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1. UVOD

Lidsky zivot je od nepaméti zavisly na rostlinach. Vyssi rostliny jsou nejen dilezitym
zdrojem potravin, dieva, vlakniny a oleji, ale také poskytuji nejbohatsi vybér ptirodnich
latek, z nichz mnohé jsou vyuzivany v medicin€, kosmetice a potravinaistvi. Odhaduje
se, ze asi tfetina vyrabénych léCivych piipravkll obsahuje biogenni latky rostlinného
puvodu nebo z nich ziskané derivaty. Tak je tomu 1 v 1é€bé naddorovych onemocnéni,

v

kde se nejriiznéjsi latky prirodniho ptivodu uplatiiovaly jiz od starovéku. [1, 2]

Podofylotoxin je aryltetralinovy lignan, ktery byl pivodné izolovan z podofylinu,
pryskyfice ziskavané z oddenk rodu Podophyllum. Dnes je znamo, ze je Siroce
distribuovan ve spektru rostlin, a to zejména v Celedich Cupressaceae, Berberidaceae,
Apiaceae, Burseraceae nebo Verbenaceae. Jednim z alternativnich zdrojt pofofylotoxinu
je 1 ndmi studovany jalovec virginsky (Juniperus virginiana L.). Podofylotoxin je znamy
pfedevs§im pro svoji protinadorovu aktivitu a dnes slouzi zejména jako prekurzor pro
chemickou syntézu klinicky vyznamnych I1é¢iv, kterymi jsou etoposid, teniposid

a etopophos. [3, 4]

Bohuzel vétsinu sekundarnich metabolitt, tedy i podofylotoxin, nelze ziskat ekonomicky
pfijatelnou organickou syntézou a zisk latek z pfirodnich surovin se zajistuje stale
prostfedi, ohroZeni rostlin klimatickymi vlivy, hmyzem nebo bakteridlnimi ndkazami
a soucasné 1 stoupajici naroky farmaceutického primyslu. Proto se hledaji alternativy,
jak pozadované latky ziskat. Jednou z mozZnosti je vyuZiti rostlinnych explantatovych

kultur. [1, 5]

Produkce sekundéarnich metabolitli cestou kultivace in vitro ma nékolik nespornych
vyhod. PoZadované latky mohou byt produkovany za fizenych podminek, které
neovliviiuji klimatické zmény, jsou prosté nakaz, mohou byt péstovany kontinualné po
cely rok, ziskany material dosahuje vysoké uniformity a kultury bun€k mohou produkovat

1 slou€eniny, které se v rostliné nevyskytuji. [5]

Velkou nevyhodou a az na vyjimky charakteristickym problémem explantatovych kultur,
je nizka produkce sekundarnich metabolitl. V soucasnosti je vypracovano mnoho metod,
jak zvysit produkei explantatovych kultur, jednou z nich je metoda elicitace, ktera byla

pouzita i v této diplomové praci. K elicitaci se pouzivaji latky se signdlnim ucinkem,
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tzv. elicitory, které pulsobi jako stresové faktory — spousti obrannou odpoveéd
exponovanych bun¢k. Davaji podnét k expresi gentl, syntéze enzymu a timto zptisobem
navozuji zvySeni syntézy fytoalexinli i1 jinych sekundarnich metaboliti a latek
podilejicich se na ochrané rostliny nebo explantatu. Zakladnim pfedpokladem uspésné
elicitace je nalezeni vhodného elicitoru, jeho optimalni koncentraci a dobu jeho plisobeni

na rostlinnou kulturu in vitro. [1, 6]

Chitosan je casto pouzivan jako elicitor ke stimulaci produkce farmaceuticky
prospesnych sloucenin jak v rostlinach, tak v systémech in vitro. Pozitivni ucinek
chitosanu na produkci podofylotoxinu jiz byl u nékolika explantatovych kultur studovan,
ale informace o tom, Ze chitosan zvysSuje produkci podofylotoxinu u druhu Juniperus

virginiana L., zatim nebyly publikovény. [7, 8, 9]

Cilem této prace bylo zjistit vliv potenciondlniho elicitoru chitosanu na produkci
podofylotoxinu v kalusové a suspenzni kultufe Juniperus virginiana varieta Glauca

a v kalusové kultute Juniperus virginiana varieta Hetzii.



2. CIL PRACE

1. Seznameni se s metodikou kultivace rostlinné explantitové kultury

Juniperus virginiana.
2. Sledovani vlivu elicitoru chitosanu na produkci podofylotoxinu kalusovou

kulturou Juniperus virginiana (varieta Glauca a Hetzii) a suspenzni kulturou

Juniperus virginiana (varieta Glauca).



3. TEORETICKA CAST

3.1 Jalovec virginsky (Juniperus virginiana L., Cupressaceae)
3.1.1 Popis jalovce virginského a jeho vyuziti

Jalovec virginsky (Juniperus virginiana) je dvoudoma jehlicnatd dievina fadici se do
Celedi cypftiSovité (Cupressaceae). Pivodné se jalovec virginsky vyskytoval na
rozsahlém tuzemi ve vychodnich oblastech Severni Ameriky, mezi Hudsonovym zalivem,
Floridou, Novym Mexikem a pasmem Skalnatych hor. Dnes je jako okrasnd dievina
pestovan témét po celém svété. Tento jalovec miluje hlubsi pidy zésobené vlahou,

ale obstojné snasi i sucho. [10, 11, 12]

Obr. &. 1. Vyskyt Juniperus virginiana L. [13]

Juniperus virginiana je vzdyzeleny strom vyznacujici se kuzelovitou vzpiimené stavénou
korunou. I kdyz dortsta az do vysky 30 metrd, kultivary jsou Casto jen ketfovitého vzristu.
Vétvicky ma velmi tenké, ndpadné Ctyrhranné, nesouci Supinovité a jehlicovité listy.
V prvnim stadiu, u mladych rostlin, se tvofi listy jehlicovité, v dalSim stadiu listy
Supinovité. Pievazujici Supinovité listy jsou 2 mm dlouhé, zakoncené zfetelnou Spickou.
Na koncich jsou odstalé od vétvicky a maji ryhovitou zlazku. Jehlicovité juvenilni listy
jsou $picaté, maji délku 5—10 mm a na svrchni stran€ se nachéazi dva bilé prouzky. Listy

po rozemnuti nevykazuji nepfijemny zédpach. Samci Sistice, dlouhé ptiblizn¢ 5 mm, jsou
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slozeny z nékolika pfeslenli Supinovitych tyCinek. Spodni ¢ést SiStice tvoii tyCinky

row

obsahujici 3—4 prasna pouzdra, horni ¢ast Sistice pfedstavuji tyCinky, které obsahuji pouze
1-2 prasna pouzdra. Vzpiimené samici Sistice jsou dlouhé 2 mm a jsou slozené z n¢kolika
pieslenti semennych Supin, z nichZz pouze tfi horni Supiny nesou po jednom vajicku.
Kazdé z vaji¢ek ma protahlou mikropyli, kterd vy¢niva z konce kvétu. Za pohlavni
zralosti se z mikropyle vylucuje kapka tekutiny, na kterou se zachytavaji pylova zrna.
Po opyleni mikropyle zasycha, plodolisty zduznati a semena se ocitaji uvniti bobulovité
Sistice. Zduznatéld SiStice, podobajici se bobuli, je nepravym plodem a nazyva se
galbulus. Galbuly vejcovitého tvaru dozravaji jiz 1. — 2. rokem a maji typicky temné

modrou barvu s Sedavym ojinénim. [10, 14, 15]

Obr. €. 2. Vétévka Juniperus virginiana L. s galbuly [16]

Jalovec virginsky zaplatil ur¢itou dan za objeveni Ameriky. Kdysi rozlehlé porosty této
dfeviny, rozprostirajici se ve vychodnich oblastech Severni Ameriky, se povazlivé
ztencily, poté co se piiSlo na to, ze jeho vonné, lososove Cervené dievo, sice kiehkeé,
ale trvanlivé, je velmi cenné. Nejvice se ho spotiebovalo na vyrobu tuzek, ¢ast byla
uréena k destilaci tzv. ,,cedrového oleje a vyuzival se i v kosmetice. Difevem se
obkladaly stény a vyrabél se z n€ho ndbytek. Dnes ale jalovec virginsky bezprostiedné
ohroZeny neni, protoZe se s oblibou péstuje v parcich a zahradach, a to jak piivodni druh,

tak rtizné kultivary. [12]
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3.1.2 Kaultivary jalovce virginského

Jsou znamy cetné kultivary vyznacujici se riznym zbarvenim listd (zlutavé, bélavé,
modrozelené) nebo odlisnym vzriistem. Charakteristickym znakem nékterych kultivart
tohoto jalovce je zimni (pfedjarni) cervenani koncovych vétévek. Bylo vyslechténo velké
parcich a zahradéch, spiS nez ptivodni druh, péstuji prave riizné kultivary, napt. oblibeny
ketovité, rozkladité rostouci kultivar Tripartita. Kalusové a suspenzni kultury, se kterymi
jsme pracovali v experimentdlni praci, byly odvozeny od variety Glauca a Hetzii.

[10, 11, 12]

o Juniperus virginiana Glauca, zndmy také pod anglickym ndzvem Silver Eastern
Redcedar, je pfiblizné 7, 5 metru vysoka a 2, 5 metru Sirokd dievina. Ma pfevazné
Supinovité listy a sivé namodraly vzhled.

o Juniperus virginiana Hetzii je ptiblizn¢ 3 metry vysoky a 2 metry Siroky strom.
Ma ketovity vzrust s rozlozitymi vétvemi. Pfevazuji Supinovité listy, které maji

modrozelenou barvu. [10, 17, 18]

3.2 Sekundarni metabolity rostlin

3.2.1 Obecna charakteristika a cesty biosyntézy sekundarnich

metabolita

Obsahové latky rostlin jsou velmi riznorodé chemické slouceniny, tzv. fytochemikalie
vznikajici pii latkové preméné v rostlindch. Obecné se rozdéluji na primérni a sekundarni
metabolity. Primarni metabolity se nachazeji ve vSech rostlindich a zajiStuji jejich
zakladni Zivotni funkce, zejména vyZivu a reprodukci. Jsou pro Zivot buiiky zasadni
anezbytné a v hlavnich rysech spole¢né bunkdm vSech organismi. Sekundarni
metabolity vznikaji z metabolitd primarnich, a 1 kdyZ nejsou pro Zivot rostliny
nepostradatelné, pomahaji rostlin€ pfezit. Hraji vyznamnou roli zejména pii komunikaci
bunky (organismu) s okolim, a umoziuji tak realizovat rostlin€ plnohodnotny Zivot dany
genomem druhu. VétSinou jde tedy o latky specifické pro jeden rod i druh organismi,
latky aktivni pouze v urcité fazi Zivotniho cyklu nebo za urcitych podminek vnéjSiho

prostfedi, nebo probihajici jen v jednotlivych tkdnich ¢i skupindch bunék. Na zakladé
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biosyntetického piivodu miizeme sekundarni metabolity rozd¢lit na tfi zékladni skupiny:

terpeny, alkaloidy a fenolové latky.

Biosyntéza terpenoidi vychazi z pétiuhlikatého prekurzoru isopentyl difosfatu (IPP)
a dimethylallyldifosfatu a oba tyto prekurzory vznikaji kondenzaci tii jednotek
acetylkoenzymu A. Alkaloidy obsahujici alespoil jeden nebo vice atomu dusiku ve své
struktufe jsou biosyntetizovany predev§im z aminokyselin. Sikimatovd draha
a polyketidova draha jsou zakladnimi biosyntetickymi drahami vzniku fenolovych latek
u rostlin, hub a bakterii. Mezi zdkladni fenolické latky patii flavonoidy, fenolické
kyseliny, stilbeny, ligniny a lignany. Za dualezit¢é meziprodukty této drahy jsou
povazovany Sikimat, vznikajici kondenzaci fosfoenolpyruvatu a D-erythrosa-4-fosfatu,
a chorismat, jenz miiZze byt ddle metabolizovan na aromatické aminokyseliny — tyrosin,
tryptofan a fenylalanin. Pravé fenylalanin je ve fenypropanoidové draze, kterd uzce
souvisi s drahou Sikimatovou, metabolizovan na fenolové kyseliny a p-kumaroyl-CoA.

[19, 20, 21, 22]
3.2.2 Funkce a vyuziti sekundarnich metaboliti

Sekundarni metabolity jsou Casto povazovany za mén¢ dulezité, ale tento pohled je
zavadéjici, nebot’ u fady z nich byla prokdzana jejich vyznamna role pro produkujici
metabolismus. Maji n€kolik rozli¢nych funkci — mohou slouzit jako prenaSece informaci
(hormony, transmitery), efektory jinych organismi (barviva, viné, atraktanty,
antibiotika, insekticidy, toxiny), faktory pro vyuzivani ekologickych situaci (chelata¢ni
¢inidla, antibiotika, inhibitory antibiotické aktivity) a také jako skladovaci formy

odpadnich produktd primarniho metabolismu. [21]

Velké mnozZstvi sekundarnich metaboliti vyuzivaji rostliny ke komunikaci a ke
své ochran¢ a obrané. Neékolik metabolitli vzniklo pravé jako ochrana proti virim,
bakteriim, patogennim houbam a konkuren¢nim rostlinam, zejména vSak proti
bylozravclim (napt. $Snekim, sliméktiim, ¢lenovciim a obratlovcim). Navic mohou slouzit
sekundarni metabolity také jako atraktanty lakajici opylovacde a ostatni zivoCichy, kteti
roznaseji semena. K témto ucelim vyuzivaji rostliny rostlinnd barviva a vin¢ (t€kavé
esencidlni latky a oleje). V nekolika ptipadech mohou mit latky ucinky oboji, a to jak
antimikrobidlni a insekticidni, tak mohou slouzit jako atraktanty napt. na kvétech rostliny.

S timto jevem se muiZeme setkat zejména u rostlin obsahujici nékteré antokyany
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a monoterpeny. Dale mohou metabolity zastavat i fyziologické funkce a slouzit naptiklad

jako ochrana proti UV zafeni. [23]

Sekundarni metabolity rostlin jsou také vyuzivany lidstvem uz po nékolik tisicti let jako
levandulovy olej a dal$i esencidlni oleje), stimulanty (kofein, nikotin, efedrin),
halucinogeny (morfin, kokain, skopolamin), insekticidy (nikotin, pyretrin),
jedy (strychnin, koniin), ale také naSly své uplatnéni v mediciné a farmacii

(atropin, kodein, morfin). [23]

3.3 Obsahové latky v jalovci virginském

Jalovec virginsky obsahuje Siroké spektrum latek, kde hlavni podil ptedstavuje silice,
kteréd se ziskava prevazné z jalovcového dieva. Kiira a listy éterické oleje obsahuji takeé,
ale ve vyrazn¢ niz$im mnozstvi. Zaroveil maji jednotlivé ¢asti rostlin odlisné slozeni této
silice. Vyssi procento éterickych olejii nalezneme u star$ich stromi a v jadrovém dievu.
Silice jalovce se skladd z pfiblizné 200 slozek a je tvofend pievazné monoterpeny
a seskviterpeny. Mezi nejvice zastoupené slozky patii safrol, limonen, B-pinen, a-pinen,
myrcen, linalool a bornylacetat. Déle silice obsahuje cedren, cedrol, a-terpinen nebo
terpinen-4-ol. Mezi dal$i latky obsaZené v jalovci virginském patii pryskyfice, cukry,
organické kyseliny, kyselina askorbov4, tfisloviny, vitaminy a mineraly. Mimo tyto latky,
obsahuje jalovec také flavonoidy, které maji pfiznivy vliv na spravnou cirkulaci krve
a snizeni krevniho tlaku. Konkrétné jsou to flavonoidy — kaempferol, rutin a quercetin.
Listy jalovce mimo silici obsahuji také dulezité lignany, a to zejména podophylotoxin,
dale a-peltatin a P-peltatin. Kira 1 dfevo byly také testovany na pritomnost

podofylotoxinu, ale jeho pfitomnost zde nebyla prokazana. [24, 25, 26, 27, 28]
3.3.1 Podofylotoxin

Podofylotoxin je pfirozené se nachazejici produkt rostlin, jehoZz derivaty hraji vyznamnou
roli zejména v 1é€bé rakoviny, ale také revmatoidni artritidy, genitdlnich bradavic,
psoridzy a roztrouSené sklerozy. Poprvé byl extrahovan ve formé pryskyfice
z rostliny Podophyllum peltatum L. (Berberidaceae) a z Linum sp. (Linaceae) a byl
pouzivan lékati v jizni Americe jiz v 19. stoleti pravé pii 1écbé genitalnich bradavic.

