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1 Uvod

V ramci rostlinné fise (kolem 1 milionu druh(l) a v okruhu cévnatych rostlin (kolem
500 tisic druh() predstavuji 1éCivé rostliny velmi vyznamnou skupinu. S rozvojem vyzkumu

prirodnich latek pocet druhi fazenych mezi léCivé rostliny neustale roste. (1)

V prvni poloviné 19. stoleti |éc¢ba pomoci rostlin pod vlivem rozvoje chemickych
syntéz znatelné poklesla, v druhé poloviné 20. stoleti vSak jako reakce na negativni vliv
nadmérného uZivani syntetickych |ékl nastdva v terapii onemocnéni nejriznéjsiho
plvodu,renesance” lécivych rostlin. Spotfeba rostlinnych preparatl dnes neustéle roste.

Lidé spoléhaji na rostliny jako na tradi¢ni IéCiva. (2)

Rostliny predstavuji vyznamny zdroj sacharidl, tukd, bilkovin, aminokyselin
a vitamin(. Kromé téchto sloZek nepostradatelnych pro jejich rlst, produkuji i celou fadu
jinych latek. Tyto latky, které jsou pravdépodobné pro vlastni rlst rostliny postradatelné, se
nazyvaji sekundarni metabolity. Zastavaji regulacni funkce metabolizmu, nebo mohou hrat
roli naptiklad hmyzich atraktantd. Pro ¢lovéka pak tyto latky mohou mit vyznam jako 1ééiva,

chutové a vonné prisady, barviva apod.

Syntéza komplexni struktury sekundarnich metabolitli a jinych obsahovych latek
byva ¢asto komplikovand. Chemické syntézy mohou byt nejen obtizné a u slozZitéjSich latek
neuskutecnitelné, ale také drahé a neefektivni. Biologické zdroje tak pfedstavuji vhodnou
alternativu pro ziskavani téchto latek. Kromé klasické zemédélské produkce jsou stfedem
zdjmu i jiné zpUsoby vyuziti biosyntetického potencialu rostlinnych druhd. Tkarové kultury
in vitro predstavuji jeden z téchto alternativnich pfistupli, ktery poskytuje vyhody plné
kontrolovatelnych podminek v nezavislosti na geografickych a klimatickych podminkach.
Pramyslové wvyuziti tkanovych kultur jako nového zdroje sekundarnich metabolitd je
podminéné tim, aby jejich produkce timto zplsobem byla ekonomictéjsi nez tradicni

postupy ziskavani téchto latek. (3)



2 Cil prace
Tato diplomova prédce se zabyva kultivaci explantatovych kultur SiSaku bajkalského,

izolaci vakuol z téchto kultur a ovlivnénim transportu flavonoid( pres vakuolarni membranu

in vitro.
Cilem prace bylo:
1. Zvladnout techniky spojené s kultivaci in vitro kultur
2. Osvojit si metodiku izolace vakuol ze suspenznich kultur Scutellaria baicalensis
3. Zvladnout HPLC analyzu obsahovych latek Sisdku bajkalského
4. Sledovat vliv vybranych potencidlnich aktivatorl a inhibitord transportnich

mechanismU na transport flavonoidi pres tonoplast
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3 Teoreticka cast

3.1 Popis rostliny
Rod Scutellaria (3isak) zahrnuje asi 300 druhd, které jsou s vyjimkou tropické Afriky
rozsirené po celém svété. Rostliny se vyskytuji ve formé bylin, polokeru i kefd, jsou jedno-

i viceleté.

Vyznamnou lécivou bylinou je predevsim Scutellaria baicalensis Georgii, SiSak
bajkalsky. Je to vytrvald bylina z Celedi Lamiaceae dosahujici vysky 30 az 60 cm. Roste plané
v lesostepnich oblastech na sussich, kamenitych svazich, predevsim ve vychodnim Zabajkali,
na stfednim toku Amuru, v severni Koreji, Cing, Japonsku a severovychodnim Mongolsku.

(4,5)

Jasné zelené kopinaté az vejCité kopinaté listy jsou krfizmostojné. Stonek je
vzpfimeny aZ polopoléhavy, bohaté vétveny, fidce a kratce chlupaty. Kvéty vyristaji
ve vrcholovych, hroznovitych kvétenstvich. Koruna je dvoupyska s dlouhou trubkou a je

jasné modfe zbarvenad. Pravé proto byly vyslechtény i kultivary s okrasnou funkci.

Plodem jsou tvrdky uzaviené v kalichu. Obsahuji drobnd ¢erna semena. Bylina ma

vietenovity, masity kofen, ktery je na povrchu hnédy a uvnitt Zluty.

| kdyZz je tato rostlina domdaci ve Vychodni Asii, i u nas ma pomérné vhodné
klimatické podminky a da se zde dobfe péstovat. MnoZi se semeny, kterda se vysévaji
na konci brezna. Sisdk bajkalsky neni rostlina naroénd na pGdu ani na hnojeni. Také

oSetfovani za vegetace nevyZaduje zadné specifické zasahy. (4, 6, 7)

3.2 Droga ajeji vyuziti
Sigdk bajkalsky Ize vdne$ni dobé& nazvat rostlinou tretiho tisicileti. Radi se
k nejvyznamnéjsim rostlindm tradi¢ni Cinské a tibetské mediciny. Ackoliv jde o rostlinu

s Sirokym terapeutickym vyuZitim, neni v Evropé zatim pfili§ znama.

Drogou je koren (Radix scutellariae), ktery obsahuje fadu ucinnych latek. Droga se

ziskava z koren tfi-, nebo Ctyfletych rostlin sbiranych na jare, nebo na podzim.

Hmotnost dvouletych korfenl se pohybuje okolo 12 g, u tfiletych je to asi 23 g.

Optimalni je sklizet kofeny ze tfiletych rostlin.



Po ocisténi a odstranéni zevni hrubé vrstvy a po rozkrojeni na mensi kousky se

koren ve slabé vrstvé susi v suchych mistnostech pfirodnim nebo umélym teplem.

V praxi se droga nejcastéji pouziva ve formé extraktu. Ten se pfipravi tak, Ze se
100 g jemné tlucenych suchych kofen( prelije asi 600 ml 70% ethanolu a uzavie v tmavé
lahvi. Obsah se obcas protfepe a po 1-2 tydnech zfiltruje. Uzivd se 20-30 kapek trikrat

denné.

Uziti SiSaku bajkalského ve fytoterapii je velice Siroké. PouZivd se ke sniZovani
krevniho tlaku, vykazuje protikieCové a protialergické ucinky, sniZuje teplotu, plsobi
ZluCopudné a mocopudné a ma protizanétlivé ucinky (IéCi zejména zanéty krkd, ledvin

a jater).

Sigak se také doporucuje uzivat pfi hysterii a Gzkosti. V Evropé se pouZiva pfi [é¢bé

epilepsie, v Severni Americe zejména na Zenské problémy.

Droga je ucinnd i pfi vnitfnim krvaceni a krvaceni znosu. Vyznamné jsou
antioxidativni Gc¢inky, potvrzena byla také antibakteridlni a antivirova aktivita. Vyznamné je
i preventivni plsobeni proti vzniku trombdéz a rakovinnych nadorl. Radix scutellariae se
uplatiuje také v pediatrii u déti, které trpi no€nim pomocovadnim a no¢nim désem. Droga
pUsobi diureticky a detoxikacné na organismus. Podporuje odbourdvani skodlivého LDL

cholesterolu.

V tradi¢ni tibetské mediciné se odvar z kofen( pouziva pti fadé infekénich nemoci,

revmatismu, myokarditidach a arytmii.

Z hlediska tradi¢ni ¢inské mediciny Sisak bajkalsky (huanggin) procistuje horko
a vyluéuje patogenni ohen a jedy. Zastavuje krvaceni a plsobi preventivné proti potratu.
Dalsi indikaci je kaSel se zZlutymi hleny zplsobeny horkem plic a krvacenim. Bylina se rovnéz

aplikuje na viedy a karbunkly.

PfestoZe se nékteré druhy Sisdku nedoporucuji uzivat pfi gravidité, tradicni ¢inska
medicina s Uspéchem predepisuje huanggin téhotnym Zendm pokud je jejich plod
v dlsledku horka neklidny. Nesméji ho ale uZivat osoby, které trpi chladem v Zaludku

a ve sleziné, coz se projevuje nechutenstvim. (4, 7-9)



3.3 Obsahové latky

Na rozdil od vétsSiny pribuznych rostlin z celedi Lamiaceae nejsou hlavni Uc¢innou
latkou silice, ale flavonoidy. Celkem jich v této rostliné bylo identifikovdno pres 40. Jsou
pritomny ve formé glykosidll jako glukuronidy a glukopyranosidy. Davaji kofenové droze

Zlutou barvu, pro kterou je droga lidové nazyvana , zlaty kofen”.

| kdyz obsah jednotlivych flavonoidd kolisa s ro¢nim obdobim i s lokalitou sbéru,
rostliny nejvice obsahuji flavonoid baicalin. Obsah této latky kolisa od 4 % do 17 %
v zavislosti na dobé a lokalité sbéru. Vrostliné je ve vétsim mnozstvi pfitomen i jeho
aglykon baicalein. DalSimi vyznamnymi glykosidy jsou i wogonosid a scutellarin a jejich
aglykony wogonin a scutellarein, oroxylin A, scullcapflavon | a scullacapflavon I,

neobaicalein. Ddle se zde nachazeji iridoidy a sesquilignanové glykosidy.

Kromé flavonoidli se v rostliné nachazeji i steroidni saponiny, 2-5 % tfislovin
a pryskyfic, rostlinné steroly (betasitosterol, kampesterol), organické kyseliny (kyselina

benzoovd), melanin (0,75 ug na 1g drogy) a mineralni latky. (4, 6-9)

HO O

HO H

OH
Obr. 1 Struktura baicaleinu

OH

HO O

HO H

OH

Obr. 2 Struktura scutellareinu
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Obr. 3 Struktura wogoninu
3.4 Biologické ucinky

V soucasné dobé jsou prozkoumany nejenom UucCinky drogy, ale i samotného
baicalinu a baicaleinu. Maji vyrazny antioxidacni ucinek, plasobi proti fadé mikroorganismd,
pUsobi také cytostaticky a imunomodulacné, maji mirny sedativni a antikonvulzivni ucinek.
Z nékterych studii je patrny i vliv na fibrinolyticky systém a na vasokonstrikci a vasodilataci.

Jednim z nejdllezitéjSich a nejovérenéjsich je vsak ucinek protizanétlivy. (6)

3.4.1 Antioxida¢ni ucinek a vychytavani volnych radikala
Vychytavani volnych radikald je neocenitelnou vlastnosti drogy. PGsobenim volnych
radikall totiz dochazi k pfimému poskozeni bilkovin, nukleovych kyselin a lipidd, coz vede

k naruseni bunéénych membran a organel. (9)

Antioxidacni schopnost maji zejména flavonoidy baicalin a baicalein. Tyto vlastnosti

jsou znacné a nékolikanasobné predcii znamé antioxidaéné pUsobici vitaminy A, Ca E. (8)

Mechanismus vychytdvani volnych radikall podporuje protizanétlivy Gcinek drogy.
Béhem zdanétlivého procesu jsou ve zvySené mife produkovany volné radikaly, které jsou
zneskodnovany zejména baicalinem a baicaleinem. Diky schopnosti vychytavat volné
radikaly a zabranovat tak oxidaci je SiSdk bajkalsky v posledni dobé pouZivan také
v kosmetickych pripravcich. (6)
3.4.2 Protizanétlivy ucinek
a cyklooxygendzy, coz jsou enzymy, které hraji vyznamnou roli v metabolizmu kyseliny
arachidonové. Oba enzymy pomahaji preménit volnou kyselinu arachidonovou

na prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany, které také hraji dlleZitou roli v mechanismu

11



zanétlivého procesu. Za inhibici lipoxygenazy je zodpovédny baicalein, cyklooxygenaza -2 je

navic inhibovana i wogoninem.

