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1. UVOD

Z odborné literatury poslednich desetileti je patrnd snaha o hledani novych
zpiisobll ziskdvani sekundarnich metabolitii rostlin. Je to proto, ze se tyto latky casto
vyznacuji biologickymi aktivitami, pro které nachdzeji uplatnéni piedev§im ve
farmaceutickém pramyslu. Jednou z mozZnosti je ziskédvani sekundarnich metaboliti
cestou kultivace izolovanych rostlinnych bunék v podminkéch in vitro.

Tyto tzv. explantatové kultury jsou Zivotaschopné ¢asti rostlinného organismu
(izolovana embrya, kousky organti nebo pletiv ¢i jednotlivé bunky), péstované za
aseptickych podminek v uzavienych nadobach na umélé zivné pude (kultivaénim
médiu). Podminkou je pravidelné pasazovani do nového média, které kromé
anorganickych a organickych latek musi obsahovat také ristové stimulatory. [1]

Zakladem péstovani explantatovych kultur je skutecnost, Ze rostlinné buiiky jsou
totipotentni, to znamend, Ze obsahuji kompletni genetickou informaci vychozi rostliny.
Diky této vlastnosti jsou v podminkach kultivace in vitro schopné déleni a dosazeni
urcitého stupné diferenciace v zavislosti na vlivech okoli (zejména ristovych latek
v médiu). [2] Protoze tkanovd kultura nediferencovaného pletiva ma charakter
zavalového hojivého pletiva, oznacuje se také jako kalusova tkanova kultura.

Vyuziti tkdnovych kultur ovSem nespocivd jen v ziskdvani sekundarnich
metabolitl, ale také v mikropropagaci (zptisob vegetativniho mnozeni) a ve Slechténi
rostlin. Kultivace rostlinnych bun¢k v podminkach in vitro mé oproti péstovani 1écivych
rostlin v zemédélskych kulturach fadu vyhod. Nezavisi na podnebi a pocasi a probihé ve

sterilnich podminkach, tudiz jsou odvozené rostliny prosté bakteridlnich a houbovych



nakaz a Skidct. Touto cestou mizeme ziskavat latky i z rostlin, které vyzaduji zvlastni

klimatické podminky a to celoro¢né. [3]

2. RESENA PROBLEMATIKA

Ukolem mé diplomové prace bylo ovéfeni biotransformaénich schopnosti
tkanové kultury Centella asiatica (L.) po pfidani exogennich prekurzorli arbutinu -
tyrozinu, hydrochinonu, kyseliny 4-hydroxybenzoové a parakumarové v koncentraci
100 mg/1 do zivného média na dobu 6, 12, 24, 48 a 168 hodin (tyden).

Pokusy byly provaddény za svétla jednak v suspenznich tkanovych kulturach,
jednak na mustcich z filtracniho papiru v tekutém Zivném médiu.

Produkce metabolitii byla hodnocena kvalitativné chromatografii na tenké vrstvé
(TLC) a kvantitativné pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) jak

v kalusech, tak v zivném médiu.



3. TEORETICKA CAST

3.1. SEKUNDARNI METABOLITY

3.1.1. Obecna charakteristika

Rostliny maji schopnost z zivin ziskanych ze vzduchu, vody a pidy syntetizovat
kromé& nepostradatelnych slozek svého téla, tzv. primarnich metaboliti (aminokyselin,
vitamind, nukleovych bazi) také pestrou paletu latek, jejichz funkce neni zcela ziejma,
a jez jsou pravdépodobné pro vlastni rist a reprodukei rostliny postradatelné. Oznacuji
se proto jako sekundarni metabolity a metabolizmus vedouci k jejich vzniku
z primarnich metabolitli se nazyva metabolizmus sekundarni. [4]

Sekundarni metabolity nevznikaji v rostlinadch vSeobecné, ale jsou charakteristické
pro urcity druh. Pro svoji tvorbu potiebuji specifické podminky. Mohou se ukladat
vjiném organu, nez ve kterém vznikaji a v prabéhu transportu se chemicky
modifikovat. (Napf. biosyntéza tropanového skeletu probiha v kofenech a oxidace
vytvofeného hyoscyaminu na skopolamin v nadzemnich ¢astech rostlin.)

Pro mnoho sekundarnich latek obecné plati, ze hydrofilni slouCeniny se ukladaji ve
vakuolach a lipofilni se ukladaji v kandlcich, ve specializovanych utvarech (napf.
trichomy) nebo piimo do lipofilniho matrixu, jako napf. lignin ¢i kutikula. [5]

Produktii sekundarniho metabolizmu je Sirok4 Skala. I kdyz nejsou pfitomny
vyluéné v rostlinné fisi, jsou to pfedevSim rostliny, znichz byly zatim izolovany.
Dilezitymi skupinami sekundarnich metaboliti jsou alkaloidy, steroidy, terpeny,

flavonoidy, lignany, glykosidy atd. [6]



O vyznamu sekundarnich metaboliti pro rostliny se dosud polemizuje. Nekteti
autofi uvazuji o jejich regula¢ni funkci v organizmu ¢i o tom, ze jsou produktem
detoxika¢niho metabolizmu. Pravdépodobné jsou vsSak soucasti adaptacnich
mechanizmtl a interakci rostliny s prostfedim. Maji obrannou tlohu proti bylozraveiim
(hmyz, obratlovci) a proti mikroorganizmiim jako jsou bakterie, houby a viry. [3] Vné&jsi
podnéty tedy mohou vyvolat v rostlinné buiice zmény, které vedou ke kaskadé reakci,
jejichz vysledkem je nakonec tvorba a akumulace sekundarnich metabolitd, které
pomahaji rostliné k piekonani stresovych faktorG. Antimikrobidlni sekundarni

metabolity se nazyvaji fytoalexiny. [7]