[29, 30, 31]
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3.3.1.1 Zdroje podofylotoxinu

Podofylotoxin je tradi¢né izolovan z podofylinu, pryskyfice ziskavané z oddenkt rodu
Podophyllum. Preferovanym druhem je Podophyllum emodi pochazejici z Indie,
pied americkym druhem Podophyllum peltatum. Obsah podofylotoxinu ziskaného
ze susiny P. emodi byl 4,3 %, proti 0,25 % u druhu P. peltatum. 3]

Ackoliv hlavnim zdrojem podofylotoxinu je jiz zminovany Podophyllum peltatum L.,
Podophyllum hexandrum a Podophyllum emodi, dodavka podofylotoxinu je z téchto
aryltetralinu, jako je podofylotoxin a jeho derivaty, jsou Siroce distribuovany ve spektru
rostlin, a to zejména v Cceledich Cupressaceae, Berberidaceae, Apiaceae,
Burseraceae nebo Verbenaceae. Jednim z alternativnich zdroji miZze byt pravé jalovec
virginsky a dalsi druhy jalovce, ackoliv obsah podofylotoxinu je u téchto druht nizsi.

[4, 29, 30, 31]
3.3.1.2 Struktura podofylotoxinu a jeho vlastnosti

Molekula podofylotoxinu je charakterizovana ¢tyfmi chirdlnimi centry a systémem péti
kruht, znacenych pismeny A, B, C, D a E. Molekula se skldda z dioxalového kruhu (A),
dvou tetralinovych kruhli (B a C) a gama-laktonového kruhu (D), kde tyto ¢tyfi kruhy
tvofi témét plandrni utvar. Aromaticky kruh (E) je navazdn v poloze 1, ma

alfa-konfiguraci a vazba ma urcity stupen volné otacivosti. [32]

Obr. €. 3. Struktura podofylotoxinu [33]
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Diive se ptedpokladalo, ze vSechny kruhy jsou pro aktivitu podofylotoxinu esenciélni,
ale toto tvrzeni bylo vyvraceno a nove¢jsi studie poukdzaly na to, ze pro aktivitu jsou
dualezité pouze kruhy A a E. Déle bylo prokazano, ze aromatizaci kruhu C dojde ke ztraté
aktivity podofylotoxinu, zatimco modifikace na uhliku C-4 v kruhu C jsou vétSinou

ptinosné a objemné substituenty aktivitu dokonce zvysuji. [32]

Podophylotoxin je po chemické strance aryltetralinovy lakton tadici se mezi lignany.
Lignany jsou definovany jako dimery vzniklé oxidativni dimerizaci dvou
fenylpropanovych jednotek spojenych centralnimi uhliky jejich propanovych boc¢nich
fetézcli v polohach C-8 a C-8’. Lignany mohou byt izolovany z rliznych ¢ésti rostlin:
kotenil, oddenkt, dfeva, listl, plodi, semen nebo dokonce endofytickych organismd.
Byly nalezeny také v moci lidi a savcil, ale vétSina znich je shodnad se slozkami

rostlinnych priméarnich metabolitt. [4, 34]
3.3.1.3 Biosyntéza podofylotoxinu

Jak jiz bylo diive uvedeno, lignany jsou definovéany jako dimery dvou fenylpropanovych
jednotek. Tyto slouceniny vznikaji fenylpropanoidovou cestou pies drahu kyseliny
Sikimové. Nekolik studii se jiz zabyvalo cestou biosyntézy podofylotoxinu a jako zacatek
této cesty byla navrzena molekula koniferylalkoholu. Dimerizaci dvou molekul
konfiferylalkoholu  za  pfitomnosti  jednoelektronového  oxidantu  vznikne
(+) — pinoresinol. (+) — pinoresinol je dale v pfitomnosti kofaktoru NADPH redukovan
na (+)— lariciresinol a nésledn¢ (—)— secoisolariciresinol. Selektivni dehydrogenaci
(-) — secoisolariciresinolu dojde k pfevodu na () — matairesinol, ktery je povazovan za
prekurzor podofylotoxinu. Kroky vedouci k prvnimu lignanu podofylotoxinového typu,
deoxypodofylotoxinu jsou zatim neznamé. Tyto kroky zahrnuji tvorbu mustku vedouciho
ke tvorbé dioxalového kruhu A, hydroxylaci a metylaci na kruhu E a také uzavieni
kruhu C. [32, 34]
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Obr. €. 4. Biosyntéza podofylotoxinu [18]

3.3.1.4 Derivaty odvozené od podofylotoxinu

Ptes klinicky prokazanou Gc¢innost, velkou nevyhodou samotného podofylotoxinu je jeho
vysoka, zejména gastrointestinalni, toxicita, ktera snizuje celkovy terapeuticky index
1é¢iva. Tato toxicita je nejpravdépodobnéji  spojena s jeho hydrofobitou
a neptedvidatelnym systémovym chovanim. Ve snaze sniZit tyto nezadouci U€inky, bylo
ve vyzkumu vyvinuto Gsili provadét ¢etné modifikace zékladniho kruhu. Vysledkem bylo
zavedeni hydrofilnéjsich glykosidovych derivatl, a to etoposidu a teniposidu. Jedna se
0 4-glukopyranosyl derivaty epipodofylotoxinu, diastereoizomeru podofylotoxinu.
ZvySenim rozpustnosti molekuly ve vodé se snizila ¢etnost nezadoucich tc¢inkt, doslo

vSak i ke snizeni samotného antineoplastického ucinku. [34]

Etoposid je vyuZivan zejména v kombinacni terapii refrakterniho testikuldrniho
lymfomu, myeloidni leukémie a rakoviny Zaludku, vaje¢nikli, mozku, prsu, slinivky
a plic. Teniposid ma mensi vyuZiti, neZ etoposid a vyuziva se zejména v 1écbé lymfomu

[34]

Uspésna syntéza etoposidu a teniposidu odstartovala jesté vétsi zdjem o podofylotoxin
a optimalizaci jeho struktury, kterd by vedla k ptipravé novych derivatl s vynikajicim
farmaceutickym profilem a SirSim terapeutickym pouZitim. Jednim z nich je
fosfat etoposidu — etopophos, urceny k pfekonani omezeni spojenych se Spatnou
rozpustnosti etoposidu. Diky dal§imu zvySeni hydrofility molekuly, miiZze byt podavana

ve vyS$Sich davkach intravendzné. V krvi je rychle pteménén fosfatdzou na etoposid. [34]
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Obr. €. 5. Struktury: a) etoposid [35] b) teniposid [36] ¢) etopophos [37]

3.3.1.5 Mechanismus tGcinku a vyuZziti podofylotoxinu a jeho derivati v mediciné

Vyznam podofylotoxinu a zdjem o n¢j stoupd piedevsim diky jeho antineoplastické
aktivité. Z hlediska mechanismu U¢inku je podofylotoxin fazen mezi antimitotika,
tzv. mitotické jedy, diky jeho vlastnosti znemoznit sestavovani tubulinu do mikrotubuli,
déje vedouciho k zastaveni mitézy. Mitdza predstavuje pifisné regulovany proces
bunécného de€leni, jehoz naruSeni vede k aktivaci kontrolnich bodid mitotického
vieténka, k zdstavé mitozy a ptfipadné az k indukci tzv. mitotické bunécné smrti.
Vzhledem k tomu, Ze nadorové buiiky jsou obzvlasté citlivé vici latkam, které narusuji
bunétné d¢leni, stala se antimitotika velice zdhy jednim z hlavnich pfistupt

protinadorové terapie. [38]

Na priibéhu mitézy se podileji pfedevS§im mikrotubuly. Mikrotubuly jsou zékladni
slozkou cytoskeletu a jednd se o vysoce dynamické struktury, jejichz zakladnim
stavebnim kamenem je bilkovina tubulin. Tubulin je uspofddany do zakladnich
dimerovych jednotek, které se skladaji z alfa a beta tubulinu. Dimery tubulint spolu tvofi

dlouhé fetézce zvana protofilamenta, ktera se spojuji v samotny mikrotubulus. [32]

Mikrotubuly hraji kli¢ovou tlohu nejen pti spravné migraci chromozomi pii mitoze, ale
spolupodileji se téz na udrzeni tvaru buiiky, na bunécné motilité (a tedy i na invazivité
a metastazovani) ana prenosu signdlli mezi povrchovymi receptory a jadrem. Mezi
polymeraci dimeril na jednom konci a disociaci dimerti na konci druhém je ustanovena
dynamickd rovnovédha. Podofylotoxin se reverzibilné vaze na tubulin, a tim tuto
dynamickou rovnovéhu rusi. Vysledkem této vazby je inhibice polymerace mikrotubuli,
zastava bunécného cyklu v kontrolnim bodu G2 —M a spusténi apoptodzy. Zasadnim

zpusobem jsou vSak alternovany i vSechny bunécéné funkce, jejichz prib¢ch je vazan na
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pln¢ funkéni mikrotubuly. Dochazi vice ¢i méné také k inhibici bunééné motility,

invazivity, metastazovani a angiogeneze. [32, 38]

Stejny mechanismus ucinku inhibice polymerace tubulinu je prokazan i u dalSich
antimitotik, jako je kolchicin, tzv. vinca alkaloidy, eribulin mesylat, maytansin nebo

dolastatin. Obecné dynamika mikrotubuli zistavd jednim z nejuspésnéjsich

chemoterapeutickych cilt. [32, 38]

Semisyntetické analogy, etoposid, teniposid a etopophos, neinterferuji s mikrotubuly
diky ptitomnosti objemného glykosidu, ale disponuji silnou inhibi¢ni aktivitou proti
enzymu DNA topoizomeraze II. Topoizomerazy, nebo 1épe DNA — topoizomerazy, jsou
nukledrni enzymy ftadici se do skupiny izomeraz vyskytujici se ve vSech bunkéch
eukaryotickych organismi, které tvoii prechodné zlomy v DNA umoziujici buiice ménit
jeji topologii. Jedna se o vysoce konzervativni enzymy nezbytné pro pieziti vSech
eukaryotickych organismil a hraji zdsadni roli pfi replikaci DNA, kondenzaci a segregaci
chromozom. Existuji dvé hlavni formy téchto enzym, a to DNA topoizomerdzy I a II.

[32, 34, 39, 40]

Dvousroubovice DNA prodélava torzi kolem vlastni osy, coz mize vést k ptrekrouceni
a vytvoreni zlomu v jednom ¢i obou fetézcich DNA, zvlast€¢ v S — fazi, kdy vznika
tzv. replikaéni vidlice. Topoisomeraza I se vaze pouze na jeden fetézec dvousSroubovice,
ktery rozpoji, uvolni nadmérnou torzi a preruSeny fetézec opé€t spoji, ¢imz umozni
plynulost replika¢niho procesu. Topoisomeraza II se vaZe na oba fetézce DNA, tim dojde
k jejich preruseni a nasledné k opétovnému spojeni a umozni tak separaci chromozomu
pfi mitéze. Pii inhibici topoizomeraz nedojde k opétnému spojeni fetézct, a zlomy

v DNA tak maji pro osud buniky smrtici Gi¢inek. [38]

Antivirové  aktivity  podofylotoxinu se dnes vyuzivd zejména v 1écbé
condyloma acuminatum a dalSich typt bradavic. Onemocnéni condyloma acuminatum je
charakterizovano bradavi¢natymi vyristky v oblasti zevnich pohlavnich orgéni nebo
fitnitho otvoru. Pivodcem je lidsky papilomavirus (HPV) typu 6 a 11, méné casto
1 onkogenni typ 16 a 18. Tento antivirovy ucinek je spojen s riznymi mechanismy véetné
poruseni bunééného cytoskeletu a inhibici integrazy, kterd interferuje s replikaci viru.

[32]
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3.4 Explantatové kultury rostlin

3.4.1 Uvod a historie

Nazvem explantdt oznaCujeme jakoukoliv Zivou, uméle odd€lenou cast rostliny,
péstovanou sterilné pti umélych podminkach mimo ptivodni celek (individuum). Definice
dle Bauera (1939) pak uvadi, ze za explantat je povazovan kazdy fragment zivého pletiva,
cely organ nebo komplex organti, ktery je vytrzeny z korela¢nich vztahli k celku
(individuu) a je péstovan v umélych podminkach bez ohledu na to, roste-li nebo ne.
Je tedy mozné odvodit explantait od mnohobunécné rostliny, ale také od jejich c¢asti,
meristematickych pletiv, bunck, protoplasti a kalusii. Explantitové kultury nasly
uplatnéni jak pii Slechténi rostlin, ale také pfi produkci sekundarnich metabolita. Jejich
hlavni vyhodou je, Ze 1ze dlouhodobé a v pomérné¢ malém prostoru kultivovat velké

populace bunék, a z kazdé 1ze vypéstovat plnohodnotnou rostlinu. [41, 42]

Teoreticky pocatek kultur rostlinnych explantatt in vitro saha az do druhé poloviny
19. stoleti a je Casto spojovan se jménem némeckého rostlinného fyziologa Klebse, ktery
studoval zivotni projevy jednotlivych bunék vlaknitych ftas izolovanych z vlakna
plazmolytickou maceraci. Klebs na konci 19. stoleti roku 1887 vyslovil domnénku, ze by
se podobné pokusy snad mohly podafit i na materialu z vysSich semennych rostlin. O par
let pozdéji roku 1893 doopravdy Rechinger uvetejnil vysledky pokusil s péstovanim
fragmenttl riiznych ¢asti rostlin v umélych podminkéch a jako prvni pouzil Zivny roztok
v kulturach in vitro. Ze svych pokusi ucinil zavér, ze fragment rostliny, k tomu, aby mohl
dale rust v kultute in vitro, musi mit elementy cévniho svazku. Tento zavér vyvratil na
pocatku 20. stoleti uzndvany botanik G. Haberlandt, ktery dokazoval, Ze neexistuje
spodni hranice velikosti fragmentu podminujici rast v kultute in vitro a Ze bude mozné
pouzit pro pokusy jedinou buiiku. Dlouhodobé se mu kultury in vitro ale nepovedlo
udrzet, coz bylo nejpravdépodobnéji dano vysokou diferenciaci a specializaci trvalych
bunek, které pouzil Haberlandt ke svym pokusiim a také skutecnost, ze extrakty z rostlin
nejsou vhodnym prostiedim pro kultury in vitro zvoleného rostlinného materialu. Prvni
dlouhodobé kultury kofenovych S$picek klicnich rostlin rajéete se podafily udrzet
Whiteovi (1934), ktery k zivné padé ptidal kvasni¢ny extrakt. White si na pokusy vybral
kotenové $picky kli¢nich rostlin rajéete a pasaZovanim udrzel tyto kultury in vitro pfes
7 let. Ve stejném roce se také Whiteovi, a nezavisle 1 francouzskym badatelim

Gatheretovi (1934) a Nobécourtovi (1937), podafilo uspéSné mnozit explantatoveé
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kultury okrasnych rostlin. Od této doby az po soucasnost byly a jsou praci tisicti badateli
na celém svéte ziskdvany nové a nové poznatky a je jiz jen malo rostlinnych druhi,

u kterych by nebyla explantace propracovana. [41]

3.4.2 Zakladni principy

Explantatové kultury rostlin znamenaji aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za
umélych podminek. Ve svém principu dojde k izolaci bungk, pletiv nebo organii ze
sterilné napéstované, eventualné povrchove sterilizované rostliny a nasledné k jejich
kultivaci ve sterilnich podminkach fizeného prostfedi (definovana kultivaéni média,
teplota, vlhkost, kvalita a kvantita svétla). Ve sterilnim prostfedi je mozno kultivovat
jednotlivé bunky, protoplasty, ¢asti stonkd, listl, kofentl, vegetacni vrcholy, postranni
pupeny anebo reprodukéni €asti jako mikrospory, vajicka, embrya, semena nebo spory.

[41,42]
3.4.2.1 Totipotence

Zakladem rostlinného organismu je zygota. Zygota vznikd splynutim vaje¢né bunky
s bunkou spermatickou a obsahuje kompletni genetickou informaci. Ta se nasledné
mitoticky déli za vzniku dcefinych bunék, které se vyvijeji, diferenciuji a stavaji se
zakladnim stavebnim kamenem specializovanych pletiv. Vegetativni mnoZeni rostlin
v explantatovych kulturach je mozné diky totipotenci, tedy schopnosti kazdé somatické
bunky vytvofit jakykoliv typ buiky organismu. Jinymi slovy mizeme fict, ze kazda
diferencovana rostlinna buiika obsahuje veskerou genetickou informaci pottebnou pro
vyvin celého organismu. Fakt, Ze se dafi rostlinu vegetativn€ mnoZit, ukazuje,
ze diferencované rostlinné bunky nikterak nedegraduji, ale naopak zménou kultivac¢nich
podminek jsou schopny opétovné dediferenciace a nasledného mitotického déleni. Buniky
diferencovanych pletiv se totiz ve své genetické vybaveé nelisSi od bunck
meristematickych, a tudiZ v rostlinném organismu neni totipotentni pouze zygota, ale také
meristematickd bunika a vlastn€ jakdkoliv rostlinna buiika. Teoreticky miizeme pro
odvozeni explantitové kultury pouzit jakékoliv pletivo obsahujici buiiky s funkénim

jadrem. [42, 43]
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Kazda somatickd buiika je totipotentni a obsahuje kompletni genetickou vybavu celé
rostliny a teoreticky by tedy méla explantatova kultura produkovat tytéz latky jako cela
rostlina. Ale ta je diferencovana a dusledkem toho je, Ze metabolismus sekundarnich
metabolith  probihd pouze vurcitém vyvojovém cyklu nebo napf. pouze
ve specializovaném organu. Proto v jistych piipadech mize dochézet k nepfiznivym
situacim, kdy explantatova kultura neprodukuje metabolity zddné, nebo je produkuje

pouze v nepatrném mnozstvi, nebo v diisledku mutaci produkuje metabolit zcela odlisny.

