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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Eliska Syslova
Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Elicitace produkce bioaktivnich latek v in vitro kulturach

Panax ginseng

Tato diplomova prace je zaméfena na problematiku ovlivnéni biosyntézy
sekundarnich metaboliti Panax ginseng C. A. Meyer a zabyva se zvySenim produkce
biologicky aktivnich polyacetylenii a ginsenosidi v in vitro kofenovych kulturach
pomoci riznych elicitort.

Byl sledovan vliv koncentrace elicitort a vliv regulatord rustu na produkci
biomasy a sekundarnich metaboliti. Ginsenosidy a polyacetyleny jsou nositelé hlavnich
farmakologickych ucinkt Panax ginseng.

Kofenové kultury byly péstovany v tekutém médiu ve tmé pti 24 £ 1 °C. Béhem
27. dne prob¢hla sterilni elicitace a o tyden pozdé;ji sklizen.

Vzorky byly zpracovany dle optimalizovaného postupu zvlast' pro UPLC analyzu
ginsenosidil a zvlast’ pro UPLC analyzu polyacetylentl.

Pfitomnost jednotlivych elicitori ovliviiovala naridst biomasy i mnozstvi

ginsenosidi a polyacetylenti ve vzorcich.



Abstract

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Eliska Syslova
Supervisor: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Thesis title: Elicitation of bioactive compounds production in in vitro cultures of Panax

ginseng

This diploma thesis is focused on the study of affecting the biosynthesis of
secondary metabolites of Panax ginseng C. A. Meyer and is focused on increasing the
production of biologically active polyacetylenes and ginsenosides in in vitro root
cultures by various elicitors.

The effect of the concentration of elicitors and growth regulators on the
production of root biomass and secondary metabolites was researched. The carriers of
the main pharmacological actions of Panax ginseng are ginsenosides and
polyacetylenes.

The root cultures were cultivated in the liquid medium in the dark at 24 + 1°C.
During the 27 day the sterile elicitation was done and a week later it was harvested.

The samples were processed according to the optimized procedure, separately for
UPLC analysis of ginsenosides and UPLC analysis of polyacetylenes as well.

The presence of individual elicitors influenced the growth of biomass and the

amount of ginsenosides and polyacetylenes in the samples.
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1. Uvod

vvvvvv

a piipravki. I v dneSni moderni dobé je na vzestupu vyuziti alternativni mediciny
a dopliikil stravy zaloZenych na latkach rostlinného ptivodu. V USA vice nez 40 % lidi
vyuziva alternativni a bylinné terapie (Taik-Koo, 2001).

Zen3en (Panax ginseng) je rostlina s tisiciletou historii. Uz v Orientu byl Panax
ginseng pouzivan pro revitalizaci t¢la, zvysSeni fyzické sily a pfedchazeni starnuti.

Dnes uz je prokazano, ze Panax ginseng pozitivn¢ ovliviluje rtzné Zivotné
dulezité systémy lidského té€la. Panax ginseng pozitivné ovlivituje mozkové funkce,
krevni tlak, vnimani bolesti, vykazuje estrogenni aktivitu, vyznamné je jeho
protirakovinné a protizanétlivé pusobeni. Ginsenosidy a polyacetyleny byly
identifikovany jako hlavni obsahové latky Panax ginseng s prokazatelnymi
farmakologickymi G¢inky (Choi, 2008).

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala problematikou ovlivnéni biosyntézy
biologicky aktivnich latek. Zkoumala jsem moznosti zvySeni produkce sekundérnich
metaboliti, ginsenosidl a polyacetylent Vv in vitro kofenovych kulturach Panax ginseng.
K tomu jsem vyuzila rizné druhy biotickych i abiotickych elicitori a regulatort rastu.
Naésledné byla u kotfenovych kultur péstovanych za riznych podminek porovnéna jejich
schopnost inhibice cyklooxygenasy 2 (COX-2) a jejich antiprolifera¢ni ptisobeni na

dvou stfevnich naddorovych liniich.



2. Teoreticka cast

2.1. CHARAKTERISTIKA PANAX GINSENG JAKO LECIVE
ROSTLINY

Panax ginseng je unikatni bylina. Vychodni medicina ji povazuje za nejvzacnéjsi
ze vSech tradi¢nich 1éku (Fulder, 1998). Je to jedna z nejvice medicinsky
a nutraceuticky ocenovanych rostlin (Choi, 2008).

Latinsky nazev Panax ginseng lze volné ptelozit jako v§ehoj 1é¢ivy, vselék. Slovo
Panax je slozeno z feckého ,,pan“ (= vse) a,,axos“ (= 1é¢it) (Choi, 2008). Rén-shén
(rén = clovek; shén = radce, Zzivot, identita; ve smyslu piirodniho ducha) znamena
Cloveédi koten i silu zemé v podobé ¢loveka (Janca, Zentrich, 1997).

Roku 1843 Panax ginseng klasifikoval rusky botanik Carl Anton Meyer
zavedenim rodu Panax v celedi Araliaceae. Na jeho pocest vznikl piivlastek

C. A. Meyer (Janca, Zentrich, 1997).

Tab. 1: Botanicka klasifikace Panax ginseng (Bacilkova, 2009; Itis, 2016)
VEDECKA KLASIFIKACE

Nadrise Eucaryonta jaderni

Rige Plantae rostliny

Podfise Tracheobionta cévnaté rostliny
Oddéleni Magnoliophyta krytosemenné
Tiida Magnoliopsida dvoudélozné
Podttida Rosidae vyssi dvoudélozné
Rad Apiales mifikovité

Celed Araliaceae aralkovité

Rod Panax ZenSen

Binomické jméno Panax ginseng C. A. Meyer

Zensen je vytrvala rostlina s jednim §tihlym, napf¥imenym, cca 0,5 m dlouhym
stonkem. Ten nese 4 — 5 dlouho-fapikatych listil, jeZ jsou sestaveny z péti listkii. Zensen
ma oboupohlavné kvéty, které vytvareji bobulovité plody (peckovice) (Janca et al.,
1997). Je to samospra$na rostlina. Zacina kvést ve tfetim roce rustu a rozkvéta

Vv poloving kvétna (Choi, 2008).



P11 sbéru jsou semena vétsinou ziskdna ze Ctyileté rostliny. Sbiraji se z Cervenych
plodu, pticemz v kazdém jsou dvé svétle zlutd semena. Semena se sbiraji jesté ne zcela
vyzrala. Nechavaji se dozrat ve specidlnich kontejnerech v pisku po dobu asi 100 dnti
(Choi, 2008).

Kofeny jsou bled¢ Zluto-bilé. Vytvari kofen hlavni s 2 — 5 kofinky vedlejSimi
a kotfenovymi vlasky. Jejich velikost a tvar zavisi predevsim na kvalit¢ pady, pocasi,
umélych hnojivech a obsahu vody. Kofeny se sklizi b&hem 4. — 6. roku véku. Sestileté
kotfeny jsou klasifikovany jako oddenky s primarnimi kofeny a kotinky, tvarem
piipominajici tvar lidského t€la (Choi, 2008). Traduje se, ze je Panax ginseng tim
kolem 34 cm, vazi 70 — 100 g, n€které ale az 500 g (Choi, 2008).

Kazdé jaro se na oddenku tvoii nové pupeny, které na podzim vadnou a odumiraji.
Na oddenku zustavaji jizvy vypovidajici o kvalité, velikosti i tvaru oddenku. Tady plati,
ze ¢im vice jizev, tim 1épe (Choi, 2008).

Panax ginseng je rozsifen predevsim v Asijskych zemich: Korea, Cina, Japonsko
(Choi, 2008). Dnes se péstuje hlavné v horskych oblastech od Nepalu k Mandzusku a od
vychodni Sibife ke Koreji. Na trhu se ale nejvice vyskytuje druh péstovany v USA
(Jahodat, 2006).

Tab. 2: Druhy rodu Panax (Taik-Koo, 2001)

BOTANICKY NAZEV ANGLICKY NAZEV
1. Panax ginseng C. A. Meyer Korean ginseng

2. Panax japonicus C. A. Meyer Japanese ginseng

3. Panax major Ting

4. Panax notoginseng (Burkill) F. H. Chen Sanchi ginseng

5. Panax omeiensis J. Wen

6. Panax pseudoginseng Wallich

7. Panax quinquefolius L. American ginseng

8. Panax sinensis J. Wen

9. Panax stipuleanatus H. T. Tsai & K. M. Feng

10. Panax trifolius L. Dwarf ginseng
11. Panax wangianus Sun
12. Panax zingiberensis C. Y. Wu & K. M. Feng

13. Panax vietnamensis Ha et Grushv. Vietnamese ginseng

10



Lékopisnou drogu tvoii kofeny = Ginseng radix. Je to ususeny, cely nebo fezany
kofen druhu Panax ginseng C. A. Meyer (Cesky lékopis, 2009). Podle zptsobu
zpracovani kofenu rozliSujeme dva tradi¢ni pfipravky: bily a cerveny zenSen. Bily je
loupany a suSeny kofen. Cerveny vznikd ponofenim &erstvého kofene do pary
98 — 100 °C na 2 — 3 hodiny a naslednym susenim, dokud se nedosahne vlhkosti <15 %.
Bylo prokadzédno, ze oba maji imunomodulacni, protizanétlivé, antioxidacni
a antiatopické ucinky (Kim, 2015).

V droze je identifikovano velké mnozstvi latek: polysacharidy, vitaminy, steroly,
aminokyseliny a peptidy, silice, polyacetyleny a saponiny. Celou skupinu saponint
oznaGujeme ginsenosidy (Jahodaf, 2006). Cerveny Zensen vykazuje v nékterych
ohledech silnéjsi farmakologicky efekt, coz je zplsobeno chemickou zménou
ginsenosidd po vafeni v pare. Ginsenosidy se méni na deglykosylované ginsenosidy,

které vykazuji vEtsi absorpci a biologickou dostupnost (Kim, 2015).
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2.2. HISTORIE UZiVANI PANAX GINSENG

Puivod Panax ginseng sahé aZ do pravéku. Uz Zluty cisai v Cing kolem r. 5500 pf.
n. I. sepsal 365 druht bylin a rozdélil je podle toxicity do 3 skupin. Kofen zensenu je
zde zminény jako netoxicky, s vynikajicimi ucinky pro posileni vitdlni energie
s moznosti pravidelného uzivani. Panax ginseng byl pouzivan pifedevsim jako tonikum
pro posileni slabého téla nez v Iécebném Iékaistvi. V roce 1610 byl soucasti 653 (16,6
%) z celkovych 3944 piedpist korejského bylinaie Huh Joona (Yun, 2001).

Dle legendy byl ZenSen objeven ve vesnici Shantang v Cing. Vesnitany
pravidelné v noci budilo zvlastni vyti. Az to nevydrzeli, sesli se a Sli po hlase. Zjistili, ze
vyti vychazi z rostliny, kterou zacali kopat. Vykopali koten podobajici se lidskému télu.
Pojmenovali ho ,,duch zemé* (Fulder, 1998).

