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1. UVOD

Je to jiz n€kolik stoleti, co ¢lovék objevil 1é¢ivou schopnost nékterych
rostlin. Nejprve pouzival 1éCivé rostliny Cerstvé, suSené Ci jinak konzervované,
pozdéji zacal z rostlin vyuZzivat 1 izolované 1éCivé latky.

K izolaci uc¢innych latek slouZzi 1€¢ivé rostliny ziskdvané sbérem ve volné
piirodé nebo péstované v polnich monokulturdch. Toto mé ale své nevyhody:
napt. produkce ucinnych latek v téchto rostlindch je zdvisld na klimatickych
(teplota, slunecni svit, srdzky) a padnich podminkich, sbér je mozZny pouze
sezonn¢, nekterych druht rostlin ve volné piirodé€ ubyva, hrozi zde vyskyt Skidct
a chorob a u polnich monokultur ndsledny vyskyt rezidui pesticidi a jinych
polutantd Zivotniho prostiedi ve sklizni. (1, 2, 3)

Tyto nevyhody jsou odstranény pii chemické syntéze 1écivych latek. Zde
vSak nardzime na nevyhody ekonomické: piili§ narocny ¢i  zdlouhavy
technologicky postup syntézy, vysokd cena takto ziskanych ucinnych latek. (2, 3)

Hledaji se proto dal§i mozZnosti, jak ziskdvat piirodni 1écivé latky
v dostatecném mnoZstvi a za ptijatelnych ekonomickych podminek. Jako vhodné
feSeni se jevi vyuZiti biotechnologickych metod zaloZenych na elicitaci kultur
rostlinnych explantath in vitro. Tyto metody maji, oproti tradi¢nim zplisoblim
ziskdvani ucinnych latek zrostlin, hned nékolik vyhod: syntéza metaboliti
probihd fizené¢ vumé¢lém prostfedi nezdvisle na klimatickych a pidnich
podminkach, jsou vylouceny negativni biologické vlivy (mikroorganismy, hmyz)
a zbytky pesticidi ¢i polutantli Zivotniho prostiedi, elicitaci je moZné zvysit
produkci sekundarnich metabolitd kulturou a tim 1 snizit vyrobni cenu
produkovanych latek. (1, 3, 4, 5,) Explantatové kultury mohou produkovat
1 slouceniny, které se v rostlin€ nevyskytuji. (4, 3)

Predpokladem uspésné elicitace je pouZziti vhodného elicitoru a stanoveni
optimdlni délky jeho ptsobeni u dané explantatové kultury. (1) A prave timto,
ve vztahu k produkci flavonoidii a isoflavonoidii explantdtovymi kulturami,
se zabyvd vyzkum na katedfe farmakognosie Farmaceutické fakulty v Hradci

Kralové.



2. CIL PRACE

Cilem této prace je studium vlivu abiotického elicitoru — ultrazvuku
pusobiciho v riznych casovych intervalech na produkci sekundarnich

metabolitli — isoflavonoidll v suspenzni kultuie Genista tinctoria L.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Genista tinctoria — kru¢inka barvirska

Celed’ Fabaceae — bobovité

3.1.1. Botanicky popis rostliny

Krucinka barvitskd je poloktovitd bylina dosahujici vysky az 500 cm.
Kminek mé vystoupavy nebo vzpiimeny, cetné vétve vzpiimené, podélné
Zebernaté, chlupaté nebo olysalé. Listy k vétévkam prisedlé, dortstaji délky
10 — 40 mm, Sitky 5 — 10 mm, jsou podlouhle kopinaté az eliptické, na lici lysé,
na rubu a na okrajich tidce pfitiskle chlupaté, s drobnymi Carkovitymi palisty.
Bohaté hrozny az 6 cm dlouhé, kvétni stopky délky 2 — 3 mm, pfitiskle chlupaté
se dvéma Sidlovitymi listenci. Kvete od kvétna do srpna Zlutymi 8 — 17 mm
dlouhymi kvéty. Kalich 4 — 7 mm dlouhy, lysy, fidce krati¢ce chlupaty, rozeklany
ve dva mélo odliSné pysky, horni i dolni s velkymi zuby. Pavéza vejcitého tvaru,
zaSpiCatéld, vzpiimend, lysa. Kiidla podlouhld, odstavajici od clunku, krat$i
neZ ¢lunek. Clunek rovny, podlouhly, lysy. Semenik také podlouhly, lysy. Plodem
jsou lusky v obrysu tzce podlouhlé, ve Svu mirn€ zvinéné, na vrcholu zaSpicatclé,
lysé, obsahujici 3 —10 semen. Semena olivové hnédavd, okrouhld a slabé

zplostéla. (6, 7)

Obr. ¢. 1: Genista tinctoria




Obr. ¢&. 2: Genista tinctoria
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3.1.2. Vyskyt

Kruc¢inka barvitskd patfi mezi druhy mirné teplomilné a svétlomilné.
Vyskytuje se predevsim ve svétlych doubravach, v lemech cest a lesti, na chudych
loukdch a pastvindch, ale i na skalnatych mistech. Vyhovuji ji pidy alkalické

az kyselé, chudé na dusik, rizného zrnitostniho slozeni. (7)

3.1.3. Charakteristika, sbér a Gprava drogy

Jako droga se pouZivd usuSend nat — Herba genistae tinctoriae. Droga
chutné nahotkle sviravé a je bez pachu.
Kvetouci nat’ se sbird od kvétna do srpna. Susi se ve stinu nebo pfi umélé

teploté nejvyse do 35 °C. (6)

3.1.4. Obsahové latky

Nat’" obsahuje flavonoidy, isoflavonoidy, chinolizidinové alkaloidy,
ttisloviny, kumariny, silice a slizy, ddle pak hoi¢iny, saponiny a barviva
(luteolin). (6, 10)

Semena obsahuji alkaloidy (anagyrin, cytisin a kaulofylin a dalsi). (6)

3.1.5. Pouziti

Pro obsah flavonoidi a silice ma ucinky diuretické, pouZzivd se proto
vnitin€ ve form¢ ndlevu jako diuretikum a dezinficiens. Doporucuje se pii otocich
a nedostateCnosti srde¢ni, protoZze ovliviluje cévni soustavu a vyméenu
latkovou. (6)

K. Csedo et al. ve svém vyzkumu dosli k zavéru, Ze extrakt z Genista
tinctoria ma pozitivni efekt na Staphylococcus aureus a Salmonella typhi. (8)

Jind skupina védct prokdzala antidiabetickou aktivitu, resp. schopnost
snizit glykémii, u zastupcii rodu Genista. (9)

Kvili obsahu Zlutych barviv (luteolinu a genisteinu) se diive pouZivalo

vétvi, listh a kvéth kru€inky barvitské k barveni Inénych a vinénych latek.(7)
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3.2. Flavonoidy

3.2.1. Flavonoidy a jejich vyznam v rostlinach

Flavonoidy jsou sekundéarni metabolity rostlin. VétSinou se v rostlindch
vyskytuji ve form¢ O-glykosidi nebo C-glykosidl, jejich molekula je tedy
sloZena z necukerné Casti (aglykon) a cukerné slozky (genin) (nejCastéji glukéza
nebo rhamnéza). Mén¢ cCasto se pak flavonoidy nachdzi v rostlindch jako volné
aglykony.

UloZeni flavonoidl v rostlinném organismu je druhové zdvislé. Obecné
plati, Ze ve vod¢ rozpustné glykosidy jsou nejcastéji rozpusténé v bunécné Stave
vakuol. Mohou byt ukldddny pouze do bunc¢k epidermis listdh nebo soucasné
do epidermis i mezofylu listil, pficemZ oba typy tkdni mohou obsahovat odlisné
typy flavonoidii. Aglykony, jejichZ hydroxylové skupiny jsou ¢astecné nebo tplné
methylované, jsou lipofilngjsi, a tim padem Iépe rozpustné ve voskové vrstvé
na povrchu listli, se nejcastéji nachdzi v kutikule listi. V kvétech jsou flavonoidy
uloZeny v bunikdch epidermis. Lze je také najit v oplodi plodl, v semenech a
pylovych zrnech. Methoxylované derivaty jsou lipofilni a vyskytuji se
v silicich. (10, 11)

Barevné i bezbarvé flavonoidy plni pouze funkci kopigmenti (piispivaji
k zabarveni). JakoZto barviva zplsobuji zabarveni rostlin a ptisobi tak jako
atraktanty pro  hmyz. (12) Flavonoidy se  vrostlinich  dcastni

oxida¢né-redukénich pochodu. (10)
3.2.2. Chemicka struktura

Flavonoidy jsou derivaty kyslikaté heterocyklické  slouceniny
fenylchromanu. Zakladem struktury je chroman. Podle polohy navdzaného arylu
na chromanu se rozliSuji: flavany (aryl v poloze 2), isoflavany (aryl v poloze 3) a

neoflavany (aryl v poloze 4). (10, 12)

@Oj
chroman
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l l )
O O

flavan isoflavan
l O

neoflavan

Oxidaci pyranového kruhu flavanu vznikaji derivéty flavanu: (10)

flaven flavanon

flavanonol
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OH

O OH O OH

flavanol flavandiol

flavon flavonol

Zakladni skelet miize byt dédle substituovan, nej¢astéji hydroxyskupinami a

methoxyskupinami. (10)

3.2.3. Biosyntéza

Aglykony flavonoidii vznikaji obéma hlavnimi cestami vedoucimi
k syntéze aromatickych latek v biologickych systémech. Jeden Sestiuhlikaty
fragment se odvozuje z acetitového metabolismu a zbyvajici devitiuhlikova cast
z kyseliny Sikimové. Spojenim kys. skoficové se tfemi molekulami acetatu vznika
jako meziprodukt patnictiuhlikovy chalkon. Z toho poté vznikd flavanon a z néj

flavon, nésledné flavan a dalsi derivaty flavanu. (10)
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Obr. ¢. 3: Biosyntéza flavonoidi (10):
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3.2.4. Vyuziti flavonoidi

Flavonoidy normalizuji permeabilitu kapildr a odstranuji jejich lomivost,
¢imz pusobi antihemorhagicky a antiedematosn¢.

Inhibici hyaluronidasy bran{ Sifeni mikrobidlnich toxinl tkdnémi a plisobi
tak podpurné pii 1€¢be¢ infekEnich nemoci.

S ionty vépniku tvoii komplexni soli a brani tak srdZeni krve a zadrZuji
vapnik v téle.

