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1. Uvod

Rostliny jsou sougasti lidského Zivota od podatku jeho existence. Clovék byl
nucen hledat rostliny jako potravu. Nachazel vSak i takové, po jejichZ poZiti se
dostavily uréité udinky. Tlumily bolest, vyvolavaly spanek apod., nebo pisobily i
toxicky. (17)

Od starovéku aZ do poCatku novovéku tvofily 1€€ivé rostliny zdklad tehdejsi
~materia medica“ — souboru lé¢iv. Susené drogy slouzily tehdy nejen k pfipravé ¢aji,
ale uz i k pfipravé tinktur a extraktl, kapek, sirupll, nalevl, vyvarl, masti atd.
Koncem 18. a zatatkem 19. stoleti vyvrcholila, ale zaroveil uZ také odeznivala,
proslulost 1é&ivych rostlin, do té¢ doby ni¢im nedotlena. (2) V druhé poloving 19.
stoleti v navaznosti na pokroky v chemii lékdrnici izolovali z drog G¢inné latky.
(2, 17) Objevila se i prvni synteticka 1é€iva, jeZ postupné zatlaila drogy a ovladla
terapii.

Dnesni vyznam lé¢ivych rostlin tkvi napfiklad v izolaci latek, jejichZ syntéza
neni znama, nebo je ekonomicky nevyhodna. Z rostlin a jejich drog se pfipravuji
galenické p¥ipravky jako extrakty nebo tinktury. Drogy jsou také zakladni surovinou
pro pfipravu ajovych sm&si. Chemickou obménou stavajicich struktur latek 1é€ivych
rostlin 1ze ziskat latky s lep$im nebo jinym G¢inkem.

Lé&ivé ulinky nékterych druhil rostlin podmiiluje pfitomnost uritych latek
nebo skupin latek, které rostlina vytvaii béhem své ontogeneze. Rostlinné metabolity
d&lime na produkty primarmiho a produkty sekundarniho metabolismu rostlin.
Produkty primarniho metabolismu jsou pro rostlinu nepostradatelnymi energetickymi
a stavebnimi latkami. Pro &lovéka jsou viak zhlediska lé€ivosti vyznamnéjsi
produkty sekundérniho metabolismu. (2)

Plan& rostouci a na polich péstované [é¢ivé rostliny jsou ovlivnény mnoha
&initeli jako jsou $kidci, choroby, kontaminace v dusledku poskozovani Zivotniho
prostiedi. Zaroveni viak vzristaji naroky farmaceutického primyslu. (14) Hledaji se
proto nové moZnosti ziskavani piirodnich latek. Jednou z nich je biotechnologicka
metoda péstovani rostlinnych bun&k, pletiv a organil. Stejné jako néktefi initelé
piisobi na tvorbu sekundarnich metabolitii u plané rostoucich &i péstovanych rostlin,

miZeme pomoci riiznych faktord pisobit na produkci sekunddrnich metaboliti



in vitro. Mechanismy Fidici sekundarni metabolismus nejsou doposud do detailu

znamy, je tfeba hledat u kazdé konkrétni kultury optimalni produkéni podminky. (28)



1. Cil prace

Cilem této prace je sledovani vlivu siranu méd’natého v rtiznych koncentracich

na produkcit kumarind suspenzni kulturou Angelica archangelica L.
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3. Teoreticka cast

3.1. Andélika 1ékarska

3.1.1. Popis rostliny

Archangelica officinalis (MOENCH HOFFM.), Angelica archangelica L.

Dvouleta az ¢tyileta mohutna bylina. Hyne po odkvétu. Vyznaluje se
aromatickou kofenitou vini. Oddenek je fepovity, svras€ity s bélavou nebo Zlutavou
mlékovitou $t'avou, s mnozstvim jemnych kofend. Tvofi pfimou lodyhu, kterd je
v horni poloviné vétvena, obl4, nezfetelné ryhovana, zelené nebo tmavé nachové
barvy, s velkou centralni dutinou. Lodyha doristd aZ do vysky dvou metri. Listy
jsou stiidavé, dvakrat aZ tfikrat trojné spefené, v obrysu trojuhelnikovité. Prizemni
listy jsou dlouho fapikaté, pfisedaji mohutnou pochvou. Listecky jsou vejité,
nestejné hrubé& ostie pilovité s bile hrotitymi zuby.

Kvétenstvi tvoii velké okoliky z dvaceti az Ctyficeti okolick. Kalich je
nezfetelny. Korunni listky jsou zelend bé&lavé az Zlutozelené barvy. Kvéty jsou
oboupohlavé, paprs¢ité, medové vonné. Rostlina kvete v &ervenci a v srpnu.

Plodem jsou elipsoidni bledozZluté dvounaZky, ze hibetu smacklé, po stranach
kfidlaté. V dob€ zralosti, tj. v srpnu a zafi, se svisle odzdola déli ve dvé& nazky. (1, 2)

Botanické znaky rostliny — obr. 1. (1)

3.1.2. Vyskyt rostliny

Pivodnim mistem vyskytu andgliky jsou horské oblasti severni a
severovychodni Evropy. Rozsifila se po celé Evropé a Asii. Nejzapadn&j$im
nalezi$tdm je Grénsko. PravdEpodobnd druhotnd stanovisté, podobnd primarnim,
jsou horské nivy, biehy potoki a Fek, vihké piikopy. Roste na vlhkych pidach.