[5]
3.4.3 Typy explantatovych kultur

Diky totipotenci rostlinné buniky je mozné odvodit rizné druhy explantatovych kultur:

e Organové kultury — organové systémy, organy nebo jejich casti, které jsou
péstovany v podminkach in vitro zpisobem, ktery castecné zachovava jejich
stavbu a funkci a umoznuje jejich diferenciaci.

o Kultury tkanové, resp. pletivové — do rizného stupné soudrzné, morfologicky
dezorganizované mnohobunééné komplexy pletiva, pomnozované bud’ na
polotuhych nebo pevnych nosicich, nasycenych zivnou ptidou nebo vyjimecné
v tekuté zivné pude.

e Prasnikové kultury a kultury mikrospor — izolované prasniky pé&stované na
pevném nebo v tekutém médiu.

e Protoplastové kultury — kultura bun€k zbavenych bunécénych stén (povrch
protoplastl tvoii pouze cytoplazmatickd membrana). Kultury jsou umistény na
pevné nebo tekut¢ médium. V kulturdch protoplasti bylo dokézéno, Ze jsou
schopny fuze, Ze jsou po regeneraci bunécné stény schopné jaderného bunécéného
dé€leni, ze mohou vytvaret kalusy a Ze v téchto kalusech je mozné dosdhnout
morfogeneze a regenerace celé rostliny.

e Bunééné kultury — volné jednotlivé a identifikovatelné buiiky, resp. jejich
nejblizsi potomstvo, pomnozované v tekuté nebo polotekuté zivné pude nebo i na
nosici nasyceném Zivnou pudou.

e Kalusové a suspenzni kultury — tyto kultury byly pouzity v mé experimentalni

praci a podrobné se jim vénuji v nasledujicich kapitolach. [42, 43]
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3.4.3.1 Kalusové kultury

Kalusem se rozumi koherentni amorfni hmota maélo organizovanych tenkosténnych
parenchymatickych bun¢k, ktera vzniké neorganizovanym mnozenim bunék rostlinnych.
V intaktni rostlin¢ miize byt tvorba kalusu indukovana poranénim, pfitomnosti hmyzu,
eventualné mikroorganismii, nebo stresem. Jinak je tomu v podminkach in vitro, kdy se
kalus zacne tvofit, pokud umistime rozifezané kousky z poranénych sterilnich ¢asti
rostlin (explantdt) do média s obsahem regulatori ristu ve vhodnych pomérech
a koncentracich. Bunky trvalych pletiv explantitu izolované =z intaktni rostliny
a pfenesené do kontaktu s kultivaénim médiem se po urcité adaptacni fazi zacnou délit.
Aitchinson a kolektiv (1977) popisuji tii stadia vyvoje kalusového pletiva: (1) indukci
rustu, (2) zac¢atek bunééného déleni a (3) cytodifereciaci. [5, 44, 45]

Béhem prvniho stadia vyvoje kalusového pletiva dochdzi ke zménam vnitiniho
metabolismu, a to zejména ke zméndm syntézy DNA, RNA a proteinti. Vysledkem je
tzv. proces dediferenciace, tedy proces, pfi némz se diferencované buiiky navraceji do
meristematického stavu, vytvareji neorganizovany kalus a ndsledné se obnovuje jejich
bunécéné déleni. Druhé — proliferacni stadium je charakterizovano mitotickym délenim.
Bohuzel ne vSechny bunky explantatu reaguji na nové prostiedi kultury in vitro stejnou
odezvou. Mitotické dé€leni je omezeno predevsim na povrchové bunécné vrstvy, zatimco
centralni zony se nedé€li. Mitoticka aktivita je totiZ podminéna fadou faktord, jako je
reakce na poranéni, anaerobni prostfedi, zvySena dostupnost Zivin nebo vliv svétla na
povrchové vrstvy explantatu. V poslednim stadiu cytodiferenciace se v kalusovém
pletivu postupné diferencuji organy (koteny, pryty, somatickd embrya), dochézi ke tvorbé
trachealnich elementd, sitkovych elementl, suberinizovanych buné¢k, Zlaznatych bunék

a trichomil a zacinaji probihat reakce drah sekundarniho metabolismu. [45]

Z hlediska schopnosti zpétné diferenciace v organizovanou strukturu musime na kalus
nahlizet jako na heterogenni systém. I kdyZz muizeme vSechny bunky kultury in vitro
obsahujici funkéni jadro povaZovat za totipotentni, ne vSechny jsou morfogeneticky
kompetentni. Totipotence se v prubéhu ontogeneze potlacuje, a tak pouze nékteré bunky
neorganizované¢ho kalusu reaguji na morfogenni signal, ktery determinuje jejich rust
a diferenciaci v organizovanou strukturu. Jak jsem jiZ zmitiovala, kombinace ristovych
regulatori a jejich koncentracni pomér v kultivaénim médiu jsou rozhodujici z hlediska

rustu a diferenciace bunék, pletiv a organti in vitro. Zejména u dvoudéloznych rostlin je

23



obecnym pravidlem, ze vysokd koncentrace auxinu a nizka koncentrace cytokininu
v médiu podminuji proliferaci neorganizovaného kalusu, zatimco opacny pomér ptsobi

na indukci regenerace pupenu a pryti. [45]

Kalusové kultury se od sebe mohou lisit barvou, strukturou a také tvarem. Zbarveni maji
Casto bilé, krémové, zelené, ale napiiklad i fialové, pokud dojde k akumulaci anthokyanti
ve vakuolach. Lisi se 1 strukturou. Rozeznavame jak kultury, které jsou tvofeny pomérné
tvrdymi kompaktnimi a velkymi shluky buné¢k, tak i kultury, kde bunky tvori mekké
rozpadavé, malé skupiny. Tvar mohou mit téméf sféricky, nebo naopak vyrazné

protahly. [46]

U vétSiny dvoudéloznych bylin je mozné odvodit kalus z riznych explantati, jako napf.
ze segmentu listl, stonkd, kotfend, kouskll zdsobnich orgéand, vzrostnych vrcholii, embryi
atd... U jednodéloznych bylin je moZné pouzit pouze embrya, velmi mladé listy, nodalni
segmenty stonkt, nebo kvétni zdklady. Nejvice problematické je odvodit kalus u dfevin.

[43]
3.4.3.2 Suspenzni kultury

Bunééné suspenzni kultury rostlin predstavuji relativné homogenni populaci bunék, nebo
malych bunéénych agregati, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém zivném
médiu. Pro jeji ziskani je vétSinou nezbytné odvodit kalusové pletivo, a to nejlépe
rozpadavé, od kterého se suspenze odvozuje snadnéji neZ od kompaktniho. Kousky
kalusu jsou nasledné kultivovany v tekutém médiu na ttepacce nebo rolleru a kalus se
rozpadne na smés rizné velkych shlukll bun¢k a nésledné na jednotlivé buiiky. Protoze
maji bunky pfirozenou tendenci se spojovat, je prakticky nemoZné ziskat suspenzi
tvofenou jen oddélenymi jednotlivymi buiikami. PouZitim relativné vysoké koncentrace
auxinu a nizké koncentrace cytokininu v médiu ale mizeme disperzitu bun€k zvysit.
Dal$i moznosti je pravidelné filtrovani rostouci kultury pies sitka o znamé velikosti pora.

[43]

Ke kultivaci suspenznich kultur se pouZzivaji pohybujici se tekutd zivna média, ktera
zabezpecuji jednak rovnomeérny pfistup Zivin k jednotlivym bunikdm, tak i fadnou
vyménu dychacich plynd. Dal§i vyhodnou vlastnosti pohybujiciho se média je

napomahdni rozpadu bunéénych shlukd, které vznikaji pti déleni bunék. [43]
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Nejcastéji se suspenzni kultury kultivuji v Erlenmeyerovych bankéch (100—150 ml), které
se naplni médiem z jedné pétiny, nebo jedné Ctvrtiny a umisti na roller nebo tfepacku.
Roller je piistroj, ktery kultivacni nadoby otaci v Sikmé roviné za pomérné malé rychlosti
1-10 otacek za minutu. Kultivacni nadoby mohou byt specialn¢ upraveny tak, aby
napomahali mechanické separaci bunék. Nejcastéji se jedna o rizné vystupky. Trepacka
baitkami pohybuje v horizontalni rovin€ vyssi rychlosti, a to pfiblizn¢ 30-150 otacek za
minutu pii amplitudé vykyvu 2—5 cm. Ke kontinudlnim kultivacim se vyuzivaji rtizné
typy bioreaktort, v nichz se pohyb média uskuteciiuje bud’ michadlem, nebo
probublavanim sterilniho vzduchu. Ty nejmodernéjsi dokonce automaticky zajist'uji stalé

slozeni zivného roztoku, jeho pH, nebo hustotu bunécné suspenze. [43]

Idedlni bunécné suspenze je morfologicky a biochemicky homogenni. Pomérné Casto
u suspenznich kultur vSak dochazi ke genetickym zménam, které vedou k heterogenité
kultury. Ve star$i bunécné suspenzi je pak mozné pozorovat malé meristematické buiky,
které tvoii drobné nebo véEtsi agregaty a protahlé vakuolizované bunky, které ztratily

schopnost se d¢lit. [43]

3.4.3.2.1 Rustova krivka suspenznich kultur

Rust bunécné suspenze Ize charakterizovat pomoci tzv. ristové kiivky. Graficky rastova
ktivka znazoriuje zavislost nékteré z rustovych charakteristik suspenze (PCV — packed
cell volume, Cerstva hmotnost, pocet bun€k, susina) na ¢ase. Buné¢na suspenzni kultura
oproti kalusové kultufe roste o poznani rychleji, ale zaroven tyto rychle rostouci bunky
odcerpavaji ziviny z kultivaéniho média. Z této skutecnosti mizeme vyvodit, Ze se buniky
v kultufe nejprve mnoZzi piiblizné exponencidlné, az do okamziku, kdy se v disledku

kontaktni inhibice za¢ne riist bun¢k zpomalovat. [43] [47]
Konkrétné rozeznavame tyto faze riistu bunééné suspenze:

1. Lag — faze — jedna se o pocatecni fazi, ve které pocet bunck tésné po naockovani
nejprve mirné klesd a pak pomérné rychlé vzrista. Buiiky se adaptuji na kultiva¢ni

prostiedi a pfipravuji se k bunéénému déleni.
2. Log - faze — tato faze, téZ nékdy nazyvana exponencialni nebo logaritmicka, je
charakteristickd velmi intenzivnim exponencidlnim narGstem bunck. Bunky se

aktivné déli a v idedlnim ptipadé se bunky péstuji prave v této fazi. Kratce pred
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dosazenim stacionarni faze se kultura nafedi a pasazuje se nejlépe v takové

hustoté, aby opét rostla exponencialng.

3. Stacionarni faze — vtomto stadiu dochazi k poklesu rastu. Rist bunck je
limitovan nedostatkem zivin, které byly vycerpany z média v prubéhu

exponencialniho ristu.

4. Faze ubytku bunék — dochazi k postupnému odumirdani bunék, snizeni pH

a hromadéni toxickych produkti bunécného metabolismu. [43] [47]

log N e o
9 stacionarni faze

SN

Ubytek

lag

Obr. ¢. 6. Ristova kiivka suspenznich kultur [48]

Délka doby mezi zalozenim bunécéné kultury a stacionarni fazi zéalezi na nékolika
faktorech, a to na poc¢atecni hustoté suspenze, dob¢ trvani lag faze a rastové rychlosti
bunétné linie. Pokud je pocatecni hustota suspenze mald, je mnozeni bunck vyrazné
pomalejsi, nebo dokonce mohou buiiky zaniknout. Normalné se bunky totiz v kultute
vzajemné ovliviiuji a produkuji ristové faktory, je-li bunék ale malo, koncentrace
rustovych faktor neni dostacujici a mnoZeni bunék se zpomali nebo dokonce zastavi.
Tento problém mitize fesit tzv. kondicionované médium, kdy rst bunécné suspenze
0 malé pocatecni hustoté Ize stimulovat jejim ,,kontaktem* s kulturou o vysoké hustoté

bunék. [43] [47]
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3.4.4 Pasazovani

Ptenos explantatu z jednoho média na médium cerstvé se oznacuje jako pasazovani.
Tento interval je zavisly na podminkach kultivace, typu explantatu a rostlinném druhu
a byvé obvykle 4 az 5 tydnl. Pasdzovani se provadi pravidelné a jeho cilem je pienést
explantat do nového prostiedi zbaveného rostlinnych exkretd, které explantat

naprodukoval a které by mohly negativné ovlivnit jeho dalsi rist. [49]

3.4.5 Zarizeni laboratore explantatovych kultur

V typické laboratofi nalezneme mimo prostoru ur¢eného k myti skla a skladovaciho
prostoru fadu dalSich zdkladnich zafizeni. Jednou ze zdsadnich podminek uspésné
kultivace explantatovych kultur je zajisténi sterility po cely prubéh kultivace, a proto by
m¢ela byt laboratot prizpiisobena k aseptické praci. V laboratoii nalezneme jak prostor
vhodny pro aseptickou manipulaci se sterilni kulturou, tak prostor vhodny k ptipraveé
a sterilizaci médii. K aseptické praci lze pouzit asepticky box s laminarnim proudénim,
nebo jednoduchy box opatieny germicidni zatfivkou, ktery je dostate¢ny k ockovani
malého mnozstvi explantati. Asepticky box by mél byt opatfen HEPA filtrem, coz je typ
vzduchového filtru tvofeny hustou siti sklenénych vlaken, ktery je schopny ze vzduchu
zachytit necistoty o velikosti 300 nm s 99,97-99,99% ucinnosti. Dalsi dtlezitou casti
laboratofe je mistnost urcend ke kultivaci, ktera musi mit regulovatelnou teplotu, vlhkost
vzduchu, osvétleni a programovatelnou délku periody. Alternativou je specidlni box

s fizenymi kultivaénimi podminkami. [43]
3.4.5.1 Steriliza¢ni metody

Jak je jiz uvedeno v pfedeslém odstavci, zdkladni podminkou uspé$né kultivace je
zajiSténi sterility po cely jeji priibéh. Prostfedi aseptického boxu nebo kultivacni mistnosti
je nejlepsi sterilizovat pomoci ultrafialového zafeni nejcastéji germicidnimi zativkami
adoba, po kterou je nezbytné¢ mistnost sterilizovat, je dana jeji velikosti. Nutné je
sterilizovat 1 nastroje a pouZzité sklo. Kovové nastroje a sklo se nejCastéji sterilizuji
zabalené, napft. do alobalu pomoci horkovzdusnych sterilizatord. Plastikové uzavéry,
filtry, sklo, a pfedev§im média se sterilizuji zejména horkou parou za zvysSeného tlaku

v autoklavu pfi teploté 121 °C a pretlaku 100 kPa nejcasteji po dobu 15-20 minut. [43]
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Doba sterilizace u médii je zavisla na objemu roztoku v jednotlivych nddobach, a proto
je vyhodnéjsi rozlit médium do vice nddob o mensich objemech a sterilizovat tak médium
kratsi dobu. Neékteré slozky médii jsou vSak velmi termolabilni a neni je mozné
sterilizovat autoklavovanim. Proto je nutné je sterilizovat pomoci specialnich
membranovych filtrd o velikosti pori 0,22 mikrometru. Mezi tyto latky patii napf.
proteiny, nckteré cukry (fruktoza, glukdza), gibereliny, nekteré
vitaminy (kyselina listova, riboflavin), mocovina, aminokyseliny (asparagin), anebo
enzymy pouzivané k izolaci protoplastt. K filtraci je mozné pouzit jednorazové sterilni

filtra¢niho zafizeni napojeného na vyvévu. [42, 43]

Odvozeni sterilni primarni kultury je spojeno s povrchovou dezinfekei explantatu. Ke
sterilizaci rostlinného materidlu se pouzivaji dezinfekéni roztoky, protoze neni mozné
pouzit vysokych teplot. Nejprve se oplachne explantat v roztoku detergentu, ktery také
zvySuje ucinek dezinfekcnich ¢inidel diky zvySeni smacivosti povrchu explantatu, omyje
se vodou a ponoii se do dezinfek¢éniho roztoku. Je nutné pouzit takovy roztok, ktery znic¢i
plisné a bakterie, ale na druhou stranu neposkodi rostlinnd pletiva. NejpouzivanéjSimi
dezinfek¢nimi c¢inidly jsou chlérové vapno, 10-15% roztok SAVO Super a roztok
Chloraminu B. Déle se pouziva ethanol, dusi¢nan stfibrny, chlorid rtutnaty nebo peroxid
vodiku. Nakonec se explantit nejméné 3x opladchne ve sterilni destilované vodé¢.
V ptipadé, Ze ani opakovana sterilizace nevede k odvozeni sterilni kultury, je mozné
aplikovat antibiotika bud’ na povrch explantatu, nebo se ptidavaji do kultiva¢nich médii.