Nekteré maji téZ uGCinky diuretické a vasodilatacni, pusobi jako
antihypertenziva, choleretika, cholagoga a spasmolytika. (10)

U flavonoidua bylo prokdzéano, Ze snizuji riziko vzniku karcinomu a pasobi
preventivné proti nadorovému bujeni. Jejich ucinek spocivd v inhibici
neovaskularizace a proliferace nadorovych bun€k ovlivnénim enzymové aktivity a
metabolismu DNA. (15)

Svym antioxidacnim efektem mohou zlepSovat stavy, pro néz je typicka
vysokd produkce volnych radikdl (napt. zanétlivé stavy, diabetické komplikace,
rakovinu, ateroskler6zu, ischemickou chorobu srdecni). Potencuji antioxidacni
ucinek vitaminu C, vitaminu E, selenu. (10, 16)

U nékterych (napf. u kvercetinu) byla prokdzana antivirovd aktivita,
kterd byla jesté vySsi pfi soucasném podani acicloviru (synergicky efekt acicloviru
a urcitych flavonoidit). (16)

Flavonoidy vykazuji vyznamnou steroidni hormondlni aktivitu. (15)

3.3. Isoflavonoidy

3.3.1. Isoflavonoidy a jejich vyznam v rostlinach

Isoflavonoidy jsou biologicky aktivni sekunddrni metabolity rostlin.
Vyskytuji se predev§im v rostlindch celedi Fabaceae (napi. Trifolium pratense,
Gycine max), dale pak Rutaceae. (17)

V rostlindch se nachdzi ve formé volné, jako aglykony, nebo vadzané

na cukry, jako glykosidy. (18)
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Isoflavonoidy v rostlindch zastdvaji funkci ochrannou a obrannou. Maji
ucinky antibakteridlni, antivirové, antiparazitarni a fungistatické, posiluji imunitu

rostliny a pisobi jako antioxidanty. (15)

3.3.2. Chemicka struktura

Isoflavonoidy jsou derivaty kyslikaté heterocyklické slouCeniny
fenylchromanu. Zaklad chemické struktury tvofi chroman s navdzanym fenylem

v poloze C-3 (isoflavan). (10)

3-fenylchroman (isoflavan)

Vyznamnou skupinou isoflavonoidl jsou isoflavony. Zikladni strukturu

tvori isoflavon. (12)

O

1soflavon

Isoflavon miiZe byt ddle substituovdn, nejcastéji hydroxyskupinami a
methoxyskupinami. Piikladem jsou v pifirodé se vyskytujici aglykony daidzein,

genistein, formononetin a biochanin A a glykosid genistin. (12)

daidzein genistein
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formononetin biochanin A

HO

genistin

Isoflavonoidy obsahuji ve své molekule, podobné jako estrogeny, fenolové
jadro a jsou tudiz schopny se vdzat na estrogenni receptor a interferovat tak
s funkci endogennich estrogenti v organismu zivoCichu. (13, 14) Spolu
s estrogeny se latky s estrogenni aktivitou chovaji v ZivociSném organismu jako
agonisté, pfi vysokych ddvkach se mohou chovat i jako antagonisté. V ptipadé

estrogenniho deficitu piisobi latky s estrogenni aktivitou jako slabi agonisté. (15)

3.3.3. Biosyntéza

Aglykony isoflavonoidl vznikaji v rostlinach stejnou cestou jako aglykony
flavonoidd — kondenzaci polyacetitu a aromatickych kyselin, které jsou
syntetizovdny biosyntetickou cestou kyseliny Sikimové. Ze vzniklych
flavanonovych meziproduktli jsou syntetizovany migraci arylu katalyzovanou

enzymem 2-hydroxyisoflavanonsyntizou. (19)

3.3.4. Vyuziti isoflavonoidii

V humanni mediciné se jevi jako perspektivni vyuZzit isoflavonoidy
pro léCeni komplikaci spojenych s klimakteriem, predev§im postmenopauzalni
osteoporézy. Pomdhaji od Zenami subjektivné nepfijemné vnimanych névalt,
poceni, nespavosti, Unavy, ztrity libida. Déle isoflavony zlepSuji prokrveni a

ndrtist tloustky ktze, zvySenim tvorby kyseliny hyaluronové zlepSuji hydrataci
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pokoZzky, zvySuji tvorbu kolagennich i elastickych vldken, maji pozitivni vliv
inarast vlasi. Mohou byt tudiZ vhodnou alternativou hormondlni substitu¢ni
terapie, kterd nemusi byt pro vSechny pacientky vhodnd, resp. nutnd. (14, 15)

Isoflavonoidy lze také vyuZit ke zlepSeni pozornosti, kratkodobé paméti,
uceni. Maji pozitivni vliv na aktivaci senzomotorickych funkci (hmat, sluch, ¢ich,
motorickd aktivita). Pfi dlouhodobém uzivani isoflavonoidii se piedpoklada
prevence vzniku Alzheimerovy choroby, nebo alesponl oddédleni manifestace
pfiznakli (zmény ndlady, anxieta, inavnost, ztrata libida). (15)

Ve stiddiu vyzkumu je inhibi¢ni ptsobeni nékterych isoflavonoida
(genistein, biochanin A) na nadorové bunky. Pozitivni vliv na rakovinu prostaty
jiz byl prokdzan. Princip protinddorového piisobeni isoflavonoidli spociva
v inhibici neovaskularizace v rostoucim nddoru, a tim zastavuji piisun Zivin
pro nadorové buniky. (16, 20, 21)

Isoflavony maji ochranny efekt proti UV—zérfeni (20).

3.4. Chinolizidinové alkaloidy

3.4.1. Chinolizidinové alkaloidy a jejich vyskyt v rostlinach

Chinolizidinové alkaloidy se vyskytuji v rostlinich celedi Fabaceae
(napt. Sarothamnus scoparius, Laburnum anagyroides, Genista tinctoria). (10,
22)

V literatuie se uvadi u drogy Herba Genistae tinctoriae obsah téchto
chinolizidinovych alkaloidl: cytisin, spartein, methylcytisin a anagyrin. (10)

Obsahem chinolizidinovych alkaloidi v rostlindich rodu Genista a
v kalusové kultute Genista tinctoria se zabyval Luczkiewicz et. al.. Metodou
TLC, za pouziti deviti standardi chinolizidinovych alkaloidi (lupanin,
methylcytisin, cytisin, hydroxylupanin, sophocarpin, lusitanin, retamin, spartein a
L—o-isospartein), byly v intaktni rostliné Genista tinctoria prokdzany cytisin,
retamin, spartein a L—o—isospartein a v kalusové kultufe Genista tinctoria
stanovili pouze retamin a spartein. Syntéza chinolizidinovych alkaloida
pii in vitro podminkdch byla prokazateln¢ potlacena. (22, 23)

Vzhledem k toxickému tucinku chinolizidinovych alkaloidii je potla¢eni
jejich syntézy v kultute in vitro vyhodné.
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3.4.2. Chemicka struktura

Chemicka struktura n€kterych chinolizidinovych alkaloidii: (10)

o) cytisin

spartein

3.4.3. Biosyntéza

Chinolizidinové alkaloidy jsou v rostlinach syntetizovdny z aminokyseliny
lysinu, resp. jeho metabolického ekvivalentu, kadaverinu. Lupinin vznikd ze dvou
molekul lysinu, spartein ze tif molekul lysinu. Cytisin vznikd jako St€pny produkt

sparteinu. (10)

20



Obr. ¢. 4: Biosyntéza chinolizidinovych alkaloidii: (10)

HoN OH o] OH
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3.4.4. Vyutziti chinolizidinovych alkaloidi

Terapeuticky vyznam maji spartein a cytisin.

Spartein snizuje drdzdivost srdce a rozSifuje korondrni cévy, pouzivd se
proto perordlné nebo intraven6zné pfti tachykardii a srdeCnich arytmiich. Ddle m4
drazdivé ucinky na svalstvo stfevni stény a uteru, pouzivd se jako
uterotonikum. (10)

Cytisin  piisobi jako agonista na neurondlnich nikotinovych
acetylcholinovych receptorech. Ma emeticky ucinek, déle pak ucinky analgetické,
atihypertenzni a ptisobi monotropné. (10, 23)

Lupanin ma baktericidni ucinky na Pseudomonas syringe P.V. tomato,
Pseudomonas Syringe P.U. , phaselolica“, Pseudomonas libida, Erurnia

carotvora.

U anagyrinu se zkoumd plisobeni na respiratory syncitial virus. (23)
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3.5. Explantatové kultury rostlin

3.5.1. Explantatové kultury rostlin

Explantatové kultury rostlin (kultury rostlinnych explantitl in vitro)
znamenaji aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za umélych podminek.
V praxi to znamend oddélit ze sterilné napéstované nebo povrchoveé sterilizované
rostliny urcitou ¢ast, umistit ji do sterilniho prostiedi a kultivovat za definovanych

podminek. (1, 24)
3.5.2. Rozdéleni explantatovych kultur

Explantatové kultury rostlin se déli podle morfologické, resp. anatomické
charakteristiky do n¢€kolika skupin:

e Kaultura organova — organové systémy, organy nebo jejich zaklady ¢i Casti,
pestované v podminkdch in vitro zpisobem, ktery umozZiiuje jejich
diferenciaci a v celku zachovava jejich stavbu a funkci.

e Kultura tkanova - do rizného stupné soudrzné, morfologicky
desorganizované =~ mnohobunééné  komplexy  tkdn€,  pomnoZované
na polotuhych nebo pevnych nosicich, nasycenych Zivnym médiem, nebo
v tekuté Zivné pudée.

e Kaultura suspenzni — volné burniky a bunééné shluky spole¢né pomnoZované,
suspendované v tekuté Zivné ptid¢, promichavané a provzdusinované.

e Kultura bunééna - volné jednotlivé bunky pomnoZované v tekuté Cci
polotekuté Zivné ptidé nebo na nosic¢i nasyceném zivnou pudou.

e Kultura protoplastii — kultura bunék zbavenych bunéfnych stén; bunécny
obsah je obalen jen pruZnou plasmolemou.

e Kalusova kultura — kultura kalusu in vitro. (4)

3.5.3. Definice zakladnich pojmi

¢ Rostlinny explantat — fragment zivého pletiva, cely orgdn nebo komplex
orgdnd, odebrany bud’ z intaktni rostliny nebo z jiZ existujici kultury s cilem

pestovat ho v podminkdch in vitro.
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e Kaultura rostlinnych explantata — rostlinné explantity péstované po uréitou
dobu in vitro.

e Kultivace in vitro - péstovani rostlinného materidlu v podminkach
definovanych po strdnce chemické i fyzikdlni a zabranujici nezadouci
kontaminaci cizorodymi Zivymi organismy a buiikami.

¢ Primarni explantat — rostlinny explantat odebrany piimo z intaktni rostliny.

¢ Primarni kultura — kultura primarnich explantat.

e Subkultura, pasaz — kultura rostouci v subkultivaénim intervalu, ozna¢eném
urcitym subkultivaénim cislem.

e Subkultivace, pasazovani — pienos celé kultury nebo jeji ¢asti (inokula)
do Cerstvé zivné pudy s cilem obnovit, zachovat nebo zesilit rist kultury
po dal$i subkultivacni interval.

e Subkultivaéni interval — obdobi mezi dvéma po sobé ndsledujicimi
subkultivacemi kultury.

¢ Subkultivaéni ¢islo — poradové Cislo, udévajici, kolikrat byl kultura
subkultivovdna (pasdZzovana) od svého zaloZeni (odvozeni) z primérniho
explantatu nebo jiz existujici kultury.

e Kalus - vpfeneseném slova smyslu pletivo proliferujici na povrchu
nenadorovych primérnich explantat a schopné subkultivace.