Nejstari zpravy o andélice na najem uzemi pochazi ze stiedov€ku, kdy byla
hojn& péstovana v zahradach v Krkonosich a dale v Krunych horach, Jesenikach,
Jizerskych horach a na Sumave. (1, 2)

Dnes se rostliny pro sbér drog péstuji. (2)



Obr. 1 Charakteristické botanické znaky andéliky lekarské (1)

1-dolni list; 1a-horni list; 1b-prifez listovym Fapikem; 1c-kvétenstvi; 1d-kvét;

le-plod; 1f-pfi¢ny fez plodem
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3.1.3. Charakteristika drog

Z andéliky lékaiské se jako drogy ziskavaji oddenek sadventivnimi kofeny —
Angelicae radix, méné plody — Angelicae fructus, listy — Angelicae folium a nat
Angelicae herba. (1, 2) Droga Angelicae radix je soucasti Ceského lékopisu 2005.
(36) Angelicae radix a Angelicae fructus jsou soucasti Ceského farmaceutického
kodexu. (3) Ob& drogy jsou ostie kofenité, nahoiklé chuti i ving. (2)

Droga Angelicae radix je usuSeny kofen s oddenkem bez vedlejsich kofinki a
zbytki nadzemni ¢asti. UsuSena droga je na zevni strané Sedohnéda aZ nacervenale
hn&da. Na pii¢ném lomu je patrna vrstva $edobilé kiry a svétleZlutavé Sedé drevo.
Struktura lomu je paprscita.

Droga Angelicae fructus je usuSeny zraly plod, Zlutohn&dé barvy, ktery ma

leskly, svrastély povrch. (3)

3.1.4. Sbér drog

Drogy se ziskavaji zrostlin péstovanych, pouze vyjimetné z volné
rostoucich. (2) Kofen se sbira v zaii a fijnu druhého roku. Rychle se omyje, silngjsi
kofeny se pili, susi se v sudarné do 35 °C. Plody se sbiraji v srpnu a zafi sefezdvanim
zralych &asti okolik®, které se poté osusi a naZky se vydroli. (7) Natova a listova
droga se ziskava pouze z mladych €asti rostliny.

Drogy jsou uchovdvany v uzavienych obalech. (5)

3.1.5. Obsahové latky

Kumariny se nachézeji pfedeviim v oddencich s kofeny (do 0,2 %) a plodech
(0,1-0,5 %). (5)

Oddenkova droga obsahuje aZz 1 % silice shlavnim podilem alfa-pinenu,
limonenu, alfa-felandrenu, para-cymenu, alfa-thujonu, beta-karyofylenu, borneolu a
linaloolu. Dal3i souéasti silice jsou kyseliny methyloctovd a oxymyristova,
sesviterpeny a makrocyklické laktony. Z kumarini je obsazen angelicin, bergapten,
imperatorin, xantotoxol, umbelliferon a skopoletin.

Nazky obsahuji aZ 1,5 % silice s vy$§im podilem terpend. Z kumarinovych
derivata pfevaZuje imperatorin.

Nat'ova droga ma silice nejméné. (2, 4)



Dal8imi vyznamnymi obsahovymi latkami jsou hoi¢iny, tfisloviny, sacharidy a

flavonoid archangelinon. (4)

3.1.6. Uziti drog

Vnitin€ se uZivd nalev pfi zhorfené <&innosti zaZivaciho ustroji jako
stomachikum a karminativum. Podava se pii $patném traveni plynatosti, k¥edich,
zpomaleni stfevni &innosti. Dale je vhodny pfi sniZené tvorb& moéi a sklonu ke
vzniku mocovych kamenil. Je uéinny i expektoraéné a jako kloktadlo. (5, 6, 7)
Cast&j3i pouZivani viak plisobi nepfiznivé na CNS. (2)

K zevnimu uziti slouZi obklady zodvaru pfi myalgiich, zhmoZdéninich
s krevnimi podlitinami, zadn€tech pokozky ve vlasové €asti hlavy, pfi popaleninach.
(5,6,7)

Droga Angelicae radix je vyuZivana také jako zeleninové kofeni, primyslové
v likérnictvi a v tabadkovém primyslu. Z oddenkt i plodl se destiluje silice pro

parfumerii. (2) V potravinafstvi je uZiti kumarini jiZ ve vétSiné zemi zakazano. (4)

3.1.7. Toxicita

Vyznamnym projevem toxicity je fotosenzibilizace. Jednd se o zcitlivéni
organismu viéi sluneénimu zafeni po styku se $tdvami nebo drogami andéliky.
Fotosenzibilizace je vlastnosti furanokumarinii. Obecné jde o latky schopné
absorbovat a kratkou dobu drZet kvanta svételné energie. Vznikda aktivovana
molekula fotodynamické latky, ktera pfedava svou energii okoli a poskozuje tkané.
Klinické projevy jsou zavislé na typu latky, jejiho mnozZstvi, délce vystaveni pokozky
sluneénimu zafeni a intenzité¢ zafeni. (8) Projevem byvaji koZni alergie a otoky. (2)
Zhor3uji se s vlhkosti. (11)

Pii poziti velkych davek drogy miiZe pisobit nejdiive povzbudivé, pozdéji ale
ochromuje CNS. (7)



3.2. Kumariny

Kumarin je aromaticka latka. Poprvé byl izolovan vroce 1820 ze semen
jihoamerického stromu slivong vonné (Dipterix odorata, Fabaceae) rostouciho
v Guayan¢ a Brazilii. Od kumarinu odvozujeme latky obecné fazené mezi
tzv. kumariny. Podle substituentd pak rozli3ujeme napf. hydroxykumariny,
methoxykumariny, furanokumariny, atd. Zname asi dvést€¢ druhi kumarinovych
glykosidd. (2) Kumariny se nejcast&ji vyskytuji vrostlinach &eledi Apiaceae,
Asteraceae a Poaceae. (9) Také v Eeledi Rutaceae, Lamiaceae. Nachazeji se vétSinou

v rostlinnych kofenech a semenech.

