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1 UvoD

V soucasné dobé se rostlindm prikldada vyznam zejména ve farmaceutickém
pramyslu, kde vyuzivdme Sirokou S3kdlu jimi produkovanych bioaktivnich latek,
sekundarnich metabolitll, k syntéze mnoha léciv. Mimo [éCiv se tyto latky uplatiuji
v potravinarském pramyslu, a to predevsim jako potravinarska barviva, korigencia chuti

a viné nebo biopesticidy.

Sekunddarni metabolity predstavuji pocetnou skupinu latek zahrnujici alkaloidy,
terpeny, saponiny, flavonoidy, steroidy, kumariny a dalsi. Jejich produkce v ptirodé
nebyva vysoka, nebot zavisi na prostfedi, ve kterém se rostlina nachazi a jejich
fyziologickych a vyvojovych aspektech. Obvykle toto mnozstvi necini ani 1 % z celkové

susiny rostliny (1,2).

Struktura ptirodnich latek je na rozdil od téch syntetickych velmi slozita. Kvali
Casové a finan¢ni ndrocnosti byvd i jejich chemickd syntéza ztizena nebo casto i
neproveditelnd. Protoze poptavka po téchto latkach velmi roste, byly vyvinuty metody,
diky kterym je mozné hladiny sekundarnich latek ovlivnit. VyuZiti zde nasly explantatové
kultury, které se kultivuji in vitro, tedy v umélych podminkdach v laboratofi. Problémem
bylo zjisténi, Zze mnohdy kultury in vitro produkuji méné sekundarnich metabolit(, nez

je tomu v pfirodé.

Postupny vyvoj pfinesl jednu z metod, jejiz podstatou je vyvolani stresové reakce
u rostliny. Tento proces nazyvame elicitaci. Jedna se o elicitory biotické a abiotické, které
stoji za stimulaci tzv. obranného mechanismu rostliny spocivajici ve zvySené syntéze a

kumulaci sekundarnich latek (1,2).



2 CiLPRACE

Cilem této diplomové prace je obeznamit se s podstatou kultivace rostlinnych
explantatl in vitro. Zjistit, jaky vyznam ma abioticky elicitor 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-
chlorpyridin-2-yl)acetamid na produkci sekundarniho metabolitu hyperosidu
v kalusovych a suspenznich kulturach rostliny Hypericum perforatum L. Nasledné
pomoci metody HPLC stanovit, zda je elicitor schopen pozitivné ovlivnit produkci tohoto
flavonoidu a soucasné sledovat jeho pfipadné uvolfiovani do odpovidajicich Zivnych

médii.



3 TEORETICKA CAST

3.1 TREZALKA TECKOVANA — HYPERICUM PERFORATUM L.

Trezalka teckovana patfi mezi rostliny z Celedi Hypericaceae neboli tfezalkovité.
Jedna se o jednu z nejstarsSich bylin, kterd je velmi dobfe prozkoumana. Na zakladé svych
ucinkd na organismus se oznacuje za bylinu léCivou. Je rozsifena po celém svété, a to
zejména na Uzemi tropl a subtropu (severni Amerika), vyjimkou nejsou ani oblasti

mirného pdsma konkrétné v Evropé a vychodni Asii (3,4).

3.1.1 Zakladni charakteristika a taxonomie

Dnes je znamo vice nez 500 druhl rodu Hypericum. Vyznamné pro vsechny
zkoumané druhy z hlediska vlastnosti jsou jejich ndzvy a nomenklatura, jenz nékdy byva
velkym problémem (4). Velmi rozsifenym je druh Hypericum perforatum L., ktery pod
sebe zarazuje celkem 4 poddruhy. Z hlediska morfologické podobnosti a plivodu se
predpokladd, Ze Hypericum perforatum je tzv. hybridem mezi Hypericum maculatum a

Hypericum attenuatum (5). Do této ¢tyrélenné skupiny radime:

H. perforatum subsp. perforatum (Asie)

H. perforatum subsp. chinense (Cina)

H. perforatum subsp. songaricum (Asie)

H. perforatum subsp. veronense (Asie = Stfedomoti) (4)

Bylina obvykle dosahuje vysky od 30 do 60 cm. Jeji lodyha je tuha, lysd, vétvena a
nékdy ma viditelné dvé hrany. Lodyhu zakoncuje kvétenstvi vidlanli tvorené
pravidelnymi péticetnymi zlutymi kvéty kvetoucich od cervna do srpna. Nekvetouci
lodyhy byvaji husté olisténé. Listy jsou vejéité, celokrajné, vstficné usporadané a typicky
se vyznacuji prosvitavym teckovanim. Svétlé tecky predstavuji silicné zZlazky, zatimco
tecky cernych nadrzek obsahuji cervené barvivo hypericin (6,7). Obsah téchto
naftodianthront je v pfimé umére s poctem nadrzek a jejich velikosti (3). Ve skutecnosti

silicnymi Zlazkami oznacujeme schizogenni mezibunécny prostor tvoreny zplostélymi



burikami. Na vrchu maiji listy kratce rapikaté, spodni byvaji pfrisedlé. Listky kaliSni jsou
tvaru kopinatého az protdhle vej¢itého. TyCinky jsou usporadany do tfi svazk(, z nichz
svrchni semenik se postupné po oplozeni pfeménuje ve zlaznaté tobolky s pryskytiénymi

nadrzkami (6).

3.1.2 Mikroskopie

Pro drogu Hyperici herba je typické zelenoZluté zbarveni. Pokozku listu tvofi
protahlé buriky usporddané do pletiva, tzv. palisadového parenchymu. Parenchym je
prostoupen viditelnymi velkymi ¢ervené zbarvenymi nadrzkami. Buriky svrchni pokozky
jsou ztlustlé, naproti tomu na spodni strané listu se vyskytuji bunky tenkosténné.
Pokozka obsahuje priiduchy, které jsou obklopeny riznym poctem bunék. Najdeme zde
praduchy paracytické, anizocytické a anomocytické. Cévy maiji sitovité nebo teckované
ztlustlé. Lodyha je zdfevnatéla a tvorend ¢tyrhrannymi burikami. Pylova zrna se mohou

vyskytovat jednotlivé nebo ve shluku. Obvykle maiji tfi kli¢ni péry a hladkou exinu (8).

-

Obrazek 1: Nadrzky s hypericinem (9) Obrazek 2: Silicné zlazky (9)

3.1.3 Droga
Drogu najdeme v lékopisech mnoha zemi (10). V Ceském |ékopise 2017 se
setkdame se dvéma monografiemi, ve kterych je uvedena tfezalkova nat (Hyperici herba)

a kvantifikovany suchy extrakt z tfezalkové naté (Hyperici herbae extractum siccum



quantificatum). Jednd se o celé nebo nafezané kvetouci vrcholky, které jsou suseny.
Vysu$ena droga by méla obsahovat alespor 0,08 % hypericind. Je vhodné ji uchovavat

v dobfe uzavieném obalu a chranénou pred svétlem (8).

3.1.4 Obsahové latky

Obsahové latky predstavuji z velké ¢asti biologicky aktivni slozky — sekundarni
metabolity. Jejich vyskyt a obsah kolisd v zavislosti na genetice, klimatickych
podminkach, kvalité pudy, obdobi sklizné, zpracovani, skladovani a expozici svétlu

(11,12). Do skupiny téchto slouéenin fadime:

e Floroglucinoly (hyperforin, adhyperforin)

e Naftodianthrony (hypericin, pseudohypericin)

e Flavonoidy (kvercetin, hyperosid)

e Biflavony (biapigenin, amentoflavon)

e Fenylpropany (kyselina chlorogenova, kyselina kdvova, kyselina ferulova)
e Proanthocyanidiny

e Xanthony

e Dalsi slozky: terpeny, uhlovodiky, aminokyseliny (13,14)

Jejich ucinky jsou stimulacni i inhibi¢ni na rlizné biologické procesy u clovéka a
zvirat. O vysledném fyziologickém Ucinku rozhoduje pouziti celého prepardtu Hypericum
perforatum L. Ci U€inek samotné aktivni substance. Efekt vétsiny sloucenin se vzajemné

potencuje (10).

Jedny z nejvyznamnéjsich aktivnich sloucenin z terapeutického hlediska
predstavuji floroglucinoly a naftodianthrony. Jejich aktivita souvisi predevsim s
antidepresivnim, antimikrobialnim a antikancerogennim efektem. Skupina biflavonu
neni doposud nijak terapeuticky vyznamna. Prokazalo se, Ze se in vitro vaii na
benzodiazepinové receptory v mozku, avsak biflavony nemaji schopnost projit pres

encefalickou bariéru. Proanthocyanidiny se vyskytuji ve formé taninové frakce, jejiz

10



ucinky jsou hlavné antioxidacni, antivirotické, antimikrobidlni a vazoaktivni. V siliénych
kanalcich listl tfezalky nachazime typické terpeny jako jsou a-pinen, B-pinen, limonen,
myrcen, vétsi mnozstvi uhlovodik( a alkoholy s dlouhym fetézcem (13). a-pinen se z nich

vyskytuje nejcastéji (10).

Chemické struktury nejvyznamnéjSich sekundarnich metabolitd trezalky

teckované (Hypericum perforatum L.) (15):

OH O OH

OH O| OH

HO CHj
HO CHj

OH @) OH OH 0] OH

Obrazek 3: Hypericin Obrazek 4: Pseudohypericin

OH

OH

Obrazek 5: Hyperforin Obrazek 6: Hyperosid
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3.1.5 Biologické ucinky a pouziti drogy

JiZ po staleti se tfezalka teckovana vyuziva k vnitfnimu a vnéjsSimu podani v [éCbé
mnoha obtizi (16). PUsobi predevsim jako antidepresivum, sedativum, mirné
antiflogistikum a Gc¢innd je také v [éCbé travicich potizi (6). Standardizované extrakty jsou
efektivni v terapeutické ddvce 300-400 mg tfikrat denné. K pfipravé nalevu nebo odvaru
se pouziva jednotliva davka drogy 1,5 g (17,18). Pfi vnitfnim podani neni pro dostatecné

dlikazy doporucovano prekracovat dobu Iécby delsi nez 8-12 tydn( (19).

Problémem byvaji nejednotné dikazy o ucinnosti a standardizaci rostlinnych
produktl. Pacienti by proto méli byt pouceni o kvalité a obsahu jednotlivych doplnka

stravy s obsahem tfezalky teckované (18).

Dnes je tfezalka teckovana nejvice znama pro své antidepresivni Ucinky vyuzivané
pfi terapii mirnych aZ stfedné tézkych forem depresi (19). Extrakt pusobi vice
mechanismy na sniZeni prenosu signdlu mezi neurony v mozku. Za hlavnim
terapeutickym ucinkem v lécbé deprese stoji hyperforin, ktery vyznamné inhibuje
synaptické zpétné vychytdvani serotoninu, dopaminu, noradrenalinu, kyseliny y-
aminomaselné a L-glutamatu. Hypericin pfedevsim blokuje enzym monoaminooxidazu
(MAO) degradujici katecholaminy (11,13). Pfi kratkodobé |écbé deprese je trezalka
stejné Ucinnd jako standardni antidepresiva a muze tedy zastat uUlohu pfirodni
alternativy (19,20). Mimo to plsobi sedativné a tim vykazuje pozitivni efekt proti neklidu

a nespavosti (18).

Zevné je pouzivana pro svUj protizanétlivy, antimikrobialni a antioxidacni ucinek
pfi hojeni ran a drobnych poranéni kiiZze, jako jsou popdleniny, odérky, modfiny, dale
také atopické ekzémy a vitiligo. Vyznamna v hojeni ran je adstringentni aktivita taninu.
Lokalné se pouzivaji macerovany trezalkovy olej z Cerstvych nebo susenych kvétd,

tinktury a vyvinuty byly také masti, krémy a gely (17,18,21).
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Hyperforin vykazuje in vitro antibakteridlni aktivitu proti meticilin-rezistentnimu
Staphylococcus aureus a dalSim grampozitivnim bakteriim, jako jsou Streptococcus
pyogenes a Corynebacterium diphtheriae. Hypericin navic jevi efekt i proti
gramnegativnim bakteriim (11,16,18). Mimo jiné Ucinkuje na r0zné typy virQ (16).
Pozitivni Ucinek vykazuje proti retrovirlim, ktery je navozeny inhibici proteinkinazy C.

Nékteré studie popisuji také inhibici herpes simplex viri typu 1 a 2 (18).

Nékolik randomizovanych placebem kontrolovanych studii hovofi o dlkazu
ohledné ucinnosti extraktu pfi menopauzdlnich potiZich zejména na sniZzeni ¢etnosti a
zdvaznosti navalll horka (18). Svymi vlastnostmi je navic ku prospéchu zenadm majici

v klimakteriu psychické potize (22).