Ackoliv vSechny mechanismy Ucastnici se protizanétlivého procesu nejsou jesté
prozkoumany, je jasné, Zze Scutellariae radix je jednim z nejucinnéjsich pfirodnich

antiflogistik. (6)

3.4.3 Antibakterialni, antivirova a antimykoticka aktivita.

V dnesni dobé, kdy zacinaji byt bakterie vici nékterym antibiotikim odolné,
nabyvaji antiseptické vlastnosti Sisdku bajkalského na vyznamu. Vyzkum ve Velké Britanii
ukdzal, ze pokud je tato bylina poddvdna soucasné s antibiotiky, ucinkuje treba
i na bakterie, které by jinak byly vici 1ékiim méné citlivé. V Japonsku bylo zase prokazano
antivirové plsobeni $isdku na chfipku — déleni chfipkového viru se po pfidani vytazku
ze $iSaku bajkalského sniZilo o 50-90 %. Laboratorné byly potvrzeny i G¢inky proti viru HIV.
Kromé antibakteridlni a antivirové aktivity byl prokazan i U¢inek proti plisnim. Sigak pGsobi

zejména proti kvasinkam Candida albicans. (6, 7)

3.4.4 Piisobeni proti vzniku trombéz

Dalsim ucinkem, ktery byl u Sisdku prokdazan, je preventivni plsobeni proti vzniku
trombdz. Flavonoidy a dalsi latky obsaZzené v Sisdku bajkalském brani usazovani LDL
cholesterolu v cévach, flavonoidy navic cévy napomahaji zpeviovat a také podporuji

vstiebavani vitaminu C. (8)

3.4.5 Cytostaticka aimunomodula¢ni aktivita

Nejnovéjsim poznatkem je schopnost obsahovych latek SiSdku bajkalského plsobit
preventivné proti vzniku rakovinnych nador( a zabranovat rlstu nddorim jiz vzniklych. Tato
aktivita souvisi se schopnosti vychytavat volné radikaly. Ty pfimo poskozuji bilkoviny
nukleové kyseliny, lipidy i samotnou DNA. Opakované nadmérné poskozovani nukleovych

kyselin mGzZe vést ke vzniku rakovinnych nadord.

Extrakt ze SiSaku bajkalského vykazuje také imunomodulaéni aktivitu. Pomaha
normalizovat pocet Tobrannych lymfocytd u pacientd srakovinou plic, ktefi prosli
chemoterapii. Soucasné zvySuje pocet imunoglobulinu A, podporuje tvorbu krve predevsim
v produkci erytrocytll a granulocyttd v kostni dfeni a zvySuje mnoZstvi prekurzor( (erytrdzy,
granulomonocytarni prekurzory). Latky ze SiSaku tak napomahaji obnovovat imunitni

systém po velkém zatizeni, jakym je napf. chemoterapie. Baicalein je pro svoji malou

12



toxicitu a velkou ucinnost perspektivni ptirodni latkou pro prevenci a lé¢bu v ranych

stadiich tohoto typu rakoviny. (8)

3.4.6 Sedativni, anxiolytické a antikonvulzivni tucinky

Flavonoidy obsahuji fenylbenzopyronové jadro, které se velmi podobd strukture
benzodiazepinl. Diky této podobnosti se flavonoidy mohou vazat na benzodiazepinové
vazebné misto na GABA, receptorech. Nejpevnéji je vdzan wogonin, ktery je tak zfejmé
zodpovédny za mirné sedativni Ucinky drogy. K tomuto uUcinku se jesté ptipojuje vyrazny

anxiolyticky efekt.

U vodného roztoku korene Sisdku byla také prokdzana antikonvulzivni aktivita.
Tento efekt viak neni zplsoben schopnosti vazby na GABA, receptory, ale spise zabranénim

Siteni kfeCového zachvatu. (9)
3.4.7 Jiné ucinky
Mezi dalsi ucinky drogy patfi:
e Vazokonstrikce (v malych koncentracich) a vazodilatace (ve vyssich koncentracich)
e Antialergické ucinky

e Inhibice enzymu alfa-glukosidazy, xantinoxidazy

e adalsi ucinky (9)

3.5 Biosyntéza flavonoidii
Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zakladem je chroman arylovany v poloze

2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany).

Obr. 4 Struktura flavanu

13
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Obr. 5 Struktura izoflavanu

O

Obr. 6 Struktura neoflavanu

Vrostlinné fiSi, konkrétné v cévnatych rostlinach, se nejcastéji vyskytuji flavany,

fidéeji isoflavany, vzacné neoflavany.

Aglykony flavonoidnich glykosidl jsou produkty vznikajici obéma hlavnimi cestami
vedoucimi k syntéze aromatickych latek v biologickych systémech. Jeden 6 -uhlikovy
fragment se odvozuje z acetatového metabolizmu a zbyvajici 9-uhlikova ¢ast z kyseliny
Sikimové. Tato Sikimatova cesta probiha jen u mikroorganizm a rostlin a jejimi produkty
jsou esencidlni aminokyseliny, které Zivocichové pfijimaji pouze potravou. Biosyntéza
zacind aldolovou kondenzaci fosfoenolpyruvatu (PEP) s D-erytrozo- 4- fosfatem. Nasledujici
reakce vedou k syntéze kyseliny sikimové. Poté nastava fosforylace této kyseliny a pres rfadu
meziproduktl (kyseliny chorismova, kyselina prefenova, L-fenylalanin, kyselina skoficova,
kyselina p-kumarova) vznika cyklopeptidicka sloucenina, ktera se podle podminek prostredi
pfeméni enzymem chalkonsyntadzou bud na naringenin, nebo liquiritigenin, coZ jsou

sloucenny urcujici strukturu flavonoida. (10)
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Takto vzniklé flavonoidni struktury jsou obvykle spojeny s molekulou cukru a vytvari
glykozidy. Cukernou sloZku tvofi nejcastéji glukéza, rhamndza, nebo kyselina glukuronova.
V rostlinnych burikach se obvykle vyskytuje jak glykozidni forma, tak pfislusny volny

glykozid. Glykozidni forma ovsem vétSinou prevaZuje.
3.6 Explantatové kultury

3.6.1 Definice a vyznam explantatovych kultur

Explantatové kultury rostlin (resp. kultury rostlinnych explantat() jsou izolované
rostlinné organy, pletiva, nebo burky péstované in vitro za sterilnich specifickych podminek
na zvlastnich Zivnych plGdach. V praxi to znamena oddélit ze sterilné napéstované nebo
povrchové sterilizované rostliny urcitou ¢ast, umistit ji do sterilniho prostfedi a kultivovat

za definovanych podminek. (3, 11)

V rostlinném organismu je totipotentni nejenom zygota a meristematicka burika,

ale i kterdkoliv jina burnka. Zménou podminek, ve kterych se specializovana rostlinna burika
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nachazi, je moiné v mnohych pripadech vyvolat dediferenciace a neorganizovany rust.
Kazda bunka uchovava genetickou informaci a proto je schopna vytvaret fadu chemickych
sloucenin, které se nachazi v materské rostliné. Teoreticky je jakékoliv pletivo obsahujici

bunky s funkénim jaddrem vhodné pro odvozeni explantatové kultury. (3, 11)

Uspéch kultivace je v mnoha piipadech zavisly nejen na vystizeni nejvhodné&jsiho
kultivacniho média, ale i na velikosti explantatu, jeho fyziologickém stavu a potencialnich
schopnostech daného druhu (jednodélozné rostliny maji ve srovnani s dvoudéloZznymi nizsi

schopnost tvorby kalusu, mnohem pomaleji rostou i kalusy drevin). (3, 12)

Je dulezité znat regeneracni schopnosti mnozZzené rostliny a samoziejmé zachovani
sterilnich podminek. V pfiznivych podminkach pokracuje explantat v rlstu a regeneruje
v celou rostlinu, nebo vytvari kalus a na jeho povrchu dochazi k embryogenezi. Lze se
samoziejmé pokusit o namnozZeni i bez splnéni vSech zminénych podminek, nebo je mozné
se pokusit u neznamé rostliny sloZeni Zivné pady odhadnout. Podminku sterility je vsak
nutné dodrzet vzdy. Bez zachovani sterilnich podminek hrozi realné riziko selhani pokusu.

(13)

Produkce sekundarnich metabolitd je dale ovlivnéna stafim kultury, stupném

diferenciace bunék a obdobim kultiva¢ni periody. (12)
Vyhody této technologie, oproti béZzné zemédélské produkci, jsou nasledujici:

e Je nezavisla na geografickych a environmentalnich podminkach, vysledné produkty
jsou po kvalitativni strdnce homogenni, prosté kontaminujicich zarodk(, hmyzu
a chemikalii pouzivanych k ochrané polnich kultur.

e Je moiné vytvofit nové latky, které se nevyskytuji v materské rostling, z niz je
kultura odvozena

e Ziskavani produktli obsazenych v nesnadno péstovatelnych rostlinach

e U¢inné obnovovani

e Rychlost produkce

e Uchovavani genobanky jednotlivych druha, kultivart

e Ozdravovani rostlin a produkce bezvirézniho materialu

Rostlinné bunky mohou vytvofit stereo- a regiospecifické biotransformace

pro produkci novych sloucenin. (9, 14)
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V poslednich desetiletich se explantatové kultury staly nepostradatelnou soucasti

celé rady biologickych obor( zabyvajicich se studiem rostlin. (3)
Rozlisuje se nékolik druhl explantatovych kultur:

1. Kalus — skldda se zbeztvaré masy volné usporddanych tenkosténnych
parenchymatickych bunék. Tyto kultury jsou velmi dulleZité v rostlinné
biotechnologii, mohou byt také vyuZzity k zalozeni bunécnych suspenzi.

2. Bunécné suspenzni kultury — predstavuji relativné homogenni populaci bunék nebo
malych bunécénych agregatl, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém
zivném médiu. Pouziti tekutych médii umoznuje buikdm suspenze pfimy kontakt
s Zivym médiem, takze jeho jednotlivé slozky jsou rychle pfistupné. Snadny pfistup
Zivin a dobrd vyména dychacich plynd umoZnuje velmi rychly rlst bunécné
suspenze. Tyto kultury se hojné vyuZivaji jako modelovy systém pfti studiu procesl
sekundarniho metabolismu.

3. Kultury protoplastli — protoplasty jsou rostlinné burnky s odstranénou bunécnou
sténou. Technika tkanovych kultur umoZnuje kultivovat i takovéto bunky.
Nepfitomnost bunécné stény a zachovani metabolické a funkéni kapacity umoziuje
studium transportu latek pres cytoplazmatickou membranu, studium biosyntéz
spojenych  sregeneraci bunécné stény adovoluje izolaci organel.
Na protoplastovych kulturach je mozné sledovat proces obnovy bunécné stény,
vnaset do bunék vétsi ¢astice — organely, molekuly nukleovych kyselin a bilkovin.