3.2.1. Chemicka struktura

Strukturné jsou kumariny derivaty alfa-chromonu. Vznikaji vytvofenim
laktonu z cis formy kyseliny o-hydroxyskoficové. (10) Kyselina o-hydroxyskoficova
se nachazi v rostling ve formé glykozidyckych prekurzord. Prekurzory kumarini jsou
glykosidy kyseliny o-kumarové (trans-forma) a kyseliny kumarinové (cis-forma).
Jsou enzymaticky udrZovany ve vzdjemné rovnovaze. Pii suSeni se glykosidy $tépi a
tvofi se kumarin, lakton volné kumarinové kyseliny. Kumarinova kyselina se stile

vytvéii z kyseliny o-kumarové diky posunu rovnovahy.
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kyselina o-kumarova kysetina o-kumarinova kumarin

Kumariny lze rozdélit podle chemické struktury na jednoduché a
,kondenzované“, Kondenzované kumariny se déale déli na furanokumariny a
pyranokumariny.

a) jednoduché kumariny — sloudeniny substituované v polohich Cs a Cs,

méné pak v polohach Csa Cs hydroxy skupinou nebo methoxyskupinou.



Zastupci: umbeliferon, skopoletin

CO .CO
HO O HO 0O

umbelliferon skopoletin

b) ,,kondenzované* kumariny

+ furanokumariny maji ptikondenzovany furanovy kruh v poloze Cs, C;
(psoralenovy typ) nebo v poloze C;, Cs (angelicinovy typ).
Zastupci psoralénového typu: xantotoxin, xantotoxol, bergapten, imperatorin

Zastupci angelicinového typu: angelicin

imperatorin bergapten
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xantotoxol angelicin

- pyranokumariny maji ptikondenzovany kruh v poloze C4, Cg. (9)

3.2.2. Biologické a terapeutické udinky

Nositelem u€inku je nenasyceny laktonovy kruh. Kumariny piisobi tlumivé na
CNS a maji hypnotické uinky. Mohou sniZovat t€lesnou teplotu. Nékteré ptsobi
spazmolyticky. Velmi silng& absorbuji ultrafialové zéfeni. Zvlast¢ furanokumariny
senzibilizuji kidZi na slunedni zafeni. PouZivaji se proto k 1éCb& vitiliga (napf.
kumariny z Ammi majus).

U dikumarolu jsou patrné udinky odstrafiujici krevni sraZlivost. Ovliviiuje
syntézu prothrombinu a sraZecich faktord VII, IX, X. Pii vys8ich davkach ¢&i
dlouhodobém podévani poskozuje jatra. Tyto ucinky byly objeveny na dobytku
nakrmeném zplesnivélym senem obsahujicim Melilotus officinalis. Diky témto
u¢inklim se dikumarol zadal vyuZivat v profylaxi tromboembolitickych piihod a
v teapii, tromboflebitid a flebotrombéz. (10, 4)

Vyznamné je také antibakteridlni pusobeni kumarini piedevSim vaci
grampozitivnim mikroorganismiim.

Pro hepatotoxicitu kumarinu je ve vét§iné zemi zakazino jeho pouZiti

v potravinafstvi. (10)



Kumariny prochazi pies placentarni bariéru, mohou ohrozit plod. Pfechazi i do
matefského mléka a mohou zplsobit krvaceni z pupeéniku, tvorbu podkoZnich
hematomi ¢i poSkozeni jater. Jsou proto v gravidité kontraindikovany a pii kojeni
nedoporu¢ovany. Déle jsou kontraindikovany pfi krvacivych stavech, poskozeni jater
a ledvin, viedové chorobé Zaludku a dvanactniku, pankreatitidé.

UZivani kumarinovych latek mizZe zpisobit neZddouci 0¢inky jako nevolnost,
zvraceni a prijem. MuZe se objevit i zvy$ena krvacivost pii minimalnich davkach.
Pii nahlém pferudeni terapie hrozi naopak riziko zvySené sraZlivosti krve. (4)

Nékteré furanokumariny pasobi jako rybi jedy. (10)



3.3. Rostlinné explantaty

Rostlinné explantaty jsou rizné typy rostlinnych organi, jejich &asti,
meristematickych pletiv, buné€k, protoplasti a kalusi. Explantatové kultury jsou
explantity péstované po urditou dobu in vitro. VyuZivaji se pii Slechténi rostlin
{uchovavaji genetickou stabilitu materidlu) a pii produkci rostlinnych metaboliti.
Vyhodou je dlouhodobd kultivace velké populace bunék v pomémé malém prostoru.
Z kazdé buriky lze vypéstovat novou plnohodnotnou rostlinu. Vegetativni mnoZeni

rostlin je moZné diky totipotenci bunék. (12, 13)

3.3.1. Zakladni pojmy:

Rostlinny explantit: fragment pletiva, orgdnu nebo cely orgén & komplex
organili odebrany z intaktni rostliny nebo jiz existujici kultury s cilem péstovat jej in
vitro

Intaktni rostlina: rostlina péstovana v ptirozenych podminkach

Kultivace in vitro: péstovani rostlinného materidlu vco nejuplngji
definovatelnych chemickych i fyzikalnich podminkach a zabrafujici kontaminaci
cizorodymi organismy

Kalus: plivodné neorganizované pletivo, vzniklé ¢&innosti sekundarnich
meristémii po poranéni rostliny, pfenesené pletivo proliferujici na povrchu
primarnich explantati, schopné kultivace

Totipotence rostlinnych bun&k: viechny rostlinné butiky i diferencované

obsahuji veskery geneticky material potiebny pro regeneraci celé rostliny (12)

3.3.2. Rozdéleni explantatovych kultur (12)
Kultury organové: organové systémy, organy resp. jejich Casti péstované
v podminkach in vitro zpisobem, ktery umoZituje jejich diferenciaci a zachovava

jejich stavbu a funkei.

Kultury tkdfiové (pletivové): mnohobun&iné komplexy tkan€ (pletiva), které
jsou do ruzného stupné soudrzné, morfologicky dezorganizované, pomnoZen¢ na
polotuhych nebo pevnych nosi¢ich, nasycenych Zivnym médiem nebo vyjimeéné na

tekuté Zivné plids.
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Kultury suspenzni: volné builky a bunééné shluky spoleéné pomnoZené a

suspendované v tekutém médiu, které je promichévano a provzduSnéno.

Kultury bunééné (kultury velnych bunék): jednotlivé volné buiiky jsou
pomnoZené v tekutém nebo polotuhém médiu nebo na nosi¢i nasyceném Zivnou

pidou.