Vyuziti hypericinu jako fotosenzibilizatoru je do budoucna velkym potencidalem pro
protinddorovou fotodynamickou terapii a fotodynamickou diagnostiku. Vyznacuje se
urcitou selektivitou k neoplastické tkani, nizkou toxicitou ve tmé a silnym fototoxickym
ucinkem pfi aktivaci svétlem. Svételna expozice odpovida za silnou proapoptickou
vlastnost hypericinu, ddle plsobi antikancerogenné, antiproliferativné, antiinvazivné,

antimetastazicky a antiangiogenné (16,23).

3.1.6 Lékové interakce

Pti uZivani tfezalky teckované je velmi dulezité zohlednit farmakokinetické a
farmakodynamické interakce s ostatnimi podavanymi léCivy, které se vyznamné podileji
na celkové bezpecnosti podavané drogy. Trezalka plsobi vyznamnou indukci enzym
cytochromu P450 na izoformach CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 a CYP3A4. Nejvice
prokadzanych interakci probihd na izoformé CYP3A4. Mimo jiné indukuje efluxni
transportér P-glykoprotein na apikalni strané bunék intestina, ktery zajistuje absorpci
nebo eliminaci mnoha lécCiv (20,24). Néktera |écCiva, Casto pro Zivot zasadné dullezita, zde
pUsobi jako substraty. Tim dochdzi k poklesu jejich plazmatickych koncentraci a snizeni
ucinnosti (19). Zahrnujeme sem zejména néktera imunosupresiva, |éCiva majici vliv na

kardiovaskularni systém, protinadorova léciva, theofylin a perordlni kontraceptiva (20).

13



Vjedné ze studii byly hlaseny dva pfipady selhani Iécby cyklosporinem v disledku

uzivani trezalky teckované, kdy doslo k rejekci transplantatu srdce (18).

Z farmakodynamického hlediska popisujeme predevsim zvySeni hladiny
serotoninu. Interakce nastava se selektivnimi inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu, jako jsou antidepresiva ze skupiny SSRI nebo agonisté serotoninovych
receptori — triptany. Riziko je spojeno se zvySenou cetnosti neZzadouciho
serotoninového syndromu. Ten je charakterizovdn zmatenosti, agitovanosti, tfesem,
pocenim, hyperreflexii, ddle se mlzZe vyskytovat nevolnost, prijem a vyjime¢né kédma

(24).

Klinické studie naznacuji vliv hyperforinu na silnou indukci CYP3A4 a P-
glykoproteinu. Jeho mnoiZstvi v extraktu Hypericum perforatum L. uddva rozsah
interakce s ostatnimi lécCivy. Nizky obsah by potencialné mohl sniZovat interakce na

urovni farmakokinetiky (20).
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Tabulka 1: Farmakokinetické a farmakodynamické interakce trezalky teckované s

konkrétnimi lécCivy (20,24).

LECIVO SUBSTRATY NA IZOFORMACH:
FARMAKOKINETICKE CYP1A2 CYP2C9 | CYP2C19 | CYP3A4 P-
INTERAKCE GLYKOPROTEIN
cyklosporin X X
oralni kontraceptiva X (X) X
warfarin (X) X (X)
(R)- (S)- (R)-
warfarin | warfarin warfarin
digoxin X
verapamil X
theofylin X
inhibitory HIV — proteaz X X
cytostatika X
(irinotekan, imatinib)
anxiolytika X
(alprazolam, midazolam)
simvastatin X X
omeprazol X
FARMAKODYNAMICKE
INTERAKCE
SSRI, SNRI, IMAO, TCA T koncentrace serotoninu
triptany T koncentrace serotoninu

3.1.7 Nezadouci ucinky

Ackoliv se informace o vyskytu nezadoucich Gcinku mirné lisi, jejich incidence
nebyva vysokd a vétsSinou se predpoklada dobra tolerance (12). Mohou se vyskytnout
mirné gastrointestinalni potize, zavraté/zmatenost, Unava/sedace, nespavost, bolest

hlavy nebo sucho v Ustech (19,24).

Nejvyznamnéjsi nezadouci reakce spojena s uzivanim tfezalky teckované vznika pfi
expozici sluneénimu a UV-A zareni. Je zndmo, Ze slouceniny hypericinu se projevuji
vysokou fototoxicitou na kazi. Klicovy je vznik podstatné velkého mnozstvi reaktivnich
forem kysliku a poSkozeni riznych oblasti téla véetné oci. Na pokoZce vznika erytrém a

vyjimecné muZe dojit az k popalenindm druhého stupné s naslednym zjizvenim, tzv.
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hypericismu. Na rozdil od hypericinu, pseudohypericin tento ulinek nevykazuje
(13,18,25). Studie naznaduji, Ze tato reakce je pozorovana Castéji pfi uzivani vyssich
davek, po delsi dobu a u citlivéjsich jedincu. Jedinci se svétlou pleti jsou postizeni vice.
Toto presvédceni vzeslo z dikaz(, kdy byla tfezalka zkouSena u zvifat, konkrétné u skotu

s bledou pokozkou, a dochazelo k vyraznym spaleninam klize (24).

In vitro provadéna studie také odhalila, Ze vyssi koncentrace mohou negativné
pUsobit na oocyty a mit mutagenni efekt na spermie. Ziskané informace vedou k obavam

o snizeni plodnosti (18).

3.2 FLAVONOIDY A HYPEROSID

Skupina flavonoidl je odvozena od struktury 2-fenylchromanu. Navzajem se od
sebe liSi stupném oxidace pyranového kruhu. Derivaty druhu Hypericum perforatum L.
fadime konkrétné do skupiny flavonol(. Jenotlivé metabolity se odliSuji poctem
hydroxylovych skupin a glykosidné vazanou sacharidovou slozkou (17). Radime sem
kvercetin, hyperosid, kvercitrin, isokvercitrin a rutin. Hyperosid je glykosid kvercetinu

konjugovany s galaktdzou (26). Jejich obsah v rostliné byva okolo 2-4 % (14).

Terapeutické vyuziti flavonoidl je Siroké. Z biologického hlediska se obecné
vyznacuji antikancerogennim, kardioprotektivnim a antioxidacnim efektem (26).
Normalizuji permeabilitu kapildr a odstranuji jejich lomivost. Jsou ucinné proti
mikroblm a v kombinaci s vitaminem C se poutZivaji pfi podplrné |écbé infekci (17).
Nékteré flavonolové glykosidy plsobi spasmolyticky. Také ovliviuji serotoninergni a
noradrenergni systém, avSak samostatné terapeuticky ucinek nevyvolavaji kvuli jejich
nizké obsahové hladiné. Proto se vlIécbé deprese kombinuji predevsim

s naftodianthrony a floroglucinoly (13).
Hyperosid a ostatni flavonoidy jsou vyznamné pojeny s antioxidacni aktivitou,

ktera brani reaktivnim formam kysliku (ROS) plsobit cytotoxicitu (26). Silnou

antioxidacni schopnost ma hydroxylova a fenolicka skupina (27). Tyto funkéni skupiny
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vychytavaji volné radikaly a/nebo chelatuji ionty kovl, predevsim Zelezo a méd. Mimo
konfiguraci, substituci a celkového poctu téchto skupin odpovida za miru antioxidacni
aktivity také pritomnost cukerné slozky. Vyssi efekt maji aglykony oproti jejich
odpovidajicim glykosidim (28). Pfredpoklada se, Ze hlavni roli v ochrané tkani proti
oxidacni reakci ma indukce télu vlastnich enzymovych systému — chinon oxidoreduktazy,
superoxid dismutazy a hemoxygenazy-1 (26). Dalsi mechanismus spocivad v inhibici
enzymU zapojujicich se do biochemickych proces(, ve kterych dochazi ke tvorbé ROS,
predevsim monooxygenazy, glutathion S-transferdzy, mitochondrialni sukcinoxidazy a

NADH oxidazy (26,28).

U tfezalkového extraktu je popisovdna neuroprotektivni aktivita. Neuroprotekce
je zajistovana pfimymi a nepfimymi mechanismy, pficemz muize pUsobit cytoprotektivné
(pfimy mechanismus), anebo tento ucinek zajistuje pomoci antioxidacnich vlastnosti
(nepfimy mechanismus). Pravdépodobny cytoprotektivni Ucinek vykazuji flavonoidy
s cukernou sloZzkou, naproti tomu vice hydroxylovych skupin plsobi antioxidacné (16).
Byly provedeny studie na vliv hyperosidu jako neuroprotektiva na B-amyloidovy protein,
jenz narusuje hematoencefalickou bariéru (HEB) u Alzheimerovy nemoci (AN). Jsou
dlikazy, Ze hyperosid mlze mit ochranny vliv pred toxicitou B-amyloidu, pravdépodobné
také inhibuje fibrilarni pokozeni HEB a jeji hyperpermeabilitu. U&inky vykazuje in vitro i
in vivo. Je tedy potencialnim metabolitem v prevenci a/nebo |é¢bé naruseni HEB u AN.

U¢inny by mohl byt i u Parkinsonovy nemoci (29).

Dalsi studie pojednava o schopnosti kvercetinu a hyperosidu ovlivnit intracelularni
kumulaci triacylglycerol(, a tim sniZzovat zvySené uvolfiovani volnych mastnych kyselin
(MK) do krevniho obéhu. Tak by se mohlo zamezit nasledné lipotoxicité z cirkulujicich
volnych MK a sniZit tim mnoho rizik spojenych s obezitou, jako jsou napftiklad
hypertenze, kardiovaskuldrni potize ¢i diabetes mellitus 2. typu. Aktivné studovan byl
predevsim kvercetin, avsSak diky strukturni podobnosti se tato aktivita da predpokladat

i u hyperosidu. Takového ucinku by se dalo vyuzit v prevenci nebo lé¢bé obezity (27).
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3.3 EXPLANTATOVE KULTURY ROSTLIN

Pojmem explantatové kultury rozumime izolovany material z rostliny — buriky
s funkénim jadrem, pletiva nebo celé organy, ktery podrobujeme kultivaci v umélych
podminkach in vitro (30,31). Prakticky se jednd o odjimani konkrétnich ¢asti predem
povrchové sterilizovanych rostlin, jejich pfeneseni v aseptickém prostiedi do vhodného
zivného média a nasledné zmnozZeni za stanovenych podminek (30). Kultury, které jsou
v prubéhu kultivace kontaminované, se vyrazuji, zatimco ostatni explantaty je mozno
udrZet v procesu i po mnoho let pomoci pasazovani do nové pfipravenych Zivnych médii
(31). Aby vysledky kultivace byly pfiznivé, je tfeba zohlednit odebiranou ¢ast rostliny, jeji

stdri, fyziologicky stav, velikost a obdobi odbéru explantatu (32).

Kazda rostlinnd burfika ma schopnost totipotence. Ta dava mozinost burkam
diferencovat se, a tim tak ovliviiovat rist a vyvoj rostliny ¢i explantatové kultury.
Projevem totipotence je regenerace, kterd maze byt pfima — dava za vznik kompletni
diferenciované rostliné nebo nepfima — tvofi se kalus. PFi stresové reakci muize byt
regenerace rostliny snizenda, a tak nékdy dochazi k dhynu kultur po jejich izolaci,
prodlouzeni doby kultivace, kumulaci sekunddrnich latek vlivem delSiho Ucinku

cytokininl nebo genetickym zménam (31,32).

Vyuziti explantatovych kultur je Siroké. Na rozdil od pfirozenych podminek
muUzZeme kontrolovanymi podminkami zajistit vyssi vynos, lepsi kvalitu a uniformitu
produktu. In vitro kultivace ma dnes vyznamnou roli v mikropropagaci rostlin, kdy
dochazi ke zmnozeni, pasazovani a regeneraci rostlin za vzniku identickych klond. Dale
se uplatiuji vrychlém mnoZeni vzacnych rostlinnych genotypl, transformaci
rostlinného genomu nebo produkci sekundarnich metabolitli. Slouzi také pro

ozdravovani rostlin od virdz (31).
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3.3.1 Druhy explantatovych kultur
e Kalusové
e Suspenzni
e Bunécné
e Tkanové
e Orgdnové (meristémové, prasnikové, mikrosporové apod.)
e Protoplastové

e Embryonadlni (31,32)

Kalusové kultury

Tvorba kalusu je charakteristickym rysem rostlinnych bunék. Jde o
neorganizovanou, rychle se délici bunécnou hmotu s rliznym stupném diferenciace, kde
se jednotlivé bunky od sebe odliSuji velikosti, tvarem, pigmentaci ¢i metabolismem.
Z primarniho explantatu se tvofi rostlinna tkan — kalus (primokultura), ktera je pod
regulaci rlstovych hormond, nejéastéji auxin a cytokinind. Z kalusu mze dochazet
k regeneraci rostlin — procesu organogeneze (tvorba prytli, kofen(l) a embryogeneze
(vznika celd rostlina). Vin vitro podminkach se kalus tvofi ve vhodném kultiva¢nim

mediu v aseptickém prostredi (2,32,33).