* Rozpadavost kultur — schopnost tkdnovych a suspenznich kultur se
spontdnn¢ rozpadat na bunécné shluky a volné buniky schopné dalsiho ristu a

pomnozovani. (4)

3.5.4. Zakladni vlastnosti explantatovych kultur

e Tkanovou, suspenzni ¢i bunéénou kulturu lze, az na n¢kolik vyjimek, odvodit
z bunky nebo komplexu bunék pletiva kteréhokoliv rostlinného orgénu.

e Bunécné, tkanové i organové kultury jsou schopny trvale rist na i velmi
jednoduchych plné syntetickych pidach.

e Explantitovou kulturu Ize péstovat in vitro za vhodnych kultiva¢nich
podminek neomezené dlouho.

e Tkanovd i suspenzni kultura se v pribéhu ristu v podminkdch in vitro
dediferencuje, ztraci sviij piivodni morfologicky a fyziologicky charakter, nen{

ale homogenni, obsahuje bunky riizného stupn¢ diferenciace.
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e 7 genetického hlediska se rozliSuji kultury stabiln{ a nestabilni.

e Bunky tkdfiovych ani bunécnych kultur nejsou schopny tvofit jednovrstvou
kulturu, neuchycuji se na tuhé ani polotuhé povrchy.

¢ Vhodnou kombinaci rastovych reguldtori a dalSich sloZek kultiva¢niho média
lze v explantitovych kulturdch indukovat histogenesi nebo organogenesi.

Z jediné somatické buiiky Ize odvodit Zivotaschopnou rostlinu. (1, 3, 4)

3.5.5. Kultivace explantatovych kultur in vitro

3.5.5.1. Faze kultivace

Kultivaci rostlinnych explantatt 1ze rozd¢lit do Ctyt fazi: (4)
1. faze — vybér vhodné matecné rostliny a ziskdni primarniho explantatu.
Z asepticky péstované nebo povrchové sterilizované rostliny se oddé¢li Cast
vybraného organu a umisti se na vhodné sterilni agarové médium ke kultivaci
in vitro. Po nékolika tydnech se objevi primarni kalus, schopny rozmnozovani
na novém médiu.
2. faze — sekundarni kalusova kultura. Ziskany kalus je po odstranéni zbytku
vychoziho orgédnu pii pasdzovani na vhodném médiu schopen neomezené
proliferovat.
3. faze — suspenzni kultura. Suspenzni kultura se ziskd enzymatickym nebo
mechanickym rozvolnénim kalusové kultury. Suspenzni kultura je déle udrZzovéna
pomoci pravidelnych pasazi.
4. faze — suspenzni kultury jsou udrzovany v malych bankach na rollerech nebo

ttepackach. (1, 4, 5)

3.5.5.1.1. Suspenzni kultury

Suspenzni kultury rostlin jsou relativné homogenni populaci bunc¢k a
malych bunéénych shlukl, které jsou kultivovdny v pohybujicim se tekutém
Zivném médiu. (1)

Pohybujici se tekuté Zivné médium umoziuje bunécné suspenzi snadny
pfistup Zivin a dobrou vyménu plynit a to zpisobuje pomeérné rychly rist

suspenzni kultury. (1, 3)
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Jelikoz kultivace probihd v uzavieném systému, méni se, vlivem
odcerpavani zivin z zZivného média, sloZeni média, ddle pak hustota suspenze a
tudiZ i podminky kultivace.

Rist suspenzni kultury v uzavieném systému charakterizuje rustova
krivka. Prabéh kiivky je charakteristicky pomalym rastem kultury tésné
po naockovani (lag faze), velmi intenzivnim ndrdstem v exponencidlni fazi a
poklesem popiipadé Gplnym zastavenim ristu ve stacionarni fazi (limitovano

nedostatkem Zivin, které byly vyCerpany béhem exponencidlni faze). (1)

Obr. ¢. 5: Rustova krivka suspenzni kultury (1)

1 — lag faze, 2 — exponencidlni faze, 3 — staciondrni faze

¢ — koncentrace — pocet bunék v 1 ml, t — ¢as — pocet dni kultivace

Suspenzni kulturu Ize udrzet dlouho, pokud je vzdy ve vhodnou dobu (na
konci exponencidlni faze riistu) provedeno pasdzovani. (1, 3) Obvykle staci

pfenést 5 — 10 % inokula do Cerstvého média po 2 — 4 tydnech. (3)

3.5.5.2. Podminky kultivace

Vhodné podminky kultivace jsou nezbytné diileZité pro rist explantitové
kultury, lze jimi ale také ovlivnit produkci sekunddrnich metabolitli v dané

kultufe.
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3.5.5.2.1. Zivna média

vvvvvv

rust a morfogenezi v explantatovych kulturach. (1)

Existuje mnoho zivnych médii pro kultivaci rostlinnych explantata,
v zdkladu ale vSechny obsahuji obvykle tyto slozky: makroelementy,
mikroelementy, zdroje organického uhliku (sacharidy), zdroje organického dusiku
(aminokyseliny), vitaminy, rastové reguldtory, nedefinované smeési piirodnich

latek, destilovanou vodu. (1, 4)

e Makroelementy — jsou nutné pro kultivaci, jejich optimédlni koncentrace
v Zivném médiu je zdvisld na rostlinném druhu. Patii sem: dusik, fosfor,
draslik, vapnik, magnesium, sira a chlér. lonty se pfidavaji do zivného média
ve form¢ jejich soli. (1, 4)

¢ Mikroelementy — esencidlni: Zelezo, mangan, bor, molybden, méd’ a zinek;
neesencialni: kobalt, sodik, jéd, chlor. (1)

e Zdroje organického uhliku — nejcastéji se pouZzivaji sacharidy: sacharéza,
popft. glukéza ¢i fruktéza. Kultury rostlinnych explantath in vitro jsou schopné
vyuzivat uhlik jako zékladni stavebni jednotku pro nové vznikajici tkan nejen
ze sacharidd, ale také z alkoholli a organickych kyselin. (1, 4)

e Zdroje organického dusiku - aminokyseliny: kasein hydrolyzat,
L—glutamin, L—asparagin, glycin, adenin. PfestoZe jsou explantatové kultury
schopny syntetizovat vSechny nezbytné aminokyseliny, mlZe piitomnost
nekterych aminokyselin v Zivném médiu stimulovat rist explantat. Pfi vyssi
koncentraci vSak mohou samostatné dodané aminokyseliny riist naopak
inhibovat.

e Vitaminy — pfedev$im dva vitaminy skupiny B: thiamin (nezbytny pro riist
explantatovych kultur), pyridoxin. Také jsou dileZité tzv. bios faktory: biotin,
myo—inositol. Dédle se pfiddavaji: vitamin C, kyselina nikotinova, kyselina
pantotenova, riboflavin. (1, 4)

e Rustové regulatory — Ize rozdélit na tifi skupiny pievazné stimulacné
pusobicich reguldtor: auxiny, gibereliny a cytokininy, a na pfevdzné
inhibi¢né plsobici reguldtory: abscisiny. (25) VZdy je nutnd nejen jejich
koncentrace, ale i jejich vzdjemny pomér. (1) K auxinim patii: kyselina

B—indolyloctovd (IAA), kyselina P—indolylméselnd (IBA), kyselina
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fenyloctova (PAA), kyselina a—naftyloctova (NAA), kyselina
2,4—dichlorfenoxyoctovd (2,4-D). (1, 25) Mezi cytokininy se fadi:
benzylaminopurin (BAP), 6—dimetylaminopurin (IPA), furfurylaminopurin
(kinetin),  zeatin. (1) Kabscisinim ndlezi pfedevSim  kyselina
abscisovd (ABA). (25)

Nedefinované smési prirodnich latek — napi. kokosové mléko, kvasni¢ny
extrakt, protein hydrolyzat, aktivni uhli. V soucasné dobé se dava piednost
definovanym kombinacim létek. (1, 4)

Destilovana voda — méla by byt prostd pyrogend, plynt, organickych

necistot — vysokd kvalita. (1)

3.5.5.2.2. Fyzikalni podminky kultivace

Pro rist explantidtové kultury i pro produkci sekundarnich metabolitl

kulturou jsou dulezité fyzikdlni podminky kultivace: teplota, svétlo, vlhkost

vzduchu a pH kultiva¢niho média. (4)

Teplota kultivace — je vétSinou zvolena empiricky v tésném rozmezi
kolem 25 °C. Piili§ nizkd teplota inhibuje rust, zpomaluje aZ zastavuje
metabolismus, piili§ vysoka teplota zpuisobuje poskozeni bunék. (4)

Svétlo — je dilezitd kvalita i kvantita. (1) V zdvislosti na délce osvétleni
dochdzi v explantitovych kulturdch ke zméné intenzity biosyntézy a
akumulace sekunddrnich metaboliti. Je proto nutné, zvolit pro kultivaci
vhodnou periodu svétlo/tma. (4)

Vlhkost vzduchu — v kultivaéni mistnosti by méla vlhkost vzduchu byt
v rozmezi 20 — 98 %, podle pozadavka dané kultury.

pH zZivhého média - pii zhotoveni média je doporucovano dodrZet
koncentraci vodikovych ionti na pH5,5-6,0 dile pH 6,0-7,0. Na
pfisluSnou hodnotu pH lze Zivné médium upravit pfiddnim hydroxidu

draselného nebo kyseliny chlorovodikové. (1)
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3.5.5.3. Sterilizace

Jednou ze zékladnich podminek uspéSné kultivace explantatovych kultur
rostlin je zajiSténi sterility rostlinného materidlu, Zivného média a kultiva¢niho

prostiedi. (1)

3.5.5.3.1. Sterilizace rostlinného materialu

Kvili riziku poSkozeni rostlinného materidlu nelze pouzit vysokych teplot,
pouzivaji se tudiz riizné dezinfekéni roztoky, které neposkozuji rostlinnd pletiva,
ale ni¢i bakterie a plisn¢.

Obvykly postup ziskani sterilniho materidlu k zaloZeni explantitové
kultury zahrnuje: oplachnuti explantatu v roztoku detergentu (napf. Jar), omyti
vodou po dobu 10-30 minut, ponofeni do dezinfekéntho roztoku, sliti
dezinfekéniho roztoku a oplachnuti explantitu nejméné tiikrdt ve sterilni

destilované vodeé. (1)

3.5.5.3.2. Sterilizace Zivného média

Lze vyuzit né¢kolika zptsobi sterilizace: parou (autoklavovani), filtraci,
ozafenim, ultrazvukem a chemicky. (4)

Zivnd média, voda a dalsi stabilni litky mohou byt sterilizovany
ve sklenénych nddobdach uzavienych uzdvérem (alobal, vata, plastova vicka).
Zivna média se obvykle autokldvuji pii teplotd 121 °C a pietlaku 100 kPa. Délka
sterilizace je zdvisld na objemu roztoku. Tlak by nemél piesahovat 140 kPa,
aby nedochdzelo k rozkladu sacharidl a dalSich termolabilnich sloZek média.