3.1.2. Produkce sekundarnich metabolitt

kulturami in vitro

Kazda rostlinna bunka je totipotentni, to znamend, ze ma kompletni genetickou
informaci vychozi rostliny potiebnou pro sviij rast a vyvoj. Teoreticky by se tedy dalo
predpokladat, ze bude schopnad produkovat tytéz sekundarni metabolity jako vychozi
rostlina. To davd moznost vyuziti explantatovych kultur k produkci sekundarnich
metabolitl in vitro. Timto zptisobem je mozné ziskat stabilni systém produkujici zadané
ptirodni latky v pIn€ kontrolovatelnych podminkéch, nezavisle na vnéjsich vlivech. [3]

Tkanové kultury maji oproti tradicnim zpisobum ziskdvani sekundarnich
metaboliti podstatné vyhody: [4]

» syntéza probiha fizen¢ v umélém prostiedi nezavisle na klimatu a pldnich
podminkach
» produkénim  systétmem jsou vylouceny negativni  biologické  vlivy

(mikroorganizmy, hmyz) v pfirodé ménici produkci sek. metabolit



» je mozné selektovat kultivary s vyssi produkci sekundarnich metabolitli, vznika
pouze jeden (zaddany) izomer
» cely proces lze automatizovat a dosadhnout kontinuélni produkce
Z nespocetného mnozstvi pfirodnich rostlinnych latek vyznamnych z hlediska
mediciny i primyslu jen n€kolik dosahuje hladiny komeréni vysokoobjemové produkce.
[8]
Jednim ze zakladnich problému je relativné pomaly rist rostlinnych bunéénych
kultur a nizké produkce sekundarnich metabolitt. [4]

Pficiny této nedostatecné produkce kulturami in vitro 1ze shrnout nasledovné: [3]

> Casta vysoka geneticka variabilita péstovanych kultur, kterd miZe ovlivnit
produkeci v pozitivnim i negativnim sméru.

» Ztrata zasobnich a biosyntetickych organii. Rostliny produkuji sekundérni
metabolity ve v§ech nebo pouze v né¢kterych organech. Tyto rozdily mohou byt
kvantitativni i kvalitativni. Organova ¢i pletivova specifika se pfevedenim do
tkanové kultury casto rusi. S vyjimkou nekterych vysoce specializovanych
bunék je vétsina schopna vytvaret kalus ¢i suspenzi a za adekvatnich podminek
probihé charakteristicky metabolizmus dané rostliny. [9] U mnoha rostlinnych
druhti biosyntéza probihd jen v jednom organu, zatimco akumulace je v celé
rostliné nebo v riznych organech. Napi. tropanové alkaloidy — jejich
biosyntéza probiha v kotfenech, ale akumulace ve vSech organech, kde dochazi
k jejich dalsi modifikaci. [10]

> Rostlina neprodukuje sekundirni metabolity béhem celého Zivotniho
cyklu. Rostliny i tkanové kultury syntetizuji sekunddrni metabolity vétSinou
jen v urcité ontogenetické fazi v urcitém obdobi riistového cyklu. Prikladem je

Cassia, jejiz semena obsahuji antrachinonové glykosidy, ale uz béhem kli¢eni
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>

je tvofen oktahydroantracen germichryson. [11] Nékteré kultury zpocatku
produkuji latky shodné s vychozi rostlinou ¢i orgdnem, po ¢ase vSak syntéza
ustava. To plati u Digitalis purpurea, kde dochdzi k ziizeni spektra a nejpozdéji
po 18. pasazi kuplnému zastaveni produkce kardenolidii. Regenerované
rostliny vSak produkuji celé spektrum latek. [12]
Akumulace sekundarnich metaboliti neni vysledkem jednoduchého
procesu, ale sloZitého komplexu interakci mezi biosyntézou, transportem,
transformaci, odbouravanim, akumulaci a exkreci, které jsou navic slozité
regulovany. V explantitu nékdy dochazi také ke zménam metabolickych drah,
jejichz disledkem je kvalitativni zména spektra produkovanych latek. Latky,
které se akumuluji v buiikach, miizeme rozdélit do tfi skupin:

a) vedlejsi produkty metabolickych drah

b) modifikované latky vychozich rostlin

c) latky dosud neznamé [13]
Pievedeni rostliny do tkanové kultury predstavuje pro rostlinu znacny
stres, ktery muze vést k nezddoucim zméndm v produkci sekundérnich
metabolitl.
Nepritomnost nebo nedostatecné mnoZstvi enzymi odpovidajicich za
biosyntézu sekundarnich metaboliti zplGsobené chyb¢jici genetickou
informaci.
Nedostateéné podminky pro aktivitu existujicich enzymii (teplota, pH,
iontové prostiedi...)
Nedostate¢né mnoZstvi prekurzori v misté reakce.

Odbouravani sekundarnich latek.

Tkéanova kultura pak neprodukuje latku vibec nebo ve snizeném mnozstvi,

poptipad¢ produkuje latku jinou.
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3.2. MOZNOSTI OVLIVNENI PRODUKCE

SEKUNDARNICH METABOLITU

Po ptevedeni rostliny do tkanové kultury se Casto stava, ze tkanova kultura
neprodukuje zddanou latku vibec nebo jen ve velmi nizké koncentraci, ptipadné
produkuje néco jiného. Aby se t€émto situacim zabranilo, bylo vypracovano n¢kolik

metod k ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitd tkdfiovymi kulturami.