Suspenzni kultury

Kalusova kultura dava za vznik suspenzni kultufe. Suspenze se tvori mechanickym
rozmélnénim kalusu a naslednym prevedenim do Zivném média, se kterym jednotlivé
bunky &i jejich shluky pfichazeji do pfimého kontaktu. Diky kontinudlnimu pohybu média
okolo bunék dochazi k lepsSimu provzdusnéni a vyzivé kultury, a tim i rychlejSimu ristu,

nez je tomu u kultury kalusové (32,34).
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3.4 PODMINKY PRO KULTIVACI IN VITRO

3.4.1 Kultivacni média

S ohledem na nutri¢ni pozadavky konkrétnich rostlin byla vyvinuta r(izna Zivna
média. Za nej¢astéji pouzivana zadkladni média oznacujeme médium Murashige a Skoog
(MS), Linsmaier a Skoog (LS), Gamborg (B5) a Nitsch a Nitsch (NN) (35). Mimo obsah Zivin
a dalSich nezbytnych slozek potfebnych pro urcité druhy rostlin se od sebe lisi také
zpUsobem jejich vyuZiti pfi kultivaci. Média MS a LS jsou pouZivana zejména ke kultivaci

kalusovych a suspenznich kultur, organogenezi a mikropropagaci rostlin (36).

K zdkladnim slozkam jednotlivych médii fadime makroelementy, mikroelementy,
vitaminy, aminokyseliny nebo jiny zdroj dusiku, nedefinované organické slozky,
regulatory rastu a zpevnujici slozky. Zpravidla by Zivna padda méla obsahovat vétsinu z

téchto slozek (35).

3.4.1.1SloZeni Zivnych médii (34,35,37)
Makroelementy

Vyznamnymi makroelementy v bunéénych i tkanovych médiich jsou kromé uhliku,
vodiku a kysliku také dusik, fosfor, draslik, vapnik, horcik a sira. Anorganicky dusik, jako
hlavni slozka v pudé, by mél obsahovat alespon 25-60 mM, aby bylo dosazeno
uspokojivého ristu a morfogeneze. Vyuziva se ve formé nitratd — dusi¢nanu draselného
a amonného nebo amonnych iontd. Draslik je obsaZen v koncentraci mezi 20-30 mM ve
formé chloridovych soli nebo dusi¢nant a je dllezitym zdrojem pro rast bunék. Ostatni

prvky se pohybuji v koncentraci od 1 do 3 mM.

Mikroelementy

Mezi zakladni mikroZiviny potfebné pro rist patfi Zelezo, mangan, zinek, bér, méd’
a molybden. Chlér, jéd, sodik a kobalt se do nékterych médii také pridavaji, nicméné
jejich pFitomnost neni pro rlist nezbytna. Zelezo ve formé citratové nebo vinné soli je v
médiu obtizné rozpousténo a ndasledné vysrdzeno. Pro vyreseni tohoto problému se

zacal vyuzivat chelat Zeleza s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (FEEDTA).
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Zdroj uhliku
V in vitro kulturdch vyuZivame ¢asto sachardzy jako zdroje uhliku v koncentraci od
2 do 6 %. Rostlinnym explantatim poskytuje autotrofni vyZivu, které nejsou samy

dostatecné schopné.

Vitaminy a myo-inositol

Vitaminy u rostlin slouZi hlavné jako katalyzatory rliznych metabolickych procesu,
které jsou potrebné k rlistu a vyvoji. V in vitro kulturach pfispivaji k diferenciaci a rastu
bunék a tkani. Rostliny jsou schopny samostatné syntézy potfebnych vitamin(, avsak
samotné kultury in vitro toho jsou schopny jen v malém a nedostacujicim mnoZzstvi.
Nejcastéji média obsahuji thiamin (B1), kyselinu nikotinovou a pyridoxin (B6). Pro rist
vsech bunék je nepostradatelny thiamin v koncentraci 0,1 az 10 mg/l. Pfitomnost
kyseliny nikotinové (0,1-5 mg/l) a pyridoxinu (0,1-10 mg/l) neni pro rlst kultury
nezbytna. Dle typu média se pridavaji i dalsi vitaminy, jako je biotin, kyselina listova,
kyselina askorbovd, kyselina panthotenova, tokoferol (vitamin E), riboflavin (B2) nebo

kyselina p-aminobenzoova.

Myo-inositol je sacharid rozkladajici se na kyselinu askorbovou a pektin, ktery se
zabudovavd do fosfoinositidl a fosfatidyl-inositolu. | v malém mnoZstvi, obvykle v
koncentraci 50-5000 mg/I, hraje klicovou roli v bunééném déleni a stimulaci bunécného

rustu.

Aminokyseliny

Obsah aminokyselin v bunéénych a tkanovych kulturadch je dalezitym zdrojem
organického dusiku. Organicky dusik je rostlinami snadnéji a rychleji vyuzitelny oproti
dusiku anorganickému. Vzhledem ke schopnosti kultur in vitro tvofit tyto aminokyseliny
samy, neni vhodné pfidavat je samostatné, protoze by mohly mit ve vysSich
koncentracich opacny efekt, a to inhibovat bunécny rlst. Pridavaji se tedy ve formé

smési aminokyselin v koncentraénim rozmezi od 1 do 100 mg/I, které je vyznamné k
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rastu bunék. Nejc¢astéji jsou jimi hydrolyzat kaseinu, L-glutamin, L-asparagin, glycin a

adenin.

Nedefinované organické slozky
Do urcitych médii se pfidavaji organické latky nebo extrakty, které by mohly mit
vliv na rust rostlin. Jde napfiklad o proteinové hydrolyzaty, kokosové mléko, extrakt z

kvasnic, sladovy extrakt, extrakt z bananu, pomerancovou nebo raj¢atovou stavu.

Nékdy média byvaji obohacena o aktivni uhli, jehoZ Ucinek mlze byt na nékteré
explantaty pfiznivy (stimuluje rdst a diferenciaci), na jiné zase nepfiznivy (inhibuje
bunécny rlst). Nepfiznivé slouceniny produkované explantatem a rlstové reguldtory

obsazené v médiu jsou aktivnim uhlim absorbovany na svj povrch.

Pfidanim 1 % aktivniho uhli dochdzi béhem sterilizace v autoklavu ke zvysené

hydrolyze sachardzy a médium se stava kyselejsSim.

Latky zpeviujici médium

Pro pfipravu tuhych kultivaénich médii je potfeba stabilnich latek. Takové latky by
mély vykazovat stalost za vSech kultivacnich teplot, nereagovat se slozkami média a
nemély by byt rozkladany obsazenymi enzymy. Nejcastéji se setkdme s agarem,
univerzalni gelujici latkou ziskanou z mofrskych tas. Obsahuje vapnik, horcik a dalsi
stopové prvky, které jsou specifické pro konkrétni typ agaru. Jako gelujici Iatky

vyuzivame také agardzu a gellanovou gumu.

Regulatory rastu (35,38)

Regulatory rlstu jsou nezbytné slozky pridavané do Zivnych pud, které stimuluji
proces rastu a vyvoje v bunécné kulture. Za pfirozené rlstové reguldtory oznacujeme
fytohormony — auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou, ethylen a dalsi latky

s regulaéni aktivitou. Uginek na rdst je stimulaéni i inhibi¢ni, a to v zavislosti na
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koncentraci latky a fyziologickém stavu rostliny. Exogenné jsou pfidavany vzdy v urcitém

poméru, kterym je uréen rozsah organogeneze explantatové kultury.

Latky s rGstové regulacni aktivitou jsou ucinné jen ve vyssich koncentracich. Jejich
ucinnost neni dostatecné zndma, a proto je jako hormony nenazyvame. Jde predevsim

o bassinosteroidy, polyaminy, kyselinu jasmonovou, oligosacharidy a fenolické Iatky.

a) Auxiny

Jednd se o indolové slouceniny pfidavané do kultivacnich médii obvykle pro
stimulaci rdstu kalusu a bunék, mnohdy také k indukci zakofenéni, embryogenezi a
stimulaci rastu vyhonka. Spolu s cytokininy jsou pro explantatové kultury podstatnou
soucasti pro regeneracni procesy in vitro. Prvnim objevenym pfirodnim auxinem se stala
indolyl-3-octova kyselina (IAA), od které se postupné odvozovaly dalsi syntetické
analogy. Jejich fyziologicka aktivita a metabolismus se u jednotlivych slou¢enin mize
vzajemné lisit. Casto také vénujeme pozornost kyseliné indolyl-3-maselné (IBA), kyseliné
4-chlor-indolyl-2-octové,  kyseliné  a-naftyloctové (NAA) a  kyseliné  2,4-
dichlorfenoxyoctové (2,4-D). Rozpusténim auxini v 95% ethylalkoholu nebo v malém
mnozstvi 1IN NaOH vznikaji roztoky, které je vhodné uchovavat v chladniéce pfi teploté

4° C nebo mraznicce pfi -20 °C, kde vydrzi po dobu nékolika mésicu.

b) Cytokininy

Cytokininy patfi mezi hlavni stimuldatory bunééného déleni v tkanovych kulturach.
Jejich rozpustnost je nizsi nez u auxinll. Rozpousténi mlze byt usnadnéno pridanim 1N
HCI, 1IN NaOH nebo malého mnozZstvi dimethylsulfoxidu (DMSO), aniz by tyto latky
poskozovaly rostlinnou tkan. DMSO ma navic povahu steriliza¢niho ¢inidla, a proto je
mozné ho pridavat k jiz sterilnim kultivaénim médiim. Pfitomnost cytokinint také plsobi
vy$si odolnost rostlin v(ci stresordm. Ke kulturdm in vitro se béiné pfridavaji 6-
benzyladenopurin (BAP), 6-dimethylaminopurin (2iP), 6-furfurylaminopurin (kinetin) a

zeatin.
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c) Gibereliny
Gibereliny zahrnuji nékolik substanci navzajem se lisicich v jejich aktivité ve
vztahu k rlstu a vyvoji. V porovnani s vyse zminénymi auxiny ovliviuji rast pouze v
nadzemnich ¢astech rostliny — hlavné stonku. Nejcastéji se setkame s kyselinou

giberelovou (GA3).

d) Kyselina abscisova
Na rozdil od ostatnich rlstovych hormonl kyselina abscisova ovliviiuje rlst
predevsim inhibici v zavislosti na rostlinném druhu. Dochdzi tedy k antagonistickému

pusobeni vici Gcinklm auxind a giberelin.

3.4.2 Fyzikalni podminky kultivace

Pro Uspésny prabéh kultivace jsou mimo sloZeni kultivacniho média nezbytné i
fyzikalni faktory, kterymi simulujeme idealni prostfedi pro rist explantatovych kultur.
Zahrnujeme sem teplotu, délku a intenzitu osvétleni, vlhkost a aciditu prostredi.
Dulezitymi pro konkrétni druhy kultur jsou také zafizeni jako je trepacka (vyuZiti u

suspenznich kultur), termostat ¢i inkubator (32).

Teplota
Rozsah teplot by se mél pohybovat od 20 do 25 °C. Vyssi teploty mohou poskodit

buriky, nizsi teploty odpovidaji za zpomaleny rlst i metabolismus.

Svétlo

Svétlo ma velky vyznam predevsim v ovliviiovani enzymatické nebo genetické
aktivity. Dostatecné osvétlené prostiredi prispiva také ke zvySené biosyntéze
sekundarnich metabolitld. Obvykle je vyZzadovano osvétleni po dobu 16 hodin a nasledné

8 hodin tmy. Vyznamnymi faktory jsou i intenzita svétla ¢i jeho zdroj.
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Vlhkost a acidita
Udavana vlhkost v kulturach in vitro je mezi 80-90 %. pH prostfedi byva castokrat
v zavislosti na kulture slabé kyselé, a to v rozmezi okolo 5,5-6. Je tfeba pH pfisné

dodrZovat dle odpovidajicich pfedpist pro jednotliva Zivna média (31,32).

3.5 FYZIOLOGIE STRESU

Rostliny musi béhem svého Zivota nepretrzité vzdorovat rlznym nepfiznivym
vlivim vnéjsiho prostredi. Tyto vlivy oznacujeme za stresové faktory. Stres je stav, ktery
nema ustalenou povahu a popisuje se jako dynamicky komplex mnoha reakci. Pro
rostlinu je nezadouci z hlediska zpomaleni jejich Zivotnich funkci a poskozeni tkani a

organll. Muze zplsobit i samotny Uhyn rostliny (38).

