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1 Uvod

Ptiroda byla po cela tisicileti surovinovym zdrojem pokryvajicim ¢lovéku cely rozsah
jeho zékladnich potieb; v procesu vyvoje lidské civilizace se pro preziti kazdého jedince stala
dilezitou i péce o zdravi (Nagy et al., 2011). Latky ptirodniho ptivodu se v této péci uplatiiovaly
od nepaméti a po velmi dlouhou dobu v lidské historii byli také jedinymi prostfedky pro 1écbu
zdravotnich potizi. O prvnich hmatatelnych znadmkach vyuzivani rostlin pro 1é¢ebné ucely se
spekuluje na zékladé archeologickych vykopavek z obdobi stiedniho paleolitu (Irak, Spanélsko,
Texas) (Solecki, 1975; Sendker et al., 2017) & nalezfl z obdobi neolitu (ledovcovy muz Otzi)
(Capasso, 1998). Prvni pisemné zminky z obdobi staroveékych civilizaci (Mezopotamie, Egypt,
Cina, Indie) sv&déi o jiz velmi rozvinutém pouZivani latek p¥irodniho ptivodu v terapii a jeho
dalsi rozvoj a vyznam pak nésledné dokladaji dila antickych autorti a bohata literatura stiedo-
veéku a novoveéku az po soucasnost (Holland, 1994; De Vos, 2010; Nagy et al., 2011; Sendker
et al., 2017; Badal et al., 2017). Od pocatku 19. stoleti byly izolovany prvni u¢inné latky z rost-
linného materialu, jako napf. morfin, kapsaicin, kofein (Bharate et al., 2018). S pfibyvanim
znalosti o geografickém vyskytu, sloZeni, G€incich a pouziti ptirodnich 1é¢iv, kterd byla hlavné
rostlinného, ale i zivo¢iSného a mineralniho ptivodu, souhrnné oznacovanych jako materia me-
dica, se zacal formovat samostatny védni obor, jehoz nazev ,,farmakognozie* se objevil v uceb-
nici ,,Lehrbuch der Materia medica“ Johanna Adama Schmidta, profesora obecné patologie,
terapie a materia medica na Videnské medicinsko-chirurgické akademii (Nagy et al., 2011;
Upton et al., 2011). V jeho knize, vydané posmrtné v r. 1811, byla materia medica rozdélena
na ,,Pharmacognosis“ (die Arzeneyenkunde), ktera se zabyva ptivodem, ziskavanim a popisem
vlastnosti 1é¢iv, a ,,Pharmacodynamik® (die Arzeneykriftenlehre), jejiz naplni je ptisobeni 1¢é-
¢iva na lidsky nebo zvifeci organismus (Schmidt, 1811). Vstupu nového nazvu do SirSiho po-
védomi napomohl némecky student mediciny Christianus Anotheus Seydler, ktery jej pouZil ve
své doktorské disertacni praci ,,Analecta Pharmacognostica®, sepsané v r. 1815. B&hem 19. sto-
leti se postupné vyvijely také véda o syntetickych 1é¢ivech (farmaceuticka chemie) a véda o
ucinku léc¢iv (farmakologie) (Nagy et al., 2011).

Ruku v ruce se stavem poznani prosla farmakognozie dlouhym vyvojem od empirické
praktické ¢innosti ptes popisnou védu, shromazd’ujici poznatky o makroskopickych a mikro-
skopickych znacich, provenienci, obchodnich nazvech a zndmém terapeutickém vyuziti pouzi-
vanych pfirodnich surovin rostlinného a zivoc¢isného ptivodu (Nagy et al., 2011; Upton et al.,

2011), az po moderni exaktni védu, kterad studuje vSechny farmaceutické a medicinské aspekty



prirodnich latek s vyuzitim nejen svych specifickych postupd, ale i relevantnich ptistupt a me-
tod ostatnich farmaceutickych obort.

Existuje mnoho definic farmakognozie, které¢ jsou Casto formulovany na zéklad¢é kon-
krétniho védecko-vyzkumného zaméteni jejich autort (Nagy et al., 2011; Upton et al., 2011;
Badal et al., 2017). Jedna z nich, stru¢na, ale souc¢asn¢ obsahlé, charakterizuje farmakognozii
jako studium biologicky aktivnich ptirodnich latek; k tomu je potteba dodat, ze farmakognozie
je spojena s mnoha dal$imi oblastmi védy, jejichZ poznatky v sobé zahrnuje a které je nezbytné
brat v ivahu pro jeji celkové pochopeni (Badal et al., 2017). Patii k nim mimo jiné botanika
(taxonomie, morfologie, histologie, fyziologie a ekologie rostlin), chemie (izolace a strukturni
analyza obsahovych latek), enzymologie (biosyntéza ucinnych latek), genetika (Slechténi rost-
lin), farmakologie a toxikologie (mechanismus ucinku biologicky aktivnich latek a jejich osud
v organismu), zahradnictvi (optimalizace péstebnich podminek), kontrola kvality (zajisténi bez-
pecnosti a ucinnosti 1é¢iv piirodniho pivodu), biotechnologie (rostlinné explantatové kultury
jako zdroj biologicky aktivnich latek tam, kde je klasicka izolace z prirodniho materidlu nebo
chemicka syntéza z n¢jakého diivodu limitovana). Stejné tak vyuziva farmakognozie znalosti
pomocnych obort, jako jsou napt. farmakovigilance, farmaceuticka technologie, farmakoeko-

nomika, pravo, ochrana ptirody (Badal et al., 2017).

Vyzkum pftirodnich latek si zaslouzi velkou pozornost a jeho vyznam v posledni dob¢
stale stoupa z n¢kolika divoda.

Ptiblizné 80 % svétové populace je podle Svétové zdravotnické organizace odkazano
na rostlinna 1é¢iva tradi¢ni mediciny pro primérni formu zdravotni péce a velké oblib¢ se tési
fytoterapie jako doplitkova 1é€ba ve Spojenych statech a Evropé (Upton et al. 2011; Cordell et
al., 2012; Veith et al., 2013) — je potieba objasfiovat mechanismus U¢inku (u pfirodnich 1é¢iv
se muze diky polykomponentnimu sloZeni uplatiiovat aditivni, antagonisticky ¢i synergni efekt
v pusobeni obsahovych latek) (Williamson, 2001; Upton et al., 2011; Nagy et al., 2011; Yang
et al., 2014; Patel et al., 2018), ptfipadné nezaddouci UCinky nebo interakce s jinymi léCivy
(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 nadéle ztstavaji jedinym zdrojem pro izolaci mnoha terapeuticky vyznamnych
latek, napf. rutinu, aescinu, silymarinu, morfinu, pilokarpinu, vinkristinu, vinblastinu (Brune-
ton, 1999), ingenol mebutatu (Ogbourne et al., 2014), nebo latek, které slouzi jako prekurzory

pro ziskavani dalezitych 1é€iv semisyntetickym postupem, napt. 10-deacetylbaccatinu III (pro
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paklitaxel a docetaxel), podofylotoxinu (pro etoposid a teniposid), kamptotecinu (pro irinotekan
a topotekan) (Bruneton, 1999).

Ptirodni latky byly a stale jsou ptedlohou pro vyvoj mnoha syntetickych 1é¢iv, napf.
khelin byl inspiraci pro syntézu kromoglykatu, papaverin verapamilu, galegin metforminu
(Cragg et al., 2013) nebo florizin dapagliflozinu (Choi, 2016).

Hlavni potencidl pifirodnich zdroji spociva v prakticky neomezené moznosti nachazet
latky s unikatnimi a mnohdy docela komplikovanymi strukturami, a objevovat nové, dosud
neznamé mechanismy ucinku, coz je dano obrovskou rozmanitosti druhti a jejich schopnosti
syntetizovat nepieberné mnozstvi rozlicnych strukturalnich typt sloucenin s mnoha obménami.
Klasickym ptikladem je paklitaxel, ktery se pouziva jako antineoplastikum a byl objeven v 60.
letech minulého stoleti ve Spojenych statech béhem testovani velkého mnozstvi ndhodné na-
sbiranych rostlinnych vzorkl v rdmci programu zaméfeného na hledani novych protinadoroveé
ucinnych 1é¢iv (Wani et al., 2014), nebo artemisinin, objeveny v 70. letech minulého stoleti
v Cing pii testovani antimalarické aktivity extrakti rostlin vytypovanych na zékladé studia sta-
rych predpist tradi¢ni ¢inské mediciny, a jehoz derivaty dihydroartemisinin, artemeter a arte-
sunat jsou pouzivany jako antimalarika (Tu, 2016; Muangphrom et al., 2016). Jednim pfikla-
dem terapeuticky slibn¢ latky je thapsigargin, ktery byl ptivodné izolovan jako sloucenina od-
poveédna za kizi drazdici ucinek rostliny Thapsia garganica (Christensen et al., 1980); v pri-
béhu zkoumani mechanismu tohoto tc¢inku se mimo jiné zjistilo, ze thapsigargin je ucinnym
selektivnim inhibitorem kalciové ATPasy sarko/endoplazmatického retikula, a stal se tak jed-
nak vyzkumnym nastrojem pro objasiiovani vnitrobunééné vapnikové signalizace v sav¢i buiice
(Thastrup et al., 1990; Treiman et al., 1998), a pozdé&ji se téz ukazal byt nadéjnou protinadorove
ucinnou molekulou, protoze naruseni kalciové homeostazy vede k apoptdze bunky — jeho deri-
vat, mipsagargin, je v soucasnosti ve 2. fazi klinického zkouSeni v 1é¢b¢ hepatocelularniho kar-
cinomu (Doan et al., 2015, Mahalingam et al., 2019). Je diilezité zminit, Ze velkym rezervoarem
zatim nepoznanych piirodnich latek jsou nejen rostliny, ale také Zivo€ichové, houby, motské
organismy a samoziejm¢ 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; Igbal et al., 2018; Uzma
et al., 2018; Gupta et al., 2018; Deskmukh et al., 2018; Mushtaq et al., 2018; Gezici et al.,
2019).

Tato prace, jak naznacuje jeji nazev ,,Pfirodni latky — potencidlni zdroje a biologicka
aktivita®, se zabyva dvéma tematickymi okruhy. Prvnim z nich je zkoumani rostlinnych ex-

plantatovych kultur jako potencialniho zdroje pro ziskavani piirodnich latek vyuzitelnych
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v terapii, coZ miize byt vyhodnou alternativou ve srovnani s jejich izolaci z volné rostoucich
nebo péstovanych rostlin. Pojednava se zde o produkci Sirokého spektra sekundarnich metabo-
lith — kumarinti, antokyant, flavonoidu, isoflavonoidi, anthraglykosida, lignant, skotficovych
kyselin — v kalusovych a suspenznich kulturdch. Druhym tématem je sledovani biologické ak-
tivity pfirodnich latek, a to antioxidacniho a hemolytického uc¢inku extraktii z drogy Bellidis
flos, ucinku extraktl z drogy Hibisci sabdariffae flos u chronického renalniho selhani, a dale
inhibi¢niho plisobeni isochinolinovych alkaloidl izolovanych z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae,
Berberidaceae a Papaveraceae viuci nékterym enzymum, jez maji souvislost s etiopatogenesi

Alzheimerovy choroby a nddorovych onemocnéni.



2 Rostlinné explantatové kultury jako potencialni zdroj prirodnich latek

Explantatové kultury piedstavuji aseptickou in vitro kultivaci rostlinnych bunék, pletiv
nebo organti na umélém zivném médiu za kontrolovanych podminek prosttedi (Tazeb, 2017).
Teoreticky zdklad explantatovych kultur vychazi z konceptu totipotence, jiz 1ze charakterizovat
jako schopnost jednotlivé rostlinné bunky reexprimovat celou genetickou informaci a vyvinout
se v kompletni rostlinu (Tazeb, 2017; Fehér, 2019).

Explantatové kultury se staly jednim z nastrojii zdkladniho vyzkumu, nebot’ poskytuji
v porovndni s intaktni rostlinou snaz§i moznost manipulovat s jednim nebo vice faktory béhem
experimentl vedoucich k pochopeni nejriznéjsich déji probihajicich v rostlinadch (Narayani et
al., 2017). Techniky explantatovych kultur nachézeji také Siroké praktické uplatnéni — vyuzivaji
se pro mnozeni rostlin mikropropagaci, ziskavani patogenti prostych rostlin (ozdravovani rost-
lin), uchovavani genofondu vzacnych nebo jinak vyznamnych rostlin, rostlinné slechténi, zis-
kavani geneticky modifikovanych rostlin (Tazeb, 2017; Efferth, 2019).

Vedle vyse zminénych aplikaci jsou explantatové kultury rovnéz velmi nadéjnou cestou
k udrzitelné produkei terapeuticky ¢i jinak komeréné dilezitych sekundarnich metaboliti jako
alternativa k jejich ziskavani izolaci z voln€ rostoucich nebo péstovanych rostlin — mnohé rost-
liny je obtizné péstovat, mnohé z péstovanych maji dlouhou kultiva¢ni dobu (i n€¢kolik let), u
voln¢ rostoucich rostlin miize byt ohrozena jejich existence v diisledku devastace jejich ptiro-
zeného prostiedi a nadmérného sbéru, komplikaci mize byt také nizky obsah Zzaddanych latek
v rostlinach a s tim spojené nakladné izolacni postupy (Espinosa-Leal et al., 2018). Mezi vy-
hody vyuziti explantatovych kultur patii nezavislost na geografickych a sezénnich podminkéch
a na vlivech prostfedi, moZnost kontinualni kontrolované produkce v jednotné kvalité a vy-
téZku, nekontaminovany rostlinny material (prosty mikroorganismti, pesticidi a herbicidi) a
snazsi izolace, zachovani ohrozenych druhd, ristovy cyklus v fadu tydnt oproti roktim u in-
taktnich rostlin (Ramirez-Estrada et al., 2016). Prvni primyslov¢ ziskdvanou latkou byl v roce
1984 pro kosmetické ucely pouzivany Sikonin (Cervené barvivo s antimikrobidlni a protizanét-
livou aktivitou do rtének, pletovych vod a mydel), produkovany v Japonsku firmou Mitsui po-
moci suspenzni kultury Lithospermum erythrorhizon — vyselektovana buné¢na linie obsahuje
20 % Sikoninu, zatimco v kofenech rostliny je obsah asi 1,4 %; pro srovnani: béhem 2 tydnii se
v 750 1 bioreaktoru ziska tolik Sikoninu, jako z rostlin po 4 letech péstovanych na rozloze 17,6
hektaru; chemicka syntéza této latky v primyslovém méfitku je nerentabilni (probihd ve 12

krocich s vytéZzkem 0,7 %) (Malik et al., 2016; Yazaki, 2017). Od té doby latek komercné



ziskavanych fermentaci s vyuzitim rostlinnych explantatovych kultur mnoho nepftibylo (Ochoa-
Villarreal et al., 2016), coz se ale v posledni dobé& zac¢ind ménit. Za zminku bezesporu stoji
terapeuticky velmi vyznamny protinddorové ucinny paklitaxel, jehoz ptirodni zdroje jsou
znacn¢ omezené (Isah, 2015); vedle izolace z nékterych druhti tist a semisyntetického postupu,
pro n¢jz jako vychozi latka slouzi 10-deacetylbaccatin I1I izolovany z jehli¢i Taxus baccata, je
od roku 2002 komercné produkovan také ze suspenzni kultury Taxus chinensis, a to v Némecku
firmou Phyton v bioreaktoru o objemu 75 000 1 — bunécna kultura obsahuje 6 % paklitaxelu,
kdezto v tisech se jeho mnozstvi pohybuje v fadu setin procenta (Bruneton, 1999; Ullisch et al.,
2018; https://phytonbiotech.com/apis/paclitaxel/, 23. 8. 2019).

Sir§imu vyuziti explantatovych kultur jako producenti sekundarnich metabolitd stale
brani ne zcela vyfesené problémy vyplyvajici z nedostatecného poznani biologickych procest
probihajicich v rostlinnych bunikach. Hlavnim problémem je €asto velmi nizka tvorba zddanych
metabolitl a jeji velkd nestabilita a variabilita v explantatovych kulturach; technologickou vy-
zvou je zvétSovani meéfitka procesi z laboratorniho do provozniho a velkoobjemova kultivace
(n€které rostlinné builkky maji tendenci agregovat v suspenzni kultufe nebo jsou citlivé vici
stfiznym silam apod.; kofenové a transformované kotenové kultury vyzaduji specialni ptistupy
v konstrukei bioreaktori) (Kolewe et al., 2008; Georgiev et al. 2014).