4. Kofenové kultury — mohou byt vytvofeny z kofenové 3Spicky, z primdrnich nebo
lateralnich kofen(. Rlst kofend in vitro je potencialné neomezeny, protoze kofeny
jsou nedeterminované organy. Po infekci agrobakteriem rhizogenes dochazi
k vytvoreni vlasatych korenl (,hairy roots“). Vlasaté kofeny mohou byt kultivovany
in vitro a vyuZzity vrostlinné biotechnologii k produkci sekundarnich metabolit
nebo farmaceutickych protein(.

5. Prytové meristémové kultury — vrcholky prytd mohou byt kultivovany in vitro. Tato
metoda mUze byt pouZita pro vegetativni rozmnoZovani.

6. Embryova kultura — embrya mohou byt pouZita jako explantaty k vytvoreni
kalusovych kultur.

7. Prasnikové kultury — prestavuji kultivaci izolovanych prasniki. Mikrospory jsou

v pribéhu jejich kultivace v kontaktu se somatickymi burikami pletiva prasniku.
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8. Mikrosporova kultura — vedle prasnikovych kultur se pouZzivaji kultury izolovanych
mikrospor. Tato technika byla zatim Gspésné zvladnuta jen u malého poctu druhi

(napf. Datura, Nicotiana a Brassica). (15)

3.6.2 Vlastni kultivace
DuleZitym krokem pred vlastni kultivaci je vybér vhodné matecéné rostliny s vysokou
produkci metabolitu, ktery je od kultury pozadovan. Cést nékterého orgéanu sterilni rostliny

se umisti in vitro na vhodné sterilni agarové médium.

Po nékolika tydnech se objevi primarni kalus schopny rozmnoZovani na novém
médiu. Pokud je dodrzena podminka pravidelného pasazovani, je kalus po odstranéni
zbytku vychoziho organu schopen ve vhodném médiu neomezené proliferovat. Po vétSim
poctu pasazi se ziska stabilni a homogenni rostlinny material, ovSem pouze za predpokladu

pfisného dodrZovani konstantnich podminek kultivace. (12)

Rostlinné kultury jsou atraktivnim zdrojem vysoce cenénych sekunddrnich
metabolitl. To je také hlavni divod zaloZeni explantatové kultury. Cilem kultivace je izolace
sekundarnich metabolitd za takovych podminek a v takovém mnozstvi, aby celkovy vynos
kultury byl vétsi, nez u volné rostoucich rostlin. Ztohoto dlvodu je Zadouci neustalé

zdokonalovani biotechnologickych postup. (9, 12)

3.6.3 Nejpouzivanéjsi metody pro ovlivnéni produkce sekundarnich metaboliti

v explantatovych kulturach

3.6.3.1 Ovlivnéni kultivaénich podminek

Zakladni podminkou péstovani explantatovych kultur je pouZiti vhodného Zivného
média. Pro jednotlivé druhy se casto sloZeni média lisi, ale bylo vypracovano nékolik
zédkladnich druh( Zivnych médii, napf. médium podle Murashigeho a Skooha (tzv. MS
medium), médium podle Gamborga (B5), médium podle Schenka a Hildebranta (SH),

vhodnych pro vétsinu explantatovych kultur. (12)

Média pouZivana jak pro kultivaci bunék, tak rostlinnych pletiv ¢i orgdnl obsahuji
obvykle nasledujici slozky: makroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny (nebo
daldi zdroj organického dusiku), sacharidy, rlstové reguldtory a pripadné latky upravujici

fyzikalni vlastnosti média. (3)

K zakladnim fyzikalnim faktordm plsobicim na rostlinné explantaty patfi intenzita

svétla, teplota, pH Zivného media, sterilita kultivacniho prostredi. V zavislosti na intenzité
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svétla dochazi casto vintaktnich rostlindch i tkanovych kulturdach ke zméné intenzity
biosyntézy a akumulace sekundarnich metabolitl. Svétlo mlze byt stimulujicim faktorem,
ale existuji i skupiny latek, jejichz produkci svétlo inhibuje. ZaleZi i na ¢asti rostliny, ze které
byla kultura odvozena. Teplota kultivace se vétSinou pohybuje mezi 17 az 25°C, optimalni
hodnota pH Zivného media je obvykle mezi 4,5 az 6,0, i kdyz v zavislosti na typu kultury

maze byt i jina.

Sterilita prostredi rostlinného materidlu a Zivného média je duleZitd pro prevenci
kontaminace kultury plisnémi a bakteriemi, kterym médium mlzZe vytvaret pfiznivé

podminky pro rust. (12)

3.6.3.2 Priddni prekurzoru do Zivného média

Jednou z moZnosti stimulace tvorby sekundarnich metabolitd je pridani prekurzoru
do Zivného media. Tato metoda je vyhodnd pouze v pfipadé, Ze prekurzor je mnohem
levnéjsi nez produkt a ma urcité pozadované vlastnosti, hlavné schopnost dostat se z média

do organely, ve které probiha prislusnd metabolicka preména. (9)

3.6.3.3 Biotransformace

Biotransformace mze byt realizovana kulturou, v nizZ je celd biosynteticka sekvence
urcité latky porusena, ale enzym schopny zprostiedkovat danou reakci je tvoren
v dostatecném mnoiZstvi. Krostlinnému materidlu je pfiddn exogenni substrat, ktery je
rostlinnou bunkou nebo orgdnem prijat, zapojen do metabolického procesu a vlivem
rostlinnych enzym( preménén na vysledny produkt. Tato biosynteticka cesta se jevi
vyhodna pro stereo- a regiospecifické reakce, u kterych je béiné chemické provedeni

finan¢né narocné. (12)

3.6.3.4 Elicitace

Rostliny jsou v pribéhu svého Zivota vystaveny proménlivym podminkam vnéjsiho
prostiedi. Proces elicitace vyuZiva schopnosti rostlin i rostlinnych bunék reagovat na rzné
stresové podnéty fadou obrannych reakci, které vedou ke zvySené produkci a akumulaci
sekundarnich metabolitld. Po¢atkem vSech obrannych reakci je signdl pro jejich spusténi —
elicitor. Elicitory délime na abiotické a biotické. Mezi abiotické rfadime fyzikalni faktory —
zmeéna pH, teploty, osmotického tlaku, UV zafeni a chemické faktory (tézké kovy a jejich
soli, atb, pesticidy). Biotickymi elicitory jsou viry, bakterie, houby, kvasinky, mykoplazmata

a organické molekuly pochazejici z téchto organismi (napf. oligomery chitinu z hub). (9, 12)
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3.6.3.5 Imobilizace

Imobilizace bunék na povrchu polymerové matrice, popfipadé pfimo v ni, vede
Casto ke zvySeni produkce sekundarnich metabolitll. Imobilizace se déje ukotvenim
rostlinnych bunék na povrchu nosice (nosi¢ mize mit podobu ¢astic, sité nebo stény),

zachycenim uvnitf gelovych ¢astic, nebo napt. obalenim bunék membranovou vrstvou. (9)

3.6.3.6 Manipulace s genetickym materidlem

Genetické manipulace spocivaji vizolaci genetického materidlu, jeho nasledné
Upravé a transferu zpét do organismu nebo do bunécénych struktur. V pfipadé zvyseni
produkce sekundarnich metabolitd u rostlin jsou pouZivany dvé zakladni metody. Prvni
ztéchto metod méni expresi jednoho nebo nékolika genl kodujicich klicové kroky
biosyntézy. Druhad metoda je zamérena na exprese regulatornich gen(, které kontroluji

prislusné biosyntetické cesty. (12)
3.7 Rostlinné vakuoly

3.7.1 Definice vakuol

Vakuoly jsou drobné ci vétsi dtvary ohrani¢ené polopropustnou membranou.
Od cytoplazmy jsou oddéleny membranou — tonoplastem, kterd neustale kontroluje
transport latek do vakuoly a zpét. Vakuola je vyplnéna vakuolarni tekutinou (nazyvanou
také bunécnd stava). Tuto bunéénou stavu tvofi vodny roztok mnoha organickych
a anorganickych substanci. U velké ¢asti zralych rostlinnych bunék je vakuola nejobjemnéjsi

organelou a mlze tvofit 80 % i vice objemu celé buriky.

3.7.2 Ruznorodost vakuol

Vakuoly rostlinnych bunék jsou obecné riznorodé z hlediska tvaru, obsahu i funkce.
Jednotlivé buriky mohou obsahovat jeden, ale i vice druhl vakuol. Ani jednotlivé ¢asti
rostlinné vakuoly nejsou ve vSech burikdch stejné. Zalezi na typu bunky, taxonomickém

zarazeni rostliny a také na jejim stafi a fyziologickém stavu.

V mnoha meristematickych burikach (s vyjimkou vaskuldrniho kambia) je misto
jedné velké centrdlni vakuoly mnoho malych vakuol, nékdy nazyvanych provakuoly. Pocatky
téchto provakuol jsou v tzv. vezikulech — vaccich, odvozenych z Golgiho aparatu, nebo
z endoplazmatického retikula. Tak jak se zvétSuji bunky, i provakuoly se spojuji, zvétsuji
a rozrlstaji a postupné vytvofi centralni vakuolu. Vzajemné splyvani vezikul a provakuol
ve vétsi vakuoly je charakteristické pro vétsinu rostlinnych bunék a probiha nejintenzivnéji

v obdobi prodluzovaciho ristu bunék. (16)
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3.7.3 Funkce vakuol

Vakuola bunék vyssich rostlin je dlleZitou soucasti bunécné fyziologie a to zejména
v udrZzovani bunécéného metabolizmu. SlouZi jako dlouhodoba zasobarna toxickych iontd,
dlouho- i kratkodoba zasobarna minerdld a organickych kyselin. Tato organela je dulezita

i z d@vodu udrZovani cytoplazmatického pH a Ca’* homeostazy. (17)

Vakuoly predstavuji vnitfni prostfedi cytoplazmy. Transportni systém umistény
v tonoplastu hraje duleZitou roli ve schopnosti ménit rychlost a smér transportu latek

ve vakuole.

Tyto organely také slouzi k uskladnéni zdsobnich latek. Jsou zasobarnou latek
bunécéného metabolizmu, jako jsou AMK, organické kyseliny, nitraty, fosfaty a rfady dalSich
latek, které jsou transportovany do cytoplazmy a pfi aktudlni potifebé bunky jsou
k dispozici. Ve vakuolach zdsobnich tkani mohou byt nékteré rezervni latky skladovany delsi
dobu. Jsou to zejména rozpustné monosacharidy (hlavné glukdza a fruktdza), oligo- nebo

polysacharidy.

Dalsi funkce rostlinnych vakuol spociva ve skladovani sekundarnich metabolitd, jako
jsou napriklad alkaloidy, flavonoidy, taniny. Rada ztéchto litek je ve vy$si koncentraci
pro rostlinnou bunku toxickd. Transportem do vakuoly je jejich negativni vliv na jiné

bunécné pochody odstranén.

