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Kapitola 1
Uvod

Posledni desetileti jsou charakterizovdna rychlym rozvojem vyzkumu chemickych 1¢é-
¢iv a zavddénim velkého mnozZstvi novych 1ékii do praktického pouziti. Pfesto pro nds stéle
zistavaji cennd biogenni 1é¢iva, coZ jsou produkty latkové vyimény organismi nebo jejich or-
gany, které se pfimo nebo nepiimo pouzivaji k Iécebnym tceliim jako 1é¢iva, pomocné latky
nebo obvazové prostiedky [1].

vvvvvv

metabolismu (sekundarni metabolismus pfedstavuje reakce vytvarejici latky specifické pro
urcité taxony, zejména rostlinné, vyznacujici se ¢asto urCitym farmakologickym tiCinkem) [1].

Vyznamnou drogou pouzivanou v urologickych ¢ajovindch je Uvae-ursi folium. Obsa-
huje terapeuticky vyznamny sekunddrni metabolit arbutin, ktery zde ptisobi jako mocové
desinficiens. Byly prokdzany jeho dalsi iCinky jako antimikrobidlni, antitussicky apod. Lze
jej ziskat izolaci z intaktni rostliny nebo nékolikastupniovou chemickou syntézou. Obé cesty
jsou Casové a ekonomicky ndrocné [2]. Celosvétove se zvySujici poptdvka po arbutinu, jeho
nizka toxicita a stdle se rozsitujici spektrum vyuziti v mediciné a kosmetice [3], [4], [5], [6],
vede k progresivnéjsim metoddm jeho ziskani [7].

Jednou z téchto metod je vyuziti tkanovych (explantdtovych) kultur in vitro. Jednd se o
riizné velké, Zivotaschopné ¢4sti rostlinného organismu, péstované po delsi dobu za aseptic-
kych podminek v uzavienych nddobdch, obsahujici vhodnou Zivnou ptidu [8]. BohuZel tké-
nové kultura Arctostaphylos uva-ursi arbutin, methylarbutin ani jejich aglykony neprodukuje
[9]. Proto byly provddény pokusy iniciovat tvorbu téchto latek v kultufe pomoci exogennich
prekurzoru [2]. To se podafilo i u kultur dalsich rostlinnych druht [2], [10], [11], [12], [13].
Prikladem této schopnosti je kultura Datura meteloides, kterd se také stala predmétem mého
zkoumdni.



Kapitola 2

Resena problematika

Cilem mé diplomové prace je produkce arbutinu tkdnovou kulturou Datura meteloi-
des za pouziti metody transformace exogenné pfidaného hydrochinonu do zivného média.
Hydrochinon, ktery zde ptlisobi jako prekurzor Zddaného metabolitu, byl pfidavén v koncent-
racich 100 mg/1 a 200 mg/1 do kultivacniho média na dobu 24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 hodin.
Pokusy byly provadény v suspenznich tkdnovych kulturdch pti denni svételné periodé .

Vytézek byl zjiStén jednak kvalitativné za pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
a také kvantitativné na zdkladé kapalinové chromatografie (HPLC).



Kapitola 3

Teoreticka cast

3.1 Explantatové kultury

Vyssi rostliny jsou povazovédny za dileZzity zdroj velkého mnoZstvi biochemickych latek,
které slouzi jako 1éciva, pesticidy, ochucovacilatky a viiné. Tradi¢né byly tyto substance ziska-
vany piirozenou cestou extrakci z celych rostlin. Z komer¢nich diivod bylo zapotiebi velké
mnozstvi kultivovanych plodin (napf. pii ziskdvéni alkaloidti z Catharanthus roseus). Mnoho
rostlinnych produkttt mtZe byt dnes produkovano téZ chemickou syntézou, coZ je metoda
vice spolehlivd, konsistentni a efektivni. Rostlinné explantédtové kultury vSak poskytuji alter-
nativni pfistup, ktery muaze byt za urcitych podminek pfinosny: napf. pokud je péstovéani rost-
lin slozité, kultiva¢ni perioda je dlouhd nebo rostliny poskytuji maly vytéZek. Jedna se tézZ o
pfipad kdy nebylo dosazeno chemické syntézy nebo pokud je to technicky problematické.
Metabolicky vytéZek u explantdtovych kultur miiZze vyznamné prevysit vytéZek u mateiskych
rostlin [14].

Diky rozsdhlé enzymové aktivité rostlinnych bunék dokdze explantédtové kultura po pfi-
déni exogennich prekurzorti vyprodukovat jinak nedostupné latky. Pti kultivaci in vitro do-
chézi také k riznym selekénim tlakiim, coZ miZe vést ke zméndm v metabolismu rostlinnych
bunék a k ziskdni zcela novych produktt. V prvni fadé vsak slouZi k produkci specifickych
rostlinnych latek ( napf. enzym, lektint), které 1ze ziskat jen z Zivych bunék [15].

Pro Gspésné odvozeni explantdtové kultury je potfeba ziskat sterilni Cést rostliny. V
praxi se pouZivd dvou postupil - vypéstovani rostliny ve zcela sterilnich podminkach, nebo
Setrnd sterilizace C4sti rostliny vypéstované za béznych podminek. Oba tyto pristupy maji své
vyhody i nevyhody a jsou pouZzivany podle konkrétni situace (dostupnost materiadlu) [16].

2 % 2

Po prenesenti ziskané sterilni ¢asti rostliny (explantdtu) na Zivnou ptidu zpevnénou aga-
rem se na fezu zacne tvorfit hojivé pletivo, které za optimdlnich podminek stéle nartistd . Tvoii
se tzv. primdrni kalus, ktery se po oddéleni pfenese na novou Zivnhou ptidu a ddle se kultivuje
(kalus) [16].

Aseptické podminky chréni explantat pfed patogennimi Ci prosté konkurenc¢nimi mi-
kroorganismy, které by jinak intenzivné vyuZzivaly tuto Zivnou ptidu a rostlinnou tkan by vy-
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hladovély nebo pfimo zahubily svymi toxiny [8].

3.1.1 Rozdéleni explantatovych kultur

Kultury rostlinnych explantatii Ize podle anatomické charakteristiky zafadit do nékteré
z nésledujicich péti kategorii:

Kultura orgdnova - orgdnové systémy, organy resp. jejich zdklady cCi ¢ésti, péstované v pod-
minkdch in vitro zptisobem, ktery umoznuje jejich diferenciaci a v celku zachovav4 je-
jich stavbu a funkci [17].

Kultura tkanova resp. kultura pletivové - do riazného stupné soudrzné, morfologicky desor-
ganizované mnohobunécné komplexy tkdné (pletiva), pomnoZované bud' na polotu-
hych ¢i pevnych nosicich, nasycenych Zivnym médiem nebo vyjimecné v tekuté Zivné
pudé [17].

Kultura suspenzni - volné burnky a bunécné shluky spolecné pomnoZované suspendovany v
tekuté Zivné ptidé, promichavané a provzdusinované [17].

Kultura bunécnd resp. kultura volnych bunék - volné jednotlivé a identifikovatelné bunky,

respektive jejich nejbliZ8i potomstvo, pomnoZované v tekuté ¢i polotekuté ptidé nebo
na nosici nasyceném ptidou [17].

Kultura protoplastova - jednd se o rostlinné bunky zbavené bunécné stény. Jejich povrch
tvofi pouze cytoplazmatickd membrdna [18].

Rostlinnd tkanova kultura, stejné jako kultury suspenzni ¢i bunécné, je heterogenni
smes bunék navzajem odlisnych svou morfologii i fysiologickou funkci [17].

Manipulace s rostlinnymi explantéty jsou umoznény zejména vzhledem k vysoké rege-
neracni schopnosti mnohych rostlinnych druhi. Toto 1ze pozorovat napt. u hojeni ran ¢i kla-
sického vegetativniho rozmnoZovdani. Také asepticky péstovand C4st rostlinného organismu,
a to dokonce jedind télni (somatickd) burka, miiZe za urcitych podminek dét vznik celému
novému jedinci, geneticky shodnému s vychozi rostlinou, ddrcem [8].

