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Kapitola 1

Úvod

Poslední desetiletí jsou charakterizována rychlým rozvojem výzkumu chemických lé-
�civ a zavád�ením velkého mno�ství nových lék	u do praktického pou�ití. P�resto pro nás stále
z	ustávají cenná biogenní lé�civa, co� jsou produkty látkové vým�eny organism	u nebo jejich or-
gány, které se p�rímo nebo nep�rímo pou�ívají k lé�cebným ú�cel	um jako lé�civa, pomocné látky
nebo obvazové prost�redky [1].

Mezi jedny z nejd	ule�it�ej�ích p�rírodních látek pat�rí ty, které vznikají díky sekundárnímu
metabolismu (sekundární metabolismus p�redstavuje reakce vytvá�rející látky speci�cké pro
ur�cité taxony, zejména rostlinné, vyzna�cující se �casto ur�citým farmakologickým ú�cinkem) [1].

Významnou drogou pou�ívanou v urologických �cajovinách je Uvae�ursi folium. Obsa-
huje terapeuticky významný sekundární metabolit arbutin, který zde p	usobí jako mo�cové
desin�ciens. Byly prokázány jeho dal�í ú�cinky jako antimikrobiální, antitussický apod. Lze
jej získat izolací z intaktní rostliny nebo n�ekolikastup�novou chemickou syntézou. Ob�e cesty
jsou �casov�e a ekonomicky náro�cné [2]. Celosv�etov�e se zvy�ující poptávka po arbutinu, jeho
nízká toxicita a stále se roz�i�rující spektrum vyu�ití v medicín�e a kosmetice [3], [4], [5], [6],
vede k progresivn�ej�ím metodám jeho získání [7].

Jednou z t�echto metod je vyu�ití tká�nových (explantátových) kultur in vitro. Jedná se o
r	uzn�e velké, �ivotaschopné �cásti rostlinného organismu, p�estované po del�í dobu za aseptic-
kých podmínek v uzav�rených nádobách, obsahující vhodnou �ivnou p	udu [8]. Bohu�el tká-
�nová kultura Arctostaphylos uva-ursi arbutin, methylarbutin ani jejich aglykony neprodukuje
[9]. Proto byly provád�eny pokusy iniciovat tvorbu t�echto látek v kultu�re pomocí exogenních
prekurzor	u [2]. To se poda�rilo i u kultur dal�ích rostlinných druh	u [2], [10], [11], [12], [13].
P�ríkladem této schopnosti je kultura Datura meteloides, která se také stala p�redm�etem mého
zkoumání.
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Kapitola 2

�Re�ená problematika

Cílem mé diplomové práce je produkce arbutinu tká�novou kulturou Datura meteloi-
des za pou�ití metody transformace exogenn�e p�ridaného hydrochinonu do �ivného média.
Hydrochinon, který zde p	usobí jako prekurzor �ádaného metabolitu, byl p�ridáván v koncent-
racích 100 mg/l a 200 mg/l do kultiva�cního média na dobu 24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 hodin.
Pokusy byly provád�eny v suspenzních tká�nových kulturách p�ri denní sv�etelné period�e .

Výt�e�ek byl zji�t�en jednak kvalitativn�e za pomoci chromatogra�e na tenké vrstv�e (TLC)
a také kvantitativn�e na základ�e kapalinové chromatogra�e (HPLC).
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Kapitola 3

Teoretická �cást

3.1 Explantátové kultury

Vy��í rostliny jsou pova�ovány za d	ule�itý zdroj velkého mno�ství biochemických látek,
které slou�í jako lé�civa, pesticidy, ochucovací látky a v	un�e. Tradi�cn�e byly tyto substance získá-
vány p�rirozenou cestou extrakcí z celých rostlin. Z komer�cních d	uvod	u bylo zapot�rebí velké
mno�ství kultivovaných plodin (nap�r. p�ri získávání alkaloid	u z Catharanthus roseus). Mnoho
rostlinných produkt	u m	u�e být dnes produkováno té� chemickou syntézou, co� je metoda
více spolehlivá, konsistentní a efektivní. Rostlinné explantátové kultury v�ak poskytují alter-
nativní p�rístup, který m	u�e být za ur�citých podmínek p�rínosný: nap�r. pokud je p�estování rost-
lin slo�ité, kultiva�cní perioda je dlouhá nebo rostliny poskytují malý výt�e�ek. Jedná se té� o
p�rípad kdy nebylo dosa�eno chemické syntézy nebo pokud je to technicky problematické.
Metabolický výt�e�ek u explantátových kultur m	u�e významn�e p�revý�it výt�e�ek u mate�rských
rostlin [14].

Díky rozsáhlé enzymové aktivit�e rostlinných bun�ek doká�e explantátová kultura po p�ri-
dání exogenních prekurzor	u vyprodukovat jinak nedostupné látky. P�ri kultivaci in vitro do-
chází také k r	uzným selek�cním tlak	um, co� m	u�e vést ke zm�enám v metabolismu rostlinných
bun�ek a k získání zcela nových produkt	u. V první �rad�e v�ak slou�í k produkci speci�ckých
rostlinných látek ( nap�r. enzym	u, lektin	u), které lze získat jen z �ivých bun�ek [15].

Pro úsp�e�né odvození explantátové kultury je pot�reba získat sterilní �cást rostliny. V
praxi se pou�ívá dvou postup	u - vyp�estování rostliny ve zcela sterilních podmínkách, nebo
�etrná sterilizace �cásti rostliny vyp�estované za b�e�ných podmínek. Oba tyto p�rístupy mají své
výhody i nevýhody a jsou pou�ívány podle konkrétní situace (dostupnost materiálu) [16].

Po p�renesení získané sterilní �cásti rostliny (explantátu) na �ivnou p	udu zpevn�enou aga-
rem se na �rezu za�cne tvo�rit hojivé pletivo, které za optimálních podmínek stále nar	ustá . Tvo�rí
se tzv. primární kalus, který se po odd�elení p�renese na novou �ivnou p	udu a dále se kultivuje
(kalus) [16].

Aseptické podmínky chrání explantát p�red patogenními �ci prost�e konkuren�cními mi-
kroorganismy, které by jinak intenzivn�e vyu�ívaly tuto �ivnou p	udu a rostlinnou tká�n by vy-
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KAPITOLA 3. TEORETICKÁ �CÁST 4

hladov�ely nebo p�rímo zahubily svými toxiny [8].

3.1.1 Rozd�elení explantátových kultur

Kultury rostlinných explantát	u lze podle anatomické charakteristiky za�radit do n�ekteré
z následujících p�eti kategorií:

Kultura orgánová - orgánové systémy, orgány resp. jejich základy �ci �cásti, p�estované v pod-
mínkách in vitro zp	usobem, který umo��nuje jejich diferenciaci a v celku zachovává je-
jich stavbu a funkci [17].

Kultura tká�nová resp. kultura pletivová - do r	uzného stupn�e soudr�né, morfologicky desor-
ganizované mnohobun�e�cné komplexy tkán�e (pletiva), pomno�ované bud' na polotu-
hých �ci pevných nosi�cích, nasycených �ivným médiem nebo výjime�cn�e v tekuté �ivné
p	ud�e [17].

Kultura suspenzní - volné bu�nky a bun�e�cné shluky spole�cn�e pomno�ované suspendovány v
tekuté �ivné p	ud�e, promíchávané a provzdu��nované [17].

Kultura bun�e�cná resp. kultura volných bun�ek - volné jednotlivé a identi�kovatelné bu�nky,
respektive jejich nejbli��í potomstvo, pomno�ované v tekuté �ci polotekuté p	ud�e nebo
na nosi�ci nasyceném p	udou [17].

Kultura protoplastová - jedná se o rostlinné bu�nky zbavené bun�e�cné st�eny. Jejich povrch
tvo�rí pouze cytoplazmatická membrána [18].

Rostlinná tká�nová kultura, stejn�e jako kultury suspenzní �ci bun�e�cné, je heterogenní
sm�es bun�ek navzájem odli�ných svou morfologií i fysiologickou funkcí [17].

Manipulace s rostlinnými explantáty jsou umo�n�eny zejména vzhledem k vysoké rege-
nera�cní schopnosti mnohých rostlinných druh	u. Toto lze pozorovat nap�r. u hojení ran �ci kla-
sického vegetativního rozmno�ování. Také asepticky p�estovaná �cást rostlinného organismu,
a to dokonce jediná t�elní (somatická) bu�nka, m	u�e za ur�citých podmínek dát vznik celému
novému jedinci, geneticky shodnému s výchozí rostlinou, dárcem [8].

