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1  Úvod 

 

 Příroda byla po celá tisíciletí surovinovým zdrojem pokrývajícím člověku celý rozsah 

jeho základních potřeb; v procesu vývoje lidské civilizace se pro přežití každého jedince stala 

důležitou i péče o zdraví (Nagy et al., 2011). Látky přírodního původu se v této péči uplatňovaly 

od nepaměti a po velmi dlouhou dobu v lidské historii byli také jedinými prostředky pro léčbu 

zdravotních potíží. O prvních hmatatelných známkách využívání rostlin pro léčebné účely se 

spekuluje na základě archeologických vykopávek z období středního paleolitu (Irák, Španělsko, 

Texas) (Solecki, 1975; Sendker et al., 2017) či nálezů z období neolitu (ledovcový muž Ötzi) 

(Capasso, 1998). První písemné zmínky z období starověkých civilizací (Mezopotámie, Egypt, 

Čína, Indie) svědčí o již velmi rozvinutém používání látek přírodního původu v terapii a jeho 

další rozvoj a význam pak následně dokládají díla antických autorů a bohatá literatura středo-

věku a novověku až po současnost (Holland, 1994; De Vos, 2010; Nagy et al., 2011; Sendker 

et al., 2017; Badal et al., 2017). Od počátku 19. století byly izolovány první účinné látky z rost-

linného materiálu, jako např. morfin, kapsaicin, kofein (Bharate et al., 2018). S přibýváním 

znalostí o geografickém výskytu, složení, účincích a použití přírodních léčiv, která byla hlavně 

rostlinného, ale i živočišného a minerálního původu, souhrnně označovaných jako materia me-

dica, se začal formovat samostatný vědní obor, jehož název „farmakognozie“ se objevil v učeb-

nici „Lehrbuch der Materia medica“ Johanna Adama Schmidta, profesora obecné patologie, 

terapie a materia medica na Vídeňské medicínsko-chirurgické akademii (Nagy et al., 2011; 

Upton et al., 2011). V jeho knize, vydané posmrtně v r. 1811, byla materia medica rozdělena 

na „Pharmacognosis“ (die Arzeneyenkunde), která se zabývá původem, získáváním a popisem 

vlastností léčiv, a „Pharmacodynamik“ (die Arzeneykräftenlehre), jejíž náplní je působení lé-

čiva na lidský nebo zvířecí organismus (Schmidt, 1811). Vstupu nového názvu do širšího po-

vědomí napomohl německý student medicíny Christianus Anotheus Seydler, který jej použil ve 

své doktorské disertační práci „Analecta Pharmacognostica“, sepsané v r. 1815. Během 19. sto-

letí se postupně vyvíjely také věda o syntetických léčivech (farmaceutická chemie) a věda o 

účinku léčiv (farmakologie) (Nagy et al., 2011). 

 Ruku v ruce se stavem poznání prošla farmakognozie dlouhým vývojem od empirické 

praktické činnosti přes popisnou vědu, shromažďující poznatky o makroskopických a mikro-

skopických znacích, provenienci, obchodních názvech a známém terapeutickém využití použí-

vaných přírodních surovin rostlinného a živočišného původu (Nagy et al., 2011; Upton et al., 

2011), až po moderní exaktní vědu, která studuje všechny farmaceutické a medicínské aspekty 



2 

 

přírodních látek s využitím nejen svých specifických postupů, ale i relevantních přístupů a me-

tod ostatních farmaceutických oborů. 

 Existuje mnoho definic farmakognozie, které jsou často formulovány na základě kon-

krétního vědecko-výzkumného zaměření jejich autorů (Nagy et al., 2011; Upton et al., 2011; 

Badal et al., 2017). Jedna z nich, stručná, ale současně obsáhlá, charakterizuje farmakognozii 

jako studium biologicky aktivních přírodních látek; k tomu je potřeba dodat, že farmakognozie 

je spojena s mnoha dalšími oblastmi vědy, jejichž poznatky v sobě zahrnuje a které je nezbytné 

brát v úvahu pro její celkové pochopení (Badal et al., 2017). Patří k nim mimo jiné botanika 

(taxonomie, morfologie, histologie, fyziologie a ekologie rostlin), chemie (izolace a strukturní 

analýza obsahových látek), enzymologie (biosyntéza účinných látek), genetika (šlechtění rost-

lin), farmakologie a toxikologie (mechanismus účinku biologicky aktivních látek a jejich osud 

v organismu), zahradnictví (optimalizace pěstebních podmínek), kontrola kvality (zajištění bez-

pečnosti a účinnosti léčiv přírodního původu), biotechnologie (rostlinné explantátové kultury 

jako zdroj biologicky aktivních látek tam, kde je klasická izolace z přírodního materiálu nebo 

chemická syntéza z nějakého důvodu limitována). Stejně tak využívá farmakognozie znalostí 

pomocných oborů, jako jsou např. farmakovigilance, farmaceutická technologie, farmakoeko-

nomika, právo, ochrana přírody (Badal et al., 2017). 

 

 Výzkum přírodních látek si zaslouží velkou pozornost a jeho význam v poslední době 

stále stoupá z několika důvodů. 

 Přibližně 80 % světové populace je podle Světové zdravotnické organizace odkázáno 

na rostlinná léčiva tradiční medicíny pro primární formu zdravotní péče a velké oblibě se těší 

fytoterapie jako doplňková léčba ve Spojených státech a Evropě (Upton et al. 2011; Cordell et 

al., 2012; Veith et al., 2013) – je potřeba objasňovat mechanismus účinku (u přírodních léčiv 

se může díky polykomponentnímu složení uplatňovat aditivní, antagonistický či synergní efekt 

v působení obsahových látek) (Williamson, 2001; Upton et al., 2011; Nagy et al., 2011; Yang 

et al., 2014; Patel et al., 2018), případné nežádoucí účinky nebo interakce s jinými léčivy 

(Boullata et al., 2000; Valli et al., 2002; Tachjian et al., 2010; Shaw et al., 2012; Neergheen-

Bhujun, 2013; Moreira et al., 2014; Di Lorenzo et al., 2015; Liperoti et al., 2017; Grimstein et 

al., 2018). 

 Rostliny nadále zůstávají jediným zdrojem pro izolaci mnoha terapeuticky významných 

látek, např. rutinu, aescinu, silymarinu, morfinu, pilokarpinu, vinkristinu, vinblastinu (Brune-

ton, 1999), ingenol mebutátu (Ogbourne et al., 2014), nebo látek, které slouží jako prekurzory 

pro získávání důležitých léčiv semisyntetickým postupem, např. 10-deacetylbaccatinu III (pro 
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paklitaxel a docetaxel), podofylotoxinu (pro etoposid a teniposid), kamptotecinu (pro irinotekan 

a topotekan) (Bruneton, 1999). 

 Přírodní látky byly a stále jsou předlohou pro vývoj mnoha syntetických léčiv, např. 

khelin byl inspirací pro syntézu kromoglykátu, papaverin verapamilu, galegin metforminu 

(Cragg et al., 2013) nebo florizin dapagliflozinu (Choi, 2016). 

 Hlavní potenciál přírodních zdrojů spočívá v prakticky neomezené možnosti nacházet 

látky s unikátními a mnohdy docela komplikovanými strukturami, a objevovat nové, dosud 

neznámé mechanismy účinku, což je dáno obrovskou rozmanitostí druhů a jejich schopností 

syntetizovat nepřeberné množství rozličných strukturálních typů sloučenin s mnoha obměnami. 

Klasickým příkladem je paklitaxel, který se používá jako antineoplastikum a byl objeven v 60. 

letech minulého století ve Spojených státech během testování velkého množství náhodně na-

sbíraných rostlinných vzorků v rámci programu zaměřeného na hledání nových protinádorově 

účinných léčiv (Wani et al., 2014), nebo artemisinin, objevený v 70. letech minulého století 

v Číně při testování antimalarické aktivity extraktů rostlin vytypovaných na základě studia sta-

rých předpisů tradiční čínské medicíny, a jehož deriváty dihydroartemisinin, artemeter a arte-

sunat jsou používány jako antimalarika (Tu, 2016; Muangphrom et al., 2016). Jedním příkla-

dem terapeuticky slibné látky je thapsigargin, který byl původně izolován jako sloučenina od-

povědná za kůži dráždící účinek rostliny Thapsia garganica (Christensen et al., 1980); v prů-

běhu zkoumání mechanismu tohoto účinku se mimo jiné zjistilo, že thapsigargin je účinným 

selektivním inhibitorem kalciové ATPasy sarko/endoplazmatického retikula, a stal se tak jed-

nak výzkumným nástrojem pro objasňování vnitrobuněčné vápníkové signalizace v savčí buňce 

(Thastrup et al., 1990; Treiman et al., 1998), a později se též ukázal být nadějnou protinádorově 

účinnou molekulou, protože narušení kalciové homeostázy vede k apoptóze buňky – jeho deri-

vát, mipsagargin, je v současnosti ve 2. fázi klinického zkoušení v léčbě hepatocelulárního kar-

cinomu (Doan et al., 2015, Mahalingam et al., 2019). Je důležité zmínit, že velkým rezervoárem 

zatím nepoznaných přírodních látek jsou nejen rostliny, ale také živočichové, houby, mořské 

organismy a samozřejmě mikroorganismy (Cragg et al., 2005; Cragg et al., 2014; Orlikova et 

al., 2014; Martins et al., 2014; Atanasov et al., 2015; Katz et al., 2016; Iqbal et al., 2018; Uzma 

et al., 2018; Gupta et al., 2018; Deskmukh et al., 2018; Mushtaq et al., 2018; Gezici et al., 

2019). 

 

 Tato práce, jak naznačuje její název „Přírodní látky – potenciální zdroje a biologická 

aktivita“, se zabývá dvěma tematickými okruhy. Prvním z nich je zkoumání rostlinných ex-

plantátových kultur jako potenciálního zdroje pro získávání přírodních látek využitelných 



4 

 

v terapii, což může být výhodnou alternativou ve srovnání s jejich izolací z volně rostoucích 

nebo pěstovaných rostlin. Pojednává se zde o produkci širokého spektra sekundárních metabo-

litů – kumarinů, antokyanů, flavonoidů, isoflavonoidů, anthraglykosidů, lignanů, skořicových 

kyselin – v kalusových a suspenzních kulturách. Druhým tématem je sledování biologické ak-

tivity přírodních látek, a to antioxidačního a hemolytického účinku extraktů z drogy Bellidis 

flos, účinku extraktů z drogy Hibisci sabdariffae flos u chronického renálního selhání, a dále 

inhibičního působení isochinolinových alkaloidů izolovaných z rostlin čeledi Amaryllidaceae, 

Berberidaceae a Papaveraceae vůči některým enzymům, jež mají souvislost s etiopatogenesí 

Alzheimerovy choroby a nádorových onemocnění. 
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2  Rostlinné explantátové kultury jako potenciální zdroj přírodních látek 

 

 Explantátové kultury představují aseptickou in vitro kultivaci rostlinných buněk, pletiv 

nebo orgánů na umělém živném médiu za kontrolovaných podmínek prostředí (Tazeb, 2017). 

Teoretický základ explantátových kultur vychází z konceptu totipotence, již lze charakterizovat 

jako schopnost jednotlivé rostlinné buňky reexprimovat celou genetickou informaci a vyvinout 

se v kompletní rostlinu (Tazeb, 2017; Fehér, 2019). 

 Explantátové kultury se staly jedním z nástrojů základního výzkumu, neboť poskytují 

v porovnání s intaktní rostlinou snazší možnost manipulovat s jedním nebo více faktory během 

experimentů vedoucích k pochopení nejrůznějších dějů probíhajících v rostlinách (Narayani et 

al., 2017). Techniky explantátových kultur nacházejí také široké praktické uplatnění – využívají 

se pro množení rostlin mikropropagací, získávání patogenů prostých rostlin (ozdravování rost-

lin), uchovávání genofondu vzácných nebo jinak významných rostlin, rostlinné šlechtění, zís-

kávání geneticky modifikovaných rostlin (Tazeb, 2017; Efferth, 2019). 

 Vedle výše zmíněných aplikací jsou explantátové kultury rovněž velmi nadějnou cestou 

k udržitelné produkci terapeuticky či jinak komerčně důležitých sekundárních metabolitů jako 

alternativa k jejich získávání izolací z volně rostoucích nebo pěstovaných rostlin – mnohé rost-

liny je obtížné pěstovat, mnohé z pěstovaných mají dlouhou kultivační dobu (i několik let), u 

volně rostoucích rostlin může být ohrožena jejich existence v důsledku devastace jejich přiro-

zeného prostředí a nadměrného sběru, komplikací může být také nízký obsah žádaných látek 

v rostlinách a s tím spojené nákladné izolační postupy (Espinosa-Leal et al., 2018). Mezi vý-

hody využití explantátových kultur patří nezávislost na geografických a sezónních podmínkách 

a na vlivech prostředí, možnost kontinuální kontrolované produkce v jednotné kvalitě a vý-

těžku, nekontaminovaný rostlinný materiál (prostý mikroorganismů, pesticidů a herbicidů) a 

snazší izolace, zachování ohrožených druhů, růstový cyklus v řádu týdnů oproti rokům u in-

taktních rostlin (Ramirez-Estrada et al., 2016). První průmyslově získávanou látkou byl v roce 

1984 pro kosmetické účely používaný šikonin (červené barvivo s antimikrobiální a protizánět-

livou aktivitou do rtěnek, pleťových vod a mýdel), produkovaný v Japonsku firmou Mitsui po-

mocí suspenzní kultury Lithospermum erythrorhizon – vyselektovaná buněčná linie obsahuje 

20 % šikoninu, zatímco v kořenech rostliny je obsah asi 1,4 %; pro srovnání: během 2 týdnů se 

v 750 l bioreaktoru získá tolik šikoninu, jako z rostlin po 4 letech pěstovaných na rozloze 17,6 

hektaru; chemická syntéza této látky v průmyslovém měřítku je nerentabilní (probíhá ve 12 

krocích s výtěžkem 0,7 %) (Malik et al., 2016; Yazaki, 2017). Od té doby látek komerčně 
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získávaných fermentací s využitím rostlinných explantátových kultur mnoho nepřibylo (Ochoa-

Villarreal et al., 2016), což se ale v poslední době začíná měnit. Za zmínku bezesporu stojí 

terapeuticky velmi významný protinádorově účinný paklitaxel, jehož přírodní zdroje jsou 

značně omezené (Isah, 2015); vedle izolace z některých druhů tisů a semisyntetického postupu, 

pro nějž jako výchozí látka slouží 10-deacetylbaccatin III izolovaný z jehličí Taxus baccata, je 

od roku 2002 komerčně produkován také ze suspenzní kultury Taxus chinensis, a to v Německu 

firmou Phyton v bioreaktoru o objemu 75 000 l – buněčná kultura obsahuje 6 % paklitaxelu, 

kdežto v tisech se jeho množství pohybuje v řádu setin procenta (Bruneton, 1999; Ullisch et al., 

2018; https://phytonbiotech.com/apis/paclitaxel/, 23. 8. 2019). 

 Širšímu využití explantátových kultur jako producentů sekundárních metabolitů stále 

brání ne zcela vyřešené problémy vyplývající z nedostatečného poznání biologických procesů 

probíhajících v rostlinných buňkách. Hlavním problémem je často velmi nízká tvorba žádaných 

metabolitů a její velká nestabilita a variabilita v explantátových kulturách; technologickou vý-

zvou je zvětšování měřítka procesů z laboratorního do provozního a velkoobjemová kultivace 

(některé rostlinné buňky mají tendenci agregovat v suspenzní kultuře nebo jsou citlivé vůči 

střižným silám apod.; kořenové a transformované kořenové kultury vyžadují speciální přístupy 

v konstrukci bioreaktorů) (Kolewe et al., 2008; Georgiev et al. 2014). 

 Existuje mnoho přístupů, jak zvýšit produkci sekundárních metabolitů v explantátových 

kulturách, což je základní předpoklad rentability biotechnologického procesu a jeho potenciál-

ního komerčního využití – všechny jsou dosti empirické kvůli omezené znalosti rostlinného 

sekundárního metabolismu a jeho regulace; patří mezi ně např. selekce vysokoprodukčních bu-

něčných linií, optimalizace kultivačních podmínek (složení živného média, typ a koncentrace 

růstových regulátorů; teplota, světelné podmínky), přidávání prekurzorů, elicitace, imobilizace, 

permeabilizace, in situ extrakce, dvoustupňová kultivace, orgánové kultury, metabolické inže-

nýrství (Georgiev et al., 2009; Ochoa-Villarreal et al., 2016; Ramirez-Estrada et al., 2016; 

Hidalgo et al., 2018; Isah et al., 2018). Některým z těchto přístupů se věnuje tato práce a bude 

o nich detailněji pojednáno v kapitolách 2.1. a 2.2. 