V dobach impéria se za stary divoky kofen zensenu platilo 250 krat vice nez za
stiibro stejné vahy (Fulder, 1998).

Uz v roce 1897 byly provedeny prvni pokusy kultivace Zzensenu Vv botanické
zahrad¢ na Jamajce, protoze mnozstvi divoce rostouciho zensSenu nebylo dostate¢né pro

uspokojeni poptavky (Taik-Koo, 2001).
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2.3. BIOLOGICKY AKTIVNI KOMPONENTY PANAX
GINSENG

2.3.1. GINSENOSIDY

Ginsenosidy patii mezi saponiny. Saponiny jsou povrchové aktivni latky Siroce
roz§itené predevsim v rostlinné tisi. Slovo ,,saponin“ je odvozeno z latinského sapo
= mydlo, protoze molekuly saponind, stejn¢ jako mydlo diky polarnim a nepolarnim
koncim molekuly ve vodé péni. Saponiny maji pestrou Skalu dalSich vlastnosti:
sladkost a hotkost, emulga¢ni schopnost, hemolytické, antimikrobni, insekticidni
vlastnosti. Nasly Siroké uplatnéni v napojich a cukraiské vyrobé, v kosmetickém
a farmaceutickém prumyslu (Vincken et al., 2007). Saponiny délime dle molekuly
aglykonu na steroidni a triterpenické (Sparg et al., 2004).

Ptestoze druh Panax mé dlouhou historii praktického uzivani, védci odhalili jeho
chemické slozeni az v poloving 19. stoleti. Do roku 2012 bylo izolovdno 289 ¢istych
saponinid (Yang et al., 2014). Zrodu Panax bylo izolovano pies 150 ginsenosidu,
v kofenech Panax ginseng bylo identifikovano asi 40 z nich (Peng et al., 2012).

Ginsenosidy neboli ZenSenové saponiny maji hlavni ulohu v biochemickych
i farmakologickych uc¢incich Panax ginseng (Peng et al., 2012). Jsou to agonisté

steroidnich receptort (Yang et al., 2014).

2.3.1.1. Chemicka struktura ginsenosidu

Znadmé ginsenosidy mulZeme klasifikovat podle necukernych zbytkli na typ
dammaran a oleanan (Christensen et al., 2009). Dale do ¢tyf riznych podtypt: typ
protopanaxadiol, protopanaxatriol, pseudoginsenosid a typ oleanolové kyseliny (Yang et
al., 2014). Na aglykony ginsenosidii byvaji navazany oligosacharidy (Yang et al., 2014).
Béhem extrakce kyselou hydrolyzou nebo pisobenim endogennich glykosidas mohou
byt zbytky cukru od$tépeny az do poskytnuti odpovidajiciho aglykonu (Peng et al.,
2012).

13



GINSENOSID | Ry R2 Rs3

Rby O-Glc (2—1)Glc H O- Glc (6—1) Glc
Rb2 O-Glc (2—>»1)Glc H O- Glc (6—1) Ara(p)
Rbs O-Glc (2—1)Glc H O- Glc (6—1) Xyl
Rc O-Glc (2—1)Glc H O- Glc (6—1) Ara(f)
Rd O-Glc (2—»1)Glc H O- Glc

Re OH O- Glc (2—»1) Rha O-Glc

Rg. OH O-Glc 0O-Glc

Rgs3 O-Glc (2-1)Glc H OH

Rh; O-Glc H OH

Obr. 1: Chemicka struktura bioaktivnich ginsenosida (Christensen et al., 2009)

(Glc = B- D- glukosa; Ara(p) = a- L- arabinopyranosa; Ara(f) = a- L- arabinofuranosa;

Rha = a- L- rhamnosa; Xyl = - D- xylopyranosa)
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Obr. 2: Ctyti podtypy ginsenosidi (Yang et al., 2014)

(OA =kyselina oleanova, OT = pseudoginsenosid, PPD = protopanaxadiol,

PPT = protopanaxatriol)

2.3.1.2.  Obsah ginsenosidi v Panax ginseng

Mnozstvi i kvalitu jednotlivych ginsenosidii v Panax ginseng ovliviuji biologické
a environmentalni podminky (typ puady, teplota, intenzita svétla, mnozstvi svétla
a mnozstvi vody), rovnéz druh, vé€k a ¢ast rostliny, z které izolujeme, sezona sklizn¢,
zpusob péstovani a prostiedky pro uchovavani. Naptiklad obsah Rg: a Rd je vyssi
u divoce rostoucich nez u kultivovanych kofenti, zatimco obsah Rc a Rb: je v divoce
rostoucim Panax ginseng nizsi nez v kultivovaném (Peng et al., 2012).

Slozeni ginsenosidii v kofenech kultivovanych in vitro a v kofenech nativniho
Panax ginseng je témeét identické. I pii dlouhodobé kultivaci si in vitro kofeny
uchovavaji stejnou produkci sekundarnich metabolith (Langhansova et al., 2005).

Dnes jsme schopni produkovat hladinu ginsenosidli aZz v hodnoté 2,28 % suché
hmotnosti, coZ je srovnatelné s produkci nativnich kotenii (Langhansova et al., 2012).

Béhem péstovani v bioreaktorech pii urcitém slozeni zivného média lze vytézek

15



ginsenosidi i zvysit (Sivakumar et al., 2005). Pé&stovani adventivnich kofent in vitro
neni pfili§ nakladné. Pfi vyuziti bioreaktorti jde o produkci bez pesticidi, bez niceni

zivotniho prostiedi (Sivakumar et al., 2005).

2.3.1.3. Farmakokinetika a metabolismus ginsenosidu

VétSina produkti a dopliku stravy na bazi Panax ginseng se uzivaji peroralné.
Vétsinou tedy dochazi k metabolizaci obsahovych latek jiz pfi styku s zalude¢nimi
tekutinami a enzymy gastrointestinalniho  traktu. Velka ¢ast inaktivnich
glykosylovanych ginsenosidl je pfeménéna na vice biologicky aktivni deglykosylované
ginsenosidy. Ty jsou snadné€ji absorbovany do krevniho fecisté. Bylo prokazano, ze
ginsenosid Rh2 je mnohem vice u¢inny proti nddorovym bunécnym liniim nez intaktni

glykosylovany gensenosid Rbi (Christensen, 2009).

m Inﬂ.mm'
Stimuli
Ginsenoside \\_)\/")/
(O
[ I 1 ) -iNOS
Py -NO Proteases

\‘ - Superoxide Cytokines
-INF-a
o IF L6, IL8
— -
Receptors . —
-Glucocoarticoid N Nucleus
Cell -TLR —
membrane &_} Kinases and NF-xB NF-«B
enzyme inducers  [—>| -Translocation
-IRAK-1, IKK, IxBa -DNA binding

Obr. 3: Mechanismus G¢inku ginsenosidi (Shergis et al., 2014)

(TNF-a = tumor nekrotizujici faktor a, IL-6 = interleukin-6, IL-8 = interleukin-8,
iINOS = indukovatelna syntasa oxidu dusnatého, TLR = toll-like receptor,
NF-«xB = nuklearni faktor kappa B, IRAK-1 = kinasy asociované s receptory interleukinu-1,

IKK = nuklearni faktor, IkBa = nuklearni faktor)
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2.3.2. POLYACETYLENY

Polyacetyleny byly izolovany z fady rostlin, hub, hmyzu, motskych fas a korala.
Jsou dualezitymi obsahovymi latkami bézné zeleniny — napf. mrkve (Daucus carota)
a zpusobuji jeji hotkou chut’. Vykazuji Sirokou skalu biologickych ucinkii. Nachazeji se
predevsim v celedich Asteraceae, Apiaceae, Annonaceae, Araliaceae, Meliaceae,
Campanulaceae, Santalaceae, Torricelliaceae, Olacaceae a Zingiberaceae (Negri,
2015).

2.3.2.1. Chemicka struktura polyacetylenu

Polyacetyleny se vyznacuji dvéma a vice trojnymi vazbami v molekule. Jsou to ve
vodé nerozpustné a chemicky nestalé slouceniny (Lee et al., 2015). Polyacetyleny jsou
teplotné nestabilni a rovnéz mize dojit k jejich fotodekompozici, pokud se dostanou na
denni svétlo (Christensen et al., 2006). Struktura polyacetylenli ukazuje na biosyntézu

Z nenansycenych mastnych kyselin (Christensen et al., 2006).

R‘I
N NN
\/ — — "'?,Rz

FALCARINOL=PANAXYNOL, R'=0OH, R?=H

HO, Ha /A oH
S —_ —
PANAXYDOL
o OH
H
OH

PANAXYTRIOL
Obr. 4: Chemicka struktura polyacetylenti Panax ginseng (Christensen et al., 2006)

2.3.2.2.  Obsah polvacetylenti v Panax ginseng

Distribuce polyacetylenti v rostlin€ zavisi na rostlinné ¢asti, geografické poloze,

vodnim stresu, zplisobu skladovani, primyslovém zpracovani a datu sklizné¢ (Negri,
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2015). Mnozstvi polyacetyleni v Panax ginseng je pomérné vysoké. Panaxynol,
falcarinol a panaxytriol byly v ¢erveném ZenSenu piitomny v koncentracich 250 ug/g,

297 ug/g a 320 ug/g (Kuklev et al., 2013).

2.3.2.3. Mechanismus uéinkud polyacetylenu

Polyacetyleny inhibuji diacylglycerol-acyltransferasu (enzym, ktery katalyzuje
tvorbu  triglyceridi  z  diacylglycerolu a  acyl-CoA) a  acyl-CoA-
cholesterolacyltransferasu (enzym katalyzujici esterifikaci cholesterolu), coz je
potencialnim cilem pro farmakologickou intervenci hyperlipidémie a aterosklerotické
onemocnéni. Ne&které polyacetyleny vykazuji —antimikrobialni aktivitu proti
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Cryptococcus neoformans a Aspergillus
fumigatus (Negri, 2015).
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2.4. FARMAKOLOGICKE UCINKY PANAX GINSENG

2.4.1. Efekt na centralni nervovou soustavu

24.1.1. Pamét a uleni

Panax ginseng ma na centralni nervovou soustavu jak stimulacni, tak i inhibi¢ni
ucinky, muze ovliviiovat i neurotransmisi. Tento efekt maji pfedevsim Rb: a RQ:
ginsenosidy. Rbi ginsenosidy zvySuji pfijem cholinu a usnadfiuji uvolfiovani
acetylcholinu z hipokampu, a tak zlepSuji u¢eni a pamét’ a urychluji rast nervi (Attele et
al., 1999). Proto Panax ginseng muze zlepsit kognitivni funkce pfi Alzheimerové
nemoci (Choi, 2008).

Ginsenosidy mohou ovliviiovat nervovy pfenos snizenim dostupnosti
neurotransmiterii. Na synaptosomech potkaniho mozku bylo ukazano, Ze vytazek
z Panax v zavislosti na koncentraci inhibuje vychytavani kyseliny gama-aminomaselné,
glutamatu, dopaminu, noradrenalinu a serotoninu (Attele et al., 1999). Polyacetyleny
vykazuji inhibi¢ni aktivitu na GABA receptory (Negri, 2015).