3.1.2 Suspenzní kultury

Pokud pot�rebujeme z kalusové kultury dále odvodit kulturu suspenzní, p�reneseme
�cást kalusu do tekutého média. Za stálého míchání vzniká suspenzní kultura, skládající se
v ideálním p�rípad�e z jednotlivých bun�ek [16]. Pou�ití tekutých médií umo��nuje bu�nkám
suspenze p�rímý kontakt s �ivným médiem, tak�e jeho jednotlivé slo�ky jsou jim rychle p�rí-
stupné. Snadný p�rístup �ivin a dobrá vým�ena dýchacích plyn	u v pohybujícím se médiu
umo��nuje velmi rychlý r	ust suspenzní kultury [18]. Za p�redpokladu m�enících se podmínek
kultivace (slo�ení média, hustota bun�e�cné suspenze atd.), lze tento jev charakterizovat tzv.
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r	ustovou k�rivkou. K�rivka nám gra�cky znázor�nuje závislost n�ekteré z r	ustových charakteris-
tik suspenze (�cerstvá hmotnost, po�cet bun�ek, su�ina atd.) na �case [18].

Pr	ub�eh k�rivky (viz obr. 3.1) je charakteristický pomalým r	ustem suspenzní kultury t�esn�e
po nao�ckování (lag fáze), velmi intenzivním nár	ustem v exponenciální fázi a poklesem pop�r.
úplným zastavením r	ustu ve stacionární fázi. R	ust bun�ek ve stacionární fázi je p�redev�ím
limitován nedostatkem �ivin, které byly vy�cerpány z média v pr	ub�ehu exponenciálního r	ustu
[18].

stacionární fáze 

exponenciální fáze 

počet buněk / ml 

doba kultivace (dny) 

lag 

fáze 

Obrázek 3.1: R	ustová k�rivka suspensní kultury

Po ur�cité dob�e je nutné kulturu pasá�ovat (subkultivovat), proto�e postupn�e dochází k
vy�cerpání média. P�ri pasá�ování se �cást bun�ek p�renese za sterilních podmínek na �cerstvou
�ivnou p	udu [16]. Pasá�ování je nezbytné provád�et na konci exponenciální fáze r	ustu, která
je charakteristická aktivním d�elením a r	ustem bun�ek. V exponenciální fázi není r	ust bun�ek
limitován exogenními faktory [18].

Díky rychlému r	ustu pat�rí suspenzní kultury k �casto vyu�ívaným prost�redk	um pro
zkoumání a získávání farmakologicky ú�cinných látek.

3.1.3 Slo�ení kultiva�cních médií pro explantátové kultury

Jedním z nejd	ule�it�ej�ích faktor	u ovliv�nujících r	ust a morfogenezi v tká�nových kultu-
rách rostlin je slo�ení kultiva�cního média.

Média pou�ívaná jak pro kultivaci bun�ek, tak rostlinných pletiv �ci orgán	u obsahují ob-
vykle následující slo�ky [18]:

Makroelementy - Dusík, fosfor, draslík, vápník, ho�r�cík a síra. Optimální koncentrace ka�-
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dého prvku pro dosa�ení maximální r	ustové rychlosti je zna�cn�e závislá na rostlinném
druhu [18].

Mikroelementy - �elezo, mangan, zinek, bór, m�ed' a molybden [18].

Zdroj uhlíku - Jako nej�cast�ej�í zdroj uhlíku a energie se pou�ívá sacharóza. V n�ekterých p�rí-
padech je mo�né sacharózu nahradit glukózou �ci fruktózou. Sacharidy se do médií do-
dávají z d	uvodu p�revá�n�e heterotrofní vý�ivy explantát	u, proto�e jejich schopnost au-
totrofní vý�ivy je velmi omezena [18].

Vitamíny - Normální rostlina si sama syntetizuje vitamíny nezbytné k jejímu r	ustu a vývoji
a také ke katalyzování �rady metabolických proces	u. Pro rostlinné bu�nky a pletiva kul-
tivovaná in vitro mohou být n�ekteré vitamíny limitujícím faktorem jejich r	ustu. Mezi
vitamíny nej�cast�eji pou�ívané v �ivných médiích pat�rí thiamin, kyselina nikotinová, py-
ridoxin a myo-inositol. Dále se pou�ívají biotin, kyselina listová, kyselina askorbová,
kyselina pantotenová, ribo�avin atd. Jejich p�rítomnost v médiích v�ak není v�et�inou
nezbytná [18].

Aminokyseliny a dal�í zdroje organického dusíku - P�resto�e jsou kultivované rostlinné
bu�nky schopny syntetizovat v�echny nezbytné aminokyseliny, m	u�e p�rítomnost n�ekte-
rých aminokyselin v �ivném médiu stimulovat r	ust explantát	u. Aminokyseliny slou�í
bu�nkám jako bezprost�rední zdroj dusíku nebo mohou být p�rímo vyu�ívány k syntéze
protein	u. Dusík se v organické form�e dodává do �ivných médií nej�cast�eji ve sm�esi
aminokyselin (nap�r. kasein hydrolyzát ). Velmi �casto se pou�ívá také L-glutamin, L-
asparagin, glycin a adenin [18].

Nede�nované organické slo�ky médií - R	ust explantátové kultury je mo�né �casto stimulo-
vat p�ridáním celé �rady organických extrakt	u jako nap�r. protein hydrolyzátu, kokoso-
vého mléka, kvasni�cného extraktu, sladového extraktu, extraktu z banán	u, pomeran-
�cové �ci raj�catové �t'ávy. Do médií se také n�ekdy dodává aktivní uhlí, které m	u�e mít jak
stimula�cní, tak inhibi�cní efekt na r	ust explantát	u [18].

Látky pou�ívané pro zpevn�ení média - Pro p�rípravu tuhých médií se nej�cast�eji pou�ívá
agar, který má oproti jiným gelizujícím látkám �radu výhod. Je-li nap�r. agar smíchán s
vodou, dojde k vytvo�rení gelu p�ri teplot�e 60-100 ◦C, který tuhne p�ribli�n�e p�ri 45 ◦C.
Agarové gely jsou tedy stabilní p�ri teplotách pou�ívaných ke kultivaci. Agar nereaguje
s ostatními slo�kami média a není rozkládán rostlinnými enzymy. Vedle agaru je mo�né
pou�ívat ke zpevn�ení média také agarózu, Phytagel a Gerlite, které p�redstavují synte-
tické látky. V p�rípad�e, �e není pou�ito pevné médium, je mo�né explantáty ��xovat� na
m	ustcích z �ltra�cního papíru, polyuretanové p�en�e, �cedi�cové vat�e (rockwool), perforo-
vaném celofánu nebo se pou�ívají tzv. �rafty� (Liferaft). Jedná se o plastové nosi�ce, do
kterých se upev�nuje polypropylenová membrána. Explantát se potom pokládá na mem-
bránu, která plave na povrchu tekutého kultiva�cního média [18].

R	ustové regulátory - R	ustové regulátory pou�ívané v kultiva�cních médiích je mo�né rozd�elit
do �cty�r základních skupin : auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisová. O charak-
teru r	ustu explantátové kultury nerozhoduje pouze koncentrace jednotlivých hormon	u,
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ale také jejich vzájemný pom�er. Mezi auxiny pou�ívané v explantátových kulturách rost-
lin pat�rí p�redev�ím kyselina indolyloctová (IAA), kyselina indolylmáselná (IBA), kyselina
dichlorfenoxyoctová (2,4 D) a kyselina naftyloctová (NAA). Auxiny stimulují r	ust kalusu
a bun�ek. Mezi cytokininy pat�rí benzylaminopurin (BAP), 6-dimethylaminopurin (2iP),
furfurylaminopurin (kinetin) a zeatin. Cytokininy stimulují bun�e�cné d�elení. V�et�ina ex-
plantát	u nevy�aduje p�rítomnost giberelin	u a kyseliny abscisové v médiu, ale u n�ekte-
rých druh	u mohou stimulovat jejich r	ust [18].

Ve v�ech p�rípadech je t�reba p�ri zhotovení �ivného média v�enovat pozornost koncent-
raci vodíkových iont	u. Oby�cejn�e se doporu�cuje pH 5,5 a� 6,0 [18].

V r	uzných fázích rozmno�ovacího cyklu má rostlina jiné po�adavky, proto musí být che-
mické slo�ení a fyzikální vlastnosti média odpovídající [18].
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3.2 Mo�nost vyu�ití explantátových kultur k produkci sekundár-
ních metabolit	u

3.2.1 Sekundární metabolity

V rostlinách probíhá soubor �ivotn�e d	ule�itých reakcí, který se ozna�cuje jako primární
metabolismus. Rostliny si pomocí tohoto procesu doká�í syntetizovat z p�rijmutých �ivin ne-
postradatelné slo�ky pro své t�elo (aminokyseliny, vitamíny, enzymy, nukleové baze, mem-
bránové lipidy apod.), tzv. primární metabolity. Ur�cité rostlinné taxony se vyzna�cují sekun-
dárním metabolismem, kdy dochází k dal�ím metabolickým reakcím vedoucím k p�retvá�rení
primárních metabolit	u na sekundární metabolity [18].

Pro sekundární metabolity je charakteristická tém�e�r nep�reberná rozmanitost jejich
chemických struktur, p�resto se v�ak dají uspo�rádat podle chemické p�ríbuznosti asi do pa-
desáti skupin [18]. Z nich je mo�no uvést nap�r. �avonoidy, glykosidy, kumariny, fenoly, terpe-
noidy, naftaleny, lignany atd. [1].