3.1.2 Suspenzni kultury

Pokud potfebujeme z kalusové kultury ddle odvodit kulturu suspenzni, pfeneseme
¢ast kalusu do tekutého média. Za stdlého michani vznikd suspenzni kultura, sklddajici se
v idedlnim pfipadé z jednotlivych bunék [16]. Pouziti tekutych médii umoznuje bunkdm
suspenze piimy kontakt s Zivnym médiem, takZe jeho jednotlivé slozky jsou jim rychle pii-
stupné. Snadny pfistup Zivin a dobrd vyména dychacich plynt v pohybujicim se médiu
umoznuje velmi rychly rist suspenzni kultury [18]. Za pfedpokladu ménicich se podminek
kultivace (sloZeni média, hustota bunécné suspenze atd.), 1ze tento jev charakterizovat tzv.
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ristovou kiivkou. Kfivka ndm graficky znézornuje zavislost nékteré z rastovych charakteris-
tik suspenze (Cerstvd hmotnost, pocet bunék, susina atd.) na Case [18].

Priibéh ktivky (viz obr. 3.1) je charakteristicky pomalym rastem suspenzni kultury tésné
po naockovani (lag faze), velmi intenzivnim nartistem v exponenciélni fazi a poklesem popf.
Uplnym zastavenim rudstu ve staciondrnf f4zi. Rist bunék ve staciondrni fazi je pfedevsim
limitovdn nedostatkem Zivin, které byly vyCerpany z média v prabéhu exponencidlniho ristu
(18].

pocet bun¢k / ml

stacionarni faze

exponencialni faze

doba kultivace (dny)

Obrdazek 3.1: Rustova kiivka suspensni kultury

Po urcité dobé je nutné kulturu pasédzovat (subkultivovat), protoZe postupné dochdzi k
vyCerpani média. Pfi pasdZovani se ¢dst bunék pfenese za sterilnich podminek na Cerstvou
Zivnou pidu [16]. PasdZovéni je nezbytné provadét na konci exponencidlni faze rtstu, kterd
je charakteristickd aktivnim délenim a ristem bunék. V exponencidlni f4zi neni rtist bunék
limitovén exogennimi faktory [18].

Diky rychlému riistu patii suspenzni kultury k ¢asto vyuzivanym prostiedkiim pro
zkoumadni a ziskdvani farmakologicky Gcinnych latek.

3.1.3 SlozZeni kultivaénich médii pro explantatové kultury

vvvvvv

Jednim z nejdtleZzitéjsich faktor ovliviujicich rist a morfogenezi v tkdnovych kultu-
réch rostlin je slozeni kultivacniho média.

Média pouZivand jak pro kultivaci bunék, tak rostlinnych pletiv i orgdnti obsahuji ob-
vykle nésledujici slozky [18]:

AT

Makroelementy - Dusik, fosfor, draslik, vdpnik, hotc¢ik a sira. Optimélni koncentrace kaz-
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dého prvku pro dosaZeni maximadlni rtistové rychlosti je znacné zédvisld na rostlinném
druhu [18].

Mikroelementy - Zelezo, mangan, zinek, bér, méd’ a molybden [18].

Zdroj uhliku - Jako nejcastéjsi zdroj uhliku a energie se pouzivd sachar6za. V nékterych pfri-
padech je mozné sachardzu nahradit gluk6zou €i fruktézou. Sacharidy se do médii do-
dévaji z dvodu pifevdzné heterotrofni vyzivy explantétti, protoZe jejich schopnost au-
totrofni vyZivy je velmi omezena [18].

Vitaminy - Normadlni rostlina si sama syntetizuje vitaminy nezbytné k jejimu réstu a vyvoji
a také ke katalyzovani fady metabolickych procest. Pro rostlinné buriky a pletiva kul-
tivovand in vitro mohou byt nékteré vitaminy limitujicim faktorem jejich rtstu. Mezi
vitaminy nejcastéji pouzivané v zZivnych médiich patfi thiamin, kyselina nikotinov4, py-
ridoxin a myo-inositol. Ddle se pouZivaji biotin, kyselina listovd, kyselina askorbov4,
kyselina pantotenovd, riboflavin atd. Jejich pfitomnost v médiich v8ak neni vétSinou
nezbytna [18].

Aminokyseliny a dalsi zdroje organického dusiku - PrestoZe jsou kultivované rostlinné
burnky schopny syntetizovat viechny nezbytné aminokyseliny, miZe pfitomnost nékte-
rych aminokyselin v Zivném médiu stimulovat rlist explantdtii. Aminokyseliny slouZi
bunkdm jako bezprostfedni zdroj dusiku nebo mohou byt pfimo vyuZivany k syntéze
proteinti. Dusik se v organické formé doddvd do Zivnych médii nejcastéji ve smési
aminokyselin (napf. kasein hydrolyzat ). Velmi Casto se pouzivd také L-glutamin, L-
asparagin, glycin a adenin [18].

Nedefinované organické sloZky médii - Rlst explantdtové kultury je moZzné casto stimulo-
vat pfiddnim celé fady organickych extraktd jako napf. protein hydrolyzatu, kokoso-
vého mléka, kvasni¢ného extraktu, sladového extraktu, extraktu z bananii, pomeran-
Cové Cirajcatové st'davy. Do médii se také nékdy doddva aktivni uhli, které mize mit jak
stimulacni, tak inhibi¢ni efekt na riist explantatt [18].

Latky pouZivané pro zpevnéni média - Pro piipravu tuhych médii se nejcastéji pouziva
agar, ktery md oproti jinym gelizujicim ldtkdm fadu vyhod. Je-li napi. agar smichdn s
vodou, dojde k vytvofeni gelu pfi teploté 60-100 °C, ktery tuhne pfiblizné pii 45 °C.
Agarové gely jsou tedy stabilni pfi teplotach pouZivanych ke kultivaci. Agar nereaguje
s ostatnimi sloZkami média a neni rozkldddn rostlinnymi enzymy. Vedle agaru je mozné
pouzivat ke zpevnéni média také agar6zu, Phytagel a Gerlite, které piredstavuji synte-
tické latky. V pfipadé, Ze neni pouzito pevné médium, je mozné explantaty "fixovat” na
mustcich z filtracniho papiru, polyuretanové péné, cedicové vaté (rockwool), perforo-
vaném celofdnu nebo se pouZzivaji tzv. "rafty” (Liferaft). Jedné se o plastové nosice, do
kterych se upeviiuje polypropylenovd membrdana. Explantét se potom poklddd na mem-
brénu, ktera plave na povrchu tekutého kultivacniho média [18].

Ristové regulédtory - Rstové regulatory pouzivané v kultivacnich médiich je moZné rozdélit
do Ctyr zdkladnich skupin : auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova. O charak-
teru ristu explantdtové kultury nerozhoduje pouze koncentrace jednotlivych hormoni,
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ale také jejich vzdjemny pomeér. Mezi auxiny pouzivané v explantdtovych kulturdch rost-
lin patii pfedevsim kyselina indolyloctovéa (IAA), kyselina indolylmdéselna (IBA), kyselina
dichlorfenoxyoctové (2,4 D) a kyselina naftyloctova (NAA). Auxiny stimuluji riist kalusu
a bunék. Mezi cytokininy patifi benzylaminopurin (BAP), 6-dimethylaminopurin (2iP),
furfurylaminopurin (kinetin) a zeatin. Cytokininy stimuluji bunécné déleni. VétSina ex-
plantdti nevyZaduje pfitomnost giberelinti a kyseliny abscisové v médiu, ale u nékte-
rych druht mohou stimulovat jejich rist [18].

Ve vSech piipadech je tfeba pfi zhotoveni zivného média vénovat pozornost koncent-
raci vodikovych iontli. Obycejné se doporucuje pH 5,5 aZ 6,0 [18].

Vrznych fazich rozmnoZovaciho cyklu mé rostlina jiné poZadavky, proto musi byt che-
mické sloZeni a fyzikdlni vlastnosti média odpovidajici [18].



KAPITOLA 3. TEORETICKA CAST 8

3.2 Moznost vyuziti explantatovych kultur k produkci sekundar-
nich metabolita

3.2.1 Sekundarni metabolity

V rostlindch probihd soubor Zivotné daleZitych reakci, ktery se oznacuje jako primérni
metabolismus. Rostliny si pomoci tohoto procesu dokézi syntetizovat z pfijmutych Zivin ne-
postradatelné slozky pro své télo (aminokyseliny, vitaminy, enzymy, nukleové baze, mem-
branové lipidy apod.), tzv. priméarni metabolity. Urcité rostlinné taxony se vyznacuji sekun-
darnim metabolismem, kdy doch4zi k dalSim metabolickym reakcim vedoucim k pfetvafeni
primdrnich metabolit(i na sekunddrni metabolity [18].

Pro sekunddrni metabolity je charakteristickd téméf nepiebernd rozmanitost jejich
chemickych struktur, pfesto se vSak daji uspotfddat podle chemické piibuznosti asi do pa-
desati skupin [18]. Z nich je moZno uvést napft. flavonoidy, glykosidy, kumariny, fenoly, terpe-
noidy, naftaleny, lignany atd. [1].