Ve vakuolach se casto ukladaji pigmenty. Nejrozsifenéjsi skupinou barevnych
pigmentd jsou antokyany, které jsou pric¢inou barevnych kombinaci rostlin. Ve vakuolach je
pfitomno mnoho rdznych druhll antokyand, které se barevné lisi. Obvykle se vyskytuji
ve smésich a vysledna barva zavisi na typu anthokyan( (na jejich chemickém usporadani,
na jejich poméru ve smési a na celkovém mnoZstvi). Barevnost také zavisi také na pH
bunééné stavy a na pfitomnosti chelatl kovovych iontl. Ve vakuoldch se vyskytuje i mnoho
bezbarvych flavonoidd. Nékteré z nich maji stejnou funkci jako barevné latky (jsou viditelné
pro urcité druhy hmyzu). Jejich hlavni Uloha ale spociva v ochrané rostliny proti UV zafeni,

které je nebezpecné pro Zivé buriky.

Vakuoly jsou velmi dulezité pro osmoregulaci. Diky pfitomnosti vakuol a pevné
bunécné stény mohou rostlinné bunky fungovat jako osmoticky systém. Intracelularni
tekutina vakuoly obsahuje vysoce koncentrované rozpustné Ilatky (sacharidy,

aminokyseliny) a anorganické latky, které pfispivaji hlavné k intracelularni osmoze. (16)

22



3.7.4 Endomembranové markery

Jako maker je oznacovan identifikacni znak, ktery je typicky pro rdzné burky
aorganely. Sjeho pomoci je mozné tyto struktury identifikovat. Nedostatek markert
specifickych pro vakuoly je hlavni prekdzkou v porozumeéni rostlinnym organelam. Pfesna
interpretace mnohych dat vyzaduje dokonalou identifikaci jednotlivych soucasti membrany.
Pohled na rostlinné vakuoly i na vakuoldrni kompartmenty je sporny. Je to tim, Ze
neexistuje shoda ve spolehlivych markerech. Markery pro jednotlivé komponenty sice byly

navrzeny, ovsem nebyla prokazana jejich jednoznacnost. (9)

3.8 Bunécné transportéry (transport latek pires membrany)

K biologickym membrandm ftadime plazmatickou membranu (membrana
ohranicujici bufiku) a membrany ohranicujici organely (ob& mitochondridlni membrany, ER,
Golghiho aparat, jadro, lysozomy atp., u rostlin téZ membrany chloroplastu). | kdyZ se tyto

membrany lisi strukturou i funkci, obecné vlastnosti maji spolecné.

vvvvvv

Diky vlastnostem fosfolipidové dvojvrstvy a v ni pfitomnych bilkovin umoznuje selektivné
a Casto regulovatelné transport latek po (pasivni transport) i proti (aktivni transport) jejich
elektrochemickému gradientu. Na membranové struktury jsou rovnéz vazany enzymatické

systémy katalyzujici nékteré kroky metabolickych drah.

Biologické membrany jsou prostupné pro fadu latek, které by lipidovou dvojvrstvou
nedifundovaly nebo by difundovaly velmi pomalu. Je to zplsobeno prFitomnosti
transmembranovych proteinl, které umozni selektivné a regulovatelné difuzi urcitym

molekuldm. Tyto transportni proteiny mizeme rozdélit do dvou velkych skupin:

a) prenasecové proteiny (permedzy, transportéry, carriers): obvykle prenase;ji
nizkomolekularni organické latky. Béhem prenosu dochazi k interakci
prfenaseCového proteinu s prenasenou latkou a nasledné konformacni
zméné, jejimz vysledkem je uvolnéni pfenasené latky na druhé strané
membrany.

b) kandly: obvykle ptendseji ionty, jde o transmembranové bilkoviny, které
ve sttedu své molekuly maji otvor s hydrofilnim prostfedim, které
selektivné propousti urcity iont. Béhem prichodu iontu nedochazi
ke konformacni zméné proteinu ani vyznamné interakci s pfenasenym
iontem. Rychlost difuze je tedy vétsi neZ u prenasSeCovych proteind.
Podstatou regulovatelnosti tohoto zplsobu facilitované difuze je otevirani
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a uzavirani kanall: tedy konformacni zména, ktera cini kanal prostupnym
nebo neprostupnym. Existuji kanaly napétové fizené (reaguji na zménu
membranového potencidlu) nebo chemicky fizené (reaguji na vazbu urcité

signalni molekuly).

Uvedené mechanismy se tykaji pasivnich transportnich déjii — tedy prenosu latek

bez doddani energie, po sméru elektrochemického gradientu.

Druhou mozZnosti prenosu je aktivni transport, coz znamend prenos latky proti
elektrochemickému gradientu. Vidy je vtomto déji zainteresovan pfenaSecovy protein,
ktery zaroven aktivni transport sprahuje s néjakym exergonnim déjem, aby byl

termodynamicky viilbec mozny. Podle zdroje energie zname 2 zplsoby aktivnich transport(:

a) hydrolyza ATP: transportni protein ma zaroven ATPasovou aktivitu.

b) sprazeni s transportem jiné latky po koncentra¢nim gradientu: je-li
druha latka transportovana ve stejném sméru jako latka transportovana
aktivné, jedna se o symport, je-li transportovdna ve sméru opacném,

jde o antiport. (18)

3.8.1 Transport latek pres vakuolarni membranu

Membrdana, ktera obklopuje obsah vakuoly, se nazyva tonoplast. Strukturalné je
v zasadé obdobna jako cytoplazmatickd membrana, ma vsak lehce specifické slozeni. Ma
odlisné zastoupeni jednotlivych druh( lipida v lipidové dvojvrstvé a obsahuje pro vakuolu
(tedy pro tonoplast) specifické bilkoviny. Mnoho biologickych proces( zajistovanych
vakuolou zacind interakci latek z cytoplasmy s povrchem tonoplastu. Tonoplast proto musi
byt od membran jinych organel odlisitelny. OdlisSné zastoupeni bilkovin a lipid( tuto
identifikaci umozriuje. Na jejim zakladé mUzZe byt protein, nebo obsah transportniho vacku,

dopraven cilené do konkrétniho typu vakuoly. (19)

Sekundarni metabolity, produkované rostlinou jako reakce na rlzné stresové
faktory, mohou byt pro burnku potencidlné toxické, a proto se ukladaji ve vakuolach.
Mechanismy, kterymi se rtzné chemické latky dostanou do vakuoly, jsou jiz delsi dobu

predmétem vyzkumu.(12)

Predpokladaji se tyto mechanismy transportu pres tonoplast:
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a) Protonové pumpy

Rostlinné vakuoly jsou jedine¢né mezi eukaryotickymi organelami mimo jiné tim, Ze
vlastni dvé protonové pumpy - vakuoldrni H™-ATPazu (V-ATP4za) a vakuolarni

H*-pyrofosfatdzu (V-PPaza). (9)

Tyto primarni aktivni pumpy jsou lokalizovany ve vakuoldarni membrané rostlinné
bunky — tonoplastu. Jedna se o multipodjednotkové enzymy, které se skladaji ze dvou
odliSnych domén: transmembranovy protonovy kanal (VO) a pfipojeny katalyticky komplex
(V1). Slozeni podjednotek enzymu se v zavislosti na rostlinném druhu muze lisit. Doména
VO pfipojuje doménu V1 k cytoplazmatickému povrchu membrany a slouZi k translokaci

protonl do lumen endomembranového kompartmentu. (9, 20)
V-PPaza je jednoduchy polypeptid, ktery vystupuje jako dimer.

Primarni aktivni transportéry predstavuji vSude se vyskytujici skupiny protonovych
pump, které mlZeme nalézt vmnoha bunéénych organelach, jako jsou lysozomy,
endozomy, vyluCovaci a zasobni vacky a také v tonoplastu vyssich rostlin, hub a kvasinek.
V-ATPaza jako enzym byla také objevena v membranach specidlnich bunék obratlovcl
(osteoblasty, neutrofily a epitelidlni buriky ledvin a mocCového méchyre). V-ATPaza
v biologické preméné vytvari hydrolyzou ATP PMF (proton - motive— force) a tak poskytuje
fidici silu celé radé sekundarné aktivnich i pasivnich transportnich procest. Enzym
napodobuje FO-F1+ATPazy (F-ATPazy) mitochondrii, chloroplastl a eubakterii v jejich
struktufe. Jde o enzymy, které syntetizuji ATP a energii k tomu poskytuje transport H*
po koncentracnim gradientu. V-ATPaza je charakteristicka specifickymi inhibitory, napf. NO3
nebo bafilomycin Al. V-ATPaza prenasi protony z cytoplazmy do lumen vakuoly. K tomu
vyuziva energii z hydrolyzy ATP, ¢imZ vytvoii H elektrochemicky gradient, ktery je hnaci
silou mnoha transportnich déji. Shromazdovani aniontll, napf. CI a NO; ve vakuolach, je

fizena elektrickym potencidlem pres tonoplast. (17, 21)

Stejné jako V-ATPAaza, i V-PPaza katalyzuje pfenos H* iont( pfes tonoplast. Nicméné,
na rozdil od V-ATPazy, V-PPaza ziskdva energii z hydrolyzy PPi a je zfejmé pfitomna jenom

v rostlinach a fototropnich bakteriich.

Bylo prokazano nékolik funkci tohoto enzymu v rostlinnych bunkach. Mduze
vystupovat jako ochranny systém do doby ustaveni pH gradientu pfes tonoplast a je vyuZit

k sekundarnimu aktivnimu transportu. Funkce spociva i v regulaci cytosolického pH. Role
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V-PPazy byla prokdzéna i v pfenosu K'iontd do vakuoly. Vyznam toho to enzymu se

predpoklada i v regulaci vnitfniho tlaku buriky. (21)
b) SpraZeny transport

Jednim z nejvyznamnéjsich transportnich systém( je Ca**/H* antiport. Akumulace
vakuolarnich vapenatych iontl je nyni dobfe rozpoznana a vysvétluje se aktivitou praveé
tohoto antiportu. Pokud je ale tento transport pfili§ aktivni, vede ke zvySené akumulaci

vapenatych iontl ve vakuole a tim se snizi dostupnost iontd v jinych ¢astech rostliny.

Dal$im ddlezitym transportérem H" iontll je Na’/H" antiport. Oba tyto systémy hraji
dlleZitou roli v homeostaze iontl a maji vyznamnou ulohu i v fizeni osmotického tlaku.

(9, 21)
c) lontové kanaly

Existuje nékolik typl iontovych kanald. Z pohledu tonoplastu jsou nejdulezitéjsi TIP
(proteiny vnitfni strany tonoplastu). Tyto proteiny jsou mnohdy nejvice zastoupenymi
vakuoldrnimi transportéry. Rada z nich funguje jako vodni kanaly, tzv. akvaporiny. Rizné
rostlinné druhy se lisi TIP geny. Tyto geny jsou proto rozdilné regulovany a rizné TIP mohou

byt utilizovany za specifickych podminek.

In vivo funkce TIPG zUstdvaji zatim nejasné. Mnoho z nich transportuje vodu a diky
tomu je tonoplast vysoce propustny. Nékteré TIPy, napt. v bunkach tabdku, se podili
na transportu vody i na transportu solutd glycerolu a urey. TIPy se ve spojeni se svymi
protéjsky plasmatické membrany mohou Uucastnit dlouhodobé regulace cytosolickych

a vakuolarnich objem.