2.4.1.2.  Neuroprotekce

Ginsenosidy mohou chranit nervy pied ischemii. Byla prokdzana ochrana
hipokampélnich nervli ginsenosidy Rb: pfed letalnim ischemickym poSkozenim (Attele

etal., 1999).
2.4.2. Efekt na kardiovaskularni systém

Panax ginseng normalizuje krevni tlak. Snizuje vysoky krevni tlak a zvySuje tlak
nizky. Ma vasodilata¢ni u¢inky, ¢imz zlepsuje cirkulaci krve. Nizké davky ginsenosid
mohou mit antihypertenzivni ucinek. (Choi, 2008).

Pti pokusu s anestezovanymi psy bylo zji$téno, ze pfi i. v. podani ethanolového
nebo etherového extraktu Panax ginseng (40 mg/kg) se snizil celkovy periferni odpor
a zpusobil vazodilataci a bradykardii, zatimco vodny roztok celkovy periferni odpor

zvysil (Gillis, 1997).
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2.4.3. Analgeticky ucinek

Panax ginseng inhibuje vapnikové kanaly senzitivnich neuronti, snizuje tedy

vnimani bolesti (Choi, 2008).
2.4.4. Cytotoxicita a protinadorova aktivita

Ginsenosidy mohou mit piimé cytostatické G¢inky a inhibovat rast nadorovych
bun€k, ostatni indukuji diferenciaci a inhibici metastaz (Attele et al., 1999).
Epidemiologické studie ukazuji, ze Panax ginseng pusobi preventivné proti rakoving.
Pfedevsim proti rakoviné jater, zaludku a plic. Panax ginseng zvysuje protinidorovou
aktivitu protirakovinnych 1ékii a snhizuje vedlej$i ucinky cytostatik (Choi, 2008).
Antikarcinogenni u¢inek Panax ginseng je piedevsim diky ginsenosidim Rgs a Rh»
(Sparg et al., 2014).

Z kofenti Panax ginseng bylo izolovano a identifikovano nékolik cytotoxickych
polyacetylentl, v¢etné falcarinolu, panaxydolu, panaxytriolu (Christensen et al., 2006).
Panaxynol a panaxydol maji cytotoxicky ucinek na lidsky adenokarcinom zaludku
(Yang et al., 2008). Polyacetylen falcarinol ma vyznamny inhibi¢ni u¢inek na vyvoj
preneoplastickych 1ézi v tlustém stfevu, a tedy mozny antikarcinogenni efekt in vivo

(Christensen et al., 2006).
2.4.5. Antidiabeticky ucinek

Hypoglykemicky efekt Panax ginseng zavisi na koncentraci jednotlivych
ginsenosidd. VSechny nemaji antidiabeticky ucinek (Chretensen, 2009). Panax ginseng
stimuluje sekreci insulinu. Ginsenosidy Rhz maji schopnost snizit hladinu glukézy
v krvi (Choi, 2008). Ginsenosidy Rb: maji schopnost aktivovat jaderné receptor
aktivované proliferatory peroxizomi (PPAR), coZ je dulezity regulator metabolismu

lipida (Christensen, 2009).

2.4.6. Protizanétlivy ucinek

bez vyznamnych vedlejSich G¢inkd. Mezi mechanismy ucinku patii naptiklad inhibice
fosforylové kinasy a prozanétlivych cytokint: interleukinu-6, interleukinu-8 a tumor

nekrotizujiciho faktoru-o (Shergis et al., 2014).
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Kyselina oleanova a ginsenosidy od ni odvozené maji ze saponinii nejvyssi
antikomplementarni aktivitu (Sparg et al., 2004).

Podavani 100 mg/kg vodného extraktu korejského Cerveného ZenSenu chrani
hostitelské bunky pied letalni pneumokokovou sepsi. U piedem oSetfenych mysi byla
vysS§i mira preziti, vysSi télesna hmotnost, niz§i pocet bakterii a nizSi hladina
prozanétlivych cytokint (Nguyen, 2015).

Protizanétlivy G€inek polyacetylent je pravdépodobné zalozen na inhibici enzymu

15- hydroxyprostaglandin-dehydrogenasa (Negri, 2015).
2.4.7. Antioxidacni ucinek a dlouhovékost

Panax ginseng chrani pfed oxidativnim stresem tim, Ze zvySuje produkci
antioxida¢nich enzymu a snizuje produkci oxidantl (Shergis et al., 2014). Saponiny
Panax quinquefolius maji pfimé antioxida¢ni vlastnosti. V nizkych koncentracich je
jejich G¢inek vyssi v pfitomnosti vitaminu C (Tamova a kol., 2007). Dlouhodobé
podavani korejského cerveného zenSenu prodluzuje Zivot testovanych zvirat. Panax

ginseng zabranuje zvyseni tvorby volnych radikalt a peroxidaci lipid (Choi, 2008).
2.4.8. Ostatni ucinky

Panax ginseng vykazuje protistresovy ucinek. Studie na mySich zjistily, ze
metabolity PPD jsou schopny inhibovat stresem zvySenou hladinu Kkortizolu
(Christensen, 2009). Interleukin-6 je také antistresovy ukazatel, intraperitonealné
podané ginsenosidy tlumi jeho plazmaticky zvySené hladiny (Christensen, 2009).
Ginsenosidy Rb: maji antistresovou aktivitu. U mysi zabranuji mozkové degeneraci
zpisobené stresem. (Choi, 2008).

Falcarinol je antagonista kanabinoidniho receptoru CB1, ktery je zodpovédny za
alergickou koZni reakci (Negri, 2015).

Panax ginseng zlepSuje funkci jater. Chrani jatra pfed poSkozenim, podporuje
jejich regeneraci a obnovu. Pomaha pii 1é¢bé kocoviny. Pasobi proti hepatitidé.
Podnécuje detoxikaci (Choi, 2008).

Nekteré slozky Panax ginseng mohou inhibovat melanogenezi in vivo nebo in
vitro. Panax ginseng tedy mtize byt potencialnim kandidatem pro nové latky zesvétlujici
kazi (Kim, 2015). Melanogeneze je biochemicka cesta odpovédna za syntézu melaninu,

na jehoZ obsahu zavisi zbarveni kiize.
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Saponiny izolované z Panax notoginseng vykazuji inhibi¢ni vliv na motilitu
zoospor Aphanomyces cochlioides. Tento G¢inek mélo 7 z 14 testovanych saponint
(Sparg et al., 2004).

Panax ginseng zlepsuje potize spojené s klimakteriem u zen. Testy ukazaly 80%
uspésnost pii podavani 3 g/den po dobu 2 mésicti (Choi, 2008).

Panax ginseng muze pomoci pii sexudlnich dysfunkcich muzi. Pomaha
predevsim u potizi zpiisobenych stresem. ZlepSuje erekcei, sexudlni touhy a uspokojeni.
Nicméné, ginsenosidy Rbi nemaji vyznamny vliv na zvyseni pareni u mysich samcu
(Choi, 2008).

Byla pozorovana ucinnost inhibice ristu viru HIV u surovych saponinovych
komponent korejského ¢erveného zensenu (Choi, 2008).

Panax ginseng lze vyuzit pti odvykani koufeni. Dle studie provadéné na mysich,
zenSenové saponiny mohou byt vhodné pro prevenci a terapii nékterych nezadoucich
ucinkl nikotinu (Sparg et al., 2004).

Panax ginseng zvysSuje G¢innost o¢kovani proti chiipce (Hu et al., 2005).
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25. INTERAKCE SLECIVY

2.5.1. Interakce s warfarinem, heparinem a aspirinem

Warfarin se pouziva jako antikoagulac¢ni cinidlo. Jde o racemickou smés
S- a R- enantiomerd. Metabolizace probiha pomoci jaterniho cytochromu P450 (CYP).
R- warfarin je metabolizovan piedevsim CYP1A2 na 6- hydroxywarfarin
a 8- hydroxywarfarin a CYP3A4 na 10- hydroxywarfarin. S- warfarin pomoci CYP2C9
na 7- hydroxywarfarin. Potencidlné¢ tedy muize vzniknout Iékova interakce s léky
metabolizovanymi témito CYP (Shao et al., 2013).

Extrakty Panax ginseng vykazuji inhibi¢ni aktivitu na CYP. U morcat byla
prokazana silna inhibice CYP1A. V jedné studii ginsenosid Rd slabé inhiboval aktivitu
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19 a CYP2C9, zatimco ginsenosid Rc stimuloval ¢innosti
CYP2C9 0 70 % a ginsenosid Rf zvysil aktivitu CYP3A4 0 54 % (Fasinu et al., 2016).
Ginsenosidy pisobi in vitro jako antiagregancia. Inhibice krevnich desticek mize byt
ireverzibilni. Pfesny mechanizmus interakce warfarinu s Panax ginseng neni znamy
(Tamova a kol., 2007).

Studie na potkanech ukazala, ze soucasné podavani Panax ginseng s warfarinem
nijak vyrazn€ nezméni farmakokinetické parametry a protrombinovy cas warfarinu.
V této studii bylo po dobu 5 dni oralné podavano 0,2 mg/kg/den warfarinu
a 2 g/kg/2 x denné ZenSenového odvaru (Shao et al., 2013).

Studie na lidech s ischemickou cévni mozkovou piihodou ukazala mirny pokles
hodnot International Normalized Ratio (INR = pomér protrombinového ¢asu pacienta
a ¢asu normalniho vzorku) pfi podavani Panax ginseng a warfarinu soucasné ve
srovnani placeba s warfarinem. Tento rozdil nebyl ale statisticky vyznamny (Shao et al.,
2013). 1 g amerického ZenSenu denné ale snizuje antikoagulaéni ucinek a plazmatické
hladiny warfarinu u zdravych dobrovolniki (Shao et al., 2013). V oteviené zktiZzené
randomizované studii na 12 zdravych muzich Panax ginseng nemél vliv na
farmakodynamiku warfarinu (Meyler's, 2016).

Piesto je vhodné vyhnout se sou¢asnému uzivani Panax ginseng s warfarinem,
heparinem, kyselinou acetylsalicylovou a nesteroidnimi antiflogistiky (Tamova a kol.,
2007).

23



2.5.2. Interakce s ostatnimi lé¢ivy a alkoholem

Ginsenosidy ovliviwji sekreci kortikoidii @ maji inhibi¢ni vliv na fosfodiesterasu
cyklického adenosin monofosfatu (CAMP), mohou potencovat toxicky efekt kortikoid
(Ttmova a kol., 2007).

Pii souasném podavani fenelzinu s Panax ginseng byla popsana bolest hlavy,
tres, manické psychdzy, nespavost, podrazdénost. Pacienti trpici maniodepresivnimi
poruchami a psychézami by neméli uzivat Panax ginseng (Tamova a kol., 2007). Zena
s piedchozimi epizodami deprese prodé€lala maniakalni epizodu nékolik dni poté, co
Panax ginseng zacala uzivat (Meyler's, 2016).