Rostlinné buriky, tkané i organy maji rizny regeneracni potencial. BEéhem vyvoje si
vytvorili fadu obrannych mechanismd k adaptaci na tyto zmény. Tak Uspésné Ci
neuspésné mohou témto stresovym podminkdm vzdorovat (39). Pfed vnéjsim

prostifedim se tak mohou chranit:

e Pasivné — Rostliny se pred vnéjsimi vlivy, tedy stresory, chrani tvorbou struktur,
které zamezuji jejich priniku do rostlinného vnitfniho prostoru. Z hlediska
¢asového maji pro rostliny dlouhodoby charakter. Jejich ochrana spociva
napriklad v tvorbé tlusté kutikuly na listech, impregnaci bunéénych stén, tvorbé
rezervoard vody apod.

e Aktivné — Aktivni ochrana spociva v ovlivnéni nezadouciho dopadu stresord,
které pronikly do rostlinnych vnitfnich struktur. Zde probiha sled zmén, ktery

nazyvame stresovou reakci (38).

Rostliny, jako pfisedlé organismy, nikdy nejsou vystaveny jedné stresové reakci.
Ptirozené jsou vystavovany plsobenim alespori dvéma faktorim, jako jsou kombinace
sucha a slanosti, slanosti a tepla, sucha a vysokych teplot/vysoké intenzité svétla.

Plsobeni vice stresorl na rostlinu je jedinecné a nelze ho pfimo srovnavat s odpovédi
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rostlin na kazdy stresovy faktor zvlast. Odezva rostlin je pak vysledkem plsobeni riznych
signalnich cest, které mohou byt vzajemné protichlidné, mohou mezi sebou interagovat

nebo se inhibovat (38).

Vétsinou je popisovan predevsim negativni vliv stresor(i na rdst a vyvoj rostlin.
Nékdy je ale vysledek pusobeni kombinace vlivll i pozitivni. Studie prokazuji, Ze pfi
vystaveni suchu nebo ozonu dochazelo ke zvySené produkci ROS. PFi kombinaci téchto
dvou faktort byly hladiny ROS v kontrolovaném stavu, nebot doslo k vyssi redukci

askorbatu a glutathionu (40).

3.5.1 Prubéh stresové reakce

Odpovéd na stres se mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy liSi. Prlibéh stresové
reakce Ize ale shrnout do Ctyf fazi. V prvni fazi (tzv. poplachové) stresové reakce byvaji
poskozeny struktury bunék a tkani. To maze vést i k naruseni jejich funkci. Druha faze
(tzv. restitucni) je dulezitd pro ochranu rostliny, kdy se pohotové aktivuji obranné
mechanismy. Rostlina se nasledné ve treti fazi (tzv. fazi rezistence) stava vice odolnou
pro stresové prostredi. Faze Ctvrtd (tzv. faze vycerpdni) nastava pti dlouhodobém
vystaveni stresovym podminkam. Rostlina vyCerpdva své kompenzacni mechanismy, a

tak dochazi ke snizeni odolnosti a ndslednému poskozeni (38).

3.6 OVLIVNENIi PRODUKCE SEKUNDARNICH METABOLITU
METODOU ELICITACE

Jako sekunddrni metabolity (SM) oznacujeme rozlicné slouceniny, které jsou
produkovany rostlinami, ale do procesu ristu a vyvoje nejsou pfimo zahrnuty. Maji pro
rostlinu klicovou funkci v zapojeni se do procesu signalizace a obranné stresové reakce.
Velkd cast téchto latek nachazi vyuziti jako fytoterapeutika, agrochemikalie, barviva,

biopesticidy ¢i potravinarské pridatné latky.

Chemicka struktura téchto aktivnich latek je casto velmi slozitd, a tim stézuje

samotnou chemickou syntézu (1,39,41). Hladiny sekundarnich metabolitd se méni v
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zavislosti na podminkach, kterym je rostlina vystavena. KvUli jejich pfirozené variabilité
nelze tyto hladiny reprodukovat. Avsak zjistilo se, Ze miZeme indukovat enzymatické
drahy sekundarniho metabolismu (42). Mnoho z nich se syntetizuje z primarnich
metabolitd akumulovanych v burnkach rostlin a tato produkce muze byt pravé ovlivnéna

podminkami in vitro za Ucelem ziskani téchto aktivnich latek (41).

3.6.1 Elicitace

Elicitace je proces, pfi kterém vyvoldvame stresovou reakci v rostlindch. Vlivem
plsobeni stresort (elicitor(l) dochazi v rostliné k indukci obranného mechanismu, ktery

spociva ve zvysené biosyntéze sekunddarnich metabolitl a jejich akumulaci (39,43).

In vitro mGZeme kultivovat a nasledné elicitovat rostlinné organy, bunécné a
tkanové kultury (kalusy) nebo lze masivné rozmnoZovat celé rostliny metodou
mikropropagace. Kalus, jako neorganizovanou hmotu, muiZeme vlivem vnéjsich

podminek zamérné zvétSovat pravé pro produkci SM (41).

3.6.2 Elicitory

Elicitory rozdélujeme dle struktury na fyzikalni a chemické nebo podle plivodu na
abiotické a biotické (43). Mezi abiotické faktory radime vlivy fyzikalni, jako jsou zmény
teploty, svétla, vlhkosti a osmoticky stres. Chemické vlivy zahrnuji nedostatek Zivin,
vody, kysliku, nadbytek soli nebo také organické a toxické latky v plidé (tézké kovy) a
vzduchu. Biotické faktory jsou odvozeny od Zivého organismu a mohou jimi byt patogeny
(bakterie, houby, viry), hmyz, byloZravci posSkozujici rostliny spdsanim nebo parazité

(1,38,39).

3.6.2.1 Abiotické elicitory
Teplota

Vykyvy teplot maji za nasledek predevsim zmény v expresi genll pUlsobicich na
metabolické procesy souvisejici s produkci sekundarnich metaboliti (39). Znacné

zranitelné jsou rostliny pri vystaveni velmi nizkym teplotdm, zpravidla pod bod mrazu.
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Rostliny tvofi v extraceluldarnim prostoru led, vlivem kterého dochazi k dehydrataci.
V zavislosti na druhu rostliny se tyto podminky snazime upravit. Za vyssich teplot byl
pozorovan narast v produkci ginsenosidl u kultury Panax ginseng. Naproti tomu
bunécna kultura Melastoma malabathricum vykazovala vyssi aktivitu za nizsich teplot

(44).

Svétlo

Vyznamnou stimulaci pro tvorbu sekundarné aktivnich latek je slune¢ni zareni (UV)
a jeho délka trvani. Napfiklad u kalusové kultury Zingiber officinale doslo ke zvySené
akumulaci metabolitl gingerolu a zingiberenu. Soucasti svétla je také UV-B zareni, které
je vysoce energetické a jeho nadbytek muze vést aZ k zastaveni rlstu, snizeni produkce
biomasy nebo potladeni fotosyntézy. Zajimavosti ale je, Ze plisobenim UV-B svétla na
rostlinu Catharanthus roseus dochazelo ke vzestupu koncentrace vinblastinu a

vinkristinu, které jsou Uc¢inné v 1é¢bé leukémie nebo lymfomu (1,39,44).

Sucho

Se stresem ze sucha se potykaji vSechny druhy rostlin, avSak kazdy druh tento stres
toleruje jinym zplUsobem. Mimo jiné, suchost rostliny muize byt také zplsobena
nadbytkem slune¢niho zareni nebo pUsobenim vysokych teplot, kdy dochazi ke
snizovani obsahu vody v rostliné az k jejimu Uplnému nedostatku. Za deficit oznadujeme
nedostatek vody, ktery uz nepostacuje pro zdsobeni rostliny a tim i udrZeni jejich
zakladnich fyziologickych funkci, jako je rilst, fotosyntéza a transpirace. Ackoliv je

omezen rlst rostlin, hladina sekundarnich metabolit( se zvysuje (1,39,44).

Zasolené pudy

Zasoleni pld ma podstatny vliv na fyziologické a metabolické funkce rostliny a
vyrazné souvisi s indukci sekundarné metabolickych drah a vznikem zdsob bioaktivnich
sloucenin, jako jsou fenoly, terpeny a alkaloidy. Bylo zjisténo, Ze v pfitomnosti riznych
zdroju dusiku dochazelo v listech Camptotheca acuminata k vys$si syntéze kamptotecinu.

Tento stres muZe byt podporen suchem, kdy vlivem osmotickych déji dochazi ke
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kumulaci soli ve vyssSich ¢astech rostliny. Kvali hromadéni soli ve vyssich hladinach a
zaroven i pldé ma rostlina nizsi schopnost absorbovat vodu kofreny, a tak dochazi ke
ztratdm vody i z ni samotné. Dehydratace rostliny vede ndsledné k osmotickému stresu

(1,39,45).

Osmoticky stres

Osmoticky stres je vyvolan plsobenim osmolytl. Tyto latky ovliviiuji nejen
produkci vice biologicky aktivnich latek, ale pozménuji také fyziologické a biochemické
pochody v rostliné. Vodni stres pusobi prolin, polyethylenglykol (PEG) a sacharéza.
Napfriklad u kultury Hypericum perforatum byla prokdzdna rozdilnd biosyntéza latek
hypericinu a hyperforinu. Obsahova hladina hyperforinu byla vysokd, zatimco hladiny

hypericinu se vyznamné snizily (1).

Tézké kovy

Tézké kovy Cini zasadni roli ve vyvolani abiotického stresu. Pfedevsim ionty niklu,
stfibra, Zeleza a kobaltu nejcastéji zplsobuji zmény v metabolickych procesech rostlin.
To mimo jiné muze ovlivnit produkci cukr(i, proteini a fotosyntetickych pigmentd.
Neméné vhodnym elicitorem je také méd, u jejiz iont(i bylo pozorovano v kultufe Beta

vulgaris navyseni hladin betalaint (1,45).

Ozon

Ozon, tvofici se v hornich vrstvach znecisténého vzduchu plisobenim sluneéniho
zareni, mize ohroZovat rostliny lezici predevsim ve vyssich nadmorskych vyskach. Pfi
prostupu ozonu do vnitfnich struktur rostliny se nasledné pfeménuje za vzniku volnych
kyslikovych radikald. Pomoci ochrannych mechanism( rostlina produkuje ethylen,
polyaminy a flavonoidy. Ve vysSich koncentracich tyto antioxidaéni systémy nepostacuji

(38).
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3.6.2.2 Biotické elicitory

Pivod biotickych elicitord vychazi ze samotné rostliny nebo patogennich
mikroorganismu. Jsou sem zahrnuty rlizné fragmenty, jako napf. fragmenty bunécénych
stén rostlin a chemické latky, které se stavaji dostupnymi pfi napadeni rostlin jejich
uvolnénim. Ovliviiuji fadu enzymatickych pochod v téle rostliny, at uZ aktivaci nebo
inhibici enzym( a také pusobi na iontové kanaly. Biotické faktory majici vliv na produkci

biologicky aktivnich latek rozdélujeme na:

e Proteiny: celuldza, glykoproteiny, lektiny, aglutininy

e Sacharidy: chitin, chitosan, oligogalakturonidy

e Rhizobakterie: Pseudomonas putida, Azospirillum fluorescens, Allorhizobium
e Houby: Trichoderma, Phytophthora, Protomyces, Fusarium, Claviceps

e Hormony: auxiny, kyselina abscisova, ethylen, kyselina giberellova, kyselina

salicylovd, methyljasmonat, kyselina jasmonova (45)

Proteiny

Vyznamnymi jsou glykoproteiny, které v rostlinné kultufe navozuji tvorbu
obrannych latek — fytoalexin( (sekunddrnich metabolitd). Bilkoviny lektin a aglutinin
zastavaji ochrannou funkci prfed rlznymi organismy Zivicimi se rostlinou. Jejich
schopnosti je navazat na sebe sacharidové slozky téchto patogen( a vyvolat tak

obrannou reakci, ktera koresponduje s produkci SM (45).

Sacharidy
Sacharidy mnoha typd vyvolavaji vyznamnou nadprodukci sekundarnich
sloucenin. Slozka bunéénych stén hub, chitin, je oznacovdna za Ucinny elicitor u nékolika

druh rostlin (45).

Rhizobakterie

Rhizobakterie jsou oznacovany pro svou kolonizaci v oblasti koren(, tzv.

rhizosfére. V pfiznivych i neptiznivych podminkach zvysuji rast rostlin tak, ze zvétsuji
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povrch kofen( a tvofi je vice Spicatymi. Pfi vystaveni rostliny tomuto elicitoru dochazi k
obrannym reakcim a kumulaci sekundarnich Iatek. Je prokazano, Ze rhizobakterie jsou
nejpriznivéjSimi biotickymi elicitory, které jsou schopny indukovat klicové enzymy

sekundarniho metabolismu (45).