3.2.1. Morforegulace

Vzhledem ktomu, Ze anatomicka a metabolickd diferenciace jsou casto
neoddélitelné, je tifeba v takovych pfipadech zvySovat produkeci sekundarnich
metabolith kultivaci organizovanych pletiv. V soucasnosti l1ze péstovat organy a pletiva,
v nichz jsou produkéni buiiky pfitomny, ale mnohé vysoce specializované buiiky, jako
zlaznaté trichomy a mléc¢nice, jeSté kultivovat nelze. [15]

Rizenim morfogeneze miZeme navodit Zadané metabolické drahy.
K morforegula¢nim zasahiim se pouzivaji predevsim rostlinné regulatory riistu. Napf.
u kultury Digitalis purpurea bylo dosazeno pomoci IAA ristu kotfend, v nichZ dochéazelo
k syntéze kardenolidi. [16]

Navozeni dediferenciace rostlinného pletiva za Ucelem odvozeni tkanové ci
suspenzni kultury v podminkdch in vitro zplisobuje v celé fadé¢ piipadli sniZeni

produkce sekundarnich metabolitd. Pokud dosdhne tkanova kultura urcitého stupné
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diferenciace, muze dojit ke zvySeni produkce. Kuptikladu digitoxin se tvofil pouze
v kotfenové kulture Digitalis a morfinanové alkaloidy byly produkovany pouze, kdyz se
vytvarely tzv. latexové bunky. [17] Tropanové alkaloidy byly nalezeny také po
indukeci kotenti. [18]

Mnoho autori pfipisuje schopnost syntézy ur€itému stupni diferenciace, kde
prvnim krokem je tzv. agregace bunék. V zavislosti na stupni bunééné agregace bylo

pozorovano zvyseni produkce purinovych alkaloidi v Coffea arabica. [19]

3.2.2. Imobilizace

Jako velmi perspektivni se jevi vyuziti imobilizovanych bunék, u nichz byla
v n¢kterych piipadech (v porovnani s béznymi bunénymi kulturami) prokézana vyssi
produkce sekundarnich metabolitti. Vyhodou je i jejich snazsi vyuziti pro kontinudlni
produkci zadanych latek. Imobilizace bunék spociva v jejich uzavieni do urcitého
inertniho nosné¢ho materialu.

Pti aktivni imobilizaci se bunky uzaviraji do polymerti, jako napf. do agaru,
alginatu sodného, polyakrylamidu ¢i zelatiny. K vlastni polymeraci, kterd pak vede
k imobilizaci, dochazi az po smichani bun¢k s monomery. Pasivni imobilizace je
zalozena na vcestovani bun¢k do porézniho materialu, napt. polyuretanové pény. Mozna
je také vazba na povrch pevného nosice, a to sorpci ¢i kovalentni vazbou. [4]

Jednotlivé typy nosi¢li mohou piimo ovliviiovat miru syntézy sekundarnich
metabolitl, napt. alkaloidii — nejvyssi tvorba byla zaznamenana u bun¢k v alginatu. [20]

Po pfidani prekurzorG tryptaminu a sekologaninu k imobilizovanym buitkdm
Catharanthus roseus v alginatu doslo ke zvyseni produkce ajmalicinu s naslednym

uvolnénim do média. [21]
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Produkt uvolnény do média se ovS§em stdvd moznym inhibitorem syntézy
sekundarniho metabolitu na zéklad¢ tzv. zpétnovazebného mechanizmu. Byl pozorovan
inhibi¢ni u¢inek kapsaicinu v médiu na dalsi uvolilovani metabolitu u imobilizovanych
bun¢k rodu Piper. [22]
Inhibici produktem je mozné zabranit odebiranim produktu z zivného média, a to
bud’ adsorpci na iontoménice nebo na aktivni uhli. [3]
Vyhody imobilizace 1ze shrnout nasledovné: [14]
» kontinudlni usporddani systému s moznym uvolfiovanim metaboliti do
média
a jejich naslednym odstranovanim
* moznost snadné a rychlé obmény slozek zivného média
* jednoducha technika imobilizace
* malé mnozstvi biomasy postacujici k produkeci
* moznost navozeni diferenciace ¢i agregace bunék

= zastabilizovani vysoce produkénich linii
y

ochrana buné€k proti mechanickému poskozeni
Imobilizované buiniky se mohou pouzivat bud kde novo syntézdm nebo

k biotransformacim. [4]

3.2.3. Genové inzenyrstvi
Jedna se o vnaseni genu (transgeneze) do rostlinného genomu. Praktickym cilem
je kromé vylepSovani genomu kulturnich rostlin vnaSenim gent pro S$lechtitelsky

vyznamné vlastnosti také ovlivnéni produkce farmakologicky aktivnich sekundarnich

metabolitl. [23]
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3.2.4. Ovlivnéni ploidie bunék

Syntéza sekunddrnich metaboliti je Casto v izkém vztahu k ploidii rostliny
i tkédnové kultury. U intaktnich rostlin je mozné nalézt ptiklady zavislosti kvantitativni
(Datura stramonium tetraploid ma 2-3krat vice tropanovych alkaloidii nez diploid;
Atropa belladonna tetraploid 1,5krat vice nez diploid [24]) i kvalitativni (Urginea indica
di-, tetra- a hexaploid obsahuji hlavn¢ stigmasterol, kampesterol obsahuje pouze triploid
[25]).