Existuje mnoho piistupt, jak zvysit produkci sekundarnich metabolitl v explantatovych
kulturach, coz je zakladni pfedpoklad rentability biotechnologického procesu a jeho potencial-
niho komeré¢niho vyuZiti — v§echny jsou dosti empirické kviilli omezené znalosti rostlinného
sekundarniho metabolismu a jeho regulace; patii mezi n€ napt. selekce vysokoprodukénich bu-
nécnych linii, optimalizace kultiva¢nich podminek (slozeni zivného média, typ a koncentrace
rustovych regulatort; teplota, svételné podminky), pfidavani prekurzord, elicitace, imobilizace,
permeabilizace, in situ extrakce, dvoustupiiova kultivace, organové kultury, metabolické inze-
nyrstvi (Georgiev et al., 2009; Ochoa-Villarreal et al., 2016; Ramirez-Estrada et al., 2016;
Hidalgo et al., 2018; Isah et al., 2018). Nékterym z téchto piistupi se v€nuje tato prace a bude

o nich detailngji pojednano v kapitolach 2.1. a 2.2.

2.1 Zakladani explantatovych kultur a jejich charakteristika

Rostlinné buiiky jsou totipotentni, a lze tedy v principu zalozit in vitro kultury z jaké-
koliv ¢asti rostliny nebo semenacku péstovanim explantatu na vhodném zivném médiu podpo-
rujicim bunéény riist, pricemz nejlépe se pro tento ucel hodi meristematicka pletiva (pupeny,

mladé listy, kli¢ni rostliny) (Mustafa et al., 2011). Z hlediska kontaminace vychoziho
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rostlinného materialu je vyhodnéjsi pouzit pro zakladani kultur sterilné ziskany semenacek nez
Casti intaktni rostliny (stonky, listy, kofeny), protoze semena je zpravidla snazsi u¢inné povr-
chové¢ sterilizovat. Vytvoreny kalus (neorganizovana masa parenchymatickych bunék) se od-
déli od piivodni rostlinné ¢asti a kalusova kultura se dale udrzuje pasdzovanim. Umisténim ¢asti
kalusu do tekutého Zivného média se ziska suspenzni kultura; kalus se rozvolnuje nejcastéji
mechanicky tfepanim (vyhodné je, kdyz je kalus dobte rozpadavy) nebo enzymove pisobenim
pektinasy (Mustafa et al., 2011; Ikeuchi et al., 2013; Efferth, 2019).

Existuje nekolik Siroce pouzitelnych zakladnich zivnych médii, ktera se obvykle vyuzi-
vaji pro zakladani a kultivaci explantatovych 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 konkrétniho média
se miize liSit podle rostlinného druhu/genotypu a také podle tcelu, pro ktery mé byt kultura
pouzita (Mustafa et al., 2011). Dalsi, méné rozsifend média jsou médium podle Lloyda a
McCowna (Lloyd et al., 1980), Nitsche a Nitsche (Nitsch et al., 1969) a Hellera (Heller, 1953).

Vyznamnou soucasti zivnych médii, velmi diilezitou pro iniciaci kalogeneze a ovliviiu-
jicirovnéz vzhled a strukturu kalusu, jsou ristové reguldtory (auxiny, ptipadné také cytokininy)
(Mustafa et al., 2011). Rozdilnost v reakci na exogenné dodané riistové latky u jednotlivych
rostlinnych druht je zna¢nd a mize byt disledkem rozdilné citlivosti rostlinnych pletiv vici
témto latkdm nebo riznych endogennich hladin fytohormonii (Naikawadi et al., 2016; Phillips
et al., 2019). Vzhledem k tomu, Ze o molekularnim mechanismu plisobeni ristovych regulatorii
pti indukci tvorby kalusu je pomérné malo zndmo (Ikeuchi et al., 2013), je potieba nalézt jejich
vhodny typ a koncentraci pro danou kulturu experimentalné (Mustafa et al., 2011; Gomes-Co-
peland et al., 2018). Ristové regulatory ovlivituji rovnéz biosyntetickou aktivitu a organogene-
ticky potencial kultur (Lalaleo et al., 2018; Kumari et al., 2018). Nejb&znéji uZivané auxiny
jsou kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, kyselina a-naftyloctova, kyselina B-indolyloctova, pfi-
padné kyselina B-indolylmaselna; mezi Casto pouZivané cytokininy patii benzylaminopurin, ki-
netin, pfipadné zeatin (Mustafa et al., 2011).

Rist kultur a produkce sekundarnich metabolitl jsou ovliviiovany fadou faktort (Espi-
nosa-Leal et al., 2018). U kazd¢ kultury je nutné experimentalné urcit optimélni podminky kul-
tivace a stanovit riistovou a produkéni charakteristiku s ohledem jednak na vhodnou dobu sub-
kultivace, jednak na moZnosti ovlivitovani kultury zménami kultiva¢nich podminek a riznymi
dalSimi zasahy. Dulezitou charakteristikou pro danou kulturu je také svételny rezim, v némz je
kultivovéna (tma, stiidava svételna perioda nebo trvalé osvétleni), nebot’ mize ovlivnit jak pro-

lifera¢ni aktivitu, tak produk¢ni 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 zkoumani produkce kumarin byla odvozena kalusova kultura and¢€liky lékatskeé
(Angelica archangelica L., Apiaceae), jednak z kli¢ni rostliny (Siatka, 1995), jednak z na jate
rasiciho vrcholového pupene rostliny (Siatka, 1993). Kultury byly kultivovany na médiu podle
Murashigeho a Skooga s kombinaci ristovych reguldtorii kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova a
benzylaminopurin ve tiech svételnych rezimech — ve tmé (kalusy odvozené z kli¢ni a intaktni
rostliny), za denni svételné periody a za stalého osvétleni (kalusy z kli¢ni rostliny). Kalusy
dobte rostly (kromé¢ kalusii za stalého osvétlenti, jejichz rist byl svétlem inhibovan), byly svétle
zluté az krémove bilé, meékké a rozpadavé. Z kalusové kultury pochézejici z intaktni rostliny
byla nésledn¢ mechanickym rozvolnénim na tfepacce v tekutém zivném médiu stejného slozeni
zaloZena suspenzni kultura, ktera byla vizualné jemnd, homogenni, dobte proliferujici, svétle
Seda az bila (Siatka, 1993). Optimalni subkultiva¢ni interval pro kalusovou kulturu byl osm
tydnt, pro suspenzni kulturu dva tydny (Siatka, 1993; Siatka, 1995).

Na n¢kterych kalusech odvozenych z kli¢ni rostliny andéliky 1ékatské se objevily sku-
pinky nachové zbarvenych bun¢k — tyto pigmentované ¢asti byly odebrany a selektivné subkul-
tivovany, az se po piiblizn€ jednom roce podafilo ziskat stabilni, dobfe rostouci, tmavé fialovou
kulturu, jez byla vyuzita pro studium produkce antokyan in vitro; kultura byla kultivovana ve
tmé a pasdZovana ve Ctyitydennim intervalu (Siatka, 2018).

Pro studium produkce flavonoidi a isoflavonoidl byly zalozeny kalusové kultury z klic-
nich rostlin ¢ty odrid jetele lu¢niho (77ifolium pratense L., Fabaceae; odridy DO-8, DO-9,
Tempus a Sprint) (KaSparova et al., 2006). Kultury byly kultivovany na médiu podle Gamborga
s kombinaci ristovych regulatort, ktera se osvédcila i v kulturdch and€liky Iékarske, tj. kyse-
lina 2,4-dichlorfenoxyoctova s benzylaminopurinem. Kultivace probihala pfi svételné periodé
16 hodin svétlo/8 hodin tma. Kalusy byly svétle zluté, kiehké a vykazovaly uspokojivy riist bez
tendence k morfogenezi. Charakter kalusii nejevil patrné rozdily mezi kulturami odvozenymi
z riznych odrid. Z kalusovych kultur byly odvozeny suspenzni kultury mechanickym roztie-
panim v Zivném médiu stejného sloZeni. Optimalni subkultivacni interval byl ti tydny pro ka-
lusovou a dva tydny pro suspenzni kulturu. Pro indukci kalogeneze a kultivaci kalust bylo
zkouseno také médium podle Murashigeho a Skooga, které vSak bylo mén¢ vhodné nez médium
podle Gamborga, a rovnéz rizné kombinace auxint (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova a a-naf-
tyloctova) s cytokiny (kinetin a benzylaminopurin), z nichZ optimalni se ukazala byt vyse uve-

dend kombinace kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové s benzylaminopurinem.
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Produkce flavonoida byla zkoumana také v kalusové kultufe odvozené z kvétnich pu-
pentt sedmikrasky obecné (Bellis perennis L., Asteraceae) (Pohankova, 1992; Siatka et al.
1998a). Kultura byla kultivovana na médiu podle Murashigeho a Skooga s kyselinou 2,4-dich-
lorfenoxyoctovou jako rustovym regulatorem a za denni svételné periody. Kalusy dobfe rostly,
byly Zluté zbarvené a mekké. Z kalusové kultury byla mechanickym roztiepanim v tekutém
zivném médiu odvozena homogenni, svétle zlutd suspenzni kultura (Siatka et al., 1999). Nej-
vhodnéjsi délka subkultivacniho intervalu byla pét tydnt pro kalusovou a dva tydny pro su-
spenzni kulturu. Pro odvozeni a kultivaci kultury byly zkouSeny také dalsi auxiny v riznych
koncentracich, které byly ale méné vhodné nez kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova — na médiu s
kyselinou a-naftyloctovou dochéazelo k vytvareni kalusu v mensi mite, kalusy byly svétle zluté
s pevnou konzistenci, zatimco na médiu s kyselinou B-indolyloctovou se tvotily drobné a Spatné
proliferujici tmavé kalusy, u nichz zahy dochéazelo k intenzivni diferenciaci vedouci k tvorbé
stonk a listi.

Pro zkoumani produkce podofylotoxinu byly zalozeny kalusové kultury z jehlic tfi od-
rud jalovce virzinského (Juniperus virginiana L., Cupressaceae; odridy Hetzii, Glauca a Grey
Owl) (Kasparova et al., 2016). Kultury byly kultivovany na médiu podle Schenka a Hilde-
brandta s kombinaci ristovych reguldtorii kyseliny a-naftyloctové a kinetinu, pfi svételné peri-
od¢ 16 hodin svétlo/8 hodin tma. Vznikajici kalusy rychle hnédly a Spatné proliferovaly, cemuz
se podarilo zabranit obohacenim kultivacniho média o kyselinu askorbovou. Kalusy v kultuie
byly relativné malé, nazelenale Zluté, kiehké a drobivé. Nebyly pozorovany zadné morfologické
rozdily mezi kulturami v zavislosti na odriid€ jalovce virzinského. Z kalusii byly mechanickym
roztfepanim v tekutém Zivném médiu shodného sloZeni jako pro kalusové kultury odvozeny
suspenzni kultury, které byly Zluté zbarvené, jemné a homogenni. Jako optimalni subkultivacni
interval byly zjiStény Ctyfi tydny u kalusové a dva tydny u suspenzni kultury. Pro zakladani
kalusové kultury byla zkouSena také dalsi Zivnd média podle Murashigeho a Skooga, Gam-
borga, Lloyda a McCowna — ani na jednom z nich nedoslo k indukci kalogeneze.

Pro experimenty zabyvajici se moznostmi ovlivnéni produkce skoticovych kyselin byly
vyuzity kalusové kultury z kli¢nich rostlin tfapatky nachové (Echinacea purpurea, Asteraceae)
a tfapatky bledé (Echinacea angustifolia, Asteraceae) zalozené dr. Sichou (Sicha et al., 1989),
jez byly kultivovany na médiu podle Murashigeho a Skooga s pfidavkem kyseliny a-naftyloc-
tové za denni svételné periody a se subkultivatnim intervalem Sest tydnll. Kalusy byly svétle
zluté a mekké.

Pro studium produkce anthracenovych derivati byly pouZzity kalusova kultura zaloZena

doc. Duskem z kotenil revené dlanité (Rheum palmatum, Polygonaceae) (Dusek et al., 1991) a
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kalusové kultury nové odvozené z kotent intaktni rostliny a z kli¢ni rostliny (Kasparova et al.
1999). Kultury byly kultivovany na médiu podle Murashigeho a Skooga s ptidavkem kyseliny
a-naftyloctové pfi svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma; byly dobie proliferujici, zluté
zbarvené a rozpadavé. Za stejnych podminek byla kultivovdna suspenzni kultura, ktera byla
z kalusové¢ kultury odvozena mechanickym roztfepanim v tekutém zivném médiu (Kasparova
et al., 2001); byla svétle bézova, morfologicky heterogenni s vyskytem drobnych shlukt bunék.

Subkultivacni interval byl sedm tydnt pro kalusovou a dva tydny pro suspenzni kulturu.

Podobné¢ jako pro kultury Angelica archangelica, Bellis perennis, Rheum palmatum,
Echinacea purpurea a Echinacea angustifolia se médium podle Murashigeho a Skooga, jez je
pouzivano nejcastéji pii zakladani explantatovych kultur, osvédcilo také napft. pro kultury Pa-
nax sikkimensis (Mathur et al., 2010), Juniperus communis (Kocer et al., 2011), Psoralea cory-
lifolia (Ahmed et al., 2014), Tagetes erecta (Benitez-Garcia 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 odrid 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 vhodnéjsi neZ médium podle Gamborga,
zatimco na médiu podle Lloyda a McCowna nedoslo, stejn¢ jako u kultur Juniperus virginiana,
k zadné kalogenezi (Abbas et al., 2018). Médium podle Gamborga se ukazalo byt vhodné pro
zalozeni jinych kalusovych kultur Trifolium pratense (MacLean et al., 1989; Poerba et al.,
1997) a bylo ptiznivejsi nez médium podle Murashigeho a Skooga pro indukci kalogeneze a
rust kultur Allium chinense (Yan et al., 2009) a Coronilla scorpioides (Piovan et al., 2014),
podobné jako u nami zaloZenych kultur Trifolium pratense. Média podle Lloyda a McCowna a
podle Murashigeho a Skooga byla srovnatelna v u¢innosti indukce kalogeneze pii zakladani
kultur Barringtonia racemosa (Osman et al., 2016) nebo Juglans regia (Avilés et al., 2009);
lisila se vSak morfologie kalusti — na prvnim médiu se tvotily kompaktni nodularni kalusy, na
druhém naopak rozpadavé, coz je vyhodnéj$i pro odvozovani suspenznich kultur. Médium
podle Lloyda a McCowna bylo naopak vyhodné&j$i neZ médium podle Murashigeho a Skooga
pro tvorbu a rast kalusu pfi odvozovani kultur Juniperus excelsa, Juniperus horizontalis a Ju-
niperus chinensis (Zaidi et al., 2012). Médium podle Schenka a Hildebrandta se osvédcilo pro
odvozeni a kultivaci kalusovych kultur Harpagophytum procumbens (Grambowska et al.,
2016), podobn¢ jako tomu bylo u kultur Juniperus virginiana. Kalogenezi se nepodatilo indu-
kovat na médiu podle Murashigeho a Skooga, Gamborga nebo Lloyda a McCowna u Juniperus

chinensis, Gspésné pro zalozeni kultury bylo pouze médium podle Schenka a Hildebrandta
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(Muranaka et al. 1998), stejn¢ jako v piipadé Juniperus virginiana. Médium podle Schenka a
Hildebrandta bylo nejvhodnéjsi pro zalozeni a rst dobte proliferujici kalusové kultury bez ten-
dence k morfogenezi u Genista tinctoria, kdezto na médiu pode Gamborga se vytvarel Spatné
rostouci nekrotizujici kalus vykazujici spontanni rhizogenezi (Luczkiewicz et al., 2003).

Hnédnuti explantatu a tvoficiho se kalusu pozorované pti zakladani kultur Juniperus
virginiana je dano oxidaci fenolickych latek ptitomnych v rostlinné tkéni; hromadici se hnédé
oxidaéni produkty maji velmi ¢asto inhibi¢ni vliv jak na kalogenezi samotnou, tak na naslednou
zivotaschopnost, proliferaci a metabolickou aktivitu kultur, a proto se do kultivacniho média
piidavaji nékteré latky, jako napft. aktivni uhli, polyvinylpyrolidon, kyselina citronova nebo
kyselina askorbova, které¢ maji tomuto neptiznivému jevu piedejit nebo jej zmirnit (Kumari et
al., 2008; Habibi et al, 2009; He et al., 2009; Chang et al., 2013; Silveira et al., 2016). Pfidavkem
antioxidacné pusobici kyseliny askorbové se podatilo hnédnuti v kultute Juniperus virginiana
zabréanit. Podobné pozitivni vliv kyseliny askorbové byl pozorovan napt. v kalusové kultute
Glycyrrhiza glabra (Vijayalakshmi et al., 2016) Papaver bracteatum (Rostampour et al, 2010)
nebo Parkia biglobosa (Abbas et al., 2018), zatimco v kalusové kultuie Taxus brevifolia byla
neucinna (Khosroushahi et al., 2011).