Houby

Plvod téchto biologickych stresorl je odvozen od mykorhiznich hub. Zjistilo se, Ze
jsou velmi uc¢inné v navozeni obrannych mechanismU pfi napadeni kofenl rostlin
riznymi patogeny. Rostlina na elicitor reaguje pfechodnou produkci ROS, které pomoci
enzymatickych i neenzymatickych systému ucinné odbourava. Enzym fenylalanin
amoniak-lydza ma klicovou roli v narlistu produkce SM jako antioxidacnich systému.
Dnes se velmi casto pro jejich vysokou ucinnost pouZivaji k biosyntéze flavonoidl a

fenylpropanoidt (1,45).

Hormony

Hormony, jako druzi poslové, jsou vyznamné v indukci syntézy SM. Funkce
hormonu spociva v komunikaci s cilovymi tkdnémi a rychlé reakci na vyvolané zmény.
Kyselina jasmonova pusobi jako dulezitd signdlni molekula pfi vystaveni rostliny
patogennimu stresu. Tak mUzZe indukovat napt. produkci kyseliny rozmarinové v rostliné
Mentha piperita. Kyselina salicylova je znama pro svou ziskanou systémovou rezistenci
vicéi mnoha patogenim napadajici rostliny. Tuto vlastnost vyuZziva k indukci obrannych

mechanismu a navozeni syntézy SM (1,45).

Herbivorni Zivocichové

ByloZravci spdsanim poSkozuji rostlinné tkané i celé organy. Diky vysoké
regeneracni schopnosti ale umi rostliny tomuto stresu ¢aste¢né odolavat. Adaptovali se
po morfologické strance, tak i po strance metabolické. V obranné reakci produkuji ve
zvySené mire biologicky aktivni slouceniny, které na Zivocichy pUsobi odpudivé, nékdy

az toxicky (38).
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3.6.3 Faktory ovliviujici elicitaci
Produkce sekundarnich metabolitli metodou elicitace je zavisld na rfadé faktorq,

které je tfeba zohlednit. Optimalni plsobeni elicitoru je podminéno:

e Specifitou elicitoru

e Koncentraci elicitoru

e Dobou expozice elicitoru

e Podminkami kultivace

e Starim a druhem rostlinné kultury
e Stadiem rlstu

e Pritomnosti a slozenim Zivin

Pod specifitou elicitoru si pfedstavujeme konkrétni typ elicitoru, ktery ma vliv na
aktivaci sekundarniho metabolismu u rGznych druh( rostlin, naproti tomu kazdy
rostlinny druh mlzZe vykazovat odliSnou aktivitu vaci rdznym typUm elicitord (46).
Koncentrace je velmi podstatnd k vyvolani pozadovaného ucinku. Ke kulturdm in vitro
postacuje stopové mnoizstvi elicitoru, zatimco pouZiti vysoké koncentrace castokrat
vede k bunécéné smrti. Doba expozice byva odlisna u rGznych stresoru. Efekt mlzZe nastat
v fadu hodin ¢i dnl, odbér se proto nejcastéji provadi po 12, 24, 48 nebo 72 hodinach.
Rozsah produkce biologicky aktivnich sloucenin se také vyznamné poji se stafim

rostlinné kultury (1,47).

3.6.4 Mechanismy elicitace

Regulace sekunddrniho metabolismu rostlin plsobenim jednotlivych elicitor
probiha na subcelularni drovni. Vyzkum téchto mechanisma je proto pomérné obtizny
a dodnes neni jasné, k jakym procestiim presné dochdzi. Metabolické a biochemické
principy hraji hlavni roli v chapdani stresové a obranné reakce biomasy na produkci
sekundarné aktivnich sloucenin (38,39). Zahrnujeme sem mechanismy ovliviujici
membranové receptory a intraceluldrni signalizaci. Existuje hypotéza o naruseni

propustnosti cytoplazmatické membrany, zménach osmotického prostredi, nebo
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ovlivnéni membranového potencidlu ve sméru hyperpolarizace nebo depolarizace. Pri
elicitaci dochazi k aktivaci signalni kaskady, kterd je specifickd pro rlGzné elicitory.
Jednotlivé elicitory pak mohou ovliviiovat i vice regulacnich drah. Pfedpoklada se vliv

téchto mechanismu:

e Vazba na membranovy receptor

e Aktivace G-proteinu a ndslednd stimulace adenylylcyklazy a fosfolipazy C

e ZvySené uvoliovani druhych posli (cAMP, DAG, IP3), fosforylace proteini a
aktivace cilovych proteinkinaz

e Zvyseny transport Ca?* iontl z extraceluldrniho do intraceluldrniho prostoru

e SniZeni pH cytoplazmy inhibici H*-ATPazy

e Produkce ROS — hlavné superoxidového aniontu a H,0; jako sekundarnich poslt

v transkripci gend pro obranny mechanismus

Nejcastéji diskutovanym mechanismem predevsim v odpovédi na patogenni
mikroorganismy je stimulace transmembranového receptoru. Nasledna aktivace G-
proteinu u rostlin vykazuje podobnou aktivitu jako G-protein jinych organisma. Stoji za
procesem ruastu, vyvoje, hormonalni signalizace a obrannymi reakcemi. Vlivem druhych
posll (cAMP) dochazi k aktivaci proteinkinaz. Zajimavosti je, Ze rostlina obsahuje nizsi
hladiny cAMP oproti zvifatim a potencialné vhodnymi elicitory by pak mohly byt latky,

které by dokazaly tuto hladinu navysit (46,48).

Bylo zjisténo, Ze produkci sekundarnich metabolitli rostliny Iépe zvladaji reakce
na oxidacni stres. Na antioxidaénich a antiradikalovych ucincich se podili pfitomnost
hydroxylovych ale i thiolovych skupin v jednotlivych slouceninach. Kdyz vystavime
rostlinné buriky stresovym podminkam biotickym, abiotickym nebo jejich kombinaci,
dochazi vlivem chemické reakce k vyméné mezi uhliky a biosyntéze obrannych
sekundarnich metabolitll. Tim jsou rostliny schopny dosahnout stavu homeostazy

nezbytného pro rust ve stresovych podminkach in vitro a in vivo (38,39).
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3.7 PYRIDINY

Pyridin je planarni sloucenina, kterou zafazujeme do skupiny dusikatych
heterocykll. Systematicky je také nazyvdn jako azabenzen ¢i azin. Jeho struktura se
sklada z Sesti¢clenného aromatického kruhu, kde je jedna skupina -CH nahrazena jednim
atomem dusiku. M4 charakter poldrni slouceniny a jako slaba baze se snadno ionizuje.

Dobre se rozpousti ve vodé a jinych polarnich rozpoustédlech (49,50).

Strukturu pyridinu nalezneme u mnoha pfirodnich latek, jako napf. nikotinu ci
nukleovych kyselin. Obvykle se tvofi pfi preméné biologickych latek ¢i jejich rozpadu.
Toxicky alkaloid nikotin se ve velké mife syntetizuje a akumuluje v listech rostliny
Nicotiana tabacum L. vreakci na vystaveni abiotickym nebo biotickym faktoriim.
Biosyntetickou cestou vznika z kyseliny jasmonové a tvofi vétsinu z celkovych alkaloid(
rostliny. Hladina nikotinu je velmi nizkd, pokud stresové faktory plsobici na rostlinu

chybi (49,51).

Polycyklické molekuly obsahujici ve své struktufe dusik wvykazuji mnoho
biologickych ucinkG. Pyridin je ucinnym rozpoustédlem, vyuZivd se pro aromatizaci
potravin, jako barvivo, na vyrobu lepidel, nebo je soucasti insekticidnich a herbicidnich
pfipravkd. Je popsano velké mnozstvi farmakologicky aktivnich latek, které byly pravé
objeveny pfi zavedeni molekuly pyridinu do jiz zndmych struktur. Takto vznikly napf.
néktera  antihypertenziva, protizanétlivé latky, antihistaminika, sedativa,

antituberkulotika ¢i antivirotika (49,50).
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Ptiklady IécCiv obsahujici molekulu pyridinu (49):
Amlodipin je lékem 1. linie u pacientl s vysokym krevnim tlakem a dalSimi

kardiovaskularnimi potizemi.

H,N

,,,,,

— OH
O//

Obrazek 8: sulfasalazin

Bromazepam ma anxiolytické vlastnosti, plsobi sedativné az hypnoticky.

Obrdzek 9: bromazepam
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e Isoniazid je uc¢innym v |éCbé i prevenci tuberkulézy.

O« _NH
X7 ONH,
/
X
N

Obrazek 10: isoniazid

3.7.1 Derivaty pyridinu jako abiotické faktory

V explantdtovych kulturach in vitro byl testovdn vliv chemické substance
alkylsulfanylderivatu pyridinu na aktivaci sekundarniho metabolismu. Pisobenim 2-(2-
fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothioamidu na suspenzni kulturu Trifolium
pratense dochazelo k prepisu genl ovliviujici fenylpropanovy metabolismus rostliny.

Vysledkem byla ucinnad elicitace, ktera vedla k syntéze flavonoidi a isoflavonoidi (52).

N _S
X
\
= 0P o
_
7 NH,

Obrazek 11: 2-(2-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothioamid (52)
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3.7.2 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamid

Chemicka substance systematického nazvu 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-
yl)acetamid byla soucasti pokusu v experimentalni ¢asti mé diplomové prace. Jako
potencialni elicitor byla pfidavana ke kalusové a suspenzni kultufe Hypericum
perforatum L. Sloucenina vznikla jako produkt chemické syntézy, kterou provadél prof.
PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D. na Farmaceutické fakulté UK v Hradci Krdlové. Zndme o

ni tyto vlastnosti:
e Molekulova hmotnost: 280,02

e LogP (lipofilita): 3,28
e C(ClogP:3,57136

Cl Cl

Obrazek 12: 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamid
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 CHEMIKALIE

2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamid, Katedra farmaceutické chemie a
analyzy, FaF UK HK, CR

Ajatin plus roztok 10%, Profarma — produkt s.r.o., CR
Destilovana voda, Katedra analytické chemie, FaF UK HK, CR
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lachema, CR
Dusi¢nan amonny p.a., Penta, CR

Dusi¢nan draselny p.a., Lachema, CR

Edetan sodny p.a., Sigma — Aldrich, USA

Ethanol 96%, ¢isty, Lachema, CR

Glycin p.a., Penta, CR

Hydrolyzat kaseinu, Cisty, Imuna, Slovensko

Chlorid kobaltnaty hexahydrat p.a., Lachema, CR
Chlorid vépenaty dihydrat p.a., Penta, CR

Jodid draselny p.a., Penta, CR

Kyselina boritd p.a., Lachema, CR

Kyselina nikotinova, Cistd, Sigma-Aldrich, USA
Kyselina fosfore¢na R p.a., Penta, CR

Molybdenan sodny dihydrét p.a., Penta, CR
Methanol p.a., Penta, CR

Myo-inositol, ¢isty, Fluka, Svycarsko

Pyridin, Cisty, Sigma-Aldrich, USA

Pyridoxin, Cisty, Sigma-Aldrich, USA

Rastovy stimuldtor a-NAO, Sigma-Aldrich, USA
Sacharosa p.a., Lachema, CR

Siran hotecnaty heptahydrat p.a., Penta, CR

Siran manganaty tetrahydrat p.a., Lachema, CR

Siran médnaty pentahydrat p.a., Lachema, CR
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Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lachema, CR

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lachema, CR

Standardy pro HPLC analyzu — hyperosid, Sigma-Aldrich, USA
Thiamin, Cisty, Sigma-Aldrich, USA

Ultracista voda, Katedra analytické chemie, FaF UK HK, CR

4.2 POMUCKY A PRISTROJOVE VYBAVENI

Analytické vahy PRLT A13, Sartorius, Némecko
Autoklav PS 20 A, Chirana, CR

Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Slovensko
Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotySsko
Cerpadlo Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko
Horkovzdusny sterilizator, SVS 9/1, Chirana, CR
Kolona LiChrospher RP-18e 250x4, sorbent Chrospher (5 um), Merck, Némecko
Mikrofiltry (0,20 um), Corning NY 14831, Némecko
Pipetovaci balének, Filip, Némecko

Predkolona, Merck, Némecko

Sudarna HS 61A, Chirana, CR

Termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko
Té&snéni na vialky, Labicom s.r.o., Olomouc, CR
Vialky, Labicom s.r.o., Olomouc, CR

Vodni lazen GFL, typ 1042

Trepacka KS 15 A Control, Edmund Biihler, Némecko

Ultrazvukova lazen, typ RX 255H Bandelin Sonorex, Némecko
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4.3 KULTIVACE IN VITRO

4.3.1 Kultura Hypericum perforatum L.

Na pokus byla pouZzita kalusova a suspenzni kultura rostliny Hypericum

perforatum L. pasdze ¢. 157-160.