TIPy byly navrzeny také jako markery vakuolarni funkce. Bylo prokazano, ze rlzné
druhy vakuol obsahuji razné druhy TIP (a-TIP, y — TIP, 6 — TIP). Lytické vakuoly mély jen y —
TIP, autofagické vakuoly jen a — TIP a zasobni vakuoly &-TIP. V budoucnu by TIPy mohly

slouzit také jako markery pro vyvoj vakuol a jejich zménu. (9)

3.8.1.1 Transportéry sekunddarnich metabolitii

Vyssi rostliny produkuji obrovské mnozstvi sekundarnich metabolit( (alkaloidy,
terpenoidy, polyfenoly a mnoho dalsich sloucenin), které jsou déleny do nékolika skupin
podle zplsobu jejich biosyntézy a podle strukturdlnich rysa. K docileni jejich funkce, jako je
ochrana rostliny pfed UV zarenim a patogeny, jsou sekundarni metabolity shromazdovany

ve specifickych tkanich nebo ve specidlnich typech bunék, ve kterych je tato akumulace
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nebo sekrece vysoce regulovana. Napf. flavonoidy ochranujici bunku pred UV zarenim jsou
shromazdovany v epidermalnich burkach a atraktanty plsobici proti hmyzu pochazeji

z okvétnich listkd.

Sekundarni metabolity jsou ¢asto transportovdny z hlavni vakuoly do sousednich

bunék, nebo do konce do jinych tkani, ¢i vzdalenéjsich organd.

Zasobni vakuola, kterd casto zaujimd az 90 % vnitfniho objemu rostlinné bunky,
hraje ustfedni roli vakumulaci sekundarnich metabolitl v rostliné. Shromazdovani
sekundarnich metabolitl ve vakuole ma minimalné dvé pozitivni role: Odlucovani biologicky

aktivnich metabolit( uvnitf buriky a ochrana metabolitl pochazejicich z katabolismu.

Existuji dva zakladni mechanizmy, kterymi se sekundarni metabolity dostavaji
pres vakuolu: H* sekundarni-dependentni transport pfes H* antiport a primarni transport

pomoci ABC transportér.

Membranovy transport sekundarnich metabolitd je stale predmétem vyzkumu.
Nedavné studie genomu odhalily, Ze mnoho transportérld a kandld se nachazi pravé
v genomu. Studie genetickych sekvenci, které koduji tyto proteiny, a studie fenotypl
zpUsobenych mutacemi téchto sekvenci byly pouzZity k objasnéni membranového
transportu sekundarnich metabolitl. Tento transport pfes membrany je zcela specificky
pro kazdy typ sekundarniho metabolitu. Nejen geny Ucastnici se biosyntézy sekundarnich
metabolitl, ale také geny obsaZzené v jejich transportu jsou velmi dlleZité pro systematické
inZenyrstvi zamérené na vzrlstajici produkci velmi cennych sekundarnich metabolitl

v rostlinach. (22)
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ABC transportéry (ATP binding cassette)

7

V mnoha pfipadech vakuolarniho vychytavani sekundarnich metabolitl bylo
dokdzano, Ze je druhové specifické pro dané komponenty a rostlinné druhy. Vétsina rostlin
obsahuje glykosylované sekunddrni metabolity. Vakuolarni transport glykosylovanych
derivatl je obvykle zprostfedkovan pomoci antiportu proton — substrat. Je vSak znamo
i nékolik pripadl, kde mohou sekundarni metabolity nést také zdporny naboj (napfr.
glukuronidy). Flavonové glukuronidy (v SiSaku bajkalském je to baicalin) jsou vychytavany

pomoci pfimé energetické utilizace Mg-ATP. To dokazuje pfitomnost ABC transportér(. (23)

Nazev ,ATP binding cassette” predstavuje velkou rodinu transmembranovych
proteind, nachazejicich se vfadé organism0 od bakterii po clovéka, které vazou ATP
a energii z tohoto zdroje vyuZivaji k aktivnimu fizenému transportu chemicky rGznorodych
latek z vnitifniho prostfedi buriky do extracelularniho prostoru. ABC transportéry jsou velmi
rozmanitou skupinou proteinl, které zprostifedkovavaji fadu transportnich funkci.

(20, 24, 25)
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Prvni ABC transportér byl naklonovdn v roce 1982 v laboratofi Giovanna Amese.
Jednalo se o histidin-permedazu. Od této doby skupina ABC transportérl neustale narUsta
a predstavuje jednu z nejvétsich rodin transmembranovych proteind pfitomnych v mnoha

organismech.

ABC transportéry obsahuji Sest aZz dvanact transmembrdnovych helixd a dva
hydrofilni helixy uvnitf burky, které nesou jedno nebo dvé vazebna mista pro ATP
(ATP-binding domain/s) ajsou zdrojem subrdtové specifity transportniho proteinu.
V soucasné dobé je popisovano 48 ABC transportéri, které se déli do sedmi podskupin.
Nejlépe charakterizovanou skupinou ABC transportérll je podrodina ABCB, konkrétné

ABCB-1 (P-glykoprotein/MDR-1).

Nedavné studie prokazaly, Ze funkce ABC transportérl neni omezena jen
na detoxikaci. Mimo to jsou dulleZitou soucasti mnoha dalsich biologickych proces, jako je
bunécna signalizace, coz je proces s prisnou substratovou specifitou. Kromé toho se podileji
na prijmu Zivin. Tyto vSudypfitomné ATP-dependentni pumpy, nebo kandly jsou schopny

transportovat obrovské mnozstvi substratl, od malych iont( pres velké proteiny. (26)
Role ABC transportérii pFi pfenosu fenolickych sloucenin

Do skupiny fenolickych sekundarnich metabolitd fadime jednoduché
fenylpropanoly (kumariny, lignany), flavonoidy a polyfenoly, které maji vyssi molekulovou
hmotnost (napf. taniny). Fenylpropanoidy a flavonoidy jsou jedny z nejintenzivnéji
studovanych rostlinnych metabolit(, a to nejen kvuli chemické strukture, ale zejména kvli

jejich biosyntéze a biologickym ucinkim.

Mnoho fenolickych slouéenin bylo rozpoznano v rostlindch v glykosylované formé.
Glukosidace hraje klicovou roli v detoxikaci endogennich sekundarnich metabolitl a rovnéz

xenobiotik v rostlinach. Tyto glykosidy se ¢asto shromazd'uji ve vakuolach.
ABC transportéry a flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenolické slouceniny obsazené jak vcévnatych, tak
i v bezcévnych rostlindch. Pfirlstu a vyvoji rostlin nehraji zdsadni roli, ale jsou dulezité

v jinych oblastech, jako je ochrana rostliny pred UV zarenim apod.

Kromé ochrany rostliny pred UV zafenim maji flavonoidy mnoho dalsich funkci —

vabi hmyz k opyleni a rozptylu semen a reguluji auxinovy transport.
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Vysledky mnoha pokust ukazuji, Ze mista, kde dochazi k akumulaci flavonoid, jsou
rozdilna od téch, kde dochazi k biosyntéze téchto sloucenin. To je dikazem, Ze v rostlinnych
bunkach probihd transport flavonoidl. Ackoliv biosyntéza byla popsana do detaild,

transportni a akumulac¢ni mechanismy nejsou presné znamy.

Flavonoidy, anthokyany a proanthokyany jsou syntetizovdny v cytosolu
a shromazdovany ve vakuole. K dokonceni tohoto procesu je tfeba, aby membranové
transportéry prenesly flavonoidy nasyntetizované v cytosolu do vakuoly. Tohoto se uUcastni

nékolik typl transportérd, z nichz jednu skupinu tvori ABC transportéry.

Nékteré sekunddrni metabolity jsou v cytoplazmé povazovany za vysoce reaktivni
a potencidlné toxické. K tomu, aby se zabranilo toxicité, jsou flavonoidy transportovany
do vakuol. Rostliny maji vyvinuty detoxikacéni systém kobrané proti exogennim

fytotoxinlm, tedy proti xenobiotikim. Hlavni cesta detoxikace se sklada ze tfi ¢asti:

1. aktivacni faze, kterd obvykle zahrnuje hydrolyzu a oxidaci, ¢imZ se xenobiotika
stanou reaktivnéjsimi. Hlavni reakci v této fazi je katalyzace proteiny cytochromu
P450, Ucastnicich se syntézy flavonoida.

2. konjugacni faze, kde jsou slouceniny metabolizované v predchozim kroku
konjugovany s hydrofilnimi molekulami, jako je glutathion, glukdza, nebo malonat.

3. rozdélovaci faze, kde jsou konjugdty oddéleny od cytosolu pomoci membranovych

transportnich proteind

Pfi detoxikaci jsou exogenni latky enzymaticky konjugovény s glutationem.
Glutathionové konjugaty jsou pak rozpozndny a pomoci ATP dependentnich,
na protonovém gradientu nezavislych transportér (ABC transportéry), transportovany
bud do vakuol, nebo do bunécné stény. Vsoucasné dobé neni znam jiny typ

transportérq, ktery by se podilel na kompartmentizaci téchto konjugatt (27, 28)
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4 Experimentalni cast

4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1

4.1.2

Chemikalie

D — manitol, Ficoll®, Polyethylenglykol 4000, CaCl, MgCl, : Fluka

Cellulase onozuka R — 10, Maceroenzyme R — 10: Duchefa Biochemie

Hepes, inositol, kyselina glukuronova, MgATP: Sigma

chlorid thiaminia puriss., chlorid pyridoxinia puriss.: Koch-Light Laboratories Ltd
baicalin €., baicalein €., purin, EDTA - Na, .: Sigma-Aldrich Chemie
dihydrofosfore¢nan draselny €., dusi¢nan draselny p.a., dusi¢nan amonny p.a.,
glycin €., hydrogenfosfore¢nan sodny p.a., chlorid kobaltnaty p.a., chlorid vapenaty
p.a., jodid draselny p.a., kyanid draselny ¢., kyselina borita p.a., kyselina nikotinova
¢., methanol p.a., molybdenan sodny p.a.,sacharéza p.a., siran horecnaty p.a., siran
manganaty p.a., siran médnaty p.a., siran zinecnaty p.a., siran Zeleznaty p.a.:
Lachema

hydrolyzat kaseinu: Imuna

Pristroje

autokldv PS 20A, autoklav PS 121, horkovzdusny sterilizator HS 81A: Chirana, Brno
analytické vahy A 200S: Sartorius, Gottingen

box s laminarnim proud&nim Fatran L-F: vyrobné druzstvo Pokrok, Zilina

mikroskop Meopta standard: Meopta, Kosite

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

chromatografickd kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s pfedkolonkou: Merck,
Darmstadt

trepacka CEROMAT MO: B. Braun Biotech International, Melsungen

centrifuga MPW 342: Labor-Komplet;MPW Med. Instrument, VarSava

4.2 Kultivace a pasazovani suspenznich kultur S. baicalensis

4.2.1

Kultivace

Suspenzni kultury byly ziskdny z9. pasdze kalusovych kultur ptipravenych

mechanickym rozvolnénim casti kofenl wvyklicenych rostlin na katedre farmakognodzie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. K rozvolnéni kofink( bylo pouZito 25 ml MS média
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obsahujiciho NAA (naftyloctova kyselina v koncentraci 10 mg.I""). Kultivace probihala

v 250 ml kulatych barikach s plochym dnem na rotaéni tfepaéce (120 ot. min™). K vlastnim

experimentlm byla pouZita 65. aZ 75. pasaz suspenznich kultur. (9, 14)

Suspenzni kultury Sisaku bajkalského byly kultivovany v tekutém médiu podle

Murashigeho a Skooga, jehoz sloZzeni popisuje Tabulka 1.