B�ehem �ivotního cyklu hraje sekundární metabolismus významnou roli v interakcích
rostliny s jejím okolím (nap�r. hmyz, mikroorganismy, jiné rostliny apod.) [19] [20] [21]. Mnoho
z nich je v rostlinách sou�cástí obranné odpov�edi na mikrobiální infekci a na útok býlo�ravc	u
[22]. Sekundární metabolity také hrají roli v reprodukci p�ri lákání opylova�c	u, jsou d	ule�itým
aspektem kvality potravin (chut', barva, v	un�e, . . . ) nebo jsou v podob�e rostlinných pigment	u
zodpov�edné za diverzitu kv�et	u. Mimo to se mnoho rostlinných sekundárních metabolit	u po-
u�ívá p�ri barvení, ochucování nebo jako v	un�e �ci insekticidy. Hlavním oblastí zájmu je v�ak
medicína, kde se vyu�ívá terapeutických ú�cink	u jednotlivých metabolit	u. Proto jsou tyto látky
tak zajímavým cílem v p�estování rostlin [19].

Místa vzniku a ukládání sekundárních látek nejsou toto�ná. Tvo�rí se v ur�citých pleti-
vech a orgánech, v protoplastech bu�nky, p�remíst'ují se do jiných bun�e�cných kompartment	u,
do vakuol nebo do st�en. Dal�í transport do jiných pletiv a orgán	u se d�eje vodivými pletivy. P�ri
transportu a na míst�e akumulace se mohou látky chemicky p�rem�e�novat vlivem odli�ných en-
zymových systém	u p	usobících v místech transportu a ukládání. Nap�r. hyoscyamin vytvá�rený
v ko�renech rostlin �celedi Solanaceae se v nadzemních orgánech epoxiduje na skopolamin [1]
[23].

3.2.2 Produkce sekundárních metabolit	u tká�novými kulturami

Produkce sekundárních metabolit	u mikroorganismy je u� dlouho ekonomicky vyu�í-
vána (antibiotika). Intaktní rostliny produkují ve srovnání s mikroorganismy mnohem �ir�í
spektrum sekundárních metabolit	u, z nich� mnohé mají význam ve farmacii, potraviná�rství
aj. [24].

Poznatek o totipotenci rostlinných bun�ek ( tj. �e obsahují kompletní genetickou infor-
maci výchozí rostliny) vedl k teorii o schopnosti tká�nové kultury produkovat stejné spektrum
sekundárních metabolit	u jako výchozí rostlina [16].
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Z kalusových a suspenzních kultur byly izolovány r	uzné rostlinné produkty v�cetn�e far-
maceuticky významných látek (tab. 3.1) [15] [22]. P�ríkladem je diterpenový alkaloid taxol,
který je obsa�en v k	u�re Taxus brevifolia. Jedná se o d	ule�itou látku u�ívanou v lé�cb�e rakoviny
prsu a vaje�cník	u. Proto�e je v intaktní rostlin�e obsa�en ve velmi malém mno�ství a jeho spo-
t�reba v medicín�e se zvy�uje , hledaly se jiné zp	usoby jak jej získat. Výsledkem se stala velmi
p�rínosná produkce taxolu explantátovými kulturami [12]. Stejným zp	usobem se získává tetra-
cyklický triterpenoid kukurbitacin E z tká�nových kultur Ecballium elaterium [25].

Také lze vyprodukovat úpln�e nové látky jako v p�rípad�e suspenzní kultury Rauwol�a ser-
pentina Benth., do které byl p�ri kultivaci p�ridáván ajmalin a následn�e tato kultura za�cala tvo�rit
indolový alkaloid 19-(S)-hydroxy-N-methylraumaclin [26].

Je-li výskyt �ádané látky vázán na struktury �ci fyziologický stav vyskytující se jen v ur-
�citém rostlinném orgánu, syntéza �casto probíhá jen v kultu�re odvozené z tohoto orgánu. To
bylo zji�t�eno nap�r. u Atropa bella-donna a Rauwol�a serpentina , kde tropany resp. reserpin,
produkuje pouze kalus odvozený z ko�rene [24].

Jiným p�ríkladem je antimalarická látka artemisinin, kterou lze získat z nediferencované
kultury. Bylo v�ak zji�t�eno, �e kalus, odvozený ze stonku, poskytuje mnohem vy��í produkci
[27].

I kdy� totipotence rostlinných bun�ek byla nezvratn�e prokázána, neznamená to, �e v ne-
diferencovaném stavu je bu�nka v�dy schopna tvorby v�ech enzym	u, nezbytných pro dráhy
sekundárního metabolismu. Anatomická diferenciace je �casto nezbytnou podmínkou pro-
dukce sekundárních metabolit	u. D	uvodem m	u�e být výhodné prostorové uspo�rádání en-
zym	u, kompartmentace enzymu a substrátu, existence prostoru pro ukládání produktu nebo
p�rítomnost speci�ckých organel. Prokázala se d	ule�itost kompartmentace pro separaci de-
grada�cních enzym	u od akumulovaného metabolitu ( v Allium alliinasy od alliin	u) [24].

Produkce sekundárních metabolit	u tká�novými kulturami je n�ekdy men�í ne� se o�ce-
kává. Proto si analýza faktor	u ovliv�nujících tuto syntézu zasluhuje velkou pozornost (blí�e o
této problematice v kapitole 3.2.3).

Nelze v�ak opomenout ekonomické faktory produkce, tj. získat rychle rostoucí kultury
s vysokými koncentracemi cenných látek. Kalusové kultury mají význam spí�e teoretický ne�
praktický, proto�e pomalu rostou. Jsou v�ak dobrými zdroji pro selekci vysoce produktivních
suspenzních kultur a krom�e toho mnoho farmaceuticky významných látek bylo zji�t�eno jen
v kalusových kulturách [15].
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Látka Ú�cinek Producent
Ajmalicin vasodilatans Catharanthus roseus
Antrachinony meziprodukty pro syntézu kancerostatik Morinda citrifolia,

Cassia tora
Berberin Thalictrum minus,

Coptis japonica
Diosgenin steroidní hormony Dioscorea deltoidea
Ginsenosidy adjuvans, tonikum Panax ginseng
Chinin antimalarikum Cinchona ledgeriana
Kodein analgetikum Papaver somniferum
Kofein stimulans, kardiotonikum Camelia sinensis,

Coffea arabica
Mor�n analgetikum Papaver somniferum
Reserpin antihypertenzivum Rauwol�a sp.
Saponiny Panax ginseng
�ikonin Lithospermum erythrorhizon
Taxol Taxus brevifolia
Thebain syntéza mor�ových alkaloid	u Papaver bracteatum
Ubichinon-10 kardiotonikum Nicotiana tabacum
Vinkristin antileukemikum Catharanthus roseus
Visnagin kardiotonikum Ammi visnaga

Tabulka 3.1: Rostlinné sekundární metabolity a jejich mo�né pr	umyslové vyu�ití
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3.2.3 Mo�nost ovlivn�ení produkce sekundárních metabolit	u

Vyu�ití tká�nových kultur je velmi efektivním �re�ením. Na produkci sekundárních me-
tabolit	u nemá vliv po�casí, ro�cní doba ani ne�ádoucí biologické vlivy (mikroorganismy, hmyz
apod.). Je mo�né kultivovat rostliny bez ohledu na jejich p	uvod [16].

Problémem je ov�em skute�cnost, �e intaktní rostlina je diferencována jak v �case, tak i
v prostoru. To znamená, �e sekundární metabolismus zahrnující biosyntézu, transport, vzá-
jemnou p�rem�enu, odbourávání, akumulaci a p�rípadn�e exkreci zna�cného po�ctu sekundárních
metabolit	u, probíhá pouze b�ehem ur�citých omezených vývojových stádií organismu. Navíc v
intaktní rostlin�e tyto procesy podléhají slo�ité regulaci. Jen z�rídka jsou sekundární metabo-
lity tvo�reny ve v�ech orgánech a b�ehem celého �ivotního cyklu rostliny. P�revedení rostliny do
tká�nové kultury je pro bu�nky stresujícím faktorem, proto se �casto stává, �e tká�nová kultura
�ádanou látku neprodukuje v	ubec nebo jen ve velmi nízké koncentraci, p�rípadn�e produkuje
n�eco jiného [16].

Poslední p�rípad je pom�ern�e �castý a je d	usledkem poruch v regula�cním mechanismu,
které vedou ke zm�en�e nebo blokád�e metabolických drah. Pro p�rekonání t�echto potí�í a zís-
kání vysoce produk�cních kultur bylo vypracováno n�ekolik obecných postup	u [16] :

Selekce vysoce produk�cních kultur - Cílem je vybrat rostlinu, produkující co nejv�et�í mno�-
ství �ádaných látek nebo pro p�rípad biotransformace, rostlinu s co nejv�et�í rychlostí
p�rem�eny �ádaných metabolit	u (nap�r. produkce berberinu tká�novou kulturou Coptis ja-
ponica [28]). I kdy� tento krok není sám o sob�e zárukou úsp�echu, vytvá�rí pro n�ej alespo�n
dobré p�redpoklady [16].