I v ptipadech, kdy je explantat odebran z rostliny o zndmé a pro produkci vyhodné
ploidii, je nutné pocitat s tim, ze pasazovanim kultur ploidie ¢asto kolisa a spolu s tim
klesa i morfogeneticky potencial a produkce. [10]

Hladina ploidie n€kdy ovliviiuje i rychlost rastu: polyploidni kalus roste i pfi
zvysené koncentraci auxinli pomaleji nez diploidni. [26]

Ztrata regulacnich mechanizmi u haploida dovoluje zvysit produkci primarnich
i sekundarnich metabolitd, napt. produkce nikotinu v tabakovém kalusu se zvySovala pfi

veétsim vyskytu haploidnich nez diploidnich bunék. [27]

3.2.5. Optimalizace kultivaénich podminek

Pti optimalizaci kultivanich podminek musime brat v avahu celou fadu faktorq,
jejichz zména muze ovlivnit biosyntetické moZnosti dané kultury poZadovanym
smérem. Jedna se o upravu slozek Zzivného média, pH, aerace, svétla, teploty.
Optimalizace je pro kazdy druh kultury specificka. [3]

Pt hledani optimalnich produkénich podminek se pouZije nékterd ze zakladnich
pud a méni se koncentrace ¢i forma jejich slozek. V naprosté vétSiné piipada je nutné

dodani energie v podobé cukrii, pticemz nejvyhodnéjsi je pouziti sachardzy, a to
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nejcastéji v koncentraci 3%. [10] Bylo zjisténo, Zze zvySenim obsahu sachardzy
v zivném médiu z 2 na 4% muize byt stimulovana kumulace kyseliny rosmarinové
v suspenzni kultufe Coleus blumei az 10krat. [28] Také organogeneze je vysoce
energeticky naro¢na a pokud ji chceme v kultufe docilit, musime zajistit dostatecnou
koncentraci cukrii. Jejich doddnim je splnéna i dal$i podminka — zvySeni osmotické
aktivity prostiedi. [29] Na druhou stranu zvyseni koncentrace sachardézy na 5-7%
vétSinou negativné ovlivni rist a nasledné i produkci sekundarnich metabolitd. [30]

Ta zavisi predevSim na poméru obsahu uhliku a dusiku v médiu [31] a je
potlacena zvySenym mnozstvim dusiku — vétSinou bez ohledu na to, je-li dusik dodavan
ve formé iontu amonného ¢i dusi¢nanového. K vyjimkdm patii suspenze Digitalis
purpurea, v niz je pro produkci digitoxinu optimalni médium v poméru NO; : NH," =
3:1.[32]

V piipadé, kdy sekundarni metabolity dusik obsahuji, jeho odstranéni z média Casto
snizi produkci, jako bylo prokazano u alkaloidii z Catharanthus roseus. [33]

Vliv fosfatii na produkci sekundarnich metaboliti se 1isi u jednotlivych druht,
avSak ve vSech ptipadech je ur¢ita koncentrace PO, nezbytna pro rist.

Produkce sekundarnich metabolitli je rizné ovliviiovana i dal§imi slozkami
média: ionty vapniku, zeleza, drasliku, stopovymi prvky a vitaminy. [10] Vliv maji
1 pfimési a necistoty agaru. [34]

Optimalni rozmezi pH je od 5,0 do 6,5. Vyssi nebo nizsi zplisobuje poruchy
vyvoje a ristu. [35] Navzdory tomuto tvrzeni vedlo snizeni pH na 3,5 v suspenzni
kultute Lupinus polyphyllus ke zvyseni produkce alkaloid. [36]

Kultiva¢ni teplota je vétSinou zvolena empiricky v t€sném rozmezi okolo 25°C,
coz vyhovuje vétsing kultur. [37] Bylo zjisténo, ze produkce alkaloidil v tkanové kultute

Datura stramonium je pii 25°C vy$si nez pii 20°C. [38]
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Suspenzni kultury pottebuji pro sviij optimalni rast dodavani kysliku do zivného
média, coz je zajiStovano michanim nebo provzdusiiovanim. Napf. tvorba Sikoninu je
ovlivnéna krom¢ vhodného slozeni média také dostate¢nym mnozstvim O,. [39]

Rist rostlinnych kultur, ale i biosyntéza a akumulace sekundarnich metabolit
probihaji v zavislosti na svétle. Syntézu berberinu v suspenzi Coptis japonica svétlo
zcela inhibovalo. [40] V mnoha piipadech je svétlo stimulaénim faktorem
biotransformacnich reakci,[41] coz mize byt zpisobeno stimulaci tvorby chloroplasti,
v nichz probihaji nékteré metabolické reakce. [42]

Rostlinné buiiky jsou pii péstovani in vitro vétSinou striktné zavislé na obsahu
ristovych regulatoru v zivném médiu, protoze syntéza endogennich fytohormont casto
neni pro zajisténi rastu dostate¢na. Uginek riistovych regulatort zavisi na jejich typu,
koncentraci, rostlinném druhu a klonu.

Nejvétsi vliv maji vétSinou auxiny. [10] Relativné ¢astym inhibitorem je 2,4-D,
nebot’ brani diferenciaci. Snizuje napiiklad syntézu nikotinu v bunikdch Nikotiana
tabacum. [43]

Témet vzdy ma na sekundarni metabolizmus stimulacni vliv IAA - v tkanovych
buiikach N. tabacum podporuje syntézu alkaloidu. [31]

Utinky cytokininti na tvorbu sekundarnich metaboliti nejsou piili§ vyrazné.
V riastovych i produkénich kulturdch je nejcastéji pouzivan kinetin, ten stimuluje napft.
tvorbu flavanolii u druhu Eucalyptus. [44]

Kyselina giberelova plsobi na sekundarni metabolizmus ¢asto inhibicné. [10]
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3.2.6. Mutace

Pouziva se cela tada chemickych cinidel a UV =zafeni. Protoze zdsah do
metabolizmu je velmi komplexni, vysledky jsou ¢asto nepfedvidané. Timto zplisobem

bylo dosazeno zvyseni produkce sekundarnich metaboliti u kultury Panax ginseng. [45]