Kultury protoplasti: kultury bun€k, které nemaji bunéénou sténu, obsah

buriky je obalen elastickou plazmalemou.

3.3.3. Vlastnosti explanatovych kultur (12, 14)

¢ Tkanovou, suspenzni &i bunénou kulturu lze odvodit z buiiky ¢i komplexu
bungék pletiva kteréhokoliv orgédnu rostlinného t€la. Vyjimku tvofi né&které
specializované buriky (sitkovice, tracheidy, sklereidy).

e Kulturu lze péstovat in vitro za vhodnych kultivanich podminek neomezen¢
dlouho.

o Tkaiiova resp. suspemzni kultura se v pribéhu ristu in vitro dediferencuje,
ztraci sviij plivodni morfologicky a fyziologicky charakter, neni v3ak homogenni,
obsahuje buiiky riizného stupné diferenciace.

e Rada organovych, tkafiovych &i bunéénych kultur je schopna trvale rist na
pIn& syntetickych pudach &asto velmi jednoduchych.

¢ Organové, tkafiové ani bunééné kultury nejsou schopny bez poSkozeni
podstoupit konzervaci mrazem.

e Explantitové organy, resp. orgdnové ziklady vkultufe in vitro mohou
dortistat.

e Zakladni prvky totipotece bunek jsou zachovéany.

e Suspenzni kultury jsou tvofeny volnymi butikami a jednotlivymi buné&nymi
shluky, pomér volnych bungk a bun&Enych shlukdl se v pribéhu kultivace miZe

meénit.

3.3.4. Kultivace
Pribsh kultivace lze rozdélit do tyf fazi (12, 15):



1. faze: Zakladnim piedpokladem je vybér vhodné rostliny produkujici
poZadovany metabolit. Z rostliny ziskdme primarni explantat. Fragment n&kterého
organu z povrchové sterilizované nebo asepticky pé&stované rostliny se umisti in vitro
na vhodné sterilni agarové médium. Médium ma pfesné definované sloZeni, které ma
maximalné podporovat riist a déleni bunék. Po nékolika tydnech vznika nepravidelny

vyb&Zek bun&k — primarni kalus, ktery je schopen se rozmnoZovat na novém médiu.

2. faze: Ziskany kalus je schopen na vhodném médiu neomezené proliferace po
odstranéni zbytku vychoziho organu pti pasdZovéani. V prab&hu prvnich pasazi se
fasto projevuji morfologické a morfogenetické zmény. Stabilni a homogenni
rostlinny material se ziska aZ po vy$8im poétu pasazi, oviem pouze za piedpokladu
ptisného dodrZovani konstantnich podminek kultivace (sloZeni #ivné pudy,

pravidelnost pasaZi, teplota, osvétleni).

3. faze: Trepanim kalusu v kapalném meédiu nebo enzymovym rozvolnénim
pomoci pektinaz se uvolni jednotlivé buriky, které dale rostou a vytvafi suspenzni

kultury.

4. faze: NeZadouci kontaminaci suspenznich kultur se pfedchazi pravidelnym

pasazovanim, které je provadéno za aseptickych podminek.

3.3.5. Zivna média

Slozeni Zivného média je jednim z nejduleZitéjsich faktord, které ovlivituji rist
a morfogenezi tkanovych kultur. SloZeni je zavislé na typu kultivace:

¢ heterotrofni bunééné kultury — bezbarvé, sacharid 2 %, svétlo

o fotomixotrofni bunééné kultury - zelené, sacharid 2 %, svétlo

o fotoautotrofni bun&éné kultury — zelené, oxid uhlicity, svétlo (14)
MuzZe se také lisit pro jednotlivé druhy rostlin. (16)

Slozky Zivnych pud:
1) Makroelementy — jsou nezbytné pro kultivaci intaktnich rostlin, patii sem dusik,
fosfor, draslik, vapnik, hoi¢ik, sira a chlor. Prvky se pfidavaji do média ve formé

svych soli, dusik navic v nitratové formé. (12, 16)
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2) Mikroelementy — jsou nutné pro rist, zahrnuji Zelezo, mangan, zinek, bor, méd’,
molybden. Zelezo se dodavé v chelatové formé. Lze dodat i kobalt, j6d a sodik

nejsou vsak pro rist nepostradatelné. (16)

3) Zdroje organického uhliku - cukry, alkoholy a organické kyseliny,
nejvhodnéjsi a nejéastéjsi je sacharéza (2-5 %), nékdy se nahrazuje glukédzou

nebo fruktozou.

4) Vitaminy a bios faktory — maji vyznamnou roli, jsou nezbytné jako katalyzatory
metabolickych procest; nejéastéji se pfidavaji vitaminy skupiny B, tzv. bios

faktory jako je myoinositol a biotin, déale vitamin C a kyselina nikotinova.

5) Nedefinované organické slozky — ¢asto se vyuziva hydrolyzat kaseinu a pepton,
také kokosové mléko; 1ze pouZit i tekuty endosperm kokosového otfechu, extrakty

z koniského kastanu, vladského ofechu, kvasni¢ny &i sladovy extrakt. (12, 16)

6) Riistové stimuliatory — podnécuji rostlinu k ristu. Rostliny jsou schopny 1épe
vyuZivat Ziviny a asimilaéni pochody probihaji intenzivné&ji. Je dileZita
koncentrace a jejich vzajemny pomér. V kultivaénich médiich se pouZivaji
auxiny, cytokininy a gibereliny.

e auxiny — Nej&astéji pouZivané jsou kyselina indolyloctova, indolylmaselna,
dichlorfenoxyoctova a naftyloctovd. Auxiny jsou pouZivany za ucelem stimulace
riistu kalasu a bunék, nékdy k indukei tvorby pryti a kofentl.

e cytokininy — PouZivd se benzylaminopurin, dale 6-dimethylaminopurin,
furfurylaminopurin a zeatin. PouZivaji se ke stimulaci bun&¢ného déleni a k tvorbé
axilarnich pryti.