Optimalizace kultiva�cních podmínek - Jde o celou �radu faktor	u, jejich� zm�ena m	u�e (ale
nemusí) ovlivnit biosyntetické mo�nosti tká�nových kultur �ádaným sm�erem. P�ríkla-
dem m	u�e být optimalizace slo�ek �ivného média (nap�r. zlep�ení produktivity Taber-
naemontana divaricata [28]), pH, aerace, sv�etla, teploty, r	ustových regulátor	u atd. Tato
optimalizace se samoz�rejm�e provádí pro ka�dou kulturu zvlá�t' [16].

Vliv prekurzor	u - P�ridání vhodného prekurzoru umo�nilo zvý�it v celé �rad�e p�rípad	u pro-
dukci �ádané látky [16].

Selekce bun�e�cných linií - Po optimalizaci podmínek pro kultivaci se získané tká�nové kultury
d�elí na jednotlivé bu�nky (�ci spí�e malé bun�e�cné agregáty) , které se dále kultivují. Z takto
vzniklých kultur se vybere nejproduk�cn�ej�í, ta se op�et vysévá a celý postup se opakuje
a� do dosa�ení �ádaného výsledku [16].

Metabolické in�enýrství - metabolické in�enýrství m	u�e být vyu�ito mnoha zp	usoby ke
zlep�ení výt�e�ku a podle r	uzných zp	usobu rozli�ujeme metody :

1. Mutace - Pou�ívá se celé �rady chemických �cinidel a UV zá�rení. Nap�r. tok uh-
líku sm�erem k �ádanému produktu m	u�e být zvý�en. Toho lze dosáhnout pomocí
krok	u, které ovlivní rychlost reakce, nebo blokováním kompetitivních drah. Jinou
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mo�ností je blokování katabolismu, co� m	u�e být d	ule�itý faktor. Nap�r. v bun�e�c-
ných kulturách Catharanthus roseus bylo zji�t�eno, �e rychlost biosyntézy ajma-
licinu je podobná rychlosti katabolismu. Katabolismus nebo kompetitivní dráhy
mohou být blokovány antisense geny. Pro zvý�ení aktivity enzymu jsou nutné
sense geny. Tyto geny mohou být p�rímo z dané rostliny, z jiné rostliny nebo z ji-
ného organismu, nap�r. mikrobiální geny [28]. Bohu�el zásah do metabolismu je
velmi komplexní, a mo�nost uspokojivé predikce výsledku tudí� malá. Nejv�et�ího
úsp�echu bylo tímto zp	usobem dosa�eno p�ri získání vysoce produk�cního kmene
tká�nové kultury Panax ginseng [16] [29].

2. Rostlinné geny v jiných rostlinách - byla zkoumána biosyntéza terpenoidních in-
dolových alkaloid	u a klonována �rada gen	u, s kterými byly provád�eny r	uzné expe-
rimenty ohledn�e jejich exprese. Zejména geny kódující tryptofan dekarboxylázu
(TDC) strictosidin syntházu (STR) se projevily v r	uzných rostlinách a rostlinných
bu�nkách. Nap�r. výsledkem exprese tdc-genu v rostlinách tabáku vede k produkci
tryptaminu (Goddijn et al. 1994). Tento nový produkt byl získán ve výt�e�ku a�
1% suché váhy. P�ritom nebyl zaznamenán vzr	ust aktivity enzymu anthranilát syn-
tházy, co� je první enzym vedoucí k produkci tryptofanu jako�to substrátu pro TDC
[28].

3. Rostlinné geny v mikroorganismech - rostlinné sekundární metabolity jsou výsled-
kem dlouhých drah zahrnujících velké mno�ství enzym	u a velké mno�ství gen	u.
Proto je exprese kompletní cesty rostlinných sekundárních metabolit	u v mikroor-
ganismech nepravd�epodobná. Pouze u krátkých drah je to mo�né, ale za p�redpo-
kladu, �e mikroorganismy poskytnou nezbytné prekurzory nebo pokud jsou tyto
prekurzory p�ridávány do jejich �ivného média. Byl vydán patent na produkci ter-
penoidních indolových alkaloid	u transgenními kvasinkami u nich� do�lo k expresi
gen	u kódujících strictodin syntházu a strictosidin glukosidázu. Na základ�e p�ri-
dávání tryptaminu a sekologaninu do �ivného média za�caly kvasinky produkovat
strictosidin a ten uvol�novat do média. Bylo pozorováno pouze velmi malé mno�-
ství kathenaminu, které je tvo�reno ze strictosidinu pomocí glukosidázy. Bohu�el
secologanin není komer�cn�e dostupný a touto cestou by to bylo �nan�cn�e náro�cné.
Zjistilo se v�ak, �e kvasinky velmi dob�re rostou na médiu s obsahem �t'ávy z bobulí
Symphoricarpus albus, která není jen výborným zdrojem karbohydrát	u pro kva-
sinky, ale obsahuje kolem 1-2% sekologaninu. U transgenních kvasinek rostoucích
na tomto médiu bylo pozorováno, �e vyprodukovaly a� kolem 2g/l média stricto-
sidinu, bez jakýchkoli pokus	u vylep�it produktivitu [28].

4. Mikrobiální geny v rostlinách - kyselina salicylová pat�rí v rostlinách k d	ule�itým
signálním molekulám, která je sou�cástí obranného systému. Kyselina salicylová
je v rostlinách odvozena z fenylalaninu cestou kyseliny sko�ricové a benzoové . V
mikroorganismech je v�ak tvo�rena z chorismátu cestou p�res isochorismát (kataly-
zování enzymem isochorismát syntházou) a následn�e je isochorismát p�rem�en�en
v kyselinu salicylovou pomocí enzymu isochorismát pyruvát lyasy. Geny kódující
tyto enzymy byly p�reneseny do tabáku a takto vzniklá transgenní rostlina za�cala
produkovat kyselinu salicylovou v takovém mno�ství, ze to zvý�ilo resistenci proti
primární infekci virem tabákové mozaiky [28].
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Diferenciace - V celé �rad�e p�rípad	u se potla�cení morfologické diferenciace v tká�nových kul-
turách zobrazí sní�ením produkce sekundárních metabolit	u. Pokud je tká�nové kultu�re
dovoleno dosáhnout jistého stupn�e diferenciace (nap�ríklad tvorba výhonk	u nebo ko-
�ren	u u kalusu) , m	u�e dojít ke zvý�ení produkce [16]. P�ríkladem úsp�echu je získání vy-
soké produkce tropanových alkaloid	u z Atropa bella-donna, které nejsou produkovány
v suspenzních kulturách, ale vyskytují se ve velkém mno�ství v kulturách odvozených z
ko�renových vlásk	u [28].

Elicitace - biologické elicitory jsou slou�ceniny biologického p	uvodu schopné vyvolat obran-
nou odpov�ed' proti infekci [28]. V laboratorních podmínkách se jako elicitor	u pou�ívá
kompletních homogenát	u inaktivovaných kultur mikroorganism	u - bakterií a hub. Eli-
citory p	usobí jako jakýsi stresový faktor vyvolávající obrannou reakci bun�ek zalo�enou
na produkci sekundárních metabolit	u [18]. Jako p�ríklad obranné reakce je produkce
fytoalexin	u. Fytoalexiny jsou nízkomolekulární slou�ceniny s antimikrobiální aktivitou,
které jsou tvo�reny a akumulovány v rostlinných bu�nkách po mikrobiální infekci [28].
Tyto látky mají bakteriostatické, fungistatické a cytostatické ú�cinky. Produkce sekun-
dárních metabolit	u m	u�e být vedle biotických elicitor	u stimulována také elicitory abi-
otickými (nap�r. UV-zá�rení, chlad, vysoká teplota, soli t�e�kých kov	u, zm�eny pH, zm�eny
osmotického potenciálu apod. [18].

Dvoufázový systém - v rostlinných bu�nkách je místo syntézy a místo usklad�nování sekun-
dárních metabolit	u separované v kompartmentech. Nap�r. akumulace monoterpen	u v
kultu�re Mentha je v�et�inou spojena s p�rítomností vysoce specializovaných struktur za-
hrnující sekre�cní a akumula�cní elementy, nap�r. olejové �lázky, �laznaté trichomy nebo
�laznatý epidermis. V nediferencovaném kalusu nebo suspenzní kultu�re tato místa aku-
mulace chyb�ejí. P�ridání um�ele vytvo�rených míst pro akumulaci sekundárních metabo-
lit	u se ukázalo být velmi efektivním nástrojem pro zvý�ení biosyntetické produkce. Po-
kud vytvo�rený produkt zp	usobuje zárove�n zp�etnovazebnou inhibici nebo intracelulární
degradaci, odstran�ením a sekvestrací produktu v t�echto um�ele vytvo�rených kompart-
mentech m	u�e zvý�it celkový výt�e�ek. Takovýto dvoufázový systém doká�e akumulovat
dokonce jen stopy sekundárních metabolit	u z kultiva�cního média a vyhne se tak zp�et-
novazebné inhibici. Dal�ím p�rínosem je mo�nost vylep�ení uvol�nování sekundárních
metabolit	u z kultury [30] [31].