Tabulka 1 SloZeni tekutého média

CaCl,.2H,0 440,00 mg.ml*
KNO; 1900,00 mg.ml™*
MgS0,.7H,0 370,00 mg.ml™
NH,NO; 1650,00 mg.ml™*
KH,P0O,.H,0 170,00 mg.ml™*
FeS0O,.7H,0 27,84 mg.ml™
Na,EDTA 37,37 mg.ml™
MnS0,.4H,0 22,30 mg.ml™
ZnS0,.7H,0 11,50 mg.ml™
H3BO3 6,20 mg.ml™

KI 0,83 mg.ml*
CuS0,.5H,0 0,025 mg.ml™
NaMo0,.2H,0 0,025 mg.ml™
CoCl,.6H,0 0,025 mg.ml™
Inositol 100,00 mg.ml™

Hydrolyzat kaseinu

1000,00 mg.ml™

Glycin 2,00 mg.ml™
Kyselina nikotinova 0,50 mg.ml*
Thiamin hydrochlorid 0,10 mg.ml*
Pyridoxin hydrochlorid | 0,50 mg.ml™

Sacharoza

30000,00 mg.ml™

Tato mnozstvi byla navaZena na analytickych vahach. Ty latky, které byly potfebné

pouze v malém mnozstvi, byly odpipetovany z predem pfipravenych zasobnich roztokd.

Jako riistovy stimulator byla pouZita naftyloctova kyselina v koncentraci 10 mg I

32



Takto pfipravené zivné médium bylo po 50 ml rozplnéno do 250 ml kulatych banék
s plochym dnem. Tyto banky byly prekryty hlinikovou félii a sterilizovany v autoklavu

(15 min., 120°C). (9)

4.2.2 Pasazovani
Pravidelné pasazovani kultur SiSdku bajkalského bylo provadéno v intervalu
12-14 dnl, vlastni kultivace potom probihala v kultivaéni mistnosti pfi 25 °C

v Sestnactihodinové svételné periodé.

PasaZovani spocivalo v pfeneseni 10-12 ml vzrostlé suspenzni kultury do Cerstvého
média pomoci pipet, které pred tim byly po dobu 15 min sterilizovany pfi 120°C v autokldvu
(pfed sterilizaci byly do pipet vsunuty chomacky vaty a pipety byly obaleny hlinikovou félii).
Pasazovani bylo provadéno v boxu s laminarnim proudénim vzduchu, jehoZ vnitfni povrch
byl pfed vlastni praci vydezinfikovdn 96% etanolem a ozafovan germicidni zafivkou.

Po celou dobu pasazovani byly dodrzovany zasady aseptické prace. (9, 14)
4.3 Izolace vakuol Sisaku bajkalského

4.3.1 Izolace protoplasti

Kazdé izolaci vakuol predchazi izolace protoplasta.

4.3.1.1 Roztoky poti‘ebné pro izolaci protoplastii
1. Roztok A: 4,6 g manitolu bylo v odmérné barice rozpusténo ve vodé a doplnéno
vodou po znacku.
2. Roztok enzym: bylo pouzito 15 g celuldzy a 0,2 g maceroenzymu. Tato mnozstvi

byla rozpusténa v roztoku A a doplnéna timto roztokem na 50 ml.

4.3.1.2 Postup izolace protoplastii
1. Suspenzni kultury byly zfiltrovany pfes Bilchnerovu nalevku, promichany 25 ml
roztoku A aopét zfiltrovany pres novy filtr. Toto promyvani bylo zopakovano
trikrat.
2. Asi 18 g Cerstvé vahy promytych bunék bylo vloZzeno do 50 ml roztoku enzyma.
Enzymova smés nesméla byt starsi nez 14 dn(.

3. Roztoky byly protfepavany 3 hodiny pti 25 °C na rotaéni tiepacce pfi 120 ot. min™.
4.3.2 Izolace vakuol

4.3.2.1 Roztoky poti‘ebné k izolaci vakuol
1. Roztok B: 10 mM Hepes obsahujici 0,5M manitol, pH 7,4
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2. Lyzacni roztok: 0,5 mM manitol + 5 mM EDTA + 10 mM Hepes

3. Ficoll 10 %: na 50 ml roztoku bylo pouzito 5 g ficollu, 0,019 g PEG, 0,12 g Hepes
a 1,42 g manitolu

4. Ficoll 5 %: na 50 ml roztoku bylo pouzito 2,5 g ficollu, 0,019 g PEG, 0,12 g Hepes
a 1,42 g manitolu

5. Ficoll 2 %: na 50 ml roztoku bylo pouzito 1 g ficollu, 0,019 g PEG, 0,12 g Hepes
a 1,42 g manitolu

6. Ficoll 15 %: na 50 ml roztoku bylo pouzito 7,5 g ficollu, 0,019 g PEG, 0,12 g

Hepes a 1,42 g manitou

U vSech téchto roztok( byla jako rozpoustédlo pouZita destilovana voda.

4.3.2.2 Postup izolace vakuol

1. Suspenze protoplastd byly centrifugovany v centrifugacnich zkumavkach pfri
2200 ot. min™ po dobu 10 minut.

2. Usazenina byla rozmichana v 10 ml roztoku B.

3. Ktomuto roztoku bylo pfiddno 20 ml lyza¢niho roztoku a roztok byl lyzovan
12 minut. Vyplavil se tak buné¢ny obsah.

4. Do centrifugacni zkumavky bylo napipetovdno 8 ml 15% Ficollu, ten byl pfevrstven
8 ml 10% Ficollu, ten byl dale prevrstven 15 ml lyzatu (viz bod 3.), a lyzat byl

prevrstven 5 ml 5% Ficollu.

5%
ficoll

lyzaéni
roztok

10 %
ficoll

15 %
Obr. 10 Zkumavka po navrstveni vSech roztokd
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5. Takto navrstvené roztoky byly 20 minut p¥i 2200 ot. min™ centrifugovany.

> vakuoly

roztok

bile opalizujici

bile opalizujici
oztok se zelenou,
usazeninou

Obr. 11 Zkumavka po prvni centrifugaci

6. Zcentrifugacni zkumavky bylo odebrano 20 - 30 ml smési (materidl nad spodnimi
vrstvami 15% a 10% ficollu.

7. Do nové centrifugacéni zkumavky bylo napipetovano 15 ml 10% ficollu, ten byl
prevrstven predchozi odebranou smési a ta byla prevrstvena 5 ml 2% ficollu.

8. Takto navrstvené roztoky byly 15 minut centrifugovény pfi 2200 ot. min™.

Cisty
roztok

> vakuoly

bile opalizujici
roztok

usazenina

-

Obr. 12 Zkumavka po druhé centrifugaci

9. Po centrifugaci byly ze zkumavky odebrany dvé svrchni vrstvy roztoku a ty byly
znovu po dobu 10 minut centrifugovany p¥i 4000 ot. min™.
10. Sediment obsahoval Cisté vakuoly. Supernatant byl odstranén a vakuoly rozmichany

v roztoku 5% ficollu.
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Pro experimenty byla pouZita laboratorni teplota v kombinaci s vychlazenim vsech

pouzitych roztokl na 4 °C.

4.4 Sledovani transportu mezi vakuolou a vnéj$im prostredim
Pfed vlastnim pokusem byly vakuoly uchovavané vroztoku 5% ficollu pfi 4 °C
rozdéleny do dvou centrifugacnich zkumavek a byly centrifugovany pfi 4000 ot. min™ po

dobu 15 minut.

Po centrifugaci byly vakuoly usazeny na dné zkumavky. Pro jejich ziskani byl ze

zkumavky odstranén supernatant.

4.4.1 Priprava roztokii potiebnych pro pokusy
Byly pfipraveny pokusné a kontrolni roztoky. SloZeni téchto roztokd se

u jednotlivych zkousenych latek lisi (viz nize).

K sedimentu vakuol bylo pfiddno 10 ml pfislusného roztoku a vyslednd smés byla

v kazdé oznacené zkumavce peclivé promichana.

4.4.2 Odbér vzorku

Odbér vzorkt v case O:.

1. Zkazdé zkumavky byly odebrany 2 ml roztoku a tyto odebrané vzorky byly
v oznacenych centrifugaénich zkumavkich po dobu 15 min pfi 4000 ot. min™
centrifugovany.

2. Injekéni stfikackou byly odebrany vzorky supernatantu a pro HPLC analyzu byly tyto
vzorky preneseny do vialek.

3. Po odstranéni zbyvajiciho supernatantu byly k sedimentu vakuol pfidany 2 ml
metanolu. Smés v obou zkumavkach byla radné protrepana.

4. Zkazidé zkumavky byl odebran vzorek vakuol pro HPLC analyzu vakuolarniho

obsahu.

Tento postup odebirani vzorkl byl provadén také v ¢ase 2 h, 4 h a 24 h od zacatku
experimentu. Pomoci HPLC analyzy byl pak sledovan obsah jednotlivych flavonoid(i béhem

¢asu a za pritomnosti vybranych modulatort vakuolarniho transportu.
4.4.3 Vlastni pokusy

4.4.3.1 Vliv kyseliny glukuronové na vakuoldrni transport

Kontrolni roztok: ficoll 5%
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Pokusny roztok: kyselina glukuronova (0,00195 g/10 ml, odpovidajicich 3mM),

doplnéno roztokem ficollu 5% do 10 ml

4.4.3.2 Vliv Kkyseliny glukuronové v pritomnosti baicaleinu na vakuoldrni
transport
Kontrolni roztok: baicalein (0,0027 g / 10 ml, odpovidajicich 1mM), doplnéno

roztokem ficollu 5% do 10 ml

Pokusny roztok: baicalein (0,0027 g / 10 ml, odpovidajicich 1mM), kyselina
glukuronova (0,00195 g /10 ml, odpovidajicich 3mM), doplnéno roztokem ficollu 5%
do 10 ml

4.4.3.3 Vliv kyseliny glukuronové v pritomnosti baicalinu na vakuoldrni transport
Kontrolni roztok: baicalin (0,0027 g / 10 ml, odpovidajicich 1mM), doplnéno

ficollem 5%

Pokusny roztok: kyselina glukuronova (0,00195 g / 10 ml, odpovidajicich 3mM),
baicalin (0,0027 g / 10 ml, odpovidajicich 1mM), doplnéno roztokem ficollu 5% do 10 ml

4.4.3.4 Vliv kyseliny glukuronové, MgATP a baicaleinu na vakuoldrni transport
Kontrolni roztok: baicalein (0,0055 g / 10 ml), doplnéno roztokem ficollu 5%

do 10 ml

Pokusny roztok: baicalein (0,0055 g / 10 ml), MgATP (0,0152 g / 10 ml,
odpovidajicich 3 mM), kyselina glukuronova (0,0019 g / 10 ml), doplnéno roztokem ficollu
5% do 10 ml

4.5 HPLC analyza baicaleinu a baicalinu

4.5.1 HPLC analyza

Zkousené i kontrolni roztoky byly pfimo nastfikovany do HPLC systému.