 

2.1 Zakládaní explantátových kultur a jejich charakteristika 

 

 Rostlinné buňky jsou totipotentní, a lze tedy v principu založit in vitro kultury z jaké-

koliv části rostliny nebo semenáčku pěstováním explantátu na vhodném živném médiu podpo-

rujícím buněčný růst, přičemž nejlépe se pro tento účel hodí meristematická pletiva (pupeny, 

mladé listy, klíční rostliny) (Mustafa et al., 2011). Z hlediska kontaminace výchozího 
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rostlinného materiálu je výhodnější použít pro zakládání kultur sterilně získaný semenáček než 

části intaktní rostliny (stonky, listy, kořeny), protože semena je zpravidla snazší účinně povr-

chově sterilizovat. Vytvořený kalus (neorganizovaná masa parenchymatických buněk) se od-

dělí od původní rostlinné části a kalusová kultura se dále udržuje pasážováním. Umístěním částí 

kalusu do tekutého živného média se získá suspenzní kultura; kalus se rozvolňuje nejčastěji 

mechanicky třepáním (výhodné je, když je kalus dobře rozpadavý) nebo enzymově působením 

pektinasy (Mustafa et al., 2011; Ikeuchi et al., 2013; Efferth, 2019). 

 Existuje několik široce použitelných základních živných médií, která se obvykle využí-

vají pro zakládání a kultivaci explantátových kultur – jsou to média podle Murashigeho a Sko-

oga (Murashige et al., 1962), Linsmaierové a Skooga (Linsmaier et al., 1965), Gamborga (Gam-

borg et al, 1968) a Schenka a Hildebrandta (Schenk et al., 1972) – vhodnost konkrétního média 

se může lišit podle rostlinného druhu/genotypu a také podle účelu, pro který má být kultura 

použita (Mustafa et al., 2011). Další, méně rozšířená média jsou médium podle Lloyda a 

McCowna (Lloyd et al., 1980), Nitsche a Nitsche (Nitsch et al., 1969) a Hellera (Heller, 1953). 

 Významnou součástí živných médií, velmi důležitou pro iniciaci kalogeneze a ovlivňu-

jící rovněž vzhled a strukturu kalusu, jsou růstové regulátory (auxiny, případně také cytokininy) 

(Mustafa et al., 2011). Rozdílnost v reakci na exogenně dodané růstové látky u jednotlivých 

rostlinných druhů je značná a může být důsledkem rozdílné citlivosti rostlinných pletiv vůči 

těmto látkám nebo různých endogenních hladin fytohormonů (Naikawadi et al., 2016; Phillips 

et al., 2019). Vzhledem k tomu, že o molekulárním mechanismu působení růstových regulátorů 

při indukci tvorby kalusu je poměrně málo známo (Ikeuchi et al., 2013), je potřeba nalézt jejich 

vhodný typ a koncentraci pro danou kulturu experimentálně (Mustafa et al., 2011; Gomes-Co-

peland et al., 2018). Růstové regulátory ovlivňují rovněž biosyntetickou aktivitu a organogene-

tický potenciál kultur (Lalaleo et al., 2018; Kumari et al., 2018). Nejběžněji užívané auxiny 

jsou kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová, kyselina α-naftyloctová, kyselina β-indolyloctová, pří-

padně kyselina β-indolylmáselná; mezi často používané cytokininy patří benzylaminopurin, ki-

netin, případně zeatin (Mustafa et al., 2011). 

 Růst kultur a produkce sekundárních metabolitů jsou ovlivňovány řadou faktorů (Espi-

nosa-Leal et al., 2018). U každé kultury je nutné experimentálně určit optimální podmínky kul-

tivace a stanovit růstovou a produkční charakteristiku s ohledem jednak na vhodnou dobu sub-

kultivace, jednak na možnosti ovlivňování kultury změnami kultivačních podmínek a různými 

dalšími zásahy. Důležitou charakteristikou pro danou kulturu je také světelný režim, v němž je 

kultivována (tma, střídavá světelná perioda nebo trvalé osvětlení), neboť může ovlivnit jak pro-

liferační aktivitu, tak produkční schopnost kultury (Nakamura et al., 1999; Blando et al., 2005; 
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Mustafa et al., 2011; Wang et al., 2016; Appelhagen et al., 2018; Khan et al., 2018; Lalaleo et 

al., 2018; Coimbra et al., 2019). 

 

 Ke zkoumání produkce kumarinů byla odvozena kalusová kultura anděliky lékařské 

(Angelica archangelica L., Apiaceae), jednak z klíční rostliny (Siatka, 1995), jednak z na jaře 

rašícího vrcholového pupene rostliny (Siatka, 1993). Kultury byly kultivovány na médiu podle 

Murashigeho a Skooga s kombinací růstových regulátorů kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová a 

benzylaminopurin ve třech světelných režimech – ve tmě (kalusy odvozené z klíční a intaktní 

rostliny), za denní světelné periody a za stálého osvětlení (kalusy z klíční rostliny). Kalusy 

dobře rostly (kromě kalusů za stálého osvětlení, jejichž růst byl světlem inhibován), byly světle 

žluté až krémově bílé, měkké a rozpadavé. Z kalusové kultury pocházející z intaktní rostliny 

byla následně mechanickým rozvolněním na třepačce v tekutém živném médiu stejného složení 

založena suspenzní kultura, která byla vizuálně jemná, homogenní, dobře proliferující, světle 

šedá až bílá (Siatka, 1993). Optimální subkultivační interval pro kalusovou kulturu byl osm 

týdnů, pro suspenzní kulturu dva týdny (Siatka, 1993; Siatka, 1995). 

 Na některých kalusech odvozených z klíční rostliny anděliky lékařské se objevily sku-

pinky nachově zbarvených buněk – tyto pigmentované části byly odebrány a selektivně subkul-

tivovány, až se po přibližně jednom roce podařilo získat stabilní, dobře rostoucí, tmavě fialovou 

kulturu, jež byla využita pro studium produkce antokyanů in vitro; kultura byla kultivována ve 

tmě a pasážována ve čtyřtýdenním intervalu (Siatka, 2018). 

 Pro studium produkce flavonoidů a isoflavonoidů byly založeny kalusové kultury z klíč-

ních rostlin čtyř odrůd jetele lučního (Trifolium pratense L., Fabaceae; odrůdy DO-8, DO-9, 

Tempus a Sprint) (Kašparová et al., 2006). Kultury byly kultivovány na médiu podle Gamborga 

s kombinací růstových regulátorů, která se osvědčila i v kulturách anděliky lékařské, tj. kyse-

lina 2,4-dichlorfenoxyoctová s benzylaminopurinem. Kultivace probíhala při světelné periodě 

16 hodin světlo/8 hodin tma. Kalusy byly světle žluté, křehké a vykazovaly uspokojivý růst bez 

tendence k morfogenezi. Charakter kalusů nejevil patrné rozdíly mezi kulturami odvozenými 

z různých odrůd. Z kalusových kultur byly odvozeny suspenzní kultury mechanickým roztře-

páním v živném médiu stejného složení. Optimální subkultivační interval byl tři týdny pro ka-

lusovou a dva týdny pro suspenzní kulturu. Pro indukci kalogeneze a kultivaci kalusů bylo 

zkoušeno také médium podle Murashigeho a Skooga, které však bylo méně vhodné než médium 

podle Gamborga, a rovněž různé kombinace auxinů (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová a α-naf-

tyloctová) s cytokiny (kinetin a benzylaminopurin), z nichž optimální se ukázala být výše uve-

dená kombinace kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové s benzylaminopurinem. 
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 Produkce flavonoidů byla zkoumána také v kalusové kultuře odvozené z květních pu-

penů sedmikrásky obecné (Bellis perennis L., Asteraceae) (Pohanková, 1992; Siatka et al. 

1998a). Kultura byla kultivována na médiu podle Murashigeho a Skooga s kyselinou 2,4-dich-

lorfenoxyoctovou jako růstovým regulátorem a za denní světelné periody. Kalusy dobře rostly, 

byly žlutě zbarvené a měkké. Z kalusové kultury byla mechanickým roztřepáním v tekutém 

živném médiu odvozena homogenní, světle žlutá suspenzní kultura (Siatka et al., 1999). Nej-

vhodnější délka subkultivačního intervalu byla pět týdnů pro kalusovou a dva týdny pro su-

spenzní kulturu. Pro odvození a kultivaci kultury byly zkoušeny také další auxiny v různých 

koncentracích, které byly ale méně vhodné než kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová – na médiu s 

kyselinou α-naftyloctovou docházelo k vytváření kalusu v menší míře, kalusy byly světle žluté 

s pevnou konzistencí, zatímco na médiu s kyselinou β-indolyloctovou se tvořily drobné a špatně 

proliferující tmavé kalusy, u nichž záhy docházelo k intenzivní diferenciaci vedoucí k tvorbě 

stonků a listů. 

 Pro zkoumání produkce podofylotoxinu byly založeny kalusové kultury z jehlic tří od-

růd jalovce viržinského (Juniperus virginiana L., Cupressaceae; odrůdy Hetzii, Glauca a Grey 

Owl) (Kašparová et al., 2016). Kultury byly kultivovány na médiu podle Schenka a Hilde-

brandta s kombinací růstových regulátorů kyseliny α-naftyloctové a kinetinu, při světelné peri-

odě 16 hodin světlo/8 hodin tma. Vznikající kalusy rychle hnědly a špatně proliferovaly, čemuž 

se podařilo zabránit obohacením kultivačního média o kyselinu askorbovou. Kalusy v kultuře 

byly relativně malé, nazelenale žluté, křehké a drobivé. Nebyly pozorovány žádné morfologické 

rozdíly mezi kulturami v závislosti na odrůdě jalovce viržinského. Z kalusů byly mechanickým 

roztřepáním v tekutém živném médiu shodného složení jako pro kalusové kultury odvozeny 

suspenzní kultury, které byly žlutě zbarvené, jemné a homogenní. Jako optimální subkultivační 

interval byly zjištěny čtyři týdny u kalusové a dva týdny u suspenzní kultury. Pro zakládání 

kalusové kultury byla zkoušena také další živná média podle Murashigeho a Skooga, Gam-

borga, Lloyda a McCowna – ani na jednom z nich nedošlo k indukci kalogeneze. 

 Pro experimenty zabývající se možnostmi ovlivnění produkce skořicových kyselin byly 

využity kalusové kultury z klíčních rostlin třapatky nachové (Echinacea purpurea, Asteraceae) 

a třapatky bledé (Echinacea angustifolia, Asteraceae) založené dr. Šíchou (Šícha et al., 1989), 

jež byly kultivovány na médiu podle Murashigeho a Skooga s přídavkem kyseliny α-naftyloc-

tové za denní světelné periody a se subkultivačním intervalem šest týdnů. Kalusy byly světle 

žluté a měkké. 

 Pro studium produkce anthracenových derivátů byly použity kalusová kultura založená 

doc. Duškem z kořenů reveně dlanité (Rheum palmatum, Polygonaceae) (Dušek et al., 1991) a 
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kalusové kultury nově odvozené z kořenů intaktní rostliny a z klíční rostliny (Kašparová et al. 

1999). Kultury byly kultivovány na médiu podle Murashigeho a Skooga s přídavkem kyseliny 

α-naftyloctové při světelné periodě 16 hodin světlo/8 hodin tma; byly dobře proliferující, žlutě 

zbarvené a rozpadavé. Za stejných podmínek byla kultivována suspenzní kultura, která byla 

z kalusové kultury odvozena mechanickým roztřepáním v tekutém živném médiu (Kašparová 

et al., 2001); byla světle béžová, morfologicky heterogenní s výskytem drobných shluků buněk. 

Subkultivační interval byl sedm týdnů pro kalusovou a dva týdny pro suspenzní kulturu. 

 

 Podobně jako pro kultury Angelica archangelica, Bellis perennis, Rheum palmatum, 

Echinacea purpurea a Echinacea angustifolia se médium podle Murashigeho a Skooga, jež je 

používáno nejčastěji při zakládání explantátových kultur, osvědčilo také např. pro kultury Pa-

nax sikkimensis (Mathur et al., 2010), Juniperus communis (Kocer et al., 2011), Psoralea cory-

lifolia (Ahmed et al., 2014), Tagetes erecta (Benítez-García et al., 2014), Trifolium pratense 

(Esmaeili et al., 2015; Reis et al., 2018), Spilanthes acmella (Abyari et al., 2016), Corylus 

avellana (Salehi et al., 2017), dvou odrůd Echinacea purpurea (Rady et al., 2018), Pyrostegia 

venusta (Coimbra et al., 2019). Pro indukci tvorby kalusu a proliferaci kultur Parkia biglobosa 

bylo médium podle Murashigeho a Skooga mnohem vhodnější než médium podle Gamborga, 

zatímco na médiu podle Lloyda a McCowna nedošlo, stejně jako u kultur Juniperus virginiana, 

k žádné kalogenezi (Abbas et al., 2018). Médium podle Gamborga se ukázalo být vhodné pro 

založení jiných kalusových kultur Trifolium pratense (MacLean et al., 1989; Poerba et al., 

1997) a bylo příznivější než médium podle Murashigeho a Skooga pro indukci kalogeneze a 

růst kultur Allium chinense (Yan et al., 2009) a Coronilla scorpioides (Piovan et al., 2014), 

podobně jako u námi založených kultur Trifolium pratense. Média podle Lloyda a McCowna a 

podle Murashigeho a Skooga byla srovnatelná v účinnosti indukce kalogeneze při zakládání 

kultur Barringtonia racemosa (Osman et al., 2016) nebo Juglans regia (Avilés et al., 2009); 

lišila se však morfologie kalusů – na prvním médiu se tvořily kompaktní nodulární kalusy, na 

druhém naopak rozpadavé, což je výhodnější pro odvozování suspenzních kultur. Médium 

podle Lloyda a McCowna bylo naopak výhodnější než médium podle Murashigeho a Skooga 

pro tvorbu a růst kalusu při odvozování kultur Juniperus excelsa, Juniperus horizontalis a Ju-

niperus chinensis (Zaidi et al., 2012). Médium podle Schenka a Hildebrandta se osvědčilo pro 

odvození a kultivaci kalusových kultur Harpagophytum procumbens (Grąmbowska et al., 

2016), podobně jako tomu bylo u kultur Juniperus virginiana. Kalogenezi se nepodařilo indu-

kovat na médiu podle Murashigeho a Skooga, Gamborga nebo Lloyda a McCowna u Juniperus 

chinensis, úspěšné pro založení kultury bylo pouze médium podle Schenka a Hildebrandta 
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(Muranaka et al. 1998), stejně jako v případě Juniperus virginiana. Médium podle Schenka a 

Hildebrandta bylo nejvhodnější pro založení a růst dobře proliferující kalusové kultury bez ten-

dence k morfogenezi u Genista tinctoria, kdežto na médiu pode Gamborga se vytvářel špatně 

rostoucí nekrotizující kalus vykazující spontánní rhizogenezi (Łuczkiewicz et al., 2003). 

 Hnědnutí explantátu a tvořícího se kalusu pozorované při zakládání kultur Juniperus 

virginiana je dáno oxidací fenolických látek přítomných v rostlinné tkáni; hromadící se hnědé 

oxidační produkty mají velmi často inhibiční vliv jak na kalogenezi samotnou, tak na následnou 

životaschopnost, proliferaci a metabolickou aktivitu kultur, a proto se do kultivačního média 

přidávají některé látky, jako např. aktivní uhlí, polyvinylpyrolidon, kyselina citronová nebo 

kyselina askorbová, které mají tomuto nepříznivému jevu předejít nebo jej zmírnit (Kumari et 

al., 2008; Habibi et al, 2009; He et al., 2009; Chang et al., 2013; Silveira et al., 2016). Přídavkem 

antioxidačně působící kyseliny askorbové se podařilo hnědnutí v kultuře Juniperus virginiana 

zabránit. Podobně pozitivní vliv kyseliny askorbové byl pozorován např. v kalusové kultuře 

Glycyrrhiza glabra (Vijayalakshmi et al., 2016) Papaver bracteatum (Rostampour et al, 2010) 

nebo Parkia biglobosa (Abbas et al., 2018), zatímco v kalusové kultuře Taxus brevifolia byla 

neúčinná (Khosroushahi et al., 2011).  