Biotransformace - biotransformace pat�rí k velmi perspektivním metodám z hlediska ovliv-
n�ení produkce sekundárních metabolit	u. Více viz 3.2.4

3.2.4 Biotransformace

Pojem biotransformace zahrnuje p�rem�enu prekurzoru, resp. substrátu na produkt. Po-
kud po�adujeme od kultury dané slou�ceniny, p�ridávají se prekurzory t�echto slou�cenin ke kul-
tu�re a po ur�citém �case se odebírají produkty transformace [2] [22]. Schopnost bun�e�cných
rostlinných kultur biotransformovat exogenn�e p�ridávané slou�ceniny nabízí velký potenciál
vzhledem k p�rirozeným a syntetickým chemikáliím [30] [32] . Rostlinné enzymy jsou schopné
katalyzovat regio- a stereospeci�cké reakce, proto jsou vyu�ívány p�ri získávání po�adovaných
produkt	u [30]. Nap�r. bun�e�cné kultury Nicotiana tabacum redukují monoterpen menthon ve
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form�e S-menthonu a neakceptují isomer (iso-menthon) [12] nebo bun�e�cná kultura Phyto-
lacca americana, která doká�e redukovat keton a zingeron maliníku a regioselektivn�e je hyd-
roxylovat a glukosylovat na ß-glykosidy [33]. Rostlinné bun�e�cné kultury mohou také poslou-
�it jako modelový systém pro studium metabolických drah [30]. Znalost metabolických drah
usnad�nuje nalezení vhodných prekurzor	u, které umo��nuje syntézu �ádané látky zvý�it [2].

Zenk et al. [34] uvád�ejí základní podmínky pro zabudování prekurzoru do �ádaného
produktu :

• p�rítomnost enzymu schopného inkorporace prekurzoru

• produkt musí být tvo�ren rychleji ne� je metabolizován

• kultura musí dodávaný prekurzor tolerovat

Jako substráty pro biotransformace se mohou vyu�ívat [35]:

1. Látky rostlin�e obvykle nedostupné, tj. syntetické látky, chemické analogy �ci sekun-
dární metabolity jiných rostlinných druh	u, jejich� transformaci lze vysv�etlit jako de-
toxika�cní reakci. P�ríkladem t�echto substrát	u je biokonverze exogenn�e p�ridaného 3-
demethylthiocolchicinu na thiocolchicosid suspenzní kulturou Centella asiatica [36],
dále p�rem�ena bufalinu na 3-epi-telocinobufagin a 3-epi-bufalin-3-O-ß-d-glukosid
suspenzní kulturou Platycodon grandi�orus [37] nebo konverze prenylalkohol	u (gera-
nylgeraniol, farnesol, geraniol) na prenylkarboxylové kyseliny (kyselina geranylgerano-
ová, farnesoová, geranoová) suspenzní kulturou Cucurbita maxima [38].

2. �P�rirozené substráty�, tj. látky b�e�n�e se v rostlinách vyskytující . P�ríkladem je kultura
Digitalis lanata, která doká�e biotransformovat kardioglykosidy s relativn�e vysokými
výt�e�ky. Bylo zji�t�eno , �e izolované a optimalizované bun�e�cné kultury jsou schopny
p�rem�enit 3-methyldigitoxin na vhodn�ej�í 3-methyldigoxin hydroxylací substrátu [12].
Nebo nap�r. kultura odvozená z ko�renových hlízek genotypu Taxus x media �'Sargentii�
biotransformuje 10-deacetylbaccatin III (10-DAB) n�ekolikastup�novým procesem na ta-
xol [39].

V mnoha p�rípadech vede dodání exogenních prekurzor	u ke zvý�ení biosyntézy pro-
duktu, na druhé stran�e ale u mnoha kultur z	ustane p�ridání prekurzoru bez odezvy. V p�rípad�e
pou�ití prekurzor	u je nutno ov�e�rit jejich akceptovatelnost, zjistit jejich optimální hladinu, kdy
p	usobí, a aplikovat je p�resn�e v té r	ustové fázi, kdy jsou ú�cinné [2].

Biotransformace m	u�e být realizována i kulturou, v ní� je celá biosyntetická sekvence
poru�ena, ale enzym schopný zprost�redkovat �ádanou díl�cí reakci je tvo�ren v dostate�cném
mno�ství [2]. Tak tomu je nap�r. u kultury Datura meteloides, která doká�e po p�ridání hydro-
chinonu do �ivného média vytvo�rit arbutin, a�ckoliv to není její p�rirozený sekundární meta-
bolit a intaktní rostlina jej sama o sob�e nikdy netvo�rí [11].

Tento p�rístup má zásadní význam ve farmaceutickém pr	umyslu, kde m	u�e v kombi-
naci s organickou syntézou usnadnit p�rípravu nových analog	u známých lé�civ, která by m�ela
sní�enou toxicitu �ci zvý�ený terapeutický ú�cinek, nebo pro vyu�ití n�ekterých surovin, jejich�
chemické zpracování není mo�né nebo je ekonomicky nevýhodné [2].
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3.3 Dal�í vyu�ití explantátových kultur

Moderní zem�ed�elské technologie stále �cast�eji vyu�ívají explantátové kultury p�redev�ím
v následujících oblastech :

• Ozdravování rostlin a produkce bezvirózního rostlinného materiálu.

• Masová produkce geneticky identického materiálu cestou mikropropagace.

• Rychlé namno�ení nov�e vy�lecht�ených odr	ud.

• Uchovávání genobanky jednotlivých druh	u, kultivar	u atd.

• Produkce haploidních rostlin jako výchozího materiálu pro �lechtitelské programy.

Z komer�cních d	uvod	u se explantátové kultury v�et�inou uplat�nují p�ri mikropropagaci
okrasných druh	u rostlin a ovocná�rsky významných druh	u rostlin a zeleniny. [18]. Zde mohou
být vegeta�cní vrcholy, postranní pupeny, �cásti stonk	u, list	u, ko�rene, reproduk�cní �cásti (jako
mikrospory, vají�cka, embrya jako� i jednotlivé bu�nky a protoplasty) krátkodob�e kultivovány
in vitro a za ur�citých podmínek dop�estovány v nové rostliny [40].

Aplikace explantátových kultur ve �lechtitelských programech se týká zejména geno-
vého in�enýrství, kde se pracuje s rekombinantní DNA . Postupn�e byly vypracovány metody
vná�ení jen p�resn�e vymezené genetické informace (jednotlivých gen	u) do vhodných bun�ek, s
cílem doplnit danou odr	udu o �ádané vlastnosti nebo snaha napravit ur�cité negativní znaky
(nap�r. malá odolnost jinak velmi dobré odr	udy v	u�ci n�ekterému patogenu) [18].

3.4 Arbutin

Arbutin je terapeuticky významný sekundární metabolit, který se svou strukturou �radí
mezi fenolické glykosidy [2]. Glykosidy jsou látky skládající se z cukerné a necukerné slo�ky.
Necukerná �cást molekuly se nazývá aglykon �ci genin. Arbutin se tedy skládá z hydrochinonu
jako�to necukerné slo�ky a dále z D-glukózy (viz obr. 3.2) [23].

Aromatické jádro tohoto fenolického glykosidu je odvozeno od prekurzor	u tvo�rených
cestou kyseliny �ikimové [23]. Do té�e skupiny fenolických glykosid	u jako arbutin pat�rí gly-
kosid salicin z drogy Salicis cortex (antirevmatikum). N�ekteré po�cáte�cní prekurzory t�echto
glykosid	u jsou shodné (viz obr. 3.3) [2].

Arbutin je obsahovou látkou drogy Uvae-ursi folium. Mate�cnou rostlinou je Arctosta-
phylos uva-ursi (L.) (medv�edice lé�civá) z �celedi Ericaceae. V listech této rostliny je podle p	u-
vodu a doby sb�eru obsa�en v mno�ství 3 - 12% [23].

Droga Uvae-ursi folium je sou�cástí urologických �cajových sm�esí, kde p�rítomný arbutin
p	usobí jako mo�cové desin�ciens [23]. Antimikrobiální ú�cinnost arbutinu je v�ak závislá na
uvoln�ení hydrochinonu z molekuly. Arbutin lze roz�t�epit p	usobením ß-glukosidasy nebo ky-
selinami, a to na hydrochinon a D-glukosu. Patogenní bakterie zp	usobující infekce mo�cových



KAPITOLA 3. TEORETICKÁ �CÁST 16

Obrázek 3.2: Tvorba arbutinu z hydrochinonu

cest se vyzna�cují ß-glukosidasovou aktivitou a pomocí autocidního p	usobení na látku doká�í
hydrochinon uvolnit. Byla zji�t�ena p�rímá závislost antibakteriálního p	usobení arbutinu na
stupni enzymové aktivity mikroorganism	u [6].