Termolabilni slozky Zivného média (proteiny, aminokyseliny, nékteré
vitaminy, nékteré cukry, gibereliny) je nutné sterilizovat filtraci pfes membranové

filtry o velikosti p6rt mensi nez 0,2 um. (1)

3.5.5.3.3. Sterilizace vzduchu

Ke sterilizaci vzduchu v kultivacni mistnosti a laboratofi se pouZzivaji

filtry z vldknitych nebo poérovitych materidli. (4)
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3.5.5.3.4. Sterilizace nastroju, kultiva¢nich banék, pop¥. bioreaktoru

Nastroje a banky se sterilizuji v autokldvu, bioreaktory in situ parou

prochdzejici plastém. (4)

3.5.6. Vyuziti explantatovych kultur

Explantatové kultury rostlin se vyuzivaji pro produkci sekundarnich

metabolitl rostlin, rozmnoZzovani a Slechténi rostlin. (1, 5)

3.5.6.1. Produkce sekundarnich metabolitu

Sekundarni  metabolity rostlin  nachdzeji uplatnéni pfedevSim
ve farmaceutickém primyslu, dédle v potravindiském a kosmetické primyslu ¢i

v zemedelstvi.

Sekundarni metabolity lze ziskat z intaktnich rostlin nebo chemickou
syntézou. Tyto zpisoby vsSak nejsou vzZdy vyhodné. Proto se jako vhodna
alternativa jevi ziskdvani sekunddrnich metaboliti z explantitovych kultur,

coz ma nekolik vyhod: (1)

e gsyntéza sekundarnich metabolitli probihd fizen¢ v umélém prostiedi nezavisle
na klimatickych a piidnich podminkéach (1, 3, 4, 5)

e explantitovd kultura mlZze byt odvozena v podstaté¢ z kterékoli rostliny,
resp. jeji Casti; kultivace probihd kontinualné po cely rok, tudiz i produkce
sekundarnich metabolitll je moZna po cely rok (3, 4)

e vzhledem ktomu, Ze kultivace probihd za aseptickych podminek,
jsou vylouceny negativni biologické vlivy ( napadeni kultury mikroorganismy,
sktidci, hmyzem)

e vexplantitovych kulturdch Ize selektovat kultivary s vyS$i produkci
sekundarnich metabolitu (1, 3, 5)

e explantidtové kultury mohou produkovat i slouceniny, které se v intaktni
rostliné nevyskytuji — ziskdvani novych latek v disledku zmén metabolismu

explantatové kultury rostlin (3, 5)
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e automatizaci fizeni rhstu explantitové kultury a regulaci metabolickych

procest muze klesat vyrobni cena a stoupat produkce. (1)

Luczkiewicz M. et al. zkoumali produkci isoflavonoidi s estrogenni
aktivitou kalusovymi kulturami Sesti druhli rodu Genista. Kultury nechali rist
v riznych podminkich — v riiznych zivnych médiich a za rtizné délky osvétleni.
Nejvétsiho ristu a nejvyssi produkce isoflavonoidii dosdhly za konstantniho
svételného rezimu na zdkladnim Schenk-Hildebrandt médiu s obsahem
2,4—dichlorophenoxyoctové kyseliny, kinetinu a sacharézy. Vysledky ukazaly,
Ze kalusové kultury vSech Sesti druht krucinek produkovaly vice isoflavonoidi

nez intaktni rostliny. V produkované skupiné isoflavonoidii pfevazoval genistin.

(26)

3.5.6.2. Rozmnozovani a Slechténi rostlin

Explantatové kultury rostlin maji Siroké vyuZiti vrozmnoZovani a

Slechténi rostlin hned z nékolika duvodu: (1, 5)

e kultura se odvozuje z velmi malych ¢asti (explantatd) a nevyzaduje piili$
prostoru

e rozmnozovani se provadi za sterilnich podminek, a tim se zabrani virovym a
mikrobnim ndkazdm

¢ rostliny je mozno mnoZit po cely rok, bez zavislost na ro¢nim obdobi

e rostliny in vitro mezi pasiZzemi nevyzaduji prakticky Zadnou péci (zalivku,
pleti, chemické osetteni apod.)

e Jze produkovat druhy nebo klony rostlin, které se tradi¢nimi metodami
vegetativniho mnozeni mnozi pomalu nebo se viibec nemnozi (5)

e piekondni fyziologickych bariér pfi hybridizaci taxonomicky vzdalenych
druhtt pomoci kultivace izolovanych embryi

e regulace procesu oplozeni a jeho ovlivnéni v podminkéch in vitro

e produkce haploidl pfi kultivaci prasnikti a mikrospor

e gspontdnni vyskyt a indukce genovych a genomovych mutaci v bunéénych a
tkanovych kulturédch a jejich selekce na drovni regenerovanych rostlin

e fizen4 flize protoplastl — vytvotreni novych hybridii
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¢ inkorporace ciziho genetického materidlu do bunék — modifikace rostlinného

genomu. (1)

3.6. Elicitace

3.6.1. Princip elicitace

Princip elicitace spo¢iva na signdlem (elicitorem) indukované expresi
gent, a to nasledné vede ke zvyseni syntézy sekundarnich metabolitii v rostlinach

1 kulturach in vitro. (27)

3.6.2. Elicitory

Elicitory jsou slouceniny rizného pivodu, které plisobi jako aktivatory
enzymu Vv pletivech rostlin nebo stimuluji syntézu téchto enzymu. Pasobi tudiz
jako stresovy faktor vyvoldvajici obrannou reakci bunék zaloZenou na produkci

sekundarnich metabolitd. (1)

3.6.2.1. Rozdéleni elicitori

¢ Biotické elicitory - latky vytvofené Zivym organismem ¢i za ucasti Zivého
organismu, napf. kultury mikroorganismu. (1, 13)

e Abiotické elicitory - latky vytvofené jinak nez Zivym organismem,
tzn. nemaji biologicky ptuvod (13), napi. UV zifeni, nizkd nebo naopak

vysoka teplota, zmény pH, soli tézkych kovii. (1)
3.6.2.2. Mechanismus t¢inku elicitoru
Stresové faktory (stresory) vyvoldvaji v rostlindich obranné reakce,
které jsou zavislé na aktivaci vhodnych gend. Elicitory, jakoZto stresovy faktor,

obvykle neovliviiuji genovou aktivitu piimo, ale zprostfedkované¢ pomoci

prenasect signdli (tzv. druhych posli — second messenger).
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Rozezndviame dva zdkladni systémy druhych posli: systém cyklického
adenozinmonofosfiatu (cAMP) a systém fosfoinositidovy. Oba tyto systémy jsou
spoustény vazbou biotického elicitoru na receptor v membrané bunky.

Vsysttmu cAMP je zména  struktury  receptoru  pomoci
guanozintrifosfat—vaziciho proteinu (G-proteinu) pienesena na klicovy
enzym — adenyldtcyklazu, a ta pfeménuje adenozintrifosfat (ATP) na cAMP.

V systému fosfoinositidovém dochdzi po vazbé& elicitoru na receptor
ke Stépeni membranového lipidu fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu  (PIP,)
fosfolipdzzouc na dvé signdlni molekuly: diacylglycerol (DAG) a
inositol—1,4,5—trifosfat (IP3). Lipofilni molekula DAG zlstdvd v membran¢ a IP;
pfechdzi do cytoplasmy.

VSichni tfi druzi poslové piisobi nakonec zménu fosforylace proteint.
cAMP a DAG piimo, aktivaci proteinkindz, na kterou navazuje exprese genu. IP;
nepiimo, po vazbé na receptor v endoplazmatickém retikulu a uvolnéni iontd
vapniku. Ionty vapniku jsou dal$im nosi¢em signalu. Vazi se na specifickou
bilkovinu kalmodulin, a tim vznikd aktivni komplex schopny aktivovat
proteinkindzy a poté i expresi geni.

Velmi ¢astym a rychlym zpiisobem pifenosu signdlu a aktivace genové
exprese je tvorba superoxidu a dalSich aktivnich forem kysliku. ZvySené mnoZstvi
peroxidu vodiku je mozné zjistit po 5 az 10 minutdch ptisobeni elicitoru. Kromé
mozného piimého tcinku, mohou reaktivni kyslikové derivaty ovliviiovat expresi
genl i nepiimo, kdy nejprve peroxidaci lipidi v membranich bunc¢k vyvolaji
zvySeni produkce stresovych fytohormonu (napf. kyseliny jasminové), a ty pak

teprve ovliviiuji transkripci gent.

Abiotické elicitory se nevazi na specificky receptor v membrandch bunck,
pusobi jinym mechanismem: vyvoldvaji peroxidaci lipidi membrény,
¢imz dochdzi ke zvySeni propustnosti membrany pro vapenaté ionty, které vnikaji

dovniti bunky a zprostiedkuji expresi gent. (27)
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Schéma interakce elicitoru s bunikami explantatové kultury (28)

elicitor

l

rozpozndni elicitoru buné¢nou kulturou

l

genovd aktivace a syntéza enzymu

l

tvorba sekundarnich metabolitt

l

akumulace sekunddrnich metabolitt «— — sekrece sekundirnich metabolita

v bunkéch explantatovych kultur z bun¢k do zivného média

3.6.3. Faktory ovliviiujici elicitaci

Hlavnimi faktory ovliviiujicimi vliv elicitoru na explantdtovou kulturu, a

tim potazmo produkci sekundarnich metaboliti kulturou, jsou:

specifita elicitoru — stejny elicitor mize stimulovat sekunddrni metabolismus
riznych explantatovych kultur

koncentrace elicitoru — ovliviiuje intenzitu odpovédi; optimdlni koncentrace
elicitoru se zjiSt'uje empiricky

doba pisobeni elicitoru — ovliviiuje aktivitu metabolickych enzymu kultury;
optimdlni doba ptisobenti elicitoru se zjist'uje empiricky

nacasovani ptisobeni elicitoru — jako nejvhodnéjsi doba k aplikaci elicitoru
se jevi exponencidlni faze ristu, kdy je vétSina enzymatickych pochoda
dostate¢n¢ aktivni, aby odpovédéla na pisobeni elicitoru

podminky péstovani kultury — sloZeni Zivného média, osvétleni, teplota

staii kultury. (29)
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3.7. Ultrazvuk

3.5.1. Ultrazvuk a jeho u¢inky

Ultrazvuk je akustické vinéni s frekvenci nad 20 kHz, tedy nad hranici

slySitelnosti lidského ucha. (13, 30)

Ultrazvuk se $ifi prostiedim stejnou rychlosti (330 m.s™) jako zvuk

slySitelnych frekvenci (16 — 20000 Hz), ale ultrazvukové viny maji kratsi

e

vlnovou délku. Ultrazvuk se Sifi prostfedim pfimocare, pfi setkdni s prekazkou

se odrazi, v kapalinich a pevnych latkdch dochdzi jen k malé absorpci

ultrazvukovych vin. (30)

Ijéinky ultrazvuku:

tepelné Gclinky — pii absorpci energie ultrazvukové viny dochazi k jejimu
pfedavani molekuldm prostiedi, a tim k zvétSeni kinetické energie molekul
prostiedi, coZ se projevi zvySenou teplotou; tepelné ucCinky ultrazvuku jsou
tedy piimo umérné jeho frekvenci;

mechanické ucinky — prichod ultrazvukové viny prostfedim zpisobuje
rychlé lokdlni tlakové zmény, které maji vyrazné mechanické tucinky
na molekulové i bunécné drovni a mohou vést aZ k poSkozeni tkani;
fyzikalné-chemické acinky — uc¢inky disperzni, koagulacni, schopnost $tépeni
vysokomolekularnich latek, vznik volnych radikalt, urychleni polymerizace;
biologické ucinky — jsou zdvislé na velikosti energie pohlcené biologickym
systémem, resp. na intenzit¢ ultrazvuku; nizkd intenzita ultrazvuku ma spiSe
biopozitivni  ufinek  (napf. zvySeni latkové vymeény, zrychleni
fyzikdlné—chemickych reakci), ultrazvuk o intenzit¢ 1,5 W.cm? ma slabg
toxické tucinky (zvySeni permeability bunénych membrin) a intenzita
ultrazvuku nad 3 W.cm™ zpisobuje ireverzibilni morfologické zmény
v biologickém systému (napf. poruSeni bunéénych membrin, rozbiti
bunéného jadra, zmény ve slozeni protoplazmy, rozpad cervenych

krvinek). (30)
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3.7.2. Ultrazvukova lazen

NP

Princip ultrazvukové 1dzn¢ spociva v Sifeni ultrazvukovych vin kapalinou.