 V rostlinných suspenzních kulturách se často vyskytují vedle volných buněk také jejich 

shluky. Stupeň agregace je ovlivněn mnoha okolnostmi a má vliv na metabolickou aktivitu 

buněk, a proto je důležité znát morfologický charakter suspenzní kultury (Qu et al., 2005; Patil 

et al., 2013; Mustafa et al., 2011; Mavituna et al., 2016, Alvarez-Yela, et al., 2016). Jemná, 

homogenní suspenzní kultura je preferována oproti směsi různě velkých buněčných shluků jed-

nak jako modelový systém, protože zajišťuje vyšší reprodukovatelnost v experimentech, jednak 

je výhodnější z technologického hlediska (Chattopadhyay et al., 2002; Mustafa et al., 2011). 

 

 Pro sledování obsahu vybraných sekundárních metabolitů v příslušných kalusových a 

suspenzních kulturách byly použity následující metody. 

 Pro stanovení kumarinů v kulturách Angelica archangelica byla vypracována fluorime-

trická metoda využívající techniku průtokové injekční analýzy (FIA) (Siatka et al., 1998b). Ná-

sledně byla nahrazena metodou sekvenční injekční analýzy (SIA) (Siatka et al., 2011), jež je 

oproti předchozí metodě instrumentálně jednodušší, přitom analyticky mnohem variabilnější a 

flexibilnější, a je rovněž úspornější a ekologicky přátelštější (nižší spotřeby vzorku a činidel, 

nižší množství odpadu). Princip SIA spočívá v tom, že jsou zóny nosného média, vzorku a či-

nidel nejprve nasáty do jednokanálového systému s využitím selekčního ventilu a pístového 

čerpadla a poté je pohyb pístu čerpadla obrácen, čímž dojde k promísení zón a dopravení 
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disperze do detektoru. Obě metody jsou citlivé a jednoduché a splňují požadavek na rychlé 

kvantitativní stanovení sledovaných látek ve velkých sériích vzorků pocházejících z experi-

mentů v explantátových kulturách. Pro stanovení skopoletinu byla vypracována metoda vyso-

koúčinné kapalinové chromatografie s fluorimetrickou detekcí (Siatka et al., 2017). 

 Pro stanovení antokyanů v kulturách Angelica archangelica byla využita spektrofoto-

metrická metoda popsaná v literatuře (Rajendran et al., 1992). 

 V kulturách Trifolium pratense bylo prováděno stanovení flavonoidů lékopisnou spek-

trofotometrickou metodou (Český lékopis, 2002) a isoflavonoidů metodou vysokoúčinné kapa-

linové chromatografie podle literatury (De Rijke et al., 2002). 

 Obsah flavonoidů v kulturách Bellis perennis byl stanovován spektrofotometricky me-

todou podle literatury (El'-Kommos et al., 1979). 

 Pro stanovení podofylotoxinu v kulturách Juniperus virginiana byla vypracována me-

toda využívající vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii (Kašparová et al., 2018). 

 Obsah kyseliny skořicové a jejích derivátů v kulturách Echinacea purpurea a Echinacea 

angustifolia byl stanovován vysokoúčinnou kapalinovou chromatografiií metodou podle litera-

tury (Šícha et al., 1989). 

 Stanovení anthracenových derivátů v kulturách Rheum palmatum bylo prováděno léko-

pisnou spektrofotometrickou metodou (Československý lékopis 4, 1987). 

 

2.2 Ovlivňování produkce sekundárních metabolitů v explantátových kulturách 

 

 Z mnoha faktorů, jež ovlivňují produkci sekundárních metabolitů v kulturách in vitro a 

jejichž modifikace může vést k jejímu zvýšení, byla v této práci věnována pozornost několika 

z nich, které budou probrány podrobněji v následujících kapitolách: složení živného média, růs-

tové regulátory, přídavek prekurzorů a elicitace. 

 

2.2.1 Složení živného média 

 

 Živná média dodávají veškeré živiny, energii a vodu potřebné pro explantátové kultury 

(Phillips et al., 2019); obsahují několik základních složek – makroprvky, přítomné v relativně 

velkých množstvích v řádu milimolů (N, P, Ca, Mg, K, S); mikroprvky, potřebné ve stopových, 

mikromolárních množstvích (např. Fe, Mn, Zn, Cu, Co, B, I, Cl); zdroje uhlíku, neboť rostlinné 

kultury in vitro jsou kultivovány zpravidla heterotrofně (obvykle sacharosa); vitaminy, důležité 

pro mnoho biochemických pochodů (např. thiamin, pyridoxin, myo-inositol); růstové 
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regulátory (nejčastěji auxiny a cytokininy), které řídí všechny životní pochody v rostlinných 

buňkách a jsou nezbytné pro indukci kalogeneze při zakládání kultur i pro jejich další udržování 

v podmínkách in vitro (Smetanska, 2008; Mustafa et al., 2011, Murthy et al., 2014; Phillips et 

al., 2019). Jak bylo uvedeno v předchozí kapitole, bylo vyvinuto několik základních živných 

médií, která se od doby svého vzniku osvědčila u řady kultur odvozených z nejrůznějších rost-

linných druhů. Tato média se vzájemně liší zastoupením a koncentrací jednotlivých látek (např. 

množství dusíku a poměr mezi jeho dusičnanovou a amonnou formou, koncentrace fosforeč-

nanu, přítomnost a koncentrace jednotlivých stopových prvků nebo vitaminů), což má výrazný 

vliv na proliferaci a produkční schopnosti jednotlivých kultur (Smetanska, 2008, Murthy et al., 

2014). 

 

 V kalusové kultuře Angelica archangelica byl sledován vliv různých živných médií na 

růst a na produkci antokyanů. Růst kultury byl nejvyšší na médiu podle Schenka a Hildebrandta 

a podle Lloyda a McCowna, nižší a srovnatelný na médiu podle Murashigeho a Skooga, podle 

Linsmaierové a Skooga a podle Gamborga; naopak média podle Nitsche a Nitsche a podle Hell-

era byla pro podporu růstu nevhodná. Pro produkci antokyanů se osvědčilo pouze médium 

podle Murashigeho a Skooga a podle Linsmaierové a Skooga, na ostatních médiích byl obsah 

antokyanů v kultuře velmi nízký. Posuzováno z obou hledisek, tj. buněčné proliferace a tvorby 

antokyanů, jsou pro kultivaci kalusové kultury anděliky lékařské nejvhodnější média podle 

Murashigeho a Skooga a podle Linsmaierové a Skooga (Siatka, 2018). 

 

 Při podobném srovnávání živných médií z pohledu optimální podpory růstu kultury i 

produkce antokyanů bylo např. pro kalusovou kulturu Daucus carota jako nejlepší nalezeno 

médium podle Murashigeho a Skooga (Narayan et al., 2005), pro kalusovou kulturu Fragaria 

ananassa médium podle Gamborga (Nakamura et al., 1999) a pro kalusovou kulturu Aralia 

cordata médium podle Linsmaierové a Skooga (Sakamoto et al., 1994), zatímco ostatní porov-

návaná média vykazovala v příslušných kulturách horší výsledky. Obdobně tomu tak bylo 

s médiem podle Schenka a Hildebrandta v případě kalusové kultury Genista tinctoria produku-

jící isoflavony (Łuckiewicz et al., 2003). 

 

2.2.2 Růstové regulátory 

 

 Růstové regulátory hrají zásadní roli v kontrole a regulaci růstu a vývoje rostlin tím, že 

zasahují do takových procesů jako je např. dělení, prodlužování a diferenciace rostlinných 
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buněk (Ling et al., 2011). Bylo zjištěno, že typ a koncentrace růstových regulátorů významným 

způsobem ovlivňují nárůst biomasy a tvorbu produktů v explantátových kulturách a že poža-

davky různých kultur se značně liší v závislosti na rostlinném druhu (Smetanska, 2008; Jamwal 

et al., 2018). Vzhledem k tomu, že stále není dostatečně objasněn mechanismus účinku růsto-

vých regulátorů na molekulární úrovni, stejně jako mnohdy chybí detailní znalosti jednotlivých 

biosyntetických drah primárního a sekundárního metabolismu a jejich vztahů (Ji et al., 2015; 

Wang et al., 2018; Kurepa et al., 2019; Phillips et al., 2019), je obtížné předpovědět působení 

auxinů a cytokininů na buněčnou proliferaci a produkci sekundárních metabolitů v každé kon-

krétní kultuře, a musí tedy být vhodné růstové regulátory nebo jejich kombinace a jejich opti-

mální koncentrace zjišťovány experimentálně. 

 

 V suspenzní kultuře Angelica archangelica byl zkoumán vliv čtyř auxinů (kyselina 2,4-

dichlorfenoxyoctová, α-naftyloctová, β-indolyloctová, β-indolylmáselná) ve čtyřech koncen-

tracích (0,2; 2; 10 a 20 mg/l) a vliv světelného režimu (kultivace ve tmě a za stálého osvětlení) 

na růst kultury a obsah kumarinů v buňkách a médiu. Růst kultury a produkce kumarinů byla 

významně ovlivňována typem a koncentrací auxinu; vliv světelného režimu byl v porovnání 

s vlivem auxinů méně výrazný – změny vyvolané auxiny byly modifikovány světelnými pod-

mínkami. Nejvyšší růst byl dosažen s kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou (2 mg/l) a β-indoly-

loctovou (10 mg/l); produkce kumarinů byla nejvyšší v přítomnosti kyseliny 2,4-dichlorfenoxy-

octové a α-naftyloctové v koncentraci 0,2 mg/l (Siatka et al., 2003c; Siatka et al., 2008). 

 Ovlivnění buněčné proliferace a tvorby antokyanů působením čtyř auxinů a dvou cy-

tokininů ve třech koncentracích (0,1; 1 a 10 mg/l) bylo zkoumáno v kalusové kultuře Angelica 

archangelica. Nejlepšího růstu kultury bylo docíleno v přítomnosti cytokininů benzylaminopu-

rinu a kinetinu (0,1 a 1 mg/l), nižší růst byl zaznamenán při požití kyseliny 2,4-dichlorfenoxy-

octové a α-naftyloctové (0,1 a 1 mg/l); neosvědčila se koncentrace 10 mg/l těchto čtyř růstových 

regulátorů a ani kyselina β-indolylmáselná a β-indolyloctová ve všech koncentracích. Obdobně 

tomu bylo i u produkce antokyanů – nejvyšší obsah antokyanů, stejně jako nejvyšší růst, byl 

dosažen působením benzylaminopurinu a kinetinu v koncentraci 1 mg/l (Siatka, 2019). 

 Vliv tří auxinů ve třech koncentracích (0,1; 1 a 10 mg/l) na buněčnou proliferaci a tvorbu 

flavonoidů byl zkoumán v kalusové kultuře Bellis perennis. Nejvyšší růst kultury a současné i 

produkce flavonoidů byly pozorovány u kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové v koncentraci 0,1 a 

1 mg/l, α-naftyloctové v koncentraci 1 mg/l a β-indolyloctové v koncentraci 0,1 mg/l (Siatka, 

1998). Dále bylo zkoumáno působení tří výše uvedených auxinů ve třech koncentracích v kom-

binaci s cytokininem benzylaminopurinem ve dvou koncentracích (0,1 a 1 mg/l) – kombinace 
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auxinů s benzylaminopurinem vedla ke zvýšené proliferaci kultury v porovnání se samotnými 

auxiny; pokud jde o obsah flavonoidů, kombinace benzylaminopurinu s kyselinou 2,4-dichlor-

fenoxyoctovou vedly ke snížení a s kyselinou α-naftyloctovou naopak ke zvýšení produkce 

flavonoidů ve srovnání se samotným auxinem, u kombinací s kyselinou β-indolyloctovou nebyl 

vztah zcela jednoznačný; nejlepších výsledků bylo dosaženo kombinací benzylaminopurinu 

(0,1 mg/l) s kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou (0,1 mg /l) pro růst a s kyselinou α-naftyloc-

tovou (1 mg/l) pro produkci flavonoidů (Siatka et al., 2001). 

 V kalusové kultuře Rheum palmatum byl studován účinek čtyř auxinů ve třech koncen-

tracích (0,1; 1 a 10 mg/l). Růst kultury stimulovala velmi dobře kyselina α-naftyloctová a 2,4-

dichlorfenoxyoctová, méně kyselina β-indolylmáselná, zatímco kyselina β-indolyloctová byla 

z hlediska růstu nevhodná; vysoký obsah anthracenových derivátů byl zaznamenán pří použití 

kyseliny α-naftyloctové (1 a 10 mg/l), β-indolylmáselné (0,1 mg/l) a β-indolyloctové (1 mg/l), 

u ostatních koncentrací těchto auxinů stejně jako u kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové byl obsah 

v kultuře nižší a vzájemně srovnatelný (Siatka et al., 2003a). 

 

 Jak je vidět u výše zkoumaných kultur, každá z nich má jiné nároky na optimální typ a 

koncentraci auxinu nebo cytokininu. Obdobně je tomu i u jiných kultur. Podobné účinky jako 

v suspenzní kultuře Angelica archangelica měly kyselina β-indolyloctová, α-naftyloctová a 

2,4-dichlorfenoxyoctová v kalusové a suspenzní kultuře Evolvulus alsinoides, pokud jde o růst 

kultury a produkci skopoletinu; prvně jmenovaný auxin byl nejúčinnější (Naikawadi et al., 

2016). Obsah umbeliferonu v suspenzní kultuře Haplophyllum patavinum (Filippini et al., 

1998) nebo skopoletinu v kalusové kultuře Coronilla scorpioides (Piovan et al., 2014) byl srov-

natelný při kultivaci za světla i ve tmě, stejně jako v suspenzní kultuře Angelica archangelica. 

Cytokininy kinetin a benzylaminopurin vedly k vyššímu nárůstu biomasy než auxin kyselina α-

naftyloctová v suspenzní kultuře Panax vietnamnesis (Trong et al, 2017), podobně jako v kalu-

sové kultuře Angelica archangelica produkující antokyany, zatímco v kalusové kultuře Stellera 

chamaejasme to bylo pozorováno jen u benzylaminopurinu, nikoliv u kinetinu, který naopak 

růst ve srovnání s kyselinou α-naftyloctovou silně inhiboval (Wang et al., 2013). Kalusová kul-

tura Bridelia stipularis rostla dobře v přítomnosti benzylaminopurinu a kinetinu, i když v trochu 

menší míře než s kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou a α-naftyloctovou, ale produkce an-

tokyanů probíhala jen v kultuře s auxiny, nikoliv cytokininy (Sreenivas et al., 2011), na rozdíl 

od kalusové kultury Angelica archangelica, kde byly cytokininy mnohem účinnější než auxiny. 

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová byla nejefektivnější v podpoře růstu v kalusové kultuře Oxa-

lis reclinata, zatímco v přítomnosti kyseliny α-naftyloctové a β-indolyloctové kultury rostly 
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špatně a nebyly vůbec schopny růst při použití kyseliny β-indolylmáselné; na druhou stranu 

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová snižovala biosyntézu antokyanů ve srovnání s kyselinou α-

naftyloctovou a β-indolyloctovou (Makunga et al., 1997). Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová a 

α-naftyloctová byly vhodnější než kyselina β-indolyloctová a β-indolylmáselná pro buněčnou 

proliferaci v suspenzní kultuře Fragaria ananassa, avšak z hlediska produkce antokyanů bylo 

působení kyseliny α-naftyloctové, β-indolyloctové a β-indolylmáselné srovnatelné a slabší než 

kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctová (Mori et al., 1993). Biosyntéza flavonoidů byla vyšší v pří-

tomnosti kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové než α-naftyloctové v kalusové kultuře Hydrocotyle 

bonariensis; kombinace prvně jmenovaného auxinu s kinetinem vedla ke zvýšení produkce 

(Masoumian et al., 2011). Růst kalusové kultury Stellera chamaejasme byl více stimulován 

benzylaminopurinem než kyselinou α-naftyloctovou, jejich kombinací se nárůst biomasy ještě 

podstatně zvýšil, kdežto produkce flavonoidů byla při použití tohoto auxinu a cytokininu kaž-

dého samostatně srovnatelná, ale jejich kombinace nevedla k dalšímu zlepšení (Wang et al., 

2013). Nejvyšší buněčné proliferace a produkce flavonoidů bylo dosaženo s kyselinou β-in-

dolylmáselnou v kalusové kultuře Rumex vesicarius; nižší a u obou srovnatelný růst byl docílen 

s kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou a α-naftyloctovou, zatímco pro tvorbu flavonoidů byl 

druhý auxin z obou účinnější (El-Shafey et al., 2016). Kyselina α-naftyloctová byla efektivnější 

než kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová pro biosyntézu flavonoidů v suspenzní kultuře Ficus del-

toidea; benzylaminopurin a kinetin byly v porovnání s auxiny účinné velmi málo (Ong et al., 

2011). V kalusové kultuře Gynochthodes umbellata se pro růst osvědčily kyselina 2,4-dichlor-

fenoxyoctová a β-indolylmáselná, méně β-indolyloctová a vůbec α-naftyloctová, z hlediska 

produkce anthrachinonů pak pouze kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová (Anjusha et al., 2017). 