Vzhledem k jejich toxicité je nutné jejich pouziti sniZit na minimum. [43]

3.4.6 Kultiva¢ni média

rostlin je sloZeni kultivaéniho média. Jednoduché zivné plidy pro rostlinné tkdné maji
také svij prakticky a teoreticky vyznam, ale mohou byt pouzity pouze béhem prvnich
kultivacnich fazi a nezabezpecuji trvaly rist a vyvoj explantatu. K dosazeni tohoto cile
musi byt pouzito slozitéjSiho média obsahujiciho kromé minerdlnich soli a cukri
1 rozli€né organické latky. Optimalni podminky kultivace se pro kazdou kulturu mohou
velmi vyrazné lisit. Dnes jsou dokonce vyvijena i specidlni média podporujici tvorbu

zadanych sekundarnich metabolitd. [5, 41, 43]
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Existuje velké mnozstvi médii pouzivanych pro rizné druhy rostlin a pro rizné ucely
kultivace a zpravidla jsou oznaCovany jménem badatele, ktery pidu sestavil, pouzil
a vyzkousel prvni. Mezi nej¢astéji pouzivana média patii média, ktera popsali badatelé
White (1963), Murashige a Skoog (MS, 1962), Gamborg a kolektiv (BS5, 1968),
Gautheret (1942), Shenk a Hildebrant (SH, 1968), Nitsch a Nitsch (1969), anebo
Lloyd a McCown (1981). MS médium, které sestavili badatel¢é Murashige a Skoog
v roce 1962, patii k jedném z nejvice pouzivanych. Bylo vyvinuto a poprvé aplikovano
u explantatové kultury tabaku. Dnes ma pomérné Siroké pouziti, podporuje organogenezi
aregeneraci rostlin a pouziva se v organovych, kalusovych i suspenznich kulturach.
a amonia. Gamborgovo BS medium obsahuje na rozdil od MS média mensi mnoZstvi

dusiku, a zvlasté amoniovych soli. [41, 43, 50]

3.4.6.1 SloZeni kultivaéniho média
3.4.6.1.1 Makroelementy

Zakladni slozku kultivacnich médii tvofi makroelementy, které by mély byt obsazeny
v médiu v koncentraci pfinejmensim 0,5 mM/l. Mezi makroelementy se fadi mimo
uhlik (C), vodik (H) a kyslik (O) dalSich 6 dilezitych prvkd — dusik (N), fosfor (P),
draslik (K), vapnik (Ca), hoicik (Mg) a sira (S). VSechny uvedené prvky jsou esencidlni
pro spravny vyvoj rostlinné bunky, ale jejich optimalni koncentrace pro dosazeni
maximalni rtstové rychlosti je velmi zavisla na rostlinném druhu. Dusik a sira hraji
zasadni roli pfi syntéze proteini a spolecné s fosforem také pii syntéze nukleotidd.
Nedostatek fosforu mize vést k opozdénému ristu a tmavé zelené barvé listl. Hoicik
podporuje integritu buné¢né membrany, a také slouzi jako enzymovy kofaktor. Véapnik

podporuje syntézu bunécné stény a draslik reguluje osmoticky tlak buiiky. [43, 46, 50]

Dusik je ptfidavan do média jak ve formé organické (aminokyseliny, organické kyseliny),
tak ve formé anorganické (dusi€nanové ionty, amonné ionty). Kultivatni médium by
mélo obsahovat pfinejmensim 25-60 mM anorganického dusiku. Nitraty se ptidavaji do
média obvykle v koncentraci 25-40 mM, amonium v koncentraci 2-20 mM, a to
nejcasteji ve formeé dusi¢nanu draselného a amonného. Optimalni koncentrace ostatnich

prvki by se méla pohybovat v rozsahu 1-3 mM. [43]
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3.4.6.1.2 Mikroelementy

Mezi mikroelementy nezbytné pro rist tkanovych kultur patii mangan (Mn), zinek (Zn),
bor (B), zelezo (Fe), méd’ (Cu) a molybden (Mo). I kdyz se do médii ptidavaji pouze
v malych mnozstvich, jejich pfitomnost je v médiu nezbytnd. Mikronutrienty jsou
zapotiebi ke spravné funkci genetického aparatu, fotosyntézy a aktivité rustovych latek,

proto jejich nedostatek mlze vést ke zpomaleni ristu, chloréze list nebo deformaci

vvvvvv

vvvvvv

ve vymezeni struktury metaloproteinti, které se ucastni respirace a fotosyntézy. Je znamo,
ze je zapotiebi také pro aktivitu nékolika enzymul. Zinek je soucasti nckolika
metaloenzymu. Rostliny s deficienci zinku maji snizenou enzymovou aktivitu a nasledné
snizenou syntézu proteind, nukleovych kyselin a chlorofylu, S$patné vyvinuté
chloroplasty, a také malé listy. Bor se podili zejména na integrité a funkci plazmatické
membrany. Jeho pfitomnost je dalezitd pii syntéze fenolovych kyselin, biosyntéze
ligninu, a také je nezbytna pro udrZeni meristémové aktivity. Zelezo je do média
pridavano za ptitomnosti kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), kterd ma chelataéni
potencial a vytvaii s zelezem komplexni slouceninu, a tak je dostupnost zeleza mozna
v Sirokém rozmezi pH. Samotné Zelezo se nachdzi v médiu ve velmi malé koncentraci,
protoZze se nemuze vyskytovat pii nizkém pH. Do médii se také n€kdy dodava kobalt,

jod, sodik a chlor, ale nemusi byt pro explantatové kultury nezbytné. [43, 44, 46]
3.4.6.1.3 Zdroj uhliku

Velmi vyznamnou slozkou kultivaéniho média je sachardza, ktera slouzi explantatovym
kulturdm hlavné jako zdroj uhliku a energie. VétSina rostlinnych kultur neni schopna
efektivni fotosyntézy, at’ uz kviili nedostatecnému vyvinu bun¢k a tkéni, nedostatku
chlorofylu anebo nepatrné vymeény plynl, a proto se sachar6za do médii dodava
piedevsim z diivodu heterotrofni vyzivy explantatd, nebot’ jejich schopnost vyzivovat se
autotrofné je velmi omezena. Dale se sachardza podili na udrzeni osmotického potencialu
buiikky. Béhem autokldvovani se sachardza pfitomna v médiu ¢astecné hydrolyzuje na
glukozu a fruktozu, které jsou posléze rostlinnym materidlem vyuzivany k jejich ristu.
Koncentrace sacharozy v kultivaénim médiu je nejcastéji 2-3%. Tato koncentrace je sice

vyhodna pro rostlinny riist, ale na druhou stranu inhibuje syntézu chlorofylu. V nékterych
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ptipadech je mozné sacharézu nahradit glukézou a fruktdézou, nebo i jinymi sacharidy
jako jsou napt. laktoza, galaktoza, rafindza, maltdza nebo Skrob. Sachardza je vSak stale
nejlepSim zdrojem uhliku, nasledovéna glukézou, maltézou a rafindzou. Nejméné

vhodnymi zdroji jsou mandza a laktdza. [43, 46]

3.4.6.1.4 Vitaminy

Vitaminy jsou organické latky potfebné jak k riistu a vyvoji rostlin, tak jako katalyzatory
fady metabolickych procest. Pro optimalni rist explantatovych kultur mohou byt n¢které
vitaminy limitujicim faktorem. Mezi nejCastéji pouzivané vitaminy v zivnych médiich
patii thiamin (B1), kyselina nikotinova (B3), pyridoxin (B6), kyselina pantotenova (B5)
a myoinositol. Dale se n¢kdy pouzivaji vitaminy jako biotin (B7), kyselina listova,
kyselina askorbova (C), riboflavin (B2), atd. Jejich ptitomnost v médiich vSak vétSinou
neni nutnd. Pro rast tkanovych kultur je nepostradatelny vitamin B1 — thiamin. Je sou¢ésti
vétSiny médii a ptfiddvd se do média v koncentraci 0,1-10,0 mg/l ve formé
thiamin pyrofosfatu. Thiamin je esencidlni kofaktor v karbohydratovém metabolismu
a hraje dulezitou roli pfi biosyntéze nékterych aminokyselin. Zajimava je jeho interakce
s cytokininy, kdy tato kombinace mize podpofit rist nékterych druhii rostlin. Dal§imi
Casto priddvanymi vitaminy jsou kyselina nikotinovd a pyridoxin, nicméné jejich
pfitomnost v kultivaénim médiu neni nezbytnd jako u thiaminu. Kyselina nikotinova se
pouziva v koncentraci 0,1-5,0 mg/l, pyridoxin v koncentraci 0,1-10 mg/l. Ve vétSiné
kultiva¢nich médii se vyskytuje také sacharid myoinositol, ktery miize stimulovat rtst
explantatovych kultur. Pouzivd se v koncentraci 50-5000 mg/l. Tyto Ctyfi
vitaminy — thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a myoinositol jsou mimo jiné

slozkami MS média. [43, 44, 46]
3.4.6.1.5 Aminokyseliny

Aminokyseliny slouzi buinkam jako bezprostiedni zdroj dusiku anebo mohou byt
vyuzivany k syntéze proteinti. Pfestoze jsou kultivované buiiky schopny syntetizovat
vSechny nezbytné aminokyseliny, miZe pfitomnost n¢kterych z nich podpofit jejich rist,
a to zejména v pripad¢ kultivace bunécénych suspenzi a protoplastii. Dusik se dodava do
zivnych médii nejcastéji ve smési aminokyselin, jako je napt. kasein hydrolyzat, ktery se
ptidava obvykle v koncentraci 0,05-0,1%. Dale se pouzivaji aminokyseliny: L-glutamin,

L-asparagin, glycin a adenin. Koncentrace, kterd bude vést ke stimulaci riistu, zavisi na
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druhu aminokyseliny a je nutné si uvédomit, ze vysoké koncentrace mohou naopak rust

kultur inhibovat. [43]

3.4.6.1.6 Nedefinované organické slozky médii

Ruast explantatové kultury je mozno podpofit i pouzitim nedefinovanych smési, jako
napf. kasein hydrolyzatu, kokosového mléka, kvasni¢ného extraktu, sladového extraktu,
extraktu z bananli nebo pomerancové ¢i rajcatové stavy. Vubec prvni uspesna kultivace
byla provedena po pifidavku kvasnicového extraktu. Dnes se nejcastéji pouziva
kasein hydrolyzat v koncentraci 0,05-0,1% a kokosové mléko v koncentraci 5-20%.
Pouziti téchto nedefinovanych smési ale neni optimélni, pravé z divodu piesné
neidentifikovatelného slozeni. Jak stimulac¢ni, tak inhibi¢ni vliv na rist explantati miize
mit i aktivni uhli diky jeho absorpéni schopnosti. Stimula¢ni efekt je vysvétlovan absorpci
toxickych fenolickych sloucenin produkovanych explantatem, inhibi¢ni efekt naopak
absorpci ristovych reguldtorti obsazenych v médiu. Pouziva se v koncentraci 0,5-0,1%
a pred pouzitim se propladchne kyselinou a zneutralizuje. Pfidanim aktivniho uhli dojde

zaroven ke ztmavnuti média. [43, 46]
3.4.6.1.7 Latky pouzivané pro zpevnéni média

Ke zpevnéni média se nejcastéji pouziva agar, vysokomolekularni polysacharid
s vybornou gelujici schopnosti, ktery se vyrabi z ¢ervenych motskych tas rodu Floridae
a Gelidium. Agar se do média nejCastéji pfidava v koncentraci 0,8—1,0% a ma oproti
jinym latkam fadu vyhod. Agarové gely jsou stabilni pii teplotdch pouzivanych ke
kultivaci, nereaguji s ostatnimi slozkami a nejsou rozkladany rostlinnymi enzymy.
Ke zpevnéni média lze také pouzit agarézu, nebo syntetické rychle tuhnouci a velmi ¢isté
gely Phytagel a Gerlite. Dal§i moznost zpevnéni média je pomoci tzv.,mistkid*
z filtraniho papiru, polyuretanové pény, ediCové vaty nebo perforovaného celofanu.

[43]
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3.4.6.2 Ristové regulatory

Velmi zasadni slozkou kultivaéniho média jsou ristové regulatory, a to jak ptvodni
rostlinné¢ hormony (fytohormony), tak i od nich odvozené syntetické analogy. Jednotlivé
rustové regulatory jsou sice v médiich zastoupeny pomérné v malych mnozstvich, ale pro
rist explantitu jsou zcela rozhodujici. Radime je do péti zakladnich skupin,
jmenovité: auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen. O charakteru
rustu explantatové kultury vSak nerozhoduje pouze koncentrace jednotlivych hormont,
ale také jejich vzajemny pomér. Skoog a Miller jako prvni uvedli, ze pravé pomér auxinu
a cytokininu urcuje typ a rozsah organogeneze v rostlinnych bunkéch kultur. Tento pomér
ale neni obecny, zavisi na druhu rostliny, kultivaru a explantatu, a proto existuje zna¢na
variabilita v typu a mnoZstvi auxinu a cytokininu potiebnych pro indukci morfogeneze.
Nicméné gibereliny, kyselina abscisovd, ethylen a dal$i rGstové regulatory maji také
v médiu dualezitou roli a nemély by byt opomijeny. Tyto latky jsou ve tkanich rostliny
syntetizovany dokonce vice, ale maji spiSe skrytou roli, protoze zejména interaguji
s pfidanymi auxiny a cytokininy a spole¢né pak ovliviluji vyvoj a riist rostliny. Gibereliny
se piidavaji do média pfedevsim za ucelem stimulace ristu bunéénych kultur pii nizké
hustoté¢ suspenze, ke stimulaci ristu kalusu a ke stimulaci ristu zakrslych rostlin.
Kyselina abscisova se dodava do média, v zavislosti na rostlinném druhu, za tcelem
stimulace 1 inhibice ristu kalusu nebo ke stimulaci proliferace prytli a k inhibici

pozd¢jsich fazi embryogeneze. [43, 51]

Vedle klasickych fytohormont byly objeveny jesté syntetické latky s regulaéni roli
ve tkanovych  kulturdch, jako napf. polyaminy, jasmonaty, brassinosteroidy,
oligosachariny, steroly, fosfoinositosidy, kyselina salicylova nebo systeiny. Obvykle je
pozadovano, aby bylo v médiu pouzito dva nebo vice regulatori riistu z riznych tiid,

at’ uz soucasné¢ nebo postupné. [51]
3.4.6.2.1 Auxiny

Auxiny maji vyrazny vliv na rist buné€k, acidifikaci bunécné stény, iniciaci bunééného
déleni a organizaci meristémi vedouci bud’ k neorganizované tkani (kalus)
nebo k definovanym organiim (kofeny). Ddéle podporuji vaskuldrni diferenciaci.
NejcCastéji ptirozené se vyskytujicim auxinem je kyselina indol-3-octova (IAA),
ale v zavislosti na druhu, stafi rostliny, obdobi a podminkach, ve kterych roste, byly

identifikovany 1 dal§$i auxiny jako kyselina indol-3-maselnd (IBA) nebo
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kyselina 4-chlorindol-3-octova. Pfi hledani latek s ristové regulacni aktivitou byla
nalezena tada syntetickych latek sucCinky podobnymi ucinkim IAA. Tyto latky
nazyvame syntetické auxiny a jejich spolenym znakem je aromaticky kruhovy systém,
v jehoz postrannim fetézci je umisténa karboxylova skupina. Mezi syntetické auxiny
pouzivané  vtkanovych  kulturach  rostlin  patii  pfedevS§im  kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctovda  (2,4-D),  kyselina  1-naftyloctovd (NAA) a  nebo
kyselina 4-chlorfenoxyoctovd (4-CPA). Rizné druhy auxini maji rozdilnou
fyziologickou aktivitu, pohybuji se rtznou rychlosti pletivy, jsou vazany na jiné
receptorové buiiky a jsou jinym zptisobem metabolizovany. Jak jsem jiz uvadéla, auxiny
vyrazné prispivaji k iniciaci rychlého bunécného déleni, ale zalezi i na jejich pouzité
koncentraci a dob& pouzivani. Ptfi dlouhodobém pouzivani, anebo jejich vysoké
koncentraci (zejména 2,4-D) mulze naopak dojit k potlaceni morfogenetické aktivity

explantatd. [43, 51, 52]
3.4.6.2.2 Cytokininy

Cytokininy se pfidavaji do kultiva¢nich médii zejména za i¢elem stimulace bunééného
déleni a tvorby axilarnich prytt. Mezi bézn¢ pouzivané cytokininy v kultiva¢nich médiich
patii predev§im 6-benzylaminopurin (BAP), 6-dimethylaminopurin (IPA), kinetin
a zeatin. Za nativni cytokiny jsou povaZovany zeatin a IPA, zatimco kinetin a BAP

predstavuji cytokininy syntetické. [43]