V rostlinnych suspenznich kulturdch se ¢asto vyskytuji vedle volnych bunék také jejich
shluky. Stupenl agregace je ovlivnén mnoha okolnostmi a mé vliv na metabolickou aktivitu
bungk, a proto je dulezité znat morfologicky charakter suspenzni kultury (Qu et al., 2005; Patil
et al., 2013; Mustafa et al., 2011; Mavituna et al., 2016, Alvarez-Yela, et al., 2016). Jemna,
homogenni suspenzni kultura je preferovana oproti smési rtizné€ velkych bunéénych shluki jed-
nak jako modelovy systém, protoze zajist'uje vyssi reprodukovatelnost v experimentech, jednak

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

Pro sledovéani obsahu vybranych sekundarnich metabolitli v piislusnych kalusovych a
suspenznich kulturach byly pouzity nasledujici metody.

Pro stanoveni kumarinii v kulturdch Angelica archangelica byla vypracovana fluorime-
trickd metoda vyuzivajici techniku pratokové injekéni analyzy (FIA) (Siatka et al., 1998b). Na-
sledné byla nahrazena metodou sekvenc¢ni injekéni analyzy (SIA) (Siatka et al., 2011), jez je
oproti predchozi metod¢ instrumentalné jednodussi, pfitom analyticky mnohem variabilngjsi a
niz$i mnozstvi odpadu). Princip SIA spociva v tom, ze jsou zony nosného média, vzorku a Ci-
nidel nejprve nasaty do jednokanalového systému s vyuzitim selekéniho ventilu a pistového

cerpadla a poté je pohyb pistu Cerpadla obracen, ¢imz dojde k promiseni zon a dopraveni
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disperze do detektoru. Obé metody jsou citlivé a jednoduché a splituji pozadavek na rychlé
kvantitativni stanoveni sledovanych latek ve velkych sériich vzorki pochazejicich z experi-
menttll v explantatovych kulturach. Pro stanoveni skopoletinu byla vypracovana metoda vyso-
koucinné kapalinové chromatografie s fluorimetrickou detekei (Siatka et al., 2017).

Pro stanoveni antokyanu v kulturdch Angelica archangelica byla vyuzita spektrofoto-
metrickd metoda popsana v literatute (Rajendran et al., 1992).

V kulturach Trifolium pratense bylo provadéno stanoveni flavonoidl 1ékopisnou spek-
trofotometrickou metodou (Cesky lékopis, 2002) a isoflavonoidii metodou vysokot¢inné kapa-
linové chromatografie podle literatury (De Rijke et al., 2002).

Obsah flavonoidia v kulturach Bellis perennis byl stanovovan spektrofotometricky me-
todou podle literatury (EI'-Kommos et al., 1979).

Pro stanoveni podofylotoxinu v kulturdch Juniperus virginiana byla vypracovana me-
toda vyuzivajici vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (KaSparova et al., 2018).

Obsah kyseliny skoficové a jejich derivati v kulturach Echinacea purpurea a Echinacea
angustifolia byl stanovovan vysokoucinnou kapalinovou chromatografiii metodou podle litera-
tury (Sicha et al., 1989).

Stanoveni anthracenovych derivata v kulturach Rheum palmatum bylo provadéno 1éko-

pisnou spektrofotometrickou metodou (Ceskoslovensky 1ékopis 4, 1987).

2.2 Ovliviiovani produkce sekundarnich metabolitii v explantatovych kulturach

Z mnoha faktort, jez ovliviiuji produkci sekundéarnich metabolitd v kulturdch in vitro a
jejichz modifikace mize vést k jejimu zvyseni, byla v této praci vénovana pozornost nékolika
z nich, které budou probrany podrobnéji v néasledujicich kapitolach: sloZeni zivného média, riis-

tové regulatory, ptidavek prekurzort a elicitace.

2.2.1 Slozeni zivného média

Zivna média dodavaji veskeré Ziviny, energii a vodu potiebné pro explantatové kultury
(Phillips et al., 2019); obsahuji nekolik zakladnich slozek — makroprvky, pfitomné v relativné
velkych mnozstvich v fadu milimoli (N, P, Ca, Mg, K, S); mikroprvky, potfebné ve stopovych,
mikromolarnich mnozstvich (napt. Fe, Mn, Zn, Cu, Co, B, I, Cl); zdroje uhliku, nebot’ rostlinné
kultury in vitro jsou kultivovany zpravidla heterotrofné (obvykle sacharosa); vitaminy, dilezité

pro mnoho biochemickych pochodli (napf. thiamin, pyridoxin, myo-inositol); ristové
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regulatory (nejcastéji auxiny a cytokininy), které fidi vSechny zivotni pochody v rostlinnych
bunikach a jsou nezbytné pro indukci kalogeneze pti zakladani kultur i pro jejich dals§i udrzovani
v podminkach in vitro (Smetanska, 2008; Mustafa et al., 2011, Murthy et al., 2014; Phillips et
al., 2019). Jak bylo uvedeno v ptedchozi kapitole, bylo vyvinuto né¢kolik zakladnich zivnych
médii, kterd se od doby svého vzniku osvédcila u fady kultur odvozenych z nejriiznéjsich rost-
linnych druhti. Tato média se vzajemné 1isi zastoupenim a koncentraci jednotlivych latek (napft.
mnozstvi dusiku a pomér mezi jeho dusi¢nanovou a amonnou formou, koncentrace fosforec-
nanu, pfitomnost a koncentrace jednotlivych stopovych prvkl nebo vitamini), coz ma vyrazny
vliv na proliferaci a produkéni schopnosti jednotlivych kultur (Smetanska, 2008, Murthy et al.,
2014).

V kalusové kultute Angelica archangelica byl sledovan vliv riznych Zivnych médii na
rust a na produkci antokyand. Riist kultury byl nejvyssi na médiu podle Schenka a Hildebrandta
a podle Lloyda a McCowna, nizsi a srovnatelny 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 ristu nevhodnd. Pro produkci antokyanti se osvéd¢ilo pouze médium
podle Murashigeho a Skooga a podle Linsmaierové a Skooga, na ostatnich médiich byl obsah
antokyani v kultufe velmi nizky. Posuzovéano z obou hledisek, tj. bunééné proliferace a tvorby
antokyand, jsou pro kultivaci kalusové kultury andé€liky lékatrské nejvhodnéjsi média podle

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

Pti podobném srovnavani zivnych médii z pohledu optimalni podpory ristu kultury i
produkce antokyant bylo napt. pro kalusovou kulturu Daucus carota jako nejlepsi 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), zatimco ostatni porov-
navand média vykazovala v piislusnych kulturach horsi vysledky. Obdobné tomu tak bylo
s médiem podle Schenka a Hildebrandta v ptipadé€ kalusové kultury Genista tinctoria produku-

jici isoflavony (Luckiewicz et al., 2003).

2.2.2 Rustové regulatory

Ristové regulatory hraji zasadni roli v kontrole a regulaci ristu a vyvoje rostlin tim, Ze

zasahuji do takovych procest jako je napi. dé€leni, prodluzovani a diferenciace rostlinnych
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bun¢k (Ling et al., 2011). Bylo zjisténo, Ze typ a koncentrace rustovych regulatorti vyznamnym
zpusobem ovliviiuji nartist biomasy a tvorbu produkti v explantatovych kulturach a ze poza-
davky rtiznych kultur se zna¢né lisi v zavislosti na rostlinném druhu (Smetanska, 2008; Jamwal
et al., 2018). Vzhledem k tomu, ze stale neni dostate¢n¢ objasnén mechanismus ucinku rusto-
vych regulatorii na molekularni irovni, stejn¢ jako mnohdy chybi detailni znalosti jednotlivych
biosyntetickych drah primarniho a sekundarniho metabolismu a jejich vztaht (Ji et al., 2015;
Wang et al., 2018; Kurepa et al., 2019; Phillips et al., 2019), je obtizné ptedpovédét plisobeni
auxinll a cytokininti na buné¢nou proliferaci a produkci sekundarnich metabolitii v kazdé kon-
krétni kultuie, a musi tedy byt vhodné riistové regulatory nebo jejich kombinace a jejich opti-

malni koncentrace zjiStovany experimentalné.

V suspenzni kultuie Angelica archangelica byl zkouman vliv ¢tyt auxind (kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova, a-naftyloctova, B-indolyloctovd, B-indolylméselnd) ve ctyfech koncen-
tracich (0,2; 2; 10 a 20 mg/1) a vliv svételného rezimu (kultivace ve tmé a za stalého osvétleni)
na rust kultury a obsah kumarint v buiikach a médiu. Rist kultury a produkce kumarint byla
vyznamné ovlivilovdna typem a koncentraci auxinu; vliv svételného rezimu byl v porovnani
s vlivem auxini méné vyrazny — zmény vyvolané auxiny byly modifikovany svételnymi pod-
minkami. Nejvyssi rust byl dosazen s kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou (2 mg/l) a B-indoly-
loctovou (10 mg/1); produkce kumarini byla nejvyssi v pritomnosti kyseliny 2,4-dichlorfenoxy-
octové a a-naftyloctové v koncentraci 0,2 mg/1 (Siatka et al., 2003¢; Siatka et al., 2008).

Ovlivnéni bunééné proliferace a tvorby antokyanti piisobenim c¢tyf auxinii a dvou cy-
tokininti ve tfech koncentracich (0,1; 1 a 10 mg/l) bylo zkoumano v kalusové kultuie Angelica
archangelica. Nejlepsiho rustu kultury bylo docileno v pfitomnosti cytokininti benzylaminopu-
octové a a-naftyloctové (0,1 a 1 mg/l); neosvédcila se koncentrace 10 mg/1 téchto Ctyt ristovych
regulatort a ani kyselina B-indolylméselna a B-indolyloctova ve vSech koncentracich. Obdobné
tomu bylo i1 u produkce antokyant — nejvyssi obsah antokyanti, stejné€ jako nejvyssi rust, byl
dosaZen plisobenim benzylaminopurinu a kinetinu v koncentraci 1 mg/1 (Siatka, 2019).

Vliv tii auxint ve tiech koncentracich (0,1; 1 a 10 mg/l) na bunécnou proliferaci a tvorbu
flavonoidii byl zkoumén v kalusové kultute Bellis perennis. Nejvyssi rust kultury a soucasné i
produkce flavonoidl byly pozorovany u kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové v koncentraci 0,1 a
1 mg/l, a-naftyloctové v koncentraci 1 mg/l a B-indolyloctové v koncentraci 0,1 mg/1 (Siatka,
1998). Déle bylo zkoumano ptsobeni tii vyse uvedenych auxinl ve tiech koncentracich v kom-

binaci s cytokininem benzylaminopurinem ve dvou koncentracich (0,1 a 1 mg/l) — kombinace
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auxinl s benzylaminopurinem vedla ke zvySené proliferaci kultury v porovnani se samotnymi
auxiny; pokud jde o obsah flavonoidii, kombinace benzylaminopurinu s kyselinou 2,4-dichlor-
fenoxyoctovou vedly ke snizeni a s kyselinou a-naftyloctovou naopak ke zvyseni produkce
flavonoidil ve srovnani se samotnym auxinem, u kombinaci s kyselinou B-indolyloctovou nebyl
vztah zcela jednoznacny; nejlepSich vysledkti bylo dosazeno kombinaci benzylaminopurinu
(0,1 mg/l) s kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou (0,1 mg /I) pro rast a s kyselinou a-naftyloc-
tovou (1 mg/l) pro produkci flavonoidii (Siatka et al., 2001).

V kalusové¢ kultute Rheum palmatum byl studovan ucinek ¢tyi auxinl ve tiech koncen-
tracich (0,1; 1 a 10 mg/1). Rast kultury stimulovala velmi dobie kyselina a-naftyloctova a 2,4-
dichlorfenoxyoctova, mén¢ kyselina f-indolylmaselna, zatimco kyselina B-indolyloctova byla
z hlediska rastu nevhodnd; vysoky obsah anthracenovych derivati byl zaznamenan pii pouziti
kyseliny a-naftyloctové (1 a 10 mg/l), B-indolylmaselné (0,1 mg/l) a B-indolyloctové (1 mg/1),
u ostatnich koncentraci téchto auxini stejné jako u kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové byl obsah

v kultufe niz$i a vzajemné srovnatelny (Siatka et al., 2003a).

Jak je vidét u vySe zkoumanych kultur, kazda z nich ma jiné naroky na optimalni typ a
koncentraci auxinu nebo cytokininu. Obdobné je tomu i u jinych kultur. Podobné G¢inky jako
v suspenzni kultute Angelica archangelica mély kyselina B-indolyloctova, a-naftyloctova a
2,4-dichlorfenoxyoctova v kalusové a suspenzni kultuie Evolvulus alsinoides, pokud jde o rist
kultury a produkci skopoletinu; prvn€ jmenovany auxin byl nejucinngjsi (Naikawadi et al.,
2016). Obsah umbeliferonu v suspenzni kultute Haplophyllum patavinum (Filippini et al.,
1998) nebo skopoletinu v kalusové kultute Coronilla scorpioides (Piovan et al., 2014) byl srov-
natelny pii kultivaci za svétla 1 ve tmé, stejné€ jako v suspenzni kultuie Angelica archangelica.
Cytokininy kinetin a benzylaminopurin vedly k vy$§imu nariistu biomasy neZ auxin kyselina o-
naftyloctova v suspenzni kultute Panax vietnamnesis (Trong et al, 2017), podobné¢ jako v kalu-
sove kultute Angelica archangelica produkujici antokyany, zatimco v kalusoveé kultute Stellera
chamaejasme to bylo pozorovano jen u benzylaminopurinu, nikoliv u kinetinu, ktery naopak
rust ve srovnani s kyselinou a-naftyloctovou silné€ inhiboval (Wang et al., 2013). Kalusova kul-
tura Bridelia stipularis rostla dobfe v pfitomnosti benzylaminopurinu a kinetinu, i kdyZ v trochu
mensi mife nezZ s kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou a a-naftyloctovou, ale produkce an-
tokyantl probihala jen v kultufe s auxiny, nikoliv cytokininy (Sreenivas et al., 2011), na rozdil
od kalusové kultury Angelica archangelica, kde byly cytokininy mnohem t¢innéj$i nez auxiny.
Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova byla nejefektivnéjsi v podpote ristu v kalusové kultuie Oxa-

lis reclinata, zatimco v pfitomnosti kyseliny a-naftyloctové a B-indolyloctové kultury rostly
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Spatn¢ a nebyly vibec schopny riist pii pouziti kyseliny B-indolylmaselné; na druhou stranu
kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova snizovala biosyntézu antokyanti ve srovnani s kyselinou a-
naftyloctovou a B-indolyloctovou (Makunga et al., 1997). Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova a
a-naftyloctova byly vhodnéjsi nez kyselina B-indolyloctova a B-indolylmaselnd pro bunécnou
proliferaci v suspenzni kultuie Fragaria ananassa, avsak z hlediska produkce antokyani bylo
pusobeni kyseliny a-naftyloctové, B-indolyloctové a B-indolylmaselné srovnatelné a slabsi nez
kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctova (Mori et al., 1993). Biosyntéza flavonoidi byla vyssi v pfi-
tomnosti kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové nez a-naftyloctové v kalusové kulture Hydrocotyle
bonariensis; kombinace prvné jmenovaného auxinu s kinetinem vedla ke zvySeni produkce
(Masoumian et al., 2011). Rust kalusové kultury Stellera chamaejasme byl vice stimulovan
benzylaminopurinem nez kyselinou a-naftyloctovou, jejich kombinaci se nartist biomasy jesté
podstatné zvysil, kdezto produkce flavonoidu byla pti pouziti tohoto auxinu a cytokininu kaz-
dého samostatné srovnatelnd, ale jejich kombinace nevedla k dal§imu zlepSeni (Wang et al.,
2013). Nejvyssi bunécné proliferace a produkce flavonoidl bylo dosazeno s kyselinou B-in-
dolylmaselnou v kalusové kultuie Rumex vesicarius; nizsi a u obou srovnatelny rust byl docilen
s kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou a a-naftyloctovou, zatimco pro tvorbu flavonoida byl
druhy auxin z obou U¢inné&;jsi (El-Shafey et al., 2016). Kyselina a-naftyloctova byla efektivnéjsi
nez kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova pro biosyntézu flavonoidii v suspenzni kultute Ficus del-
toidea; benzylaminopurin a kinetin byly v porovnani s auxiny u¢inné velmi malo (Ong et al.,
2011). V kalusové kultute Gynochthodes umbellata se pro rist osvédcily kyselina 2,4-dichlor-
fenoxyoctovéa a B-indolylmaselnd, méné B-indolyloctova a viibec a-naftyloctova, z hlediska
produkce anthrachinonii pak pouze kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (Anjusha et al., 2017).
V kalusové¢ kultute Morinda citrifolia vykazaly kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, a-naftyloc-
tova a B-indolylmaselnéd srovnatelny ucinek na rist; biosyntéza anthrachinond byla niz8i pfi

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

2.2.3 Prekuzory

Ptidani sloucenin, které jsou intermediaty biosyntetickych drah Zddanych sekundérnich
metabolitll, pfedstavuje jeden z pfistupil, jenZ miize vést ke zvySeni produkce téchto metabolit
v explantatovych kulturdch; ptitom je také dilezité, aby prekurzory byly snadno dostupné a
levné;s$i nez kulturou produkované latky (Espinosa-Leal et al., 2018; Matsuura et al., 2018).