e gibereliny — Nejvice vyuzivana je kyselina giberelova. Pfidavaji se do média

pro stimulaci riistu kultur pfi nizké hustoté& suspenze. (16)

3.3.6. Fyzikalni podminky kultivace

Sterilita kultivaéniho prostiedi
Je nezbytna sterilita pracovniho prostfedi, pouZivanych néstroju, rostlin a

kultivaéniho média. (16}
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» Svétlo
V zévislosti na svétle dochazi v rostlindch i v tkdfiovych kulturdch ke zméné
intnzity biosyntézy a k akumulaci sekundarnich metabolitd. Tkafiové kultury se

péstuji za svétla, za tmy a za b&Zného svételného rezimu. (12)

» Teplota
Kultivaéni teplota velmi ovliviiuje prab&h kultivace tkatlovych kultur, a to
rychlost metabolismu, déleni bunék a jeji zvydeni miZe indukovat organogenezi.

Vétsinou leZi v t€sném rozmezi kolem 25°C. (12)

» Hodnota pH média
Neni nezbytn€ nutné, aby byla pfi kultivaci tkafiovych kultur udrZovédna
v uréitém rozmezi. Optimalni hodnota zavisi na typu kultury, oby&ejné se doporuduje
pH 5,5-6,0. Piisludna hodnota pH se upravi hydroxidem draselnym nebo kyselinou
chlorovodikovou. (12, 16)

3.3.7. Produkce sekundarnich metaboliti

Sekundarni metabolity jsou latky, které rostliny maji schopnost syntetizovat,
jeZ ale pravdépodobné nejsou pro vlastni rist rostliny nepostradatelné. (17)

Jsou to latky specifické pro uréité taxony, zejména rostlinné, vyznacujici se
¢asto urditym specifickym uéinkem.

Charakteristické pro sekundarni metabolity je:

e jsou jen v ur€itych skupinach organismi

e tvofi se jen v uréitych stadiich ontogenetického vyvoje organismu

e jejich rozklad a syntéza je pomalej$i, ukladaji se v uréitych organech. (17)

Ukazalo se, Ze vrychle rostoucich rozpadavych suspenznich kulturach se
akumuluje malé mnoZstvi sekundarnich metabolith, a Ze pii procesech
cytodiferenciace, bun&&né agregace a morfologické organizace dochézi ke zpomaleni
ristu a k vzestupu syntézy sekundérnich metaboliti. Divodem miZe byt vyhodné
uspofadani enzymd, kompartmentace enzymu a substratu, existence prostoru pro
ukladéni substratu nebo pfitomnost specifickych organel. Faktory zpomalujici rust
bun&&nych kultur piisobi asto stimula&ng na produkei sekundarnich metabolitd, a to

piedeviim omezenim primarniho metabolismu. (16)
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3.3.8. Vyuziti explantatovych kultur

Explantatové kultury se vyuZivaji zejména pfi :
e Alternativni pfipravé produktd ziskavanych dosud zrostlin v polni kultufe.
Vyhodou je fizeni podminek procesi bez ohledu na ro€ni obdobi, klimatické &i
pidni poméry. Produkty jsou homogenni, bez kontaminujicich zarodki, hmyzu a
chemikalii.
¢ Ziskavani produkti obsaZenych v nesnadno péstovatelnych rostlinach.
e Ziskavani novych latek, které nebyly zjistény v matefskych rostlinach, v disledku
zmén metabolismu explantatovych rostlinnych bunék.
e Produkci biotransformaci, kdy zpomémé dostupnych substrati lze =ziskat

farmaceuticky vyznamné latky. (13)
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3.4. Elicitace

3.4.1. Schéma priibéhu stresové reakce

Poplachovd faze — po zacatku pulsobeni stresového faktoru dojde k poruseni
bunéénych struktur a funkei.

Restituéni faze — pokud intenzita plusobeni stresoru nepiekraCuje letaini droven,
dochézi k imobilizaci kompenza¢nich mechanismu.

Faze resistence — kompenzaéni mechanismy sméfuji ke zvySeni odolnosti rostliny
vidi plisobicim faktorim.

Féaze vyCerpani — pfi dlouhodobém a intenzivnim pisobeni stresového faktoru. (21)

3.4.2. Obranné reakce
K nejcastj$im zmeénam, které vedou ke zvySeni odolnosti vi€i stresovym
faktorim patii (21):
» Tvorba aktivnich forem kysliku.
» Tvorba osmoregulanich slouéenin (cukrii, polyalkoholi a jednoduchych
dusikatych latek).
» Tvorba stresovych fytohormont (kyseliny abscisové, ethylenu, kyseliny
jasmonové, metyljasmonové a polyaminu).
» Syntéza a hromadéni chemicky jednodusSich sluCenin s antibiotickym
u¢inkem. Tyto sekundarni metabolity s ochrannou funkei se u nékterych
druht vyskytuji trvale. Patfi k nim flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky a
alkaloidy, které byvaji souhrng oznafovany jako fytoncidy ¢i inhibitiny.

Mezi dali obranné reakce patii tvorba zvlastnich latek tzv. fytoalexind.
Uéinnou reakei na prinik patogent je tvorba ochrannych nekréz. Pii této tzv.
hypersenzitivni reakci dochdzi krozpadu membranového systému zvySenim
koncentrace reaktivnich volnych radikdli a peroxidu vodiku. Jinym typem obranné
reakce rostliny je zvySeni tvorby polysacharidu kalézy, ktery pak vypliiuje buiiky

v okoli infikovaného mista. (21)
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3.4.3. Elicitace, fytoalexiny

Elicitace je indukéni proces, pfi némZ pfiddnim vhodného elicitoru do Zivného
média dochazi k navozeni stresovych podminek. (16) Za stresové podminky se
povazuji vdechny situace, které vznikaji odchylkami Zivotniho prostfedi od
fyziologického standardu a které organismus zatéZuji. Dochazi ke zvy3eni hladiny
enzymil nebo k jejich aktivaci a ke zvySeni tvorby sekundarnich metabolita jako
obranného mechanismu rostlin.