Panax ginseng ma potencial jako chemoterapeutické adjuvans. In vitro i in vivo
studie na zvifatech ukazuji zvySeny protinadorovy efekt, pokud je Panax ginseng
podavan v kombinaci s nékterymi 1éky proti rakoving. Neexistuje ale zatim dostate¢né
mnozstvi klinickych studii, které by tento efekt Panax ginseng potvrdilo (Chen et al.,
2014).

Panax ginseng zvysuje cleareance alkoholu v krvi (Tumova a kol., 2007).

Tab. 3: Lékové interakce Panax ginseng (Tamova a kol., 2007)

Piiklady zaznamenanych interakci mezi Ginseng radix a ostatnimi lé¢ivy

1é¢iva rostlina/

Lécivo vysledky interakce
droga
Ginseng radix chemoterapeutika zvySeni Géinku
warfarin zvysené riziko krvaceni
SSRI
cyklosporin zvyseni sérové koncentrace
digoxin
. . zmirnéni emise zplsobené
cisplatina
cisplatinou, zvyseni antiprolifera¢niho
udinku
imunosupresiva snizeni u¢innosti
antidiabetika zvyseni u€inku
fenelzin bolest hlavy, manie, tremor
alkohol zvyseni clearance alkoholu
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2.6. NEZADOUCI UCINKY

Panax ginseng je obecné bezpetny. Pii vysokych davkach muze zpisobit
nespavost, bolesti hlavy, prijem, kardiovaskularni a endokrinni poruchy (Meyler's,
2016). Nejcastejsi nezadouci ucinky vyplyvajici z jeho predavkovani jsou nervozita
a popudlivost (Hong et al., 2015).

Po uzivani 2 tablet po 3 dnech (neni specifikovano mnozstvi Panax ginseng
v mg), se jako nezadouci u¢inek Panax ginseng objevila hypertenze, nespavost, bolest
hlavy a krvaceni z nosu. U 72 leté pacientky zpUsobila estrogenni aktivita Panax
ginseng pii jeho dlouhodobém uzivani vaginalni krvaceni (Timova a kol., 2007).

Pti chronickém podévani u potkana, mysi, psa a kralika bylo pozorovano velmi
malo nezadoucich u¢inku. Pfi denni davce 15 mg/kg po dobu 90 dnti (podavano psovi)
nebyly zadné zmény souvisejici s 1é€bou v télesné hmotnosti, hematologii ani klinické
chemii. Ve dvouleté studii, 14 ze 133 subjekttd hlasilo nervozitu, nespavost
a gastrointestinalni poruchy spojené s prodlouzenou spotiebou davek (az do 15 g/den),
které byly mnohem vyssi, neZ je doporuceno (Gillis, 1997).

Databdze WHO obsahuje sedm pfipadii z péti zemi, kde pravidelny piijem
zensenu nasledovala arteridlni hypertenze. U péti z nich nebyla zaznamenana zadna jina
medikace (Meyler's, 2016).

Svétova zdravotnickd organizace dospéla k zavéru, Ze pii dodrzeni doporuc¢enych

davek nejsou pravdépodobné zadné vedlejsi ucinky zensenu (Gillis, 1997).
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2.7. PESTOVANI PANAX GINSENG IN VITRO

Polni péstovani Panax ginseng je ¢asové naro¢ny a pracny proces. Trva 5 — 7 let.
Pii vyuziti kultur rostlinnych bun¢k je produkce rychlejsi a kvalitativné i kvantitativné
kontrolované;jsi (Wu et al., 1999).

Alternativnim  zptisobem péstovani adventivnich kofenli Panax ginseng
v bioreaktoru lze ziskat cely rozsah ginsenosidi, ktery ziskdme z rostlin péstovanych
klasickym zpiisobem. Ginsenosidy byly izolovany z adventivnich kofent kultivovanych
v tekutém Schenk-Hildebrandtové (SH) médiu doplnéném o 24,6 pM kyseliny idolyl-
3- maselné, 3 % sacharosy a 0,1 % myo-Inositolu. Adventivni kofeny byly kultivovany
v 500 cm® Erlenmayerovych bafikach v rotaéni tfepacce pii 125 otackach za minutu.
Kultivace probihala pii 24 £ 1 °C ve tmé. Adventivni kofeny byly piesazovany kazdé
Ctyfi tydny. Kofeny produkované in vitro jsou ,,skutecné* koteny. Mohou byt pouzity
pro piipravu extraktu i jako pfirodni kofenovy material (Langhansova et al., 2012).

Péstovani adventivnich kofenti in vitro neni pfili§ nakladné. Pii vyuziti
bioreaktori jde o produkci bez pesticidi a bez niceni zivotniho prostfedi (Sivakumar et

al., 2005).
2.7.1. Produkce sekundarnich metabolita

Kvalita rostlin ur€enych pro zpracovani ve farmaceutickém primyslu byva
posuzovana na zakladé obsahu sekundarnich metabolitli. Jejich obsah se mize vyrazné
lisit v zévislosti na pocasi, ristovych podminkach aposkozeni patogeny a Skudci.
Témto komplikacim se da predejit pifevedenim rostlin do izolovanych podminek
hydroponického péstovani, do kultivatnich meédii (Kuzel et al., 2009). DalSim
zpusobem, jak témto komplikacim ptedejit, je in vitro kultivace.

Sekundarni metabolity rostlin jsou jedine¢nymi zdroji pro léCiva, potravinova
aditiva a prichuté¢ a dalsi primyslové materialy. Hromadi se ¢asto v rostlinach
vystavenych stresu, naptiklad v podobé¢ elicitoru, signalnich molekul nebo abiotického
stresu (Zhao et al., 2005). Elicitace rostlin péstovanych v pidé je problematicka (Kuzel
et al., 2009).

Sekundarni metabolity mizeme ziskat pfimou extrakci z rostlin a chemickou

syntézou nebo z bunécnych kultur rostlin (Zhao et al., 2005).
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2.7.2. SloZeni Zivného média a kultivaéni podminky

2.7.2.1. Néadoba

Produkci sekundarnich metabolitd ovliviluje geometrie kultivaéni nadoby
a zpusob provzdusnovani, na kterém zavisi pienos kysliku a Zzivin. Nehomogenni

systémy zptisobi bunécnou sedimentaci a Smrt (Langhansova et al., 2005).

27.22. pH

Mirn¢jsi zmény pH média nemaji vyznamny vliv na rist kofend, ale ovliviluji
obsah saponint v nich. Maximum (0,26 %) saponind bylo ziskano pii pH 6,0. Obsah
saponint u kotfenil péstovanych pii pH 6,0 — 7,0 byl vyssi nez u téch, které rostly pii pH
5,0-5,5 (Kim et al., 2005).

2.7.2.3. Teplotaa svétlo

Optimalni teplota pro buniky Panax ginseng je v rozmezi 24 — 28 °C. Pii niz$ich
teplotach je rist ptili§ pomaly, pfi vysSich zcela inhibuje. Svétlo vyznamné neovliviiuje
produkeci saponind (Wu et al., 1999).

Polyacetyleny na dennim svétle podléhaji fotodekompozici (Christensen et al.,

2006).

2.7.2.4. Sacharosa

Sacharosa je hlavni zdroj energie. Tempo rustu biomasy je v piimé korelaci se
spotfebou sacharosy. Nejvyhodnéjsi koncentrace sacharosy v médiu je 30 g/l (3%
roztok) (Kim et al., 2005). Bylo prokazano, Ze sacharosa sterilizovana v autoklavu je
pro riist lepSi neZ ta sterilizovana pomoci filtrace. Autoklavovani hydrolyzuje sacharézu

na efektivnéji vyuzitelné cukry (Saad et al., 2012).

2.7.25. Dusik a fosfor

Oxid dusnaty je zapojen do produkce sekundarnich metabolitd (Zhao et al., 2005).
Nejvhodnégjsi koncentrace dusiku je 382,7 mg/l. Pfili§ vysoka koncentrace by mohla
nepiiznivé ovlivnit rust bun¢k i biosyntézu saponini (Kim et al., 2005).

Fosfor je klicova Zivina pro bunécny riist a tvorbu sekundarnich metabolitti. Nema
vyznamny vliv na hmotnost Cerstviny. Pocatecni zvySend koncentrace fosfatu

(26,9 — 40,40 mg/l) nejprve obsah saponinti zvysi, poté vyrazné snizi (Kim et al., 2005).

27



2.7.2.6. Vitaminy a inositol

Vitaminy funguji jako katalyzatory riznych metabolickych procest, nékteré jsou
nutné pro normalni rist a vyvoj rostliny. Thiamin je nezbytné nutny pro rist vSech
bunék (Saad, Elshahed, 2012).

Inositol uz v malych mnozstvich stimuluje rast bun¢k (Saad, Elshahed, 2012).

2.7.2.7.  Auxiny

Auxiny jsou fytohormony. Pisobi v rostlinich ve velmi nizkych koncentracich
vazbou na specifické receptory v lipidové dvojvrstvé buné¢né membrany. Jsou dulezité
pro spravny vyvoj rostlin (Flasinski et al., 2015). Auxiny jsou nezbytné pro Zivotni
cyklus rostliny. Podileji se na bunééném dé¢leni a diferenciaci, ovliviuji tvorbu a rust
kotent, listt, kvétl, pupent i ploda (Flasinski et al., 2014).

Druh a koncentrace auxinu ovliviiuje kvalitu kofenti. Pfi kombinaci cytokinint
s auxinem dochdazi ke zvySeni ristu biomasy (Langhansova et al., 2012).

Dle struktury rozliSujeme tfi hlavni skupiny auxini: derivaty kyseliny octové,
derivaty chlorované kyseliny fenoxyoctové a derivaty kyseliny naftyloctové (Flasinski
etal., 2015).

Jako derivat chlorované fenoxyoctové kyseliny je nejznaméjsi a nejpouzivané;si
kyselina 2, 4- dichlorfenoxyoctova (2,4- D). 2,4- D podporuje vice bunééné déleni
a diferenciaci nez organogenezi (Langhansova et al., 2012). Nejvhodné&jsi koncentrace
pro rust kalusi je 1 — 5 mg/l. Mnohem niz§i koncentrace jsou ale vhodné pro syntézu
saponinu (napf. 0,1 mg/l) (Wu et al., 1999). V zeméd¢lstvi se pouziva jako herbicid
(Flasinski et al., 2015).

CH,COOH
~ 2
Cl

Cl
Obr. 5: Chemicka struktura 2,4- D (Saad, Elshahed, 2012)
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Indol- 3- octova kyselina (IAA) je piirozené se vyskytujici auxin. Jde o derivat
kyseliny octové. Reguluje embryogenezi, apikdlni dominanci a protazeni stonku.
(Flasinski et al., 2015). Jeji blizky chemicky derivat je kyselina idolyl- 3- maselna
(IBA), ktera stimuluje kofenovou diferenciaci (Langhansova et al., 2012). IBA je
endogennim prekurzorem IAA (Ruzicka et al., 2010). Pfitomnost této kyseliny silné

snizuje kofenové nasobeni, ale uplné nepotlacuje kofenovou indukci (Langhansova et

al., 2012).