Nalézt vhodny prekurzor mize byt problém — musi to byt latka, kterou dokaze kultura ptijmout
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a pfeménit na zadané metabolity, ktera na ni vSak soucasné nebude v pouzité koncentraci pi-

sobit toxicky.

V kalusové kultuie Angelica archangelica byl sledovéan vliv fenylalaninu a kyseliny
skoficové v rozmezi koncentraci 0,1-10 mmol/l na rst kultury a produkci kumarinii — ob¢ latky
stimulovaly rist kultury v koncentracich 0,1-1 mmol/l, zatimco koncentrace 5 a 10 mmol/l pti-
sobily na kulturu toxicky a inhibovaly jeji riist; produkce kumarinii byla zvySena fenylalaninem
v koncentraci 0,1; 0,25 a 0,5 mmol/l (Siatka, 1995). U¢inek fenylalaninu, tyrosinu a kyseliny
skoficové v koncentracich 0,01; 0,1 a 1 mmol/l byl zkouSen v suspenzni kultuie Angelica ar-
changelica — nejlepsi rast byl dosazen ptisobenim tyrosinu (0,1 a 1 mmol/l) a nejvyssi produkce
kumarinii pfidavkem fenylalaninu (0,1 mmol/l); kyselina skoficovéa a fenylalanin v koncentraci
1 mmol/l pasobily toxicky (Siatka et al., 2002).

U kalusovych kultur Echinacea purpurea a Echinacea angustifolia byl zkouman ucinek
fenylalaninu na rtst kalusti a obsah kyseliny skoficové a kdvové. Fenylalanin v koncentracich
0,1 a 0,25 mmol/l zvysil rist, kdezto koncentrace 10 mmol/l ptisobila toxicky v obou kulturach.
Fenylalanin (0,5; 1; a 2,5 mmol/l) zvysil produkei kyseliny skoticové v kultute Echinacea pur-
purea, zatimco produkci kyseliny kdvové piili§ neovlivnil; v kultute Echinacea angustifolia
naopak stimuloval (v koncentraci 1 a 2,5 mmol/l) tvorbu kyseliny kavové a malo ovlivnil pro-
dukei kyseliny skoficové; koncentrace fenylalaninu 10 mmol/l snizila produkci kyseliny skofi-
cové a kavové v obou kulturach (Sicha et al., 1991)

Vliv kyseliny skoticové (0,003; 0,03; 0,3 a 3 mmol/l) na biosyntézu podofylotoxinu byl
testovan v suspenzni kultute Juniperus virginiana; podstatné zvyseni produkce bylo dosazeno
pii koncentraci 0,3 mmol/l, niz§i a vyss§i koncentrace byly prakticky bez vlivu (KaSparova et

al., 2018).

Obdobn¢ vysledky byly zaznamenany 1 u jinych explantatovych kultur — jednotlivé kul-
tury se li$i svou citlivosti vii¢i dodavanym potencidlnim prekurzorim a schopnosti vyuzit je pro
biosyntézu sekundarnich metaboliti. Fenylalanin v koncentracich 0,05; 0,1; 0,15 a 0,2 mmol/l
vyznamn¢ neovlivnil rist suspenzni kultury Spilanthes acmella, zato mél vyrazné stimulujici
ucinek na produkci skopoletinu, nejlepsi v koncentraci 0,1 mmol/l (Abyari et al., 2016), po-
dobn¢ jako tomu bylo v suspenzni kultuie Angelica archangelica. Rist suspenzni 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 mirné sniZil; obsah skopoletinu v kultufe vyrazné vzrostl ptidavkem fenylala-

ninu, s rostouci koncentraci fenylalaninu mirn€ klesal (Naikawadi et al., 2016). Kyselina
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skotficova ve vSech testovanych koncentracich (0,0006-0,3 mmol/l) stimulovala produkci psora-
lenu v kalusové kultute Psoralea corylifolia (Mohammadparast et al., 2015), v suspenzni kul-
tufe v koncentraci 0,3 mmo/l snizila rist kultury, ale zvysila produkci psoralenu (Gajula et al.,
2018). Tyrosin a fenylalanin v koncentracich 0,3; 0,6 a 0,9 mmol/l zna¢né zlepSily produkci
derivati kyseliny kavové v kalusovych kulturach dvou odrad Echinacea purpurea (Rady et al.,
2018). Kyselina skotficova (2,1 mmol/l) ptsobila toxicky na suspenzni kulturu Podophyllum
hexandrum, fenylalanin a tyrosin (0,6-9,5 mmol/l) sice neovlivnily rist kultury, ale biosyntézu
podofylotoxinu snizily (Van Uden et al., 1990). Fenylalanin (1 mmol/l) snizil rist, ale zvysil
tvorbu podofylotoxinu v transformované kotenové kultute Linum flavum (Renouard et al.,
2018). Produkci podofylotoxinu v kalusové kultute Juniperus chinensis fenylalanin zvysil

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

2.2.4 Elicitace

Elicitace predstavuje jednu z nejucinngjsich technik pro zlepSovani biotechnologické
produkce sekundarnich metabolitl (Ramirez-Estrada et al., 2016). Jeji podstatou je manipulace
metabolickych drah vyvolanim stresu a mize tedy byt vyuzita nejen ke zvySovani produktivity,
ale také jako vyzkumny nastroj ke studiu rostlinné tolerance vici stresu a k pochopeni role
riznych stresovych faktori a jim odpovidajicich fyziologickych procesti a zmén odehravajicich
se v rostling po jejich plisobeni vyuzitim explantatovych kultur jako modelového systému (Na-
rayani et al., 2017).

Pojem elicitace znamena aplikaci elicitorti pro aktivaci obranné reakce rostlinné bunky
a elicitory jsou jakékoliv fyzikalni, chemické nebo biologické Cinitele, jeZ spoustéji fadu ob-
rannych mechanismi, podobnych odpovédi rostlin na podnéty z okolniho prostfedi nebo na
napadeni patogeny za ucelem ochrany a adaptace na stresové podminky, vedoucich v konecném
dasledku k indukci nebo zvyseni syntézy a akumulace sekundarnich metaboliti (Baenas et al.,
2014; Ramirez-Estrada et al., 2016; Narayani et al., 2017; Thakur et al., 2019). Elicitory se
podle své povahy d¢€li na abiotické a biotické. Abiotické elicitory jsou nebiologického piivodu
a rozdéluji se na fyzikalni, mezi néZ se fadi napf. ultrafialové zareni, nizka ¢i vysoka teplota,
mechanické poranéni, pulsni elektrické pole, nizk4 ¢i vysoka osmolarita, vysoky tlak, ultra-
zvuk, a chemické, k nimz patii napt. soli kovli (zejména tézkych, ale nejen téch: Hg, Cu, Pb,
Ni, Zn, Cd, Ag, Co, Fe, Cr, Mn, V, Al), ozon, nékteré syntetické organické slouceniny (napf.
N,N-dicyklohexylkarbodiimid, benzothiadiazol), nékteré rostlinné signalni molekuly, nor-

maln¢ produkované rostlinnou buiikou béhem reakce na stres (napf. kyselina salicylova,
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kyselina jasminova, methyljasmonat) (Baenas et al., 2014; Narayani et al., 2017; Thakur et al.,
2019). Biotické elicitory maji ptivod biologicky a pochdzeji z mikroorganismi, bylozravel a
rostlin; zahrnuji napf. homogenaty bakterii a hub nebo filtraty z jejich kultur, alginat, chitosan,
pektin, proteiny (Baenas et al., 2014; Narayani et al., 2017).

Pokud jde o mechanismus ucinku elicitorti, je pomérné slozity. Cely proces zacina per-
cepci elicitoru prostfednictvim receptori lokalizovanych v cytoplasmatické membrang, coz ma
za nasledek spusténi fady dalSich déji vedoucich k amplifikaci a ptenosu signalu, jako je napf.
reverzibilni fosforylace a defosforylace proteinii v cytoplasmatické membrané a cytosolu,
zmény iontovych toki (zvysSeni cytosolické koncentrace kalcia; influx protonii a eflux kalia a
chloridt), extracelularni alkalizace a cytoplasmaticka acidifikace, aktivace mitogenem aktivo-
vané proteinové kinazy, aktivace nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidasy a produkce reak-
tivnich forem kysliku a dusiku, aktivace G proteini, aktivace fosfolipazy C, produkce kyseliny
jasmonové¢ a salicylové. Diisledkem vSech téchto udalosti je aktivace nebo de novo syntéza
transkripénich faktord, jez reguluji mimo jiné expresi genii kodujicich enzymy odpovédné za
biosyntézu sekundarnich metabolitti (Baenas et al., 2014; Ramirez-Estrada et al., 2016; Naray-
ani et al., 2017; Zhai et al., 2017). Je sice mnoho znamo o receptorech, sekundarnich poslech,
prenosu signdlu i aktivaci gentl, avSak obecné ziistava znalost celého procesu dosti nekompletni,
protoze se vyznacuje velikou variabilitou, jez dovoluje rostlinné buiice ucelné reagovat odlis-
nym a adekvatnim zpiisobem aktivaci rozdilnych skupin genti na zna¢n¢ rozmanitou skalu stre-
sovych podnéth (elicitorit) (Ramirez-Estrada et al., 2016; Tsuda, 2017). Pfestoze se elicitory
ukézaly byt velmi t€¢innym biotechnologickym néstrojem a osvédcili se v mnoha piipadech pro
stimulaci produkce sekundarnich metabolit v explantatovych kulturach, je jejich pouziti stale
empirické.

Uspéch a t¢innost elicitace v kulturach in vitro zavisi na mnoha faktorech jako jsou
rostlinnd bunécna linie a jeji kultivacni podminky, druh a koncentrace elicitoru, doba pfidani
elicitoru béhem rastového cyklu kultury, délka piisobeni elicitoru na kulturu a dalsi (Narayani

etal., 2017).

V suspenzni kultute Angelica archangelica byl testovan G¢inek mycelidlnich homoge-
natd ze tfinacti hub (ve tfech koncentracich s dobou piisobeni 48 hodin) na produkci skopole-
tinu. NejucCinngjsi byly homogenaty z Pythium aphanidermatum, Verticillium dahliae,
Fusarium oxysporum a Phytophthora infestans (Siatka et al., 2000). V téze kultufe byly zkou-
many zmény elicitacniho plisobeni homogenatu Pythium aphanidermatum v n€kolika koncen-

tracich v zavislosti na pfitomnosti ristovych regulatort a svételném rezimu (kultivace na svétle
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a ve tm¢); rast nebyl ptidavkem elicitoru neptiznivé ovlivnén, produkce kumarini mnohona-
sobné vzrostla aplikaci elicitoru pfi odstranéni ristovych regulatorti z média a pii kultivaci za
tmy (Siatka et al., 2009). Vliv koncentrace manganatych (0-50 pmol/l), kobaltnatych (0-500
umol/l) a nikelnatych (0-500 umol/l) iontl v Zivném médiu na produkci kumarinti byl sledovan
v suspenzni kultute Angelica archangelica kultivované na svétle a ve tm¢e — rust kultury byl
snizen pii nejvyssich pouzitych koncentracich, vice pfi kultivaci na svétle; obsah kumarind
v buiikach a v médiu nebyl pozitivné ovlivnén, s rostouci koncentraci kovovych ionta klesal
(Siatka et al., 2005). Za stejnych podminek byl testovan vliv sloucenin vanadu: vanadi¢nanu
sodného (v koncentraci 0-1000 umol/l) a siranu vanadylu (v koncentraci 0-500 umol/l); rast
kultury byl snizen pii nejvyssich pouzitych koncentracich, vice pfi kultivaci na svétle; vanadic-
nan sodny zvysil produkci kumarinti (vys$si obsah v bunikach i v médiu) pii koncentraci 0,2 a 1
pmol/l pii kultivaci na svétle, v ostatnich koncentracich neovlivnil produkei kumarini pti kul-
tivaci na svétle ani ve tmé kromé nejvyssi koncentrace 1000 pmol/l, pfi niZ ji vyrazné snizil;
v ptipadé¢ siranu vanadylu tvorba kumarini klesala s jeho rostouci koncentraci (Siatka et al.,
2007). Sledovén byl také ucinek chloridu hlinitého v koncentracich 0-1000 pmol/l; proliferace
kultury byla mirn¢ sniZzena nejvyssi koncentraci chloridu hlinitého; produkce kumarinti byla
ovlivnéna v zavislosti na svételnych podminkéch — pfi kultivaci ve tmé zvySovaly hlinité ionty
s rostouci koncentraci mnozstvi kumarinii v buitkdch a v médiu od koncentrace 50 umol/l az
do koncentrace 1000 pmol/l, kdy byla produkce kumarini nejvyssi; naproti tomu v kultuie kul-
tivované na svétle chlorid hlinity tvorbu kumarinti nezvysil, jeho vyssi koncentrace ji jesté sni-
zily (Siatka et al., 2010a). Zkoumano bylo piisobeni chloridu rtutnatého v koncentracich 0,5-
100 umol/l v suspenzni kultuie Angelica archangelica — nariist biomasy nebyl ovlivnén do kon-
centrace 50 pmol/l, zatimco koncentrace 100 umol/l byla pro kulturu letélni, a to nezavisle na
svételném rezimu; pii kultivaci ve tm¢ obsah kumarini v bunikdch nebyl ovlivnén, v médiu
stoupal s rostouci koncentraci rtutnatych ionti k maximu pii 20 pmol/l; pfi kultivaci na svétle
zvySoval chlorid rtutnaty mnozstvi kumarinii v bunikach 1 v médiu, nejvice pii koncentraci 20
umol/l (Siatka et al., 2011). Vliv zine¢natych iontii v koncentraci 0-1500 pmol/l a kademnatych
iontll v koncentraci 0-100 pmol/l na suspenzni kulturu Angelica archangelica byl nésledujici:
proliferace bun€k nebyla negativné ovlivnéna zine¢natymi ionty do koncentrace 150 pmol/l ve
tme a 300 pmol/l na svétle (potom klesala s rostouci hladinou zine¢natych iontd) a kademna-
tymi ionty do koncentrace 10 umol/l pii kultivaci ve tmé a 50 umol/l na svétle; toxické kon-
centrace kadmia byly o fad niz$i neZ u zinku; obsah kumarini v bunikéch i v médiu nebyl pozi-
tivné€ ovlivnén, naopak s rostouci koncentraci zine¢natych a kademnatych iontt klesal pti kul-

tivaci ve tme i na svétle (Siatka et al., 2012). V suspenzni kultute Angelica archangelica byl
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sledovén ucinek siranu méd’natého na bunécnou proliferaci a produkci skopoletinu v zavislosti
na koncentraci méd’natych iont (0-200 umol/l) a svételném rezimu; nartist biomasy kultury
kultivované na svétle nebo ve tmé se neménil do koncentrace 100 umol/l, pii koncentraci méd’-
natych ionti 200 umol/l byl mirn¢ snizen; produkce skopoletinu byla ovlivnéna v zavislosti na
koncentraci siranu méd’natého a svételném rezimu — obsah skopoletinu v buiikach i v médiu
vzristal se zvySujici se hladinou méd’natych iontll v zivném médiu od koncentrace méd’natych
iontl 0,1 pmol/l k maximu pii 5-50 pmol/l v kultufe na svétle a od 10 pmol/l méd’natych iontt
k maximu pii 50 pmol/l v kultuie ve tmé, pak postupné se stoupajici koncentraci méd'natych
iontt klesal za obou svételnych rezimu (Siatka et al., 2017b).

V suspenzni kultute Bellis perennis byl zkousen u¢inek homogenatu kultury Pseudo-
monas aeruginosa a Candida utilis na rust a produkci flavonoidu; byl sledovan vliv tii koncen-
traci a doby plsobeni elicitort (24, 48 a 72 hodin) a svételného rezimu (kultivace na svétle a za
tmy). Elicitory neovliviiovaly negativné rist kultury; zvyseni produkce flavonoida zéviselo na
druhu, koncentraci a dobé piisobeni elicitoru a zptsobu kultivace z hlediska svételného rezimu
— nejvyssi obsah flavonoidii byl dosazen homogenatem Candida utilis po 24 hodinach pfti kul-
tivaci za svétla a po 48 hodinach pfi kultivaci ve tmé (Siatka et al., 1999).