HPLC analyza byla provadéna na sestavé Jasco (Cerpadlo PU — 2089, detektor MD —
2055). Sestava byla vybavena predkolonovym filtrem a kolonou LiChrospher RP — 18, 250x4

pum s ochrannou predkolonou.

Nastfikovany objem byl 20 ul. SloZeni mobilni faze probihalo v linedrnim gradientu
z50% metanolu s obsahem 0,15% kyselin fosfore¢né (pH=2,9) v ¢ase t=0 na 75% metanol
s 0,15% kyselinou fosforecnou v ¢ase t=15 min pti konstantnim prdtoku mobilni faze

1,2 ml.min™.
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Detekce byla provadéna pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych délek 190 — 450
nm. Obsah sledovanych flavonoidl byl vycten z pikd pfi vinové délce 277 nm, ve které maji
oba flavonoidy své absorpéni maximum. Retencni ¢asy u baicalinu byl cca 6 minut,
u baicaleinu cca 11 minut 40 sekund. Obsah obou latek byl identifikovdn matematickou
metodou normalizace a porovnanim s kalibraéni kfivkou vytvofenou pomoci vnéjsiho

standardu téze latky. (23 str. 27)

baical2

Calibration curve: baical2 - baicalin S
Component :baicalin

il Date : 20.4.2005 17:31:51
— Results
110+ ] ¥:mgM0o0ml Y : Area
Polynom: y =h x +a
g Regression coefficient = 0,9365
a= 0
907 = 9,18809
801+
704
60-f
b ;
< 504+
407 - ISlandard M weighting
30 4‘ |~ Paintto point
201 - ¥ Palyriomial arder: F-j ¥ force through (0.0
104 - I Unlock model [~ Xlog scale
o I~ ¥logscale
0]
0 2 4 5 8 10 iz
g 00ml

Obr. 13 Kalibrac¢ni kfivka baicaleinu a baicalinu
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Obr. 14 Ukazka chromatogramu vzorku

4.5.2 Validace HPLC analyzy

Validace je ovéreni platnosti zvoleného analytického postupu.

Instrumentdlini validace je zajisténa vyrobcem HPLC soustavy (Jasco) podle normy

ISO 9001 (International Organisation for Standardisation). Zplsobilost chromatografického

systému byla navic ovéfena testem opakovaného ndstiiku — tzv. test na presnost

(provedeno vidy Sest nastrika tymz vzorkem, vypoctena relativni smérodatna odchylka byla
vidy mensi neZ 1,5%) a testem linearity (na zakladé péti rliznych koncentraci standardu se
linearni regresni analyzou zjisti hodnota korelacniho koeficientu r, kterd musi byt vétsi nez
0,9900). Pro hodnoceni analytického méreni byly dale prevzaty metody z Evropského

Iékopisu, 3. vydani.

Asymetrie piku a Pocet teoretickych pater. Pro hodnoceni celé metody byly pouzity

tyto validaéni parametry:

e Sprdvnost metody — jednd se o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi ziskanou

a skute¢nou hodnotou (tedy porovnanim ovérovanych hodnot se standardem,
porovnavani s jinou jiz osvédéenou metodou, nebo srovnavanim s referencnim

materialem).
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e Kvantitativni limit — jde o nejmensi koncentraci, ktera je kvantifikovatelna

s prijatelnou presnosti (relativni smérodatna odchylka mensi nez 15 %). (23)

4.6 Statistické zpracovani vysledki

Statistickd vyznamnost namérenych vysledk(l byla vypocitdna pomoci t — testu

vyznamnosti dvou primérl (pro rovnost rozptyll) podle nasledujicich matematickych

vztah(:

Aritmeticky prumér:
X = =1 %

a

X...aritmeticky pramér
X;_namérené hodnoty
a...rozsah souboru

Smérodatnd odchylka:

i (= x;)?

a—1
X...aritmeticky pramér
X;_.namérené hodnoty

a...rozsah souboru

Testovaci kriterium:

T lx1 — x| . ny *ny * (ag +a; — 2)

Jai *s? +ay +s? a; + az

X;...aritmeticky prdmeér kontrolniho souboru
X,...aritmeticky priimér pokusného souboru

s;...smérodatnd odchylka kontrolniho souboru
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S,...smérodatnd odchylka pokusného souboru
a;...pocet ¢lenl kontrolniho souboru
a,...pocet ¢lenl pokusného souboru

Testovaci kriterium pfislusi t — rozdéleni se stupném volnosti vypoctenym podle

vzorce V = a;+a,-2.

Pokusny soubor se od kontrolniho souboru vyznamné lisi v pfipadé, Ze vypoctené
testovaci kriterium je vétSi neZ kritickd hodnota t, pro vypocteny stupen volnosti

v v hladiné vyznamnosti p (p=0,05)
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5 Vysledky

Vysledky vSech analyz baicalinu a baicaleinu ve vakuoldch a supernatantu jsou

uvedeny ve formé tabulek a grafl a jsou priimérem tfi stanoveni.

5.1 Vliv kyseliny glukuronové na obsah flavonoidii

Tabulka 2 Vliv kyseliny glukuronové na obsah flavonoidt ve vakuolach

Vzorek Kontrola
Cas [h] [Baicalin Baicalein Baicalin Baicalein
[%] [%] [%] [%]
0 0,345 0,040 0,325 0,032
2 0,377 0,036 0,304 0,021
4 0,228 0,000 0,301 0,028
24 0,079 0,000 0,102 0,000
0,400
0,350
__ 0,300 -
X
"13 0,250 -
(=] . .
§ 0,200 M Baicalin (V)
= H Baicalein (V)
L
3 0,150 W Baicalin (K)
G
0,100 M Baicalein (K)
0,050
0,000
0 2 4 24
cas [h]

Obr. 15 Vliv kyseliny glukuronové na obsah flavonoidii ve vakuolach
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Tabulka 3 Vliv kyseliny glukuronové na obsah flavonoidt v supernatantu

Vzorek

Kontrola

Cas [h]
[%]

Baicalin

[%]

Baicalein

Baicalin
[%]

Baicalein
[%]

N

24

0,002
0,000
0,013
0,400

0,003
0,000
0,017
0,042

0,000
0,000
0,040
0,238

0,000
0,005
0,003
0,018

0,450

0,400

0,350

0,300

0,250

0,200

0,150

obsah flavonoida [%]

0,100

0,050

0,000

cas [h]

M Baicalin (V)
M Baicalein (V)
H Baicalin (K)

M Baicalein (K)

Obr. 16 Vliv kyseliny glukuronové na obsah flavonoid( v supernatantu
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5.2 Vliv kyseliny glukuronové v pritomnosti baicaleinu na obsah

flavonoidu

Tabulka 4 Vliv kyseliny glukuronové v pfitomnosti baicaleinu na obsah flavonoidl ve vakuolach

Vzorek

Kontrola

Cas [h]
[%]

Baicalin

Baicalein
[%]

Baicalin
[%]

Baicalein
[%]

24

1,342
1,376
1,445
1,627

0,709
0,696
0,550
0,745

1,221
0,917
0,998
0,778

0,940
0,753
0,904
0,541

1,800

1,600

1,400

1,200
1,000
0,800

0,600

obsah flavonoidi [%]

0,400

0,200

0,000

cas [h]

24

M Baicalin (V)
M Baicalein (V)
M Baicalin (K)

M Baicalein (K)

Obr. 17 Vliv kyseliny glukuronové v pfitomnosti baicaleinu na obsah flavonoidt ve vakuolach
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Tabulka 5 Vliv kyseliny glukuronové v pfitomnosti baicaleinu na obsah flavonoidi v supernatantu

Vzorek Kontrola
Cas [h] [Baicalin Baicalein Baicalin Baicalein
[%] [%] [%] [%]
0 0,023 0,238 0,012 0,214
2 0,485 0,172 0,067 0,258
4 0,376 0,171 0,072 0,301
24 0,514 0,110 0,371 0,244
0,600
0,500
‘°\—°' 0,400
o3
°
2 M Baicalin (V)
S 0,300
= M Baicalein (V)
L
% 0,200 W Baicalin (K)
M Baicalein (K)
0,100
0,000
0 2 4 24
¢as [h]

Obr. 18 Vliv kyseliny glukuronové v pfitomnosti baicaleinu na obsah flavonoidi v supernatantu
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5.3 Vliv Kkyseliny glukuronové v pritomnosti baicalinu na obsah

flavonoidu

Tabulka 6 Vliv kyseliny glukuronové v pfitomnosti baicalinu na obsah flavonoidt ve vakuolach

Vzorek Kontrola
Cas [h] |Baicalin Baicalein Baicalin Baicalein
[%] [%] [%] [%]
0 0,346 0,462 0,947 0,556
2 0,217 0,377 0,911 0,513
4 0,583 0,581 0,719 0,849
24 0,635 0,723 0,772 1,007
1,200
1,000
3 0,800
=]
=
2 M Baicalin (V)
S 0,600
= W Baicalein (V)
-
‘_g“ 0,400 m Baicalin (K)
M Baicalein (K)
0,200
0,000
0 2 4 24
cas [h]

Obr. 19 Vliv kyseliny glukuronové v pfitomnosti baicalinu na obsah flavonoidi ve vakuolach
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Tabulka 7 Vliv kyseliny glukuronové v pfitomnosti baicalinu na obsah flavonoidii v supernatantu

Vzorek

Kontrola

€as [h]
[%]

Baicalin

[%]

Baicalein

Baicalin
[%]

Baicalein
[%]

N

24

0,600
0,698
0,471
0,513

0,001
0,004
0,000
0,028

0,797
0,588
0,846
0,830

0,000
0,001
0,000
0,009

0,900

0,800

0,700
0,600
0,500
0,400

0,300

obsah flavonoida [%]

0,200

0,100

0,000 -

cas [h]

M Baicalin (V)
M Baicalein (V)
M Baicalin (K)

M Baicalein (K)

Obr. 20 Vliv kyseliny glukuronové v pfitomnosti baicalinu na obsah flavonoidti v supernatantu
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5.4 Vliv Kkyseliny glukuronové, baicaleinu a MgATP na obsah

flavonoidu

Tabulka 8 Vliv kyseliny glukuronové, baicaleinu a MgATP na obsah flavonoidi ve vakuolach

cas [h]

24

Vzorek Kontrola
Cas [h] |Baicalin Baicalein Baicalin Baicalein
[%] [%] [%] [%]
0 2,003 0,719 2,452 0,623
2 2,492 0,854 2,415 0,598
4 3,121 0,412 2,074 0,616
24 3,295 0,377 0,796 0,841
3,5
3
S
=]
T
§ M Baicalin (V)
= H Baicalein (V)
L
© M Baicalin (K)
Q2
o

M Baicalein (K)

Obr. 21 Vliv kyseliny glukuronové, baicaleinu a MgATP na obsah flavonoid( ve vakuolach
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Tabulka 9 Vliv kyseliny glukuronové, baicaleinu a MgATP na obsah flavonoidi v supernatantu

Vzorek Kontrola
Cas [h] [Baicalin Baicalein Baicalin Baicalein
[%] [%] [%] [%]