Béhem zivotniho cyklu hraje sekundédrni metabolismus vyznamnou roli v interakcich
rostliny s jejim okolim (napf. hmyz, mikroorganismy, jiné rostliny apod.) [19] [20] [21]. Mnoho
z nich je v rostlindch soucdsti obranné odpovédi na mikrobidlni infekci a na ttok byloZravet
[22]. Sekundérni metabolity také hraji roli v reprodukci pfi ldkdni opylovaci, jsou dilezitym
aspektem kvality potravin (chut, barva, viiné, ...) nebo jsou v podobé rostlinnych pigmenti
zodpovédné za diverzitu kvéti. Mimo to se mnoho rostlinnych sekundarnich metabolitli po-
uziva pfi barveni, ochucovéani nebo jako viiné ¢i insekticidy. Hlavnim oblasti zdjmu je vsak
medicina, kde se vyuzivd terapeutickych tac¢inki jednotlivych metabolitii. Proto jsou tyto latky
tak zajimavym cilem v péstovani rostlin [19].

Mista vzniku a ukldddni sekunddrnich latek nejsou totoznd. Tvoii se v urcitych pleti-
vech a orgdnech, v protoplastech buriky, premist'uji se do jinych buné¢nych kompartment,
do vakuol nebo do stén. Dalsi transport do jinych pletiv a orgdnti se déje vodivymi pletivy. Pfi
transportu a na misté akumulace se mohou latky chemicky pfeménovat vlivem odlisSnych en-
zymovych systémi plisobicich v mistech transportu a ukladéni. Napt. hyoscyamin vytvafeny
v kofenech rostlin Celedi Solanaceae se v nadzemnich orgénech epoxiduje na skopolamin [1]
[23].

3.2.2 Produkce sekundarnich metabolitt tkdnovymi kulturami

Produkce sekundarnich metabolitti mikroorganismy je uz dlouho ekonomicky vyuZi-
vana (antibiotika). Intaktni rostliny produkuji ve srovndni s mikroorganismy mnohem S§irsi
spektrum sekunddrnich metaboliti, z nichZ mnohé maji vyznam ve farmacii, potravinaistvi
aj. [24].

Poznatek o totipotenci rostlinnych bunék ( tj. Ze obsahuji kompletni genetickou infor-
maci vychozi rostliny) vedl k teorii o schopnosti tkdniové kultury produkovat stejné spektrum
sekundérnich metabolitti jako vychozi rostlina [16].
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Z kalusovych a suspenznich kultur byly izolovdny rtizné rostlinné produkty vcetné far-
maceuticky vyznamnych latek (tab. 3.1) [15] [22]. Pfikladem je diterpenovy alkaloid taxol,
ktery je obsazen v ktife Taxus brevifolia. Jednd se o dileZitou ldtku uzivanou v 1é¢bé rakoviny
prsu a vajecnikti. ProtoZe je v intaktni rostliné obsaZen ve velmi malém mnoZstvi a jeho spo-
tfeba v mediciné se zvySuje , hledaly se jiné zptisoby jak jej ziskat. Vysledkem se stala velmi
piinosnd produkce taxolu explantdtovymi kulturami [12]. Stejnym zplisobem se ziskav4 tetra-
cyklicky triterpenoid kukurbitacin E z tkanovych kultur Ecballium elaterium [25].

Také 1ze vyprodukovat tiplné nové latky jako v piipadé suspenzni kultury Rauwolfia ser-
pentina Benth., do které byl pfi kultivaci pfiddvdn ajmalin a ndsledné tato kultura zacala tvorit
indolovy alkaloid 19-(S)-hydroxy-N-methylraumaclin [26].

Je-li vyskyt zddané latky vazan na struktury ¢i fyziologicky stav vyskytujici se jen v ur-
Citém rostlinném orgdnu, syntéza Casto probihd jen v kultufe odvozené z tohoto orgdnu. To
bylo zjisténo napf. u Atropa bella-donna a Rauwolfia serpentina , kde tropany resp. reserpin,
produkuje pouze kalus odvozeny z kofene [24].

Jinym ptikladem je antimalarickd latka artemisinin, kterou 1ze ziskat z nediferencované

kultury. Bylo v$ak zjiSténo, Ze kalus, odvozeny ze stonku, poskytuje mnohem vyssi produkci
[27].

I kdyzZ totipotence rostlinnych bunék byla nezvratné prokdzana, neznamena to, Ze v ne-
diferencovaném stavu je burika vZdy schopna tvorby vSech enzym, nezbytnych pro drdhy
sekundarniho metabolismu. Anatomickd diferenciace je ¢asto nezbytnou podminkou pro-
dukce sekunddrnich metaboliti. DGvodem muZe byt vyhodné prostorové uspofddéni en-
zymu, kompartmentace enzymu a substrétu, existence prostoru pro uklddani produktu nebo
piitomnost specifickych organel. Prokdzala se dlleZitost kompartmentace pro separaci de-
gradacnich enzymi od akumulovaného metabolitu (v Allium alliinasy od alliinti) [24].

Produkce sekundarnich metabolita tkdnovymi kulturami je nékdy mensi nez se oce-
kavd. Proto si analyza faktor(i ovliviiujicich tuto syntézu zasluhuje velkou pozornost (blize o
této problematice v kapitole 3.2.3).

Nelze v§ak opomenout ekonomické faktory produkce, tj. ziskat rychle rostouci kultury
s vysokymi koncentracemi cennych latek. Kalusové kultury maji vyznam spiSe teoreticky nez
prakticky, protoZe pomalu rostou. Jsou v8ak dobrymi zdroji pro selekci vysoce produktivnich
suspenznich kultur a kromé toho mnoho farmaceuticky vyznamnych latek bylo zjisténo jen
v kalusovych kulturdch [15].
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Latka Ucinek Producent
Ajmalicin vasodilatans Catharanthus roseus
Antrachinony | meziprodukty pro syntézu kancerostatik | Morinda citrifolia,
Cassia tora
Berberin Thalictrum minus,
Coptis japonica
Diosgenin steroidni hormony Dioscorea deltoidea
Ginsenosidy | adjuvans, tonikum Panax ginseng
Chinin antimalarikum Cinchona ledgeriana
Kodein analgetikum Papaver somniferum
Kofein stimulans, kardiotonikum Camelia sinensis,
Coffea arabica
Morfin analgetikum Papaver somniferum
Reserpin antihypertenzivum Rauwolfia sp.
Saponiny Panax ginseng
Sikonin Lithospermum erythrorhizon
Taxol Taxus brevifolia
Thebain syntéza morfiovych alkaloid( Papaver bracteatum
Ubichinon-10 | kardiotonikum Nicotiana tabacum
Vinkristin antileukemikum Catharanthus roseus
Visnagin kardiotonikum Ammi visnaga
Tabulka 3.1: Rostlinné sekundédrni metabolity a jejich moZné primyslové vyuziti
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3.2.3 MozZnost ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitt

Vyuziti tkdnovych kultur je velmi efektivnim feSenim. Na produkci sekundéarnich me-
tabolitti nem4 vliv pocasi, ro¢ni doba ani nezddouci biologické vlivy (mikroorganismy, hmyz
apod.). Je moZné kultivovat rostliny bez ohledu na jejich ptivod [16].

Problémem je oviem skutecCnost, Ze intaktni rostlina je diferencovéna jak v Case, tak i
v prostoru. To znamend, Ze sekunddrni metabolismus zahrnujici biosyntézu, transport, vza-
jemnou pfeménu, odbourdvani, akumulaci a ptipadné exkreci zna¢ného poctu sekundérnich
metabolitd, probihd pouze béhem urcitych omezenych vyvojovych stddii organismu. Navic v
intaktni rostliné tyto procesy podléhaji slozité regulaci. Jen ziidka jsou sekunddrni metabo-
lity tvofeny ve vSech orgédnech a béhem celého Zivotniho cyklu rostliny. Pfevedeni rostliny do
tkdnové kultury je pro bunky stresujicim faktorem, proto se casto stdvd, Ze tkanova kultura
z&ddanou latku neprodukuje viibec nebo jen ve velmi nizké koncentraci, ptipadné produkuje
néco jiného [16].