Vliv kyseliny jasmonové, jeji koncentrace (0,005; 0,05; 0,5 a 5 mmol/l) a doby ptisobeni
(6, 24, 48 a 168 hodin), na produkci flavonoidii a isoflavonoidi byl zkouman v suspenznich
kulturach Trifolium pratense pochéazejicich ze dvou odrud (DO-8 a DO-9); produkce flavonoida
byla zvySena v obou kulturach nejlépe koncentraci kyseliny jasmonové 0,5 mmo/l, v kultute
DO-8 po 24 hodinéach, v kultuie DO-9 po 6 hodinach; maximalni obsah isoflavonoidii byl do-
sazen pomoci 0,05 mmol/l kyseliny jasmonové v kultuie DO-8 po 6 hodinach, v kultute DO-9
po 48 hodinach; v kultufe DO-9 bylo zvySeni obsahu flavonoidi a isoflavonoidli vyrazné vétsi
nez v kultufe DO-8 (KaSparova et al., 2008). Vliv kalcia (0,1; 1 a 10 mmol/l) a verapamilu
(blokéator kalciového kandlu) na elicitacni efekt kyseliny jasmonové (0,005; 0,05 a 0,5 mmol/l)
byl studovan v suspenzni kultute Trifolium pratense (odrida Sprint) — tvorba jak flavonoida,
tak isoflavonoidl (z nich nejvice u genistinu) byla nejvyssi v pfitomnosti kyseliny jasmonové
v koncentraci 0,05 mmol/l po dvaceti ¢tythodinovém plisobeni; ptidavek chloridu vapenatého
elicita¢ni G€inek kyseliny jasmonové zvysil, nejlépe v koncentraci 10 mmol/l; naopak kombi-
nace kyseliny jasmonové s verapamilem vedla ke sniZeni elicita¢ni aktivity kyseliny jasmo-
nové, coz ukazuje na diilezitou ulohu véapenatych ionti v kyselinou jasmonovou stimulované
produkei flavonoidi a isoflavonoidd v této kultuie (Kagparova et al., 2014). Uginek kyseliny
salicylové (koncentrace 0,01; 0,1; 1; 10 mmol/l; doba plsobeni 6, 24, 48 a 168 hodin) na tvorbu

isoflavonoidii byl testovan v suspenzni kultute Trifolium pratense (odrida Sprint) — oproti
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kyselin€ jasmonové se kyselina salicylova jako elicitor viibec neosvédcila — obsah isoflavono-
idii v kultufe zastal nezménén nebo byl sniZzen ve srovnani s neelicitovanou kulturou; zkouseny
byly také chlorid kademnaty a chlorid rtutnaty (koncentrace 0,1; 1; 10 a 100 umol/l; doba pt-
sobeni 6, 24, 48 a 168 hodin) jako potencialni elicitory — u¢inek kademnatych iontl byl zane-
dbatelny, zatimco rtutnaté ionty vyznamné zvysovaly produkci isoflavonoidu, nejvice v kon-
centraci 1 umol/l po Sestihodinovém plisobeni (nejvice vzrostl obsah daidzeinu, ktery byl vyssi
nez po elicitaci kyselinou jasmonovou, s niz bylo naopak dosazeno vyssiho obsahu genistinu
ve srovnani s elicitaci chloridem rtutnatym) (Kasparova et al., 2009). Vliv siranu méd'natého
(koncentrace 0,1; 1; 10 a 100 umol/l; doba ptisobeni 6, 24, 48 a 168 hodin) na produkci flavo-
noidu a isoflavonoidil byl testovan v suspenznich kulturach Trifolium pratense (odrada DO-8
a DO0-9) —nejvyssi obsah flavonoidt byl docilen koncentraci 100 umol/l po 168 hodinach v kul-
tufe odridy DO-8 a koncentraci 10 pmol/l po 24 hodinéch v kultufe odriady DO-9 (vice nez
v kultute DO-8); v ptipad¢ isoflavonoidi byla nejucinnéjsi koncentrace médnatych ionti 1
umol/l (po 48 hodinach) v kultufe odridy DO-8 a 10 umol/l po 168 hodinach v kultufe odridy
DO-9, nejvyssi obsah ze Ctyt stanovovanych isoflavonoidll byl zaznamenan u genistinu (vice
v kultufe DO-8); obsah genistinu po elicitaci v t€chto kulturach byl vy§si neZ po elicitaci chlo-
ridem rtutnatym, ale niz8i nez po elicitaci kyselinou jasmonovou nebo jeji kombinaci s chlori-
dem vapenatym v suspenzni kultufe odridy Sprint (Kasparova et al., 2007). Jako potencidlni
elicitor produkce flavonoida a isoflavonoidil byl zkousen nové syntetizovany benzylsulfanyl-
pyridinovy derivat [2-(2-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothioamid] (latka s antimy-
kobakteridlni, antifungdlni a fotosyntézu inhibujici aktivitou) v suspenzni kultute 7rifolium
pratense odrady DO-8 — byl sledovan vliv koncentrace (1, 10 a 100 pmol/l) a délky expozice
(6, 24, 48 a 168 hodin); produkce flavonoidi byla zvySena vsemi koncentracemi (nejlépe kon-
centraci 100 umol/l) po Sestihodinovém plisobeni, pfi delSim kontaktu s kulturou elicita¢ni uci-
nek slabnul; produkce isoflavonoidi genistinu, genisteinu, daidzeinu vzrostla rliznou mérou
b&hem 6-48 hodin plisobeni elicitoru, delsi aplikace elicitoru (168 hodin) vedla ke snizeni ob-
sahu isoflavonoidt v kultuie — z hlediska produkce isoflavonoidi byla optimalni koncentrace
elicitoru 1 pmol/l a optimélni doba plsobeni 48 hodin (Kasparova et al., 2012a). Stejna latka
byla testovana také v suspenzni kultuie Trifolium pratense odriiddy Tempus — na rozdil od pted-
chozi kultury, obsah flavonoidl vzriistal piisobenim vSech koncentraci elicitoru (nejvice pii 10
umol/l) s délkou expozice k nejvyssimu po 48 hodinach, delsi plisobeni (168 hodin) mélo uci-
nek nizsi; pro stimulaci produkce isoflavonoidii byla optimalni koncentrace 1 pmol/l a doba

pusobeni 48 hodin, stejné jako u kultury odridy DO-8 (KaSparova et al., 2012b).
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V kalusovych kulturach Rheum palmatum rizného stafi a ptivodu (osmileta a jednoleta
odvozena z kofene intaktni rostliny a jednoleta odvozena ze semenacku) byl zkousen vliv dvou
forem biogenniho elicitoru ptfipraveného z kultury Pseudomonas aeruginosa (suspenze usmr-
cenych bunck a homogenat kultury; dvé koncentrace, doba plisobeni 6, 24 a 48 hodin) na pro-
dukci anthracenovych derivatii. Pisobenim obou forem elicitoru byl obsah anthracenovych de-
rivatl zvySen podobné v obou kulturach rizného staii odvozenych z kotene intaktni rostliny, a
naopak snizen v kultufe odvozené z kli¢ni rostliny (Kasparova et al., 1999). Vliv homogenatu
kultury Candida utilis (tf1 koncentrace, doba piisobeni 6, 24 a 48 hodin) byl testovan v pred-
chozich tech kalusovych kulturach a v suspenznich kulturach, které z nich byly zalozeny. Eli-
citor zvySoval produkci anthracenovych derivatu v kulturdch odvozenych jak z intaktni rost-
liny, tak z kli¢ni rostliny; mnohem lepsich vysledkt bylo dosazeno v suspenznich kulturach —
nejvyssi obsah po elicitaci byl nalezen v suspenzni kultufe odvozené z osmileté kalusové kul-
tury. Homogenat kultury Candida utilis byl jako elicitor u¢inngj$i nez homogenat kultury Pseu-
domonas aeruginosa (Kasparova et al., 2001a). V kalusové a suspenzni kultute Rheum palma-
tum odvozené z kotene intaktni rostliny byla sledovana riizna doba ptlisobeni chitosanu ve Cty-
fech koncentracich — vy$s§iho obsahu anthracenovych derivati bylo docileno v suspenzni kul-
tufe; optimalni koncentrace a doba plisobeni elicitoru byly 1 mg/ml a 24 hodin; G¢innost chi-
tosanu byla srovnatelnd s homogenatem kultury Candida utilis (Kasparova et al., 2001b). V de-
vitileté a trileté kalusové a suspenzni kultuie Rheum palmatum odvozené z kotene intaktni rost-
liny byl hodnocen vliv kyseliny salicylové v péti koncentracich (1, 2, 5, 10 a 15 mmol/l) a ve
titech Casovych intervalech (6, 24 a 48 hodin) po aplikaci elicitoru na tvorbu anthracenovych
derivatl — vyssi produkce bylo dosazeno v mladsich kulturach, suspenzni kultury reagovaly
intenzivnéji nez kalusové a byla u nich potiebnd nizsi koncentrace kyseliny salicylové k vyvo-
lani Gi¢inku; nejvyssi obsah byl nalezen v suspenzni kultuie po 48 hodinach piisobeni kyseliny
salicylové pouzité v koncentraci 1 mmol/l (Kasparova et al., 2002). Vliv koncentrace (0,005;
0,05; 0,5 a 5 mmol/l) a doby piisobeni (6, 12, 24 a 48 hodin) kyseliny jasmonové na produkci
anthracenovych derivat byl testovan v tfileté kalusové a suspenzni kultute Rheum palmatum
odvozené z kotene intaktni rostliny — podobné jako v experimentu s kyselinou salicylovou byla
kyselina jasmonova U¢innéjsi v suspenzni kultufe, optimalni koncentrace a délka pisobeni byly
0,05 mmol/I a 48 hodin (Kasparova et al., 2003b). V téze kalusové a suspenzni kultute Rheum
palmatum bylo zkoumano ovlivnéni elicitatniho u¢inku chloridu olovnatého v koncentraci 20
pmol/l vapenatymi ionty (0,1; 1; 10 a 100 mmol/l; doba piisobeni 6, 24 a 48 hodin) — v kalusové
kultufe byla kombinace s chloridem vapenatym neti¢innd; v suspenzni kultuie doslo k mirnému

zvySeni obsahu anthracenovych derivati piidavkem chloridu vapenatého oproti pouziti
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samotného chloridu olovnatého; nejvice koncentraci 10 mmol/l po 24 hodinach (Kasparova et
al., 2003a). Ve stejné kalusové a suspenzni kultute Rheum palmatum byl sledovan vliv chloridu
kademnatého a chloridu hlinitého (koncentrace 1, 10 a 100 pmol/l; doba piisobeni 6, 24, 48 a
168 hodin) na produkci anthracenovych derivatl; elicitacni G¢inek kademnatych a hlinitych
ionta byl srovnatelny, pozitivne byla ovlivnéna produkce zejména v suspenzni kultufe — maxi-
malni obsah anthracenovych derivati byl dosazen chloridem kademnatym v koncentraci 10
umol/l po 48 hodinach ptsobeni a chloridem hlinitym v koncentraci 100 pmol/l po 6 hodinach
(KasSparova et al., 2004).

V suspenzni kultute Juniperus virginiana byl zkouman 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 pasobeni (6, 24, 48 a 168 hodin) na produkci podofylotoxinu — k vyznamnému zvyseni
obsahu podofylotoxinu doslo v kultufe po ptsobeni kyseliny salicylové v koncentraci 10
mmol/l po 24 hodinach a kyseliny jasmonové po 168 hodinach; kyselina jasmonova byla mno-

hem U¢innéjsi nez kyselina salicylova (Kasparova et al., 2018).

Mycelidlni homogenaty Aspergillus niger, Alternaria sp. a Helminthosporium sp. vy-
razné inhibovaly rlist v suspenzni kultute Evolvulus alsinoides, na rozdil od suspenzni kultury
Angelica archangelica, ale podobn¢ jako v této kultutfe, vyznamné stimulovaly produkeci sko-
poletinu, a to s riiznou intenzitou v zavislosti na druhu a koncentraci elicitoru (Naikawadi et al.,
2016). Stejné tak fungalni elicitory z Aspergillus niger a Penicillium notatum zvysily riznou
mérou v zavislosti na ddvce obsah psoralenu v suspenzni kultute Psoralea corylifolia (Ahmed
et al., 2014). Stimula¢ni efekt fungalniho elicitoru z Verticillium dahliae na produkci cheliru-
binu v suspenzni kultute Sanguinaria canadensis byl zesilen v médiu bez ristovych regulatort
v porovnani s médiem s nimi (Cline et al., 1993), ve shodé€ s pozorovanim v suspenzni kultute
Angelica archangelica. Mycelidlni homogenat Aspergillus niger v zavislosti na koncentraci
zvySoval tvorbu flavonoidii v suspenzni kultute Blumea lacera (Mendhulkar et al., 2017), ob-
dobné¢ jako homogenaty pouzité v suspenzni kultute Bellis perennis. Biosyntézu anthrachinonti
zvySily mycelidlni homogenaty Aspergillus niger a Aspergillus flavus v suspenzni kultuie
Morinda elliptica (Chong et al., 2005), jakoz i naftodianthroni homogenaty Fusarium oxyspo-
rum, Phoma exigua a Botrytis cinerea v suspenzni kultute Hypericum perforatum (Simic et al.
2015). Chitosan stimuloval produkci anthrachinont v suspenznich kulturdch Morinda elliptica
(Chong et al., 2005) a Rubia tinctorum (Vasconsuelo et al., 2006). Pozitivni elicita¢ni efekt

fungalniho homogenatu a chitosanu byl potvrzen i1 v suspenzni kultute Rheum palmatum.
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Chlorid kobaltnaty a chlorid nikelnaty neovliviiovaly negativné rist v suspenzni kultute
Taxus chinensis (Zhang et al., 2003), podobné jako v suspenzni kultute Angelica archangelica,
na rozdil od ni ale zvySovaly produkeci paklitaxelu. V protikladu k produkci kumarinti v suspen-
zni kultute Angelica archangelica se manganaté ionty osvédcily jako vhodny elicitor pro tvorbu
isochinolinovych alkaloidi v suspenzni kultute Eschscholtzia californica (Balazova et al.,
2018). Siran manganaty a siran niklenaty nevykazovaly negativni vliv na rlst suspenzni kultury
Panax ginseng, produkci ginsenosidll prvni neovlivnil, kdezto druhy zvySoval (Huang et al.,
2013). Vanadi¢nan sodny zvysil syntézu ligninu v suspenzni kultute Petunia hybrida (Hagen-
doorn et al., 1990). Vanadi¢nan sodny a siran vanadylu mirn€ snizily rast suspenzni kultury
Panax ginseng, ale vyrazné¢ zvySovaly biosyntézu ginsenosidll, vanadi¢nan mnohem vice nez
siran vanadylu (Huang et al., 2013). Chlorid hlinity neovliviioval negativné rist a zvySoval
produkci kolchicinu v kofenové kultute Gloriosa superba (Ghosh et al., 2006) a produkci
withanolidl v suspenzni kultute Withania somnifera (Sivanandhan et al., 2014); pozitivni efekt
na tvorbu sekundarnich metabolitii vykazal i v suspenznich kulturdch Angelica archangelica a
Rheum palmatum. Byl popsan stimulac¢ni Gi¢inek chloridu rtutnatého na produkci umbeliferonu
v suspenzni kultufe Ipomoea batatas (Smith et al., 2001) nebo medikarpinu v kalusové kultute
Trifolium repens (Gustine, 1981), stejné jako byl nalezen u tvorby kumarint a isoflavonoidi
v suspenznich kulturach Angelica archangelica a Trifolium pratense. Kademnaté ionty ptiso-
bily s rostouci koncentraci inhibi¢né na rist v in vitro kultute celych rostlin Dionaea muscipula,
ale soucasné stimula¢né na biosyntézu antokyanid (Babula et al., 2009), a zvySovaly produkci
kyseliny kavové v suspenzni kultute Echinacea purpurea (Agikgoz et al., 2018), podobné jako
tvorbu anthracenovych derivat v suspenzni kultuie Rheum palmatum, zatimco se neosveédcily
jako elicitor pro biosyntézu kumarini a isoflavonoidii v suspenznich kulturdch Angelica ar-
changelica a Trifolium pratense. Siran zine¢naty nemél pozitivni i¢inek na produkci betalaint
v suspenzni kultute Beta vulgaris (Trejo-Tapia et al., 2001), stejné€ jako na produkci kumarint
v suspenzni kultute Angelica archangelica. Méd'naté ionty se ukazaly byt vhodnym elicitorem
produkce skopoletinu v suspenzni kultute Sphaeralcea angustifolia (Pérez-Hernandez et al.,
2019), furanokumarinii v suspenzni kultuie Conium maculatum (Meier et al., 2015), pyranoku-
marind v kofenové kultute Angelica gigas (Rhee et al., 2010), flavonoidl v suspenzni kultuie
Digitalis lanata (Bota et al., 2011) a isoflavonoidt v suspenzni kultute Trifolium pratense (En-
gelmann et al., 2009), obdobné jako v suspenznich kulturach Angelica archangelica a Trifolium
pratense, ale nevykazaly zadny elicita¢ni efekt na tvorbu furanokumarinii v suspenzni kultuie
Changium smyrnioides (Cai et al., 2017). Olovnaté ionty pozitivné ovlivnily produkci silyma-