\O

OH

N

N
H

Obr. 6: Chemicka struktura IBA (Saad, Elshahed, 2012)

2.7.2.8. Kinetin

Kinetin je rostlinny hormon pattici mezi cytokininy (derivaty adeninu). Byl
objeven jako degradacni produkt DNA, ktery podporuje bunécné déleni u rostlin.
Ovliviiyje rust i vyvoj rostlin. Psobi jako antioxidant in vivo i in vitro (Barciszewski et
al., 2007). Kinetin je dilezity pro zvySeni poctu kofenl a pro indukci rustu kalust

(Langhansova et al., 2012).

X NH = N
\_0 "/

Obr. 7: Chemicka struktura kinetinu (Chemsynthesis, 2016)
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2.7.3. Elicitace kultur Panax ginseng in vitro

Elicitace spoc¢iva v umélém vyvolani biochemické odpovédi rostliny na abioticky
stres, nebo jde o reakci rostliny na napadeni patogeny. Obranné mechanismy rostlinné
bunky jsou aktivovany po poznani molekuly elicitoru na povrchu plazmatické
membrany (Rahimi et al., 2014).

Elicitory jsou chemikalie z riznych zdroji, které mohou vyvolat fyziologické
I morfologické odpovédi a akumulaci fytoalexinti (Zhao et al., 2005). Obecné je
rozdélujeme na biotické a abiotické elicitory. Abiotické, pochazejici z nezivych zdroju,
mizeme rozdé€lit na hormonalni (kyselina jasmonova, Kyselina salicylova), chemické
(tézké kovy) a fyzikalni (teplota, salinita). Biotické elicitory aktivuji indukovatelnou
obrannou reakci, stimuluji pfiznivé zmény v rostlinach. Mezi biotické fadime koronatin

a chitosan (Gorelick et al., 2014).

2.7.3.1. Jasmonova kyselina a jeji derivaty

Kyslina jasmonova (JA) je fytohormon regulujici biosyntézu sekundarnich
metabolitdt v Panax ginseng (Rahimi et al., 2014). Prekursorem JA je Kkyselina
o- linolenovd (Gundlach et al., 1992). JA byla odvozena piisobenim lipoxygenasy
(Rahimi et al., 2014). Poprvé byla izolovana z kultur houby Lasiodiplodia theobromae
(Creelman, 1995). Bylo prokazano, ze JA a jeji methylester jsou pfirodni regulatory
rostlinné senescence. JA je nedilnou soucasti systému signalni transdukce, ktery
reguluje indukovatelné obranné geny v rostlinach (Gundlach et al., 1992). Zmény
Vv genoveé expresi v rostlinach jsou indukované nanomolarni az mikromolarni
koncentraci JA/methylesteru kyseliny jasmonové (MJ) (Creelman, 1995).

Exogenni aplikace signalnich sloucenin JA a jejich piibuznych latek stimuluje
biosyntézu sekundarnich metaboliti (Zhao et al., 2005). Dochézi ke zvySeni produkce
fady sekundarnich metaboliti véetné flavonoidu, terpenoidi a alkaloidt (Gorelick et al.,
2014). Zvyseni koncentrace JA vede k vysS§imu obsahu ginsenosidi v adventivnich
kofenech, ale zaroveri vyrazné inhibuje jejich rist. Cerstva hmotnost, hmotnost susiny
I pomér rastu kofent se snizuji se zvySujici se koncentraci JA. JA podporuje spiSe
syntézu PPD nez PPT (Yu et al., 2002).

Pii biosyntéze ginsenosidi, skvalenepoxidasa konvertuje skvalen na
2,3- oxidoskvalen, ktery je substratem pro syntézu PPD. PPD se potom pievede na PPT
pomoci cytochromu P450. MJ neovliviiuje skvalenepoxidasu (Wang et al., 2013).
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MJ zvySuje mnozstvi ginsenosidi. MJ indukuje zmény triterpenickych saponint
a expresi genll Ucastnicich se jejich biosyntézy. Nejvyssi obsah saponini byl ziskan pii
koncentraci MJ 10 mg/l po dobu 24 hodin. Byl 4,76 x vétsi nez u kontrolni skupiny
(Wang et al., 2013).

—0

N\

CH,

Obr. 8: Chemicka struktura JA (Gundlach et al., 1992)

2.7.3.2. Kyselina salicylova

Kyselina salicylova (SA) je signaliza¢ni elicitor. Jeji molekula je aktivovana pii
interakci rostliny s patogenem. Je produkovana v mist¢ lokalizace infekce a Sifi se
systétmoveé celou rostlinou. Indukuje hromadéni patogennich sloucenin. Stimuluje
biosyntézu JA. Dle studie mélo oSetfeni SA vyznamny negativni dopad na Cerstvou
hmotnost adventivnich kofent (Rahimi et al.,, 2014). SA stimuluje produkci
sekundarnich metabolitli, naptiklad produkci alkaloidd v barvinku (vinkristin,

vinblastin) a glycyrrhizini v 1ékofici (Gorelick et al., 2014).

O

OH

OH
Obr. 9: Chemicka struktura SA (Medaprex, 2015)
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2.7.3.3. Kwvasni¢ny extrakt

Kvasni¢ny extrakt (YE) je bioticky elicitor (Rahimi et al., 2014). YE je smés
aminokyselin, peptidi, ve vodé rozpustnych vitamini a sacharidi (Sigma-Aldrich).
Obsahuje komplex vitamini B vcetn¢ riboflavinu, pyridoxinu a thiaminu, které

ovliviiuji rast (Imran et al., 2016).

2.7.3.4. Kasein hydrolyzat

Kasein hydrolyzat (CH) je hlavni bilkovinnd slozka mléka. CH je zdrojem
aminokyselin. Patii do skupiny fosfoproteini (Wang et al., 2013). CH ma antioxidac¢ni
aktivitu, ktera na rozdil od kaseinu, neni diky degradaci peptidi béhem traveni
V gastrointestinalnim traktu zna¢né snizena (Wang et al.,, 2016). Enzymatickou

hydrolyzou se zvysi funkéni vlastnosti proteinové struktury (Wang et al., 2013).

2.7.3.5. Koronatin

Koronatin (COR) je patogenni toxin produkovany rostlinnou bakterii
Pseudomonas syringae. Ma potencial pusobit jako regulator rstu rostlin a spoustéé
sekundarniho metabolismu. COR indukuje biosyntézu JA. Je to strukturalni a funkéni
analog JA (Onrubia et al., 2013). COR ma fadu biologickych funkeci, véetné inhibice
prodlouzeni kotfenti (Cusido et al., 2014).

o

\

CH,

CH,

Obr. 10: Chemicka struktura COR (Budde, 1999)
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2.7.3.6. Chitosan

Chitosan (CHIT) je biopolymer odvozeny ¢&aste¢nou deacetylaci z piirodniho
polymeru chitinu. Chitin je hlavni slozkou bunécnych stén nékterych druhti hub
a napodobuje ucinky patogennich mikroorganismti ke stimulaci rostliny syntetizovat
sekundarni metabolity (Wiktorowska et al., 2010).

CHIT je linearni, semikrystalicky polysacharid slozeny z (1— 4) -2-acetamido-2-
deoxy-B-D-glukanovych (N-acetyl D-glukosaminu) a (1— 4) -2-amino-2-deoxy-3-D-
glukanovych (D-glukosaminu) jednotek (Croisier et al., 2013).

Vykazuje biokompatibilitu a biologickou rozlozitelnost diky pfitomnosti
primarnich aminti. Biologicky rozklad CHIT vede k tvorbé netoxickych oligosacharidt
proménné délky. Ty mohou byt zaclenény do metabolickych drah (Croisier et al., 2013).
CHIT méa mukoadhezivni vlastnosti, hemostatickou a antimikrobialni aktivitu. Muze
komunikovat s negativni casti bunééné membrany, coz mize vést k reorganizaci

a otevieni tésného spojeni bilkovin (Croisier et al., 2013).

0
HNJ‘\

(0]

OH

HO o
NH, OH

Obr 11: Chemicka struktura CHIT (Croisier et al., 2013)
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3. Cil diplomové prace

Cilem této prace bylo:

1.

sledovat vliv elicitori na produkci ginsenosidi a polyacetyleni v kofenovych
kulturach Panax ginseng

vybrat optimalni elicitor a stanovit jeho optimalni koncentrace pro produkci
ginsenosidi a polyacetylent v kofenovych kulturach Panax ginseng

sledovat schopnost elicitovanych kofenovych kultur Panax ginseng inhibovat
cyklooxygenasu 2

sledovat schopnost elicitovanych kofenovych kultur Panax ginseng inhibovat

proliferaci nadorovych bun¢k
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. MATERIAL, POMUCKY, PRISTROJE

4.1.1. Biologicky material

Panax ginseng - UEB AV CR
Bunééné linie lidského tlustého stieva - zakoupeny v ATCC

4.1.2. Pomicky a pristroje

41.2.1. Pomicky:

Alobal, automatické pipety SOCOREX Acura a $pi¢ky, Erelenmayerovy barky,
sterilni plastové nadobky 15 ml a 50 ml, kadinky, kolonky HLB 6cc OASIS, kopistky,
1zicky, magneticka michadla, mikrozkumavky Eppendorf SAFE LOCK 1,5 ml PCR
clean, nizky, odmérné vélce, odparné banky, pinzety, plastové mikrozkumavky NUNC
InterMed, sklenéné zkumavky KIMAX a PYREX se Sroubovacim uzavérem, stojanky,

tieci miska s tlouckem, sklenéné nadobky

412.2. Pristroje:

Analytické vahy OHAUS Adventurer Pro AV 413C, d=0,001 g
Analytické vahy OHAUS AS 200, d = 0,1 mg

Box s laminarnim proudénim HOLTEN LaminA

Centrifuga HETTICH zentrifugen MIKRO 20

Centrifuga HETTICH zentrifugen UNIVERSAL 32 R
Elektrické vahy OHAUS Scout Pro SPU 402, d = 0,01 mg
Elektroda pH- Electrode Sentix 41 WTW

Hmotnostni spektrometr Q-Trap 4000 AB SCIEX

Kolona Acclaim RSLC C18 DIONEX, 2,1 x 50 mm, 2,2 um
Kolona Kinetex C18 DIONEX, 2,6 x 150 mm, 2,1 um
Lyofilizator LABCONCO FreeZone 2.5

Magneticka michacka IKA BIG SQUID

Michadlo s plotnou IKA Labortechnik RCT Basic

Odparka s dusikem EVATERM

Parni autoklav Systec DB-23

35



PGE2 ELISA kit

Ph-metr pH 3210 WTW

Rotétor Labnet International Inc.
Spektrofotometr Tecan Infinite M200
Suchy termostat EVATERM 14

Ttepatka GALLENKAMP

Ttepacka SANYO orbital incubator
Ultrazvukova lazett Bandelin SONOREX
UPLC systém Ultimate 3000 DIONEX
Vakuova odparka BUCHI Rotavapor R-114
Zatizeni na ptipravu Cisté vody SCI-AQUA HPLC UV

4.1.3. Chemikalie

Zdroj: Sigma-Aldrich
Stupeni Cistoty:  p. a.