Posledni piipad je pomérné casty a je dtsledkem poruch v regulatnim mechanismu,
které vedou ke zméné nebo blokddé metabolickych drah. Pro pfekondni téchto potizi a zis-
kani vysoce produkénich kultur bylo vypracovéano nékolik obecnych postupt [16] :

Selekce vysoce produkénich kultur - Cilem je vybrat rostlinu, produkujici co nejvétsi mnoz-
stvi Zddanych latek nebo pro ptipad biotransformace, rostlinu s co nejvétsi rychlosti
premény Zddanych metabolit (napf. produkce berberinu tkatiovou kulturou Coptis ja-
ponica [28]). IkdyZ tento krok neni sdm o sobé zdrukou tspéchu, vytvari pro néj alespon

dobré predpoklady [16].

Optimalizace kultiva¢nich podminek - Jde o celou fadu faktord, jejichZz zména mizZe (ale
nemusi) ovlivnit biosyntetické moznosti tkdnovych kultur Zddanym smérem. Pfikla-
dem miiZe byt optimalizace sloZek zivného média (napft. zlepseni produktivity Taber-
naemontana divaricata [28]), pH, aerace, svétla, teploty, riistovych reguldtort atd. Tato
optimalizace se samozfejmé provadi pro kazdou kulturu zvlast' [16].

Vliv prekurzort - Pfiddni vhodného prekurzoru umoznilo zvysit v celé fadé piipadl pro-
dukci zddané latky [16].

Selekce bunéénych linii - Po optimalizaci podminek pro kultivaci se ziskané tkanové kultury
déli na jednotlivé buriky (Ci spiSe malé bunécné agregdty) , které se dale kultivuji. Z takto
vzniklych kultur se vybere nejproduk¢néjsi, ta se opét vyséva a cely postup se opakuje
az do dosaZeni Zddaného vysledku [16].

Metabolické inZenyrstvi - metabolické inzenyrstvi mtze byt vyuzito mnoha zplisoby ke
zlepSeni vytézku a podle riznych zpisobu rozliSujeme metody :

1. Mutace - PouZzivd se celé fady chemickych cinidel a UV zéfeni. Napf. tok uh-
liku smérem k Zddanému produktu miiZe byt zvySen. Toho lze dosédhnout pomoci
krok, které ovlivni rychlost reakce, nebo blokovdnim kompetitivnich drah. Jinou
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moznosti je blokovani katabolismu, coZ muZe byt dileZzity faktor. Napf. v bunéc-
nych kulturdch Catharanthus roseus bylo zjiSténo, Ze rychlost biosyntézy ajma-
licinu je podobnd rychlosti katabolismu. Katabolismus nebo kompetitivni drdhy
mohou byt blokovdny antisense geny. Pro zvySeni aktivity enzymu jsou nutné
sense geny. Tyto geny mohou byt pfimo z dané rostliny, z jiné rostliny nebo z ji-
ného organismu, napf. mikrobidlni geny [28]. Bohuzel zdsah do metabolismu je
velmi komplexni, a moznost uspokojivé predikce vysledku tudiz mald. Nejvétsiho
tspéchu bylo timto zptisobem dosazeno pfi ziskdni vysoce produkéniho kmene
tkanové kultury Panax ginseng [16] [29].

2. Rostlinné geny v jinych rostlindch - byla zkouména biosyntéza terpenoidnich in-
dolovych alkaloidii a klonovédna fada genq, s kterymi byly provadény rizné expe-
rimenty ohledné jejich exprese. Zejména geny kédujici tryptofan dekarboxyldzu
(TDCQ) strictosidin synthdzu (STR) se projevily v rtiznych rostlindch a rostlinnych
bunkdch. Napf. vysledkem exprese tdc-genu v rostlindch tabdku vede k produkci
tryptaminu (Goddijn et al. 1994). Tento novy produkt byl ziskdn ve vytézku az
1% suché vahy. Pfitom nebyl zaznamendn vzrist aktivity enzymu anthranilat syn-
thézy, coZje prvni enzym vedouci k produkci tryptofanu jakoZto substrdtu pro TDC
[28].

3. Rostlinné geny v mikroorganismech - rostlinné sekundarni metabolity jsou vysled-
kem dlouhych drah zahrnujicich velké mnoZstvi enzymu a velké mnoZstvi genti.
Proto je exprese kompletni cesty rostlinnych sekundérnich metaboliti v mikroor-
ganismech nepravdépodobnd. Pouze u kritkych drah je to mozné, ale za pfedpo-
kladu, Ze mikroorganismy poskytnou nezbytné prekurzory nebo pokud jsou tyto
prekurzory pfidavany do jejich zivného média. Byl vydan patent na produkci ter-
penoidnich indolovych alkaloidii transgennimi kvasinkami u nichZ doslo k expresi
genlt kédujicich strictodin synthdzu a strictosidin glukosiddzu. Na zakladé pfi-
dévani tryptaminu a sekologaninu do zivného média zacaly kvasinky produkovat
strictosidin a ten uvoliiovat do média. Bylo pozorovdno pouze velmi malé mnoz-
stvi kathenaminu, které je tvofeno ze strictosidinu pomoci glukosiddzy. Bohuzel
secologanin neni komercné dostupny a touto cestou by to bylo finan¢né ndroc¢né.
Zjistilo se v3ak, Ze kvasinky velmi dobfe rostou na médiu s obsahem §t'avy z bobuli
Symphoricarpus albus, kterd neni jen vybornym zdrojem karbohydrét(i pro kva-
sinky, ale obsahuje kolem 1-2% sekologaninu. U transgennich kvasinek rostoucich
na tomto médiu bylo pozorovano, Ze vyprodukovaly az kolem 2g/1 média stricto-
sidinu, bez jakychkoli pokust vylepSit produktivitu [28].

4. Mikrobidlni geny v rostlindch - kyselina salicylova patii v rostlindch k dalezitym
signdlnim molekuldm, kterd je soucdsti obranného systému. Kyselina salicylovd
je v rostlindch odvozena z fenylalaninu cestou kyseliny skoficové a benzoové . V
mikroorganismech je v§ak tvofena z chorismdtu cestou pres isochorismat (kataly-
zovani enzymem isochorismat synthdzou) a nésledné je isochorismét pfreménén
v kyselinu salicylovou pomoci enzymu isochorismdt pyruvét lyasy. Geny kodujici
tyto enzymy byly pieneseny do tabédku a takto vznikld transgenni rostlina zacala
produkovat kyselinu salicylovou v takovém mnoZstvi, ze to zvysilo resistenci proti
primérni infekci virem tabdkové mozaiky [28].
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Diferenciace -V celé fadé pfipadi se potlaceni morfologické diferenciace v tkatiovych kul-
turdch zobrazi sniZenim produkce sekundédrnich metabolith. Pokud je tkdtniové kultufe
dovoleno dosdhnout jistého stupné diferenciace (napiiklad tvorba vyhonk( nebo ko-
fent1 u kalusu) , miZe dojit ke zvy$eni produkce [16]. Pfikladem tspéchu je ziskdni vy-
soké produkce tropanovych alkaloid® z Atropa bella-donna, které nejsou produkovény
v suspenznich kulturdch, ale vyskytuji se ve velkém mnoZzstvi v kulturdch odvozenych z
kofenovych vlaska [28].

Elicitace - biologické elicitory jsou slou¢eniny biologického ptivodu schopné vyvolat obran-
nou odpovéd’ proti infekci [28]. V laboratornich podminkéch se jako elicitori pouZziva
kompletnich homogenétti inaktivovanych kultur mikroorganismi - bakterii a hub. Eli-
citory ptlisobf jako jakysi stresovy faktor vyvoldvajici obrannou reakci bunék zalozenou
na produkci sekundarnich metaboliti [18]. Jako piiklad obranné reakce je produkce
fytoalexinti. Fytoalexiny jsou nizkomolekuldrni slouceniny s antimikrobidlni aktivitou,
které jsou tvofeny a akumulovéany v rostlinnych burikdch po mikrobidlni infekci [28].
Tyto latky maji bakteriostatické, fungistatické a cytostatické ucinky. Produkce sekun-
dédrnich metabolith mZe byt vedle biotickych elicitort stimulovdna také elicitory abi-
otickymi (napf. UV-zafeni, chlad, vysokd teplota, soli tézkych kovii, zmény pH, zmény
osmotického potencidlu apod. [18].