V kalusové kultuře Morinda citrifolia vykázaly kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová, α-naftyloc-

tová a β-indolylmáselná srovnatelný účinek na růst; biosyntéza anthrachinonů byla nižší při 

použití kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové (Sreeranjini et al., 2013). 

 

2.2.3 Prekuzory 

 

 Přidání sloučenin, které jsou intermediáty biosyntetických drah žádaných sekundárních 

metabolitů, představuje jeden z přístupů, jenž může vést ke zvýšení produkce těchto metabolitů 

v explantátových kulturách; přitom je také důležité, aby prekurzory byly snadno dostupné a 

levnější než kulturou produkované látky (Espinosa-Leal et al., 2018; Matsuura et al., 2018). 

Nalézt vhodný prekurzor může být problém – musí to být látka, kterou dokáže kultura přijmout 
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a přeměnit na žádané metabolity, která na ni však současně nebude v použité koncentraci pů-

sobit toxicky. 

 

 V kalusové kultuře Angelica archangelica byl sledován vliv fenylalaninu a kyseliny 

skořicové v rozmezí koncentrací 0,1-10 mmol/l na růst kultury a produkci kumarinů – obě látky 

stimulovaly růst kultury v koncentracích 0,1-1 mmol/l, zatímco koncentrace 5 a 10 mmol/l pů-

sobily na kulturu toxicky a inhibovaly její růst; produkce kumarinů byla zvýšena fenylalaninem 

v koncentraci 0,1; 0,25 a 0,5 mmol/l (Siatka, 1995). Účinek fenylalaninu, tyrosinu a kyseliny 

skořicové v koncentracích 0,01; 0,1 a 1 mmol/l byl zkoušen v suspenzní kultuře Angelica ar-

changelica – nejlepší růst byl dosažen působením tyrosinu (0,1 a 1 mmol/l) a nejvyšší produkce 

kumarinů přídavkem fenylalaninu (0,1 mmol/l); kyselina skořicová a fenylalanin v koncentraci 

1 mmol/l působily toxicky (Siatka et al., 2002). 

 U kalusových kultur Echinacea purpurea a Echinacea angustifolia byl zkoumán účinek 

fenylalaninu na růst kalusů a obsah kyseliny skořicové a kávové. Fenylalanin v koncentracích 

0,1 a 0,25 mmol/l zvýšil růst, kdežto koncentrace 10 mmol/l působila toxicky v obou kulturách. 

Fenylalanin (0,5; 1; a 2,5 mmol/l) zvýšil produkci kyseliny skořicové v kultuře Echinacea pur-

purea, zatímco produkci kyseliny kávové příliš neovlivnil; v kultuře Echinacea angustifolia 

naopak stimuloval (v koncentraci 1 a 2,5 mmol/l) tvorbu kyseliny kávové a málo ovlivnil pro-

dukci kyseliny skořicové; koncentrace fenylalaninu 10 mmol/l snížila produkci kyseliny skoři-

cové a kávové v obou kulturách (Šícha et al., 1991) 

 Vliv kyseliny skořicové (0,003; 0,03; 0,3 a 3 mmol/l) na biosyntézu podofylotoxinu byl 

testován v suspenzní kultuře Juniperus virginiana; podstatné zvýšení produkce bylo dosaženo 

při koncentraci 0,3 mmol/l, nižší a vyšší koncentrace byly prakticky bez vlivu (Kašparová et 

al., 2018). 

 

 Obdobné výsledky byly zaznamenány i u jiných explantátových kultur – jednotlivé kul-

tury se liší svou citlivostí vůči dodávaným potenciálním prekurzorům a schopností využít je pro 

biosyntézu sekundárních metabolitů. Fenylalanin v koncentracích 0,05; 0,1; 0,15 a 0,2 mmol/l 

významně neovlivnil růst suspenzní kultury Spilanthes acmella, zato měl výrazně stimulující 

účinek na produkci skopoletinu, nejlepší v koncentraci 0,1 mmol/l (Abyari et al., 2016), po-

dobně jako tomu bylo v suspenzní kultuře Angelica archangelica. Růst suspenzní kultury Evol-

vulus alsinoides fenylalanin v koncentraci 0,06; 0,12 a 0,18 mmol/l neovlivnil a v koncentraci 

0,24 mmol/l jej mírně snížil; obsah skopoletinu v kultuře výrazně vzrostl přídavkem fenylala-

ninu, s rostoucí koncentrací fenylalaninu mírně klesal (Naikawadi et al., 2016). Kyselina 
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skořicová ve všech testovaných koncentracích (0,0006-0,3 mmol/l) stimulovala produkci psora-

lenu v kalusové kultuře Psoralea corylifolia (Mohammadparast et al., 2015), v suspenzní kul-

tuře v koncentraci 0,3 mmo/l snížila růst kultury, ale zvýšila produkci psoralenu (Gajula et al., 

2018). Tyrosin a fenylalanin v koncentracích 0,3; 0,6 a 0,9 mmol/l značně zlepšily produkci 

derivátů kyseliny kávové v kalusových kulturách dvou odrůd Echinacea purpurea (Rady et al., 

2018). Kyselina skořicová (2,1 mmol/l) působila toxicky na suspenzní kulturu Podophyllum 

hexandrum, fenylalanin a tyrosin (0,6-9,5 mmol/l) sice neovlivnily růst kultury, ale biosyntézu 

podofylotoxinu snížily (Van Uden et al., 1990). Fenylalanin (1 mmol/l) snížil růst, ale zvýšil 

tvorbu podofylotoxinu v transformované kořenové kultuře Linum flavum (Renouard et al., 

2018). Produkci podofylotoxinu v kalusové kultuře Juniperus chinensis fenylalanin zvýšil 

v koncentraci 3 mmol/l a naopak snížil v koncentraci 6 mmol/l (Muranaka et al., 1998). 

 

2.2.4 Elicitace 

 

 Elicitace představuje jednu z nejúčinnějších technik pro zlepšování biotechnologické 

produkce sekundárních metabolitů (Ramirez-Estrada et al., 2016). Její podstatou je manipulace 

metabolických drah vyvoláním stresu a může tedy být využita nejen ke zvyšování produktivity, 

ale také jako výzkumný nástroj ke studiu rostlinné tolerance vůči stresu a k pochopení role 

různých stresových faktorů a jim odpovídajících fyziologických procesů a změn odehrávajících 

se v rostlině po jejich působení využitím explantátových kultur jako modelového systému (Na-

rayani et al., 2017). 

 Pojem elicitace znamená aplikaci elicitorů pro aktivaci obranné reakce rostlinné buňky 

a elicitory jsou jakékoliv fyzikální, chemické nebo biologické činitele, jež spouštějí řadu ob-

ranných mechanismů, podobných odpovědi rostlin na podněty z okolního prostředí nebo na 

napadení patogeny za účelem ochrany a adaptace na stresové podmínky, vedoucích v konečném 

důsledku k indukci nebo zvýšení syntézy a akumulace sekundárních metabolitů (Baenas et al., 

2014; Ramirez-Estrada et al., 2016; Narayani et al., 2017; Thakur et al., 2019). Elicitory se 

podle své povahy dělí na abiotické a biotické. Abiotické elicitory jsou nebiologického původu 

a rozdělují se na fyzikální, mezi něž se řadí např. ultrafialové záření, nízká či vysoká teplota, 

mechanické poranění, pulsní elektrické pole, nízká či vysoká osmolarita, vysoký tlak, ultra-

zvuk, a chemické, k nimž patří např. soli kovů (zejména těžkých, ale nejen těch: Hg, Cu, Pb, 

Ni, Zn, Cd, Ag, Co, Fe, Cr, Mn, V, Al), ozon, některé syntetické organické sloučeniny (např. 

N,N-dicyklohexylkarbodiimid, benzothiadiazol), některé rostlinné signální molekuly, nor-

málně produkované rostlinnou buňkou během reakce na stres (např. kyselina salicylová, 
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kyselina jasmínová, methyljasmonát) (Baenas et al., 2014; Narayani et al., 2017; Thakur et al., 

2019). Biotické elicitory mají původ biologický a pocházejí z mikroorganismů, býložravců a 

rostlin; zahrnují např. homogenáty bakterií a hub nebo filtráty z jejich kultur, alginát, chitosan, 

pektin, proteiny (Baenas et al., 2014; Narayani et al., 2017). 

 Pokud jde o mechanismus účinku elicitorů, je poměrně složitý. Celý proces začíná per-

cepcí elicitoru prostřednictvím receptorů lokalizovaných v cytoplasmatické membráně, což má 

za následek spuštění řady dalších dějů vedoucích k amplifikaci a přenosu signálu, jako je např. 

reverzibilní fosforylace a defosforylace proteinů v cytoplasmatické membráně a cytosolu, 

změny iontových toků (zvýšení cytosolické koncentrace kalcia; influx protonů a eflux kalia a 

chloridů), extracelulární alkalizace a cytoplasmatická acidifikace, aktivace mitogenem aktivo-

vané proteinové kinázy, aktivace nikotinamidadenindinukleotidfosfát oxidasy a produkce reak-

tivních forem kyslíku a dusíku, aktivace G proteinů, aktivace fosfolipázy C, produkce kyseliny 

jasmonové a salicylové. Důsledkem všech těchto událostí je aktivace nebo de novo syntéza 

transkripčních faktorů, jež regulují mimo jiné expresi genů kódujících enzymy odpovědné za 

biosyntézu sekundárních metabolitů (Baenas et al., 2014; Ramirez-Estrada et al., 2016; Naray-

ani et al., 2017; Zhai et al., 2017). Je sice mnoho známo o receptorech, sekundárních poslech, 

přenosu signálu i aktivaci genů, avšak obecně zůstává znalost celého procesu dosti nekompletní, 

protože se vyznačuje velikou variabilitou, jež dovoluje rostlinné buňce účelně reagovat odliš-

ným a adekvátním způsobem aktivací rozdílných skupin genů na značně rozmanitou škálu stre-

sových podnětů (elicitorů) (Ramirez-Estrada et al., 2016; Tsuda, 2017). Přestože se elicitory 

ukázaly být velmi účinným biotechnologickým nástrojem a osvědčili se v mnoha případech pro 

stimulaci produkce sekundárních metabolitů v explantátových kulturách, je jejich použití stále 

empirické. 

 Úspěch a účinnost elicitace v kulturách in vitro závisí na mnoha faktorech jako jsou 

rostlinná buněčná linie a její kultivační podmínky, druh a koncentrace elicitoru, doba přidání 

elicitoru během růstového cyklu kultury, délka působení elicitoru na kulturu a další (Narayani 

et al., 2017). 

 

 V suspenzní kultuře Angelica archangelica byl testován účinek myceliálních homoge-

nátů ze třinácti hub (ve třech koncentracích s dobou působení 48 hodin) na produkci skopole-

tinu. Nejúčinnější byly homogenáty z Pythium aphanidermatum, Verticillium dahliae, 

Fusarium oxysporum a Phytophthora infestans (Siatka et al., 2000). V téže kultuře byly zkou-

mány změny elicitačního působení homogenátu Pythium aphanidermatum v několika koncen-

tracích v závislosti na přítomnosti růstových regulátorů a světelném režimu (kultivace na světle 
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a ve tmě); růst nebyl přídavkem elicitoru nepříznivě ovlivněn, produkce kumarinů mnohoná-

sobně vzrostla aplikací elicitoru při odstranění růstových regulátorů z média a při kultivaci za 

tmy (Siatka et al., 2009). Vliv koncentrace manganatých (0-50 µmol/l), kobaltnatých (0-500 

µmol/l) a nikelnatých (0-500 µmol/l) iontů v živném médiu na produkci kumarinů byl sledován 

v suspenzní kultuře Angelica archangelica kultivované na světle a ve tmě – růst kultury byl 

snížen při nejvyšších použitých koncentracích, více při kultivaci na světle; obsah kumarinů 

v buňkách a v médiu nebyl pozitivně ovlivněn, s rostoucí koncentrací kovových iontů klesal 

(Siatka et al., 2005). Za stejných podmínek byl testován vliv sloučenin vanadu: vanadičnanu 

sodného (v koncentraci 0-1000 µmol/l) a síranu vanadylu (v koncentraci 0-500 µmol/l); růst 

kultury byl snížen při nejvyšších použitých koncentracích, více při kultivaci na světle; vanadič-

nan sodný zvýšil produkci kumarinů (vyšší obsah v buňkách i v médiu) při koncentraci 0,2 a 1 

µmol/l při kultivaci na světle, v ostatních koncentracích neovlivnil produkci kumarinů při kul-

tivaci na světle ani ve tmě kromě nejvyšší koncentrace 1000 µmol/l, při níž ji výrazně snížil; 

v případě síranu vanadylu tvorba kumarinů klesala s jeho rostoucí koncentrací (Siatka et al., 

2007). Sledován byl také účinek chloridu hlinitého v koncentracích 0-1000 µmol/l; proliferace 

kultury byla mírně snížena nejvyšší koncentrací chloridu hlinitého; produkce kumarinů byla 

ovlivněna v závislosti na světelných podmínkách – při kultivaci ve tmě zvyšovaly hlinité ionty 

s rostoucí koncentrací množství kumarinů v buňkách a v médiu od koncentrace 50 µmol/l až 

do koncentrace 1000 µmol/l, kdy byla produkce kumarinů nejvyšší; naproti tomu v kultuře kul-

tivované na světle chlorid hlinitý tvorbu kumarinů nezvýšil, jeho vyšší koncentrace ji ještě sní-

žily (Siatka et al., 2010a). Zkoumáno bylo působení chloridu rtuťnatého v koncentracích 0,5-

100 µmol/l v suspenzní kultuře Angelica archangelica – nárůst biomasy nebyl ovlivněn do kon-

centrace 50 µmol/l, zatímco koncentrace 100 µmol/l byla pro kulturu letální, a to nezávisle na 

světelném režimu; při kultivaci ve tmě obsah kumarinů v buňkách nebyl ovlivněn, v médiu 

stoupal s rostoucí koncentrací rtuťnatých iontů k maximu při 20 µmol/l; při kultivaci na světle 

zvyšoval chlorid rtuťnatý množství kumarinů v buňkách i v médiu, nejvíce při koncentraci 20 

µmol/l (Siatka et al., 2011). Vliv zinečnatých iontů v koncentraci 0-1500 µmol/l a kademnatých 

iontů v koncentraci 0-100 µmol/l na suspenzní kulturu Angelica archangelica byl následující: 

proliferace buněk nebyla negativně ovlivněna zinečnatými ionty do koncentrace 150 µmol/l ve 

tmě a 300 µmol/l na světle (potom klesala s rostoucí hladinou zinečnatých iontů) a kademna-

tými ionty do koncentrace 10 µmol/l při kultivaci ve tmě a 50 µmol/l na světle; toxické kon-

centrace kadmia byly o řád nižší než u zinku; obsah kumarinů v buňkách i v médiu nebyl pozi-

tivně ovlivněn, naopak s rostoucí koncentrací zinečnatých a kademnatých iontů klesal při kul-

tivaci ve tmě i na světle (Siatka et al., 2012). V suspenzní kultuře Angelica archangelica byl 
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sledován účinek síranu měďnatého na buněčnou proliferaci a produkci skopoletinu v závislosti 

na koncentraci měďnatých iontů (0-200 µmol/l) a světelném režimu; nárůst biomasy kultury 

kultivované na světle nebo ve tmě se neměnil do koncentrace 100 µmol/l, při koncentraci měď-

natých iontů 200 µmol/l byl mírně snížen; produkce skopoletinu byla ovlivněna v závislosti na 

koncentraci síranu měďnatého a světelném režimu – obsah skopoletinu v buňkách i v médiu 

vzrůstal se zvyšující se hladinou měďnatých iontů v živném médiu od koncentrace měďnatých 

iontů 0,1 µmol/l k maximu při 5-50 µmol/l v kultuře na světle a od 10 µmol/l měďnatých iontů 

k maximu při 50 µmol/l v kultuře ve tmě, pak postupně se stoupající koncentrací měďnatých 

iontů klesal za obou světelných režimů (Siatka et al., 2017b). 