1% penicilin/streptomycin
Acetonitril

CaCl>x2H20

Casein hydrolyzat
CoCl2x6H20

CuSO4x5H20

Deionizovana voda pro HPLC
DMEM médium

DMSO

Dusi¢nan draselny
Ethylacetat

FBS

FeSO4x7H20

Formaldehyd

Hematin porcine (veptovy hematin)
Hydroxid sodny

Ibuprofen

Jodid draselny
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Kinetin

Koronatin

Kvasni¢ny extrakt
Kyselina 2,4- dichlorfenoxyoctova
Kyselina 3- indolylmaselna
Kyselina arachidonova
Kyselina borita

Kyselina chlorovodikova
Kyselina jasmonova
Kyselina mravenci
Kyselina nikotinova
Kyselina octova

Kyselina salicylova

L- epinefrin

Methanol

MgSO4xT7H20
MnSQO4xH20

Myo-Inositol

Na:EDTA
NazMoO4x2H20

Neutralni ¢ervei (5, 3- amino- 7- dimethylamino- 2- methylfenazin hydrochlorid)

NHsH2PO4

PBS

Pyridoxin- hydrochlorid
Sacharosa

Thiamin- hydrochlorid

Tris pufr (tris(hydroxymethyl)aminomethanu, pH 8,0)

ZnS0O4x7H20
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4.2. METODIKA PRACE

4.2.1. Priprava experimentu

Veskeré pomiicky a média byla pfredem vzdy vysterilizovana v autoklavu, vesSkera

prace probihala v aseptickém prostfedi laminarniho boxu.

Kofenové kultury Panax ginseng byly rozvazeny do Erlenmayerovych bangk,

zality 100 ml SHIK médiem a uzavieny alobalem. Na tfi tydny byly pfesunuty do

tiepaciho boxu. Zde byly ve tmé a pii stalé teplot¢ 24 + 1 °C. Po 20 dnech bylo

vyménéno médium.

O dalsi tyden pozdé¢ji byly vzorky elicitovany.

4.2.2. Elicitace

Elicitace probéhla v aseptickych podminkach laminarniho boxu a za vyuziti

sterilni membranové filtrace. Koncentrace jednotlivych pouzitych elicitori uvadi

nasledujici tabulka.

Tab. 4: Koncentrace pouzitych elicitorti

CHIT AgNO;  SA YE COR CH JA
25mg/l 05uM  50uM 0,5/l 0,001 uM 0,5 g/l 5 mgl/l
SO0mg/l 1M 100puM  1g/ 0,01 uM

75mg/ll 25uM  200pM  5g/l 0,1 M

100 mg/l 5 uM 10 g/l 1uM

150 mg/l 10 uM 10 uM

25 uM
50 uM
100 uM

4.2.3. Sklizen kofenu

Ctrnact dni po elicitaci prob&hla sklizeti. Kofeny byly odebrany do sterilnich

plastovych nadobek. Nasledovalo jejich zamrazeni pii -80 °C. Poté byly vzorky 24

hodin lyofilizovany.
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4.2.4. Priprava vzorki K analyze ginsenosidi

4241. Extrakce ginsenosidu

Pro extrakci ginsenosidii byla provedena homogenizace susiny ve tfeci misce.
Bylo odebrano 0,3 g suché hmoty do sterilnich nadobek a zalito 30 ml methanolu,
1 minutu sonikovano a extrahovano pies noc (18 hodin). Nasledovala 20 minut
centrifugace pii 4000 rpm, 24 °C. Supernatant byl slit do pfedvazenych odparnych
ban¢k. Dale probihala extrakce po dobu 1 hodiny v 15 ml methanolu a opét nasledovala
centrifugace po 20 minut pti 24 °C a 4000 rpm. Supernatant byl slit.

Methanolovy extrakt byl do sucha odpafen na vakuové odparce.

4.2.4.2. Separace ginsenosidu

Odparek byl postupné rozpustén v deionizované vodé a nasledné byl
zcentrifugovan pii 4000 rpm pii 24 °C po dobu 20 minut. Celkem 7 ml supernatantu
bylo nalito na nasorbovanou kolonku HLB 6cc Oasis. Filtrat byl nakonec ve

zkumavkach odpaten pod proudem dusiku.

4.2.4.3. Sorpce na kolonkdch HLB 6cc Oasis

Kolonky bylo tfeba nejdiive naplnit 5 ml methanolu a nasledné proplachnout 20
ml ¢isténé vody. AZ poté bylo mozno nalit vzorky. Ze vzorkd byly nasledné vymyty
cukry pomoci 10 ml ¢isténé vody. Nakonec byly postupné vymyty sorbované

ginsenosidy pomoci methanolu do zkumavek.

Pro recyklaci byly kolonky proplachnuty 10 ml methanolu a vysuseny. Recyklace
probéhla 3x.

4.2.5. UPLC analyza ginsenosidi

Veskerou UPLC analyzu provedl Mgr. Petr Marsik, PhD.

Pro chromatografickou separaci na UPLC systému byly vzorky rozpustény v 1 ml
methanolu, 20 minut centrifugovany pii 12000 rpm a slity do sklenénych nadobek.

Byla pouZita kolona s reverzni fazi Kinetex C18 a gradientova eluce v systému
voda: acetonitril s ptidavkem 0,25 % kyseliny mravenci. Kvantitativni stanoveni
ginsenosidil bylo provedeno na hmotnostnim spektrometru s trojitym kvadrupdlem. Pfi

LC/MS/MS analyze bylo vyuzito kombinace ,,time scheduled MRM* umoziujici rizné
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nastaveni parametrit hmotnostniho spektrometru béhem analyzy a detekce v pozitivnim

I negativnim modu dle odezvy pro ginsenosidy.
4.2.6. Extrakce k analyze polyacetylenii

Pro extrakci polyacetylenii byla provedena homogenizace suSiny ve tfeci misce.
Bylo navazeno 0,1 g homogenizované susiny do sklenéné sterilni zkumavky. SuSina
byly extrahovana ve tmé na koloto¢i ptes noc (18 hodin) v 5 ml ethylacetatu. Poté
probéhla centrifugace pii 20 °C pii 4000 rpm po dobu 20 minut. Supernatant byl slit.
Nasledovala druha extrakce ve 2 ml ethylacetatu po dobu 60 minut ve tmé a poté byly
vzorky zcentrifugovany za stejnych podminek.

K ethylacetatovému extraktu bylo pfidano 6 ml cCisténé vody, 10 krat bylo
diikladn¢ protfepano az do vzniku ,.emulze”. Vzorky byly zcentrifugovany za jiz
zavedenych podminek. Ethylacetatova frakce byla sebrana a vysuSena pii 35 °C pod

proudem dusiku.
4.2.7. UPLC analyza polyacetylenii

Polyacetyleny byly stanovovany pomoci UPLC s PDA (fotodioda Array) detekci
na stejné sestave, kterd byla pouzita pro stanoveni ginsenosidt. Pro analyzu byly vzorky
rozpustény v 500 pl methanolu, 10 minut centrifugovany pii 14000 rpm a supernatant
prendan do sklenénych nadobek.

Byla pouzita kolona Acclaim a mobilni faze methanol: voda (od pocate¢nich 10 %
po 100 % methanolu v 15. minuté). Pro potvrzeni jejich identity byl pouzit hmotnostni
spektrometr s vysokym rozliSenim (Q-Exactive) typu Orbitrap (Thermo)
a dvourozmérna plynova chromatografie (GC x GC) s hmotnostnim detektorem
(Pegasus 2, Leco) a komer¢ni databazi (NIST).

Rutinni semikvantitativni analyza polyacetylen byla provedena vySe zminénou
absorb¢ni spektrometrii (PDA), jejiz citlivost je vzhledem k charakteristickym spektrim
polyacetylenli s vyraznymi maximy okolo 252 nm, 266 nm a 281 nm a vyborné
absorpci v ultrafialové oblasti srovnatelnd ¢i dokonce vyssi neZ alternativni stanoveni

pomoci LC/MS.

40



4.2.8. Priprava vzorki na testovani biologické aktivity

Dle vysledkt z analyzy polyacetylent byly vybrany ty elicitory, které¢ vyvolavaly
zvyseni jejich produkce. Poté byla napéstovana kofenova biomasa Panax ginseng v 500
ml SHIK médiu v Erlenmayerovych bankach, ve tmé na tfepacim boxu pii 24 °C po
dobu 8 tydnd. Elicitace jednotlivych vzorka probéhla 4. tyden soucasné s vyménou
média. Jako elicitory byly pouzity COR 0,1 uM, CHIT 150 mg/l, YE 5 g/l a JA 5 mg/I.

Extrakce viz kapitola 4.2.6.
4.2.9. Test biologické aktivity

4.2.9.1. Cytotoxické pusobeni na nadorové bunky

Bunééné linie (SW480 a SW620) odvozené z lidského kolorektalniho karcinomu
byly kultivovany v Dulbecco's Modified Eagle's médiu (DMEM) doplnéném 10 %
teplem inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1 % penicilin/streptomycinem.
Kultivace probihala v T-75 cm? sterilnich lahvich umisténych v inkubétoru ve zvlhéené
atmosféfe obsahujici 5 % CO2 pii 37 °C.

Pro testovani antiproliferaéniho ucinku byly bunky kultivovany v 96- jamkovych
destickach. Po 48- hodinové a 72- hodinové expozici bylo vyménéno médium a piidano
100 pl média neutralni Cerveni. Po dobu 3 hodin probihala inkubace pfi 37 °C. Poté
byly buiiky promyty 100 pl fosfatového pufru (PBS) a 15 minut fixovany v roztoku
0,5% formaldehydu/1% CaCl,. Nasledovala inkubace s lyza¢nim roztokem
(50% EtOH/1% CH3COOH) za tifepani po dobu 30 minut pii teploté mistnosti.
Absorbance rozpuSténého barviva byla métfena spektrofotometricky pifi vinové délce

540 nm. Kazdy vzorek byl testovan v 6 paralelkach.

4.29.2. Inhibice COX-2

Inhibi¢ni aktivita COX-2 byla stanovena pomoci enzymatického testu v souladu
s jiz dfive publikovanou metodou (Reininger, Bauer, 2006). Inkuba¢ni smées obsahovala
100 mM Tris pufru (pH 8,0), 18 mM L-epinefrinu, 5 uM vepiového hematinu a 50 uM
Na;EDTA. Na 180 pl inkubaéni smési byly pfidany 0,2 jednotky COX-2 na kazdou
reakci. Testované vzorky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO), proto DMSO

bylo pouzito jako negativni kontrola a ibuprofen byl pouzit jako pozitivni kontrola.