Dvoufazovy systém - v rostlinnych bunkéch je misto syntézy a misto uskladniovéni sekun-
déarnich metabolitl separované v kompartmentech. Napf. akumulace monoterpenti v
kultufe Mentha je vétSinou spojena s piitomnosti vysoce specializovanych struktur za-
hrnujici sekrec¢ni a akumulacni elementy, napt. olejové Zlazky, Zlaznaté trichomy nebo
zlaznaty epidermis. V nediferencovaném kalusu nebo suspenzni kultufe tato mista aku-
mulace chybéji. Pfiddni uméle vytvofenych mist pro akumulaci sekundédrnich metabo-
lit se ukédzalo byt velmi efektivnim ndstrojem pro zvySeni biosyntetické produkce. Po-
kud vytvoreny produkt zptisobuje zdroven zpétnovazebnou inhibici nebo intraceluldrni
degradaci, odstranénim a sekvestraci produktu v téchto uméle vytvofenych kompart-
mentech miiZe zvysit celkovy vytéZek. Takovyto dvoufdzovy systém dokédZze akumulovat
dokonce jen stopy sekunddrnich metabolitii z kultiva¢niho média a vyhne se tak zpét-
novazebné inhibici. Dalsim pfinosem je moZnost vylepSeni uvoliiovdni sekundédrnich
metabolitt z kultury [30] [31].

Biotransformace - biotransformace patii k velmi perspektivnhim metoddm z hlediska ovliv-
néni produkce sekundarnich metabolitti. Vice viz 3.2.4

3.2.4 Biotransformace

Pojem biotransformace zahrnuje pfeménu prekurzoru, resp. substratu na produkt. Po-
kud pozadujeme od kultury dané slouceniny, pfidavaji se prekurzory téchto sloucenin ke kul-
tufe a po urCitém Case se odebiraji produkty transformace [2] [22]. Schopnost bunécnych
rostlinnych kultur biotransformovat exogenné pfidédvané slouceniny nabizi velky potencial
vzhledem k pfirozenym a syntetickym chemikdliim [30] [32] . Rostlinné enzymy jsou schopné
katalyzovat regio- a stereospecifické reakce, proto jsou vyuzivany pfi ziskdvani pozadovanych
produktti [30]. Napt. bunécné kultury Nicotiana tabacum redukuji monoterpen menthon ve
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formé S-menthonu a neakceptuji isomer (iso-menthon) [12] nebo bunécnd kultura Phyto-
lacca americana, ktera dokaze redukovat keton a zingeron maliniku a regioselektivné je hyd-
roxylovat a glukosylovat na 8-glykosidy [33]. Rostlinné bunécné kultury mohou také poslou-
zit jako modelovy systém pro studium metabolickych drah [30]. Znalost metabolickych drah
usnadnuje nalezeni vhodnych prekurzort, které umoznuje syntézu zZadané latky zvysit [2].

Zenk et al. [34] uvddéji zédkladni podminky pro zabudovéani prekurzoru do zZddaného
produktu :

e piitomnost enzymu schopného inkorporace prekurzoru
¢ produkt musi byt tvofen rychleji nez je metabolizovdn

e kultura musi doddvany prekurzor tolerovat
Jako substraty pro biotransformace se mohou vyuzivat [35]:

1. Latky rostliné obvykle nedostupné, j. syntetické latky, chemické analogy ¢i sekun-
darni metabolity jinych rostlinnych druhq, jejichZ transformaci Ize vysvétlit jako de-
toxika¢ni reakci. Piikladem téchto substratli je biokonverze exogenné pridaného 3-
demethylthiocolchicinu na thiocolchicosid suspenzni kulturou Centella asiatica [36],
déle pfeména bufalinu na 3-epi-telocinobufagin a 3-epi-bufalin-3-0-8-d-glukosid
suspenzni kulturou Platycodon grandiflorus [37] nebo konverze prenylalkoholti (gera-
nylgeraniol, farnesol, geraniol) na prenylkarboxylové kyseliny (kyselina geranylgerano-
ov4, farnesoovd, geranoovd) suspenzni kulturou Cucurbita maxima [38].

2. "Prirozené substraty”, tj. latky bézné se v rostlindch vyskytujici . Piikladem je kultura
Digitalis lanata, kterd dokdZe biotransformovat kardioglykosidy s relativné vysokymi
vytézky. Bylo zjiSténo , Ze izolované a optimalizované bunécné kultury jsou schopny
pfeménit 3-methyldigitoxin na vhodnéjsi 3-methyldigoxin hydroxylaci substrdtu [12].
Nebo napf. kultura odvozend z kotfenovych hlizek genotypu Taxus x media "’Sargentii”
biotransformuje 10-deacetylbaccatin III (10-DAB) nékolikastupniovym procesem na ta-
xol [39].

V mnoha ptipadech vede dodani exogennich prekurzora ke zvyseni biosyntézy pro-
duktu, na druhé strané ale u mnoha kultur ztistane ptiddni prekurzoru bez odezvy. V piipadé
pouziti prekurzort je nutno ovéfit jejich akceptovatelnost, zjistit jejich optimdlni hladinu, kdy
pusobi, a aplikovat je pfesné v té ristové fazi, kdy jsou tcinné [2].

Biotransformace miiZe byt realizovana i kulturou, v niZ je celd biosynteticka sekvence
porusena, ale enzym schopny zprostiedkovat Zadanou dil¢i reakci je tvofen v dostateCném
mnozstvi [2]. Tak tomu je napt. u kultury Datura meteloides, kterd dokdze po ptidani hydro-
chinonu do zZivného média vytvofit arbutin, ackoliv to neni jeji pfirozeny sekundédrni meta-
bolit a intaktni rostlina jej sama o sobé nikdy netvoii [11].

Tento pfistup md zdsadni vyznam ve farmaceutickém pramyslu, kde mtze v kombi-
naci s organickou syntézou usnadnit pfipravu novych analogi zndmych 1é¢iv, kterd by méla
sniZenou toxicitu ¢i zvy$eny terapeuticky acinek, nebo pro vyuziti nékterych surovin, jejichz
chemické zpracovdni neni mozné nebo je ekonomicky nevyhodné [2].
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3.3 Dalsi vyuziti explantatovych kultur

Moderni zemédélské technologie stéle Castéji vyuzivaji explantdtové kultury predevsim
v ndsledujicich oblastech :

Ozdravovéani rostlin a produkce bezvir6zniho rostlinného materiélu.

Masovd produkce geneticky identického materidlu cestou mikropropagace.

Rychlé namnoZeni nové vyslechténych odrid.

Uchovéavani genobanky jednotlivych druh, kultivart atd.

Produkce haploidnich rostlin jako vychoziho materidlu pro Slechtitelské programy.

7 komer¢nich diivoda se explantdtové kultury vétsinou uplatiiuji pfi mikropropagaci
okrasnych druht rostlin a ovocnéfsky vyznamnych druht rostlin a zeleniny. [18]. Zde mohou
byt vegetacni vrcholy, postranni pupeny, ¢asti stonkd, list{i, kofene, reprodukéni ¢asti (jako
mikrospory, vajicka, embrya jakoZ i jednotlivé bunky a protoplasty) kratkodobé kultivovény

in vitro a za urCitych podminek dopéstovany v nové rostliny [40].

Aplikace explantdtovych kultur ve Slechtitelskych programech se tykd zejména geno-
vého inZenyrstvi, kde se pracuje s rekombinantni DNA . Postupné byly vypracovdny metody
vné$eni jen pfesné vymezené genetické informace (jednotlivych gentl) do vhodnych bunék, s
cilem doplnit danou odrtdu o Zddané vlastnosti nebo snaha napravit urc¢ité negativni znaky
(napf. mald odolnost jinak velmi dobré odriady vii¢i nékterému patogenu) [18].

3.4 Arbutin

Arbutin je terapeuticky vyznamny sekundarni metabolit, ktery se svou strukturou radi
mezi fenolické glykosidy [2]. Glykosidy jsou latky sklddajici se z cukerné a necukerné slozky.
Necukernd ¢ast molekuly se nazyva aglykon ¢i genin. Arbutin se tedy skldda z hydrochinonu
jakozto necukerné slozky a déle z D-glukézy (viz obr. 3.2) [23].

Aromatické jadro tohoto fenolického glykosidu je odvozeno od prekurzorti tvofenych
cestou kyseliny Sikimové [23]. Do téZe skupiny fenolickych glykosidli jako arbutin patii gly-
kosid salicin z drogy Salicis cortex (antirevimatikum). Nékteré pocatecni prekurzory téchto
glykosidt jsou shodné (viz obr. 3.3) [2].

Arbutin je obsahovou ldtkou drogy Uvae-ursi folium. MateCnou rostlinou je Arctosta-
phylos uva-ursi (L.) (medvédice 1é¢ivd) z Celedi Ericaceae. V listech této rostliny je podle pti-
vodu a doby sbéru obsaZen v mnozstvi 3 - 12% [23].