 V suspenzní kultuře Bellis perennis byl zkoušen účinek homogenátu kultury Pseudo-

monas aeruginosa a Candida utilis na růst a produkci flavonoidů; byl sledován vliv tří koncen-

trací a doby působení elicitorů (24, 48 a 72 hodin) a světelného režimu (kultivace na světle a za 

tmy). Elicitory neovlivňovaly negativně růst kultury; zvýšení produkce flavonoidů záviselo na 

druhu, koncentraci a době působení elicitoru a způsobu kultivace z hlediska světelného režimu 

– nejvyšší obsah flavonoidů byl dosažen homogenátem Candida utilis po 24 hodinách při kul-

tivaci za světla a po 48 hodinách při kultivaci ve tmě (Siatka et al., 1999). 

 Vliv kyseliny jasmonové, její koncentrace (0,005; 0,05; 0,5 a 5 mmol/l) a doby působení 

(6, 24, 48 a 168 hodin), na produkci flavonoidů a isoflavonoidů byl zkoumán v suspenzních 

kulturách Trifolium pratense pocházejících ze dvou odrůd (DO-8 a DO-9); produkce flavonoidů 

byla zvýšena v obou kulturách nejlépe koncentrací kyseliny jasmonové 0,5 mmo/l, v kultuře 

DO-8 po 24 hodinách, v kultuře DO-9 po 6 hodinách; maximální obsah isoflavonoidů byl do-

sažen pomocí 0,05 mmol/l kyseliny jasmonové v kultuře DO-8 po 6 hodinách, v kultuře DO-9 

po 48 hodinách; v kultuře DO-9 bylo zvýšení obsahu flavonoidů a isoflavonoidů výrazně větší 

než v kultuře DO-8 (Kašparová et al., 2008). Vliv kalcia (0,1; 1 a 10 mmol/l) a verapamilu 

(blokátor kalciového kanálu) na elicitační efekt kyseliny jasmonové (0,005; 0,05 a 0,5 mmol/l) 

byl studován v suspenzní kultuře Trifolium pratense (odrůda Sprint) – tvorba jak flavonoidů, 

tak isoflavonoidů (z nich nejvíce u genistinu) byla nejvyšší v přítomnosti kyseliny jasmonové 

v koncentraci 0,05 mmol/l po dvaceti čtyřhodinovém působení; přídavek chloridu vápenatého 

elicitační účinek kyseliny jasmonové zvýšil, nejlépe v koncentraci 10 mmol/l; naopak kombi-

nace kyseliny jasmonové s verapamilem vedla ke snížení elicitační aktivity kyseliny jasmo-

nové, což ukazuje na důležitou úlohu vápenatých iontů v kyselinou jasmonovou stimulované 

produkci flavonoidů a isoflavonoidů v této kultuře (Kašparová et al., 2014). Účinek kyseliny 

salicylové (koncentrace 0,01; 0,1; 1; 10 mmol/l; doba působení 6, 24, 48 a 168 hodin) na tvorbu 

isoflavonoidů byl testován v suspenzní kultuře Trifolium pratense (odrůda Sprint) – oproti 
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kyselině jasmonové se kyselina salicylová jako elicitor vůbec neosvědčila – obsah isoflavono-

idů v kultuře zůstal nezměněn nebo byl snížen ve srovnání s neelicitovanou kulturou; zkoušeny 

byly také chlorid kademnatý a chlorid rtuťnatý (koncentrace 0,1; 1; 10 a 100 µmol/l; doba pů-

sobení 6, 24, 48 a 168 hodin) jako potenciální elicitory – účinek kademnatých iontů byl zane-

dbatelný, zatímco rtuťnaté ionty významně zvyšovaly produkci isoflavonoidů, nejvíce v kon-

centraci 1 µmol/l po šestihodinovém působení (nejvíce vzrostl obsah daidzeinu, který byl vyšší 

než po elicitaci kyselinou jasmonovou, s níž bylo naopak dosaženo vyššího obsahu genistinu 

ve srovnání s elicitací chloridem rtuťnatým) (Kašparová et al., 2009). Vliv síranu měďnatého 

(koncentrace 0,1; 1; 10 a 100 µmol/l; doba působení 6, 24, 48 a 168 hodin) na produkci flavo-

noidů a isoflavonoidů byl testován v suspenzních kulturách Trifolium pratense (odrůda DO-8 

a DO-9) – nejvyšší obsah flavonoidů byl docílen koncentrací 100 µmol/l po 168 hodinách v kul-

tuře odrůdy DO-8 a koncentrací 10 µmol/l po 24 hodinách v kultuře odrůdy DO-9 (více než 

v kultuře DO-8); v případě isoflavonoidů byla nejúčinnější koncentrace měďnatých iontů 1 

µmol/l (po 48 hodinách) v kultuře odrůdy DO-8 a 10 µmol/l po 168 hodinách v kultuře odrůdy 

DO-9, nejvyšší obsah ze čtyř stanovovaných isoflavonoidů byl zaznamenán u genistinu (více 

v kultuře DO-8); obsah genistinu po elicitaci v těchto kulturách byl vyšší než po elicitaci chlo-

ridem rtuťnatým, ale nižší než po elicitaci kyselinou jasmonovou nebo její kombinaci s chlori-

dem vápenatým v suspenzní kultuře odrůdy Sprint (Kašparová et al., 2007). Jako potenciální 

elicitor produkce flavonoidů a isoflavonoidů byl zkoušen nově syntetizovaný benzylsulfanyl-

pyridinový derivát [2-(2-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothioamid] (látka s antimy-

kobakteriální, antifungální a fotosyntézu inhibující aktivitou) v suspenzní kultuře Trifolium 

pratense odrůdy DO-8 – byl sledován vliv koncentrace (1, 10 a 100 µmol/l) a délky expozice 

(6, 24, 48 a 168 hodin); produkce flavonoidů byla zvýšena všemi koncentracemi (nejlépe kon-

centrací 100 µmol/l) po šestihodinovém působení, při delším kontaktu s kulturou elicitační úči-

nek slábnul; produkce isoflavonoidů genistinu, genisteinu, daidzeinu vzrostla různou měrou 

během 6-48 hodin působení elicitoru, delší aplikace elicitoru (168 hodin) vedla ke snížení ob-

sahu isoflavonoidů v kultuře – z hlediska produkce isoflavonoidů byla optimální koncentrace 

elicitoru 1 µmol/l a optimální doba působení 48 hodin (Kašparová et al., 2012a). Stejná látka 

byla testována také v suspenzní kultuře Trifolium pratense odrůdy Tempus – na rozdíl od před-

chozí kultury, obsah flavonoidů vzrůstal působením všech koncentrací elicitoru (nejvíce při 10 

µmol/l) s délkou expozice k nejvyššímu po 48 hodinách, delší působení (168 hodin) mělo úči-

nek nižší; pro stimulaci produkce isoflavonoidů byla optimální koncentrace 1 µmol/l a doba 

působení 48 hodin, stejně jako u kultury odrůdy DO-8 (Kašparová et al., 2012b). 
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 V kalusových kulturách Rheum palmatum různého stáří a původu (osmiletá a jednoletá 

odvozená z kořene intaktní rostliny a jednoletá odvozená ze semenáčku) byl zkoušen vliv dvou 

forem biogenního elicitoru připraveného z kultury Pseudomonas aeruginosa (suspenze usmr-

cených buněk a homogenát kultury; dvě koncentrace, doba působení 6, 24 a 48 hodin) na pro-

dukci anthracenových derivátů. Působením obou forem elicitoru byl obsah anthracenových de-

rivátů zvýšen podobně v obou kulturách různého stáří odvozených z kořene intaktní rostliny, a 

naopak snížen v kultuře odvozené z klíční rostliny (Kašparová et al., 1999). Vliv homogenátu 

kultury Candida utilis (tři koncentrace, doba působení 6, 24 a 48 hodin) byl testován v před-

chozích třech kalusových kulturách a v suspenzních kulturách, které z nich byly založeny. Eli-

citor zvyšoval produkci anthracenových derivátu v kulturách odvozených jak z intaktní rost-

liny, tak z klíční rostliny; mnohem lepších výsledků bylo dosaženo v suspenzních kulturách – 

nejvyšší obsah po elicitaci byl nalezen v suspenzní kultuře odvozené z osmileté kalusové kul-

tury. Homogenát kultury Candida utilis byl jako elicitor účinnější než homogenát kultury Pseu-

domonas aeruginosa (Kašparová et al., 2001a). V kalusové a suspenzní kultuře Rheum palma-

tum odvozené z kořene intaktní rostliny byla sledována různá doba působení chitosanu ve čty-

řech koncentracích – vyššího obsahu anthracenových derivátů bylo docíleno v suspenzní kul-

tuře; optimální koncentrace a doba působení elicitoru byly 1 mg/ml a 24 hodin; účinnost chi-

tosanu byla srovnatelná s homogenátem kultury Candida utilis (Kašparová et al., 2001b). V de-

vítileté a tříleté kalusové a suspenzní kultuře Rheum palmatum odvozené z kořene intaktní rost-

liny byl hodnocen vliv kyseliny salicylové v pěti koncentracích (1, 2, 5, 10 a 15 mmol/l) a ve 

třech časových intervalech (6, 24 a 48 hodin) po aplikaci elicitoru na tvorbu anthracenových 

derivátů – vyšší produkce bylo dosaženo v mladších kulturách, suspenzní kultury reagovaly 

intenzivněji než kalusové a byla u nich potřebná nižší koncentrace kyseliny salicylové k vyvo-

lání účinku; nejvyšší obsah byl nalezen v suspenzní kultuře po 48 hodinách působení kyseliny 

salicylové použité v koncentraci 1 mmol/l (Kašparová et al., 2002). Vliv koncentrace (0,005; 

0,05; 0,5 a 5 mmol/l) a doby působení (6, 12, 24 a 48 hodin) kyseliny jasmonové na produkci 

anthracenových derivátů byl testován v tříleté kalusové a suspenzní kultuře Rheum palmatum 

odvozené z kořene intaktní rostliny – podobně jako v experimentu s kyselinou salicylovou byla 

kyselina jasmonová účinnější v suspenzní kultuře, optimální koncentrace a délka působení byly 

0,05 mmol/l a 48 hodin (Kašparová et al., 2003b). V téže kalusové a suspenzní kultuře Rheum 

palmatum bylo zkoumáno ovlivnění elicitačního účinku chloridu olovnatého v koncentraci 20 

µmol/l vápenatými ionty (0,1; 1; 10 a 100 mmol/l; doba působení 6, 24 a 48 hodin) – v kalusové 

kultuře byla kombinace s chloridem vápenatým neúčinná; v suspenzní kultuře došlo k mírnému 

zvýšení obsahu anthracenových derivátů přídavkem chloridu vápenatého oproti použití 
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samotného chloridu olovnatého; nejvíce koncentrací 10 mmol/l po 24 hodinách (Kašparová et 

al., 2003a). Ve stejné kalusové a suspenzní kultuře Rheum palmatum byl sledován vliv chloridu 

kademnatého a chloridu hlinitého (koncentrace 1, 10 a 100 µmol/l; doba působení 6, 24, 48 a 

168 hodin) na produkci anthracenových derivátů; elicitační účinek kademnatých a hlinitých 

iontů byl srovnatelný, pozitivně byla ovlivněna produkce zejména v suspenzní kultuře – maxi-

mální obsah anthracenových derivátů byl dosažen chloridem kademnatým v koncentraci 10 

µmol/l po 48 hodinách působení a chloridem hlinitým v koncentraci 100 µmol/l po 6 hodinách 

(Kašparová et al., 2004). 

 V suspenzní kultuře Juniperus virginiana byl zkoumán vliv koncentrace kyseliny 

salicylové (0,01; 0,1; 1 a 10 mmol/l) a kyseliny jasmonové (0,005; 0,05; 0,5 a 5 mmol/l) a doby 

jejich působení (6, 24, 48 a 168 hodin) na produkci podofylotoxinu – k významnému zvýšení 

obsahu podofylotoxinu došlo v kultuře po působení kyseliny salicylové v koncentraci 10 

mmol/l po 24 hodinách a kyseliny jasmonové po 168 hodinách; kyselina jasmonová byla mno-

hem účinnější než kyselina salicylová (Kašparová et al., 2018). 

 

 Myceliální homogenáty Aspergillus niger, Alternaria sp. a Helminthosporium sp. vý-

razně inhibovaly růst v suspenzní kultuře Evolvulus alsinoides, na rozdíl od suspenzní kultury 

Angelica archangelica, ale podobně jako v této kultuře, významně stimulovaly produkci sko-

poletinu, a to s různou intenzitou v závislosti na druhu a koncentraci elicitoru (Naikawadi et al., 

2016). Stejně tak fungální elicitory z Aspergillus niger a Penicillium notatum zvýšily různou 

měrou v závislosti na dávce obsah psoralenu v suspenzní kultuře Psoralea corylifolia (Ahmed 

et al., 2014). Stimulační efekt fungálního elicitoru z Verticillium dahliae na produkci cheliru-

binu v suspenzní kultuře Sanguinaria canadensis byl zesílen v médiu bez růstových regulátorů 

v porovnání s médiem s nimi (Cline et al., 1993), ve shodě s pozorováním v suspenzní kultuře 

Angelica archangelica. Myceliální homogenát Aspergillus niger v závislosti na koncentraci 

zvyšoval tvorbu flavonoidů v suspenzní kultuře Blumea lacera (Mendhulkar et al., 2017), ob-

dobně jako homogenáty použité v suspenzní kultuře Bellis perennis. Biosyntézu anthrachinonů 

zvýšily myceliální homogenáty Aspergillus niger a Aspergillus flavus v suspenzní kultuře 

Morinda elliptica (Chong et al., 2005), jakož i naftodianthronů homogenáty Fusarium oxyspo-

rum, Phoma exigua a Botrytis cinerea v suspenzní kultuře Hypericum perforatum (Simic et al. 

2015). Chitosan stimuloval produkci anthrachinonů v suspenzních kulturách Morinda elliptica 

(Chong et al., 2005) a Rubia tinctorum (Vasconsuelo et al., 2006). Pozitivní elicitační efekt 

fungálního homogenátu a chitosanu byl potvrzen i v suspenzní kultuře Rheum palmatum. 
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 Chlorid kobaltnatý a chlorid nikelnatý neovlivňovaly negativně růst v suspenzní kultuře 

Taxus chinensis (Zhang et al., 2003), podobně jako v suspenzní kultuře Angelica archangelica, 

na rozdíl od ní ale zvyšovaly produkci paklitaxelu. V protikladu k produkci kumarinů v suspen-

zní kultuře Angelica archangelica se manganaté ionty osvědčily jako vhodný elicitor pro tvorbu 

isochinolinových alkaloidů v suspenzní kultuře Eschscholtzia californica (Balažová et al., 

2018). Síran manganatý a síran niklenatý nevykazovaly negativní vliv na růst suspenzní kultury 

Panax ginseng, produkci ginsenosidů první neovlivnil, kdežto druhý zvyšoval (Huang et al., 

2013). Vanadičnan sodný zvýšil syntézu ligninu v suspenzní kultuře Petunia hybrida (Hagen-

doorn et al., 1990). Vanadičnan sodný a síran vanadylu mírně snížily růst suspenzní kultury 

Panax ginseng, ale výrazně zvyšovaly biosyntézu ginsenosidů, vanadičnan mnohem více než 

síran vanadylu (Huang et al., 2013). Chlorid hlinitý neovlivňoval negativně růst a zvyšoval 

produkci kolchicinu v kořenové kultuře Gloriosa superba (Ghosh et al., 2006) a produkci 

withanolidů v suspenzní kultuře Withania somnifera (Sivanandhan et al., 2014); pozitivní efekt 

na tvorbu sekundárních metabolitů vykázal i v suspenzních kulturách Angelica archangelica a 

Rheum palmatum. Byl popsán stimulační účinek chloridu rtuťnatého na produkci umbeliferonu 

v suspenzní kultuře Ipomoea batatas (Smith et al., 2001) nebo medikarpinu v kalusové kultuře 