Také byl prokázán antitussický efekt arbutinu [4].

Pro �eny asijských zemí se stává velmi atraktivní kosmetika obsahující látky zesv�etlu-
jící k	u�i. Hyperpigmentace je zp	usobená nadm�ernou syntézou melaninu. Prekurzorem mela-
ninu je tyrosin a tato p�rem�ena je zprost�redkována enzymem tyrosinasou, která je limitujícím
faktorem pro rychlost d�eje. Látky s podobnou strukturou jako tyrosin p	usobí jako kompeti-
tivní inhibitory tyrosinasy. A proto se vyu�ívají p�ri lé�cb�e abnormální pigmentace a jako látky
zesv�etlující k	u�i. Mezi inhibitory tyrosinasy pat�rí práv�e arbutin, deoxyarbutin a nov�e také es-
ter arbutinu a kyseliny undecylenové [41] [42].

Získání drogy Uvae-ursi folium z polních kultur je velmi obtí�né, proto se výzkum
zam�e�ril na získávání této biologicky aktivní látky z tká�nových kultur. Znalost metabolic-
kých drah usnad�nuje nalezení vhodných prekurzor	u, které umo�ní syntézu �ádané látky.
V intaktní rostlin�e Arctostaphylos uva-ursi je arbutin tvo�ren z tyrosinu p�res kyselinu 4-
hydroxybenzoovou a hydrochinon. Tká�nová kultura Arctostaphylos uva-ursi arbutin, methy-
larbutin ani jejich aglykony neprodukuje [9], proto se za�caly k produkci t�echto látek zkou�et
jejich prekurzory (tyrosin, kyselina 4-hydroxybenzoová a hydrochinon). Byly testovány jejich
r	uzné koncentrace, nejvhodn�ej�í doba podání prekurzor	u a r	uzné �casové intervaly p	usobení
prekurzor	u. Bylo zji�t�eno, �e v tká�nové kultu�re Arctostaphylos uva-ursi neprobíhá dekarbo-
xylace kyseliny 4-hydroxybenzoové na hydrochinon. Následná glykosylace hydrochinonu na
arbutin byla prokázána [7]. Schopnost transformovat vý�e jmenované prekurzory na arbu-
tin se poda�rilo dále prokázat u kultur Datura meteloides, Datura innoxia, Rhodiola rosea,
Rheum palmatum, Leuzea carthamoides,Leonurus cardiaca, Coronilla varia, Brassica olera-
cea, Bergenia crassifolia a Bellis perenis, p�ri�cem� procento arbutinu dosa�ené transformací
hydrochinonu kulturami rodu Datura odpovídá procentuálnímu obsahu v intaktní rostlin�e
medv�edice lé�civé [10] [11]. Biotransformace hydrochinonu na arbutin byla popsána rovn�e�
kulturami Rauwol�a serpentina, Schizandra chinensis a Catharanthus roseus [12] [13].
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Obrázek 3.3: Biosyntetické pochody p�ri tvorb�e arbutinu a salicinu



Kapitola 4

Experimentální �cást

4.1 P�rístroje

• Laboratorní analytické váhy AND Helado s.r.o.

• P�resné váhy Kern 572

• Horkovzdu�ný sterilizátor Chirana IP 21

• Box s laminárním proud�ením Holten LaminAir (HV MINI)

• Su�árna Memmert

• Silufol R© UV 254 sklárny Kavalier, závod Votice

• UV lampa CAM AG

• UV/VIS detektor PU 4110 Philips

• Multichannel detektor DAD PU 4021 Philips

• Pumpa PU 4110 Philips

• P�redkolona 30× 3mm CGC SGX C18, velikost �cástic 10 µm (Tessek Praha)

• Kolona 250× 4mm Purospher Star RP-18 endcapped, velikost �cástic 5 µm (Merc, Darm-
stadt)

4.2 Chemikálie

• 2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina, Merc

• N6-benzyladenin, Merc

• 4-methoxyfenol, Fluka AG

18
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• Arbutin pro laboratorní ú�cely, Roth

• Methylarbutin izolovaný na kated�re farmaceutické botaniky a ekologie

• Hydrochinon p.a., Lachema

• 4-aminoantipyrin �cistý, Chemapol

• Hexakyano�elezitan draselný p.a., Lachema

• Amoniak vodný roztok min. 25% p.a., Lachema

• Methanol p.a., Lachema

• Chloroform p.a., Lachema

• Methanol gradient grade for liquid chromatography

• Ethanol 96%

• Glycin p.a., Lachema

• Kyselina nikotinová �cistá, Lachema

• Thiamin hydrochlorid B.P., Koch-Light Laboratories Ltd.

• Pyridoxin hydrochlorid DAB 6, Loba Chemie

• Kyselina chlorovodíková, Lachema

• Myo-inositol, Sigma

• Hydrolyzát kaseinu, Sigma

• Sacharosa p.a., Lach-Ner

• Agar noble difco laboratories, Detroit

4.3 Pou�itý biologický materiál

Pro svou diplomovou práci jsem pou�ila tká�novou kulturu Datura meteloides (47.-49.
pasá�), na ní� jsou provád�eny pokusy na kated�re Farmaceutické botaniky a ekologie Farma-
ceutické fakulty Univerzity Karlovy ji� �radu let.

Tuto kulturu jsem p�estovala na �ivném médiu dle Murashigeho a Shooga [43]:
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Slo�ení Mno�ství v mg/l

Makroprvky
NH4NO3 1650,0
KNO3 1900,0
CaCl2 · 2H2O 440,0
MgSO4 · 7H2O 370,0
KH2PO4 170,0

Roztok komplexních solí �eleza
Na2EDTA 37,3
FeSO4 · 7H2O 27,8

Mikroprvky
H3BO3 6,2
MnSO4 · 4H2O 22,3
ZnSO4 · 7H2O 11,5
KI 0,83
Na2MoO4 · 2H2O 0,25
CuSO4 · 5H2O 0,025
CoCl2 · 6H2O 0,025

Vitamíny
Nikotinová kyselina 0,5
Pyridoxin ·HCl 0,5
Thiamin ·HCl 0,5
Glycin 2,0

Dal�í p�rísady
2,4-D 1,0
Sacharosa 30000,0
Hydrolyzát kaseinu 1000,0
Inositol 100,0

Tabulka 4.1: Pou�itý biologický materiál

4.4 Biotransforma�cní pokusy

Experiment jsem zahájila odebráním kalus	u kultury Datura meteloides kultivované 3
týdny na pevné �ivné p	ud�e s p�rídavkem 2,4-D. Po mechanickém rozdrobn�ení jsem kalusy
(v�dy asi 1 cm3) p�renesla do tekutého �ivného média stejného slo�ení. Do takto vzniklé
suspenzní kultury jsem p�ridala prekurzor arbutinu-hydrochinon, a to ve dvou koncentracích
(100 mg/l a 200 mg/l). Hydrochinon byl v kontaktu se vzorky jen po ur�citou dobu. Tato �cást
pokusu probíhala na t�repa�ckách, aby byly vzorky dostate�cn�e provzdu�n�eny, co� je �ádoucí
pro optimální pr	ub�eh biotransforma�cní reakce.
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Postupn�e jsem vzorky kultury z média odebírala po 24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 hodi-
nách tak, �e od�ltrovaný kalus jsem nechala su�it a �ivné médium jsem podrobila TLC ana-
lýze.

Usu�ený a rozm�eln�ený kalus jsem rozd�elila podle �cas	u a podle koncentrace hydrochi-
nonu celkem do 14 zkumavek a poté jsem vzorky extrahovala. Získané extrakty jsem pou�ila
jednak k TLC analýze a jednak k HPLC analýze arbutinu.

Ve�keré pokusy a analýzy byly provád�eny také se slepými vzorky.

4.5 Analýza obsahových látek

P�ríprava extraktu: Od�ltrovaný kalus jsem na Petriho miskách su�ila p�ri pokojové teplot�e.
Poté jsem usu�ené vzorky odvá�ila (0,250g � viz tab. 4.2) a extrahovala 5 ml 96% ethanolu za
studena po dobu 48 hodin. Po 48 hodinách jsem vzorky p�re�ltrovala a extrakt nechala odpa�rit
a provedla ztrátu su�ením (viz tab. 4.3) .

Doba p	usobení Navá�ka vzorku suchého kalusu [g] Navá�ka vzorku suchého kalusu[g]
prekurzoru [h] Prekurzor konc. 100mg/l Prekurzor konc. 200mg/l

24 0,250 0,250
48 0,250 0,250
72 0,250 0,250
96 0,230 0,250

120 0,250 0,250
144 0,250 0,250
168 0,250 0,250

Tabulka 4.2: Navá�ky vzork	u suchého kalusu . (Pozn.: Navá�ka u vzorku s koncentrací prekur-
zoru 100mg/l odebraná po 96 hodinách, byla pouze 0,230 g z d	uvodu nízkého p�rír	ustku).