4.3.2 Priprava kultivacniho média

Suspenzni a kalusova kultura Hypericum perforatum L. byla kultivovana v Zivném
médiu Murashige a Skoog (MS) za pfitomnosti rlistového stimuldtoru kyseliny a-
naftyloctové (a-NAO). V jeho sloZeni se nachazi predevsim anorganické soli, vitaminy a

aminokyseliny (36). Podrobné o tom pojedndava tabulka 2. Obsah jednotlivych sloZzek

odpovida mg/I.

Tabulka 2: SloZeni Zivného média (35).

MAKROELEMENTY
NHsNO3 1650,000
KNOs 1900,000
CaCl,.2H,0 440,000
MgS04.7H,0 370,000
KH,PO4 170,000
MIKROELEMENTY
KI 0,830
HsBO; 6,200
MnS04.4H,0 22,300
ZnS04.7H,0 11,500
NazMoO4.2H20 0,250
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
ZELEZNATY KOMPLEX
Na;EDTA 37,300
FeS04.7H,0 27,800
VITAMINY
Thiamin 0,100
Pyridoxin 0,500
Kyselina nikotinova 0,500
GLYCIN 2,000
MYO-INOSITOL 100,000
SACHAROZA 30000,000
HYDROLYZAT KASEINU 1000,000
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Zivné médium bylo pfipravovano do 1L odmérné bariky. Postupné byly pfidavany

pfedem nachystané zasobni roztoky téchto substanci:

100 ml makroelementd

e 10 ml zeleznatého komplexu
e 1 ml mikroelementt

e 1 mlglycinu

e 1 mlvitaminQ

e 1 ml kyseliny a-naftyloctové

Veskeré slozky byly smichdny a zfedény pfiblizné 500 ml destilované vody.
Nasledné byly na analytickych vahach odvazeny pevné komponenty, které se v médiu

nechaly rozpustit:

e 0,1000 g myo-inositolu
e 30,0 g sachardzy
e 1,000 g hydrolyzatu kaseinu

Médium bylo po rysku odmérné bariky doplnéno destilovanou vodu a peclivé
promichano. Kultivaéni médium bylo rovhomérné rozdéleno do 35 Erlenmeyerovych
banék, ve kterych probihal cely proces kultivace. Pfi kultivaci kalusovych kultur byly
pouzity mUstky z filtracniho papiru. Bartky s médiem se uzaviely hlinikovou fdlii a

nechaly se sterilizovat po dobu 20 minut pfi 121 °C a tlaku 100 kPa v autoklavu.

4.3.3 Priprava kalusovych a suspenznich kultur

Pfesazovani kalusovych a suspenznich kultur probihalo za aseptickych podminek
v predem vysviceném lamindrnim boxu pomoci germicidni UV lampy. Pfipravené Zivné
médium bylo rozlito do banék. Banky s médiem byly nasledné prekryty hlinikovou folii a
nechaly se sterilizovat. Aby se zabranilo kontaminaci rostlinného materidlu pfi

samotném presazovani, bylo nezbytné povrch vSech banék a hlinikovych folii ocistit 96%

41



ethanolem. Pfesazovana byla vidy svétla narostla kultura bunék (kalus) z dané pasaze.
V laminarnim boxu se za pomoci sterilni pinzety rozdélily kalusy do jednotlivych banék
s kultivaénim médiem, umistily se na vytvorené mustky a opét se prekryly hlinikovou
folii. Nasledné se kalusova kultura kultivovala po dobu tfi tydnu v kultivacni mistnosti za

specifickych podminek, a to pfi teploté 25 °C a stfidani svétla— 16 hodin a tmy — 8 hodin.

Pfiprava suspenzni kultury vychazela z kalusové kultury. To zahrnovalo predchozi
kultivaci kalusové kultury po dobu tfi az péti tydn(. Jednotlivé kalusy byly preneseny do
zZivného média v Erlenmeyerové bance, kde byly sterilni pinzetou mechanicky
rozmélnény za vzniku suspenze. Bariky se prekryly hlinikovou folii a uloZily v kultivaéni
mistnosti do tfepacky o 120 otackdch za minutu. Takto vznikla suspenze byla kultivovana

za stejnych podminek jako kultura kalusova.

4.4 ELICITACE

4.4.1 Postup pripravy elicitoru

Elicitace in vitro kalusovych a suspenznich kultur Hypericum perforatum L.
probihala pod plsobenim roztoku elicitoru 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-
yl)acetamidu, ktery byl pouZit ve tfech koncentracich 50mg/50ml, 5mg/50ml a
0,5mg/50ml. Roztok elicitoru byl pfipraven v 50 ml odmérné barice za poutZiti sterilniho

laboratorniho skla a dalSich pomUcek. Ke zfedéni jsme pouzili 96% ethanol.

C1=50mg/50ml = 3,571.10°3 mol/I
C2=5mg/50ml = 3,571.10*mol/I
C3 =0,5mg/50ml = 3,571.10° mol/I

Navazenim 50 mg substance na analytickych vahdch, kvantitativnim prevedenim

do odmérné bariky a doplnénim ethanolem 96% na 50 ml, vznikl roztok o koncentraci C1

(50mg/50ml).
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Odmeérenim 5 ml roztoku C; a zftedénim 96% ethanolem po rysku, jsme nasledné

ziskali roztok C2 (5mg/50ml).

Koncentrace C3(0,5/50ml) byla pfipravena stejnym zplsobem odpipetovanim 5 ml

roztoku o koncentraci C; a doplnénim rozpoustédla do 50 ml odmérné bariky.

4.4.2 Elicitace in vitro

Vyzkum vlivu elicitoru na produkci flavonoidu hyperosidu se provadél celkem na
Sesti pokusech. Na prvni tfi pokusy byla pouzita kalusova kultura, na dalsi tfi kultura
suspenzni. Ke kazdému pokusu bylo k dispozici 35 banék, z nichz 10 slouzilo pro

kontrolu. Pokus byl zahdajen po tfech tydnech kultivace.

Cely proces se provadél v aseptickych podminkach danych plsobenim UV zafeni
za vyuZziti lamindrniho boxu. Do pfedem ocisténych banék ethanolem 96% byl sterilni
pipetou odméren 1 ml elicitoru o dané koncentraci a ndsledné bylo hrdlo barnky prekryto

hlinikovou folii. K deseti zbylym barikam se pridal 1 ml 96% ethanolu.

Po vneseni roztoku elicitoru se vSechny banky pfemistily do kultivaéni mistnosti o
definovanych podminkach, kde podléhaly po urcitou dobu elicitaci. Suspenzni kultury

byly po celou dobu udrZovany na tfepacce.

Kalusy i suspenze se pravidelné odebiraly po 6, 24, 48, 72 a 168 hodinach elicitace.
Ke kazdému odbéru slouzZilo celkem 5 banék. Kalus byl z bariky pfenesen na filtracni
papir a nasledné se susil za laboratorni teploty. Suspenzni kultura byla prefiltrovana pres
Blichnerovu nélevku do odsavaci banky a zachycena tkan se susila na filtra¢nim papire
za stejnych podminek jako kalusovd kultura. Zivné médium s obsahem elicitoru bylo
odlito do oznacené zkumavky a nasledné zamraZzeno. Kontrolni bariky byly odebirany
stejnym zplsobem vidy po 24 a 168 hodinach. Stejnym zplsobem se postupovalo u

vsech koncentraci roztoku elicitoru.
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4.5 STANOVENIi OBSAHU

4.5.1 Priprava vzorkl k HPLC analyze

Pro stanoveni obsahu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

musely byt ziskany extrakty z kalusovych a suspenznich kultur a jejich médii.

Z nasusenych kalust byl rozmélnénim v tfeci misce s tlou¢kem ziskan prasek, ktery
se zvazil na analytickych vahach s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista a kvantitativné
prevedl do 50 ml varné banky. Do kazdé bariky bylo odméfeno 10 ml 80% methanolu.
Nasledné byla smés zahfivana na vodni lazni o 70 °C pod zpétnym chladi¢em po dobu 10
minut. Extrakt byl poté zfiltrovan pfes maly kousek vaty do odmérné barnky o objemu 25
ml. Vata se zbytkem kalusu byla vracena do varné barnky, do které bylo nasledné
dopinéno 10 ml methanolu a dalSich 10 minut se nechala extrahovat. Obsah byl opét
zfiltrovan pres vatu a pfidan k prvnimu filtratu. Vznikly extrakt byl doplnén po rysku
methanolem a dobfe promichan. Nasledné bylo zodmérné banky odebrano injekéni
stfikackou 1,7 ml roztoku, ktery byl pfes mikrobidlni filtr (0,22 um) preveden do rfadné
oznacenych vialek. Ty se uchovdvaly v lednici a byly tak pfipraveny pro HPLC analyzu.

Kontrolni vzorky byly extrahovany a uchovavany stejnym zptsobem.

Zivnd média byla predem rozmraiena a odméfenim 10 ml prevedena do
odparovaci misky. Na vodni |azni byla média odpafovana pfi 100 °C do sucha. Odparky
byly ndsledné rozpustény v 10 ml methanolu 80% za ob¢asného promichani. Roztok byl
po 10 minutach zfiltrovan pres vatu a pomoci injekéni stfikacky bylo odebrano 1,7 mi

pres mikrobidlni filtr do vialky. Vialky byly umistény do lednice.
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4.5.2 Metoda HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie neboli HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) je dnes Siroce vyuZivanou separacni analytickou metodou predevsim
v odvétvi farmaceutického primyslu, klinické chemie nebo biochemie. Jeji vyznam
spociva v kvalitativnim a kvantitativnim hodnoceni izolovanych sloZzek smési, a to bez

ohledu na strukturdlni rozmanitost téchto latek (napf. pfirodnich latek).

Principem této metody je rozdéleni slozek smési mezi dvé nemisitelné faze — tzv.
stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou). Pfi prostupu mobilni faze (eluentu)
smési se na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti rliznou rychlosti separuji jednotlivé
slozky. Kvalitativni charakteristikou je tzv. retencni ¢as (tgr) znacici dobu od ndstfiku po
oddéleni piku dané slozky od smési. Kvantitativné hodnotime plochu pod pikem,

pfipadné i jeho vysku (53).

4.5.3 Vlastni HPLC analyza

Pro stanoveni obsahu sekundarniho metabolitu hyperosidu byla vyuzita metoda
HPLC. Analyza se provadéla na chromatografické sestavé Jasco — Cerpadlo Jasco PU-
2089, autosampler AS-2055, termostat Jetstream 2 Plus, kolona LiChrospher RP-
18e 250x4 5um (reverzni faze C18 oktadecylsilyovany silikagel se stinénymi silanolovymi

skupinami), detektor MD-2015.

Parametry analyzy hyperosidu:
o Gradientovad eluce, 24 minut
o Mobilni faze A (eluent A): smés objemovych dilG acetonitrilu a 0,15% kyseliny
fosforecné (5+95)
o Mobilni faze B (eluent B): 100% acetonitril
o Rychlost pratoku: 1,0 ml/min
o Teplota kolony: 25 °C
o Nastfik: 50 pl

o Detekce: spektrofotometricky detektor, 254 nm
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Tabulka 3: SloZeni mobilni faze v prabéhu eluce.

€as (min) Mobilni faze A Mobilni faze B
(%V/V) (%V/V)
0-21 85 > 15 15> 85
21-24 15 85
24-24,5 15> 85 85 > 15
24,5-32 85 15

Obsah sekunddrniho metabolitu byl stanoven pomoci matematické metody

normalizace a porovnanim s kalibracni kfivkou.