Trifolium repens (Gustine, 1981), stejně jako byl nalezen u tvorby kumarinů a isoflavonoidů 

v suspenzních kulturách Angelica archangelica a Trifolium pratense. Kademnaté ionty půso-

bily s rostoucí koncentrací inhibičně na růst v in vitro kultuře celých rostlin Dionaea muscipula, 

ale současně stimulačně na biosyntézu antokyanů (Babula et al., 2009), a zvyšovaly produkci 

kyseliny kávové v suspenzní kultuře Echinacea purpurea (Açikgöz et al., 2018), podobně jako 

tvorbu anthracenových derivátů v suspenzní kultuře Rheum palmatum, zatímco se neosvědčily 

jako elicitor pro biosyntézu kumarinů a isoflavonoidů v suspenzních kulturách Angelica ar-

changelica a Trifolium pratense. Síran zinečnatý neměl pozitivní účinek na produkci betalainů 

v suspenzní kultuře Beta vulgaris (Trejo-Tapia et al., 2001), stejně jako na produkci kumarinů 

v suspenzní kultuře Angelica archangelica. Měďnaté ionty se ukázaly být vhodným elicitorem 

produkce skopoletinu v suspenzní kultuře Sphaeralcea angustifolia (Pérez-Hernández et al., 

2019), furanokumarinů v suspenzní kultuře Conium maculatum (Meier et al., 2015), pyranoku-

marinů v kořenové kultuře Angelica gigas (Rhee et al., 2010), flavonoidů v suspenzní kultuře 

Digitalis lanata (Bota et al., 2011) a isoflavonoidů v suspenzní kultuře Trifolium pratense (En-

gelmann et al., 2009), obdobně jako v suspenzních kulturách Angelica archangelica a Trifolium 

pratense, ale nevykázaly žádný elicitační efekt na tvorbu furanokumarinů v suspenzní kultuře 

Changium smyrnioides (Cai et al., 2017). Olovnaté ionty pozitivně ovlivnily produkci silyma-

rinu v suspenzní kultuře Silybum marianum (Ashtiani et al., 2011), podobně jako anthraceno-
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vých derivátů v suspenzní kultuře Rheum palmatum, a byly bez účinku na obsah podofyloto-

xinu v suspenzní kultuře Linum album (Shams-Ardakani et al., 2005). Stimulační účinek kyse-

liny salicylové popsaný u tvorby flavonoidů v suspenzních kulturách Thevetia peruviana (Men-

doza et al., 2018) a Blumea lacera (Mendhulkar et al., 2016) a isoflavonoidů v suspenzní kul-

tuře Psoralea corylifolia (Shinde et al., 2009) či transformované kořenové kultuře Pueraria 

candollei (Udomsuk et al., 2011) se nepotvrdil u produkce isoflavonoidů v suspenzní kultuře 

Trifolium pratense. Kyselina salicylová zvyšovala biosyntézu anthrachinonů v kalusové kultuře 

Cassia alata (Shah et al., 2019) a v suspenzních kulturách Morinda citrifolia (Komaraiah et al., 

2005) a Polygonum multiflorum (Thiruvengadam et al., 2016) stejně jako v suspenzní kultuře 

Rheum palmatum. Produkci podofylotoxinu zlepšovala kyselina salicylová v suspenzní kultuře 

Linum album (Yousefzadi et al., 2010), podobně jako v suspenzní kultuře Juniperus virginiana, 

ale neovlivnila ji pozitivním způsobem v suspenzní kultuře Linum thracicum (Sasheva et al., 

2015). Stimulační efekt kyseliny jasmonové na produkci flavonoidů v suspenzní kultuře Hype-

ricum perforatum (Gadzovska et al., 2007), isoflavonoidů v transformované kořenové kultuře 

Psoralea corylifolia (Zaheer et al., 2016), anthrachinonů v suspenzních kulturách Morinda 

elliptica (Chong et al., 2005) a Polygonum multiflorum (Thiruvengadam et al., 2016) se projevil 

také u produkce příslušných sekundárních metabolitů v suspenzních kultuách Trifolium pra-

tense a Rheum palmatum. Zvýšení obsahu podofylotoxinu pozorované v suspenzní kultuře Ju-

niperus virginiana po aplikaci kyseliny jasmonové bylo popsáno také v suspenzních kulturách 

Linum album (Van Fürden et al., 2005) a Podophyllum hexandrum (Hazra et al., 2017) po apli-

kaci methyljasmonátu. Elicitační aktivitu vykazovaly nové syntetické látky na produkci např. 

flavonoidů v kalusové kultuře Fagopyrum esculentum deriváty ureidopyrazinu (Bouz et al., 

2018) nebo isoflavonoidů v suspenzní kultuře Genista tinctoria pyridinkarbothioamidy 

(Tůmová et al., 2013), obdobně jako benzylsulfanylpyridinový derivát v suspenzní kultuře Tri-

folium pratense. 

 Odlišná citlivost kultur (buněčný růst a produkce sekundárních metabolitů) vůči elici-

toru v závislosti na světelném režimu, jež byla zaznamenána v suspenzních kulturách Angelica 

archangelica, byla popsána např. v suspenzních kulturách Digitalis lanata (síran manganatý; 

kardenolidy) (Ohlsson et al., 1989), Petroselinum crispum (fungální homogenát; furanokuma-

riny) (Reil et al., 1996), Hypericum perforatum (kyselina jasmonová a salicylová, fungální eli-

citory; hypericin) (Walker et al., 2002), Silybum marianum (kyselina jasmonová; flavolignany) 

(Hasanloo et al., 2008) a Fagonia indica (methyljasmonát; flavonoidy) (Khan et al., 2018), ale 

její příčina není známa. Pokud jde o schopnost kultur různého stáří, příp. původu (rostlinná část, 

z níž byla kultura odvozena), reagovat na přidaný elicitor, nebyl nalezen výrazný rozdíl např. 
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v suspenzních kulturách (sedmi- a jednoletá) Papaver somniferum produkujících sanguinarin 

po aplikaci fungálního elicitoru (Eilert et al., 1985), podobně jako to bylo pozorováno v suspen-

zních kulturách Rheum palmatum po působení mikrobiálních homogenátů nebo kyseliny salicy-

lové; v případě obou kultur se odpověď vůči použitým elicitorům lišila jen svou intenzitou. 

Naproti tomu v suspenzní kultuře Glycine max jednoleté, odvozené ze semenáčku, indukovaly 

bakteriální elicitory a chlorid rtuťnatý produkci glyceollinu, zatímco v šestnáctileté, odvozené 

z kořene, nedošlo k žádné reakci po přidání těchto elicitorů (Fett et al., 1982). Různá intenzita 

odpovědi vůči abiotickým a biotickým elicitorům v závislosti na odrůdě, jak byla pozorována 

v kulturách Trifolium pratense odvozených z různých odrůd, byla popsána např. v suspenzních 

kulturách dvou odrůd Pueraria candollei při produkci isoflavonoidů (Korsangruang et al., 

2010) nebo Echinacea purpurea při produkci derivátů kyseliny kávové (Rady et al., 2018). 

 Jak vyplývá z výsledků elicitace v kalusových a suspenzních kulturách Angelica ar-

changelica, Bellis perennis, Trifolium pratense, Rheum palmatum a Juniperus virginiana a z 

literárních údajů, explantátové kultury se liší svou schopností zvýšit produkci sekundárních 

metabolitů po působení jednotlivých elicitorů. Je to dáno tím, že odpověď rostlinných buněk 

na elicitorem vyvolaný stres je tvořena multikomponentní sítí skládající se z mnoha paralelních 

nebo vzájemně provázaných signálních drah, které mezi sebou spolupracují a mohou se lišit 

v percepci různých elicitorů i ve způsobu a míře reakce na jejich působení. Flexibilnost těchto 

mechanismů umožňuje na základě rozličných podnětů variabilně regulovat velké množství me-

tabolických kontrolních míst, což může, ale nemusí, vést ke zvýšené akumulaci různých skupin 

sekundárních metabolitů (Ramirez-Estrada et al., 2016; Narayani et al., 2017; Betsuyaku et al., 

2017). Při současném stavu poznání není možné předpovědět, zda určitý elicitor bude účinný 

v konkrétní explantátové kultuře pro stimulaci žádaných sekundárních metabolitů (Ahmed et 

al., 2014). 
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3  Biologická aktivita vybraných přírodních látek 

 

 V této kapitole jsou shrnuty výsledky zkoumání antioxidačního a hemolytického účinku 

extraktů z drogy Bellidis flos, účinku extraktů z drogy Hibisci sabdariffae flos u chronického 

renálního selhání, inhibičního působení izolovaných isochinolinových alkaloidů vůči enzymům 

souvisejícím s etiopatogenezí Alzheimerovy choroby (acetylcholinesterasa, butyrylcholineste-

rasa, prolyloligopeptidasa, glykogen synthasa kinasa-3β) a nádorových onemocnění (aldoketo-

reduktasa AKR1C3) 

 

3.1 Bellidis flos – hemolytický a antioxidační účinek 

 

 Bellis perennis, sedmikráska obecná (Asteraceae) je vytrvalá bylina, původní v Evropě 

a západní Asii a rozšířená prakticky po celém; má velmi dlouhou dobu kvetení, zpravidla od 

března do listopadu (Mitich, 1997; Slavík, 2004; Brouillet, 2006). V tradiční medicíně se pou-

žívá úbor jako expektorans, diuretikum, antiflogistikum (Schöpke et al., 1992; Nazaruk et al., 

2001) a dermatologikum (Karakaş et al., 2012). Hlavní obsahové látky jsou flavonoidy (apige-

nin, kvercetin, kaempferol, isorhamnetin a jejich glykosidy) (Gudej et al., 1997; Nazaruk et al., 

2000; Gudej et al., 2001; Nazaruk et al., 2001; Haselgrübler et al., 2018), fenolické kyseliny 

(např. kyselina kávová a chlorogenová) (Grabias et al., 1995; Haselgrübler et al., 2018), triter-

penické saponiny (hlavně oleananového typu) (Glensk et al., 2001; Morikawa et al., 2008; 

Yoshikawa et al., 2008; Morikawa et al., 2010; Morikawa et al., 2011). U saponinů byl prokázán 

antiprolifertivní účinek in vitro (Ninomiya et al., 2016), antihyperlipidemický in vivo u myší 

(Morikawa et al., 2010), extrakty z úborů podporují hojení ran bez vytváření jizev u potkanů 

(Karakaş et al., 2012) a tvorbu kolagenu v lidských kožních fibroblastech in vitro (Morikawa 

et al., 2015), mají účinek protizánětlivý, antibakteriální (Karakaş et al., 2017), antioxidační 

(Marques et al., 2013; Karakaş et al., 2017). Bellidis flos je kodexovou drogou – tvoři ji usušený 

úbor, je zařazena do farmakologické skupiny fytofarmaka (diuretika) (Český farmaceutický ko-

dex, 1993). 

 Reaktivní formy kyslíku a dusíku hrají důležitou roli v mnoha fyziologických procesech 

v organismu (Weidinger et al., 2015). Jejich zdroje jsou endogenní a exogenní, mají povahu 

radikálovou a neradikálovou, a v organismu existuje mnoho mechanismů regulujících jejich 

hladinu (tvorbou a eliminací) (Kohen et al., 2002; Lushchak, 2014; Liguori et al., 2018). Ne-

rovnováha mezi oxidanty a antioxidanty posunutá ve prospěch oxidantů vedoucí k narušení 
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redoxní signalizace a kontroly a k poškození biomolekul se označuje jako oxidační stres (Sies, 

2018); reaktivní formy kyslíku a dusíku oxidativně poškozují lipidy, proteiny a DNA a jsou 

účastny v procesu stárnutí (oxidační teorie stárnutí) a etiopatogenezi mnoha patologických 

stavů jako jsou např. kardiovaskulární onemocnění, diabetes, chronická obstrukční plicní ne-

moc, Alzheimerova choroba, makulární degenerace, chronické renální selhání a nádorová one-

mocnění (Liguori et al., 2018). Antioxidačně účinné přírodní látky se mohou uplatnit v prevenci 

nebo zmírňování progrese těchto stavů (Pohl et el., 2018; Chikara et al., 2018; Zhang et al., 

2018); dobře prokázané jsou antioxidační účinky flavonoidů (Perez-Vizcaino et al., 2018) a 

fenolických kyselin (Razzaghi-Asl et al., 2013). 

 

 Byla zkoumána hemolytická účinnost drogy Bellidis flos získané sběrem úborů sedmi-

krásky obecné v hlavním období jejího kvetení, tj. od března do října, v jednoměsíčním inter-

valu v průběhu tří let ze čtyř lokalit, a to lékopisnou metodou pro stanovení saponinů (Česko-

slovenský lékopis 4, 1987). Hemolytická účinnost drogy se v závislosti na době sběru úborů 

během roku významně mění – nejnižší je u drogy z březnových sběrů, potom postupně stoupá, 

maxima dosahuje na konci jara a v letních měsících (červen červenec, srpen), pak dochází opět 

k jejímu poklesu, neklesá však až na březnové minimum ani u sběru z října (Siatka et al., 

2003b). 

 Na základě předchozího zjištění byly sledovány také změny obsahu celkovýh fenolů a 

flavonoidů a antioxidační aktivity u drogy Bellidis flos pocházející se sběrů v jednoměsíčním 

intervalu po dobu tří let na třech lokalitách. Pro analýzu drogy byly použity osvědčené metody 

popsané v literatuře: pro stanovení flavonoidů lékopisné spektrofotomerické metody podle 

Christa a Müllera (Christ et al., 1960; Evropský lékopis, 1997) a podle Glasla (Glasl, 1985; 

Evropský lékopis, 1999), obsah celkových fenolů byl stanovován spektrofotometricky po re-

akci s Folin-Ciocalteuovým činidlem (Singleton et al., 1965) a antioxidační aktivita byla hod-

nocena spektrofotometricky metodou založenou na zhášení stabilního radikálu 2,2-difenyl-1-

pikrylhydrazylu (Blois, 1958; Brand-Williams et al., 1995). Byla nalezena signifikantní kore-

lace mezi antioxidační aktivitou a obsahem celkových fenolů, nikoliv flavonoidů, takže flavo-

noidy nejsou jedinými látkami odpovědnými za antioxidační účinek drogy. Změny obsahu fla-

vonoidů a celkových fenolů, stejně jako antioxidační aktivita, byly v droze získané sběrem bě-

hem roku relativně malé a nebyla v nich shledána žádná pravidelnost mezi jednotlivými roky 

(Siatka et al., 2010b). 
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 Obsah sekundárních metabolitů a účinky rostlin se mohou měnit v průběhu roku, znalost 

těchto změn je důležitá pro určení nejvhodnější doby sběru (Soni et al., 2015). Tyto změny 

mohou být podmíněny jednak ontogenetickým vývojem rostlin, jednak vlivy prostředí (teplota, 

intenzita světla, vodní poměry, cirkadiánní rytmy, koncentrace ozonu nebo oxidu uhličitého 

atd.) (Pavarini et al., 2012; Verma et al., 2015). Pokud jde o hodnocení antioxidační aktivity in 

vitro, bylo popsáno velké množství metod, nejčastěji používaná je metoda využívající 2,2-dife-

nyl-1-pikrylhydrazyl (Alam et al., 2013), proto byla zvolena, podobně jako v jiných pracech 

(Cheel et al., 2013; Pandey et al., 2016; Soltanabad et al., 2018). Antioxidační aktivita korelo-

vala s obsahem flavonoidů a celkových fenolů u extraktů z rostliny Tephrosia purpurea (Pan-

dey et al., 2016), zatímco u sedmikrásky jen s celkovými fenoly; u listů Rosmarinus officinalis 

s flavonoidy a celkovými fenoly (Soltanabad et al., 2018), ale u kořenů Glycyrrhiza glabra 

s obsahem tříslovin, nikoliv s flavonoidy a celkovými fenoly (Cheel et al., 2013). Minimální 

změny obsahu seskviterpenických laktonů, relativně malé kolísání v obsahu flavonoidů, zato 

výrazné změny v obsahu fenolických kyselin v průběhu roku byly pozorovány v listech 

Eremanthus mattogrossensis (Gouvea et al., 2012), kdežto u sedmikrásky se výrazně měnil 

obsah triterpenických saponinů v závislosti na ročním období; obdobně se významně měnil 

v průběhu roku obsah triterpenického saponinu glycyrrhizinu v kořenech Glycyrrhiza glabra (u 

něj ale docházelo i k výrazným změnám množství flavonoidů a fenolů na rozdíl od sedmi-

krásky) (Cheel et al., 2013), diterpenu kyseliny karnosové v listech Rosmarinus officinalis (Sol-

tanabad et al., 2018) nebo diterpenických alkaloidů v jehličí Taxus baccata (Hook et al., 1999). 