3.2.7. Elicitace

Kazda rostlinné buiika je schopna reagovat na stresy vnéj$iho prostfedi uvolnénim
elicitori z bunécnych stén patogenti ¢i rostlin. [3]

Elicitory jsou latky biologického ptvodu, které vyvolavaji obrannou odpovéd
bun¢k zalozenou na produkci sekundarnich metabolitti. Piikladem takové obrané reakce
vyvolané elicitory je tvorba fytoalexinl, které maji cytostatické, fungistatické
a bakteriostatické uc¢inky. Produkce sekundarnich metaboliti mize byt vedle biotickych
elicitori stimulovéana také elicitory abiotickymi, jako je UV zafeni, chlad, vysoka
teplota, soli t€zkych kovl, zmeény pH apod. [4]

Pfi experimentdlni praci se casto jako elicitory pouZivaji homogenaty
inaktivovanych kultur mikroorganismi, napft. pfidanim extraktu patogena Dendryphion
byla indukovana syntéza sanguinarinu v kulturach druhu Papaver. Hladina alkaloidl se
zvysila 4 — 10krat oproti kontrole. [46] Produkce berberinu v Thalictrum rugosum byla
indukovana pouzitim polysacharidové frakce z kvasnic. [47]

Pii vyhledavani vhodného elicitoru pro danou kulturu se vétSinou postupuje

empiricky. [48]
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Optimalniho vyuziti elicitoru lze dosdhnout pomoci téchto kritérii: [49]

= gpecifita a mnozstvi elicitoru

doba kontaktu elicitoru s rostlinnou butikou — napt. v bunééné kultufe

Papaver somniferum byl pozorovan efekt 3 hodiny po pfidani elicitoru

hloubka bunééné vrstvy v suspenzi, resp.kalusu

doba trvani elicitace

faze ristu bunécné kultury — nejcitlivéjsi na plisobeni elicitoru je
vétsinou v dob¢ rastové faze [48]

= regulace rlstu

Ristova faze, ve které vystavime tkaiiovou kulturu piisobeni elicitoru nema vliv
jen na mnozstvi akumulované latky, ale i na to, jaka latka se tvofi. Naptiklad elicitor
Pythium stimuloval v5 dni star¢ kultufe Catharanthus roseus tvorbu
N-acetyltryptaminu, a v desetidenni kultufe se akumulovalo jiz celé¢ spektrum
monoterpen — indolovych alkaloidu.

Poznatky o procesu elicitace, ktery podminuje tvorbu a akumulaci sekundanich
ptirodnich latek v rostlinnych tkanovych kulturach byly shrnuty do téchto bodi: [49]

v" tvorba sekundarnich metaboliti po pisobeni elicitoru se vyskytuje predevsim
v buiikdch na konci ristové faze

v’ nastava v pribéhu 12 — 48 hodin po pusobeni elicitoru

v' probiha v suspenzi i v kalusu

v’ sekundarni pfirodni latky se nachéazeji v buiikdch i v médiu

v elicitaci je mozné opakovat, aniz by doslo k poskozeni butiky
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3.2.8. Transformace rostlinnych bunék bakteriemi rodu

Agrobacterium

Existuje n€kolik druhti pidnich bakterii, které¢ indukuji morfogenetické zmény
rostlin, ovSem pouze u rodu Agrobacterium byl jednoznacné prokazan pienos
specifickych gent lokalizovanych na ¢asti velkého plazmidu do rostlinného genomu.
Tato ¢ast plazmidu, zvand T-DNA, obohacuje rostlinny genom o dva zakladni typy
gentl:

1.Geny pro nové cesty biosyntézy rostlinnych hormonti, auxinii a cytokinind.
Ty zplsobuji dediferenciaci rostlinnych bunék. Transformovand pletiva rostou na
pudée bez rastovych latek.

2. Geny pro syntézu nadorové specifickych latek, tzv. opina a agrocipini, které
slouzi jako zdroj uhliku, fosforu, dusiku a energie pro ten typ bakterii, ktery
transformaci indukoval. [3]

Pro vyuziti transformovanych kultur k produkci sekundarnich metaboliti hovofti
fada vyhod: [14]

= jsou geneticky a biochemicky stabilni

» vyznacuji se rychlym rstem

» udrzuji si biochemickou kapacitu odpovidajici matei'ské rostliné

= jsou pfistupné vneseni genetické informace

* moznost pouziti jednoho kultivaéniho média (riistové a produkéni)

Transformace bakteriemi Agrobacterium rhizogenes byla vyuZita ke zvySeni
produkce sekunddrnich piirodnich latek napf. u tkdnovych kultur druht Atropa
belladonna, Hyoscyamus niger, Panax ginseng [50], ke zvySeni produkce pyridinovych
alkaloidl u riznych druht Nicotiana [51] a Sikoninu u Lithospermum erythrorhizon.