Doba p	usobení Hmotnost suchého extraktu [g] Hmotnost suchého extraktu [g]
prekurzoru [h] Prekurzor konc. 100mg/l Prekurzor konc. 200mg/l

24 0,0224 0,0351
48 0,0312 0,0365
72 0,0257 0,0383
96 0,0213 0,0358

120 0,0334 0,0421
144 0,0277 0,0421
168 0,0312 0,0412

Tabulka 4.3: Hmotnost suchých extrakt	u vzork	u p�ri pou�ití prekurzor	u o 2 koncentracích a
jejich p	usobení v 7 �casových intervalech.
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TLC analýza: Ka�dý vzorek odpa�reného extraktu jsem rozpustila v 1ml 96% ethanolu a pro-
vedla TLC analýzu na deskách Silufol R©. Vyvíjecí soustavu tvo�rila sm�es chloroformu : metha-
nolu (75:25). Jako standardy jsem pou�ila 0,1% methanolické roztoky arbutinu a hydrochi-
nonu. Po vyvinutí chromatogramu jsem provedla post�rik detek�cními �cinidly :

1. 4-aminoantipyrinem (0,02 M vodný roztok)

2. 10% vodným roztokem amoniaku

3. 1% vodným roztokem hexakyano�elezitanu draselného

Stejnou vyvíjecí soustavou byla provedena TLC analýza ji� zmín�ených �ivných p	ud pro
kultivaci suspenzní kultury Datura meteloides.

HPLC analýza: K HPLC analýze jsem pou�ila stejné vzorky, které slou�ily k TLC analýze. Spe-
ci�kace p�rístroje :

• Pumpa: Philips PU4100

• Detektor: Philips PU4110 UV/VIS

• Nást�riková kli�cka: 20 µl, manuální nást�rik

• Kolona: Merck, Lichrospher RP-18, velikost �cástic 5 µm, 250× 4mm

• P�redkolona: Tessek, SGX C18, velikost �cástic 10 µm, CGC 30× 3mm

• Nást�rik: 20 µl

• Vlnová délka: 285 nm

• Pr	utoková rychlost mobilní fáze: 0, 5ml/min

Analýza byla provedena na základ�e gradientové eluce:

Fáze: 0 - 20 min 5%− 35% acetonitril / 95%− 65%H2O

20 - 21 min 35%− 80% acetonitril / 65%− 20%H2O

21 - 40 min 80% acetonitril / 20%H2O
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Výsledky

5.1 Výsledky TLC analýzy

Doba p	usobení Arbutin Methylarbutin Hydrochinon 4-methoxyfenol
prekurzoru [h]

24 - - - -
48 - - - -
72 - - - -
96 - - + -

120 - - - -
144 - - - -
168 + - - -

Tabulka 5.1: Výsledky TLC analýzy p	ud pro kultivaci suspenzních kultur Datura meteloides.
Hydrochinon v konc. 100 mg/l.

Doba p	usobení Arbutin Methylarbutin Hydrochinon 4-methoxyfenol
prekurzoru [h]

24 - - - -
48 - - - -
72 - - - -
96 - - - -

120 - - - -
144 - - - -
168 - - - -

Tabulka 5.2: Výsledky TLC analýzy p	ud pro kultivaci suspenzních kultur Datura meteloides.
Hydrochinon v konc. 200 mg/l.

23
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Doba p	usobení Arbutin Hydrochinon
prekurzoru [h]

24 + +
48 + +
72 + +
96 + +

120 + +
144 + +
168 + +

Tabulka 5.3: Výsledky TLC analýzy extrakt	u suspenzních kultur Datura meteloides . Hydro-
chinon o konc. 100 mg/l.

Doba p	usobení Arbutin Hydrochinon
prekurzoru [h]

24 + +
48 + +
72 + +
96 + +

120 + +
144 + +
168 + +

Tabulka 5.4: Výsledky TLC analýzy extrakt	u suspenzních kultur Datura meteloides . Hydro-
chinon o konc. 200 mg/l.
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5.2 Výsledky HPLC analýzy

 

Obrázek 5.1: Kalibra�cní k�rivka arbutinu
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Obrázek 5.2: HPLC analýza standardu: arbutin
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5.3 Prekurzor hydrochinon o konc. 100 mg/l
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Obrázek 5.3: HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 24 h.
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Obrázek 5.4: HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 48 h.
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Obrázek 5.5: HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 72 h.
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Obrázek 5.6: HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 96 h.
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Obrázek 5.7: HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 120 h.
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Obrázek 5.8: HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 144 h.
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Obrázek 5.9: HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 168 h.
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Doba p	usobení Obsah arbutinu
prekurzoru [h] [g]

24 1,39
48 1,68
72 1,82
96 1,90

120 1,91
144 1,95
168 2,16

Tabulka 5.5: Výsledky HPLC analýzy extrakt	u suspenzních kultur Datura meteloides. Prekur-
zor hydrochinon o konc. 100 mg/l.
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Obrázek 5.10: Graf závislosti mno�ství arbutinu v extraktu suspenzní kultury Datura meteloi-
des na délce kultivace za p�rítomnosti hydrochinonu o konc. 100 mg/l.
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5.4 Prekurzor hydrochinon o konc. 200 mg/l
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Obrázek 5.11: : HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 24 h.
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Obrázek 5.12: : HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 48 h.
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Obrázek 5.13: : HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 72 h.
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Obrázek 5.14: : HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 96 h.
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Obrázek 5.15: : HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 120 h.

5 10 15 20 25 30

Time [min.]

 0,00

 0,25

 0,50

 0,75

 1,00

 1,25

V
o

lta
g

e 
[1

E
3 

m
V

]

0
,7

7
1

,3
7

3
,1

8

4
,4

7
4

,7
1

6
,7

3
7

,3
5

 a
rb

u
tin

8
,6

6

9
,9

2
1

0,
4

2

1
1,

4
2

1
3,

4
0

1
4,

6
1

1
5,

2
2

1
5,

9
8

1
6,

5
3

1
7,

3
6

1
8,

2
2

1
9,

1
3

1
9,

8
2

2
0,

4
3

2
1,

4
5

2
2,

7
5

2
3,

7
4

2
4,

4
0

2
5,

6
7

2
6,

4
5

2
7,

3
2

2
9,

3
6

 

Obrázek 5.16: : HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 144 h.
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Obrázek 5.17: : HPLC analýza suspenzní kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/l. Doba p	usobení prekurzoru - 168 h.
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Doba p	usobení Obsah arbutinu
prekurzoru [h] [%]

24 2,00
48 2,32
72 2,42
96 2,47

120 2,52
144 2,92
168 3,05

Tabulka 5.6: Výsledky HPLC analýzy extrakt	u suspenzních kultur Datura meteloides. Prekur-
zor hydrochinon o konc. 200 mg/l.
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Obrázek 5.18: Graf závislosti mno�ství arbutinu v extraktu suspenzní kultury Datura meteloi-
des na délce kultivace za p�rítomnosti hydrochinonu o konc. 200 mg/l.
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Diskuze

Rostliny p�redstavují tém�e�r neomezený zdroj fytochemických látek, zahrnující primární
a sekundární metabolity. Velký zájem je p�redev�ím o sekundární metabolity díky jejich
zna�cné biologické aktivit�e, která sahá od antimikrobiální, antibiotické, insekticidní, molusko-
cidní aktivity, p�res vlastnosti hormon	u a� po vysoce d	ule�ité farmakologické vlastnosti [12].

Velmi dobrých výsledk	u bylo dosa�eno p�ri získávání t�echto slou�cenin pomocí explantá-
tových kultur in vitro. V sou�casné dob�e se zájem soust�red'uje nejen na nové biologicky aktivní
látky z p�rírodních rostlinných zdroj	u, ale �re�í zvý�ení omezené zásoby n�ekterých ji� známých,
ale rostlinami málo produkovaných slou�cenin se slibným farmakologickým ú�cinkem [12].

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie se ji� �radu let zabývá vyu�itím tká�nových
kultur v produkci sekundárních metabolit	u a �re�í problematiku mo�nosti ovliv�novat tento
proces.

Úkolem mé práce bylo sledování biotransforma�cních schopností tká�nové kultury Da-
tura meteloides po p�ridání exogenního prekurzoru arbutinu - hydrochinonu. K pokus	um
jsem pou�ila kalusové kultury kultivované na �ivném médiu podle Murashigeho a Shooga
[43] s p�rídavkem 2,4-D (1,0 mg/l).

Pokus jsem zapo�cala odvozením suspenzní kultury, do které jsem za sterilních podmí-
nek p�ridala roztok prekurzoru (hydrochinon), který jsem si p�ripravila ve dvou koncentracích -
100 mg/l a 200 mg/l. Mohla jsem tak paraleln�e sledovat vliv r	uzných koncentrací prekurzoru.
Kultivace probíhala za sv�etla v tekutém �ivném médiu stejného slo�ení.