 Změny obsahu jednotlivých skupin obsahových látek v úborech sedmikrásky obecné 

v závislosti na době sběru v průběhu roku nesouvisí s ontogenetickým vývojem, neboť úbory 

byly sbírány po celou dobu ve stejném vývojovém stadiu, a jsou tedy vyvolány vlivy prostředí 

– u rostlin rostoucích v přirozených podmínkách je ale obtížné oddělit efekty jednotlivých fak-

torů prostředí a určit, které jsou významné a jaký mají vliv, a je tudíž složité tyto změny inter-

pertovat. Na základě získaných výsledků lze konstatovat, že droga získaná sběrem úborů Bellis 

perennis od jara do podzimu je srovnatelně použitelná v indikacích, jež jsou založeny na účin-

cích fenolických látek a flavonoidů v ní obsažených. 

 

3.2 Hibisci sabdariffae flos – účinek u chronického renálního selhání 

 

 Hibiscus sabdariffa, ibišek súdánský (Malvaceae) je jednoletá vysoká bylina, pěstovaná 

v tropických a subtropických oblastech zemí Afriky, Asie, Střední Ameriky a v Mexiku; čerstvé 

nebo usušené kalichy jsou používány pro přípravu nápojů po celém světě, v tradiční medicíně 
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je využívána jako diuretikum, choleretikum, febrifugum, antihypertensivum a laxativum (Da-

Costa-Rocha et al., 2014; Jabeur et al., 2017). Hlavní obsahové látky jsou organické kyseliny, 

antokyany (glykosidy delfinidinu a cyanidinu), flavonoidy, fenolické kyseliny a polysacharidy. 

V pokusech na zvířeti a v klinickém zkoušení byl prokázán účinek antihypertesivní a antihy-

perlipidemický, v pokusech na zvířeti hepatoprotektivní a některé další (Da-Costa-Rocha et al., 

2014; Riaz et al., 2018). Hibisci sabdariffae flos je lékopisnou drogou – tvoří ji usušený kalich 

a kalíšek sklizený v době zralosti (Český lékopis, 2017). 

 Chronické renální selhání, charakterizované progresivním poklesem glomerulární fil-

trace (Choi et al., 2014), je rostoucí problém v rozvinutých i rozvojových zemích (Tokoroyama 

et al., 2016; Perica et al., 2016), jenž se týká přibližně 10 % dospělé populace světa (Kalantar-

Zadeh et al., 2017) – zkracuje délku a snižuje kvalitu života kvůli zvýšené prevalenci morbidity 

a mortality v důsledku kardiovaskulární a neurohumorální dysfunkce a selhání ledvin (Wouters 

et al., 2015, Nelson et al., 2016). Doposud není žádné léčivo na toto onemocnění a současné 

terapeutické přístupy se soustředí na normalizaci hyperglykemie, dyslipidemie a krevního tlaku 

(Chauhan et al., 2009; Choi et al., 2014), úpravu diety a životosprávy (Van Huffel et al., 2014; 

Kalantar-Zadeh et al., 2017; Palmer et al., 2017). Je tedy zapotřebí hledat a vyvíjet nové, bez-

pečné a účinné prostředky pro zmírnění následků onemocnění nebo zpomalení či odvrácení 

poškození funkce ledvin, jehož konečným stadiem je renální selhání, kde zůstávají jediné dvě 

možnosti řešení, a to dialysa nebo transplantace, obojí drahé a v mnoha zemích i nedostupné. 

 

 Zkoumání biologické aktivity extraktu z drogy Hibisci sabdariffae flos předcházela ana-

lýza jejích obsahových látek se zaměřením na antokyany – byla vypracována metoda ultra vy-

sokoúčinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní spektrometrií a ionizací elek-

trosprejem – byly potvrzeny delfinidin-3-sambubiosid a cyanidin-3-sambubiosid jako hlavní 

látky, minoritně byly přítomny další glykosidy delfinidinu a cyanidinu (Cahlíková et al., 2015). 

 Pro hodnocení biologické aktivity byl připraven extrakt z drogy s vysokým obsahem 

antokyanů – k extrakci byl použit ethanol místo vody, aby se omezila přítomnost slizů, které 

komplikují filtraci; ethanolový extrakt byl odpařen do sucha, poté rozpuštěn ve vodě a po fil-

traci aplikován na sloupec s polyamidem, z něhož byly nejdříve vodou vymyty aglykony a mo-

noglykosidy a poté byla vymytím 95% ethanolem získána frakce bohatá na 3-sambubiosidy 

delfinidinu a cyanidinu; ethanolový extrakt byl smíchán s diethyletherem, vzniklý precipitát byl 

odfiltrován, usušen a upráškován. Pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie byl stano-

ven obsah hlavních složek extraktu – obsahoval kolem 50 % delfinidin-3-sambubiosidu, 12 % 

cyanidin-3-sambubiosidu, 4 % rutinu a 1 % kyseliny chlorogenové (Opletal et al., 2017). 
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 Byl zkoumán protektivní účinek vodného extraktu drogy Hibisci sabdariffae flos ve 

dvou koncentracích a antokyanového koncentrátu, připraveného výše uvedeným způsobem, ve 

třech koncentracích po perorálním podání na modelu adeninem indukovaného chronického re-

nálního selhání u potkanů, jako srovnávací látka byl použit lisinopril – vodný extrakt i antokya-

nový koncentrát vykázaly významný protektivní, dávkově závislý efekt u chronického renál-

ního selhání srovnatelný s účinkem lisinoprilu – při současném podávání s adeninem snížily 

diastolický krevní tlak a přírůstek hmotnosti, zlepšily biochemické indikátory funkce ledvin a 

zmírnily histopatologické změny na ledvinách (zánět a fibrosu) (Ali et al., 2017). 

 

 Podobně byl prospěšný účinek extraktu drogy po perorálním podání prokázán v chirur-

gickém modelu chronického renálního selhání u potkanů (Seujange et al., 2013), u nefrotoxicity 

vyvolané organofosfátovým pesticidem malathionem u potkanů (Mossalam et al., 2011) nebo 

při diabetické nefropatii u potkanů s diabetem navozeným streptozocinem (Wang et al., 2011). 

Patofyziologický základ chronického renálního selhání a jeho komplikací zahrnuje zánět, oxi-

dační stres a apoptózu (Filiopoulos et al., 2009; Okamura et al. 2015). Mechanismy, jež se 

podílejí na příznivém působení extraktu a koncentrátu antokyanů z ibišku súdánského u tohoto 

patologického procesu, mohou zahrnovat jejich antihypertensivní efekt (Nwachukwu et al., 

2017), protože snížení krevního tlaku u osob trpících chronickým renálním selháním u nich 

snižuje mortalitu (Malhotra et al., 2017), hmotnost snižující účinek (Chang et al., 2014; Kao et 

al., 2016; Ojulari et al., 2019), neboť redukce hmotnosti zlepšuje stav pacientů s chronickým 

renálním selháním (Van Huffel et al., 2014), a snížení hladiny prozánětlivých cytokinů a mar-

kerů oxidačního stresu, protože bylo prokázáno, že oxidační stres způsobuje glomerulární skle-

rosu, poškození tubulů, albuminurii a postupnou renální dysfunkci (Wang et al., 2011); extrakt 

ibišku je silným antioxidantem (Da-Costa-Rocha et al., 2014; Jabeur et al., 2017) a antioxidanty 

mají příznivý vliv u chronického renálního selhání (Jun et al., 2012). Vodný extrakt květu ibišku 

súdánského a jeho antokyany mohou tedy být považovány za snadno dostupný, bezpečný dietní 

prostředek ke zpomalení progrese chronického renálního selhání u člověka. 

 

3.3 Isochinolinové alkaloidy – inhibiční účinek vůči acetylcholinesterase, butyrylcholin-

esterase, prolyloligopeptidase a glykogensynthasa kinase-3β 

 

 Acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa a glykogensynthasa 

kinasa-3β jsou enzymy, jež hrají významnou roli v etiopatogezi Alzheimerovy choroby. 
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 Alzheimerova choroba je chronické, progredující, multifaktoriální, neurodegenerativní 

onemocnění, jež se projevuje poruchami poznávacích funkcí a chování a omezeními v každo-

denních činnostech. Je nejčastější formou demence, představuje asi 80 % všech případů de-

mence u lidí pokročilejšího věku, a jeho prevalence stoupá exponenciálně od 65. do 85. roku 

života se zdvojením během každých pěti let (Lleó, 2007; Kumar et al., 2015a; Maqbool et al., 

2016). Pokud jde o patologický nález, je pro Alzheimerovu chorobu charakteristické extrace-

lulární hromadění β-amyloidního peptidu (amyloidní či senilní plaky) a tvorba intraneuronál-

ních filament hyperfosforylovaného τ-proteinu (neurofibrilární klubka), což vede k postupující 

ztrátě neuronů a rozpadu nervových propojení, zejména v mozkové kůře (Park, 2010; Rasool 

et al. 2014; Maqbool et al., 2016). Etiologie a patofyziologie Alzheimerovy choroby není zcela 

známa a existuje mnoho hypotéz, např hypotéza cholinergní, amyloidní, tauproteinová, zánětu, 

mitochondriální dysfunkce, od nichž se odvíjí možná místa terapeutického zásahu (Kumar et 

al., 2015a; Nesi et al., 2017; Kinney et al., 2018; Li et al., 2019; Perez Ortiz et al., 2019). Použití 

tří (donezepil, rivastigmin, galantamin) ze čtyř v současnosti dostupných léčiv je založeno na 

cholinergní hypotéze (Li et al., 2019), jež je stále považována za velmi robustní (Manyevitch 

et al., 2018) a je podpořena mnoha pozorováními, že pokles cholinergní transmise v mozku 

koreluje se závažností demence, neboť centrální cholinergní systém hraje klíčovou roli v regu-

laci učení, paměti a pozornosti (Lleó, 2007; Li et al., 2019). Acetylcholinesterasa a butyrylcho-

linesterasa jsou zodpovědné za rozklad acetylcholinu v synapsích; ve zdravém mozku je rela-

tivní poměr těchto enzymů 99:1, s progresí Alzheimerovy choroby koncentrace a aktivita prv-

ního enzymu klesá a druhého stoupá až na poměr 2:1 (Nordberg et al., 2013). Inhibice obou 

enzymů může proto být prospěšná při léčbě symptomů tohoto onemocnění (Lleó, 2007). 

Čtvtým v současnosti používaným léčivem je memantin, nekompetitivní antagonista N-methyl-

D-aspartátového receptoru, který chrání neurony před zvýšenou stimulací tohoto receptoru vy-

skytující se u Alzheimerovy choroby, a tím ochraňuje před glutamátem a kalciem zprostředko-

vanou neurotoxicitou (Kumar et al., 2016; Li et al., 2019). 

 Prolyloligopeptidasa představuje další z možných cílů při terapii Alzheimerovy cho-

roby. Tento enzym, který štěpí peptidy s relativně malou molekulovou hmotností (např. vaso-

presin, thyreotropin uvolňující hormon, substance P), se vyskytuje v mnoha lidských tkáních, 

jeho nejvyšší aktivita byla nalezena v kosterním svalstvu a mozku, zejména v mozkové kůře, a 

jeho abnormální hladiny mohou být spojeny s neurodegenerací a poruchami paměti a kognice 

(Wilson et al., 2011; Svarchahs et al., 2019). Byly např. pozorovány signifikantně vyšší hladiny 

prolyloligopeptidasy u pacientů s Alzheimerovou chorobou ve srovnání se zdravými lidmi 

(Wilson et al., 2011) nebo deficit substance P a vasopresinu v postmortem studiích mozkových 
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tkání pacientů s neurodegenarativními onemocněními (Morain et al., 2002). Různé in vivo ex-

perimenty na zvířecích modelech (López et al., 2011) ukázaly, že inhibice prolyloligopeptidasy 

měla neuroprotektivní efekt a zlepšovala kognitivní funkce, krátkodobou i dlouhodobou paměť 

(López et al., 2011). Exaktní mechanismus účinku stále není zcela vysvětlen (Brandt et al., 

2007; López et al., 2011; Männistö et al., 2017). Byly prováděny i klinické pokusy s inhibitory 

prolyloligopeptidasy; nejčastěji je referováno o syntetické látce S-17092, při jejímž podávání 

bylo prokázáno zlepšení poznávacích schopností a paměti u zdravých starších osob (Morain et 

al., 2000) a navíc určitý náladu stabilizující potenciál u zdravých mladých dobrovolníků (Mo-

rain et al., 2007). Slibné výsledky vedou k tomu, že jsou hledány další látky s inhibiční aktivitou 

vůči tomuto enzymu (Lawandi et al., 2010; Kumar et al., 2019). 

 Glykogensynthasa kinasa-3β byla původně objevena jako enzym regulující metabolis-

mus glykogenu, následně bylo zjištěno, že je exprimována ubikvitárně v savčích tkáních a 

ovlivňuje mnoho procesů, např. buněčné dělení a diferenciaci, apoptózu, cirkadiánní rytmy 

(Maqbool et al., 2016); poruchy v její aktivitě mohou hrát roli v různých patologických stavech, 

jako jsou např. nádorová, kardiovaskulární, psychiatrická a neurodegenerativní onemocnění 

nebo diabetes (Takanashi-Yanaga et al., 2013; Saraswati et al., 2018). V patogenezi Alzheime-

rovy choroby je glykogensynthasa kinasa-3β zodpovědná za hyperfosforylaci τ-proteinu, za 

normálních okolností rozpustného proteinu stabilizujícího mikrotubuly v axonech; nadměrná 

fosforylace vede k jeho agregaci a vzniku neurofibrilárních klubek, čímž dochází k poškození 

neuronů a jejich odumírání (Balaraman et al., 2006; Maqbool et al., 2016; Saraswati et al., 

2018). Glykogensynthasa kinasa-3β má také spojitost s mitochondriální dysfunkcí u Alzheime-

rovy choroby a indukuje rovněž tvorbu β-amyloidu, který zároveň přispívá k její aktivaci (Her-

nández et al., 2010; Reddy, 2013). Inhibitory glykogensynthasa kinasy-3β redukují tvorbu β-

amyloidu a hyperfosforylaci τ-proteinu a vykázaly příznivý efekt u Alzheimerovy choroby; ně-

které látky vstoupily již do klinického hodnocení, příkladem může být syntetický tideglusib 

(Domínguez et al., 2012; Del Ser et al., 2013; Lovestone et al., 2015; Maqbool et al., 2016); 

z přírodních látek mají zajímavou aktivitu např. β-karbolinové alkaloidy manzaminy izolované 

z mořských hub (Eldar-Finkelman et al., 2011; Kramer et al., 2012). 

 

 Byl vypracován přehledový článek o boldinových alkaloidech, jež patří mezi isochino-

linové alkaloidy aporfinového typu – shrnuje informace o jejich struktuře, izolaci, rozšíření 

v rostlinách, a hlavně o jejich biologické aktivitě. V literatuře je největší pozornost věnována 

boldinu – vykazuje účinky antioxidační (jsou příznivé u neurodegenerativních onemocnění, na 

druhou stranu schopnost boldinu inhibovat lidskou acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu 
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v testu in vitro je malá) a hepatoprotektivní, zvyšuje sekreci žluči a vyznačuje se nízlou toxici-

tou. Byly u něj a některých dalších boldinových alkaloidů, případně jejich semisyntetických 

derivátů, studovány i účinky antiinvazivní, antidiabetické, imunomodulační, protizánětlivé 

apod. V článku je diskutována také perspektiva praktického využití boldinových alkaloidů ve 

farmacii a mimo ni (Hošťálková et al., 2015). 

 U alkaloidních extraktů čtyř kultivarů Narcissus nanus, dvou kultivarů Narcissus 

jonquila, Narcissus pumilus var. plenus a Narcissus jonquila var. henriquesii (Amaryllidaceae) 

byly zkoumány obsažené alkaloidy pomocí plynové chromatografie a hmotnostní spektrome-

trie – bylo identifikováno dvacet pět alkaloidů čeledi Amaryllidaceae galantaminového, homo-

lykorinového, lykorinového a tazettinového typu, pět alkaloidů se tímto způsobem nepodařilo 

identifikovat (je nutná jejich izolace). U pěti extraktů byla stanovena jejich inhibiční aktivita 

vůči lidské acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase spektrofotometricky Ellmannovou me-

todou (Ellmann et al., 1961) – nejaktivnější byl u prvního enzymu extrakt z Narcissus pumilus 

var. plenus, u druhého extrakt z Narcissus nanus cv. Elka). U dvou izolovaných alkaloidů 

narwedinu a inkartinu byla stanovena inhibiční aktivita vůči cholinesterasám – byla nízká ve 

srovnání s galantaminem, huperzinem a eserinem; hodnocena byla také inhibice rekombinantní 

prolyloligopeptidasy spektrofotometrickou metodou – aktivita byla u obou látek srovnatelná 

s baikalinem (Havlasová et al., 2014). 