[52]
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Pétindsobné¢ zvySeni produkce bylo pozorovano u steroidnich alkaloidd
(solasodin) u kultury Solanum aviculare oproti kultufe in vitro. ZvySeni je porovnatelné

s obsahem v nadzemni ¢asti intaktni rostliny. [53]

3.2.9. Biotransformace

Biotransformaci Ize definovat jako preménu substratu (prekurzoru) na produkt.
Provadi se tak, ze se ke kultufe privadi prekurzory pozadovanych sloucenin a po
urcitém case se odebiraji produkty transformace. [54]

Jako substraty pro biotransformace se mohou vyuzivat: [55]

a) latky rostlin€ obvykle nedostupné, tj. syntetické latky, chemické analogy ¢i
sekundarni metabolity jinych druhi rostlin, jejichz transformaci lze vysvétlit
jako detoxikacni reakci, napt. kultura Panax ginseng byla schopna syntetizovat
arbutin, pfestoze se v této rostliné nikdy nevyskytoval [56]

b) ,,pfirozené substraty, tj. latky bézné se v rostlinach vyskytujici, prikladem

mize byt hydroxylace digitoxinu na digoxin buitkami Digitalis lanata. [57]
Pro zabudovani prekurzoru do zadané¢ho produktu byly definovany nasledujici
podminky: [58]
1. Ptitomnost enzymu schopného inkorporace prekurzoru.
2. Produkt musi byt tvofen rychleji nez je metabolizovan.
3. Kultura musi dodévany prekurzor tolerovat.
V mnoha ptipadech vede dodani exogennich prekurzori ke zvyseni biosyntézy

produktu, na druhé stran¢ ale u mnoha kultur ztstane ptidani prekurzori bez odezvy.
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V ptipadé pouziti prekurzord je nutno ovéfit jejich akceptovatelnost, zjistit jejich
optimalni hladinu, kdy ptsobi a aplikovat je piesné v té riistové fazi, kdy jsou ucinné,
protoze nékteré kultury produkuji pozadované metabolity v pozdni staciondrni fazi, jiné
v lag-fazi nebo rané exponencidlni fazi ristu. Kuptikladu bylo zjisténo, ze u tkanové
kultury Arctostaphylos uva-ursi je vyhodnéj$i podani prekurzoru v prubéhu stacionarni
faze rastu kultury, protoze aplikace na pocatku exponencialni faze ¢asteéné inhibovala
rast. [59]

Biotransformace muize byt realizovdna i kulturou, v niz je celd biosynteticka
sekvence porusena, ale enzym schopny zprostiedkovat zddanou dil¢i reakci je tvofen
v dostate¢ném mnozstvi, coz ma zasadni vyznam ve farmaceutickém primyslu. Tento
pristup miize usnadnit pfipravu novych analogli znamych 1é€iv, kterd by méla zvyseny
terapeuticky ucinek ¢i snizenou toxicitu. [54] Prikladem mutze byt konverze
3-demethylthiocolchicinu na thiocolchicosid u suspenzni kultury Centella asiatica.
Thiocolchicosid vykazuje analgetické a myorelaxaéni G€inky a diky glykosylaci dojde
ke zvySeni jeho rozpustnosti ve vod¢ a sniZeni toxicity. [60]

Vyhodou rostlinnych enzymi je to, ze jsou schopny katalyzovat regio-
a stereospecifické reakce. Naptiklad bylo zjisténo, ze tkanové kultury Peganum harmala
maji schopnost stereoselektivné hydrolyzovat racemicky phenylethylpropionat. [61]
Tyto enzymy proto mohou byt pouzity k produkci sloucenin farmaceutické¢ho zajmu.
Prikladem je vysoce opticky Cisté¢ antimalarikum artemisinin, ziskany z Artemisia

annua. [62]
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3.3. ARBUTIN

Arbutin je rostlinny sekundarni metabolit patfici do skupiny fenolickych
glykosid. Je obsahovou latkou drogy Folium uvae-ursi. Matec¢nou rostlinou je
Arctostaphylos uva-ursi (L.), ¢esky medvédice lékaiskd z celedi Ericaceae. Pro
glykosidy je charakteristické, Zze se skladaji z necukerné (aglykon, genin) a cukerné
¢asti. Aglykon arbutinu tvoii hydrochinon, cukernou slozkou je D-glukéza. [63]

Arbutin je syntetizovan vysSimi rostlinami z tyrozinu pies kyselinu p-kumarovou
a 4-hydroxybenzoovou, kterd ptfechazi oxidativni dekarboxylaci a glukosylaci na

arbutin. [64]

Obr. ¢. 1.: Biosyntéza arbutinu [59]
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— > —
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O HO
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Terapeutické vyuziti: arbutin se pouziva jako dezinficiens mocovych cest, je
soucasti diuretickych a urologickych ¢ajovych smési (Species urologicae Planta). [63]
Antimikrobidlni G¢innost arbutinu je zavisla na uvolnéni hydrochinonu z molekuly, a to
autocidnim ptsobenim patogennich bakterii na latku. Byla zjiSténa piimé zavislost
antibakteridlniho  plsobeni arbutinu na  stupni  B-glukosiddzové  aktivity
mikroorganizmti. [65] Byl také potvrzen antitusicky efekt arbutinu, ktery se blizil
ucinku kodeinu v davce 10 mg/kg i.p. [66]

Zjistilo se, ze arbutin spolu s aloesinem zpiisobuje inhibici tyrozindzové aktivity
lidskych melanocytl a signifikantné redukuje obsah melaninu. [67] Jest¢ vétsi inhibicni
ucinek nez oa-arbutin vykazovaly jeho a-glykosidy maltosid a maltotriosid ziskané
transglykosyla¢ni reakci z cyklomaltodextrinu pomoci glucanotransferazy. [68] Inhibici
tyrozinazové aktivity vyvolal také deoxyarbutin. Tyto slouceniny by mohly byt vyuzity

v dermatologii k 1é¢bé hyperpigmentovanych 1¢ézi. [69]

Moznost ziskani z tkanovych kultur: arbutin transformuji bunééné systémy jako
Datura innoxia, Catharanthus roseus nebo Rauwolfia serpentina z hydrochinonu. Ackoli
se muze arbutin snadno chemicky pfipravit pomoci tii kroku, jednokrokova biosyntéza
je stale z&jmem biotechnologie. [70] Je popsana tvorba arbutinu z hydrochinonu
s maximalnim vytézkem 9,2 g/l média jako jediné slouceniny vytvofené za 4 dny
kultivovanymi bunikami rodu Catharanthus. [71] Pii pfeméné v bunécéné kultuie
Rauwolfia serpentina s pouzitim vyzivovaciho média optimalizované¢ho pro produkci
glukoalkaloidu raucaffricinu byl zjistén produkéni podil arbutinu do 18 g/l po 7 dnech
kontinualniho podévani hydrochinonu. [72]