Jako zdroj ultrazvuku v kapalinach se pouziva nékolik typt generatora:

e generatory ejektorové — zaloZzené na mechanickém principu: Do kapaliny
proudici velkou rychlosti je umisténa kovovd desticka s bfity na obou
strandch. Kapalina obtéka desti¢ku nadkritickou rychlosti a vzniklé turbulence
desticku rozkmitavaji. Frekvence ultrazvuku je tedy ddna rezonan¢ni frekvenci
desticky. Takto lze ziskat ultrazvuk o frekvenci az 50 kHz.

e generatory magnetostrikéni — zaloZené na magnetostrikénim jevu: Zména
rozmért ferromagnetickych latek (napf. nikl, slitina niklu s kobaltem a
Zelezem) vyvoland magnetizaci. Lze ziskat ultrazvuk o frekvenci az 100 kHz.

e generatory piezoelektrické — zaloZené na piezoelektrickém jevu: Deformace
vhodné latky (napi. desticka z kfemenného krystalu, titani¢itanu barnatého)
v zavislosti na elektrickém poli. Na piezoelektrickou destiCku se ptivadi napéti
z vysokofrekvencnich oscildtori o frekvenci odpovidajici vlastnim kmitim
desticky a desticka se rozkmitd. Frekvence ultrazvuku je zde déna frekvenci

pfivadéného napéti a miZe dosdhnout az 10° kHz. (30)

3.7.1. Elicitace ultrazvukem

Vyuziti ultrazvuku jakoZto abiotického elicitoru se jevi jako vyhodné
pro rust a produkci sekundarnich metabolitd.

Poukazuje na to studie Wang B. C. et al., ve které autofi doSli k zdvéru,
Ze ultrazvukové viny méni produkci endogennich hormont kalusu Chrysanthemy,
coz ma vliv na rust této kalusové kultury. (31)

PouZziti ultrazvuku vhodné intenzity jakoZto elicitoru, mtlZe vést
k ovlivnéni produkce sekundarnich metaboliti v rostlindich a explantatovych
kulturach rostlin, jak bylo prokdzdno napt. u Panax Ginseng a Lithospermum
erythrorhizon. (32, 33, 34, 35)

Vystaveni suspenzni kultury Panax ginseng ultrazvuku (hustota
vykon 61,4 mW/cmS, fixni frekvence 38,5 kHz, doba ptisobeni ultrazvuku 2 min)
vedlo k statisticky vyznamnému zvySeni produkce saponinii sledovanou kulturou
oproti kontrole. (32, 33)
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V jiné studii bylo u suspenzni kultury Panax ginseng vystavené ultrazvuku
(hustota vykonu 82 mW/cm3, fixni frekvence 38,5 kHz, doba plisobeni ultrazvuku
4 minuty) zaznamendno zvysSeni biosyntézy sekundarnich metabolitli a navysSeni
celkového obsahu saponinii o 75 %. (32, 34)

Dalsi studie sledovala vliv ultrazvuku (hustota vykonu mensi nebo rovna
113,9 kW/cm®) na produkei sekundérnich metaboliti v buikdch suspenzni kultury
Lithospermum erythrorhizon. Bylo zjiSténo, Ze expozice ultrazvuku vedla k vyssi
aktivit¢ enzymu ucastnicich se biosyntézy sekundarnich metabolitii, konkrétné
shikoninu. Obsah produkovaného shikoninu se tak zvysil o 60 — 70 %. MnoZstvi
shikoninu vylu¢ovaného z bunék kultury se zvySilo z 20 % na 65 — 70 % hlavné
v dusledku zvySeni propustnosti bunééné membrany. (32, 35)

Vystaveni rostlinnych kultur in vitro ultrazvuku vede k aktivaci obrannych
mechanismi rostlinnych bunék, tj. rostlinné bunky reaguji stejné, jako
pfi napadeni patogeny nebo vystaveni jinym elicitorim. Dochdzi k pfechodnému
zvySeni toku Ca®* do bunk, vyménou K*yen/H'aowiv v bundéné membrang a
prechodné produkci reaktivnich kyslikovych radikala. (32, 33)

Jak vyplyva z Gc¢inkl ultrazvuku, je jeho efekt na produkci sekundarnich
metabolitli explantdtovou kulturou kromé podminek elicitace ovlivnén i délkou
pusobeni ultrazvuku a jeho intenzitou. Vyuziti ultrazvuku jako elicitoru ma
n¢kolik vyhod: obranné mechanismy rostlinnych bunék jsou aktivovany velmi

rychle a reakci 1ze detekovat pouhé sekundy po expozici ultrazvukem. (32, 36)

3.8. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

3.8.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnd kapalinovda chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je separatni metoda umoznujici kvalitativni
1 kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési.

Je to rychla a citlivd metoda, kterd umoziuje analyzovat prakticky vse
od anorganickych ionti az po polymerni slouceniny, termolabilni a netékavé
slouceniny. Nezanedbatelnou vyhodou je, Ze pro analyzu sta¢i minimalni
mnoZzstvi vzorku a dal$i vyhodou je moZnost automatizace u modernich HPLC
chromatograft. (37, 38)
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Princip HPLC spocivd v déleni latek mezi stacionarni fazi, naplnénou

v koloné€, a mobilni fazi, prochazejici kolonou za vysokého tlaku. (37)

3.8.2. Vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie

HPLC je nyni jiz Siroce vyuzivanou separa¢ni metodou. Pouzivd se
k analyze steroidd, cukri, vitamind, pesticidl, barviv, 1é¢iv a jejich
metabolitt. (37, 38)

Jak prokézala studie Tero-Vascana A. et al., 1ze HPLC s gradientovou
eluci suspéchem vyuzit ke stanoveni obsahu flavonoidii a isoflavonoida
v Genista tinctoria. (39)

Stejné tak autoti Wu Q. L., Wang M. F. a Simon J. E ve své studii dosli
k zavéru, Ze HPLC lze vyuZit k detekci fytoestrogenti v rostlindch, rostlinnych
produktech a biologickém materialu. (40)

V dalsi studii Luczkiewicz et al. zjistil, Ze ke stanoveni a separaci
komplexu isoflavonoidii a flavoni (volnych aglykonli, monoglykosidi,
diglykosidi a estertt) in vitro v kultute Genista tinctoria, l1ze pouzit HPLC

s DAD UV a MS detektory. (23, 41)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pristroje

e autokldv PS 20 A, Chirana, Ceskd republika

® box slamindrnim proudénim Fatran, Vyrobné druzstvo Pokrok, Slovenska
republika

¢ horkovzdus$ny sterilizator SVS 9/1, Chirana, Ceska republika

e laboratorni analytické vahy A 200 S, Sartorius, Némecko

e Jaboratorni tfepacka UNIMAX 2010, HEIDOLPH INSTRUMENTS,
Némecko

e mikrofiltry CORNING NY 14831 (velikost p6rti 0,20 um), Némecko

e ultrazvukova lazen Sonorex RK 100H, Bandelin, Némecko

¢ vodni lazen typ 1042, Gesellschaft fiir Labortechnik, Némecko

Kapalinovy chromatograf:

e autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko

e diodovy detektor Jasco MD-2015 a fluorescenéni detektor MD-2020,
Japonsko

¢ kolona LiChroCART 250x4 mm, sorbent LiChrospher 5 pm

e predkolona LiChroCART 4x4 mm, sorbent LiChrospher 5 um

e cerpadlo Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

e termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko

¢ vialky, LABICOM s.r.0. Olomouc, Ceska republika

e t&snéni na vialky, LABICOM s.r.o. Olomouc, Ceska republika

4.2, Chemikalie

e Ajatin, Profarma-Produkt s.r.o0., Cesk4 republika
e destilovand voda, Katedra analytické chemie, Faf UK HK, Ceska republika

e Kyselina o-fosfore¢nd, Lachema, Ceska republika
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e Methanol HPLC grade, Merk, Némecko
e Methylalkohol p.a., Penta, Cesk4 republika
¢ standardy - Biochanin-A p.a., Sigma, USA
- Daidzein p.a., Fluka, gv;’/carsko
- Formononetin p.a., Fluka, §V3’fcarsk0
- Genistein p.a., Sigma, USA
- Genistin p.a., Fluka, gv;’/carsko

e superdistd voda, Katedra analytické chemie Faf UK HK, Ceskd republika

4.3. Suspenzni kultura Genista tinctoria L.

K experimentim v této praci byla pouzita suspenzni kultura Genista
tinctoria L., odvozend mechanickym rozvolnénim z rozpadavé kalusové kultury
Genista tincotira L., kterd byla ziskdna ze sterilni kofenové Casti klicni rostliny
krucinky barvitské.

K pokustim byla pouzita 29. — 34. pasaz, kultury staré 136 tydnd.
4.3.1. Zivné médium

Pro kultivaci suspenzni kultury Genista tinctoria L. bylo pouZito Zivné

Schenk—Hildebrandtovo médium nasledujiciho slozeni: (42)

CoCl, . 6 H,O 0,10  mgl’
CuSO, . 5H,0 020  mgl’
FeNaEDTA 19,80  mg.l”
H;BO; 500 mgl’
KI 1,00  mgl’
MnSO, . H,O 10,00  mgl”
Na,MoO, . 2 H,0 0,10  mgl’
ZnSO, . 7 H,0 1,00 mgl’
CaCl, 151,00  mgl’
KNO; 2500,00  mg.l’
MgSO, 195,05  mgl’
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(NH4)H,PO, . HO 300,00 mg.I”

kys. nikotinova 5,00 mg.l”
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg.1’
thiamin hydrochlorid 5,00 mg.I”
Myo-inositol 1000,00  mg.l’
sacharéza 30 000,00  mgl’

Jednotlivé slozky zivného média byly navazeny na analytickych vahach a
v odmérné bance na 1000 ml rozpustény v destilované vodé a doplnény
destilovanou vodou po znacku.