Droga Uvae-ursi folium je soucdsti urologickych cajovych smési, kde pfitomny arbutin
pusobi jako mocové desinficiens [23]. Antimikrobidlni Gicinnost arbutinu je vSak zdvisld na
uvolnéni hydrochinonu z molekuly. Arbutin lze roz$tépit ptisobenim £-glukosidasy nebo ky-
selinami, a to na hydrochinon a D-glukosu. Patogenni bakterie zptisobujici infekce mocovych
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Obrézek 3.2: Tvorba arbutinu z hydrochinonu

cest se vyznacuji B-glukosidasovou aktivitou a pomoci autocidniho ptisobeni na latku dokaZzi
hydrochinon uvolnit. Byla zjiSténa pfim4é zdvislost antibakteridlniho ptisobeni arbutinu na
stupni enzymové aktivity mikroorganismii [6].

Také byl prokdzéan antitussicky efekt arbutinu [4].

Pro Zeny asijskych zemi se stdvd velmi atraktivni kosmetika obsahujici latky zesvétlu-
jici ktzi. Hyperpigmentace je zptisobend nadmérnou syntézou melaninu. Prekurzorem mela-
ninu je tyrosin a tato pfeména je zprostfedkovdna enzymem tyrosinasou, kter4d je limitujicim
faktorem pro rychlost déje. Latky s podobnou strukturou jako tyrosin ptlisobi jako kompeti-
tivni inhibitory tyrosinasy. A proto se vyuZivaji pfi lécbé abnormadlni pigmentace a jako latky
zesvétlujici k(izi. Mezi inhibitory tyrosinasy patfi pravé arbutin, deoxyarbutin a nové také es-
ter arbutinu a kyseliny undecylenové [41] [42].

Ziskani drogy Uvae-ursi folium z polnich kultur je velmi obtiZné, proto se vyzkum
zaméfil na ziskdvani této biologicky aktivni latky z tkanovych kultur. Znalost metabolic-
kych drah usnadiiuje nalezeni vhodnych prekurzorti, které umozni syntézu zaddané latky.
V intaktni rostliné Arctostaphylos uva-ursi je arbutin tvofen z tyrosinu pfes kyselinu 4-
hydroxybenzoovou a hydrochinon. Tkanova kultura Arctostaphylos uva-ursi arbutin, methy-
larbutin ani jejich aglykony neprodukuje [9], proto se zacaly k produkci téchto latek zkouset
jejich prekurzory (tyrosin, kyselina 4-hydroxybenzoovda a hydrochinon). Byly testovany jejich
rlizné koncentrace, nejvhodnéjsi doba podani prekurzort a riizné ¢asové intervaly ptisobeni
prekurzoru. Bylo zjiSténo, Ze v tkdnové kultute Arctostaphylos uva-ursi neprobihd dekarbo-
xylace kyseliny 4-hydroxybenzoové na hydrochinon. Néslednd glykosylace hydrochinonu na
arbutin byla prokdzdna [7]. Schopnost transformovat vySe jmenované prekurzory na arbu-
tin se podarilo ddle prokdzat u kultur Datura meteloides, Datura innoxia, Rhodiola rosea,
Rheum palmatum, Leuzea carthamoides,Leonurus cardiaca, Coronilla varia, Brassica olera-
cea, Bergenia crassifolia a Bellis perenis, pfiCemZ procento arbutinu dosazené transformaci
hydrochinonu kulturami rodu Datura odpovida procentudlnimu obsahu v intakini rostliné
medvédice 1éCivé [10] [11]. Biotransformace hydrochinonu na arbutin byla popsdna rovnéz
kulturami Rauwolfia serpentina, Schizandra chinensis a Catharanthus roseus [12] [13].
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Kapitola 4

Experimentalni Cast

4.1 Pristroje

e Laboratorni analytické vahy AND Helado s.r.o.

e Pfesné vihy Kern 572

e Horkovzdusny sterilizdtor Chirana IP 21

e Box s lamindrnim proudénim Holten LaminAir (HV MINI)
e Suddrna Memmert

e Silufol ® UV 254 sklarny Kavalier, zdvod Votice

e UVlampa CAM AG

e UV/VIS detektor PU 4110 Philips

e Multichannel detektor DAD PU 4021 Philips

e Pumpa PU 4110 Philips

e Predkolona 30 x 3 mm CGC SGX C18, velikost castic 10 um (Tessek Praha)

e Kolona 250 x 4 mm Purospher Star RP-18 endcapped, velikost ¢astic 5 pm (Merc, Darm-
stadt)

4.2 Chemikalie

e 2,4-dichlorfenoxyoctovd kyselina, Merc
e NS-benzyladenin, Merc

¢ 4-methoxyfenol, Fluka AG

18
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4.3

Arbutin pro laboratorni ticely, Roth

Methylarbutin izolovany na katedre farmaceutické botaniky a ekologie
Hydrochinon p.a., Lachema

4-aminoantipyrin Cisty, Chemapol

HexakyanoZelezitan draselny p.a., Lachema

Amoniak vodny 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 nikotinova Cist4, Lachema

Thiamin hydrochlorid B.P,, Koch-Light Laboratories Ltd.
Pyridoxin hydrochlorid DAB 6, Loba Chemie

Kyselina chlorovodikov4, Lachema

Myo-inositol, Sigma

Hydrolyz4t kaseinu, Sigma

Sacharosa p.a., Lach-Ner

Agar noble difco laboratories, Detroit

Pouzity biologicky material

Pro svou diplomovou préaci jsem pouZzila tkdniovou kulturu Datura meteloides (47.-49.

pasdz), na nizZ jsou provddény pokusy na katedie Farmaceutické botaniky a ekologie Farma-
ceutické fakulty Univerzity Karlovy jiz fadu let.

Tuto kulturu jsem péstovala na Zivném médiu dle Murashigeho a Shooga [43]:
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SloZeni MnoZstvi v mg/l
Makroprvky

NHyNO3 1650,0

KNO3 1900,0

CaCly - 2H20 440,0

MgSOy - TH20 370,0
KHyPOy 170,0

Roztok komplexnich soli Zeleza

NaxEDTA 37,3
FeSO4 . 7H20 27,8
Mikroprvky

H3BOs 6,2
M?”LSO4 . 4H20 22,3
ZTLSO4-7HQO 11,5
KI 0,83
NasMoOy - 2H20 0,25
CUSO4 . 5H20 0,025
CoCly - 6H20 0,025
Vitaminy

Nikotinova kyselina 0,5
Pyridoxin - HCI 0,5
Thiamin - HCI 0,5
Glycin 2,0
Dalsi prisady

2,4-D 1,0
Sacharosa 30000,0
Hydrolyzét kaseinu 1000,0
Inositol 100,0

Tabulka 4.1: Pouzity biologicky material
4.4 Biotransformacni pokusy

Experiment jsem zahdjila odebranim kalust kultury Datura meteloides kultivované 3
tydny na pevné Zivné phQidé s pfidavkem 2,4-D. Po mechanickém rozdrobnéni jsem kalusy
(vzdy asi 1 cm?®) pienesla do tekutého Zivného média stejného sloZeni. Do takto vzniklé
suspenzni kultury jsem pfidala prekurzor arbutinu-hydrochinon, a to ve dvou koncentracich
(100 mg/1 a 200 mg/1). Hydrochinon byl v kontaktu se vzorky jen po urcitou dobu. Tato ¢ast
pokusu probihala na tfepackéch, aby byly vzorky dostatecné provzdusnény, coz je Zddouci
pro optimélni prabéh biotransformacni reakce.
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Postupné jsem vzorky kultury z média odebirala po 24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 hodi-
ndch tak, Ze odfiltrovany kalus jsem nechala suSit a Zivné médium jsem podrobila TLC ana-
lyze.

UsuSeny a rozmélnény kalus jsem rozdélila podle ¢ast a podle koncentrace hydrochi-
nonu celkem do 14 zkumavek a poté jsem vzorky extrahovala. Ziskané extrakty jsem pouzila
jednak k TLC analyze a jednak k HPLC analyze arbutinu.

Veskeré pokusy a analyzy byly provddény také se slepymi vzorky.

4.5 Analyza obsahovych latek

Priprava extraktu: Odfiltrovany kalus jsem na Petriho miskdch suSila pfi pokojové teploté.
Poté jsem usuSené vzorky odvazila (0,250g - viz tab. 4.2) a extrahovala 5 ml 96% ethanolu za
studena po dobu 48 hodin. Po 48 hodinach jsem vzorky pfefiltrovala a extrakt nechala odpafit
a provedla ztratu susenim (viz tab. 4.3) .