Byla zkoumaéna produkce arbutinu ve tkanovych kulturach Bellis perennis L.,

Bergenia crassifolia L. Fritsch, Brassica oleracea var. capitata L., Coronilla varia L.,
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Leonurus cardiaca L., Leuzea carthamoides DC., Rheum palmatum L., Rhodiola rosea
L. a Datura meteloides DC. po ptidani prekurzorti hydrochinonu, 4-hydroxybenzoové
kyseliny a tyrozinu do zivného média. NejlepsSich vysledkii bylo dosazeno pfi
transformaci hydrochinonu a kyseliny 4-hydroxybenzoové na arbutin u tkanové kultury
Datura meteloides a pfi transformaci tyrozinu na arbutin u tkdnové kultury Rhodiola
rosea. [73]

Predmétem studii byla také biotransformace arbutinu a 4-methoxyfenolu, a to
u kultur Bellis perennis, Coronilla varia, Rhodiola rosea, Datura meteloides, Leuzea
carthamoides a Bergenia crassifolia. Transformace arbutinu na methylarbutin prob¢hla
u suspenzni kultury Leuzea carthamoides, stejné jako pfeména 4-methoxyfenolu na
methylarbutin. Pii pfeméné 4-methoxyfenolu na arbutin u kultury Leuzea carthamoides
a Datura meteloides nebyly v analyzovaném vzorku nalezeny zadné stopy
hydrochinonu. Z toho vyplyva, Ze se arbutin pravdépodobné vytvoril demetylaci
methylarbutinu. [74]

Arbutin maze byt také syntetizovan tkanovou kulturou Panax ginseng, piestoze se
v tomto rostlinném rodé normaln¢ nevyskytuje. [56]

Vliv cukrt na glykosylaci exogenniho hydrochinonu byl studovan na suspenzni
kultufe Catharanthus roseus. Produkce arbutinu byla zesilena 2 — 3x sachar6zou nebo
glukozou v koncentraci do 6%, pfi¢emz toto zesileni bylo piimo zavislé na koncentraci

cukru. [75]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. PRISTROJE

= laboratorni analytické vahy AND Helago s.r.o.

= piesné vahy Kern 572

= horkovzdus$ny sterilizadtor Chirana IP 21

= box s lamindrnim proudénim Holten LaminAir (HV MINI)

= suSarna Memmert

= Silufol® UV 254 sklarny Kavalier, zdvod Votice

= UV lampa CAM AG

=  UV/VIS detektor PU 4110 Philips

= multichannel detektor DAD PU 4021 Philips

=  pumpa PU 4110 Philips

= piedkolona 30x3 mm CGC SGX Cis, velikost Castic 10 um (Tessek Praha)

= kolona 250x4 mm Purospher Star RP-18 endcapped, velikost Castic 5 pum
(Merck,

Darmstadt)

4.2. CHEMIKALIE

e 2.4-dichlorfenoxyoctova kyselina, Merck
* NCbenzyladenin, Merck
* 4-methoxyfenol, Fluka AG

* kyselina p-kumarova, Sigma-Aldrich
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arbutin pro laboratorni ucely, Roth

methylarbutin izolovany na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie
hydrochinon p.a., Lachema

kyselina 4-hydroxybenzoova krist. reinst. (cryst. research grade), Serva
4-aminoantipyrin ¢isty, 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., Lachemie

kyselina nikotinova ¢ista, Lachema

thiamin hydrochlorid B.P., U.S.P., Koch-Light Laboratories Ltd.
pyridoxin hydrochlorid DAB 6, Loba Chemie

L-tyrosin, Serva

kyselina chlorovodikova, Lachema

myo-inositol, Sigma

hydrolyzat kaseinu, Sigma

sacharosa p.a., Lach-Ner

agar noble difco laboratories, Detroit
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4.3. POUZITY BIOLOGICKY MATERIAL

K biotransformaénim pokusiim byly pouzity dlouhodobé udrzované tkanové
kultury zuZlabnich pupenti Centella asiatica (26.-31. pasaZz), dodané¢ ze zahrady
lé¢ivych rostlin pti Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy.

Ke kultivaci kultur bylo pouZzito zivné médium dle Murashigeho a Skooga [76]

s ptidavkem regulatort riistu 2,4 D (0,5 mg/l) a BA (0,5 mg/l).

4.4. BIOTRANSFORMACNI POKUSY

Biotransformacni pokusy byly provadény jak v suspenznich kulturach, tak
v kulturdch kultivovanych na mustcich z filtraéniho papiru v tekutém zivném médiu.
Kultivace probihala za svétla.