KzZivnému médiu  byly pfidiny dva  rastové  reguldtory:

kys. 2,4—dichlorfenoxyoctova (0,5 mg/1) a kinetin (0,1 mg/l).

4.3.2. Kultiva¢ni nadoby a nastroje

Pro kultivaci kalusové a suspenzni kultury byly pouzity 100 ml
Erlenmayerovy barky z varného skla SIAL, odolného vici vykyvam teplot i vici
pusobeni chemikalii.

Do Erlenmayerovych banck pro kultivaci kalusové kultury byly vloZzeny
mustky z filtracnitho papiru a nalito 30 ml pfipraveného Zivného média.
Do Erlenmayerovych ban€k pro kultivaci suspenzni kultury bylo nalito 30 ml
pfipraveného Zivného média. Nasledné byla hrdla ban&k prekryta hlinikovou folii
a sterilizovadna v autokldvu 20 min pfi 121 °C a 100 kPa.

Pinzety pouZzivané pifi pasazovani byly po umyti oplichnuty
96 % ethanolem, zabaleny do hlinikové fdlie a sterilizovany v horkovzduSném

sterilizdtoru 2 hod pii 200 °C.

4.3.3. Pasazovani a kultivace

Kultivacni banky a hlinikové félie, pouzité k piekryti hrdla bané¢k, byly
pfed manipulaci sterilizovany Ajatinem.

Pasdzovdni a odvozeni kultur bylo provadéno v boxu slamindrnim
proudénim vydezinfikovaném roztokem Ajatinu (1 : 10) a vyzafeném germicidni

zétivkou po dobu minimdln¢ 1hod. Pfi praci byly zachovany aseptické podminky.
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Pasdzovani se provadélo 4. tyden kultivace pfenesenim inokula na mustek
z filtraéniho papiru umistény v Erlenmayerové baiice s Zivnym médiem s cilem
zachovani ristu kalusové kultury. Banky s kalusovou kulturou byly opét piekryty
hlinikovou f6lif a dany do kultivacni mistnosti. Kultivace probihala za normalniho
svételného rezimu (16 hod svétlo/8 hod tma) pti teploté 25 °C. Zaroven byla
kazdy 3. tyden zmechanicky rozdrobnéného kalusu pfreneseného
do Erlenmayerovy banky s Zivnym médiem vytvofena suspenzni kultura. Baiky
se suspenzni kulturou byly také pirekryty hlinikovou f6lii a umistény
na laboratorni tfepacku (150 ot./min) v kultiva¢ni mistnosti. Kultivace probihala

za stejnych podminek jako u kalusové kultury.

4.3.4. Abioticka elicitace ultrazvukem

K elicitaci suspenzni kultury Genista tinctoria L. byl jako elicitor pouzit
ultrazvuk. Elicitace se provad¢la v ultrazvukové 14zni.

Jednotlivé experimentélni vzorky suspenzni kultury Genista tinctoria L.
byly vystaveny pusobeni ultrazvuku (o hustoté vykonu 0,1 W/em®, stald
frekvence 35 kHz) po dobu 1, 2, 3, 4 a 5 minut a nasledné nékteré ihned odebriny,
jiné déle kultivovany na laboratorni tfepacce (150 ot./min) v kultiva¢ni mistnosti
za normalniho svételného rezimu (16 hod svétlo/8 hod tma) pfi teploté 25 °C
po dobu 1 tydne.

Experimentalni vzorky suspenzni kultury byly odebirdny ihned a déle pak
po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodindch po expozici ultrazvukem. Odebrané vzorky
byly prefiltrovany ptes filtratni papir a zachycené bunécné shluky se suSily
pii pokojové teplot€.

Kontrolni vzorky, tj. vzorky nevystavené plsobeni elicitoru ultrazvuku,
byly odebirdny ihned a dile po 12 hodindch a 48 hodinach. Odebrané kontrolni
vzorky byly také prefiltrovany pies filtracni papir a zachycené bunécné shluky
se suSily pfi pokojové teploté (za stejnych podminek jako experimentalni vzorky).

V ramci kazdého Casového intervalu véetné kontrol, bylo k odbéru pouZzito

vzdy po 5 bankéch.
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4.4. Stanoveni obsahu isoflavonoidua

4.4.1. Princip stanoveni

Stanoveni obsahu isoflavonidii (genistinu, daidzeinu, genisteinu,
formononetinu a biochaninu A) pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC).

4.4.2. Validace HPLC metod

Validace analytické metody je proces, ktery experimentdlné ovétuje

vvvvvv

charakteristiky metody. (32, 44)

4.4.2.1. Test zpusobilosti chromatografického systému

Nedilnou soucdsti HPLC metody je test zptsobilosti chromatografického
systému, ktery slouzi k zajiSténi pfiméfené ucinnosti chromatografického

systému. (32, 43)

Pro hodnoceni u¢innosti kolony byly pouZity tyto parametry: (32, 43)
e faktor symetrie piku
¢ (cinnost kolony a zdanlivy pocet teoretickych pater

e rozliSeni

V testu zpisobilosti chromatografického systému byly sledovany i dalsi
faktory ovliviiujici chromatografické chovani: (32, 43)
¢ sloZeni mobilni fize
¢ pH mobilni faze
e prutokova rychlost
e délka kolony
e teplota
o tlak
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e charakteristika staciondrni faze (porozita, velikost, typ Castic, specificky

povrch)

4.4.2.2. Valida¢ni parametry

e piesnost — mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované
provadéné s homogennim vzorkem ve stejné laboratofi. Piesnost se vyjadiuje
jako relativni smérodatnd odchylka a stanovi se minimaln¢ z Sesti nezavislych
analyz. (32, 44)

e spravnost — odchylka vysledku metody od spravné hodnoty. (32, 44) Zjistuje
se analyzou nejméné Sesti vzorkl o stejné koncentraci stanovované latky a
vyjadri se jako rozdil spravné a ziskané hodnoty nebo jako vytéznost v: (32)

v = (100 . nalezend hodnota) / spravna hodnota.

¢ detekéni limit

e kvantitativni limit — je ur¢en pomoci analyzy vzorkl se zndmou koncentraci
analytu a urenim minimdlni hladiny, pfi které je analyt kvantifikovan
s pfijatelnou presnosti a spravnosti (32)

e linearita — schopnost metody ddvat vysledky piimo umérné koncentraci
stanovované latky ve vzorku. Kalibracni kiivka se sestroji z minimaln¢ péti
ruznych koncentraci standardni latky (kaZzd4 koncentrace v tripletu) a provede

se linedrni regresni analyza. (32, 44)

4.4.3. Postup stanoveni

Ususené experimentélni a kontrolni vzorky byly kazdy zvlast upraskovany
v tfeci misce a zvdZeny.

Dale pak byly pouzity kpfipravé vyluhu pro stanoveni obsahu
isoflavonoidu:

Vice nez 0,100 g upraSkovaného vzorku bylo extrahovano 10 ml
80 % methanolu na vodni ldzni pod zpétnym chladicem po dobu 20 minut.
Po ochlazeni se vyluh zfiltroval ptes chomacek vaty do odmérné baiky na 25 ml.
Cely postup se s pouZitou vatou se vzorkem zopakoval jeSt¢ jednou. Ziskané

vyluhy se spojily byly doplnény 80 % methanolem na 25 ml.
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Asi 2 ml vyluhu byly prefiltrovany pres mikrofiltr (velikost péra 0,20 um)
do oznacenych vialek a déle analyzovany na kapalinovém chromatografu Jasco

AS-2055 Plus.

Parametry HPLC analyzy:
Kapalinovy chromatograf: autosampler Jasco AS-2055 Plus
cerpadlo Jasco PU-2089 Plus
detektory MD-2015 a MD-2020
kolona LiChroCART 250x4 mm se sorbentem
LiChrospher 5 pm
pfedkolona LiChroCART 4x4 mm se sorbetem
LiChrospher 5 pm
Objem nastiiku: 20 pl
Mobilni faze: faze A — methanolicky roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15 % m/v)
faze B — vodny roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15 % m/v)
Elu¢ni profil: 0 — 4 min, 50 % A a 50 % B (isokraticka eluce)
4 — 13 min, z 50 % A v B — 100 % A (gradientova eluce)
Standardy: genistin, daidzein, genistein, formononetin, biochanin A
Prutok: 1,1 ml/min
Detekce: diodovy detektor Jasco MD-2015, A = 200 — 650 nm, vyhodnoceno pfi
260 — 266 nm
fluorescenéni detektor Jasco MD-2020, Aex = 340 nm, Aery = 470 nm
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4.5. Kalibra¢ni krivky

4.5.1. Sestrojeni kalibra¢ni krivky

Jednotlivé standardy byly rozpuStény v 80 % methanolu do téchto

koncentraci:

genistin: 2,0 mg/100 ml
4,0 mg/100 ml
8,0 mg/100 ml

daidzein: 2,0 mg/100 ml
5,2 mg/100 ml
9,6 mg/100 ml

genistein: 2,4 mg/100 ml
4,8 mg/100 ml
9,6 mg/100 ml

formononetin: 2,6 mg/100 ml
5,2 mg/100 ml
10,4 mg/100 ml

biochanin A: 2,0 mg/100 ml
4,0 mg/100 ml
8,0 mg/100 ml

Kalibracni kiivky byly sestrojeny podle rovnice:
y =bx + a

y — plocha

x — koncentrace v mg/ml

a=0

b — pro jednotlivé isoflavonoidy rtiznd hodnota
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4.5.2. Kalibracni kiivky sledovanych isoflavonoidi

Z nasledujicich hodnot pak byly sestrojeny kalibracni kfivky:

Obr. ¢. 6: Kalibraé¢ni kfivka genistinu

regresivni koeficient: 0,9998

a=0
b = 6,08940

Calibration curve: izoflavonoidy - genistin

i

0 1 2 3 4 4 [ 7 g
mg 0oml
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Calibration curve: izoflavonaidy - daidzein
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Obr. ¢. 8: Kalibra¢ni krivka genisteinu

regresivni koeficient: 0,9997
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Calibration curve: isoflavanaidy - genistein
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Fivka formononetinu

¢ni kri

Obr. ¢. 9: Kalibra

regresivni koeficient: 0,9994
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Calibration curve: isoflavanoidy - formononetin
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Obr. &. 10: Kalibraé¢ni kiivka biochaninu A

regresivni koeficient: 0,9997
a=0
b =42,98035

Calibration curve: izoflavonoidy - biochanin 2
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4.6. Vypocet obsahu isoflavonoidii

Vypocet obsahu jednotlivych isoflavonoidlii provadi software propojeny
s HPLC. Ten zm¢fil obsah plochy pod kiivkou (resp. obsah plochy piku) a
vyhodnotil ho podle kalibra¢ni kfivky (resp. podle pfedem naméienych obsaht

ploch u standardu).
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Vzorec pro vypocet obsahu isoflavonoidu ve vzorku:
C =(AUC/AUCy) . Cy

C — koncentrace zkoumaného vzorku v mg/100ml
C,— koncentrace standardu

AUC - plocha piku u zkoumaného vzorku

AUC; — plocha piku u standardu

Pfi vypoctech byla zapocitdna navdzka a fedéni, ziskany vysledek je

uveden v procentech.