Doba ptisobeni | Navdzka vzorku suchého kalusu [g] | NavadZzka vzorku suchého kalusu(g]
prekurzoru [h] Prekurzor konc. 100mg/1 Prekurzor konc. 200mg/1

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: NavaZzky vzork( suchého kalusu . (Pozn.: Navdzka u vzorku s koncentraci prekur-
zoru 100mg/1 odebrand po 96 hodinéch, byla pouze 0,230 g z divodu nizkého pfirtstku).

Doba ptisobeni | Hmotnost suchého extraktu [g] | Hmotnost suchého extraktu [g]
prekurzoru [h] Prekurzor konc. 100mg/1 Prekurzor konc. 200mg/1

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 suchych extrakt vzorka pfi pouZiti prekurzorti o 2 koncentracich a
jejich plisobeni v 7 Casovych intervalech.
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TLC analyza: Kazdy vzorek odpareného extraktu jsem rozpustila v 1ml 96% ethanolu a pro-
vedla TLC analyzu na deskdch Silufol ®. Vyvijeci soustavu tvofila smés chloroformu : metha-
nolu (75:25). Jako standardy jsem pouZila 0,1% methanolické roztoky arbutinu a hydrochi-
nonu. Po vyvinuti chromatogramu jsem provedla postiik detek¢nimi Cinidly :

1. 4-aminoantipyrinem (0,02 M vodny roztok)
2. 10% vodnym roztokem amoniaku
3. 1% vodnym roztokem hexakyanoZelezitanu draselného
Stejnou vyvijeci soustavou byla provedena TLC analyza jiZ zminénych Zivnych ptid pro
kultivaci suspenzni kultury Datura meteloides.

HPLC analyza: K HPLC analyze jsem pouZila stejné vzorky, které slouZily k TLC analyze. Spe-
cifikace piistroje :

e Pumpa: Philips PU4100

e Detektor: Philips PU4110 UV/VIS

e Nastrikova klicka: 20 pl, manudlni nastrik

e Kolona: Merck, Lichrospher RP-18, velikost ¢éstic 5 um, 250 x 4 mm
e Predkolona: Tessek, SGX C18, velikost ¢castic 10 um, CGC 30 x 3 mm
o Nastiik: 20 pul

e VInova délka: 285 nm

e Pritokovd rychlost mobilni faze: 0,5 ml/min

Analyza byla provedena na zdkladé gradientové eluce:

Faze: 0-20min 5% — 35% acetonitril / 95% — 65%H0
20-21min 35% — 80% acetonitril / 65% — 20%H20
21 -40min 80% acetonitril !/ 20%H50
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Vysledky

5.1 Vysledky TLC analyzy

Doba ptisobeni | Arbutin | Methylarbutin | Hydrochinon | 4-methoxyfenol
prekurzoru [h]
24 - - - -
48 - - - -
72 - - - -
96 - - + -
120 - - - -
144 - - - -
168 + - - -

Tabulka 5.1: Vysledky TLC analyzy ptid pro kultivaci suspenznich kultur Datura meteloides.
Hydrochinon v konc. 100 mg/1.

Doba ptisobeni | Arbutin | Methylarbutin | Hydrochinon | 4-methoxyfenol
prekurzoru [h]
24 - - - -
48 - - - -
72 - - - -
96 - - - -
120 - - - -
144 - - - -
168 - - - -

Tabulka 5.2: Vysledky TLC analyzy plid pro kultivaci suspenznich kultur Datura meteloides.
Hydrochinon v konc. 200 mg/1.

23
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Doba ptlisobeni | Arbutin | Hydrochinon
prekurzoru [h]

24 + +

48 + +

72 + +

96 + +

120 + +

144 + +

168 + +

Tabulka 5.3: Vysledky TLC analyzy extrakt( suspenznich kultur Datura meteloides . Hydro-
chinon o konc. 100 mg/L.

Doba ptisobeni | Arbutin | Hydrochinon
prekurzoru [h]

24 + +

48 + +

72 + +

96 + +

120 + +

144 + +

168 + +

Tabulka 5.4: Vysledky TLC analyzy extraktt suspenznich kultur Datura meteloides . Hydro-
chinon o konc. 200 mg/1.
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5.2 Vysledky HPLC analyzy
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Obrazek 5.1: Kalibrac¢ni kivka arbutinu
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Voltage [1E3 mV]
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Obrézek 5.2: HPLC analyza standardu: arbutin
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5.3 Prekurzor hydrochinon o konc. 100 mg/1
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Obrdazek 5.3: HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba pusobeni prekurzoru - 24 h.
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Obrdazek 5.4: HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba pusobeni prekurzoru - 48 h.
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Obrdazek 5.5: HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba pusobeni prekurzoru - 72 h.
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Obrazek 5.6: HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/1. Doba puisobeni prekurzoru - 96 h.
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Obréazek 5.7: HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba ptisobeni prekurzoru - 120 h.
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Obrazek 5.8: HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/1. Doba puisobeni prekurzoru - 144 h.
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Obréazek 5.9: HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 100 mg/l. Doba ptisobeni prekurzoru - 168 h.
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Doba ptisobeni | Obsah arbutinu
prekurzoru [h] (8]

24 1,39

48 1,68

72 1,82

96 1,90

120 1,91

144 1,95

168 2,16

Tabulka 5.5: Vysledky HPLC analyzy extrakt suspenznich kultur Datura meteloides. Prekur-
zor hydrochinon o konc. 100 mg/I.
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Obrézek 5.10: Graf zdvislosti mnozstvi arbutinu v extraktu suspenzni kultury Datura meteloi-
des na délce kultivace za ptitomnosti hydrochinonu o konc. 100 mg/1.
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5.4 Prekurzor hydrochinon o konc. 200 mg/1
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Obrdazek 5.11: : HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/1. Doba pusobeni prekurzoru - 24 h.
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Obrdazek 5.12: : HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/1. Doba pusobeni prekurzoru - 48 h.
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Obrdazek 5.13: : HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/1. Doba pusobeni prekurzoru - 72 h.
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Obrdazek 5.14: : HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/1. Doba puisobeni prekurzoru - 96 h.
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Obrdazek 5.15: : HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/1. Doba puisobeni prekurzoru - 120 h.
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Obrazek 5.16: : HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/1. Doba puisobeni prekurzoru - 144 h.
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Obrdazek 5.17: : HPLC analyza suspenzni kultury Datura meteloides. Prekurzor hydrochinon o
konc. 200 mg/l. Doba ptisobeni prekurzoru - 168 h.
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Doba ptisobeni
prekurzoru [h]

Obsah arbutinu
[%]

24

2,00

48

2,32

72

2,42

96

2,47

120

2,52

144

2,92

168

3,05

Tabulka 5.6: Vysledky HPLC analyzy extrakt suspenznich kultur Datura meteloides. Prekur-

zor hydrochinon o konc. 200 mg/1.
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Obrézek 5.18: Graf zavislosti mnoZstvi arbutinu v extraktu suspenzni kultury Datura meteloi-
des na délce kultivace za pfitomnosti hydrochinonu o konc. 200 mg/1.



Kapitola 6

Diskuze

Rostliny predstavuji témér neomezeny zdroj fytochemickych latek, zahrnujici primdrni
a sekundarni metabolity. Velky zdjem je predevSim o sekunddrni metabolity diky jejich
znacné biologické aktivité, kterd sahéd od antimikrobidlni, antibiotické, insekticidni, molusko-
cidni aktivity, pfes vlastnosti hormonti az po vysoce diilezité farmakologické vlastnosti [12].

Velmi dobrych vysledki bylo dosaZeno pfi ziskdvéni téchto sloucenin pomoci explanté-
tovych kultur in vitro. V souCasné dobé se zdjem soustied uje nejen na nové biologicky aktivni
latky z pfirodnich rostlinnych zdroj{, ale fe$i zvy$eni omezené zasoby nékterych jiz zndmych,
ale rostlinami madlo produkovanych sloucenin se slibnym farmakologickym tiCinkem [12].

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie se jiz fadu let zabyv4 vyuzitim tkdnovych
kultur v produkci sekunddrnich metabolitii a fesi problematiku moznosti ovliviiovat tento
proces.

Ukolem mé prace bylo sledovani biotransformac¢nich schopnosti tkatiové kultury Da-
tura meteloides po ptidani exogenniho prekurzoru arbutinu - hydrochinonu. K pokustim
jsem pouzila kalusové kultury kultivované na Zivném médiu podle Murashigeho a Shooga
[43] s pfidavkem 2,4-D (1,0 mg/1).

