlo mnozstvi NC rozpusténé v roztoku (tzn.
Vv supernatantu).

5 % ficoll 400 umoznuje tedy uchovavat vakuoly bez problému do
druhého dne.

V dal$ich experimentech, které by pfipadné navazovaly na tuto praci, by
mohly byt testovany dal$i roztoky a del§i casové useky. Naptiklad ovéfit

schopnost roztoku 5 % ficollu 400 uchovavat vakuoly i 72 a vice hodin.
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7. ZAVER

V pribéhu této diplomové prace byla zvladnuta kultivace suspenznich
kultur S. baicalensis a izolace vakuol z téchto kultur. Vlastnim cilem této prace
bylo vyvinout metodiku pro ptecisténi vakuolarni suspenze od necistot a urcit
nejvhodnéjsi roztok pro uchovavani izolovanych vakuol.

Jako nejvhodnéjsi médium pro uchovavani vakuol se ukazal byt roztok
o slozeni: 500 mM manitol; 10 mM hepes o pH= 7, 4; 5 % ficoll 400, ve kterém
1ze uchovavat vakuoly i 48 h aniz by dochazelo k jejich vyrazn€jsimu ubytku.

Vysledky této prace tedy umozni dalsi experimenty s ¢istymi vakuolami

SiSaku bajkalského.
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8. OBRAZOVA PRILOHA
Obrazek ¢. 9: Sisak bajkalsky (Scutellaria baicalensis G.)

Obrazek ¢. 10: Sisak bajkalsky - detail
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Obrazek ¢. 11: HPLC chromatograf JASCO
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ABSTRAKT

Cecilie Smolikova, Stabilita vakuol izolovanych ze suspenznich kultur Scutellaria
baicalensis Georgii, diplomova prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, vedouci diplomové prace: Pharm. Dr. Jan Martin Ph.D.,
Hradec Kralové, 2008, 49 stran

Cilem prace bylo vyvinout metodiku pro purifikaci vakuol ze suspenznich kultur
SiSaku bajkalského a stanoveni jejich stability v riznych roztocich. Tato prace
navazuje na diplomovou praci Sarky Seveikove.®?

Ke své praci jsem pouzila jeji vysledny roztok vakuol, z kterého jsem odstranila
ostatni organely, zbytky po 1yze bunéénych stén a plazmatické membrany. Pro

uchovavani vyc€isténych vakuol se ukézal byt nejlepsi roztok o slozeni : 500 mM

manitol; 10 mM hepes o pH= 7, 4; 5 % ficoll 400.

Klicova slova: purifikace vakuol, Scutellaria baicalensis, neutrdlni cerven,

baicalin, baicalein, ficoll 400, tonoplast
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ABSTRACT

Cecilie Smolikova, Stability of vacuoles isolated from Scutellaria baicalensis
Georgii suspension cultures, diploma work, Charles University in Prague,
Pharmaceutical Faculty in Hradec Kralové, trainer of diploma work: Pharm. Dr.
Jan Martin Ph.D., Hradec Kralové, 2008, 49 pages

The ambition of my work was to develop the methodology for purification of
vacuoles from Scutellaria baicalensis Georgii suspension cultures and
determination of their stability in different solutions. My work is a continuation of
the diploma work of Sarka Sevé¢ikova.®?

For my work | used her final solution of vacuoles from which I removed other
organelles, the remains after lysis of cellular walls and the plasmatic membranes.
The best solution for storage of the purified vacuoles proved to be the solution

made up from: 500 mM manitol; 10 mM hepes pH=7, 4; 5 % ficoll 400.

Key words: purification of vacuoles, Scutellaria baicalensis, neutral red, baicalin,

baicalein, ficoll 400, tonoplast
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