Vzorky suspenzních kultur jsem odebírala v�dy v �casových intervalech - po 24, 48, 72,
96, 120, 144 a 168 hodinách od aplikace prekurzoru.

P�ripravila jsem si extrakty ze vzork	u kalusu a podrobila jsem je kvalitativní a kvantita-
tivní analýze. Ze �ivných médií jsem odebrala vzorky a provedla kvalitativní analýzu.

Kvalitativní analýzu extrakt	u jsem provád�ela pomocí tenkovrstvé chromatogra�e (TLC).
Ze sledovaných metabolit	u jsem prokázala ve v�ech vzorcích u obou koncentrací prekurzoru
p�rítomnost arbutinu i hydrochinonu. Znamená to tedy, �e biotransformace hydrochinonu na
arbutin neprob�ehla kompletn�e (viz tab. 5.3 a tab. 5.4).

37
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Ve vzorcích �ivných médií jsem TLC analýzou zjistila p�rítomnost hydrochinonu (kul-
tura kultivovaná 96 hodin v p�rítomnosti prekurzoru hydrochinonu 100 mg/l) a dále arbutinu
(kultura kultivovaná 168 hodin v p�rítomnosti prekurzoru hydrochinon 100 mg/l). Vzniklý ar-
butin z�rejm�e suspenzní kultury neuvolnily do �ivného média.

Kvantitativní analýzu extrakt	u jsem provád�ela pomocí vysokoú�cinné kapalinové chro-
matogra�e (HPLC), která potvrdila p�rítomnost sledovaného metabolitu arbutinu. Vzorek s
prekurzorem o koncentraci 100 mg/l odebraný po 24 hodinách obsahoval 1,39 % arbutinu a
vzorek odebraný po 168 hodinách obsahoval 2,16 % arbutinu. V p�rípad�e koncentrace prekur-
zoru 200 mg/l obsahoval vzorek odebraný po 24 hodinách 2,00 % arbutinu a vzorek odebraný
po 168 hodinách 3,05 % arbutinu. Z toho tedy vyplývá, �e mno�ství vzniklého metabolitu
se zvy�uje se vr	ustající dobou kultivace v p�rítomnosti prekurzoru a je také vy��í v p�rítom-
nosti v�et�í koncentrace prekurzoru (viz tab. 5.5 a tab 5.6). Dal�ího zvý�ení produkce arbutinu
by bylo mo�né dosáhnout prodlou�ením doby p	usobení prekurzoru na tká�novou kulturu �ci
zvý�ení koncentrace prekurzoru, pokud by tato zvý�ená koncentrace nep	usobila na kulturu
toxicky.

Sou�casn�e se mnou provád�ela tentý� pokus Kraj�cová, ov�em s tím rozdílem, �e tká�nové
kultury s exogenn�e p�ridaným prekurzorem kultivovala na m	ustcích z �ltra�cního papíru v te-
kutém �ivném médiu. P�ri srovnání výsledk	u HPLC mé práce s výsledky HPLC Kraj�cové jsem
zjistila velký rozdíl v procentuálním obsahu arbutinu, kdy za pou�ití suspenzní kultury byl
arbutin získán v mnohem vy��í koncentraci ne� za pou�ití m	ustkové metody. Vzorek s pre-
kurzorem o koncentraci 100 mg/l odebraný po 24 hodinách z m	ustkové kultury obsahoval
0,029 % arbutinu a vzorek odebraný po 168 hodinách obsahoval 0,41 % arbutinu. V p�rípad�e
koncentrace prekurzoru 200 mg/l obsahoval vzorek odebraný po 24 hodinách 0,25 % arbu-
tinu a vzorek odebraný po 168 hodinách 1,09 % arbutinu [44]. D	uvodem je z�rejm�e kontakt
�ivné p	udy s tká�novou kulturou. V p�rípad�e suspenzní kultury je celý kalus v kontaktu s mé-
diem a tedy i s prekurzorem. U m	ustk	u musí médium vzlínat po �ltra�cním papíru a prekurzor
se dostává do kontaktu jen s omezenou vn�ej�í �cástí kalusu. I v tomto p�rípad�e se koncentrace
arbutinu zvy�ovala s koncentrací a s dobou p	usobení prekurzoru.

V p�redchozích letech byla na kated�re zkoumána schopnost biotransformovat exogenn�e
p�ridaný hydrochinon, tyrosin a 4-hydroxybenzoovou kyselinu na arbutin tká�novou kultu-
rami Datura meteloides a Datura innoxia. Zjistila se závislost glukosyla�cních schopností
na typu a na koncentraci r	ustových látek dodaných do média. K tomuto ú�celu poslou�ily
paralelní kultury s p�ridanou kyselinou α-naftyloctovou (NAA), β-indolyloctovou (IAA), 2,4-
dichlorfenoxyoctovou (2,4-D) a β-indolylmáselnou (IBA) v koncentracích 0,1; 1,0 a 10,0 mg/l.
Kultura Datura meteloides vyprodukovala v p�rítomnosti prekurzoru (hydrochinon 100 mg/l)
na �ivné p	ud�e s p�rídavkem 2,4-D 7,4 % arbutinu, co� odpovídá obsahu o�cinální drogy Uvae-
ursi folium, který po�aduje �Ceský lékopis 2005 [10].

Schopnost biotransformace t�echto prekurzor	u na arbutin byla prokázána také u tká�no-
vých kultur Bellis perennis, Bergenia crassifolia, Brassica oleracea, Coronilla varia, Leonurus
cardiaca, Leuzea carthamoides, Rheum palmatum, Rhodiola rosea [11], Centella asiatica [45],
Rauwol�a serpentina, Catharanthus roseus [12] [13] nebo Schizandra chinensis [2].

Mo�nost získávat arbutin pomocí tká�nových kultur a zvy�ování jeho výt�e�ku ovliv�nová-



KAPITOLA 6. DISKUZE 39

ním r	uzných faktor	u je stále otev�rené téma pro výzkumnou �cinnost.

Obecn�e je tato metoda velmi nad�ejná a p�rínosná vzhledem k ojedin�elému výskytu di-
voce rostoucích rostlin a jejich ochran�e a také je to jedna z mo�ností jak zabránit totálnímu
vyhubení n�ekolika tisíc	um druh	u rostlin v d	usledku jejich spot�reby jako suroviny pro výrobu
lé�civ [2].



Kapitola 7

Záv�er

1. Byla prokázána schopnost suspenzní kultury Datura meteloides glukosylovat exogenn�e
p�ridaný hydrochinon na arbutin.

2. Arbutin byl detekován pomocí TLC a HPLC analýzy u v�ech vzork	u,bez ohledu na kon-
centraci prekursoru a délku jeho p	usobení.

3. Na základ�e výsledk	u HPLC analýzy byla prokázána závislost produkce arbutinu na kon-
centraci prekurzoru (p�ri vy��í koncentraci vy��í produkce arbutinu).

4. Dále byla prokázána závislost produkce arbutinu na dob�e p	usobení prekurzoru (se
stoupající délkou p	usobení prekursoru stoupá i produkce arbutinu).
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Abstrakt

Faltýnková, J.: Explantátové kultury vy��ích rostlin 29. Diplomová práce, Univerzita Kar-
lova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové, 2008

Úkolem mé diplomové práce bylo ov�e�rení biotransforma�cních schopností tká�nové kul-
tury Datura meteloides po p�ridání exogenního prekurzoru arbutinu - hydrochinonu. Studie
probíhala paraleln�e jednak s prekurzorem o koncentraci 100 mg/l a jednak 200 mg/l. Doba
p	usobení obou koncentrací prekurzor	u byla 24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 hodin za nem�en-
ných podmínek. Pomocí kvalitativní a kvantitativní analýzy byla ve v�ech vzorcích prokázána
p�rítomnost studovaného metabolitu arbutinu. Nejv�et�í mno�ství arbutinu bylo získáno po
168 hodinách kultivace s prekurzorem o koncentraci 200 mg/l ( 3,05%). Byla zji�t�ena závislost
koncentrace arbutinu na koncentraci prekurzoru a zárove�n na dob�e p	usobení prekurzoru.



Abstract

Faltýnková, J.: Explant cultures of higher plants 29. Diploma thesis, Charles University
in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, 2008

The goal of my thesis was to verify biotransformation posibility of the Datura meteloides
culture. Hydroquine - the precursor of arbutin was added into these cultures. Precursor used
in this study was prepared in concentration of 100 mg/l and 200 mg/l. Exposition of precur-
sor was 24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 hours under constant conditions. By the qualitative
and quantitative analysis I found the presence of studyied arbutin metabolite in all obser-
ved samples. The biggest arbutin volume was obtained after 168 hours of cultivation with
precursor of concentration at 200 mg/l ( 3,05%). The in�uence of precursor's concentration
and exposition time to the �nal product was thereby con�rmed.