41



Reakéni smés byla inkubovéna v 96- jamkovych mikrotitratnich destickach. Reakce
byla zahajena 10 uM kyseliny arachidonové. Zastavena byla 10% kyselinou mravenci
po 20 minutach inkubace pii 37 °C. Koncentrace vytvoreného PGE; byla stanovena
pomoci PGE2 ELISA kitu. Vzorky byly zfedény 1 : 15 v testovacim pufru a déle se
postupovalo podle navodu vyrobce. Absorbance byla méfena pifi 405 nm. Jako
referencni inhibitor byl pouzit ibuprofen. Inhibi¢ni koncentrace (ICso) byla spoctena ze

¢yt koncentraci. Test byl opakovan trikrat, v kazdém testu byly dvé opakovani.
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Tab. 5: Tekuté SH médium (Schenk, Hildebrandt, 1972)

Zasobni roztok SloZeni

Konecna koncentrace v médiu mg/1

B KNO3 2500
MnSO4xH20 13,2
ZnS04x7H20 1
CuSO4x5H20 0,2
SH H3BO3 5
Kl 1
NazMo0O4x2H20 0,1
CoClyx6H20 01
MgSO4 MgSO4x7H20 400
NH4H2PO4 NHsH2PO4 300
. Na,EDTA 20
FeSO4x7H20 15
D CaClyx2H20 200
Thiamin- hydrochlorid 5)
Vitaminy Kyselina nikotinova 5
Pyridoxin- hydrochlorid 0,5
Inositol 19
Sacharosa 30¢
pH 5,75- 5,8
SHIK + 5 mg/l IBA + 0,025 mg/l Kin

43



5. Vysledky

5.1. Vliv elicitori na narist koienové biomasy Panax ginseng

Obrazek 12 — 17 zobrazuje vysledky sledovani naristu kofenové biomasy Panax
ginseng po kultivaci po dobu 6 tydnii, kdy za¢atkem 4. tydne byl za sterilnich podminek
pridan elicitor. Vysledky jsou primérem tii az Ctyt opakovani.
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Obr. 12: Vliv elicitace CHIT na narist biomasy za 6 tydni
(K=0,1N kyselina octova, pH = 5,2)
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Obr. 13: Vliv elicitace AgQNOs3 na narist biomasy za 6 tydna (K = H,0)

Z obr. 12 je ziejmé, ze CHIT neovlivnil tvorbu kofenové biomasy. Naopak ptidavek Ag

(viz obr. 13) vedl ke koncentracné-zavislému snizeni tvorby kofenové biomasy.
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Obr. 14: Vliv pfitomnosti a koncentrace YE na narist biomasy za 6 tydnt (K = H20)
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Obr. 15: Vliv pfitomnosti a koncentrace SA a JA na narast biomasy za 6 tydna (K = DMSO)

Z obr. 14 je ziejmé, ze YE jako elicitor (v zavislosti na koncentraci) pisobi vyrazné
ovlivnéni narastu kofenové biomasy, kde nizsi koncentrace YE vedla ke zvySeni nartstu
kotenové biomasy oproti kontrole. Vyssi koncentrace YE pusobi opacné. SA i JA

ovliviluji nartst jednoznac¢né negativné (viz obr. 15).
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Obr. 16: Vliv elicitace CH a JA na nartst biomasy za 6 tydnd (K = H20)
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Obr. 17: Vliv elicitace COR a JA na rist biomasy za 6 tydna (K = H,0)
Z obr. 16 vyplyva, ze CH zasadné neovliviiuje tvorbu kofenové biomasy. Z obr. 17

plyne, Ze se zvySujici se koncentraci COR klesd objem kotfenové biomasy. JA rovnéz

zpomaluje nartist biomasy.
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5.2.  VIliv Kkoncentrace elicitoru na mnoZstvi ginsenosidi Panax

ginseng

Pomoci UPLC analyzy bylo zjisténo mnozstvi ginsenosidii ve vzorcich. Obrazky
18 — 23 ukazuji, jak ptisobi koncentrace jednotlivych elicitorti na mnozstvi ginsenosidi

v kofenovych kulturach Panax ginseng (vztazeno na hmotnost susiny = DW).
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Obr. 18: Vliv koncentrace CHIT na obsah ginsenosidii susiny
(K =0,1N kyselina octova, pH = 5,2)
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Obr. 19: Vliv elicitace AgQNOs3 na obsah ginsenosidi v susiné (K = H,0)

CHIT zpisobil mirné zvySeny koncentraéné-zavisly nartst ginsenosidi v susiné (viz
obr. 18). V zavislosti na rostouci koncentraci Ag klesa obsah ginsenosidd v susing (viz

obr. 19).
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Obr. 20: Vliv elicitace pomoci YE na obsah ginsenosida susiny (K = H,0)

1,6

14
3

> 1.2
>
E

% 08
o

O 0,6
=

& 04
Zz

o 0,2

0

SA 50 SA 100 SA 200
ELICITOR

Obr. 21: Vliv elicitace pomoci SA a JA na obsah ginsenosidi susiny (K = DMSO)

YE ani SA nezvysuji obsah ginsenosidi v susiné (viz obr. 20 a obr. 21)
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Obr. 22: Vliv elicitace CH a JA na obsah ginsenosidu susiny (K = DMSO)
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Obr. 23: Vliv elicitace COR a JA na obsah ginsenosidi v susiné (K = H0)

JA stimuluje produkci ginsenosidii v susiné (viz obr. 21 - 23). CH a ptedevsim
v kombinaci s JA, zvySuje obsah ginsenosidii. Ne vSak tolik jako samotna JA (viz obr.
22). COR, predevsim v nizkych koncentracich, stimuluje produkci ginsenosidu jesté

vice nez JA (viz obr. 23).
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5.1. Vliv elicitori na obsah polyacetyleni v kulturach Panax

ginseng
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Obr. 24: Vliv elicitort na celkové relativni mnozstvi jednotlivych polyacetylent v kultuie

Panax ginseng (celkové mnozstvi polyacetylent v kontrole = 1)

Knejvétsimu zvySeni mnozstvi polyacetyleni oproti kontrole doslo u vzorki
elicitovanych COR 0,1 uM (viz obr. 24).

Pomoci UPLC analyzy bylo zjisténo relativni mnozstvi jednotlivych polyacetylenti
(oznaCenych 2 — 20 podle pofadi eluce) ve vzorcich s ruznymi elicitory. Vliv
pritomnosti elicitori na mnozstvi jednotlivych polyacetylenti ve vzorcich demonstruje
obr. 25. Z vysledkl je patrné, ze elicitory ovliviiuji nejen celkové mnozstvi, ale
1 relativni zastoupeni polyacetylenti. Na zakladé téchto vysledka byly vybrany elicitory

pro piipravu kultur na testovani biologické aktivity.
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Obr. 25: Relativni obsah jednotlivych polyacetylent (oznacenych ¢isly dle potadi eluce pii
UPLC) v elicitovanych vzorcich (mnozstvi jednotlivych polyacetylenti v kontrole = 1)
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5.1. Schopnost elicitovanych korenovych kultur Panax ginseng
inhibovat COX-2

Vysledky enzymatického testu inhibic¢ni aktivity COX-2 vyjadfené pomoci ICso
znazornuje obrazek 26. V testech byl pouzit ibuprofen (IBU) jako pozitivni kontrola.

Nejvyssi inhibiéni efekt kofenovych kultur byl zjistén pii pouziti CHIT jako elicitoru.
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Obr. 26: Uginek inhibice COX-2 (K = DMSO)
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5.2. Schopnost elicitovanych korenovych kultur Panax ginseng

inhibovat proliferaci nadorovych bunék

Obrazek 27 znazoriuje vysledky testovani cytotoxického plisobeni na nadorové bunky.
Pro toto testovani byly pouzity extrakty ziskané metodou uvedenou v kapitole 4.2.6.
Antiprolifera¢ni aktivita byla znatelné nejvyssi u vzorku elicitovanych JA, a to u obou

nadorovych lini.
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0 = SW620
8
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>
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O
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Obr. 27: Antiprolifera¢ni aktivita polyacetylenti elicitovanych vzorkii Panax ginseng studovana
na dvou nadorovych liniich (SW480 = bez metastaz, z primarniho adenokarcinomu tlustého

stteva; SW620 = jeho metastazujici derivat)
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6. Diskuze

Panax ginseng je pfirodni produkt pro podporu zdravi. V dnes$ni dob¢ roste zajem
spolecnosti o zdravy zivotni styl, pfirodni potravinové dopliiky a alternativni medicinu.
Jeji nedilnou soucasti je medicina ¢inska, kam patii i Panax ginseng a produkty z ngj.
Na soucasném trhu najdeme mnoho ptipravkt z Panax ginseng. Vyskytuji se v mnoha
raznych 1ékovych formach jako kapsle, tablety, ampulky, tekuté i tuhé extrakty.
Jednotlivé pripravky se od sebe lisi obsahem ucinnych latek i jejich kvalitou, a tedy
1 farmakologickym efektem (Bacilkova, 2009).

Vzhledem k farmakologickému vyznamu obsahovych latek Panax ginseng je
velmi dulezité najit optimalni postup pro jeho in vitro péstovani, ktery by zarucoval
vysoky a standardni obsah biologicky aktivnich latek.

Cilem této prace bylo sledovat vliv elicitace na nartist biomasy a vyznamnych
obsahovych latek kotfenovych kultur Panax ginseng in vitro. Cilem bylo ovlivnéni
biomasy tak, aby produkovala co nejkvalitnéjsi sekundarni metabolity v co nejvétsi mife
a aby zistala zachovana biologicka aktivita sekundarnich metabolit. V projektu jsme
sledovali ucinek jak biotickych, tak i abiotickych elicitorti v riznych koncentracich po
dobu 6 tydnl. Zabyvali jsme se jejich vlivem na produkci ginsenosidl a polyacetylenil.
Dil¢im ukolem bylo zjistit optimalni koncentrace jednotlivych elicitorti. Dal§im tikolem
bylo studovat biologickou aktivitu (antiprolifera¢ni aktivitu na nadorové bunky, inhibici
cyklooxygenasy) in vitro kofenovych kultur Panax ginseng.

Pro tuto praci bylo vybrano 7 elicitorti a regulatorti ristu. VSechny vybrané
elicitory stimuluji néjakou formu odpovédi rostlinné bunky na stres. Béhem kultivace
byl zaznamendvan nariist biomasy u jednotlivych vzorkti. Kvantitativni hodnoceni
obsahu ginsenosidl i polyacetylent v jednotlivych kulturach bylo provedeno pomoci
UPLC.

CHIT vyznamné neovliviiuje tvorbu biomasy. Se zvySujici se koncentraci CHIT
se zvySuje obsah ginsenosidli vV suSin¢é. Tento polysacharid se projevuje jako ucinny
elicitor, ktery zvysuje permeabilitu bun¢k, ale pouze v zavislosti na rostlinném druhu.
Zvyseni produkce sekundarnich metaboliti je prokédzano napt. u kotenii Hyoscyamus
muticus (Solanaceae) (Palazon et al., 2003).