Bunécné déleni je tedy regulovano spolec¢nou aktivitou auxinll a cytokininil, z nichZ oba
ovliviiujyi rznou fazi bunécného cyklu. Auxiny ovliviuji replikaci DNA, zatimco
cytokininy predevS§im mitoézu. Proto je zaddouci, aby hladiny auxind a cytokininti byly
v kulturach pe¢livé vyvazeny a kontrolovany. Upravou vzajemného poméru se pak miize
docilit 1 odliSné morfogenetické reakce v explantatové kultufe. Pii vyS$i koncentraci
auxinli dojde k iniciaci tvorby kofenti, embryogenezi a iniciaci tvorby kalusu, naopak

pokud je vyssi koncentrace cytokinind, je indukovana tvorba adventivnich, ¢i axilarnich

pryti. [43, 51]
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3.4.6.3 Priprava kultiva¢niho média

Jak bylo uvedeno v ptfedeslé kapitole, zivné médium obsahuje makroelementy,
mikroelementy, vitaminy, cukry a vhodnou kombinaci regulatorti indukujicich bunécné
déleni bunék. Velmi casto tato média obsahuji velké mnozstvi slozek o nizkych
koncentracich, a proto se pfi navazovani musi postupovat peclivé a velmi piesné.
Abychom predesli ptipadnému zaneseni chyb pfi navazovani, vyuziva se pii ptipraveé
kultivacnich médii zasobnich roztoki jeho jednotlivych slozek, nebo piipravenych
koncentratti médii. Tyto koncentraty jsou dodavany v kapalném nebo pevném skupenstvi
a v ¢as potieby se rozpusti ve vod¢ na pozadovanou koncentraci. Zasobni roztoky se
vétSinou pripravuji 10x—100x koncentrované. V dalsim kroku se do média ptidaji
pozadované ristové regulatory, vitaminy nebo sacharéza. Voda pouzivana k ptiprave
médii musi byt vysoké kvality a Ccistoty. Pouzivd se voda destilovand nebo

demineralizovana, pro pfipravu médii ve vyzkumu dokonce redestilovana. [43]

3.4.7 Vyhody a vyuziti explantatovych kultur

Vyssi rostliny jsou nejen nepostradatelnym zdrojem potravin, dieva, vladknin a oleji,
ale také jsou zdrojem velkého mnozstvi ptirodnich latek, které maji dnes nezastupitelnou
roli v medicin€, kosmetice nebo v potravinafstvi. Bohuzel velké mnozstvi téchto latek
nejsme schopni ziskat ekonomicky vyhodnou organickou syntézou a jejich vyroba
pomoci genového inzenyrstvi v mikrobnich systémech neni zatim feSitelnd, protoze
vznikaji mnohostupiiovymi biosyntézami. A tak jejich jedinym zdrojem zlstavaji stale
jenom rostliny. Pfisun téchto pfirodnich surovin se vSak zajiStuje stale obtiznéji.
Dtivodem je zejména drastické zmenSovani rostlinnych zdrojt, zpisobené zabiranim
pudy pro nezemédélské ucely a naruSovanim Zzivotniho prostfedi. Ceny surovin proto
vzristaji a soucasné stoupaji naroky, zejména farmaceutického primyslu. Sbér divoce
rostoucich IéCivych rostlin i jejich polni péstovani je znacn€ sezonni zalezitosti,
jeho vytéznost zavisi na mnoha &initelich a nelze je piili§ zvySovat. Casto se jedna
o rostliny, jejichz péstovani mize byt ohroZeno klimatickymi vlivy, hmyzem nebo

bakterialnimi nakazami. [5]
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Pro biotechnologické vyuziti biomasy ziskané péstovanim explantatovych kultur pfichazi
v tvahu ptedev§im produkce riiznych primyslové vyuZzitelnych sloucenin, jako jsou
enzymy, aminokyseliny, a pfedev§im sekundarni metabolity. Ve srovnani se ziskavanim
téchto latek z intaktnich rostlin ma jejich produkce rostlinnymi bunkami in vitro nékteré

ptrednosti:

e Uzitecné slouceniny mohou byt produkovany za fizenych podminek nezavisle na
pudnim fondu a klimatickych zménéach.

e Kultivované bunky jsou prosté mikroorganismul i hmyzu, které napadaji rostliny.

e Mohou byt péstovany bunky rostlin libovolného piivodu, a to kontinualné po cely
rok.

e Ke zvySeni produkce zddanych latek 1ze vyuzit metod selekce na bunécné trovni.

e Ziskany materidl dosahuje uniformity, jaké nelze v ptirodnich podminkéch nikdy
dosahnout.

e Kultury bun¢k mohou produkovat i slouceniny, které se v rostliné nevyskytuji.
Tak byly napf. nalezeny nové latky s antimikrobidlni aktivitou nebo novy
inhibitor proteas. Casto jde o slou¢eniny zatim neznamé struktury a s neznamou

biologickou aktivitou. [5]

Za nejslibngjsi oblast biotechnologického vyuziti kultur rostlinnych bunck se povazuji
jimi provadéné biotransformace riiznych sloucenin na uzitecné latky. Na rozdil od
biosyntézy, pfi které dochdzi k vystavbe celé struktury de novo, tyka se biotransformace
pouze ¢asti molekuly, zatimco jeji vEtsi ¢ast zlistava nezménena. Pro biotransformace lze
vyuzit jako vychozi substraty latky, které se bézn€ v rodiCovské rostliné vyskytuji,
1 sekundarni metabolity jinych rostlinnych druht, i slou€eniny syntetické. Jako ptiklad
usp&$né biotransformace je uvadéna hydroxylace B-methyldigoxinu v poloze 128 za

vzniku komer¢né zajimavého B-methyldigitoxinu pomoci bunék durmanu. [5]

Vedle produkce a transformace riznych latek 1ze moznost klonovéani populaci rostlinnych

bun¢k vyuzit i ve Slechténi, mnoZeni a ozdravovani rostlinnych materiali. [5]

Dale explantatové kultury nachéazeji stale vétsi uplatnéni v zemédélské praxi a stavaji

se postupné neoddélitelnou soucéasti modernich zemédélskych technologii.
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Jejich vyuziti v zeméd€lstvi je mozné predevsim v nasledujicich oblastech:

e (zdravovani rostlin a produkce bezvir6zniho rostlinného materialu.

e Masova produkce geneticky identického materialu cestou mikropropagace.

e Rychlé namnoZzeni nové vyslechténych odrid.

e Uchovavani genobanky jednotlivych druht, kultivart atd.

e Produkce haploidnich rostlin jako vychoziho materidlu pro Slechtitelské

programy. [43]

3.5 ZvySeni produkce sekundarnich metaboliti

Explantatové kultury rostlin lze svyhodami vyuzivat k produkci pozadovanych
sekundarnich metabolitii, ale bohuzel, az na vyjimky, charakteristickym problémem
kultivace rostlinnych explantatii in vitro je jejich nizké produkce. Pro primyslové vyuziti
explantatovych kultur jako nového zdroje sekundarnich metabolitii je tieba, aby jejich
produkce byla ekonomictéj$i nez tradicni postupy ziskavani téchto latek. Zatim neni
uceleny postup, jak optimalizovat procesy a docilit tak vyssiho zisku sekundarnich
metabolitl, byly vSak vypracovdny metody, které jsou pouzitelné u vétSiny

explantatovych kultur. [1, 53]

Ve své diplomové praci jsem zvySovala produkci sekundarniho metabolitu
podofylotoxinu pomoci elicitoru, konkrétné chitosanu. Elicitory jsou latky se signalnim
ucinkem, které pisobi jako stresové faktory — spousti obrannou odpovéd’ exponovanych
bunék. Metoda, ktera vyuziva elicitory za ucelem zvySeni produkce sekundarnich latek
se nazyva elicitace. V nasledujici kapitole se této problematice budu vénovat podrobngéji.

[6, 53]

3.5.1 Elicitace

Elicitace je jedna z nejefektivnéjSich technik pouZzivanych v soucasné dob¢ pro zlepSeni
biotechnologické produkce sekundarnich metabolitii. Elicitaci vyvolany stres aktivuje
obranné reakce rostliny ¢i rostlinného explantatu, které¢ vedou, mimo jiné, ke zméné

transkripce genll kddujicich enzymy ovlivitujici biosyntézu sekundarnich metabolitt. [1]
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3.5.1.1 Elicitory

Elicitory mohou byt definovany jako latky, které stoji na pocatku vSech obrannych reakci
jako spoustéci faktory. Pokud jsou aplikovany do zivého organismu v malém
az stopovém mnozstvi, mohou indukovat nebo zlepsovat biosyntézu specifickych latek,

které maji diilezitou roli pfi pfizplisobovani se rostliny stresovym podminkam. [1, 54]

Dle piivodu se elicitory déli na dva typy: abiotické a biotické. K abiotickym elicitorim se
fadi latky nebiologického ptivodu, které se dale mohou délit na fyzikalni faktory a rtizné
chemické latky. Biotické elicitory jsou naopak latky biologického ptivodu, které zahrnuji
jak mikroorganismy, fytohormony, tak napf. polysacharidy pochazejici ze stén

rostlinnych bunék jako chitin, chitosan, pektin, glukany, anebo celudzu. [54]

3.5.1.1.1 Abiotickeé elicitory

Jak jiz bylo zminéno vySe, abiotické elicitory se dale ¢leni na fyzikalni a chemické
elicitory, které maji Sirokou $kalu ucinkl na rostliny a jejich produkci sekundarnich

metabolitl. [54]

FYZIKALNI ELICITORY:

e Svétlo je fyzikalni faktor, ktery mize ovlivnit produkci zadanych metabolitii.
Miize napt. povzbuzovat produkci gingerolu nebo zingiberenu v kalusové kultute
Zingiber officinale. Dal§im piikladem muze byt zvySena produkce anthokyanii po
ozafovani suspenzni kultury Perilla frutescens. Ultrafialové (UV) zafeni také
muze v nekterych pfipadech zvySovat produkci sekundarnich metabolitd.
Naptiklad rostliny Catharanthus roseus vystavené UV-B svétlu vykazuji
vyznamné zvySeni produkce vinblastinu a vinkristinu, které se ukézaly jako
ucinné pii 1écbé leukémie a lymfomu. UV-C svétlo spole¢né s methyljasmonatem
nebo kyselinou salicylovou jsou pouzivany k podpofe produkce stilbenu
v bunécnych kulturach Vitis vinifera. [54]

e Osmoticky stres je dalsSim dilezitym abiotickym fyzikalnim elicitorem, ktery
muze vést ke zménam fyziologickych a biochemickych vlastnosti rostlin a zvysit
tak koncentraci sekundarnich metabolitd. Jako ptiklady lze uvést prolin,
polyethylenglykol (PEG) nebo sacharézu. Sachardza je typickym osmotickym

stresovym ¢inidlem pouzivanym pro indukci vodniho stresu v rostlinach,
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a také slouzi jako Zivotné dillezity zdroj uhliku a energie. Osmotickéa nerovnovaha
muze napiiklad silné ovliviiovat syntézu hypericinu a hyperforinu v rostlinach
Hypericum perforatum. [54]

Salinita snizuje rust a vyvoj rostlin a méni fadu fyziologickych a metabolickych
procest. Na zdkladé¢ dosavadnich poznatkii vystaveni slanosti indukuje nebo
stimuluje produkci sekundarnich metabolitii, jako jsou napt. fenoly, terpeny nebo
alkaloidy. Pfikladem miZze byt zvySena syntéza vinblastinu a vinkristinu
v embryogenni tkanové kultute Catharanthus roseus za pouziti chloridu sodného
(NaCl) jako elicitoru. [54]

rust rostlin, ale naopak zvysit obsah sekundarniho metabolitu. Stres vyvolany
v disledku mirného deficitu vody napiiklad zvysil produkci kyseliny
rosmarinové, ursolové a oleanolové v rostliné Prunella vulgaris. [54]

Tepelné zmény mohou vyrazné snizit rist rostlin a vyvolat starnuti, ale jak
zvySené teploty, tak teploty nizké mohou zvysit produkci sekundarniho
metabolitu. Jako ptiklad 1ze uvést bunécné kultury Melastoma malabathricum,
které pii nizSich teplotach (20 + 2 °C) rostly 1épe a vykazovaly vyssi produkci
anthokyanu, nez kultury, které byly inkubovany pfi teplotich (26 + 2°C)
a (29 £2°C). [54]

CHEMICKE ELICITORY:

Kovy se staly jednim z hlavnich abiotickych stresovych ¢inidel kvili jejich
rostoucimu vyuZiti v rozvijejicich se oblastech, jako je pramysl, agrotechnika
a jejich vysoké akumulaci a toxicité. Kovy jako nikl (Ni), stfibro (Ag), Zelezo (Fe)
a kobalt (Co) vyvolavaji zvySenou produkci sekundarnich metabolitli u fady
rostlin. Dale bylo prokazano, Ze vapenaté (Ca>"), stfibrné (Ag") a kademnaté ionty
(Cd*") mohou zvysit produkci tropanovych alkaloid, skopolaminu
a hyoscyaminu v kulturach Brugmansia candida. Z dalSich mizeme jmenovat:
dusi¢nan stifbrny (AgNOs), médnaté ionty (Cu?"), manganaté ionty (Mn*"),
lanthan (La), nebo zinek (Zn). [54, 55]

Pesticidy a herbicidy.
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3.5.1.1.2 Bioticke elicitory

Termin elicitor byl plivodné pouzivan pro molekuly, které jsou schopny zvysit produkci
fytoalexinli, ale nyni se bézn¢ vztahuje na slouCeniny, které stimuluji jakykoliv druh
obrany rostlin. Tato S$irSi definice zahrnuje jak latky patogenniho plvodu
(exogenni elicitory), tak slouceniny, které¢ produkuji rostliny po plsobeni patogenu,
tzv. endogenni elicitory. Exogenni biotické elicitory zahrnuji slouCeniny uvoliiované
mikroorganismy, popfipad¢ jinymi patogeny, a dale slouceniny, které jsou tvoieny
pusobenim rostlinnych enzymii v bunécné sténé. Jsou to napiiklad mikrobialni enzymy,
houbové a mikrobialni lyzaty, kvasinkové extrakty a polysacharidy bunéénych stén
(chitin, glukany). Endogenni biotické elicitory zahrnuji intraceluldrni proteiny, malé
molekuly syntetizované rostlinnou bunikou v odezvé na stres, zahrnujici fytohormony
jako methyljasmonat nebo kyselinu salicylovou. Obecné se rozd€luji biotické elicitory na
Ctyfi skupiny, a to konkrétné: fytohormony, elicitory odvozené z mikroorganismil,

fragmenty stén rostlinnych bun¢k a ostatni elicitory. [53]

FYTOHORMONY

Ve studiich byly studovany rizné rostlinné hormony, ale dnes jsou nejvice vyuzivany

zejména kyselina jasmonov4, kyselina salicylova a jejich derivaty.

e Kiyselina salicylova je mald molekula, kterd hraje zasadni roli pfi tzv. ziskané
systémové rezistenci (SAR, angl. systemic acquired resistence), kterd zajistuje
Sirokou rezistenci vi¢i patogeniim. Bylo prokazéano, Ze pti hypersenzitivni reakci
se v rostliné zvySuje koncentrace kyseliny salicylové v misté infekce. Signal se
pak §ifi do jinych ¢asti rostlin, aby vyvolal Sirokou $kalu obrannych reakci, véetné
produkce sekundarnich metabolitl, coz je divod, pro¢ se kyselina salicylova
vyuziva jako elicitor. Nejedna se o globalni elicitor, ale indukuje produkci pouze
nékterych tfid sekundarnich metabolitl. Jako ptfiklad 1ze uvést vyuziti kyseliny
salicylové jako elicitoru v koncentraci 20 mg/l k vyvolani produkce paklitaxelu
ubunééné suspenze Taxus chinensis, kterou provedli Wand akol. Uéinek
kyseliny salicylové byl prokézan i u jinych rostlinnych druhi. U bunéénych kultur
Linum album byla produkce podofylotoxinu 3x vyssi po elicitaci kyselinou

salicylovou, nez u kontrolnich kultur po 3 dnech. [53, 54]
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e Jasmonaty, zahrnujici kyselinu jasmonovou (JA) a derivat methyljasmonat
(MeJA), jsou rodinou cyklopentanonovych sloucenin. JA patii mezi velmi
dalezité fytohormony a jeji koncentrace v rostlinach se zvysuje jako reakce na
patogeny, Sktidce ¢i lokdlni stres. Je vyznamnym signalnim cinitelem pii
biotickém stresu rostlin a hraje vyznamnou roli pfi aktivaci sebeobranného
systému rostliny. Z toho diivodu se kyselina jasmonova a jeji aktivnéjsi derivat
methyljasmonat zacali pouzivat jako velmi efektivni elicitory, které mohou
indukovat produkci Siroké Skaly sekundarnich metaboliti v in vitro kulturach.
Exogenné aplikovany MeJa (100—200uM) u riznych druhi bunéénych kultur vedl
ke zvySené produkci sekundarnich metabolitd, zahrnujici naptiklad terpenoidy,
flavonoidy, alkaloidy nebo fenylpropanoidy. ZvySenou akumulaci
podofylotoxinu a 6-methoxypodofylotoxinu zaznamenali Van Fiirden a kolektiv
v suspenznich kulturach Linum album po elicitaci MeJa. DalSim piikladem
elicitace Mela je zvySeni produkce paklitaxelu u bunéénych kultur Taxus spp.