rinu v suspenzni kultute Silybum marianum (Ashtiani et al., 2011), podobné jako anthraceno-
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vych derivatl v suspenzni kultuie Rheum palmatum, a byly bez €inku na obsah podofyloto-
xinu v suspenzni kultute Linum album (Shams-Ardakani et al., 2005). Stimulaéni u¢inek kyse-
liny salicylové popsany u tvorby flavonoidli v suspenznich kulturach Thevetia peruviana (Men-
doza et al., 2018) a Blumea lacera (Mendhulkar et al., 2016) a isoflavonoidii v suspenzni kul-
tufe Psoralea corylifolia (Shinde et al., 2009) ¢i transformované kotenové kultute Pueraria
candollei (Udomsuk et al., 2011) se nepotvrdil u produkce isoflavonoidll v suspenzni kultute
Trifolium pratense. Kyselina salicylova zvySovala biosyntézu anthrachinoni v kalusové kultute
Cassia alata (Shah et al., 2019) a v suspenznich kulturach Morinda citrifolia (Komaraiah et al.,
2005) a Polygonum multiflorum (Thiruvengadam et al., 2016) stejn¢ jako v suspenzni kulture
Rheum palmatum. Produkci podofylotoxinu zlepSovala kyselina salicylova v suspenzni kultufe
Linum album (Yousefzadi et al., 2010), podobn¢ jako v suspenzni kultute Juniperus virginiana,
ale neovlivnila ji pozitivnim zpisobem v suspenzni kultute Linum thracicum (Sasheva et al.,
2015). Stimulacni efekt kyseliny jasmonové na produkei flavonoidii v suspenzni kultufe Hype-
ricum perforatum (Gadzovska et al., 2007), isoflavonoidil v transformované kotenové kulture
Psoralea corylifolia (Zaheer et al., 2016), anthrachinont v suspenznich kulturdich Morinda
elliptica (Chong et al., 2005) a Polygonum multiflorum (Thiruvengadam et al., 2016) se projevil
také u produkce pfislusnych sekundarnich metabolith v suspenznich kultuach Trifolium pra-
tense a Rheum palmatum. ZvySeni obsahu podofylotoxinu pozorované v suspenzni kultuie Ju-
niperus virginiana po aplikaci kyseliny jasmonové bylo popsano také v suspenznich kulturach
Linum album (Van Fiirden et al., 2005) a Podophyllum hexandrum (Hazra et al., 2017) po apli-
kaci methyljasmonatu. Elicita¢ni aktivitu vykazovaly nové syntetické latky na produkci napf.
flavonoidi v kalusové kultuie Fagopyrum esculentum derivaty ureidopyrazinu (Bouz et al.,
2018) nebo isoflavonoidii v suspenzni kultufe Genista tinctoria pyridinkarbothioamidy
(Thmova et al., 2013), obdobné jako benzylsulfanylpyridinovy derivét v suspenzni kultute 77i-
folium pratense.

Odlisna citlivost kultur (bunéény rist a produkce sekundarnich metabolitl) viici elici-
toru v zavislosti na svételném rezimu, jez byla zaznamenéna v suspenznich kulturach Angelica
archangelica, byla popsana napf. v suspenznich kulturach Digitalis lanata (siran manganaty;
kardenolidy) (Ohlsson et al., 1989), Petroselinum crispum (fungélni homogenat; furanokuma-
riny) (Reil et al., 1996), Hypericum perforatum (kyselina jasmonova a salicylova, fungalni eli-
citory; hypericin) (Walker et al., 2002), Silybum marianum (kyselina jasmonova; flavolignany)
(Hasanloo et al., 2008) a Fagonia indica (methyljasmonat; flavonoidy) (Khan et al., 2018), ale
jeji pricina neni znama. Pokud jde o schopnost kultur riizného stafi, ptip. ptivodu (rostlinna ¢ast,

z niz byla kultura odvozena), reagovat na pfidany elicitor, nebyl nalezen vyrazny rozdil napf.
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v suspenznich kulturach (sedmi- a jednoletd) Papaver somniferum produkujicich sanguinarin
po aplikaci fungélniho elicitoru (Eilert et al., 1985), podobné¢ jako to bylo pozorovano v suspen-
znich kulturach Rheum palmatum po pisobeni mikrobialnich homogenati nebo kyseliny salicy-
lové; v ptipadé obou kultur se odpoveéd’ viuci pouzitym elicitoram liSila jen svou intenzitou.
Naproti tomu v suspenzni kultute Glycine max jednoleté, odvozené ze semenacku, indukovaly
bakterialni elicitory a chlorid rtutnaty produkei glyceollinu, zatimco v Sestnactileté, odvozené
z kotene, nedoslo k zadné reakci po pfidani téchto elicitort (Fett et al., 1982). Rlizna intenzita
odpovédi vici abiotickym a biotickym elicitorim v zavislosti na odridé¢, jak byla pozorovéana
v kulturach Trifolium pratense odvozenych z riznych odrtd, byla popsana napt. v suspenznich
kulturach dvou odrid Pueraria candollei pti produkci isoflavonoidii (Korsangruang et al.,
2010) nebo Echinacea purpurea pti produkci derivati kyseliny kavové (Rady et al., 2018).
Jak vyplyva z vysledkil elicitace v kalusovych a suspenznich kulturdch Angelica ar-
changelica, Bellis perennis, Trifolium pratense, Rheum palmatum a Juniperus virginiana a z
literarnich udaji, explantatové kultury se 1isi svou schopnosti zvysit produkci sekundarnich
metabolitl po ptisobeni jednotlivych elicitort. Je to dano tim, Ze odpoveéd’ rostlinnych bun¢k
na elicitorem vyvolany stres je tvofena multikomponentni siti skladdajici se z mnoha paralelnich
nebo vzdjemné provazanych signalnich drah, které mezi sebou spolupracuji a mohou se lisit
v percepci raznych elicitorti i ve zplsobu a mife reakce na jejich pisobeni. Flexibilnost téchto
mechanismi umoziuje na zaklade¢ rozlicnych podnétt variabilné regulovat velké mnozstvi me-
tabolickych kontrolnich mist, coz mliZe, ale nemusi, vést ke zvySené akumulaci riznych skupin
sekundarnich metabolitii (Ramirez-Estrada et al., 2016; Narayani et al., 2017; Betsuyaku et al.,
2017). Pii sou€asném stavu poznani neni mozné predpovédét, zda urcity elicitor bude ucinny
v konkrétni explantatové kultufe pro stimulaci Zaddanych sekundarnich metabolitii (Ahmed et

al., 2014).
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3 Biologicka aktivita vybranych prirodnich latek

V této kapitole jsou shrnuty vysledky zkoumani antioxida¢niho a hemolytického ti¢inku
extrakti z drogy Bellidis flos, G€inku extraktti z drogy Hibisci sabdariffae flos u chronického
renalniho selhani, inhibi¢niho plsobeni izolovanych isochinolinovych alkaloidl vici enzymim
souvisejicim s etiopatogenezi Alzheimerovy choroby (acetylcholinesterasa, butyrylcholineste-
rasa, prolyloligopeptidasa, glykogen synthasa kinasa-3f3) a nddorovych onemocnéni (aldoketo-

reduktasa AKR1C3)

3.1 Bellidis flos — hemolyticky a antioxidaéni tcinek

Bellis perennis, sedmikraska obecna (Asteraceae) je vytrvala bylina, pivodni v Evropé
a zapadni Asii a roz$ifend prakticky po celém; mé velmi dlouhou dobu kveteni, zpravidla od
brezna do listopadu (Mitich, 1997; Slavik, 2004; Brouillet, 2006). V tradi¢ni mediciné se pou-
ziva bor jako expektorans, diuretikum, antiflogistikum (Schdpke et al., 1992; Nazaruk et al.,
2001) a dermatologikum (Karakas et al., 2012). Hlavni obsahové latky 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; Haselgriibler et al., 2018), fenolické kyseliny
(napf. kyselina kdvova a chlorogenova) (Grabias et al., 1995; Haselgriibler et al., 2018), triter-
penické saponiny (hlavné oleananového typu) (Glensk et al., 2001; Morikawa et al., 2008;
Yoshikawa et al., 2008; Morikawa et al., 2010; Morikawa et al., 2011). U saponinil byl prokazan
antiprolifertivni u€inek in vitro (Ninomiya et al., 2016), antihyperlipidemicky in vivo u mysi
(Morikawa et al., 2010), extrakty z iborli podporuji hojeni ran bez vytvareni jizev u potkant
(Karakas et al., 2012) a tvorbu kolagenu v lidskych koznich fibroblastech in vitro (Morikawa
(Marques et al., 2013; Karakas et al., 2017). Bellidis flos je kodexovou drogou — tvofi ji ususeny
tibor, je zatazena do farmakologické skupiny fytofarmaka (diuretika) (Cesky farmaceuticky ko-
dex, 1993).

Reaktivni formy kysliku a dusiku hraji dalezitou roli v mnoha fyziologickych procesech
v organismu (Weidinger et al., 2015). Jejich zdroje jsou endogenni a exogenni, maji povahu
radikdlovou a neradikalovou, a v organismu existuje mnoho mechanismu regulujicich jejich
hladinu (tvorbou a eliminaci) (Kohen et al., 2002; Lushchak, 2014; Liguori et al., 2018). Ne-

rovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty posunutd ve prospéch oxidantti vedouci k naruseni
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redoxni signalizace a kontroly a k poSkozeni biomolekul se oznacuje jako oxidacni stres (Sies,
2018); reaktivni formy kysliku a dusiku oxidativné poskozuji lipidy, proteiny a DNA a jsou
ucastny v procesu starnuti (oxidacni teorie starnuti) a etiopatogenezi mnoha patologickych
stavl jako jsou napi. kardiovaskularni onemocnéni, diabetes, chronicka obstrukéni plicni ne-
moc, Alzheimerova choroba, makularni degenerace, chronické renalni selhani a nadorovéa one-
mocnéni (Liguori et al., 2018). Antioxidacné u¢inné ptirodni latky se mohou uplatnit v prevenci
nebo zmirnovani progrese téchto stavi (Pohl et el., 2018; Chikara et al., 2018; Zhang et al.,
2018); dobfe prokazané jsou antioxidacni ucinky flavonoidil (Perez-Vizcaino et al., 2018) a

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

Byla zkouména hemolyticka uc¢innost drogy Bellidis flos ziskané sbérem ubort sedmi-
krasky obecné v hlavnim obdobi jejiho kveteni, tj. od bfezna do fijna, v jednomési¢nim inter-
valu v pribéhu i let ze étyt lokalit, a to 1ékopisnou metodou pro stanoveni saponinti (Cesko-
slovensky 1ékopis 4, 1987). Hemolytické u¢innost drogy se v zavislosti na dob¢ sbéru ubort
b&hem roku vyznamné méni — nejnizsi je u drogy z bieznovych sbérii, potom postupné stoupa,
maxima dosahuje na konci jara a v letnich mésicich (Cerven Cervenec, srpen), pak dochéazi opét
k jejimu poklesu, neklesa vSak az na bfeznové minimum ani u sbéru z fijna (Siatka et al.,
2003b).

Na zaklad¢ predchoziho zjisténi byly sledovany také zmény obsahu celkovyh fenolt a
flavonoidi a antioxidacni aktivity u drogy Bellidis flos pochazejici se sbéri v jednomési¢nim
intervalu po dobu tfi let na tfech lokalitach. Pro analyzu drogy byly pouZity osvédcené metody
popsané v literatufe: pro stanoveni flavonoidli I€kopisné spektrofotomerické metody podle
Christa a Miillera (Christ et al., 1960; Evropsky 1ékopis, 1997) a podle Glasla (Glasl, 1985;
Evropsky 1ékopis, 1999), obsah celkovych fenoll byl stanovovan spektrofotometricky po re-
akci s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem (Singleton et al., 1965) a antioxida¢ni aktivita byla hod-
nocena spektrofotometricky metodou zalozenou na zhaSeni stabilniho radikéalu 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu (Blois, 1958; Brand-Williams et al., 1995). Byla nalezena signifikantni kore-
lace mezi antioxidacni aktivitou a obsahem celkovych fenoli, nikoliv flavonoidi, takze flavo-
noidy nejsou jedinymi latkami odpovédnymi za antioxida¢ni u¢inek drogy. Zmény obsahu fla-
vonoidil a celkovych fenoll, stejné jako antioxida¢ni aktivita, byly v droze ziskané sbérem bé-
hem roku relativn€ malé a nebyla v nich shledana Z4dné pravidelnost mezi jednotlivymi roky

(Siatka et al., 2010b).
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Obsah sekundéarnich metaboliti a G¢inky rostlin se mohou ménit v prubéhu roku, znalost
téchto zmén je dilezitd pro urceni nejvhodnéjsi doby sbéru (Soni et al., 2015). Tyto zmény
mohou byt podminény jednak ontogenetickym vyvojem rostlin, jednak vlivy prostfedi (teplota,
intenzita svétla, vodni poméry, cirkadianni rytmy, koncentrace ozonu nebo oxidu uhli¢itého
atd.) (Pavarini et al., 2012; Verma et al., 2015). Pokud jde o hodnoceni antioxidacni aktivity in
vitro, bylo popsano velké mnozstvi metod, nejcastéji pouzivand je metoda vyuzivajici 2,2-dife-
nyl-1-pikrylhydrazyl (Alam et al., 2013), proto byla zvolena, podobn¢ jako v jinych pracech
(Cheel et al., 2013; Pandey et al., 2016; Soltanabad et al., 2018). Antioxida¢ni aktivita korelo-
vala s obsahem flavonoidi a celkovych fenoll u extraktl z rostliny Tephrosia purpurea (Pan-
dey et al., 2016), zatimco u sedmikrasky jen s celkovymi fenoly; u listh Rosmarinus officinalis
s flavonoidy a celkovymi fenoly (Soltanabad et al., 2018), ale u kotentt Glycyrrhiza glabra
s obsahem tfislovin, nikoliv s flavonoidy a celkovymi fenoly (Cheel et al., 2013). Minimalni
zmény obsahu seskviterpenickych laktont, relativné malé kolisani v obsahu flavonoidd, zato
vyrazné zmény v obsahu fenolickych kyselin v pribé¢hu roku byly pozorovany v listech
Eremanthus mattogrossensis (Gouvea et al., 2012), kdezto u sedmikrasky se vyrazné meénil
obsah triterpenickych saponinll v zévislosti na roénim obdobi; obdobné se vyznamné ménil
v pritbéhu roku obsabh triterpenického saponinu glycyrrhizinu v kotenech Glycyrrhiza glabra (u
n¢j ale dochézelo i k vyraznym zménam mnozstvi flavonoida a fenolti na rozdil od sedmi-
krasky) (Cheel et al., 2013), diterpenu kyseliny karnosové v listech Rosmarinus officinalis (Sol-
tanabad et al., 2018) nebo diterpenickych alkaloidi v jehli¢i Taxus baccata (Hook et al., 1999).

Zmény obsahu jednotlivych skupin obsahovych latek v uborech sedmikrasky obecné
v zavislosti na dobé sbéru v pribéhu roku nesouvisi s ontogenetickym vyvojem, nebot” ibory
byly sbirdny po celou dobu ve stejném vyvojovém stadiu, a jsou tedy vyvolany vlivy prostredi
— u rostlin rostoucich v pfirozenych podminkach je ale obtizné oddélit efekty jednotlivych fak-
tortl prostiedi a urcit, které jsou vyznamné a jaky maji vliv, a je tudiz sloZité tyto zmény inter-
pertovat. Na zaklad¢ ziskanych vysledki 1ze konstatovat, Ze droga ziskana sbérem ubort Bellis
perennis od jara do podzimu je srovnateln€ pouzitelna v indikacich, jez jsou zalozeny na Ucin-

cich fenolickych latek a flavonoidil v ni obsazenych.