 Byly zkoumány alkaloidy obsažené v Argemone platyceras (Papaveraceae) – nať s ko-

řeny byla extrahována ethanolem, extrakt byl frakcionován sloupcovou chromatografií s vyu-

žitím oxidu hlinitého, následně byly opakovanou preparativní tenkovrstvou chromatografií izo-

lovány alkaloidy typu benzylisochinolinového (laudanosin – byl z této rostliny izolován po-

prvé), protopinového (protopin, allokryptopin) a pavinanového (argemonin, norargemonin, 

platycerin, munitagin) a jejich struktury byly určeny spektroskopickou a spektrometrickou ana-

lýzou. U izolovaných alkaloidů byla testována schopnost inhibice lidské acetylcholinesterasy a 

butyrylcholinestrasy a rekombinantní prolyloligopeptidasy – alkaloidy vykazovaly různě silnou 

inhibiční aktivitu (nižší než galantamin, huperzin a eserin u cholinesteráz a berberin a Z-pro-

prolinal u prolyloligopeptidasy); nejaktivnější byl munitagin, jenž vykázal duální inhibici ace-

tylcholinesterasy a prolyloligopeptidasy, i když byly jeho účinky na oba enzymy nižší než u 

srovnávacích látek (Siatka et al., 2017a). 

 Z alkaloidního extraktu kořenové kůry Berberis vulgaris (Berberidaceae) bylo sloupco-

vou chromatografií a následnou preparativní tenkovrstvou chromatografiíí izolováno sedm zná-

mých isochinolinových alkaloidů (berberin, 8-oxoberberin, berbidin, berbamin, aromolin, 

obamegin, palmatin) a tři nové (bersavin, muraricin, berbostrejdin), jejichž struktura byla 
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identifikována pomocí spektroskopických metod. U alkaloidů byl hodnocen jejich in vitro inhi-

biční účinek na lidskou acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu a rekombinantní prolylo-

ligopeptidasu – signifikantní inhibice butyrylcholinesterasy, řádově vyšší ve srovnání s galan-

taminem a huperzinem, byla nalezena u aromolinu, jehož aktivita byla podpořena též výsledky 

molekulového modelování (Hošťálková et al., 2019). 

 Inhibiční účinek na rekombinantní glykogensynthasa kinasu-3β byl studován u dvaceti 

osmi alkaloidů čeledi Amaryllidaceae různých strukturních typů (belladinový, haemanthami-

nový, krininový, galantaminový, lykorinový, homolykorinový a tazettinový) izolovaných 

v předchozích pracech z rostlin této čeledi (Zephyranthes robusta, Chlidanthus fragrans, Ne-

rine bowdenii, Narcissus poeticus cv. Pink Parasol a Narcissus poeticus cv. Brackenhurst), a to 

luminiscenční metodou popsanou v literatuře (Baki et al., 2007). Nejaktivnější byly 9-O-deme-

thylhomolykorin, masonin a karanin s účinkem nesrovnatelně nižším než inhibitor použitý jako 

porovnávací látka (syntetický arylindolmaleimidový derivát SB-415286). 

 

 Fakt, že se anticholinergně účinné látky osvědčili v terapii Alzheimerovy choroby, vede 

k tomu, že jsou hledány další pro rozšíření farmakoterapeutické palety, stejně jako jsou hledány 

látky s inhibiční aktivitou vůči jiným enzymům zúčastněným v etiopatogenezi Alzheimerovy 

choroby pro vývoj nových léčiv. Mnoho rostlin s obsahovými látkami různých skupin, včetně 

alkaloidů, bylo zkoumáno na jejich inhibiční aktivitu vůči acetylcholinesterase (Mukherjee et 

al., 2007; Hussain et al., 2018; Khan et al., 2018; Wu et al., 2019) a butyrylcholinesterase (Or-

han et al., 2004; Tallini et al., 2018; Adessi et al., 2019), žádná z nich nedosahuje aktivity srov-

natelné s galantaminem, jenž je používán v terapii a využívá se také jako standard pro hodno-

cení in vitro inhibiční aktivity. Zkoumány byly také alkaloidy čeledi Amaryllidaceae izolované 

z Chlidanthus fragrans (Cahlíková et al., 2013) a vykazovaly lepší účinky než narwedin a in-

kartin izolované z narcisů; naopak jen jediný alkaloid z této rostliny, undulatin, inhiboval proly-

loligopeptidasu (Cahlíková et al., 2013), ale s nižší účinností než narwedin a inkartin, jejich 

aktivity ovšem byly nižší v porovnání s isochinolinovými alkaloidy pavinanového, benzo-

fenanthridinového nebo protoberberinového typu (Cahlíková et al., 2015; Siatka et al., 2017), 

takže je lze hodnotit jako v tomto směru ne příliš významné. 

 Argemone platyceras (Papaveraceae) je jednoletá bylina hojně rozšířená v Mexiku, kde 

je používána při kašli, bronchitidě a pneumonii; existuje jen jedna studie zabývající se účinky 

obsahových látek – isokvercitrin byl izolován jako látka odpovědná za antiastmatickou aktivitu 

extraktů z této rostliny (Fernandez et al., 2005). Relativně hodně bylo publikováno o izolaci 

isochinolinových alkaloidů z Argemone platyceras (přehled je uveden v naší práci), ale nebyla 
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zkoumána jejich aktivita. Na základě testování inhibičních aktivit byl nejaktivnější munitagin, 

a to vůči acetylcholinesterase a prolyloligopetidase; aktivity byly sice nižší než u standardních 

látek, ale zajímavý je právě jeho duální účinek. Takovým látkám je věnována velká pozornost, 

protože by mohly zásahem více cílů, vzhledem ke komplexnosti mechanismů zúčastněných v 

patofyziologii Alzheimerovu choroby, účinněji ovlivnit toto onemocnění (Kumar et al., 2015a; 

Wang et al., 2019; Zhang et al., 2019). 

 Berberis vulgaris, dřišťál obecný (Berberidaceae) je keř rozšířený v Evropě a Asii a jeho 

různé části jsou využívány v tradiční medicíně ve Francii, Bulharsku, Turecku, Íránu, Indii a 

dalších zemích při gastrointestinálních, respiračních, kardiovaskulárních a jiných obtížích 

(Imenshahidi et al., 2016). Mezi obsahové látky patří flavonoidy, třísloviny, triterpeny a isochi-

nolinové alkaloidy, nejdůležitější z nich je berberin, který je považován za hlavní účinnou látku 

a byl v posledních letech zkoušen i v klinických studiích např. při léčbě diabetu 2. typu, meta-

bolického syndromu a hyperlipidémie; berberin je kvartérní alkaloid, vyznačuje se relativně 

nízkou toxicitou, problémem u něj je malá perorální biodostupnost a interakční potenciál (Ku-

mar et al., 2015b; Imenshahidi et al., 2018; Feng et al., 2019). Berberin inhibuje actylcholines-

terasu a butyrylcholiesterasu in vitro, u transgenního myšího modelu redukuje tvorbu amyloid-

ních plaků a snižuje neuronální a mentální poškození (Jiang et al., 2015). Nález významné inhi-

biční aktivity terciárního alkaloidu oromolinu vůči butyrylcholinesterase je velmi zajímavý, 

protože představuje nový strukturní typ látky aktivní vůči tomuto enzymu, a rozšiřuje znalosti 

o účincích obsahových látek dřišťálu obecného. 

 Inhibitory glykogensynthasa kinasy-3β jsou intenzivně zkoumanou skupinou látek, 

vzhledem k tomu že aberantní funkce tohoto enzymu byla prokázána u mnoha onemocnění, 

jako jsou např. diabetes, zánětlivá onemocnění, nádory, Alzheimerova chroba, bipolární poru-

cha. Bylo zkoumáno mnoho látek syntetických i přírodních a semisyntetických, ale mnohé 

z nich nevyhovují z hlediska selektivity s ohledem na jiné kinasy nebo svými farmakokinetic-

kými vlastnostmi, a proto je neustálá potřeba hledání nových struktur (Khan et al., 2017; Dinda 

et al., 2019). Proto byly testovány alkaloidy čeledi Amaryllidaceae – jen 9-O-demethylhomo-

lykorin a masonin (oba homolykorinového typu) a karanin (lykorinového typu) vykázaly vý-

znamnější inhibiční aktivitu, která je však z hlediska jejich případného využití velmi nízká. 

 

3.4 Alkaloidy čeledi Amaryllidaceae – inhibice aldoketoreduktasy 1C3 

 

 Aldoketoreduktasa 1C3, známá také jako 17β-hydroxysteroiddehydrogenasa typu 5, je 

enzym, jenž katalyzuje konverzi 4-androsten-3,17-dionu na testosteron, 5α-androsten-3,17-
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dionu na dihydrotestosteron a estronu na 17β-stradiol; funguje také jako prostaglandin F2α 

synthasa přeměňující prostaglandin H2 na prostaglandin F2α (Penning, 2019). Tento enzym 

hraje svým působením na metabolismus steroidů a prostaglandinů důležitou roli v etiopatoge-

nezi zhoubných nádorů prostaty, případně některých dalších nádorových onemocnění (Rižner, 

2012; Zeng et al., 2017; Penning, 2019; McNamar et al., 2019; Poutanen et al., 2019). Jeho 

zvýšená exprese ja biomarkerem progrese karcinomu prostaty a je spojena se zvýšenou rezis-

tencí vůči radioterapii a antiandrogenní léčbě (Sun et al., 2016; Karunasighe et al., 2017). Inhi-

bice tohoto enzymu je nadějným místem zásahu pro léčbu karcinomu prostaty a první inhibitory 

vstoupily již do fáze I a II klinického zkoušení (Karunasighe et al., 2017; Poutanen et al., 2019). 

 

 Dvacet devět alkaloidů čeledi Amaryllidaceae různých strukturních typů (belladinový, 

haemanthaminový, krininový, galantaminový, lykorinový, homolykorinový a tazettinový) izo-

lovaných v předchozích pracech z rostlin této čeledi (Zephyranthes robusta, Chlidanthus 

fragrans, Nerine bowdenii a Narcissus poeticus cv. Brackenhurst) bylo testováno na inhibiční 

aktivitu vůči rekombinantní lidské aldoketoreduktase 1C3. Pouze tazettin vykázal střední akti-

vitu ve srovnání s indometacinem, který byl použit jako standard; jedenáct dalších alkaloidů 

mělo jen velmi nízký inhibiční účinek, ostatní byly bez účinku (Hulcová et al., 2017). 

 

 Vzhledem k potenciálnímu terapeutickému významu inhibitorů aldoketoreduktasy 

AKR1C3 jsou hledány látky s touto aktivitou (Penning, 2017; Penning, 2019) – vedle silných 

inhibitorů, indometacinu a kyseliny flufenamové (Gobec et al., 2005), byly výrazné inhibiční 

účinky popsány také např. u kyseliny skořicové a hlavně u od ní odvozených jednodušších 

(Brožič et al., 2006) nebo složitějších syntetických derivátů (Gazvoda et al., 2013) nebo jejího 

přírodního derivátu, baccharinu, izolovaného z brazilského propolisu (Endo et al., 2012), dále 

u flavonoidů (naringenin, kvercetin, apigenin a především 2´-hydroxyflavanon) (Škarydová et 

al., 2009) nebo isochinolinových alkaloidů (stylopin) (Škarydová et al., 2014). Tazettin sám o 

sobě má inhibiční účinek nižší než tyto látky, ale mohl by posloužit jako předlohová struktura 

pro přípravu sloučenin s vyšší aktivitou. 
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4  Závěr a výhled do budoucna 

 

 Živé organismy, a mezi nimi rostliny, jež jsou hlavním objektem zájmu farmakognozie, 

která se zabývá všemi jejich aspekty důležitými z pohledu farmaceuta, jsou nepostradatelným 

zdrojem řady léčivých látek využívaných v terapii, ale především představují obrovské bohat-

ství látek dosud nepoznaných nebo látek známých se zatím neobjevenými účinky – mnohé tyto 

látky mohou být potenciálně využity jako léčiva nebo by se mohly uplatnit jako nutraceutika. 

 

 Využít tento potenciál znamená na jedné straně izolovat nové sloučeniny, pokud možno 

z velkého objemu rostlinného materiálu pocházejícího nejen z do současnosti neprobádaných 

rostlin, ale i z rostlin známých a zdánlivě prozkoumaných, případně již používaných v lidovém 

léčitelství nebo oficiální medicíně, protože lze z tohoto velkého množství vyizolovat vedle 

hlavních i minoritní sloučeniny, které mohou mít neočekávanou strukturu a stát se tak novým 

farmakoforem. Je to velmi pracné a časově náročné, ale přináší to zajímavé výsledky. Tou dru-

hou stranou je testování biologické aktivity u izolovaných sloučenin, a čím více je dané látky k 

dispozici, tím více testů je možné provést a zvýšit tak šanci na objevení něčeho nového. Velké 

pokroky v analytické a fyzikální chemii umožňují díky vysoké citlivosti a rozlišovací schop-

nosti moderních instrumentálních metod analyzovat velmi detailně i vzorky získané extrakcí 

malých množství přírodního materiálu a získat tak představu i o minoritních látkách a jejich 

konstituci, z níž ale nelze odvodit biologické účinky – ty lze zjistit jen testováním in vitro a in 

vivo, k němuž je zapotřebí mít příslušné látky v množství větším, než je nezbytné pro analýzu. 

 

 Jinou z výzev pro farmakognozii, vedle hledání nových účinných látek, je zajištění do-

statku již zavedených a žádaných léčivých látek, aby se zdroj těchto látek nestal faktorem limi-

tujícím jejich terapeutické použití. Primárně slouží pro jejich získávání rostlinný materiál, 

v ideálním případě z pěstovaných rostlin. Ne všechny rostliny ale lze snadno zavést do kultury 

(např. Podophyllum hexandrum jako zdroj podofylotoxinu) a musí pak být sbírány ve volné 

přírodě; tento zdroj je však relativně omezený (a některé druhy mohou být ohroženy až i vyhu-

bením jako tomu bylo např. u Taxus brevifolia jako zdroje paklitaxelu) a nelze ho v případě 

potřeby zvětšit tak, jak to umožňuje polní kulturu. Někdy se problém podaří řešit chemickou 

syntézou, která může izolaci nahradit nebo alespoň doplnit (např. papaverin, galantamin); 

nicméně tato cesta se zatím mnohdy ukazuje jako neschůdná – mnohé přírodní léčivé látky mají 

velmi komplikovanou strukturu se spoustou chirálních center, a tak, ač je někdy popsáno i 
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několik různých syntetických cest, žádná z nich zatím není ekonomicky rentabilní v průmyslo-

vém měřítku (např. u paklitaxelu nebo podofylotoxinu). Nabízí se další možnost, a tou je využití 

rozvinutých možností technologie rekombinantní DNA a heterologní produkce rostlinných lá-

tek v mikroorganismech, jež lze snadno a relativně levně průmyslově kultivovat ve velkých 

objemech – i přes velké pokroky v základním výzkumu tohoto směru a přes některé úspěchy, 

jakým bylo např. zavedení průmyslové výroby kyseliny artemisinové pomocí kvasinek před pár 

lety (jako druhý zdroj artemisininu vedle izolace z Artemisia annua), naráží tento způsob stále 

na mnoho problémů vyplývajících např. z neúplných znalostí všech enzymů biosyntetických 

drah rostlinných sekundárních metabolitů a jejich regulace nebo z nedostatečné exprese rost-

linných genů v mikroorganismech. A tak se opět obrací značná pozornost k rostlinným explan-

tátovým kulturám, po určité euforii z 80. let minulého století spojené s první průmyslovou pro-

dukcí využívající kultivaci rostlinných buněk in vitro (pro získávání šikoninu), vystřídané 

skepsí v 90. letech v důsledku malých pokroků a ne zcela naplněných nadějí. Jedním z nových 

impulzů rozvoje se stalo úspěšné zavedení průmyslové produkce paklitaxelu pomocí suspenz-

ních kultur tisu na počátku nového tisíciletí. Mnohá úskalí, z nichž některá byla probírána ve 

druhé kapitole této práce, se díky přibývání poznatků v této oblasti daří stále lépe řešit, a po-

stupně tak dochází k širší realizaci průmyslových procesů pro získávání žádaných látek tech-

nologií založenou na využití explantátových kultur. 

 

 Výše uvedená dvě témata, jež byla námětem této práce, stojí spolu s mnoha dalšími, 

zmíněnými v úvodu, v centru pozornosti současné farmakognozie a zůstanou v něm bezesporu 

i do budoucna. 
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