0 0,002 1,222 0,000 1,481

2 0,000 1,198 0,015 1,219

4 0,000 0,784 0,163 1,406

24 0,184 0,231 0,099 1,135

1,600

1,400
1,200 -
S
‘.13 1,000 -
2 M Baicalin (V)
S 0,800 -
= W Baicalein (V)
L i
a 0,600 W Baicalin (K)
G

0,400 - M Baicalein (K)

0,200 -

0,000 -

0 2 4 24
cas [h]

Obr. 22 Vliv kyseliny glukuronové, baicaleinu a MgATP na obsah flavonoidl v supernatantu
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6 Diskuze

V Sisdku bajkalském jsou flavonoidy syntetizovany na endoplazmatickém retikulu.
Mechanizmus transportu flavonoidd uvnitf bunék neni zatim presné znam, ale
z predchozich studii je zfejmé, Ze se uskladnuji ve vakuoldch. Predpoklada se transport
ve formé glukuronid(, nebo glutationovych konjugdat(, které vznikaji na vnéjsi strané
tonoplastu. Tato diplomova prace si kladla mimo jiné za cil ovéfit tuto teorii a zjistit, zda se
na baicalein vaze kyselina glukuronovd a zda je transport ve formé glukuronidu ovlivnén

MgATP. (23, 24)

Transport opacnym smérem, tzn. z vakuoly do cytosolu, rovnéz neni duikladné
prostudovan. Spoustéci mechanizmus zfejmé souvisi s ndhlymi potifebami buriky. Je-li
bunka vystavena oxidacnimu stresu, baicalin zfejmé ztraci cukernou slozku a prechazi zpét
na baicalein, ktery ptestoupi pfes tonoplast do cytosolu. Zatim neni jasné, jestli se zde vaze
na dalsi latky usnadnujici jeho transport a rozpustnost v cytosolu. Roli by zde mohl hrat
glutation. V cytosolu baicalein reaguje s kyslikovym radikalem a pomoci peroxidaz je

pfeménén na 6,7-dehydrobaicalein. (23)

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv vybranych potencialnich aktivator(

a inhibitor( transportnich mechanismui na transport flavonoidd pres tonoplast.

Prvni testovanou latkou byla kyselina glukuronova. Samotna kyselina glukuronova
neméla prakticky Zadny vliv na obsah baicalinu a baicaleinu ve vakuolach. Pouze u vzorku
odebraného v ¢ase 24 h doslo k vyznamnéjSimu poklesu obsahu baicalinu a baicaleinu
ve vakuolach, coZ se projevilo zvySenim jejich obsahu v supernatantu. TotéZz bylo v mensi
mife pozorovano také u kontroly (Tabulka 2; Obr. 15; Tabulka 3; Obr. 16). Pficinou
zvySeného mnoistvi sledovanych flavonoidd v supernatantu je pravdépodobné castecny
rozpad vakuol v pribéhu experimentu a uvolnéni vakuoldrniho obsahu do okolniho

prostiedi.

Vakuoly izolované ztéto pasdZze obsahovaly jen minimalni mnoZstvi baicaleinu.
Ztohoto dlivodu nebylo moZné zjistit, jestli se kyselina glukuronova spojuje

s intravakuolarnim baicaleinem.

V nasledujicim experimentu byl testovan vliv kyseliny glukuronové spolu
s baicaleinem. Kombinace téchto dvou latek méla mirné pozitivni vliv na obsah baicalinu

ve vakuolach. Obsah baicalinu vzrostl z 1,34 % na 1,63 %, zatimco obsah v kontrole naopak
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klesl. Je tedy pravdépodobné, Ze pomoci tonoplastovych proteini dochazi ke slouceni
kyseliny glukuronové a baicaleinu a vysledny konjugat je transportovan do vakuoly (Tabulka

4; Obr. 17). S tim koresponduje i pokles obsahu baicaleinu v supernatantu.

ZvySeni mnozstvi baicalinu v supernatantu u kontroly v ¢ase 24 h lze vysvétlit
postupnou degradaci vakuol v pridbéhu experimentu. U vzorku doslo k narGstu baicalinu
v supernatantu jiZz po dvou hodindch. Ztoho se da usuzovat, Ze se muzZe jednat

i 0 samovolny Unik baicalinu mimo neporusenou vakuolu (Tabulka 5; Obr. 18).

Déale bylo sledovano, zda na transport flavonoidl ma vliv kyselina glukuronova
v kombinaci s baicalinem. Latky v této kombinaci zplQsobuji mirny vzestup baicalinu uvnitf
vakuol. Vzhledem ktomu, Ze ve vakuolach doslo i ke zvySeni mnozstvi baicaleinu, Ize
usuzovat, Zze v tomto pripadé baicalin nevznikl syntézou z baicaleinu, ale Zze do vakuoly byl

jednoduse transportovan z vnéjsiho prostredi.

U kontroly tento jev nebyl pozorovan. To mizZe naznacovat, Ze kyselina glukuronova

ma vliv i na vlastni transport baicalinu pfes tonoplast (Tabulka 6; Obr. 19)

V pfitomnosti kyseliny glukuronové, baicaleinu a MgATP doslo pravdépodobné
ke spojeni baicaleinu a kyseliny glukuronové na glykosid baicalin a kjeho transportu
do vakuol. Ve vakuolach souc¢asné sledovan pokles obsahu baicaleinu. V pfipadé kontroly
obsah baicalinu ve vakuolach klesd. Tento proces je patrny jiz u kombinace kyseliny
glukuronové a baicaleinu. V pfitomnosti MgATP se tento transport projevil jiz po dvou

hodinach. Z toho vyplyva, Ze MgATP tento transport urychluje (Tabulka 8; Obr. 21).

Tyto vysledky nastoluji otazku, zda se baicalin syntetizuje z baicaleinu na vnitini
nebo vné&jsi strané tonoplastu. Ubytek baicaleinu je patrny jak v supernatantu (tedy

ve vnéjsim prostredi), tak uvnitf vakuoly.

Teorii 0 spojeni baicaleinu s kyselinou glukuronovou na vnéjsi strané tonoplastu
a jejich transportu do vakuoly podporuje fakt, Ze v supernatantu je uUbytek baicaleinu

daleko vyraznéjsi.

Malé mnoiZstvi baicalinu se objevuje v supernatantu vzorku a kontroly v case
odbéru 24 hodin (u kontroly i u ¢asu 4 hodiny). To mlzZe byt zplsobeno rozpadem vakuol
béhem experimentu a uvolnénim vakuoldrniho obsahu do okolniho prostfedi, coZz bylo

pozorovano i u predeslych pokusu.
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Vliv MgATP na transportni formu flavonoidll sledovala ve své diplomové praci
i Zuzana Krskova. Zjejich vysledkd vyplyva, Ze Mg ATP ma na obsah flavonoid(

v suspenznich kulturach pozitivni vliv.

Zminéné experimenty vsak byly provadény na celych burikdch a sledovaly pouze
obsah flavonoidi uvnitf bunék. Tato prace je tedy také doplnénim téchto poznatkl

a v podstaté lokalizuje misto konecné syntézy baicalinu na vakuolarni membranu.

Zavérem lze konstatovat, Ze pozitivni vliv MgATP a kyseliny glukoronové na obsah
baicalinu ve vakuolach dokazuje pfitomnost ABC transportéri v tonoplastech Sisaku
bajkalského. Tyto transportéry jsou zodpovédné za syntézu baicalinu z bacaleinu

a k. glukuronové a za transport baicalinu do vakuoly.
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7 Zaver

1.

Byla zvlddnuta kultivace suspenznich kultur Si$dku bajkalského (Scutellaria
baicalensis, Lamiaceae) a izolace vakuol z téchto kultur.

Byla zvladnuta HPLC analyza baicalinu a baicaleinu.

Byl sledovan vliv vybranych potencidlnich aktivator(i a inhibitorG transportnich
mechanismu na transport flavonoid( pres tonoplast.

Na rychlost transportu sledovanych flavonoid(i pfes tonoplast ma pozitivni vliv
kombinace kyseliny glukuronové, baicaleinu a MgATP. K prvnimu vyraznéjSimu
zvySeni obsahu baicalinu ve vakuolach doslo jiz vcase 2 hodiny (z 2,003 %
na 2,492 %). V ase 24 hodin byl obsah baicalinu ve vakuolach jiz 3,295 %.
V kontrole naopak doslo k poklesu baicalinu z 2,452 % v ¢ase 0 hodin na 0,796 %
v ¢ase 24 hodin. Ztoho je mozné usuzovat, Ze tyto procesy jsou zavislé na zdroji
energie v podobé MgATP.

Naopak samotnd kyselina glukuronovd na metabolizmus a transport flavonoidi
nema prakticky zadny vliv.

Zdosazenych vysledk( vyplyva, Ze kyselina glukuronova se svelkou
pravdépodobnosti vaZe na vnéjsi strané tonoplastu na molekulu baicaleinu
a vysledny glukuronid baicalin je transportovan pfes tonoplast. MgATP jako zdroj
energie pro transportér pozitivné ovlivnil tento transport. Transportni systém

pro baicalin a baicalein tedy nélezi ke skupiné ABC transportér(.
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8 Abstrakt

Kamila Tabofikova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2008
Ovlivnéni metabolismu a transportu flavonoidd v kulturach in vitro |
Diplomova prace

Vedouci prace: PharmDr. Jan Martin, Ph.D.

Pocet stran: 57

Tato diplomova prace s ndzvem Ovlivnéni metabolismu a transportu flavonoid(
v kulturach in vitro | se zabyva vlivem vybranych latek na uklddani flavonoid( ve vakuolach

a sleduje vliv téchto latek na transport flavonoid mezi vakuolou a vnéjsim prostfedim.

K experimentdim byly pouzity vakuoly izolované ze suspenznich kultur SiSaku

bajkalského (Scutellaria baicalensis, Lamiaceae).

Po provedeni viech experimentl bylo zjisténo, Ze transport flavonoidl je nejvice
ovlivnén kyselinou glukuronovou v kombinaci s baicaleinem a MgATP. V pfitomnosti
kyseliny glukuronové a baicaleinu dochazi pomoci endomembranovych proteinl k syntéze
baicalinu a kjeho ukladadni do vakuol. MgATP tento proces jesté vice zintenziviiuje

a urychluje.

Klicova slova: Sisak, Scutellaria, vakuoly, izolace vakuol, baicalin, baicalein, kyselina

glukuronova, MgATP
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9 Abstract

Kamila Taborikova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Effects on flavonoid metabolism and transport in in vitro cultures |
Diploma thesis

Supervisor: PharmDr. Jan Martin, Ph.D.

Page Count: 57

This thesis deals with dependency of flavonoids storage in vacuoles on selected
compounds. The dependency of transport between vacuole and its environment was also

investigated.

The experiments were proceeded with vacuoles from suspension cultures

of Scutellaria baicalensis of the Lamiaceae family.

The transport of flavonoids was observed to be influenced by glucuronic acid
in presence of baicalein and MgATP. The glucuronic acid and baicalein cause the baicalin
synthesis on endomembrane proteins and its storing in vacuoles. This process is getting

more intensive and rapid in the occurrence of MgATP.

Keywords: Baikal Skullcap, Scutellaria, vacuoles, isolation of vacuoles, baicalin,

baicalein, glucuronic acid, MgATP
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