3.2 Hibisci sabdariffae flos — u¢inek u chronického renalniho selhani

Hibiscus sabdariffa, ibisSek sudansky (Malvaceae) je jednoletd vysoka bylina, péstovana
v tropickych a subtropickych oblastech zemi Afriky, Asie, Sttedni Ameriky a v Mexiku; Cerstvé

nebo ususené kalichy jsou pouzivany pro piipravu napojui po celém svété, v tradiéni medicing
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je vyuzivana jako diuretikum, choleretikum, febrifugum, antihypertensivum a laxativum (Da-
Costa-Rocha et al., 2014; Jabeur et al., 2017). Hlavni obsahové latky jsou organické kyseliny,
antokyany (glykosidy delfinidinu a cyanidinu), flavonoidy, fenolické kyseliny a polysacharidy.
V pokusech na zviteti a v klinickém zkousSeni byl prokazan ucinek antihypertesivni a antihy-
perlipidemicky, v pokusech na zviteti hepatoprotektivni a nékteré dalsi (Da-Costa-Rocha et al.,
2014; Riaz et al., 2018). Hibisci sabdariffae flos je 1ékopisnou drogou — tvofi ji ususSeny kalich
a kaliSek sklizeny v dobé zralosti (Cesky 1ékopis, 2017).

Chronické renalni selhani, charakterizované progresivnim poklesem glomerularni fil-
trace (Choi et al., 2014), je rostouci problém v rozvinutych i rozvojovych zemich (Tokoroyama
et al., 2016; Perica et al., 2016), jenz se tyka ptiblizn¢ 10 % dospélé populace svéta (Kalantar-
Zadeh et al., 2017) — zkracuje délku a snizuje kvalitu Zivota kviili zvySené prevalenci morbidity
a mortality v disledku kardiovaskulérni a neurohumoralni dysfunkce a selhani ledvin (Wouters
et al., 2015, Nelson et al., 2016). Doposud neni zadné 1é¢ivo na toto onemocnéni a soucasné
terapeutické pristupy se soustiedi na normalizaci hyperglykemie, dyslipidemie a krevniho tlaku
(Chauhan et al., 2009; Choi et al., 2014), upravu diety a zivotospravy (Van Huffel et al., 2014;
Kalantar-Zadeh et al., 2017; Palmer et al., 2017). Je tedy zapotiebi hledat a vyvijet nové, bez-
pecné a ucinné prostiedky pro zmirnéni néasledki onemocnéni nebo zpomaleni ¢i odvraceni
poskozeni funkce ledvin, jehoz koneénym stadiem je rendlni selhani, kde zastavaji jediné dve

moznosti feseni, a to dialysa nebo transplantace, oboji drahé a v mnoha zemich i1 nedostupné.

Zkoumani biologické aktivity extraktu z drogy Hibisci sabdariffae flos pfedchazela ana-
lyza jejich obsahovych latek se zaméfenim na antokyany — byla vypracovana metoda ultra vy-
sokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii a ionizaci elek-
trosprejem — byly potvrzeny delfinidin-3-sambubiosid a cyanidin-3-sambubiosid jako hlavni
latky, minoritné byly pfitomny dalsi glykosidy delfinidinu a cyanidinu (Cahlikov4 et al., 2015).

Pro hodnoceni biologické aktivity byl pfipraven extrakt z drogy s vysokym obsahem
antokyani — k extrakci byl pouZit ethanol misto vody, aby se omezila pfitomnost slizli, které
komplikuji filtraci; ethanolovy extrakt byl odpafen do sucha, poté rozpustén ve vod¢ a po fil-
traci aplikovan na sloupec s polyamidem, z néhoz byly nejdiive vodou vymyty aglykony a mo-
noglykosidy a poté byla vymytim 95% ethanolem ziskana frakce bohata na 3-sambubiosidy
delfinidinu a cyanidinu; ethanolovy extrakt byl smichén s diethyletherem, vznikly precipitat byl
odfiltrovan, ususen a upraskovan. Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie byl stano-
ven obsah hlavnich slozek 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 zkouman protektivni G¢inek vodného extraktu drogy Hibisci sabdariffae flos ve
dvou koncentracich a antokyanového koncentratu, ptipraveného vyse uvedenym zpiisobem, ve
tiech koncentracich po perordlnim podéni na modelu adeninem indukovaného chronického re-
nalniho selhani u potkant, jako srovnavaci latka byl pouzit lisinopril — vodny extrakt i antokya-
novy koncentrat vykazaly vyznamny protektivni, davkoveé zavisly efekt u chronického renal-
niho selhani srovnatelny s u¢inkem lisinoprilu — pii soucasném podavani s adeninem snizily
diastolicky krevni tlak a pfirtstek hmotnosti, zlepSily biochemické indikatory funkce ledvin a

zmirnily histopatologické zmény na ledvinach (zanét a fibrosu) (Ali et al., 2017).

Podobné¢ byl prospeésny ucinek extraktu drogy po peroralnim podani prokazan v chirur-
gickém modelu chronického renalniho selhani u potkanii (Seujange et al., 2013), u nefrotoxicity
vyvolané organofosfatovym pesticidem malathionem u potkanti (Mossalam et al., 2011) nebo
pii diabetické nefropatii u potkanti s diabetem navozenym streptozocinem (Wang et al., 2011).
Patofyziologicky zéklad chronického renalniho selhani a jeho komplikaci zahrnuje zanét, oxi-
dacéni stres a apoptozu (Filiopoulos et al., 2009; Okamura et al. 2015). Mechanismy, jez se
podileji na ptiznivém piisobeni extraktu a koncentratu antokyant z ibiSku sudanského u tohoto
patologického procesu, mohou zahrnovat jejich antihypertensivni efekt (Nwachukwu et al.,
2017), protoze snizeni krevniho tlaku u osob trpicich chronickym rendlnim selhdnim u nich
snizuje mortalitu (Malhotra et al., 2017), hmotnost snizujici u¢inek (Chang et al., 2014; Kao et
al., 2016; Ojulari et al., 2019), nebot’ redukce hmotnosti zlepSuje stav pacientil s chronickym
rendlnim selhdnim (Van Huffel et al., 2014), a sniZeni hladiny prozanétlivych cytokint a mar-
kerti oxidacniho stresu, protoze bylo prokazano, ze oxidac¢ni stres zptisobuje glomerularni skle-
rosu, poskozeni tubulti, albuminurii a postupnou renalni dysfunkci (Wang et al., 2011); extrakt
ibisku je silnym antioxidantem (Da-Costa-Rocha et al., 2014; Jabeur et al., 2017) a antioxidanty
maji pfiznivy vliv u chronického rendlniho selhani (Jun et al., 2012). Vodny extrakt kvétu ibisku
sudanského a jeho antokyany mohou tedy byt povazovany za snadno dostupny, bezpe¢ny dietni

prostfedek ke zpomaleni progrese chronického rendlniho selhani u ¢lovéka.

3.3 Isochinolinové alkaloidy — inhibi¢ni Gcinek viiéi acetylcholinesterase, butyrylcholin-

esterase, prolyloligopeptidase a glykogensynthasa kinase-33

Acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa a glykogensynthasa

kinasa-3f jsou enzymy, jez hraji vyznamnou roli v etiopatogezi Alzheimerovy choroby.
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Alzheimerova choroba je chronické, progredujici, multifaktorialni, neurodegenerativni
onemocnéni, jez se projevuje poruchami poznavacich funkci a chovéani a omezenimi v kazdo-
dennich Cinnostech. Je nejcastéjsi formou demence, predstavuje asi 80 % vsech pripadi de-
mence u lidi pokrocilejsiho véku, a jeho prevalence stoupa exponencialné od 65. do 85. roku
zivota se zdvojenim beéhem kazdych péti let (Lled, 2007; Kumar et al., 2015a; Magbool et al.,
2016). Pokud jde o patologicky nalez, je pro Alzheimerovu chorobu charakteristické extrace-
lularni hromadéni B-amyloidniho peptidu (amyloidni ¢i senilni plaky) a tvorba intraneuronal-
nich filament hyperfosforylovaného t-proteinu (neurofibrilarni klubka), coz vede k postupujici
ztraté neuront a rozpadu nervovych propojeni, zejména v mozkové kuaie (Park, 2010; Rasool
et al. 2014; Magbool et al., 2016). Etiologie a patofyziologie Alzheimerovy choroby neni zcela
znama a existuje mnoho hypotéz, napt hypotéza cholinergni, amyloidni, tauproteinova, zanétu,
mitochondridlni dysfunkce, od nichz se odviji mozna mista terapeutického zédsahu (Kumar et
al.,2015a; Nesi et al., 2017; Kinney et al., 2018; Li et al., 2019; Perez Ortiz et al., 2019). Pouziti
tii (donezepil, rivastigmin, galantamin) ze ¢tyf v soucasnosti dostupnych 1é¢iv je zalozeno na
cholinergni hypotéze (Li et al., 2019), jez je stale povazovana za velmi robustni (Manyevitch
et al., 2018) a je podpofena mnoha pozorovanimi, ze pokles cholinergni transmise v mozku
koreluje se zdvaznosti demence, nebot’ centrdlni cholinergni systém hraje kli¢ovou roli v regu-
laci uceni, paméti a pozornosti (Lleo, 2007; Li et al., 2019). Acetylcholinesterasa a butyrylcho-
linesterasa jsou zodpovédné za rozklad acetylcholinu v synapsich; ve zdravém mozku je rela-
tivni pomér téchto enzymii 99:1, s progresi Alzheimerovy choroby koncentrace a aktivita prv-
niho enzymu kles4 a druhého stoupd az na pomér 2:1 (Nordberg et al., 2013). Inhibice obou
enzymil mize proto byt prospé$nd pii 1€cbé symptomul tohoto onemocnéni (Lleo, 2007).
Ctvtym v soucasnosti pouzivanym lé¢ivem je memantin, nekompetitivni antagonista N-methyl-
D-aspartatového receptoru, ktery chrani neurony pfed zvySenou stimulaci tohoto receptoru vy-
skytujici se u Alzheimerovy choroby, a tim ochranuje pred glutamatem a kalciem zprostfedko-
vanou neurotoxicitou (Kumar et al., 2016; Li et al., 2019).

Prolyloligopeptidasa predstavuje dal$i z moznych cild pfi terapii Alzheimerovy cho-
roby. Tento enzym, ktery $tépi peptidy s relativné malou molekulovou hmotnosti (napt. vaso-
presin, thyreotropin uvoliiujici hormon, substance P), se vyskytuje v mnoha lidskych tkéanich,
jeho nejvyssi aktivita byla nalezena v kosternim svalstvu a mozku, zejména v mozkové kiie, a
jeho abnormalni hladiny mohou byt spojeny s neurodegeneraci a poruchami paméti a kognice
(Wilson et al., 2011; Svarchahs et al., 2019). Byly napt. pozorovany signifikantn€ vyssi hladiny
prolyloligopeptidasy u pacientii s Alzheimerovou chorobou ve srovnani se zdravymi lidmi

(Wilson et al., 2011) nebo deficit substance P a vasopresinu v postmortem studiich mozkovych
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tkani pacientii s neurodegenarativnimi onemocnénimi (Morain et al., 2002). Riazné in vivo ex-
perimenty na zvitecich modelech (Lopez et al., 2011) ukézaly, Ze inhibice prolyloligopeptidasy
méla neuroprotektivni efekt a zlepSovala kognitivni funkce, kratkodobou i dlouhodobou pamét’
(Lopez et al., 2011). Exaktni mechanismus u¢inku stale neni zcela vysvétlen (Brandt et al.,
2007; Lopez et al., 2011; Mannisto et al., 2017). Byly provadény i klinické pokusy s inhibitory
prolyloligopeptidasy; nejcastéji je referovano o syntetické latce S-17092, pfi jejimz podavani
bylo prokézano zlepSeni poznéavacich schopnosti a paméti u zdravych starSich osob (Morain et
al., 2000) a navic urcity naladu stabilizujici potencial u zdravych mladych dobrovolnika (Mo-
rain et al., 2007). Slibné vysledky vedou k tomu, Ze jsou hledany dalsi latky s inhibi¢ni aktivitou
vici tomuto enzymu (Lawandi et al., 2010; Kumar et al., 2019).

Glykogensynthasa kinasa-3f byla ptivodn¢ objevena jako enzym regulujici metabolis-
mus glykogenu, nasledné bylo zji$téno, Ze je exprimovana ubikvitarné v savc€ich tkanich a
ovlivituje mnoho procesti, napt. bunééné déleni a diferenciaci, apoptdzu, cirkadianni rytmy
(Magbool et al., 2016); poruchy v jeji aktivité mohou hrat roli v riiznych patologickych stavech,
jako jsou napt. nadorova, kardiovaskularni, psychiatrickd a neurodegenerativni onemocnéni
nebo diabetes (Takanashi-Yanaga et al., 2013; Saraswati et al., 2018). V patogenezi Alzheime-
rovy choroby je glykogensynthasa kinasa-3B zodpovédné za hyperfosforylaci t-proteinu, za
normalnich okolnosti rozpustného proteinu stabilizujiciho mikrotubuly v axonech; nadmérna
fosforylace vede k jeho agregaci a vzniku neurofibrilarnich klubek, ¢imz dochézi k poskozeni
neuronl a jejich odumirani (Balaraman et al., 2006; Magbool et al., 2016; Saraswati et al.,
2018). Glykogensynthasa kinasa-33 ma také spojitost s mitochondrialni dysfunkci u Alzheime-
rovy choroby a indukuje rovnéz tvorbu B-amyloidu, ktery zaroven ptispiva k jeji aktivaci (Her-
nandez et al., 2010; Reddy, 2013). Inhibitory glykogensynthasa kinasy-3f redukuji tvorbu -
amyloidu a hyperfosforylaci t-proteinu a vykazaly ptiznivy efekt u Alzheimerovy choroby; né-
které latky vstoupily jiz do klinického hodnoceni, pfikladem muize byt synteticky tideglusib
(Dominguez et al., 2012; Del Ser et al., 2013; Lovestone et al., 2015; Magbool et al., 2016);
z ptirodnich latek maji zajimavou aktivitu napt. B-karbolinové alkaloidy manzaminy izolované

z moiskych hub (Eldar-Finkelman et al., 2011; Kramer et al., 2012).

Byl vypracovén piehledovy ¢lanek o boldinovych alkaloidech, jez patii mezi isochino-
linové alkaloidy aporfinového typu — shrnuje informace o jejich struktute, izolaci, rozSiteni
v rostlinach, a hlavné o jejich biologické aktivite. V literatute je nejvetsi pozornost vénovana
boldinu — vykazuje u€inky antioxidac¢ni (jsou pfiznivé u neurodegenerativnich onemocnéni, na

druhou stranu schopnost boldinu inhibovat lidskou acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu
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v testu in vitro je mala) a hepatoprotektivni, zvySuje sekreci zluc¢i a vyznacuje se nizlou toxici-
tou. Byly u n¢j a nékterych dalSich boldinovych alkaloidd, pfipadné jejich semisyntetickych
apod. V ¢lanku je diskutovana také perspektiva praktického vyuziti boldinovych alkaloida ve
farmacii a mimo ni (Hostalkova et al., 2015).

U alkaloidnich extraktd c¢tyf kultivard Narcissus nanus, dvou kultivard Narcissus
jonquila, Narcissus pumilus var. plenus a Narcissus jonquila var. henriquesii (Amaryllidaceae)
byly zkoumany obsazené alkaloidy pomoci plynové chromatografie a hmotnostni spektrome-
trie — bylo identifikovano dvacet pét alkaloida ¢eledi Amaryllidaceae galantaminového, homo-
lykorinového, lykorinového a tazettinového typu, pét alkaloidii se timto zpisobem nepodatilo
identifikovat (je nutna jejich izolace). U péti extraktti byla stanovena jejich inhibicni aktivita
vici lidské acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase spektrofotometricky Ellmannovou me-
todou (Ellmann et al., 1961) — nejaktivné€jsi byl u prvniho enzymu extrakt z Narcissus pumilus
var. plenus, u druhého extrakt z Narcissus nanus cv. Elka). U dvou izolovanych alkaloidd
narwedinu a inkartinu byla stanovena inhibi¢ni aktivita vii¢i cholinesterasdm — byla nizka ve
srovnani s galantaminem, huperzinem a eserinem; hodnocena byla také inhibice rekombinantni
prolyloligopeptidasy spektrofotometrickou metodou — aktivita byla u obou latek srovnatelné
s baikalinem (Havlasova et al., 2014).