[53, 54, 56]
ELICITORY ODVOZENE Z MIKROORGANISMU

Mezi biotické elicitory patii i ty, které jsou odvozeny od samotného patogenu. Dnes jsou
vyuzivany zejména bakteridlni, houbové a kvasnicové extrakty, a to ¢asto v komplexnich
biologickych preparatech bez znalosti molekularni struktury jednotlivych slozek.
Ptikladem bakterialniho extraktu mize byt extrakt bakterii Staphylococcus aureus, ktery
zvysil biosyntézu ginkgolidu a bilobalidu v suspenzni kultute Ginkgo biloba. U né€kolika
druhti Taxus sp. po oSetfeni extraktem z hub, at’ uz samostatné nebo v kombinaci s jinymi

elicitory, doslo ke zvySeni produkce paklitaxelu a dalSich taxand. [53]

KOMPONENTY MIKROBIALNICH BUNECNYCH STEN

Elicitory odvozené z fragmenti mikrobidlnich bunéfnych stén jsou také dilezitou
skupinou latek zvySujici produkci sekundarnich metaboliti. Patii sem latky jako pektin,
alginaty, chitin, chitosan a oligosachariny. Ve své praci jsem provad¢la elicitaci pomoci

chitosanu, a proto se mu budu vénovat v tomto odstavci podrobnéji. [53]
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Chitosan (poly-D-glukosamin) patii mezi pfirodni polymery typu polysacharidu.
Chemicky se jedna o (1—4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukan. Molekula chitosanu
ma tfi reaktivni centra, a to primdrni aminoskupinu a primarni a sekundarni
hydroxyskupinu. Je odvozeny od ptirodniho chitinu, druhého nejrozsitenéjsiho
polysacharidu po celuléze. Ziskavda se jeho alkalickou deacetylaci,
a to n¢kolikahodinovym varem s 50% hydroxidem sodnym, nebo enzymaticky
pusobenim N-deacetylasy. V ptirodé se vyskytuje pouze v malém mnozstvi

u nékolika typh hub rodu Aspergillus a Mucor. [57]
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Obr. ¢. 7. Struktura chitosanu [58]

Chitosan vykazuje celou fadu biologickych aktivit. Vykazuje antibakterialni
ucinnost vi¢i mnoha grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim a houbam pfi
pH niz§im neZ 6. Protinddorova ucinnost chitosanu zavisi na jeho molekulové
hmotnosti, rozpustnosti a obsahu acetylovych skupin. Vysokomolekularni je
neuinny, a proto je tfeba pfipravit chitosan o niz$i molekulové hmotnosti.
Nizkomolekularni, ¢astecné N-acetylovany chitosan rozpustny ve vod¢ je také
mozné povazovat za pfirodni antioxidant. Chitosan ma vynikajici biologické
vlastnosti, je netoxicky, biokompatibilni a biodegradabilni. Pro své vyjimecné
vlastnosti se tak pouziva v riznych oborech zahrnujicich ptedev§im biomedicinu,
kosmetiku, agrochemii, fyzikalni chemii, konzervaci potravin, ¢isténi vody nebo
impregnaci textilii. V oblasti farmacie je jeho budoucnost piedev§im v roli
biodegradabilniho nosic¢e 1é¢iv riznych farmakologickych skupin s moznosti
jejich modifikace pro cilovou tkan, odstranéni nékterych nezadoucich vlastnosti
1é¢iva a zvySeni biodostupnosti 1é¢iva. PouZiva se také jako potravni doplnék pro

snizeni hladiny cholesterolu a redukci hmotnosti. [57]
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Chitosan je také vyznamym elicitorem, jehoz aktivita byla studovéana jiz
v n¢kolika experimentech. Mechanismus elicitacniho ucinku vSak dosud nebyl
piesné¢ objasnén. Nicméné odpovédi rostlinnych bunék na chitosan vedou
k uvedenym biochemickym zménam: poskozeni DNA, zménam chromatinu,
zvy$eni hladin H® a Ca?" vcytosolu, aktivaci MAP-kindz (mitogenem
aktivované proteinkinazy), oxidativnimu vzplanuti, apozici kalozy, zvySeni
exprese genti pro pathogenesis related (PR) proteiny, akumulaci fytoalexind,
hypersenzitivni reakci a v nékterych piipadech k syntéze kyseliny jasmonové,
kyseliny abscisové a akumulaci peroxidu. [59]
Utinnost polysacharidti, mezi néZ patii i chitosan, jako aktivnich elicitort je
zavisla na struktuie molekuly. Obecné, polysacharidy s vysokym stupném vétveni
jsou aktivnéj$i nez ty s nizSim poctem postrannich fetézcii. V piipadé€ chitosanu
je dulezity pii indukci obranného metabolismu v in vitro kulturdch jak stupen
acetylace, tak polymerace. Pfikladem mtze byt suspenzni kultura
Morinda citrifolia. 'V tomto experimentu bylo zjiSténo, Ze mnozstvi
produkovaného antrachinonu rostlo v zévislosti na stupni acetylace chitosanu.
[60, 61]
Jak jsem zminovala vyse, jiz bylo provedeno n¢kolik tspé$nych pokust, které
dokazuji pozitivni vliv chitosanu na produkci sekundarnich metabolitil. Z ispéSné
elicitovanych metaboliti miiZeme jmenovat napiiklad:

e lignany (podofylotoxin, lariciresinol) - kultura Linum album [7]

e podofylotoxin — suspenzni kultura Linum album [8]

e fenylpropanoidové derivaty — kultura Scrophularia striata [62]

e paklitaxel — suspenzni kultura Taxus chinensis [63]

e antrachinony, fenoly, flavonoidy — kultura adventivnich koteni

Morinda citrifolia [61]

e triterpenoidy — suspenzni kultura Betula platyphylla [9]

e mentol — kultura Mentha piperita [64]

e fenypropanoidové derivaty — suspenzni kultura Cocos nucifera [65]

e artemisinin — kultura Artemisia annua [66]

e fenyletanoidové glykosidy — suspenzni kultura Cistanche deserticola

[67]

e xantony — kalusova kultura Hypericum perforatum [68].
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Nicméné jsou zndmy i nelspé$né pokusy o zvySeni produkce sekundarniho
metabolitu chitosanem. Pfikladem muze byt snaha o zvyseni produkce silymarinu
v kultuie Sylibum marianum. Zde ani jedna z pouzitych koncentraci chitosanu
nevedla ke zvySené¢ akumulaci sekunddrniho metabolitu. Z vySe uvedeného

ptikladu lze konstatovat, ze funkce chitosanu jako elicitoru je druhoveé specificka.

[9]

e Oligosachariny jsou oligosacharidy, které jsou tvofeny plsobenim
hydrolytickych enzymti v bunécnych sténach rostlin nebo hub. VSechny tyto
oligosacharidy ptisobi jako elicitory. [53]

3.5.1.2 Mechanismus u¢inku

Vétsina biotickych elicitori je identifikovana specifickymi receptory plasmatické
membrany. Tyto stimuly jsou dale pfeneseny do bunky signalnim transdukénim
systtmem, zprostiedkované¢ pomoci prfenaSe¢l signdlu (tzv. druhych posli,
angl. second messengers). Ptenos od aktivovanych receptorii v plazmatické membrané

k DNA v jadfe je mozny vice systémy:

e Fosfoinozitidovy systém. Hydrolyzou membranového lipidu
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2) dojde ke vzniku dvou signdlnich
sloucenin, a to konkrétné inositolu-1,4,5-trifosfatu (IP3)
a diacylglycerolu (DAG). DAG je lipofilni molekula, ktera zistava v membrané
a zménu fosforylace proteintl ovliviluje piimo pres proteinkinazy. IP3 plisobi za
ucasti dalSich nosict signélu, a to konkrétné véapniku a bilkoviny kalmodulinu
a ovliviiuje kromé fosforylace proteini posléze 1 expresi gentl. [52]

e Systém cAMP. Zména struktury receptoru je pomoci guanosintrifostat-vaziciho
proteinu (G-proteinu) pfenesena na enzym adenylatcyklazu. Adenylatcyklaza
pfeménuje adenosintrifosfat na cAMP. Nakonec cAMP piisobi zménu fosforylace
proteinti ptimo aktivaci proteinkinaz. [52]

e Tvorba superoxidu a dalSich aktivnich forem kysliku vyvolana elicitory je
velmi ¢astym a neobycejné rychlym zptsobem pienosu signalu a aktivace genové
exprese. Krom¢é¢ mozného piimého ucinku peroxidu vodiku na expresi genl
existuje jesté nepiima cesta. Pfi nepiimé cesté peroxidaci lipidii v membranach
vznika kyselina jasmonova a metyjasmonat, a ty pak teprve ovliviiuji transkripci.

[52]
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e Systém tvorby ethylenu a dalSi systémy jsou zatim nedostatecné prozkoumané.

[52]
3.5.1.3 Parametry elicitori
3.5.1.3.1 Specifita elicitoru

V nékolika studiich bylo dokazéno, ze jeden druh elicitoru mize podpofit produkci
sekundarniho metabolitu u raznych druht explantatovych kultur. Na druhou stranu
u jednoho druhu kultury se mtizeme setkat se zvySenou produkci sekundarnich metabolita
vyvolanou rozdilnymi druhy elicitord. Obecnym pravidlem je fakt, ze produkce
sekundéarnich metabolitd, které jsou specifické pro urcitou kulturu, nejsou zavislé na

druhu elicitoru. [69]

3.5.1.3.2 Koncentrace a doba puisobeni elicitoru

Pouzitd koncentrace je faktor, ktery vyrazné ovliviluje intenzitu odezvy, a efektivni
davku, ktera se lisi u odlisnych druhti rostlin, 1ze nalézt pouze empiricky. Bylo dokdzano,
ze koncentrace elicitoru, kterd stimulovala produkci u urcitého rostlinného druhu,
u jiného tuto aktivitu neprojevovala. Napiiklad u bunéénych kultur Rubia akane (Nakai)
elicitor chitosan vyvolal maximalni produkci antrachinonii v koncentraci 20 mg/l,
zatimco u kultur Mentha piperita a suspenznich kultur Rubia tinctorum byla optimalni

pouzita koncentrace 200 mg/1. [69]

Obecné je elicitor v kontaktu se systémem az do sklizng, ale ¢as potiebny pro maximalni
produkci sekundarnich metabolitt je charakteristicky pro kazdy druh rostliny a odviji se
od zvySeni aktivity jeho metabolickych enzymi. Optimalni doba plisobeni elicitoru se

opét stanovuje empiricky. [69]
3.5.1.3.3 Podminky péstovani kultury

Mezi podminky péstovani kultury miZzeme zahrnout stadium rastu, sloZeni Zivného
média a osvétleni. Obvykle je v literatufe zastdvan ndzor, Ze nejadekvatnéj$i moment
pridani elicitoru je béhem exponencialni faze ristu, kdy je aktivita enzymul nejveEtsi.
Dal$im dillezitym faktorem je samotné sloZeni Zivného média, a to konkrétné pfitomnost
regulatori rastu v médiu, které mohou vyrazné ovlivnit vyvoldni sekundarniho

metabolismu. Pfikladem mohou byt kultivované bunky mrkve, které bez pifitomnosti
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auxinu na elicitaci nereagovaly. Neméné¢ diilezité jsou svételné podminky, které také hraji
vyznamnou roli. Pfikladem muze byt produkce hypericinu u kultury
Hypericum perforatum L. po elicitaci kyselinou jasmonovou, kdy inkubace za tmy

vykazovala vyssi riist bunék a produkci sekundarniho metabolitu nez za svétla. [69]

Vzhledem k variabilit¢ odpovédi rostlin a rostlinnych kultur na elicitaci je dilezitym
aspektem této metody optimalizace slozeni média a vSech ostatnich podminek péstovani

rostlinné kultury. [69]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomiicky a pristrojové vybaveni

Pti experimentech byly pouzity nasledujici ptistroje:
e Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen
e Autoklav PS 20A, Chirana, Brno
e Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina
o Centrifuga MPW 342, Mechanika precyzyjna, VarSava
e Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotySsko
e Horkovzdusny sterilizator HS 31 A, Chirana, Brno
e Chromatografické soustava JASCO 2000-Plus, Jasco, Tokyo
e Mikrofiltry (0,20 pm), Corming NY 14831, Némecko
e Trepacka VKS 75A, Edmund Buehler GmbH, Hechingen
e Ultrazvukova lazen RK 100H, Bandelin electronic GmbH, Berlin

e Vialky, Labicom s.r.0., Olomouc CR.

4.2 Kultivace explantatovych kultur Juniperus virginiana L.

4.2.1 Rostlinny material

V diplomové praci byly k pokusim pouzity Ctyfleté kalusové kultury
Juniperus virginiana L., a to konkrétné variety Glauca a Hetzii. U variety Glauca byla
pozorovana produkce podofylotoxinu této kultury v 59. pasdzi. U variety Hetzii byla

pozorovana produkce podofylotoxinu této kultury v 51. pasazi.
Suspenzni kultura Juniperus virginiana varieta Glauca byla odvozena od Cctyftleté

kalusové kultury. V diplomové praci byla sledovana produkce podofylotoxinu ve

4. pasazi.
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4.2.2 Kultivaéni nadoby a nastroje

Experimenty probihaly za pouziti zdruvzdorného skla znacky SIAL, které je navic

dostatecné odolné vuci chemikaliim. Kovové ndstroje, které byly pouzity pii praci

s rostlinnym materidlem, byly oplachnuté 96% etanolem a sterilizovany v hlinikové folii

horkovzduSnym sterilizatorem po dobu 2 hodin a pfi teploté 200 °C.

4.2.3 Slozeni kultivacniho média

Explantatové kultury Juniperus virginiana byly kultivovany v kultivacnim médiu dle

Schenka a Hildebrandta (SH médium). [70]

Pii ptfipravé kultivacniho média SH byly pouzity nasledujici chemikalie:

e makroelementy:
o KNO3
o CaCl
o MgSO4.7HO
o (NH4)H2PO4
e mikroelementy:
o KI
o H3;BO3
o MnSO4 H2O
o ZnSO4.7H2O
o NaxMoOs . 2 H,0
o CuSO4.5 H0
o CoCly.6 H0
e zeleznaty komplex:
o NaFeEDTA
e vitaminy:
o kyselina nikotinova
o pyridoxin chlorid
o tiamin chlorid
e myoinositol

e sachar6za

2 500,00 mg.1"!
151,00 mg.I"!
195,00 mg.I"!
300,00 mg.I"!

1,00 mg.1'!
5,00 mg.1!
10,00 mg.1"!
1,00 mg.1!
0,10 mg.1"!
0,20 mg.1"!
0,10 mg.1"!

19,80 mg.1"!

5,00 mg.I"!

0,50 mg.I"!

5,00 mg.I"!
1000,00 mg.I"!
30 000,00 mg.I"
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K takto slozenému médiu byly pfidany nésledujici latky:

e kyselina a-naftyloctova 3,0 mg.I"!
e kinetin 0,2 mg.I"!
e kyselina askorbova 15,0 mg.I'!

4.2.4 Priprava kultiva¢niho média

Chemikalie, které byly potteba k piipravé kultivacniho média, byly vzdy navdzeny na
analytickych vahach anebo odpipetované ze zasobnich roztokl. Takto pfipravené zivné
médium s dobfe rozpusténymi a smichanymi slozkami bylo doplnéno destilovanou vodou
na objem 1 litr. Nasledn¢ bylo toto médium po kompletnim rozpusténi a fadném
promichani rozlito po 30 ml do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 100 ml, do nichz pfi
kultivaci kalusovych kultur byly pfedem vlozeny mistky z filtra¢niho papiru. Nakonec
byla hrdla ban¢k ptekryta hlinikovou folii. VSechny banky byly sterilizovany v autoklavu
po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C a tlaku par 0,1 MPa.

4.2.5 Pasazovani a kultivace kalusovych a suspenznich kultur

Kalusové kultury byly ziskdny pasdZzovanim za aseptickych podminek v boxu
s laminarnim proudénim vzduchu. Box byl pfed samotnym pasdZovanim sterilizovan
germicidnim zéafenim. Vhodné ¢asti kalusu byly pfeneseny pomoci pinzet na mustek
z filtra¢niho papiru, ktery byl umistén v Erlenmeyerové bance. Nakonec byla hrdla banék
prekryta hlinikovou folii. Kultivace probihala po dobu 21 dnii v kultivaéni mistnosti,

ve které byla udrzovéna teplota 25 °C a svételnd perioda 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.