Dusi¢nan stiibrny se u Panax ginseng neprojevil jako vyznamny elicitor.

V nizkych koncentracich (0,5 — 5 mg/l) mirn¢ zvySuje nardst biomasy. Ve vyssich
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koncentracich (10 — 100 mg/l) ho naopak brzdi. To potvrzuje fakt, ze vysoka
koncentrace dusiku ma negativni vliv na rist bun¢k a biosyntézu saponinii (Kim et al.,
2005). Bylo ale zaznamenano mirné zvyseni obsahu ginsenosidl u koncentraci 0,5 mg/1
a5 mg/l AgNO:a.

Na nartst kofenové biomasy mél vliv YE. Pfedev§im u koncentrace 0,5 g/l YE,
kdy se mnozstvi biomasy oproti kontrole bez elicitoru zvysilo témétr o 22 %. AvsSak
koncentrace 5 g/l YE uz mnozstvi biomasy snizuje. U vSech pouzitych koncentraci mélo
pouziti YE jako elicitoru negativni vliv na obsah ginsenosidu.

U hormonalniho abiotického elicitoru SA doslo pii pouziti vysSich koncentraci az
k 42% tubytku mnozstvi biomasy oproti kontrole. Nase vysledky potvrzuji negativni
dopad SA na Cerstvou hmotnost adventivnich kofenti (Rahimi et al., 2014). Projevil se
také vyznamny negativni vliv na obsah ginsenosidi. SA je dobfe zndmy induktor
systémové ziskané rezistence, neni ale univerzalni induktor produkce sekundarnich
metaboliti (Zhao et al., 2005).

Jako elicitor jsme pouzili i endogenni rostlinny hormon JA. U JA je prokdzano, ze
zvySuje produkci fady sekundarnich metabolitii (Gorelick, Bernstein, 2014) a naSe
vysledky toto potvrzuji. JA téméf nezvySuje celkovy obsah biomasy, ale mnozstvi
ginsenosidi v susiné¢ ano. Elicitaci pomoci JA bylo ziskdno 10,77 mg ginsenosidi/g
susiny Panax ginseng in vitro (viz obr. 22). JA je tedy vhodnym elicitorem pro ziskani
Panax ginseng s vysokym obsahem ginsenosidi. To potrvzuji vysledky i zahrani¢ni
studie (Yu et al., 2002). Proto jsme JA pouzivali v nasich experimentech jako pozitivni
kontrolu elicitace ginsenosidu.

Pouziti CH jako elicitoru vyznamné neovlivnilo nartist kofenové biomasy. Pfi
kombinaci CH a JA byl pokles v obsahu ginsenosidii oproti JA bez CH, kde se projevil
vyznamny nartst vici kontrole.

Na zéklad¢ stanoveni obsahu ginsenosidi v kulturach s riznymi elicitory vyplyva,
ze velky vliv na mnozstvi ginsenosidi Vv susiné ma COR i piesto, ze pii jeho pouZiti
nedochazi k naristu kofenové biomasy. Se zvysujici se koncentraci COR je rast tlumen.
Pritomnost COR v médiu zvysSuje produkci taxand v Taxus media (Taxaceae), kde byla
pouzita optimalni koncentrace pro jejich produkci, 1 uM COR (Onrubia et al., 2013).
Vysledky pouziti COR u Panax ginseng napovidaji, Zze ¢im nizsi koncentrace elicitoru,
tim vyS$i obsah ginsenosidu v susin€. Bylo by tieba dalSich pokusi, které by ovétily

vliv jesté nizsich koncentraci COR na obsah ginsenosidi v Panax ginseng.
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U kofenovych kultur Panax ginseng in vitro byla jako optimalni koncentrace
zvolena 0,1 uM COR. Tato koncentrace nezvySuje narust biomasy, ale produkce
ginsenosidl je jesté vyssi nez pii pouziti JA, a to o témer 40 %. Pouziti 0,1 uM COR
vede ke zvySeni mnozstvi ginsenosidi i polyacetylend v in vitro kofenovych kulturach

Panax ginseng.

Mnozstvi polyacetyleni bylo pomoci UPLC méfeno u téch vzorkt, kde
piedpokladdme zvySenou produkci sekundarnich metaboliti obecné. Jednd se
o nasledujici: AQNO3z 5 uM, COR 0,1 uM, COR 1 uM, COR 10 uM, JA 5 mg/l, SA 50
uM, YE 5 g/l.

Dusi¢nan stiibrny produkci polyacetylenli zvySuje nejméné ze vSech zkouSenych
elicitort. Naopak COR jejich produkci vyznamné zvysuje. Z naSich vysledki COR
vyplyva jako nejpiiznivéjsi elicitor pro produkci polyacetylend. Pfi koncentraci COR
0,1 uM byla produkce polyacetylenti 2,04 x vyssi oproti kontrole.

rrrrr

aktivita (schopnost inhibovat COX-2) a antiprolifera¢ni aktivita na nadorovych
buiikach. Pro testovani byly vybrany vzorky se zvySenym mnozstvim urcitych
polyacetylenli. Polyacetyleny byly identifikovany pomoci UV spektra, kde maji
3 maxima okolo 252 nm, 266 nm a 281 nm.

Schopnost inhibovat COX-2 aktivitu byla nejvice zvySena u extrakti vzorkt
elicitovanych pomoci CHIT a JA. Extrakty vzorku elicitovanych COR a YE mély ICso
COX-2 vyrazné niz§i nez kontrola.

Antiproliferacni aktivita vzorkl byla nejvyssi pfi pouziti JA jako elicitoru. Pokud
byl pouzit CHIT, byla antiprolifera¢ni aktivita vy$si u nddorové linie metastazujici nez
U té bez metastaz. Pii pouziti COR byla vyssi antiporliferacni aktivita u nemetastazujici
nadorové linie.

Vzorky elicitované CHIT mély nejvétsi zastoupeni polyacetylenu 7 ze vSech
vzorkl. Polyacetylen 7 mé pravdépodobné klicovou ulohu a bude potieba ho izolovat
a podrobit ho podrobnéjsi analyze. Vzorky elicitované JA meély zvySeny obsah
polyacetylenu 2, 3, 8, 9, 10, 11 a 18. Projevila se u nich schopnost inhibovat COX-2
I antiproliferacni aktivita, ktera ale nebyla vyraznéjsi oproti kontrole a ostatnim

elicitorom.
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Vzorky elicitované pomoci YE mély vyssi obsah polyacetylent 2, 3, 4, a 6,
zatimco u vzorkid kultury elicitované pomoci COR 0,1 uM doslo k nariistu mnozstvi

polyacetylent1 2, 3, 8, 9, 10, 11 a 18. AvSak u vzorki elicitovanych jak pomoci YE, tak

cvwr

-----

(Christensen et al., 2006). Falcarinol je svoji 1, 9- dien- 4, 6- diyn strukturou analogem
kyseliny arachidonové (Alanko et al., 1994). Polyacetyleny jsou inhibitory aktivace
a exprese nuklearniho faktoru kappa B (viz obr. 3), ktery se podili na regulaci COX-2
(Zhang et al., 2013).

COX-2 je jeden z klicovych enzymii podilejicich se na konverzi kyseliny

arachidonové na prostaglandiny, mediatory zanétu (Zhang et al., 2013). Selektivni

w1

wevr

nachazeji uplatnéni napiiklad pfi 1é¢bé rakoviny, schizofrenie a Alzheimerovy nemoci
(Chakraborti et al., 2010). U mnoha typt lidskych nadord existuji dikazy o zvySené
expresi COX-2 (Nesporova, 2009). Exprese COX-2 byla pozitivni i u koznich nadort.
Protirakovinné ucinky inhibitori COX-2 byly hlaseny u karcinomu prsu, jicnu, plic
(Amirnia et al., 2014). I proteiny podilejici se na nadorové transformaci stievnich bunck
ovlivityji expresi COX-2 (NeSporova, 2009).

V naSich experimentech vykazovaly kultury elicitované JA a CHIT zvySenou
schopnost inhibovat COX-2 i zvySenou antiproliferacni aktivitu na stfevni nadorové
buriky. Inhibice COX-2 by tedy mohla byt jednim z mechanismi antiprolifera¢niho
pusobeni latek obsazenych v téchto kulturach. Identifikace obsahovych latek a dalsi
testovani jejich biologickych aktivit budou predmétem dalSich studii.

Vysledky této diplomové prace naznaCily moznosti efektivnéj$i produkce
ginsenosidii a polyacetylenti. To by mohlo pfispét ke zlepSeni kvality produkti
obsahujicich Panax ginseng a k dalsimu objasniovani biologickych ucinkd téchto

sekundarnich metabolitu.
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. Lavér
Byl sledovan vliv jednotlivych elicitori na nartst biomasy Vv in vitro kofenovych

kulturach Panax ginseng po dobu 6 tydnt. Produkci biomasy nejvice zvysil YE
o0 koncentraci 0,5 g/I.

Optimalni elicitor pro produkci ginsenosida byl COR. Jako optimalni

koncentrace se jevi 0,1 uM.

Optimalni elicitor pro produkci polyacetyleni byl COR. Jako optimalni

koncentrace se jevi 0,1 uM.
Extrakt z kofenové kultury inhiboval COX-2 a m¢l antiproliferacni G¢inky na

sttevni nddorové buiky. Ke zvyseni téchto biologickych aktivit vedlo pouZziti

CHIT a JA jako elicitoru.
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8. Seznam zkratek

2,4-D
ATCC
CAMP
COR
COX-2
CYP
DMEM
DMSO
DW
FBS
H20
HIV
CH
CHIT
IAA
IBA
1Cso

IA
LC
MJ
MS
PBS
PPAR
PPD
PPT
SA
SH
UPLC

YE

kyselina 2, 4- dichlorfenoxyoctova

American Type Culture Collection

cyklicky adenosin monofosfat

koronatin

cyklooxygenasa 2

cytochrom

Dulbecco's Modified Eagle's médium
dimethylsulfoxid

hmotnost susiny

fetalni bovinni sérum

voda ¢isténd pomoci zatizeni SCI-AQUA HPLC UV
virus lidské imunitni nedostatecnosti

kasein hydrolyzat

chitosan

kyselina indol- 3- octova

kyselina idolyl- 3- maselna

inhibi¢ni koncentrace (koncentrace zkousené latky majici za néasledek
50% thyn ¢i 50% snizeni rustu nebo rastové rychlosti ve vztahu ke
kontrolnimu vzorku)

kyselina jasmonova

kapalinova chromatogratfie

methylester kyseliny jasmonové

hmotnostni spektrometr

fosfatovy pufr

receptory aktivované proliferatory peroxizomu
protopanaxadiol

protopanaxatriol

kyselina salicylova

Schenk- Hildebrandtovo médium

ultra ucinnd kapalinova chromatografie (Ultra Performance Liquid
Chromatography)

kvasni¢ny extrakt
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