Tkatova kultura pfi vystaveni stresu zaéne jako obrannou odpovéd’ produkovat
sekundarni latky tzv. fytoalexiny. Jsou to nizkomolekularni latky, které jsou uloZeny
bud’ v burikach rostlinnych kultur nebo vylouéeny do media.

Ve zdravé rostling€ nejsou pfitomny viibec, nebo jen ve velmi nizkych
koncentracich. Pronikaji pfes plazmatickou membrianu patogeni a zpisobuji
podkozeni membranovych funkci, Patfi sem napiiklad flavonoidy, terpeny, steroidy
aj. (18,19, 20)

3.4.4. Elicitory

Elicitor je podnét ke spusténi obranné reakce. VétSina obrannych reakci
rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych geni.. Elicitory obvykle neovliviiuji genovou
aktivitu pfimo, ale pomoci pfenade¢t signalu. (21)

Elicitory se déli do dvou skupin:

a) biotické — organické slou¢eniny

- celé patogenni i nepatogenni organismy, jejich asti (bakterie, viry, kvasinky,
mykoplazmata).

- organické molekuly parazitickych mikroorganisml, metabolity vyluCované
patogeny (oligosacharidy, peptidy, enzymy).

- endogenni konstitutivni elicitory (molekuly uvolilujici se z narusenych buné&k
rostliny — peptidy, enzymy)

b) abiotické — chemické a fyzikalni vlivy, které rostlinu stresuji

- nadbytek ionth soli

- toxické kovy a organicke latky

- detergenty
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- rostlinné ochranné prostiedky (pesticidy)
- nedostatek vody, kysliku a Zivin
- fyzikalni (UV zafeni, zm&ny pH a osmotického tlaku, extrémni teploty) (21, 22)

3.4.5. Podminky elicitace

Pro indukci tvorby sekundéarnich metabolitit musi byt splnény uréité podminky
pro vzdjemnou interakei elicitoru a bunééné kultury:
- volba vhodného elicitoru
- doba pusobeni elicitoru na kulturu
- optimalni koncentrace elicitoru
- volba vhodného rostlinného explantatu pro kultivaci
- staii kultury

- sloZeni Zivného média (23)

e ————— o
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3.5. Méd

3.5.1. Mineralni vyZiva rostlin

Veskera hmota rostlin je tvofena asimilaci jednoduchych anorganickych latek,
které jsou piijimény z vn&jsiho prostfedi. Asimilaci ionth rozumime jejich pfemé¢nu
ve struktury a udast v procesech rostliny, coZ je nezbytnym ptedpokladem vSech
vyvojovych procesti. Mineralni vyZiva rostlin zahrnuje témet vidy vyZivu viemi
prvky kromé& uhliku, vodiku a kysliku. Zahrnuje tedy prvky, které jsou ve formé
ionth piijimany kofeny.

Kvalitativng odpovida obsah prvki v rostlinach jejich vyskytu v kofenovém
substratu. (21) Casto zvySeny obsah prvku neni vidy poZadavkem rostliny, ale je
spi%e charakteristicky pro pldu, na niZ rostlina vegetuje. (24) Avsak kvantitativni
zastoupeni jednotlivych prvkidl vrostliné a vpudé muze byt naprosto rozdilné.
Obecné plati, Z¢ zvy3eni obsahu Zivin v pide¢ se projevi i zvy3enim obsahu
v rostlindch. Obsah prvki v rostlinach je ovlivnén také geneticky. Vyznamné jsou i
rozdily mezi jednotlivymi organy a pletivy.

K nejzékladngj§im funkcim prvkd patfi jejich vyuziti jako substratd
v biochemickych reakeich, kofaktorli enzymi, osmoticky aktivnich latek a poslu

v pfenadeném signélu. (21)

3.5.2. Méd’

Je esenciélni stopovy prvek. Hromadi se hlavné v listech, ve vyssi koncentraci
se vyskytuje také v dozravajicich semenech. Tvoii jednomocné a dvojmocné
kationty. M4 vyznamnou tlohu hlavné ve fotosyntéze, je soudasti primarniho donoru
elektronu ve fotosystému I. Podili se také na funkci oxidaz, dekarboxylaénich,
deaminadnich, hydrolytickych a jinych enzymu. Vysoka koncentrace médi inhibuje
elektronovy transport ve fotosyntéze. P¥i nedostatku medi dochazi ke zbrzdéni ristu,
projevi se chloréza mezi Zilnatinou listi a nekrotické skvrny. Nedostatek i nadbytek
médi negativné ovliviiuji schopnost fotosyntézy. Toxicita médi je zfejmé zplsobena
snadnym vstupem jejiho iontu do buiky a velkou schopnosti tvofit komplexy

s organickymi latkami. (25, 26, 27)
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3.5.3. Toxicita tézkych kovi

Tézké kovy jako Cd, Pb, Cu, Mg, Zn, Ni jsou, s vyjimkou velmi nizkych
koncentraci, pro rostliny toxické. Podstata toxicity spoiva v jejich vysoké afinité
k chemickym skupinam obsahujicim redukované formy siry, takZe inaktivuji enzymy
s volnymi skupinami —SH.

Zname dva zpusoby adaptace rostliny na vy$8i mnoZstvi t&Zkych kovu:
tolerance a rezistence.

Tolerance je schopnost snadet pfitomnost a puisoben{ t¢Zkych kovii. Podstatou
je jejich inaktivace vazbou na nizkomolekularni bilkoviny majici vysoky podil
cysteinu. Nazyvaji se fytochelatiny nebo metalotioneiny.,

Rezistence je schopnost omezit aZ vyloucit moznost ptisobeni té€Zkych kowi.
Rostlina omezi vstup ionth do bunék, transport do nadzemnich orgéni apod.