Suspenzni kultury byly ziskany z rozpadavé kalusové kultury mechanickym roztfepanim
na tfepacce v Erlenmeyerové batice s Zivnym médiem. PasdZovani kultur bylo provadéno
odpipetovanim ¢asti narostlé suspenze do ptfedem pfipravenych banék s cCerstvym
médiem. Kultivace probihala po dobu 14 dnti na rota¢ni ttepacce (115 otdcek za minutu)

v kultiva¢ni mistnosti pii teploté 25 °C a svételné period€ 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.
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Obr. ¢. 8. Kalusova kultura Juniperus virginiana var. Glauca

Obr. €. 9. Suspenzni kultura Juniperus virginiana var. Glauca
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4.3 Elicitace

4.3.1 Priprava elicitoru

Jako elicitor byl pouzit chitosan, ktery byl ziskan alkalickou deacetylaci (75 %) chitinu
z krunyit krevet Pandalus borealis (C3646, Sigma-Aldrich, USA).

Byly pfipraveny ctyfi koncentrace roztoku chitosanu v 1% kyseliné octové (nafedénim
z nejsilngjsi koncentrace). Roztok o koncentraci Cs byl pfipraven navazenim 1000 mg
Cisté latky a nafedénim 1% roztokem kyseliny octové do 100 ml. Roztok o koncentraci
Cs byl ziskén nafedénim 10 ml roztoku Cs4 v odmérné baiice na 100 ml 1% roztokem
kyseliny octové. Roztok o koncentraci Cz byl ziskdn natedénim 10 ml roztoku Cs;
v odmérné bance na 100 ml 1% roztokem kyseliny octové. Roztok o koncentraci C1 byl
ziskan natfedénim 10 ml roztoku C> v odmérné banice na 100 ml 1% roztokem kyseliny

octové. Pripravené roztoky byly vysterilizovany a uchovavany v lednici.

Tab. 1. Vysledné koncentrace roztoku chitosanu v 1% kyselin€ octové

Koncentrace (g/100 ml)

Ci 0,001 g/100 ml
C2 0,01 g/100 ml
Cs 0,1 g/100 ml
Cs 1,0 g/100 ml

4.3.2 Elicitace explantatovych kultur Juniperus virginiana L.

Ke kazdému pokusu bylo pouZzito 24 ban¢k s kalusovymi nebo suspenznimi kulturami.
Prace probihala za aseptickych podminek v laminarnim boxu, ktery byl nejméné hodinu
pied zapocatou praci vysvicen germicidni zafivkou. K 16 baiikdm se pfidal 1 ml elicitoru
pfislusné koncentrace. Ke zbyvajicim 8 baitkdm se ptidal 1 ml 1% roztoku kyseliny
octové. Tyto banky slouzily jako kontrolni vzorky. Hrdla ban€k byla opét zakryta
hlinikovou f6lii a oznacila se poctem hodin, za ktery by mél byt proveden odbér vzork.
Vzdy 4 baiiky s elicitorem byly oznaceny pro odbér po 6 h, 24 h, 48 h a 168 h. 4 baiky
bez elicitoru slouZici jako kontrola byly oznaceny pro odbér po 6 h a dalsi 4 banky byly
oznaceny pro odbér po 168 h.
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Poté byly baiikky s kalusovymi kulturami premistény zpét do kultivacni mistnosti

a suspenzni kultury tamtéz na tfepacku.

Po 6, 24, 48 a 168 hodinach byly buiiky oddéleny od média odsatim za snizeného tlaku,

promyty destilovanou vodou a usuSeny za laboratorni teploty.

4.4 Stanoveni obsahu podofylotoxinu

4.4.1 Priprava vzorku k analyze

Vysuseny vzorek byl nejprve upraskovan v tfeci misce s tlou¢kem kvili zvétseni povrchu
materialu a zlepSeni extrakce. Rozetteny vzorek ptislusné kultury a koncentrace elicitoru
se zvazil na analytickych vahach (cca 0,3000-0,5000 g) a kvantitativné ptevedl do
odmérné baiiky o objemu 10,0 ml, kde byl smisen s 10,0 ml metanolu (100%). Radng&
oznacené banky byly poté extrahovany v ultrazvukové lazni po dobu 1 hodiny pii
laboratorni teploté. Posléze byl extrakt z banky pieveden do centrifuga¢ni zkumavky.
Vzorky byly odstfed’ovany po dobu 5 minut pii 4500 otackach za minutu. Ze zkumavek
byl pomoci injekéni stiikacky odebran supernatant a pteplnén ptes mikrofiltr (0,20 pm)

do vialek, které¢ byly pted analyzou HPLC uchovany v lednici. [72]

4.4.2 HPLC analyza vzorku

K analyze vzorkdi byla pouzZita metoda HPLC (vysokoucinna kapalinova
chromatografie), coz je analyticka separa¢ni metoda slouzici jak ke kvantitativnimu, tak
kvalitativnimu stanoveni. Obsah vSech méfenych latek byl kvantifikovdn matematickou
metodou normalizace a porovnanim s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci externé

metfeného standardu téze latky. [72]

Konkrétné¢ byla pouzita sestava JASCO 2000-Plus s kolonou Lichrospher RP-18
(250 x 4 mm; velikost ¢astic 5 um) s ochrannou predkolonkou ze stejného materialu.

HPLC podminky byly stanoveny nasledovné¢:

- hlavni vlnovéa délka — 280 nm
- referencni vinové délky pro lepsi identifikaci piku — 270 a 290 nm
- vstfikované objemy vzorkl a standardu — 20 pl

- teplota pfi vyvijeni kolony — 25 °C
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Mobilni faze byla slozena z:

- (A) metanol/voda/kyselina fosforecna (60:39,7:0,3; v/v/v)

- (B) metanol/kyselina fosforecna (99,7:0,3; v/v)

Elu¢ni gradient byl navrhnuty nasledovné: 0-8 min, 0-80 %; 8-9 min, 80-100 %; 9-10
min, 100 %; 10-11 min, 100 %; 11-13 min, 0 % rozpoustédla B.

Rychlost pritoku mobilni faze byla 1 ml/min.

Pro stanoveni podofylotoxinu byla vytvoiena kalibracni kiivka.

Calibration curve: podophyliatoxin - podophyiotoxin

gl 00l

podophwllotoxin
Component :podophylotoxin
Date : 18.1.201615:25:23

~ Results
Homgdo0oml Y Area

Polynom: v =hx +a

Regression coefficient = 09582

0
= 456315

IStandard Advancedl Weightingl

[~ Paint to point
¥ | Palpriamial order : =i ¥ faree thraugh (0.0]

I Unlock madel [~ ¥log scale

[~ % log scale

Obr. ¢. 10. Kalibraéni kiivka podofylotoxinu

Tvorba kalibra¢ni kiivky se fidila dle rovnice y = bx+a

e y=plocha
e x = koncentrace (mg/100ml)

e a=0

e b =rozli¢né hodnoty dle konkrétniho sekundarniho metabolitu
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4.5 Statistické zpracovani dat

Pro zpracovani ziskanych hodnot byly pouzity vzorce na urceni aritmetického priiméru

a smérodatné odchylky.

e Aritmeticky primér:

n

1 1
XxX=—x{+ x,+-4+ x =—Zx-
n(l 2 n) n.ll
1=

o X = aritmeticky pramér
o n = celkovy pocet hodnot

o x; = namé&fené hodnoty

e Smérodatna odchylka:

n

1 x )2

s = n_lZ(xi—x)
i=1

o s =smérodatna odchylka

o n — celkovy pocet hodnot

o x; = naméfené hodnoty

Statistické zpracovani namétfenych hodnot obsahu podofylotoxinu v explantitovych
kulturach Juniperus virginiana L. bylo provedeno na zékladé T — testu (test vyznamnosti

rozdilu dvou priméri), pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05.
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e Testovaci kritérium definuje tento vztah:

lx; — x| nin,(ng + ny — 2)

Jnis2 + nyss ny+ n

o T —testovaci kritérium

T =

o x4 — aritmeticky primér kontrolniho souboru

o X, — aritmeticky pramér pokusného souboru

o s; —smeérodatnd odchylka kontrolniho souboru
o s, —smérodatnd odchylka pokusného souboru
o ny —pocet ¢lend kontrolniho souboru

o mn, — pocet ¢lenti pokusného souboru

e Pocet stupiii volnosti definuje tento vztah:
v=mny+ n,—2

o v — pocet stupniil volnosti
o ny — pocet ¢lent kontrolniho souboru

o ny — pocet ¢lenti pokusného souboru

Pocet ¢lent kontrolniho a pokusného souboru je n; =n, =2, tudiz plati v = 2. Pfi daném
poctu stupiili volnosti v = 2 a hladin€ vyznamnosti p = 0, 05 je kritickd hodnota
testovaciho kritéria #(v), = 3,182. Statisticky vyznamné jsou ty vysledky, u kterych je

hodnota testovaciho kritéria vyssi nez kriticka hodnota. [71]

Jako kontrolni hodnoty k vypoctu testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 24 a 48 h byly
vyuzity hodnoty odbéru v Case 6 h, protoze v tak kratkych ¢asovych intervalech nejsou
zmény obsahu podofylotoxinu u neelicitované kultury vyznamné. Kontrolni hodnota

obsahu podofylotoxinu pro odbér 168 hodin byla stanovena.
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5. VYSLEDKY

5.1 Tabulky

Tab. 2. Vliv chitosanu na produkci podofylotoxinu v kalusové kultufe Juniperus

virginiana (varieta Glauca)

Dob ELICITACE KONTROLA
Konpe;ntrace apliia?:e Primérny Primérny
elicitoru elicitoru obsah Smérodatna obsah Smérodatna T-test
(g/100 ml) (h) podofylotoxinu odchylka podofylotoxinu odchylka
(%) (%)

6 0,070 0,020 0,050 0,010 0,894

I
24 0,210 0,025 0,050 0,010 5,942
0.001 48 0,175 0,010 0,050 0,010 8,839
’ 168 0,155 0,005 0,015 0,005 19,799
6 0,100 0,020 0,050 0,010 2,236

1I
24 0,050 0,000 0,050 0,010 0,000
0.01 48 0,070 0,000 0,050 0,010 2,000
’ 168 0,065 0,005 0,015 0,005 7,071
6 0,115 0,015 0,050 0,010 6,500

III
24 0,060 0,000 0,050 0,010 1,000
01 48 0,055 0,005 0,050 0,010 0,447
, 168 0,055 0,005 0,015 0,005 5,657
6 0,060 0,000 0,050 0,010 1,000

v
24 0,055 0,005 0,050 0,010 0,447
. 48 0,050 0,010 0,050 0,010 0,000
168 0,020 0,000 0,015 0,005 1,000

Zvyraznéné hodnoty obsahu podofylotoxinu jsou statisticky vyznamné vyssi nez hodnoty

kontroly; p = 0,05.
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Tab. 3. Vliv chitosanu na produkci podofylotoxinu v kalusové kultufe Juniperus

virginiana (varieta Hetzii)

Dob ELICITACE KONTROLA
Konpe;ntrace apli(l)caie Primérny Primérny
elicitoru clicitoru obsah Smérodatn obsah Smérodatna T-test
(g/100 ml) (h) podofylotoxinu | 4 odchylka | podofylotoxinu odchylka
(%) (%)

6 0,005 0,005 0,010 0,010 0,447

I
24 0,000 0,000 0,010 0,010 1,000
0.001 48 0,000 0,000 0,010 0,010 1,000
’ 168 0,030 0,000 0,005 0,005 5,000
6 0,015 0,005 0,010 0,010 0,447

II
24 0,005 0,005 0,010 0,010 0,447
0.01 48 0,000 0,000 0,010 0,010 1,000
’ 168 0,000 0.000 0,005 0,005 1,000
6 0,030 0,000 0,010 0,010 2,000

111
24 0,015 0,005 0,010 0,010 0,447
01 48 0,000 0,000 0,010 0,010 1,000
’ 168 0,000 0,000 0,005 0,005 1,000
6 0,005 0,005 0,010 0,010 0,447

v
24 0,000 0,000 0,010 0,010 1,000
. 48 0,000 0,000 0,010 0,010 1,000
168 0,000 0,000 0,005 0,005 1,000

Zvyraznéné hodnoty obsahu podofylotoxinu jsou statisticky vyznamné vyssi neZ hodnoty

kontroly; p = 0,05.
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Tab. 4. Vliv chitosanu na produkci podofylotoxinu v suspenzni kultuie Juniperus

virginiana (varieta Glauca)

Dob ELICITACE KONTROLA
Kon.c?ntrace apl;)kaace Primérny 5 ] Primérny 5 )
elicitoru elicitoru obsah Smérodatna obsah Smérodatna | T-test
(g/100 ml) (h) podofylotoxinu odchylka podofylotoxinu odchylka
(%) (%)

6 0,025 0,015 0,045 0,005 1,265

I
24 0,110 0,010 0,045 0,005 5,814
0.001 48 0,120 0,020 0,045 0,005 3,683
’ 168 0,045 0,005 0,050 0,010 0,447
6 0,030 0,010 0,045 0,005 1,342

11
24 0,135 0,015 0,045 0,005 5,692
0.01 48 0,080 0,020 0,045 0,005 1,698
’ 168 0,020 0,000 0,050 0,010 3,000
6 0,045 0,005 0,045 0,005 0,000

111
24 0,140 0,020 0,045 0,005 4,608
01 48 0,075 0,005 0,045 0,005 4,243
’ 168 0,015 0,005 0,050 0,010 3,130
6 0,005 0,005 0,045 0,005 5,567

v
24 0,085 0,015 0,045 0,005 2,530
. 48 0,065 0,015 0,045 0,005 1,265
168 0,025 0,005 0,050 0,010 2,236

Zvyraznéné hodnoty obsahu podofylotoxinu jsou statisticky vyznamné vyssi neZ hodnoty

kontroly; p = 0,05.
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5.2 Grafy

Graf 1. Zavislost obsahu podofylotoxinu v kalusové kultute Juniperus virginiana var.

Glauca na dob¢ ptisobeni a koncentraci chitosanu
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Graf 2. Zavislost obsahu podofylotoxinu v kalusové kultute Juniperus virginiana var.

Hetzii na dob¢ ptisobeni a koncentraci chitosanu
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Graf 3. Zavislost obsahu podofylotoxinu v suspenzni kultute Juniperus virginiana

var. Glauca na dob¢ plisobeni a koncentraci chitosanu
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6. DISKUZE

Podofylotoxin je pfirozené se vyskytujici lignan, ktery je dnes znamy ptfedevsim jako
dalezity prekurzor pro semi-syntézu klinicky vyznamnych protinadorovych 1é¢iv
etoposidu, teniposidu a etopofozy. Tradicnim zdrojem podofylotoxinu je podofylin,
pryskyfice ziskdvana z oddenkti rodu Podophyllum, ale byl detekovan i v rostlinach rodu
Linum, Juniperus, Hyptis, Teuricum, Nepeta, Dysosma, Thymus nebo Thuja. Bohuzel
dostupnost tohoto sekundarniho metabolitu zstdva omezena, protoze ho nelze ziskat
ekonomicky pfijatelnou syntézou a zisk latek z pfirodnich surovin se zajiStuje stale
pomoci biotechnologie, a to konkrétné¢ pomoci explantatovych kultur. Nicméné¢, i kdyz
charakteristickym problémem in vitro kultur je nizkd produkce téchto metaboliti,
bylo zjisténo, ze tuto produkci je mozno navysit vlivem urcitého stresu a jednou

z moznosti je aplikace elicitoru jako stresového faktoru. [3, 4, 6, 72]

Cilem této diplomové prace bylo sledovani vlivu riznych koncentraci biogenniho
elicitoru chitosanu na produkeci podofylotoxinu v kalusové a suspenzni kultute Juniperus

virginiana L. (var. Glauca) a v kalusové kultute Juniperus virginiana L. (var. Hetzii).

Na zakladé vysledkl pfedchazejicich diplomovych praci a publikovanych studii, které
hodnotily kultivaci kultur Juniperus chinensis a Juniperus virginiana, bylo zvoleno
kultivaéni médium dle Schenka a Hildebrandta. Toto médium bylo doplnéno o kyselinu
a-naftyloctovou (3,0 mg/l), kinetin (0,2 mg/l) a kyselinu askorbovou (15,0 mg/l),
ktera zabranuje hnédnuti kultur. [72, 73, 74, 75]

K pokustim byly pouzity ctyileté kalusové kultury Juniperus virginiana L., a to konkrétné
variety Glauca a Hetzii. U variety Glauca byla pozorovana produkce podofylotoxinu této
kultury v 59. pasazi. U variety Hetzii byla pozorovana produkce podofylotoxinu této
kultury v 51. pasdzi. Suspenzni kultura Juniperus virginiana varieta Glauca byla
odvozena od ctyfleté kalusové kultury. Produkce podofylotoxinu byla pozorovana

ve 4. pasazi.
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Chitosan jakozto elicitor byl do média obou variet pfidan v koncentracich 0,001 (D),
0,01 (ID), 0,1 (I1D), 1 (IV) g/100 ml. Ke kontrolnim kulturdm byl misto chitosanu ptidan
1 ml 1% roztoku kyseliny octové. Také sledované doby plsobeni (6, 24, 48 a 168 hodin)
vychéazely z publikovanych tdaji, které udavaji zvySeni produkce sekundarnich

metabolitl v pribéhu nékolika hodin az dni po pfidani chitosanu. [7, 8, 62, 63, 76, 77]

Z vysledku biotické elicitace kalusové kultury Juniperus virginiana L. (varieta Glauca;
Tab. 2, Graf 1) chitosanem vyplyva, ze u vétSiny sledovanych koncentraci a ¢asovych

intervala doslo k pozitivnimu ovlivnéni produkce podofylotoxinu.