4.7. Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky obsahu isoflavonoidli ve sledované kultuie Genista
tinctoria L. byly statisticky vyhodnoceny za pouZiti T-testu, pro zvolenou hladinu

vyznamnosti p = 0,05. (46)
4.7.1. Aritmeticky primér
Aritmeticky primér je popisnd typickd hodnota statistického souboru,

ktery ma tzv. normdlni (Gaussovo) rozdéleni. (13)

Vypocita se podle vzorce: (46)

x — aritmeticky prameér
n —rozsah souboru

x; — namétené hodnoty
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4.7.2. Smérodatna odchylka

Smérodatnd odchylka je statistickd charakteristika pro méfeni
rozptylenosti jednotlivych hodnot statistického znaku kolem priméru. (13)

Vypocita se podle vzorce: (46)

s — smérodatna odchylka
n — rozsah souboru

x; — namétené hodnoty

x — aritmeticky pramér

4.6.3. T-test

T-test je test vyznamnosti rozdilu dvou primeérti a vypocitd se podle

vzorce: (46)

Xi— X2

ﬂiﬂz(ni + N2 — 2)

t

'\/nISIZ +leSzz ni+ n

t — testovaci kritérium

X1 aritmeticky pramér kontrolniho souboru
X2— aritmeticky priimér pokusného souboru
n; — pocet ¢lenti kontrolniho souboru

n, — pocet ¢lenti pokusného souboru

s; —smérodatnd odchylka kontrolniho souboru

52 — smérodatnd odchylka pokusného souboru
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Testovacimu  kritériu piislusi t rozd€leni se stupném volnosti (v),
vypocitano dle vzorce: v=mn; + np — 2

Vypoctend hodnota testovaciho kritéria (t) se porovna s piisluSnou
kritickou hodnotou t(v), pro vypocteny stupeil volnosti (v) a zvolenou hladinu
vyznamnosti (p). Je-li hodnota t v&tSi nez hodnota t(v),, je rozdil statisticky
vyznamny na hladin€ vyznamnosti (p).

Pro tfi paralelni stanoveni obsahu plati, Ze pocet ¢lenti souboru kontrolnitho
a pokusného souboru je shodny ny = np = 3 a pocet stupiiti volnosti v = 4. Kriticka

hodnota t (v), pro p (0,05) = 2,78. (46)
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5. VYSLEDKY

5.1. Tabulky

Tabulka ¢. 1: Produkce isoflavonoidi v suspenzni kultui'e Genista tinctoria L.

elicitované ultrazvukem po dobu 1 minuty
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Genista tinctoria L.

re

kultu

idd v suspenzni

o

Tabulka ¢. 2: Produkce isoflavono

elicitované ultrazvukem po dobu 2 minut
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Genista tinctoria L.

re

kultu

idd v suspenzni

o

Tabulka ¢. 3: Produkce isoflavono

elicitované ultrazvukem po dobu 3 minut
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Genista tinctoria L.

re

kultu

idd v suspenzni

o

Tabulka ¢. 4: Produkce isoflavono

elicitované ultrazvukem po dobu 4 minut
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Tabulka €. 5: Produkce isoflavonoidi v suspenzni kulture Genista tinctoria L.

elicitované ultrazvukem po dobu 5 minut
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Zvyraznéné hodnoty obsahu

vyznamné

isoflavonoidi ukazuji na statisticky

zvySeni obsahu nékterych isoflavonoidi v suspenzni

pusobenim ultrazvuku.

kultute
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Tabulka ¢. 6: Produkce isoflavonoidi v suspenzni kulture Genista tinctoria L.

neelicitované ultrazvukem — kontroly

datna odchylka

smeéro

biochanin A

formononetin

genistein

daidzein

genistin

obsah isoflavonoidu (%)

biochanin A

formononetin

genistein

00|00 |0 0004 |0 |0 |0

00|00 |0 0004 |0 |0 |0

0|0 ([0]0 (0004|000

daidzein

0,07

0,01

0,09

genistin

0

doba

kultivace

suspenzni

kultury po
expozici

ultrazvuku

(hod)
ihned

12

48
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Bylo téZ sledovano uvolnovani isoflavonoidi do zivného média. Genistin,
genistein, formononetin a biochanin A nebyly v Zivném médiu detekovdany.
Daidzein byl v zZivném médiu zjiStén v nékolika vzorcich (tab. €. 7), v ostatnich

vzorcich bylo pouze stopové mnozstvi daidzeinu.

Tabulka ¢. 7: Obsah daidzeinu detekovany v Zivném médiu

doba pusobeni doba kultivace obsah
ultrazvuku suspenzni kultury po daidzeinu
(min) expozici ultrazvukem (%)
(hod)
12 0,00256
1 48 0,00368
2 ihned 0,00420
12 0,00132
24 0,00192
4 48 0,00128
168 0,00120
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5.2. Grafy

Graf ¢. 1: Produkce isoflavonoidu genistinu v suspenzni kultufe Genista

tinctoria L. elicitované ultrazvukem
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Graf ¢. 2: Produkce isoflavonoidu daidzeinu v suspenzni Kkultufe Genista

tinctoria L. elicitované ultrazvukem
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5.3. Pribéh HPLC analyzy

Chromatogram ¢. 1: Prabéh HPLC analyzy isoflavonoidii — standardy

1350 Difterent ¥ units
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Chromatogram ¢. 2: Prubéh HPLC analyzy isoflavonoidi — vzorek (ukazka)
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6. DISKUSE

Mnoho sekunddrnich metabolith rostlin mé terapeuticky vyznam. S jejich
rostoucim vyznamem pro farmaceuticky primysl, stoupd i vyznam alternativnich
zdroju produkujicich tyto latky.

Jako vhodny zdroj sekundarnich metabolitl se jevi vyuZiti explantitovych
kultur rostlin in vitro. U nich lIze cilené¢ stimulovat produkci sekundérnich
metaboliti pisobenim urcitého stresu — napf. sniZenim koncentrace Zivin
v zivném médiu, zménou mnoZstvi ristovych reguldtori v Zivném médiu
nebo plisobenim biotickych ¢i abiotickych elicitort. (1)

Cilem mnoha vyzkumil v této oblasti je zejména metoda elicitace.
Elicitorem indukovand exprese genu vede ke zvySeni syntézy sekundarnich
metaboliti v kulturdch in vitro. (27) Pro dspé$nou elicitaci je nutné zvolit vhodny
elicitor a stanovit optimdlni délku jeho piisobeni na danou explantitovou

kulturu. (1)

Vmé priaci jsem kpokusim zvolila levny a dostupny abioticky
elicitor — ultrazvuk. Sledovala jsem vliv ultrazvuku v riiznych casovych
intervalech na produkci sekunddrnich metabolitli isoflavonoidli v suspenzni
kultufe Genista tinctoria L.

Pro kultivaci suspenzni kultury Genista tinctoria L. bylo pouZito
Schenk—-Hildebrandtovo =~ médium s pfidavkem  rastovych  reguldtorii
(kys. 2,4—dichlorfenoxyoctova v koncentraci 0,5 mg/l a kinetin v koncentraci
0,1 mg/1). Kultura byla kultivovana pfi teploté 25 °C a svételné periodé 16 hodin
svétlo/8 hodin tma.

Vzorky suspenzni kultury byly vystaveny plsobeni ultrazvuku (o hustoté
vykonu 0,1 W/cm?® , stdla frekvence 35 kHz) po dobu 1 minuty, 2 minut, 3 minut,
4 minut a 5 minut.

Elicitované vzorky kultury byly odebirany ihned po expozici ultrazvukem
a déle pak po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach.

Kontrolni vzorky, tj. vzorky nevystavené ptisobeni elicitoru, byly
odebirdny ihned a dale pak po 12 a 48 hodinich. Kontrolni hodnota obsahu
jednotlivych isoflavonoidii pfi okamzitém odbéru kultury se vztahovala
k odbértim elicitovanych vzorki ihned a po 6 hodinich po expozici ultrazvukem.
Kontrolni hodnota obsahu jednotlivych isoflavonoidi po 12 hodindch
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se vztahovala k odbériim elicitovanych vzorkli po 12 a 24 hodinich po expozici
ultrazvukem.  Kontrolni hodnota  obsahu  jednotlivych  isoflavonoidi
po 48 hodindch se vztahovala k odbérim elicitovanych vzorkli po 48, 72 a
168 hodinach po expozici ultrazvukem.

Ke stanoveni obsahu jednotlivych isoflavonoidi (genistinu, daidzeinu,
genisteinu, formononetinu a biochaninu A) v elicitovanych vzorcich
1 v kontrol4ch byla pouZzita vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC).

Zjisténé hodnoty obsahu jednotlivych isoflavonoidi byly vypocteny
softwarem propojenym s HPLC. Ten zm¢éfil obsah plochy pod kfivkou (resp.
plochy piku) a vyhodnotil ho podle pfedem namétfenych obsahli ploch u
standardii. Pfi vypoctech byla zapocitina navdzka a fedéni, aby vysledek

vychdzel v procentech.

Ze ziskanych vysledku je patrné, Ze kultura vystavena piisobeni ultrazvuku
po dobu 3 a4 minut zacala produkovat genistin, ktery v kontrolni kultufe nebyl
pfitomen, doslo tedy k navySeni produkce genistinu o 100 % oproti kontrole.
(tab. ¢.3,4 a6, graf ¢. 1)

Nejvyssi produkce genistinu (0,08 %) byla zaznamendna pii pusobeni
ultrazvuku po dobu 3 minut a odbéru po 72 hodinich po expozici elicitoru a stejné
hodnoty bylo dosaZzeno pii plsobeni ultrazvuku po dobu 4 minut a odbéru
po 12 hodinéch po expozici elicitoru. (tab. €. 3 a 4, graf ¢. 1)

Nejvice produkovala elicitovand kultura genistin pii vystaveni ultrazvuku
po dobu 4 minut, kdy byl obsah genistinu vyss$i oproti kontrole pifi odbérech
po 6,12, 24, 48, 72 i 168 hodinich po expozici elicitoru. Pozitivni vliv
na produkci genistinu mélo i psobeni ultrazvuku po dobu 3 minut, zde doSlo
k vzrlstu obsahu genistinu pfi odbérech po 48, 72 a 168 hodindch po expozici
elicitoru. Vystaveni kultury ultrazvuku po dobu 1, 2 a 5 minut (kromé& 5 minut,
odbér ihned) nemélo na produkci genistinu kulturou zadny vliv, elicitovana

kultura, stejné jako kontrola, jej neprodukovaly.