Pokus jsem zapocala odvozenim suspenzni kultury, do které jsem za sterilnich podmi-
nek pridala roztok prekurzoru (hydrochinon), ktery jsem si pfipravila ve dvou koncentracich -
100 mg/1a 200 mg/1. Mohla jsem tak paralelné sledovat vliv riznych koncentraci prekurzoru.
Kultivace probihala za svétla v tekutém Zivném médiu stejného sloZeni.

Vzorky suspenznich kultur jsem odebirala vzdy v Casovych intervalech - po 24, 48, 72,
96, 120, 144 a 168 hodinéch od aplikace prekurzoru.

Pripravila jsem si extrakty ze vzork( kalusu a podrobila jsem je kvalitativni a kvantita-
tivni analyze. Ze Zivnych médii jsem odebrala vzorky a provedla kvalitativni analyzu.

Kvalitativni analyzu extraktii jsem provddéla pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC).
Ze sledovanych metabolitt jsem prokézala ve vSech vzorcich u obou koncentraci prekurzoru
pfitomnost arbutinu i hydrochinonu. Znamen4 to tedy, Ze biotransformace hydrochinonu na
arbutin neprobéhla kompletné (viz tab. 5.3 a tab. 5.4).
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Ve vzorcich Zivnych médii jsem TLC analyzou zjistila pfitomnost hydrochinonu (kul-
tura kultivovand 96 hodin v pfitomnosti prekurzoru hydrochinonu 100 mg/1) a déle arbutinu
(kultura kultivovand 168 hodin v pfitomnosti prekurzoru hydrochinon 100 mg/1). Vznikly ar-
butin zfejmé suspenzni kultury neuvolnily do Zivného média.

Kvantitativni analyzu extraktii jsem provddéla pomoci vysokotui¢inné kapalinové chro-
matografie (HPLC), kterd potvrdila pfitomnost sledovaného metabolitu arbutinu. Vzorek s
prekurzorem o koncentraci 100 mg/1 odebrany po 24 hodindch obsahoval 1,39 % arbutinu a
vzorek odebrany po 168 hodindch obsahoval 2,16 % arbutinu. V ptipadé koncentrace prekur-
zoru 200 mg/1 obsahoval vzorek odebrany po 24 hodinéch 2,00 % arbutinu a vzorek odebrany
po 168 hodinach 3,05 % arbutinu. Z toho tedy vyplyvd, Ze mnoZstvi vzniklého metabolitu
se zvySuje se vristajici dobou kultivace v pfitomnosti prekurzoru a je také vyssi v piitom-
nosti vétsi koncentrace prekurzoru (viz tab. 5.5 a tab 5.6). Dalsiho zvySeni produkce arbutinu
by bylo mozné dosdhnout prodlouzenim doby ptisobeni prekurzoru na tkdnovou kulturu ¢i
zvySeni koncentrace prekurzoru, pokud by tato zvySend koncentrace neptisobila na kulturu
toxicky.

Soucasné se mnou provadéla tentyZ pokus Krajcova, ovSem s tim rozdilem, Ze tkdnové
kultury s exogenné pfidanym prekurzorem kultivovala na mstcich z filtra¢ntho papiru v te-
kutém zivném médiu. Pfi srovnédni vysledkit HPLC mé préce s vysledky HPLC Krajcové jsem
zjistila velky rozdil v procentudlnim obsahu arbutinu, kdy za pouZiti suspenzni kultury byl
arbutin ziskdn v mnohem vyssi koncentraci neZ za pouZiti miistkové metody. Vzorek s pre-
kurzorem o koncentraci 100 mg/1 odebrany po 24 hodindch z miistkové kultury obsahoval
0,029 % arbutinu a vzorek odebrany po 168 hodindch obsahoval 0,41 % arbutinu. V pfipadé
koncentrace prekurzoru 200 mg/1 obsahoval vzorek odebrany po 24 hodinach 0,25 % arbu-
tinu a vzorek odebrany po 168 hodindch 1,09 % arbutinu [44]. Divodem je zfejmé kontakt
zivné puady s tkaniovou kulturou. V pfipadé suspenzni kultury je cely kalus v kontaktu s mé-
diem a tedyi s prekurzorem. U mustk(i musi médium vzlinat po filtra¢nim papiru a prekurzor
se dostdva do kontaktu jen s omezenou vnéjsi ¢asti kalusu. I v tomto ptipadé se koncentrace
arbutinu zvysovala s koncentraci a s dobou ptisobeni prekurzoru.

V ptfedchozich letech byla na katedfe zkouména schopnost biotransformovat exogenné
pfidany hydrochinon, tyrosin a 4-hydroxybenzoovou kyselinu na arbutin tkdnovou kultu-
rami Datura meteloides a Datura innoxia. Zjistila se zavislost glukosylacnich schopnosti
na typu a na koncentraci riistovych latek dodanych do média. K tomuto Gcelu poslouzily
paralelni kultury s pfidanou kyselinou a-naftyloctovou (NAA), S-indolyloctovou (IAA), 2,4-
dichlorfenoxyoctovou (2,4-D) a -indolylmdselnou (IBA) v koncentracich 0,1; 1,0 a 10,0 mg/1.
Kultura Datura meteloides vyprodukovala v pfitomnosti prekurzoru thydrochinon 100 mg/1)
na zivné ptidé s piridavkem 2,4-D 7,4 % arbutinu, coZ odpovidé4 obsahu oficindlni drogy Uvae-
ursi folium, ktery poZaduje Cesky lékopis 2005 [10].

Schopnost biotransformace téchto prekurzort na arbutin byla prokdzéna také u tkano-
vych kultur Bellis perennis, Bergenia crassifolia, Brassica oleracea, Coronilla varia, Leonurus
cardiaca, Leuzea carthamoides, Rheum palmatum, Rhodiola rosea [11], Centella asiatica [45],
Rauwolfia serpentina, Catharanthus roseus [12] [13] nebo Schizandra chinensis [2].

MozZnost ziskdvat arbutin pomoci tkdnovych kultur a zvySovani jeho vytézku ovliviiova-
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nim riznych faktort je stéle oteviené téma pro vyzkumnou ¢innost.

Obecné je tato metoda velmi nadéjnd a pfinosnd vzhledem k ojedinélému vyskytu di-
voce rostoucich rostlin a jejich ochrané a také je to jedna z moznosti jak zabrénit totdlnimu
vyhubeni nékolika tisicm druhii rostlin v diisledku jejich spotieby jako suroviny pro vyrobu
1é¢iv [2].



Kapitola 7

Zaver

1. Byla prokdzana schopnost suspenzni kultury Datura meteloides glukosylovat exogenné
pfidany hydrochinon na arbutin.

2. Arbutin byl detekovan pomoci TLC a HPLC analyzy u v8ech vzorki,bez ohledu na kon-
centraci prekursoru a délku jeho plisobeni.

3. Na zdkladé vysledk(i HPLC analyzy byla prokdzdna zavislost produkce arbutinu na kon-
centraci prekurzoru (pfi vy$si koncentraci vyssi produkce arbutinu).

4. Ddle byla prokdzédna zdavislost produkce arbutinu na dobé pitisobeni prekurzoru (se
stoupajici délkou ptisobeni prekursoru stoupd i produkce arbutinu).
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Abstrakt

XY

Faltynkovd, J.: Explantdtové kultury vysSich rostlin 29. Diplomovd préace, Univerzita Kar-
lova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2008

Ukolem mé diplomové préce bylo ovéfeni biotransformac¢nich schopnosti tkdtové kul-
tury Datura meteloides po pfidani exogenniho prekurzoru arbutinu - hydrochinonu. Studie
probihala paralelné jednak s prekurzorem o koncentraci 100 mg/l a jednak 200 mg/1. Doba
pusobeni obou koncentraci prekurzorti byla 24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 hodin za nemén-
nych podminek. Pomoci kvalitativni a kvantitativni analyzy byla ve vSech vzorcich prokdzéana
piitomnost studovaného metabolitu arbutinu. Nejvétsi mnozstvi arbutinu bylo ziskdno po
168 hodindch kultivace s prekurzorem o koncentraci 200 mg/1 ( 3,05%). Byla zjiSténa zédvislost
koncentrace arbutinu na koncentraci prekurzoru a zaroven na dobé ptisobeni prekurzoru.



Abstract

Faltynkovd, J.: Explant cultures of higher plants 29. Diploma thesis, Charles University
in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, 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/1. 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/1 ( 3,05%). The influence of precursor’s concentration
and exposition time to the final product was thereby confirmed.