Kalibracni kfivka

Kalibracni graf byl pouZit pouze k hodnoceni linearity. Vzhledem k nizkym plocham
ve vzorcich byly koncentrace hyperosidu pocitdny metodou vnéjSiho standardu. Jako
kalibracni roztok byl pouZit methanol 0,1 ug/ml. Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena na

zakladé rovnice:y=bx +a

y — plocha piku hyperosidu

x — koncentrace v ug/ml
a=0
b — obsah hyperosidu

R2- hodnota spolehlivosti
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Graf 1: Kalibracni kfivka pro hyperosid.
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Chromatogram standardu a vzorku hyperosidu
Retencni ¢as standardu hyperosidu ¢inil 5,7 minut. Od shora dold nachazime

chromatogramy:

Hyperosid 10 ug/ml v MeOHS (standard)
e Hyperosid 0,1 pg/ml v MeOH (porovnavaci roztok)
e Vzorek odebrany po 48 hodinach pusobeni elicitoru C1(3,571.103 mol/I) na
kalusovou kulturu (0,945 pg/g DW)
e Blank (kontrola) = MeOH
uv
iData1:ﬂE_2103_TeKl_ D-10ug_01.Icd Detector A:254nm
12500;Data2: 2103 _TeKI_HD-0,1ug_01.Icd Detector A:254nm
1Data3:Hp_2103 TeKl HD-MeOH 02.lcd Detector A:254nm |

Datad:k ﬁP_E 103_TeKI_ABW_01.Icd Detector A:254nm
10000+

7500

5000 L\*w
2500 im

0]

—

-2500

-5000-]

-10000

|
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Obrdzek 13: Chromatogram standardu hyperosidu a stanovovaného vzorku.
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4.6 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU

Smérodatna odchylka
Smérodatnd odchylka je statistickda funkce, ktera vyjadfuje miru odchyleni

namérenych hodnot od hodnoty primérné (stfedni). Je pro ni charakteristicky tento

|2 (x—x)?
$= "o

s —smérodatna odchylka

vztah:

x —hodnota sledované veliciny
X —primérna hodnota sledované veli¢iny

n — pocet ¢lent souboru

T —test
Testovaci kritérium vymezuje statistickou vyznamnost vlivu elicitoru na rozsah
produkce sekundarniho metabolitu hyperosidu. Je stanoven z rozdilu dvou stfednich

hodnot, a to obvykle zkousené a kontrolni hodnoty. T — test je vyjadfen vztahem:

X1=%l J"1n2(n1 tn,—2)

t= n{+n
Inis$+n,s3 1772

t —testovaci kritérium

x1 — aritmeticky pramér kontrolniho souboru
X2 — aritmeticky pramér pokusného souboru

s1 —smérodatna odchylka kontrolniho souboru
s2 — smérodatnd odchylka pokusného souboru
ni— pocet ¢lend kontrolniho souboru

n2 — pocet ¢lenl pokusného souboru
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Testovacimu kritériu nalezi t-rozdéleni se stupném volnosti. Vyjadfujeme jej timto
vztahem:

v=n,+n, —2

Vyslednd hodnota testovaciho kritéria je srovnana s tzv. kritickou hodnotou t(v)p
pro vypocitany stupen volnosti va vybranou hladinu vyznamnosti p. Je-li hodnota t

oproti hodnoté t(v)p vyssi, povazuje se tento rozdil za statisticky vyznamny.

Analyza obsahu hyperosidu v kulturdch byla provddéna ze trfech paralelnich
stanoveni, kde pocet ¢lenll v souboru odpovidal n1 = nz = 3 s celkovym poctem stupnu
volnosti v = 4. Pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05 a pocet stuprill volnostiv =4

¢ini hodnota testovaciho kritéria t(v)p = 2,78.

Testovaci kritérium bylo stanoveno z hodnot pokusného souboru ziskanych po 6,

24, 48, 72 a 168 hodinach odbéru za vyuziti kontrolnich hodnot v ¢ase odbéru 24 a 168
hodin.
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5 VYSLEDKY

5.1 TABULKY

Tabulka 4: Obsah hyperosidu (ug/g DW) v kalusové kultufe Hypericum perforatum L.

po pusobeni roztoku elicitoru ve tfech koncentracich.

Koncentrace Cas odbéru Obsah Smérodatna Testovaci
elicitoru (hod.) hyperosidu odchylka kritérium
(ng/g DW)
C1 50mg/50ml 6 nedetekovano
24 0,017 0,002 3,500
48 0,945 0,098 13,492
72 0,055 0,011 5,762
168 0,036 0,003 11,628
C; 5mg/50ml 6 <0,01 0,001 0
24 0,021 0,004 3,479
48 0,053 0,013 4,664
72 <0,01 0,003 0
168 0,015 0,001 5,000
C3 0,5mg/50ml 6 0,125 0,021 7,710
24 0,181 0,035 6,898
48 0,132 0,032 5,389
72 0,177 0,057 4,143
168 0,182 0,066 3,686
KONTROLA 24 <0,01 0,002
168 <0,01 0,001
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Tabulka 5: Obsah hyperosidu (ug/ml) v Zivném médiu kalusovych kultur Hypericum

perforatum L. po plsobeni roztoku elicitoru ve tfech koncentracich.

Koncentrace Cas odbéru Obsah Smérodatna Testovaci
elicitoru (hod.) hyperosidu odchylka kritérium
(ng/ml)
C1 50mg/50ml 6 0,055 0,009 7,028
24 0,322 0,092 4,796
48 0,195 0,059 4,434
72 0,132 0,065 2,654
168 0,509 0,113 6,245
C; 5mg/50ml 6 <0,01 0,003 0
24 nedetekovano - -
48 <0,01 0,001 0
72 <0,01 0,001 0
168 <0,01 0,002 0
C3 0,5mg/50ml 6 <0,01 0,001 0
24 1,199 0,147 11,439
48 0,860 0,128 9,391
72 1,164 0,112 14,571
168 0,453 0,062 10,103
KONTROLA 24 <0,01 0,001
168 <0,01 0,001

52



Tabulka 6: Obsah hyperosidu (ug/g DW) v suspenzni kultufe Hypericum perforatum L.

po pusobeni roztoku elicitoru ve tfech koncentracich.

Koncentrace Cas odbéru Obsah Smérodatna Testovaci
elicitoru (hod.) hyperosidu odchylka kritérium
(ng/g DW)

C1 50mg/50ml 6 nedetekovano - -
24 nedetekovdno - —
48 nedetekovdno - —
72 nedetekovano - —
168 nedetekovdno - -
C; 5mg/50ml 6 <0,01 0,003 0
24 <0,01 0,002 0
48 nedetekovano - —
72 nedetekovano - —
168 nedetekovdno - -

C3 0,5mg/50ml 6 17,7 1,580 15,834
24 nedetekovdno - —

48 3,69 0,320 16,308
72 nedetekovdno - —
168 nedetekovdno - -
KONROLA 24 <0,01 0,002
168 nedetekovano - -
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Tabulka 7: Obsah hyperosidu (pug/ml) v Zivném médiu suspenznich kultur Hypericum

perforatum L. po plsobeni roztoku elicitoru ve tfech koncentracich.

Koncentrace Cas odbéru Obsah Smérodatna Testovaci
elicitoru (hod.) hyperosidu odchylka kritérium
(ng/ml)
C1 50mg/50ml 6 <0,01 0,002
24 nedetekovano
48 <0,01 0,001
72 0,014 0,004 1,265
168 0,022 0,003 4,708
C2 5mg/50ml 6 <0,01 0,001
24 0,031 0,003 0,271
48 0,030 0,007 3,885
72 0,039 0,012 3,371
168 0,031 0,006 4,696
Cs 0,5mg/50ml 6 nedetekovano
24 nedetekovano
48 nedetekovano
72 nedetekovano
168 nedetekovano
KONTROLA 24 0,033 0,010
168 <0,01 0,002 -

Oznaceni ,,DW“ je anglickou zkratkou spojeni ,Dry Weight” a predstavuje

hmotnost susiny. Tu¢né zvyraznénym pismem jsou vyznaceny statisticky vyznamné

hodnoty.
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5.2 GRAFY

Graf 2: Obsah hyperosidu (ug/g DW) v kalusové kultufe Hypericum perforatum L. po

pUsobeni roztoku elicitoru o koncentraci C1, C2 a C3 v zavislosti na ¢ase odbéru.
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Graf 3: Obsah hyperosidu (ug/ml) vZivném médiu kalusovych kultur Hypericum

perforatum L. po plsobeni roztoku elicitoru o koncentraci C1, C; a Cz v zavislosti na ¢ase

odbéru.
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Graf 4: Obsah hyperosidu (ug/g DW) v suspenzni kultufe Hypericum perforatum L. po

plsobeni roztoku elicitoru o koncentraci C1, C; a C3v zdvislosti na ¢ase odbéru.
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Graf 5: Obsah hyperosidu (ug/ml) vZivném médiu suspenznich kultur Hypericum
perforatum L. po plsobeni roztoku elicitoru o koncentraci C1, C; a Cz v zavislosti na ¢ase

odbéru.
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6 DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyva studiem vlivu abiotického elicitoru 2-(4-
chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamidu na produkci sekundarniho metabolitu
hyperosidu v kultufe Hypericum perforatum L. in vitro. Pokus byl provddén na
kalusovych a suspenznich kulturach ziskanych v pasazi ¢. 157-160. Soucasti pokusu bylo
seznameni se s metodou kultivace in vitro a ndslednym procesem elicitace, ktery vedl|

k ovlivnéni sekundarniho metabolismu rostliny.

Pro kalusové a suspenzni kultury bylo vybrano kultivacni médium Murashige a
Skoog (35) a vhodny rlstovy stimuldtor, kterym byla v nasem pfripadé kyselina a-
naftyloctova (a-NAO) o koncentraci 1 mg/l. Kultivace probihala pfi teploté 25 °C
v kultivaéni mistnosti, kde byl stfidan rezim svétla (16 hodin) a tmy (8 hodin). Suspenzni
kultury vzniklé mechanickym rozmélnénim kalusu byly umistény na tfepacce (120

otacek/min.) a uchovavany za stejnych podminek jako kultury kalusové.

Abioticky elicitor 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamid byl pfidavan ke

kulturdm ve 3 koncentracich:

C1=50mg/50ml = 3,571.10°3 mol/I
C2=5mg/50ml = 3,571.10*mol/I
C3 =0,5mg/50ml = 3,571.10° mol/I

Odbéry jednotlivych vzorka byly vidy provadény po 6, 24, 48, 72 a 168 hodinach.
Soucasné byly odebirdny v éasech 24 a 168 hodin i kontrolni vzorky, ke kterym byl

namisto elicitoru pfidavan 96% ethanol.
Koncentrace sekunddrniho metabolitu hyperosidu v jednotlivych vzorcich byly

stanoveny za vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie. Vysledny obsah

flavonoidu je uveden v tabulkach €. 4 - 7 a k nim odpovidajicich grafech €. 2 - 5.
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Kalusové kultury

Pfi vystaveni kalusovych kultur roztoku elicitoru o koncentraci C1(3,571.1073 mol/I)
byla v ¢ase 24 (0,017 pg/g DW), 72 (0,055 ug/g DW) a 168 hodin (0,036 ug/g DW)
pozorovana mirné zvySena produkce sekundarniho metabolitu hyperosidu ve srovnani
s kontrolnimi vzorky. Nejvyznamnéji byla ovlivnéna produkce po 48 hodinach, kdy
hladiny hyperosidu vystoupaly na 0,945 ug/g DW oproti kontrole (< 0,01 ug/g DW). U
odbéru po 6 hodinach nebyly hodnoty detekovany. (Tab. ¢. 4, Graf ¢. 2)

Koncentrace elicitoru Cz (3,571.10 mol/l) neméla vyznamnéjsi vliv na zvySeni
obsahu sledovaného sekundarniho metabolitu oproti koncentraci Ci. Nejvyssi obsah
hyperosidu (0,053 pg/g DW) byl dosazen po 48 hodinach elicitace. Naproti tomu odbér

po 6 a 72 hodinach neptinesl zadny rozdil oproti kontrole. (Tab. €. 4, Graf €. 2)

Statisticky vyznamnd produkce byla zaznamendna u koncentrace elicitoru Cs
(3,571.10° mol/l), kdy ve vSech éasech odbéru bylo dosahovéano relativné podobnych
vyslednych hodnot. Nejvyssi produkce hyperosidu byla pozorovana po 24 (0,181 ug/g
DW) a 168 hodinach (0,182 pg/g DW) oproti kontrolnimu vzorku. (Tab. €. 4, Graf ¢. 2)

Zivna média kalusovych kultur

Pti plasobeni elicitoru o koncentraci C1 a Cs na kalusovou kulturu se zjistilo, Ze je
hyperosid ve zvySené mire uvolfiovan do jejiho Zivného média. V obou pfipadech se
jedna o vyznamny statisticky rozdil ve srovnani se samotnou kalusovou kulturou i
kontrolou. Vyjimkou, kdy byl obsah hyperosidu nizsi oproti kalusu, byl odbér po 48
hodinach za pritomnosti elicitoru Ci. Po 168 hodindch pulsobeni elicitoru Ci byly
z Zivného média ziskany hodnoty obsahu hyperosidu (0,509 pg/ml) o 14 % vys$si neZ z
kalusu. U koncentrace elicitoru Cs byla produkce statisticky nejvice vyznamna. Po 6
hodinach elicitace, kdy byl obsah hyperosidu srovnatelny s kontrolou (< 0,01 pug/ml), se
béhem nasledného odbéru po 24 hodinach hodnoty navysily na 1,199 ug/ml, cozZ je o

119,9 % vyznamnéjsi rozdil. Naopak Zzadny statisticky rozdil v obsahu tohoto
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sekundarniho metabolitu oproti kontrole nebyl zaznamenan v Zivnych médiich

v pfitomnosti elicitoru o koncentraci C,. (Tab. €. 5, Graf €. 3)

Suspenzni kultury
Vliv elicitoru o koncentraci C1(3,571.10°2 mol/I) na suspenzni kulturu nemél zadny
vliv na produkci sekundarniho metabolitu hyperosidu. Ve vSech c¢asech odbéru byly

hodnoty nedetekované. (Tab. ¢. 6, Graf €. 4)

LepSich vysledkl nebylo dosaZeno ani pfi plsobeni elicitoru v koncentraci C;
(3,571.10“ mol/1). V &ase 6 a 24 hodin byl obsah hyperosidu srovnatelny s kontrolou.
V ostatnich pfipadech nebyla pfitomnost tohoto sekundarniho metabolitu detekovdana.