Elicitace ultrazvukem méla pozitivni vliv 1 na produkci daidzeinu
suspenzni kulturou. (tab. ¢. 1 — 5, graf €. 2)

Nejvyssiho obsahu daidzeinu (0,14 %) bylo dosaZeno pii plsobeni
ultrazvuku po dobu 5 minut a odbéru po 168 hodinich po expozici elicitoru,

coz ale ptedstavuje zvySeni produkce daidzeinu jen o 56 % oproti kontrole.

64



Podstatnéjsi navyseni produkce daidzeinu, o 400 % oproti kontrole, bylo dosaZeno
pfi pusobeni ultrazvuku po dobu 1 minuty a odbéru po 24 hodindch po expozici
elicitoru, kdy obsah daidzeinu v elicitované kultufe €inil 0,05 %. (tab.¢. 1, 5 a 6,
graf ¢. 2)

Piasobeni ultrazvuku na kulturu po dobu 4 minut mélo negativni vliv
na produkci daidzeinu kulturou. Obsah daidzeinu u téchto vzorkl byl bud’ shodny
s kontrolou (4 minuty, odbér po 24 a 72 hodinach) nebo doslo k sniZeni obsahu
daidzeinu az o 100 % oproti kontrole (4 minuty, odbér po 12 a

48 hodinéch). (tab. ¢. 4, graf €. 2)

Elicitace suspenzni kultury Genista tinctoria L. ultrazvukem nem¢la Zadny
efekt pro produkci dalSich sledovanych isoflavonoidi (genisteinu, formononetinu
a biochaninu A). Kontrola ani elicitované vzorky kultury tyto isoflavonoidy

neprodukovaly. (tab. €. 1 - 6)

Z vysledkl této prace vyplyva, ze ultrazvuk se jevi jako vhodny elicitor
pro produkci genistinu a zvySeni produkce daidzeinu suspenzni kulturou Genista
tinctoria L. Elicitaci kultury in vitro bylo dosaZeno vyssi produkce isoflavonoidii
neZ v neelicitované kultufe — kontrole.

K obdobnému zavéru dosel ve svych studiich i Luczkiewicz. Odvodil
kalusové kultury zSesti druhtt rodu Genista scilem co nejvysSsi produkce
isoflavonoidt s estrogenni aktivitou. U kultur optimalizoval podminky pro rist a
produkci isoflavonoidi obménou Zivnych médii a pfitomnosti ¢i absenci svétla.
Fytochemickym prizkumem zjistil, Ze kalusovd kultura Genista tinctoria
produkuje mnohem vétsi mnoZzstvi isoflavonoidl neZ intaktni rostlina. (26)

Lin et. al v suspenzni kultute Panax ginseng vystavené ultrazvuku
zaznamenal zvySeni biosyntézy sekunddrnich metaboliti a navySeni celkového
obsahu saponinti 0 75 %. (32, 34)

Dalsi studie sledovala vliv ultrazvuku na produkci sekundarnich
metabolit v bunkdch suspenzni  kultury  Lithospermum  erythrorhizon.
Bylo zjisténo, Ze expozice ultrazvuku vedla k vySsi aktivité enzymu tcastnicich se
biosyntézy sekundarnich metabolitli, konkrétné shikoninu. (32, 35)

Ultrazvuk se jevil jako vhodny elicitor i pii pokusech Evy Skrbkové.
Ta sledovala vliv elicitoru — ultrazvuku na produkci flavonoidil v tkdiiové kultuie

Ononis arvensis L.. NejvyS§itho nértGstu produkce flavonoidd u kultury Ononis
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arvensis bylo dosazeno pfi elicitaci ultrazvukem po dobu 1 minuty a odbéru
ihned, kdy byl obsah flavonoidii zvySen o 677 % oproti kontrole. Jako vyhodna se
prokdzala 1 elicitace ultrazvukem 1 minutu a odbér po 48 hodinidch (obsah
flavonoidit zvySen o 300 %) a elicitace ultrazvukem 5 minut a odbér
po 48 hodinéach (obsah flavonoidl zvySen o 278 %). (47)

Naopak pfi pokusech Jany Rimakové na suspenzni kultufe Glycyrrhiza
glabra L., se ultrazvuk jakoZto elicitor neosvédcil. V priitbéhu experimentu nebyl
ve sledované kultufe in vitro ani v médiu detekovan Zzadny ze sledovanych
metaboliti — saponind. (32)

Z uvedeného vyplyva, Ze vyuZiti ultrazvuku jakoZto elicitoru nemusi mit
vzdy pozitivni efekt na produkci sekunddrnich metaboliti kulturou in vitro.

Predpokladem uspésné elicitace je pouZziti vhodného elicitoru a stanoveni

optimdlni délky jeho ptisobeni u dané explantatové kultury. (1)

Elicitace ultrazvukem u suspenzni kultury Genista tinctoria L. se vSak

projevila jako vyhodna pro zvySeni produkce sekundarnich metabolita kulturou.
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7. ZAVER

Cilem této prace bylo studium vlivu abiotického elicitoru — ultrazvuku
pusobictho v raznych casovych intervalech na produkci sekundéarnich

metabolitli — isoflavonoidll v suspenzni kultuie Genista tinctoria L.

Podafilo se dosdhnout produkce isoflavonoidu genistinu v elicitované
suspenzni kultufe, kontrola tento isoflavonoid neprodukovala. Doslo tedy
k navySeni produkce genistinu o 100 % oproti kontrole. Déle bylo dosaZeno
vyrazné¢ vyS§i produkce isoflavonoidu daidzeinu oproti kontrole. Na ostatni
sledované isoflavonoidy (genistein, formononetin a biochanin A) nem¢la elicitace
ultrazvukem pozitivni vliv, elicitovand kultura, stejn¢ jako Kkontrola,

je neprodukovala.

Zvysena produkce genistinu byla dosaZena po ptisobeni ultrazvuku
po dobu 4 minut a odbéru po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodindch po jeho expozici
v suspenzni kultute Genista tinctoria L.. Genistin produkovala i kultura vystavend
pusobeni elicitoru po dobu 3 minut a odebirand po 48, 72 a 168 hodinich
po expozici ultrazvuku a elicitovand po dobu 5 minut a odebrand ihned
po expozici ultrazvuku. Nejvy$si obsah genistinu (0,08 %) byl zaznamendn
pii elicitaci ultrazvukem po dobu 3 minut a odbéru po 72 hodinidch po expozici
ultrazvuku a stejné hodnoty bylo dosaZzeno pfi elicitaci po dobu 4 minut a odbéru
po 12 hodinéch po expozici ultrazvuku.

Pfi piisobeni ultrazvuku na kulturu podobu 1, 2, 3 a 5 minut doslo
k zvySeni produkce daidzeinu elicitovanou kulturou oproti kontrole. Nejvyssi
navySeni produkce daidzeinu o 400 % oproti kontrole bylo zaznamenino
pfi vystaveni kultury elicitoru po dobu 1 minuty a odbéru po 12 hodinich

po expozici ultrazvuku.
Z vysledku experimentu vyplyvd, Ze pouZiti ultrazvuku jako elicitoru

u suspenzni kultury Genista tinctoria L. je vyhodné pro produkci genistinu a

zvyseni obsahu daidzeinu.
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9. SOUHRN

Genista tinctoria L. in vitro — ovlivnéni produkce sekundarnich

latek

Souhrn

Cilem této prace bylo studium vlivu abiotického elicitoru — ultrazvuku
pusobictho v riznych casovych intervalech na produkci sekundérnich
metabolitli — isoflavonoidll v suspenzni kultuie Genista tinctoria L.

Kultura byla kultivovdna v Zivném  Schenk—Hildebrandtovu médiu
s pfidavkem rastovych reguldtorii (kys. 2,4—dichlorfenoxyoctovd v koncentraci
0,5 mg/l a kinetin v koncentraci 0,1 mg/l) pfi teplot¢ 25 °C a svételné periodé
16 hodin svétlo/8 hodin tma. Jako elicitor byl pouZit ultrazvuk (o hustoté vykonu
0,1 W/ecm® a stalé frekvenci 35 kHz) po dobu 1, 2, 3, 4 a 5 minut. Vzorky byly
odebirdny ihned a dale pak po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodindch po expozici
ultrazvukem. Obsah isoflavonoidi  (genistinu, daidzeinu, genisteinu,
formononetinu a biochaninu A) byl stanoven pomoci HPLC.

Z vysledki je ziejmé, Ze ultrazvuk jako elicitor zvySoval produkci
genistinu a daidzeinu u suspenzni kultury Genista tinctoria L.. Nejvyssi obsah
genistinu (0,08 %) byl zaznamenan pii elicitaci ultrazvukem po dobu 3 minut a
odbéru po 72 hodinidch po expozici ultrazvuku a stejné hodnoty bylo dosaZeno
pfi elicitaci po dobu 4 minut a odbéru po 12 hodinidch po expozici ultrazvuku.
Nejvétsi zvyseni produkce daidzeinu, o 400 % oproti kontrole, bylo zaznamendno
pii elicitaci ultrazvukem po dobu 1 minuty a odbéru po 12 hodindch po expozici
ultrazvuku.

Elicitace suspenzni kultury Genista tinctoria L. ultrazvukem nem¢la Zadny
vliv na produkci dal$ich sledovanych isoflavonoidl (genisteinu, formononetinu a
biochaninu A). Kontrola ani elicitované vzorky kultury tyto isoflavonoidy

neprodukovaly.
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Genista tinctoria L. in vitro - the affecting of secondary

metabolites production

Summary

The aim of this work was the study of the effect of the abiotic elicitor
ultrasound in different time intervals on the production of secondary
metabolites — isoflavonoids in Genista tinctoria L. suspension cultures.

The culture was cultivated in the Schenk-Hildebrandt nutritive medium
with adding of the growth regulators (2,4—dichlorfenoxyacetic acid 0,5 mg/l and
kinetin 0,1 mg/l), temperature of 25°C and luminous period 16-hours
light/8—hours darkness. As the elicitor ultrasound (about power density 0,1 W/em®
and fixed frequency 35 kHz) for a period of 1, 2, 3, 4 and 5 minutes was used.
The samples were taken immediately and further then after 6, 12, 24, 48, 72 and
168 hours after ultrasound exposition. The quantity of isoflavonoids (genistin,
daidzein, genistein, formononetin and biochanin A) was determinated
by the HPLC method.

The results of this work show that ultrasound as elicitor is able to increase
genistin and daidzein production in Genista tinctoria L. suspension culture.
The highest  quantity  of genistin (0,08 %) was  detected  during
the ultrasound elicitation for a period of 3 minutes and taking out after 72 hours
after ultrasound exposition and the same content was achieved during
the elicitation for a period of 4 minutes and taking out after 12 hours
after ultrasound exposition. The largest rise of daidzein production, about 400 %
in relation to the control sample, was detected during the ultrasound elicitation
for a period of 1 minute and taking out after 12 hours after exposition.

The ultrasound elicitation of Genista tinctoria L. suspension culture didn’t
have any effect for the production of other isoflavonoids (genistein, formononetin
and biochanin A). The control sample nor the elicitated sample of the suspension

culture didnt produce these isoflavonoids.
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