Armeraria maritina ssp. se vyzna€uje schopnosti akumulovat velkd mnoZstvi
médi, a to jak v kofenech, tak i v nadzemnich €astech rostliny. Méd’ je hromadéna
pfedeviim ve vakuoldch wve form& sraZenin, vnichZz je chelatizovina
polyhydroxyfenoly. Kromé toho je méd’ vylu€¢ovana na povrch listu.

Je snaha vyuZit rostliny k odstranéni t&€Zkych kovii z kontaminovanych vod i
pid. Proto je Zadouci spojit rychle rostouci rostliny se schopnosti zvysené akumulace
téZkych kovi. Vyskyt takovychto rostlinnych ,,superakumulatora® t€Zkych kovi by
viak mohl ohrozit jak pidni faunu, tak i mnohé herbivory. (21)
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pristroje

Laboratorni analytické vahy, Sartorius, Gottingen

Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno

Elektricka su$arna HS 31 A, Chirana, Brno

Laboratorni odstiedivka MPW 342, Med-Instruments, VarSava
Ultrazvukova lazeii Sonorex RK 100H, Bandelin Electronic, Berlin
Cerpadlo PU-2089, Jasco, Tokyo

Detektor diode array MD-2015, Jasco, Tokyo

Detektor fluorescenéni FP-2020, Jasco, Tokyo

Automaticky davkova¢ AS-2055, Jasco, Tokyo

Box s lamindrnim proudénim Fatran, Vyrobné druzstvo Pokrok, Zilina
Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

4.2. Chemikilie

acetonitril p. a. jodid draselny p. a.
dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. kyselina borita p. a.
dusi¢nan draselny p. a. kyselina nikotinova ¢.
dusi¢nan amonny p. a. kyselina fosfore¢na p. a.
chlorid kobaltnaty p. a. metanol p. a.

chlorid véapenaty p. a. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova p. a.
chlorid thiaminia puriss. benzylaminopurin p. a.
chlorid pyridoxinia puriss. molybdenan sodny p. a.
Myoinositol siran hofeénaty p. a.
skopoletin p. a. siran manganaty p. a.
glycin €. siran méd’naty p. a.
hydrolyzat kaseinu siran zine¢naty p. a.
sacharéza p. a. siran Zeleznaty p. a.

29




4.3. Tkanova kultura Angelica archangelica L.

4.3.1. Tkanova kultura
Pro pokusy byla pouZita desetiletd suspenzni kultura odvozena ze vzrostného
vrcholu intaktni rostliny Angelica archangelica L., péstované na zahradé lé¢ivych

rostlin farmaceutické fakulty. Kultura byla kultivovdna v tekutém Zivném médiu

podle Murashigeho a Skooga s pfidavkem 2 mg/] kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové a
0,4 mg/l benzylaminopurinu na roleru na svétle (svételna perioda 16 h svétlo/8 h

tma). PasaZovani bylo provadéno ve étrnéctidennim intervalu.

4.3,2. Kultivace tkanové kultury

Pro sledovani vlivu siranu méd’natého na produkci kumarini byla kultura
pfepasdZovana na Zivna média podle Murashigeho a Skooga bez siranu méd’'natého a
s pfidavkem siranu méd’'natého v koncentraci 0,025; 0,125; 0,25; 1,25; 2,5; 12,52 25
mg/l média a kultivovana &trnict dni na svétle (svételnd perioda 16 h svétlo/8 h tma).
Na konci kultivace byly kultury sklizeny, buiiky byly oddéleny od média odsatim za
snizeného tlaku, promyty destilovanou vodou a usu$eny za laboratorni teploty.

V usudenych burikach a v médiu byl stanoven obsah skopoletinu.

4.3.3. Zivné médium podle Murashigeho a Skooga

Slozeni Zzivného média vztaZené na 1 litr je nasledujici (29):

CaCl; . 2 H,O 440,00 mg
KNO; 1900,00 mg
MgS0,4 .7 H,0 370,00 mg
NH4NO; 1650,00 mg
KH>PO4 170,00 mg
FeSO4 . 7 H,O 27,84 mg
NaEDTA 37,34 mg
MnSO4 . 4 H,O 22,30 mg
ZnSQ4 . 7HO 11,50 mg
H3BO; 6,20 mg
KI 0,83 mg
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CuS0O4 .5 H,0 0,025 mg
Na;MoOy . 2 Hz0 0,25 mg
CoClL,. 6 H,O 0,025 mg
Myoinositol 100,00 mg
hydrolyzat kaseinu 1000,00 mg
glycin 2,00 mg
kyselina nikotinova 0,50 mg
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg
thiamin hydrochlorid 0,10 mg
sachar6za 30 000, 00 mg

Médium bylo sterilizovano v autokladvu po dobu 15 minut pii teploté 121 °C a
tlaku 0,1 MPa.

4.4. Stanoveni skopoletinu

Stanoveni skopoletinu v suspenzni kultuie Angelica archangelica L. bylo
provadéno vysokouginnou kapalinovou chromatografii s fluorimetrickou detekei.
Podminky stanoveni byly nésledujici: kolona Lichrospher RP18 (250 x 4 mm,
velikost &astic 5 pm) s piedkolonou ze stejného materialu; linearni gradient mobilni
faze A (acetonitril) ve fazi B (voda s obsahem 0,15 % kyseliny fosforetné) 5-29 %
od 0 do 20 minut, nasledné promyti kolony mobilni fazi 5 % acetonitrilu ve vod& s
0,15 % kyseliny fosfore¢né; rychlost eluce 1,2 ml/min; pocatecni tlak na koloné 15,9
MPa; davkovany objem vzorku 20 ul; excitaéni vinova délka 345 nm, emisni vinova

délka 450 nm.