(Tab. ¢. 6, Graf €. 4)

Statisticky vyznamnych hodnot zvysSené produkce hyperosidu bylo dosazeno za
pouZiti nejnizsi koncentrace elicitoru C3(3,571.10° mol/l) v éasech 6 a 48 hodin. Nejvyssi
narlst obsahu byl zaznamenan po 6 hodinach odbéru suspenzni kultury (17,7 ug/g DW),
kde obsah hyperosidu ¢inil rozdil o 1770 % oproti kontrolnimu vzorku. V ¢ase 48 hodin
byla tato produkce navysena o 369 %. Produkce v ostatnich pfipadech nebyla metodou

elicitace nijak ovlivnéna. (Tab. ¢. 6, Graf ¢. 4)

Zivna média suspenznich kultur

V Zivnych médiich suspenznich kultur byly po plsobeni elicitoru v koncentraci C1 a
C2 naméreny hodnoty obsahu hyperosidu vyssi oproti samotné kulture, ackoliv prvni dva
vzorky po 6 a 24 hodinach vobou pfipadech nepfesahly hodnoty stanovené
z kontrolniho vzorku. Nejvyssi obsah uvolnéného hyperosidu byl stanoven po 72
hodinach elicitace elicitorem v koncentraci Cy, ktery Cinil pouze o 3,9 % vice nez obsah
hyperosidu v kontrolnim vzorku. U suspenzni kultury po aplikaci elicitoru v koncentraci

Cs nebylo zaznamenano uvolnovani hyperosidu do Zivného media. (Tab. ¢. 7, Graf ¢. 5)
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Nejvice statisticky vyznamné hladiny vyprodukovaného hyperosidu byly ziskany u
suspenzni kultury po 6 hodinach elicitace, kdy v pfitomnosti elicitoru Cs (3,571.107
mol/l) byl detekovan obsah hyperosidu 17,7 ug/g DW. Tento rozdil ¢inil o0 1770 % vice
oproti kontrolnimu vzorku. Rozdil v produkci byl vyznamny také v ¢ase 48 hodin a

predstavoval 369 %. (Tab. ¢. 6, Graf €. 4)

Jako statisticky vyznamny se jevi i obsah hyperosidu, ktery byl ve vyssi mire
uvolnén do Zivného média kalusové kultury oproti kultufe samotné. Zde bylo po 24
hodindch aplikace elicitoru o koncentraci Cs (3,571.10° mol/l) zjisténo mnoistvi

hyperosidu 1,164 pg/ml s rozdilem 119,9 % oproti kontrole. (Tab. ¢. 5, Graf ¢. 3)

Pfi experimentu vlivu elicitoru 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamidu
na produkci sekundarniho metabolitu hyperosidu v in vitro kalusovych a suspenznich
kulturdch Hypericum perforatum L. bylo zjisténo, Ze statisticky nejvyznamnéjsich hodnot
obsahu bylo dosaZzeno u kultur suspenznich. V suspenznich kulturach dochdazelo diky
vétsimu povrchu jednotlivych bunék nebo jejich shlukd k lepSimu kontaktu s Zivnym
médiem i samotnym elicitorem. Tak Ize vysvétlit mnohondsobné zvySenou produkci
tohoto sekunddarniho metabolitu oproti kulture kalusové. Také lIze fict, Ze elicitor o
nejnizsi koncentraci C3 = 3,571.10° mol/l se jevil jako neucinnéjsi v porovnani
s koncentrovanéjsimi roztoky elicitoru u obou kultur. Obecné byl tento sekundarni

metabolit velmi ¢asto uvolfiovan do odpovidajicich Zivnych medii kalusovych i

suspenznich kultur.

Synteticka sloucenina 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamid se zda byt
vhodnym elicitorem ke zvysSeni produkce hyperosidu z kultury tfezalky teckované in
vitro. PouZitim vhodné koncentrace tohoto elicitoru po jasné stanovenou dobu a za
vyuziti co nejmladsich kultur s vysokou schopnosti regenerace Ize dosahnout pfiznivych

vysledka.
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Uginkem abiotickych elicitoréi na zvyseni sekundarniho metabolismu rostlin se

zabyvalo nékolik praci:

V praci M. Kasparové, T. Siatky, R. KlimeSové a J. Duska byl zjisStovan vliv
syntetického derivatu 2-(2-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-
karbothioamidu na produkci flavonoidl a isoflavonoidd v suspenzni kulture
Trifolium pratense (Tempus). Zjistilo se, ze elicitor pozitivné ovlivnil produkci
téchto sekunddrnich metabolitl. Vystavenim suspenzni kultury elicitoru o
koncentraci 10 umol/l doslo v ¢ase 48 hodin k maximalni produkci flavonoidl

(1,13 mg/g DW), coz Cinilo 0 438 % vyssi narlst oproti kontrole (52).

Diplomova prace studentky T. Hanzlikové sledovala vliv abiotického elicitoru
2,4,6-trimethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamidu na produkci flavonoidd
rutinu, hyperosidu a kvercetinu v kalusovych a suspenznich kulturach Hypericum
perforatum L. ZvySena produkce byla pozorovana predevSim u rutinu, kdy
nejvyssich hodnot (0,169 mg/g DW) bylo dosaZeno na kalusovych kulturach po
168 hodinach plsobeni elicitoru C; (3,6057.10 mol/l). Nardst oproti kontrole
&inil 1777 % (54).

V rigordzni praci se K. Sojkova zabyvala vlivem oxidu selenicitého na produkci
kvercetinu a hyperosidu v kalusovych a suspenznich kulturach Hypericum
perforatum L. Nejvyssich hodnot bylo dosazieno u obou flavonoidi na
suspenznich kulturdch. Po 6 hodindch elicitace elicitorem C; (9,012.10°3 mol/l)
byla ziskdna hodnota kvercetinu 0,37 mg/g DW (0,37 %). Vyznamna produkce
hyperosidu nastala po 168 hodinach za plsobeni stejného elicitoru, hodnota

¢inila 0,2 mg/g DW (0,2 %) (55).
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7 ZAVER
Podstatou této diplomové prace bylo zjistit vliv 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-
2-yl)acetamidu jako abiotického elicitoru ve tfech koncentracich na produkci

sekundarniho metabolitu hyperosidu v kalusovych a suspenznich kulturdch Hypericum

perforatum L.

Ze ziskanych vysledk( provedeného experimentu jsem dosla ke zjisténi:

e Ve vzorcich byl pomoci analytické metody HPLC detekovan flavonoid hyperosid.

e Kalusové i suspenzni kultury dosahovaly statisticky vyznamnych hodnot obsahu
po aplikaci elicitoru o koncentraci C3 =(3,571.10° mol/l).

o Nejvyssi statisticky vyznamna produkce hyperosidu byla zaznamenana
v suspenzni kulture po 6 hodinach (17,7 pg/g DW) plsobeni elicitoru v
koncentraci Cs. PFi pouziti stejného elicitoru byl vyznamny obsah flavonoidu
nalezen také po 48 hodinach (3,69 pg/g DW).

e V kontrolnich vzorcich kalusovych i suspenznich kultur v ¢ase 24 a 168 hodin
nebyl obsah hyperosidu vyssi nez 0,01 pg/g DW.

o Hyperosid byl také uvolfiovan do Zivnych médii obou kultur.

e U kalusovych kultur byl hyperosid vyluéovan do Zivného média ve vétsi mire
oproti kulturdm suspenznim, maximalni produkce nastala po 24 hodinach
elicitace elicitorem Cs a Cinila 1,199 pg/ml.

e Kontrola k Zivnému médiu suspenzni kultury dosahovala po 24 hodindach
mnozstvi hyperosidu 0,033 pg/ml, vostatnich pripadech kontrol nebylo

dosazeno hodnot vétsich nez 0,01 pg/ml.

Z vyse zminénych vysledkd vyplyva, Ze roztok slouceniny 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-
chlorpyridin-2-yl)acetamidu je za specifickych podminek uUc¢innym elicitorem.
NejpfiznivéjsSiho ucinku na produkci sekundarniho metabolitu dosahuje predevsim
elicitor o koncentraci C3 = (3,571.10° mol/l) po 6 hodindch plsobeni na suspenzni

kulturu Hypericum perforatum L.
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9 ABSTRAKT

Rostliny jsou zdrojem Siroké Skaly sekunddarnich latek, které diky svym Gcinkim
nachazi vyuziti v mnoha oblastech zaméreni. Metodou nazyvanou elicitace mizeme
dosahnout jejich vyssi a tim i efektivnéjsi produkce. Cilem této diplomové prace bylo
zjistit, zda abioticky elicitor 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamid mize
pozitivné ovlivnit produkci flavonoidu hyperosidu v kalusové a suspenzni kulture

Hypericum perforatum L.

Ke kulturdm in vitro byl elicitor pfidavan ve tfech koncentracich: €1 = 3,571.103
mol/l; C2 = 3,571.10* mol/l a C3 = 3,571.10° mol/I. V pravidelnych &asovych intervalech
byl po 6, 24,48, 72 a 168 hodinach plsobeni elicitoru odebran vzorek. Odbér kontrolnich
vzorkd byl proveden po 24 a 168 hodinach. Obsah vyprodukovaného hyperosidu byl
nasledné stanoven za vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie. Soucasné bylo
sledovano také mnozZstvi uvolnéného hyperosidu do Zivnych médii obou rostlinnych

kultur.

Maximalni produkce hyperosidu byla zaznamendna v suspenzni kultufe po 6 (17,7
(3,571.10° mol/l). Obsah hyperosidu v prvnim ptipadé ¢inil o 1770 % vice v porovnani
s kontrolnim vzorkem. V kalusovych kulturach dochazelo kvyznamnému uvolnéni
mnoZstvi hyperosidu do Zivného média, kdy nejvyssi hodnoty byly detekovany v ¢ase 24
hodin po pusobeni elicitoru v koncentraci C3 s rozdilem 119,9 % oproti kontrole.
Produkce hyperosidu v kalusovych i suspenznich kulturdch po aplikaci elicitoru

v koncentraci C;1 a C; nebyla tolik vyznamna.
Z experimentu plyne, Ze elicitor 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-chlorpyridin-2-yl)acetamid

mUze za specifickych podminek zvysit produkci hyperosidu v kalusovych i suspenznich

kulturdch trezalky te¢kované.
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10 ABSTRACT

Plants are a source of a wide range of secondary substances, which due to their
effects find use in many areas of focus. By a method called elicitation, we can achieve
their higher and thus more efficient production. This diploma thesis aimed to determine
whether the abiotic elicitor 2-(4-chlorophenyl)-N-(5-chloropyridin-2-yl)acetamide can
positively affect the production of the flavonoid hyperoside in callus and suspension

culture of Hypericum perforatum L.

The elicitor was added to the in vitro cultures in three concentrations: C1 =
3,571.10°3 mol/l; C2 = 3,571.10* mol/l and C3 = 3,571.10 mol/I. A sample was taken at
regular intervals after 6, 24, 48, 72 and 168 hours of elicitor treatment. Control samples
were taken after 24 and 168 hours. The content of hyperoside produced was
subsequently determined wusing High Performance Liquid Chromatography.
Simultaneously, the amount of hyperoside released into the nutrient media of both

plant cultures was also monitored.

Maximum hyperoside production was recorded in suspension culture after 6 (17,7
pug/g DW) and 48 hours (3,69 ug/g DW) of elicitor treatment with the lowest
concentration of Cs (3,571.10° mol/l). The content of hyperoside in the first case was
1770 % higher compared to the control sample. There was a significant release of
hyperoside into its nutrient media in callus cultures with the highest values being
detected in 24 hours after exposure of elicitor in concentration Cs with a difference of
119,9 % compared to the control. The production of hyperoside in callus and suspension

cultures after application of elicitor in concentration C1 and C; was not so significant.
The experiment shows that the elicitor 2-(4-chlorophenyl)-N-(5-chloropyridin-2-

yl)acetamide can increase the production of hyperoside in callus and suspension

cultures of St. John's wort under specific conditions.
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