Byly zkoumany alkaloidy obsazené v Argemone platyceras (Papaveraceae) — nat’ s ko-
feny byla extrahovana ethanolem, extrakt byl frakcionovan sloupcovou chromatografii s vyu-
zitim oxidu hlinitého, nasledné byly opakovanou preparativni tenkovrstvou chromatografii izo-
lovany alkaloidy typu benzylisochinolinového (laudanosin — byl z této rostliny izolovan po-
prvé), protopinového (protopin, allokryptopin) a pavinanového (argemonin, norargemonin,
platycerin, munitagin) a jejich struktury byly ur¢eny spektroskopickou a spektrometrickou ana-
Iyzou. U izolovanych alkaloidl byla testovana schopnost inhibice lidské acetylcholinesterasy a
butyrylcholinestrasy a rekombinantni prolyloligopeptidasy — alkaloidy vykazovaly riizné€ silnou
inhibicni aktivitu (niZ§i neZ galantamin, huperzin a eserin u cholinesteraz a berberin a Z-pro-
prolinal u prolyloligopeptidasy); nejaktivnéjsi byl munitagin, jenZ vykazal dudlni inhibici ace-
tylcholinesterasy a prolyloligopeptidasy, i kdyZ byly jeho u€inky na oba enzymy niZ§i nez u
srovnéavacich latek (Siatka et al., 2017a).

Z alkaloidniho extraktu kotenové kiiry Berberis vulgaris (Berberidaceae) bylo sloupco-
vou chromatografii a ndslednou preparativni tenkovrstvou chromatografiii izolovano sedm zna-
mych isochinolinovych alkaloidi (berberin, 8-oxoberberin, berbidin, berbamin, aromolin,

obamegin, palmatin) a tfi nové (bersavin, muraricin, berbostrejdin), jejichZ struktura byla
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identifikovana pomoci spektroskopickych metod. U alkaloidti byl hodnocen jejich in vitro inhi-
bi¢ni ucinek na lidskou acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu a rekombinantni prolylo-
ligopeptidasu — signifikantni inhibice butyrylcholinesterasy, fadoveé vyssi ve srovndni s galan-
taminem a huperzinem, byla nalezena u aromolinu, jehoz aktivita byla podpofena téz vysledky
molekulového modelovani (Hostalkova et al., 2019).

Inhibi¢ni u€inek na rekombinantni glykogensynthasa kinasu-3f byl studovan u dvaceti
osmi alkaloidt ¢eledi Amaryllidaceae rtiznych strukturnich typt (belladinovy, haemanthami-
novy, krininovy, galantaminovy, lykorinovy, homolykorinovy a tazettinovy) izolovanych
v predchozich pracech z rostlin této celedi (Zephyranthes robusta, Chlidanthus fragrans, Ne-
rine bowdenii, Narcissus poeticus cv. Pink Parasol a Narcissus poeticus cv. Brackenhurst), a to
luminiscen¢ni metodou popsanou v literatuie (Baki et al., 2007). Nejaktivngjsi byly 9-O-deme-
thylhomolykorin, masonin a karanin s u¢inkem nesrovnateln¢ niz§im nez inhibitor pouzity jako

porovnavaci latka (synteticky arylindolmaleimidovy derivat SB-415286).

Fakt, ze se anticholinergné u¢inné latky osvédcili v terapii Alzheimerovy choroby, vede
k tomu, Ze jsou hledany dalsi pro rozsifeni farmakoterapeutické palety, stejn€ jako jsou hledany
latky s inhibi¢ni aktivitou vii€i jinym enzymiim zic¢astnénym v etiopatogenezi Alzheimerovy
choroby pro vyvoj novych 1é¢iv. Mnoho rostlin s obsahovymi latkami riznych skupin, véetné
alkaloidl, bylo zkoumano na jejich inhibi¢ni aktivitu vici 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), Zddn4 z nich nedosahuje aktivity srov-
natelné s galantaminem, jenz je pouZzivan v terapii a vyuZziva se také jako standard pro hodno-
ceni in vitro inhibi¢ni aktivity. Zkoumany byly také alkaloidy celedi Amaryllidaceae izolované
z Chlidanthus fragrans (Cahlikova et al., 2013) a vykazovaly lepsi ucinky neZ narwedin a in-
kartin izolované z narcisii; naopak jen jediny alkaloid z této rostliny, undulatin, inhiboval proly-
loligopeptidasu (Cahlikova et al., 2013), ale s niz§i G¢innosti neZ narwedin a inkartin, jejich
aktivity ovSem byly niZ8$i v porovnani s isochinolinovymi alkaloidy pavinanového, benzo-
fenanthridinového nebo protoberberinového typu (Cahlikova et al., 2015; Siatka et al., 2017),
takZe je 1ze hodnotit jako v tomto sméru ne pfili§ vyznamné.

Argemone platyceras (Papaveraceae) je jednoleta bylina hojné rozsitend v Mexiku, kde
je pouzivana pfi kasli, bronchitidé a pneumonii; existuje jen jedna studie zabyvajici se G€inky
obsahovych latek — isokvercitrin byl izolovan jako latka odpovédna za antiastmatickou aktivitu
extraktl z této rostliny (Fernandez et al., 2005). Relativn¢ hodné bylo publikovéano o izolaci

isochinolinovych alkaloidl z Argemone platyceras (ptehled je uveden v nasi praci), ale nebyla
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zkoumana jejich aktivita. Na zakladé testovani inhibi¢nich aktivit byl nejaktivnéj$i munitagin,
a to vici acetylcholinesterase a prolyloligopetidase; aktivity byly sice niz$i nez u standardnich
latek, ale zajimavy je prave jeho dudlni uc¢inek. Takovym latkdm je vénovéna velka pozornost,
protoze by mohly zasahem vice cilli, vzhledem ke komplexnosti mechanismu zac¢astnénych v
patofyziologii Alzheimerovu choroby, u¢innéji ovlivnit toto onemocnéni (Kumar et al., 2015a;
Wang et al., 2019; Zhang et al., 2019).

Berberis vulgaris, dtist’al obecny (Berberidaceae) je ket rozsiteny v Evropé a Asii a jeho
ruzné Casti jsou vyuzivany v tradiéni mediciné ve Francii, Bulharsku, Turecku, franu, Indii a
dalSich zemich pti gastrointestinalnich, respirac¢nich, kardiovaskularnich a jinych obtizich
(Imenshahidi et al., 2016). Mezi obsahov¢ latky patii flavonoidy, tfisloviny, triterpeny a isochi-
a byl v poslednich letech zkousSen 1 v klinickych studiich napt. pti 1écbé diabetu 2. typu, meta-
bolického syndromu a hyperlipidémie; berberin je kvartérni alkaloid, vyznacuje se relativné
nizkou toxicitou, problémem u néj je mala peroralni biodostupnost a interakcni potencial (Ku-
mar et al., 2015b; Imenshahidi et al., 2018; Feng et al., 2019). Berberin inhibuje actylcholines-
terasu a butyrylcholiesterasu in vitro, u transgenniho mysiho modelu redukuje tvorbu amyloid-
nich plaki a sniZuje neurondalni a mentélni poskozeni (Jiang et al., 2015). Nalez vyznamné inhi-
bi¢ni aktivity terciarniho alkaloidu oromolinu vii¢i butyrylcholinesterase je velmi zajimavy,
protoze piedstavuje novy strukturni typ latky aktivni vici tomuto enzymu, a rozsifuje znalosti
o ucincich obsahovych latek dfist’alu obecného.

Inhibitory glykogensynthasa kinasy-3f jsou intenzivné zkoumanou skupinou latek,
vzhledem k tomu Ze aberantni funkce tohoto enzymu byla prokdzana u mnoha onemocnéni,
jako jsou napf. diabetes, zanétliva onemocnéni, nadory, Alzheimerova chroba, bipolarni poru-
cha. Bylo zkoum&no mnoho latek syntetickych i pfirodnich a semisyntetickych, ale mnohé
z nich nevyhovuji z hlediska selektivity s ohledem na jiné kinasy nebo svymi farmakokinetic-
kymi vlastnostmi, a proto je neustala potieba hledani novych struktur (Khan et al., 2017; Dinda
et al., 2019). Proto byly testovany alkaloidy Celedi Amaryllidaceae — jen 9-O-demethylhomo-
lykorin a masonin (oba homolykorinového typu) a karanin (lykorinového typu) vykézaly vy-

v

znamng&j$i inhibi¢ni aktivitu, kterd je vSak z hlediska jejich ptipadného vyuziti velmi nizka.

3.4 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae — inhibice aldoketoreduktasy 1C3

Aldoketoreduktasa 1C3, zndma také jako 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa typu 5, je

enzym, jenz katalyzuje konverzi 4-androsten-3,17-dionu na testosteron, So-androsten-3,17-
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dionu na dihydrotestosteron a estronu na 17f-stradiol; funguje také jako prostaglandin Faq
synthasa pfeménujici prostaglandin H> na prostaglandin F2, (Penning, 2019). Tento enzym
hraje svym plisobenim na metabolismus steroidll a prostaglandinti dillezitou roli v etiopatoge-
nezi zhoubnych nadort prostaty, piipadné nékterych dalSich nddorovych onemocnéni (Rizner,
2012; Zeng et al., 2017; Penning, 2019; McNamar et al., 2019; Poutanen et al., 2019). Jeho
zvySena exprese ja biomarkerem progrese karcinomu prostaty a je spojena se zvysSenou rezis-
tenci vuci radioterapii a antiandrogenni 1€¢bé (Sun et al., 2016; Karunasighe et al., 2017). Inhi-
bice tohoto enzymu je nadéjnym mistem zasahu pro 1é¢bu karcinomu prostaty a prvni inhibitory

vstoupily jiz do faze I a II klinického zkouSeni (Karunasighe et al., 2017; Poutanen et al., 2019).

Dvacet devét alkaloidt ¢eledi Amaryllidaceae riznych strukturnich typa (belladinovy,
haemanthaminovy, krininovy, galantaminovy, lykorinovy, homolykorinovy a tazettinovy) izo-
lovanych v pfedchozich pracech z rostlin této Celedi (Zephyranthes robusta, Chlidanthus
fragrans, Nerine bowdenii a Narcissus poeticus cv. Brackenhurst) bylo testovano na inhibicni
aktivitu viici rekombinantni lidské aldoketoreduktase 1C3. Pouze tazettin vykazal stiedni akti-
vitu ve srovnani s indometacinem, ktery byl pouzit jako standard; jedenact dalSich alkaloida

mélo jen velmi nizky inhibi¢ni u€inek, ostatni byly bez uc¢inku (Hulcova et al., 2017).

Vzhledem k potencidlnimu terapeutickému vyznamu inhibitord aldoketoreduktasy
AKRIC3 jsou hledany latky s touto aktivitou (Penning, 2017; Penning, 2019) — vedle silnych
inhibitord, indometacinu a kyseliny flufenamové (Gobec et al., 2005), byly vyrazné inhibic¢ni
ucinky popsany také napft. u kyseliny skoficové a hlavné u od ni odvozenych jednodussich
ptirodniho derivatu, baccharinu, izolovaného z brazilského propolisu (Endo et al., 2012), dale
u flavonoidti (naringenin, kvercetin, apigenin a predeviim 2’-hydroxyflavanon) (Skarydovi et
al., 2009) nebo isochinolinovych alkaloidt (stylopin) (Skarydova et al., 2014). Tazettin sam o
sob€ ma inhibi¢ni U€inek niZsi nez tyto latky, ale mohl by poslouZit jako predlohova struktura

pro piipravu slou€enin s vyssi aktivitou.
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4 Zavér a vyhled do budoucna

Zivé organismy, a mezi nimi rostliny, jeZ jsou hlavnim objektem zajmu farmakognozie,
kterd se zabyva vSemi jejich aspekty dillezitymi z pohledu farmaceuta, jsou nepostradatelnym
zdrojem tady léCivych latek vyuzivanych v terapii, ale pfedevsim ptredstavuji obrovské bohat-
stvi latek dosud nepoznanych nebo latek znamych se zatim neobjevenymi G¢inky — mnohé tyto

latky mohou byt potencidlné vyuzity jako 1é¢iva nebo by se mohly uplatnit jako nutraceutika.

VyuZzit tento potencial znamena na jedné strané izolovat nové slouceniny, pokud mozno
z velkého objemu rostlinného materialu pochézejiciho nejen z do soucasnosti neprobadanych
rostlin, ale 1 z rostlin zndmych a zdanlivé prozkoumanych, ptipadné jiz pouzivanych v lidovém
l¢citelstvi nebo oficidlni medicing, protoze lze z tohoto velkého mnozstvi vyizolovat vedle
hlavnich 1 minoritni slouceniny, které mohou mit neocekévanou strukturu a stat se tak novym
farmakoforem. Je to velmi pracné a ¢asové naro¢né, ale pfinasi to zajimavé vysledky. Tou dru-
hou stranou je testovani biologické aktivity u izolovanych sloucenin, a ¢im vice je dané latky k
dispozici, tim vice testll je mozné provést a zvysit tak Sanci na objeveni néceho nového. Velké
pokroky v analytické a fyzikalni chemii umoznuji diky vysoké citlivosti a rozliSovaci schop-
nosti modernich instrumentalnich metod analyzovat velmi detailn€ i vzorky ziskané extrakci
malych mnozstvi pfirodniho materidlu a ziskat tak predstavu i o minoritnich latkach a jejich

konstituci, z niZ ale nelze odvodit biologické G€inky — ty 1ze zjistit jen testovanim in vitro a in

vivo, k némuz je zapottebi mit pfisluSné latky v mnozstvi vétSim, neZ je nezbytné pro analyzu.

Jinou z vyzev pro farmakognozii, vedle hledani novych t¢innych latek, je zajisténi do-
statku jiz zavedenych a Zadanych 1é¢ivych latek, aby se zdroj téchto latek nestal faktorem limi-
tujicim jejich terapeutické pouziti. Primarné slouzi pro jejich ziskavani rostlinny material,
v idedlnim ptipadé z péstovanych rostlin. Ne vSechny rostliny ale 1ze snadno zavést do kultury
(napt. Podophyllum hexandrum jako zdroj podofylotoxinu) a musi pak byt sbirdny ve volné
ptirodé; tento zdroj je vSak relativné omezeny (a nékteré druhy mohou byt ohroZeny az i vyhu-
benim jako tomu bylo napt. u Taxus brevifolia jako zdroje paklitaxelu) a nelze ho v ptipadé
potieby zvétsit tak, jak to umoziuje polni kulturu. Nékdy se problém podati fesit chemickou
syntézou, kterd mulZe izolaci nahradit nebo alespoit doplnit (napf. papaverin, galantamin);
nicméné tato cesta se zatim mnohdy ukazuje jako neschiidnd — mnohé ptirodni 1é¢ivé latky maji

velmi komplikovanou strukturu se spoustou chirdlnich center, a tak, a¢ je né¢kdy popsano 1
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nekolik raznych syntetickych cest, Zadna z nich zatim neni ekonomicky rentabilni v primyslo-
vém méfitku (napft. u paklitaxelu nebo podofylotoxinu). Nabizi se dal§i moznost, a tou je vyuziti
rozvinutych moznosti technologie rekombinantni DNA a heterologni produkce rostlinnych 14-
tek v mikroorganismech, jez lze snadno a relativné levné pramyslové kultivovat ve velkych
objemech — 1 pies velké pokroky v zakladnim vyzkumu tohoto sméru a pies nékteré tispéchy,
jakym bylo napt. zavedeni prumyslové vyroby kyseliny artemisinové pomoci kvasinek pted par
lety (jako druhy zdroj artemisininu vedle izolace z Artemisia annua), narazi tento zptsob stale
na mnoho problémi vyplyvajicich napf. z neuplnych znalosti vSech enzymu biosyntetickych
drah rostlinnych sekundarnich metabolita a jejich regulace nebo z nedostatecné exprese rost-
linnych gent v mikroorganismech. A tak se opét obraci znacna pozornost k rostlinnym explan-
tatovym kulturam, po urcité euforii z 80. let minulého stoleti spojené s prvni primyslovou pro-
dukei vyuzivajici kultivaci rostlinnych bunck in vitro (pro ziskdvani Sikoninu), vystiidané
skepsi v 90. letech v disledku malych pokrokii a ne zcela naplnénych nadéji. Jednim z novych
impulzl rozvoje se stalo Uspésné zavedeni pramyslové produkce paklitaxelu pomoci suspenz-
nich kultur tisu na pocatku nového tisicileti. Mnoha uskali, z nichz néktera byla probirana ve
druhé kapitole této prace, se diky pfibyvani poznatkl v této oblasti dafi stale 1épe fesit, a po-
stupné tak dochézi k Sirsi realizaci prumyslovych procesii pro ziskavéani zddanych latek tech-

nologii zaloZenou na vyuziti explantatovych kultur.
Vyse uvedena dvé témata, jez byla namétem této prace, stoji spolu s mnoha dalSimi,

zminénymi v Givodu, v centru pozornosti sou¢asné farmakognozie a zlistanou v ném bezesporu

1 do budoucna.
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