Nejlepsich vysledkli bylo dosazeno za pouZiti nejnizsi koncentrace (0,001 g/100 ml)
chitosanu. Maximalni efekt na produkci podofylotoxinu se ukazal po jeho 24 hodinové
aplikaci. Obsah podofylotoxinu byl 0,210 %, coz je 0 320 % vice nez u kontrolnich kultur.
Ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce doslo také v dalSich ¢asovych intervalech.
Primérny obsah po 48 hodinové aplikaci byl 0,175 % a po 168 hodinové aplikaci

0,155 %, coz odpovida statisticky vyznamnému zvySeni produkce o 250 % a 933 %.

Kladné¢ mlzeme hodnotit i1 koncentrace 0,01 g/100 ml a 0,1 g/100 ml,
kde po 168 hodinové aplikaci chitosanu doslo k narastu obsahu podofylotoxinu o 333 %

a267 %.

Pii elicitaci suspenzni kultury Juniperus virginiana L. (varieta Glauca; Tab. 4, Graf 3)
chitosanem byl maximalni obsah podofylotoxinu (0,140 %) zjiStén po pouZiti chitosanu
o koncentraci 0,1 g/100 ml a jeho aplikaci po dobu 24 hodin. Ve srovnani s kontrolni
kulturou se jedna o statisticky vyznamné zvySeni produkce o 211 %. Pozitivni, statisticky
vyznamné zvySeni obsahu sekundarnich metabolitl bylo zaznamenano i u nejnizsi
koncentrace 0,001 g/100 ml, kde po 24 hodinovém puisobeni chitosanu byl obsah
podofylotoxinu 0, 110% a po 48 hodinovém ptsobeni chitosanu byl obsah
podofylotoxinu 0,120 %. DalSiho vyznamného zvyseni obsahu (0,135 %) bylo dosazeno

po 24 hodinov¢ kultivaci druhou nejnizsi koncentraci chitosanu (0,01 g/100 ml).

Z vysledkti dale vyplyva, Zze ze sledovanych casovych intervalli je nejvhodnéjsi
24 a 48 hodinova aplikace elicitoru. U 24 hodinové aplikace jsme zaznamenali
(s vyjimkou nejvyssi koncentrace) vzriistajici tendenci obsahu podofylotoxinu

v zavislosti na koncentraci chitosanu.
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Nejkratsi 6 hodinové a nejdelsi 168 hodinové plisobeni elicitoru u vSech koncentraci
(I-IV) vedlo ke snizeni produkce podofylotoxinu, v porovnani s kontrolou. Vyjimkou
byla pouze 6 hodinova kultivace za pouziti koncentrace (0,1 g/100 ml), kdy se obsah

sekundarniho metabolitu nezménil.

Koncentrace 1 g/100 ml nevedla v Zddném sledovaném casovém intervalu k statisticky

vyznamnému pozitivnimu ovlivnéni produkce podofylotoxinu.

V této praci byl sledovan 1 obsah podofylotoxinu v kalusové kultute Juniperus virginiana
L. varieta Hetzii (Tab. 3, Graf 2). U této variety ve vétSin¢ ptipada doslo k negativnimu
ovlivnéni produkce podofylotoxinu. Statisticky vyznamny nartist byl zaznamenan pouze
v jednom piipadé. Obsah podofylotoxinu (0,030 %) byl sledovan po 168 hodinové
aplikaci nejslabsi koncentrace elicitoru (0,001 g/100 ml). Slo o statisticky vyznamné

zvyseni produkce o 500 %.

V porovnani s kalusovou kulturou odvozenou od variety Glauca, varieta Hetzii méla nizsi
pramérny obsah podofylotoxinu v kontrolnich vzorcich a ve vétSiné ptipadt nedoslo

k pozitivnimu ovlivnéni obsahu elicitorem, jako u variety Glauca.

Z uvedenych vysledkl vyplyva, ze kultury odvozené od variety Glauca vykazovaly vyssi
obsah podofylotoxinu a pozitivné reagovaly na ptidavek chitosanu. Tyto vysledky
navazuji na poznatky z ptredchozich studii, kdy v porovnani s kulturami odvozenych od
variet Hetzii a Grey Owl, kultury odvozené od variety Glauca (jak kalusové,
tak suspenzni) poskytovaly nejvice biomasy avykazovaly nejlepsi produkci

podofylotoxinu. [72]

Zatim nebyla publikovana studie, kterd by popisovala zvySeni produkce podofylotoxinu
pomoci chitosanu u druhu Juniperus virgiana, nebo u rodu Juniperus. Nicméné byl

zkouman vliv jeho derivata na zvySeni produkce podofylotoxinu.

Produkci podofylotoxinu u rodu Juniperus, konkrétn€ u druhu Juniperus chinensis, se
zabyval Muranaka T. a kolektiv. Kalusové kultury nebyly elicitovany samotnym
chitosanem, ale chitooligosacharidy (COS). Jako nejlepsi médium pro indukci kalusu
bylo vyhodnoceno médium dle Shenka a Hildebrandta, které bylo doplnéno o kyselinu
a-nafytloctovou (3,0 mg/l) a kinetin (0,2 mg/l). Obsah podofylotoxinu byl stanovovan
pomoci HLPC. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno po ptfidani COS o koncentraci
I mg/ml k Cerstvému kalusu (1 g) po dobu 30 dni pii 25 °C a ve tmé. V tomto piipadé
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doSlo az k patnactindsobnému zvySeni produkce podofylotoxinu v porovnani

s kontrolnimi vzorky. [73]

Vyuziti chitosanu jako biotick¢ého elicitoru lze na zéklad¢ literarnich zdroja

dokumentovat na fad¢ nize uvedenych prikladu.

Ptikladem uspésné elicitace je experiment, ve kterém byl studovan efekt chitosanu
a oligomert chitinu na genovou expresi a produkci lignani v bunéénych kulturach
Linum album. Kultury byly elicitovany chitinem a chitosanem (oligomery) o koncentraci
100 mg/1 po dobu 5 dni. Obsah lignant byl stanovovan pomoci HPLC. Nejlepsi vysledky
byly zaregistrovany po elicitaci chitosanem (hexamer) 5 dnti po sklizni. Nejvyssi obsah
podofylotoxinu v susiné byl (73,5 pg/g) a lariciresinolu (96 pg/g). Tyto hodnoty byly
3x vyssi u podofylotoxinu a 2x vyssi u lariciresinolu v porovnani s kontrolnimi vzorky.

[7]

Pozitivni vliv chitosanu na biosyntézu podofylotoxinu byl studovan i u suspenzni kultury
Linum album. Pfi tomto experimentu byl zkoumén vliv péti houbovych extraktt, chitinu,
chitosanu a metyjasmonatu na produkci lignanti u bunéénych kultur Linum album.
Nejvyssi zvySeni obsahu podofylotoxinu ze studovanych extrakti bylo zaznamendno
u extraktu Fusarium graminearum. Obsah podofylotoxinu v susin€ byl po elicitaci timto
extraktem az 143 pg/g. Elicitory chitin, chitosan a metyljasmonat také pozitivné
zvySovaly produkci podofylotoxinu, ale v porovnani s houbovymi extrakty byl obsah
sekundarniho metabolitu v suSiné nizsi. Chitosan byl v tomto experimentu aplikovan
v koncentracich 50, 100, 200 mg/l a vzorky byly sklizeny po 5 dnech. Nejlepsi vysledky

oproti kontrole vykazovala koncentrace 100 mg/I. [§]

Elicita¢ni u¢inek chitosanu, methyl jasmonatu, Ag" iontil a jejich kombinaci byl také
studovan u suspenzni kultury Taxus chinensis. Samotny elicitor chitosan o koncentraci
50 mg/1 vedl ke zvySeni produkce paklitaxelu. Zvlasté ale kombinace chitosanu (50 mg/1),
methyljasmonatu (60 pg/l) a stiibrnych iontl (30 pg/l) méla vyznamny synergicky ucinek
na vyslednou produkci sekunddrniho metabolitu. NejvySsi obsah paklitaxelu byl az
25,4 mg/l, coz odpovida az 40x vy$Sim vynosum nez u kontrolnich kultur a 6x vys$Sim,

nez u elicitace samotnych chitosanem (4,3 mg/1). [63]

V dalsim pokuse byl studovan efekt chitosanu na indukci produkce aromatickych
aminokyselin a sloucenin odvozenych od fenylpropanoidu u invitro kultur

Scrophularia striata. Chitosan byl do kultur pfidavan v koncentracich 10, 50 a 100 mg/I
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po dobu 5 dni. Negativni vliv m¢l chitosan ve vSech pouzitych koncentracich na rist
kultur a zivotaschopnost bun¢k. Produkci sekundarnich metabolitl vSak ovliviioval
pozitivné. VSechny tii koncentrace chitosanu signifikantn¢ indukovali produkci sloucenin
odvozenych od fenylpropanoidu i sekunddrniho metabolitu echinakosidu. Nejlepsi

vysledky oproti kontrole vykazovala koncentrace 100 mg/l1. [62]

Pozitivni elicitacni ucinek chitosanu byl potvrzen i u kultury adventivnich kofenti
Morinda citrifolia L. V této studii byl studovan efekt chitosanu a pektinu na biosyntézu
antrachinonti, fenolt, flavonoidi. U kofenovych kultur oSetfenych riznymi kombinacemi
chitosanu a pektinu, nebo samotnym chitosanem doslo ke zvySené biosyntéze
sekundarniho metabolitu, ale také doslo k inhibici rtstu kofenti. Silna inhibice ristu
kotenii miiZze byt zptisobena letdlnim efektem elicitoru. Optimalni koncentrace chitosanu
ke zvyseni biosyntézy metabolitu byla 0,2 mg/l, pii které byly hmotnosti antrachinonti

v susiné 103,16 mg/g, fenola 48,57 mg/g a flavonoidd 73,32 mg/g. [61]

Chitosan  vyznamné¢  zvySil  produkci triterpenoidii v suspenzni  kultuie
Betula platyphylla Suk. Optimalni koncentrace 100 mg/l zvysila produkci triterpenoidi
az 2,6x. Zaroven se zvySila  aktivita superoxid dismutaz = (SOD),
fenylalanin amoniak lydz (PAL), endochitindz (EDC) a exochitindz (EOC) 1,6 az
3,0 nasobné. Tyto vysledky naznacuji, Ze akumulace triterpenoidii v suspenzni kultufe

byla disledkem obranné reakce na elicitaci chitosanem. [9]

Chitosan dale zvysil produkci xantonli v bunééné a kalusové kultute Hypericum
perforatum. Souasné ale doSlo k poklesu produkce flavonoidd. Chitosan rovnéz
indukoval produkci 1,7-dihydroxyxantonu (euxantonu) a kadensinu G, které¢ nebyly

v kontrolnich kontrolach nalezeny. [68]

Chitosan déle pozitivné ovlivnil produkci fenylpropanoidovych derivatl v suspenzni
kultute Cocos nucifera [65], artemisininu v kultufe Artemisia annua [66]
fenyletanoidovych glykosidii v suspenzni kultute Cistanche deserticola [67], nebo

mentolu v kultute Mentha piperita. [64]

Také vysledky naseho experimentu naznacuji, Ze sledovany elicitor pozitivné ovlivnil
produkci podofylotoxinu explantatovou kulturou Juniperus virginiana L., a Ze chitosan
patii k dalezitym latkam rostlinnych obrannych reaket, které vedou ke zvysené produkci

sekundarnich metabolita.
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7. ZAVER

V této praci byl sledovan vliv chitosanu na obsah podofylotoxinu v in vitro kultute
Juniperus virginiana L. (varieta Glauca a Hetzii). Vysledky této prace lze shrnout

nasledovné:

e Nejvyssi obsah podofylotoxinu (0,210 %) u kalusové kultury Juniperus
virginiana L. (varieta Glauca) byl zaznamenan po aplikaci roztoku chitosanu
o koncentraci 0,001 g/100 ml a jeho piisobeni po dobu 24 hodin. Pfi porovnani
s kontrolni kulturou vzestup podofylotoxinu ¢inil 320 %, jde o statisticky

vyznamné zvyseni produkce.

e Nejvyssi obsah podofylotoxinu (0,140 %) u suspenzni kultury Juniperus
virginiana L. (varieta Glauca) byl zaznamenan po aplikaci roztoku chitosanu
o koncentraci 0,1 g/100 ml a jeho pasobeni po dobu 24 hodin. V porovnani
s kontrolni kulturou c¢inil vzestup podofylotoxinu 211 %, jde o statisticky

vyznamné zvyseni produkce.

e NejvysSi obsah podofylotoxinu (0,030 %) u kalusové kultury Juniperus
virginiana L. (varieta Hetzii) byl zaznamenan po aplikaci roztoku chitosanu
o koncentraci 0,001 g/100 ml a plsobeni po dobu 168 hodin. Pfi porovnani
s kontrolni kulturou vzestup podofylotoxinu ¢inil 500 %, jde o statisticky

vyznamné zvyseni produkce.

e Ze ziskanych vysledku je ziejmé, Ze varieta Glauca vykazovala vys$i obsahy

podofylotoxinu nez varieta Hetzii.
e Chitosan muze byt vyuzivan jako ucinny elicitor, obzvlasté ke zvyseni produkce

podofylotoxinu v kalusové a suspenzni kultufe Juniperus virginiana varieta

Glauca.
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Cilem této prace bylo zjistit vliv potenciondlniho elicitoru chitosanu na produkci
podofylotoxinu v kalusové a suspenzni kultuie Juniperus virginiana varieta Glauca
a v kalusové kultute Juniperus virginiana varieta Hetzii. Ke kultivaci bylo pouZito
médium dle Schenka a Hildebrandta, které bylo doplnéno o kyselinu a-naftyloctovou
(3,0 mg/l), kinetin (0,2 mg/l) a kyselinu askorbovou (15,0 mg/l). Kultivary byly
elicitovany roztoky chitosanu o riznych koncentracich (0,001; 0,01; 0,1; 1 g/100 ml)
po dobu 6, 24, 48 a 168 hodin. Obsah podofylotoxinu byl stanoven HPLC.

Vyssi hodnoty obsahu podofylotoxinu byly naméfeny v kulturach odvozenych od variety
Glauca. Maximalniho obsahu podofylotoxinu (0,210%) bylo dosazeno v kalusové kultute
po 24 hodinovém pisobeni elicitoru o koncentraci 0,001 g/100ml. Pfi porovnani
s kontrolni kulturou doslo ke zvySeni produkce o0 320 %. U suspenzni kultury byl naméfen
nejvyssi obsah metabolitu (0,140 %) po 24 hodinovém pulsobeni roztoku elicitoru
o koncentraci 0,1 g/100 ml. Produkce se v tomto ptipad¢ zvysila o 211 %. Varieta Hetzii
v porovnani s kalusovou kulturou odvozenou od variety Glauca méla nizs§i primérny
obsah podofylotoxinu v kontrolnich vzorcich a ve vétSin€ ptipad nedoslo k pozitivnimu
ovlivnéni produkce elicitorem. Chitosan mlze byt vyuzivan jako uUCinny elicitor,
obzvlaste ke zvyseni produkce podofylotoxinu v kalusové a suspenzni kultute Juniperus

virginiana varieta Glauca.

Klicova slova: Protirakovinné lignany, podofylotoxin, Juniperus virginiana, suspenzni

kultury.
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The aim of this work was to determine the effect of the potential elicitor chitosan on
production of podophyllotoxin in callus and suspension cultures of Juniperus
virginiana Glauca variety and suspension cultures of Juniperus virginiana Hetzii variety.
Schenk and Hildebrandt medium supplemented with a-naphtylacetic acid (3.0 mg/l),
kinetin (0.2 mg/l) and ascorbic acid (15.0 mg/l) was used for the cultivation. Chitosan
solutions of various concentrations (0.001; 0.01; 0.1; 1 g/100 ml) were affecting the

cultures for 6, 24, 48 and 168 hours. The content of chitosan was determined by HPLC.

Higher values of podophyllotoxin content were measured in cultures derived from the
Glauca variety. The best chitosan effect on podophyllotoxin production was manifested
in callus cultures after 24 hours application of 0.001 g/100ml concentration.
A podophyllotoxin content of 0.210 % was determined, which was about 320 % higher
in comparison with the control. The maximum content (0.140 %) in suspension culture
was induced by 24-hours application of a 0.1 g/100 ml concentration; this was about
211 % higher than the control. The callus culture derived from Hetzii variety compared
to the Glauca variety had a lower average content of podophyllotoxin in control samples
and in most cases, there was no positive effect on production by elicitor. Chitosan can be
used as a potent elicitor and especially is able to increase podophyllotoxin production in

Juniperus virginiana Glauca variety callus and suspension cultures in vitro.

Keywords: Anti-cancer lignans, podophyllotoxin, Juniperus virginiana, suspension

cultures.
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