Stanoveni skopoletinu v médiu
V médiich bylo stanoveni skopoletinu provadéno pfimo bez dalsi upravy
vzorku. Obsah skopoletinu byl pogitan z kalibracni kiivky a vyjadfovan v mg na litr

média.
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Stanoveni skopoletinu v butikach

UsuSené builky byly rozpraSkovany v tieci misce a extrahovany tiikrat 15 a
Jjedenkrat 10 minut metanolem v ultrazvukové lazni. Ziskané vyluhy byly spojeny a
doplnény v odmémé batice na 25 mi po rysku metanolem, promichény, odstiedény
(10 minut, 3000 ot/min.) a pouZity pro stanoveni obsahu skopoletinu. Obsah
skopoletinu v butikdch byl potitan z kalibradni kiivky a vyjadiovan vmg na g

susiny.

4.5. Statistické zpracovani

Statistické zpracovani naméfenych hodnot bylo provedeno na zaklad& t&chto

vzorcl (30):
1 n
aritmeticky prtimér: X =— xi
O
1 n
smérodatna odchylka: S = |{— ( xi — f)z
n i
| I rozsah souboru
: SN naméfené hodnoty
X.onn aritmeticky primér
Seviennn smérodatna odchylka
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S. Vysledky

Tabulka &.1: Vliv siranu m&d’natého na obsah kumarinii v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L.

Koncentrace Cu®* inté Obsah kumarini Smérodatna odchylka

[mgAl] [mg/g)

0,000 0,021 0,025
0,025 0,369 0,086
0,125 1,027 0,004
0,250 1,106 0,162
1,250 1,477 0,105
2,500 1,806 0,418
12,500 1,864 0,091
25,000 1,572 0,152
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Tabulka £.2: Vliv siranu m&d’natého na obsah kumarini v buiikich suspenzni

kultury Angelica archangelica L.

Koncentrace Cu®* ionti Obsah kumarini Smérodatni odchylka

[mg/l] [mg/g]

0,000 0,322 0,006

0,025 0,401 0,011

0,125 0,483 0,007

0,250 0,530 0,071

1,250 0,566 0,064

2,500 0,518 0,023

12,500 0,547 0,078
25,000 0,402 0,016
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6. Diskuse

Cilem kultivace rostlinnych kultur je zvy3eni produkce a dostupnosti
farmaceuticky vyznamnych sekundarnich metabolitt.

ZvySeni tvorby sekundarnich metabolitl je jednim z mechanismi, kterym
rostlinné buitky reaguji na zvy$enou koncentraci kovli v prostiedi. (31) Neni oviem
dostatedné zndma regulace sekundarniho metabolismu, tak se produkce Zadaného
metabolitu zvySuje empiricky, véti§inou zménami kultivaénich podminek. Nej¢astsji
se zasahuje do vyZivy tkanové kultury. (32)

V ramci své diplomové prace jsem sledovala vliv siranu méd’natého v osmi
ruznych koncentracich (0; 0,025; 0,125; 0,25; 1,25; 2,5; 12,5 a 25 mg/l) na produkci
kumarint suspenzni kulturou Angelica archangelica L. Suspenzni kultury byly
kultivovany na svétle.

Vysledky pusobeni siranu médnatého na suspenzni kulturu jsou shrnuty v
tabulkach €. 1 a €. 2 a zarovefi jsou zpracovany do grafu ¢. 1 a &. 2.

Z vyhodnoceni grafu €. 1 vyplyva, Ze zvy$eny obsah médi v Zivném médiu mél
pozitivni vliv na mnozstvi kumarini v médiu. Koncentrace kumarinii postupné
vzrista. Nejvy3sf hodnoty dosahuje pfi koncentraci siranu méd’natého 12,5 mg/l. PHi
této koncentraci je obsah kumarini pfiblizné o 406 % vyS$§i nez v kontrolni kultuie
(kontrolni kulturou je kultura s koncentraci siranu meédnatého 0,025mg/l). Poté
zaznamename opét pokles koncentrace kumarini. Pfi nulové koncentraci méd’natych
iontt doslo k poklesu obsahu kumarinti oproti kontrolni kultufe (o 94 %).

Z grafu ¢ 2 je také ziejmy narist obsahu kumarini v buiikach s rostouci
koncentraci siranu méd’'natého. Nejvy$§ich mnoZstvi kumarini dosahuji kultury
péstované pii koncentracich 1,25 az 12,5 mg/l siranu méd’natého. Pfi¢emzZ
nejmarkantnéj$i nariist obsahu kumarini je pfi koncentraci 1,25 mg/l (o0 41 % oproti
kontrolni kultuie).

Pfi nejvyssi koncentraci siranu méd’natého dochazi opét k poklesu mnoZstvi
kumarini pfiblizné na urovein kontrolni kultury. Pii nulové koncentraci obsah

kumarinii poklesl oproti kontrolni kultuie (o 20 %).
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Na kultufe Angelica archangelica L. byly jiZz testovany vlivy ionti

manganatych, kobaltnatych a nikelnatych jako potencidlnich elicitori produkce
kumarind. Produkce nebyla Zadnym kovem stimulovana. (31)

Vliv siranu m&d'natého jako abiotického elicitoru byl sledovan také na produkci
flavonoid v kalusové kultute Ornonis arvensis. Byl zaznamenan statisticky

vyznamny narust produkce flavonoidit. (33)
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7. Zavér

Cilem prace bylo zhodnotit vliv siranu méd’natého na produkci kumarint

suspenzni kolturou Angelica archangelica L.

Ze zjisténych vysledkd vyplyva, Ze siran méd’naty mé do urité koncentrace
pozitivni vliv na produkci kumarind. Obsah kumarinii v médiu vzriista s rostouci
koncentraci siranu méd’natého aZ do koncentrace 12,5 mg/l, a to 0 406 %. V butikach
mnoZstvi kumarinii vzristd a nejvy$Sich hodnot dosahuje vrozmezi koncentraci
1,25 12,5 g/l siranu méd'natého. Piitem? nejvetsi nariist obsahu kumarini je patrny
pii koncentraci 1,25 mg/l siranu m&dnatého, o 41 % oproti kontrole. Pi nulové
koncentraci produkce kumarint klesa.

Méd'naté ionty jsou vhodny elicitor produkce kumarinii suspenzni kulturou

Angelica archangelica L.
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