Po 14 dnech kultivace kultur u mistkové metody a ihned po zaloZeni suspenznich
kultur byly do Zivného média steriln¢ piidany v koncentraci 100 mg/l tyto prekurzory
arbutinu: o hydrochinon

o tyrozin
o kyselina 4-hydroxybenzoova
o kyselina p-kumarova

Vzorky kalusi pro analyzu byly odebrany po 6, 12, 24, 48 a 168 hodinach

v ptipadé suspenznich kultur a po 12 a 48 hod. pfi kultivaci na mustcich. Analyzy byly

provedeny rovnéz u slepych pokust (bez ptidani prekurzorti) a vzorki zivnych médii.
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4.5. ANALYZA OBSAHOVYCH LATEK

Priprava extraktu
Kalusy byly suSeny pifi pokojové teploté na sklenénych Petriho miskéch,
rozetfeny v tfeci misce a navazka o hmotnosti cca 0,250 g byla extrahovana 5 ml
ethanolu 96% za studena po dobu 48 hodin. Extrakt byl nésledné zfiltrovan a odparen
a byla provedena ztrata suSenim. [77]
TLC
Analyza byla provedena na deskach Silufol® a Silikagel 60 Merck, vyvijeci
soustava byla smés chloroformu a methanolu (75:25).
Detekce
Postiik: I. 1. 4-aminoantipyrinem (4-AA) - 0,02 M vodny roztok
2. 20% vodnym roztokem amoniaku
3. 1% vodnym roztokem K;Fe(CN)s
II. smési 1% ethanolického roztoku FeCl; a 1% vodného roztoku
KsFe(CN)s
Po vyvinuti chromatogramu byla pied detekci methylarbutinu provadéna
hydrolyza postfikem 1M HCI a zahiatim v suSarné po dobu 15 minut pfi 105°C a pak
alkalizace 20% amoniakem.
Standardy
Methanolické 0,1% roztoky hydrochinonu, arbutinu, methylarbutinu
a 4-methoxyfenolu.
HPLC
Specifikace pfistroje: pumpa: PU 4110
detektor: PU 4110 UV/VIS

DAD PU 4021 multichannel detektor
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nasttikova klicka: 20 pl, manudlni nastik
kolona: 250x4 mm SGX C;s, velikost ¢astic 7 um (Merck)
predkolona: 30x3 mm CGC SGX Cis, velikost ¢astic 10 pm
(Merck)
Vzorky byly rozpustény v 1 ml ethanolu.
Analyza:
- eluce gradientova, methanol : voda v poméru 5 : 95 s linedrné se
zvySujicim pomérem methanolu az na 95 : 5 v ptibé¢hu 15 minut
- pratokova rychlost mobilni faze 1,5 ml/min.
- nastiik 20 pl

- detektor UV/VIS PU 4110, monitorovana vlnova délka 285 nm
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5. VYSLEDKY

Zkratky pouzité v tabulkach:

A arbutin

MA.. ... methylarbutin
HCH.................o. hydrochinon
4-MF.. ..o 4-methoxyfenol

5.1. VYSLEDKY TLC ANALYZY

Tab. 1: Vysledky TLC analyzy pud pro kultivaci suspenznich kultur Centella asiatica po

pridani prekurzort arbutinu — hydrochinonu a kyseliny p-kumarové v konc. 100 mg/1

DOBA

SLEDOVANE LATKY

ODBERU A

MA

HCH

4-MF

A

MA

HCH

4-MF

6 h —

+

+

12 h —

24 h —

48 h _

168 h —

PREKURZORY

hydrochinon

kys. p-kumarova
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Tab. 2: Vysledky TLC analyzy pud pro kultivaci suspenznich kultur Centella asiatica po

piidani prekurzorti arbutinu — tyrozinu a kys. 4-hydroxybenzoové¢ v konc. 100 mg/1.

DOBA SLEDOVANE LATKY
ODBERU A MA | HCH | 4-MF A MA | HCH | 4-MF
6 h — — — — — — + +
12 h — — — — — — — —
24 h — — — — — — — +
48 h — - - — — - + +
168 h — — — — — — — +
PREKURZORY tyrozin kys. 4-hydroxybenzoova

Tab. 3: Vysledky TLC analyzy ptd pro kultivaci mistkovych kultur Centella asiatica po

pfidani prekurzori arbutinu - hydrochinonu a kys. p-kumarové v konc. 100 mg/1.

DOBA SLEDOVANE LATKY
ODBERU A MA | HCH | 4-MF A MA | HCH | 4-MF
12 h — — + — — — — —
48 h — — — — — — — —
PREKURZORY hydrochinon kys. p-kumarova

Tab. 4: Vysledky TLC analyzy piid pro kultivaci miistkovych kultur Centella asiatica po

pridani prekurzort arbutinu — tyrozinu a kys. 4-hydroxybenzoové v konc. 100 mg/1.

DOBA SLEDOVANE LATKY
ODBERU A MA | HCH | 4-MF A MA | HCH | 4-MF
12 h — — + — — — — —
48 h — — — — — — — +
PREKURZORY tyrozin kys. 4-hydroxybenzoova

Tab. 5: Vysledky TLC analyzy extraktii suspenznich kultur Centella asiatica po ptidani

prekurzori arbutinu — hydrochinonu a kys. p-kumarové v konc. 100 mg/1.
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DOBA
ODBERU

SLEDOVANE LATKY

MA | HCH

4-MF

A

MA | HCH

4-MF

6 h

12 h

24 h

48 h

168 h

+ [+ |+ |+ |+ >

PREKURZORY

hydrochinon

kys. p-kumarova

Tab. 6: Vysledky TLC analyzy extrakti suspenznich kultur Centella asiatica po ptidani

prekurzori arbutinu — tyrozinu a kys. 4-hydroxybenzoové v konc. 100 mg/1.

DOBA SLEDOVANE LATKY

ODBERU A MA | HCH | 4MF| A MA | HCH | 4-MF

6h - — — — + + — —

12h - — — - + + _ _

24 h — — — — + + — —

48 h - - - - + - - -

168 h — — — — + + — —

PREKURZORY tyrozin kys. 4-hydroxybenzoova

Tab. 7: Vysledky TLC analyzy extraktt z kalusii mistkovych kultur Centella asiatica po

pfidani prekurzort arbutinu — hydrochinonu a kys. p-kumarové v konc. 100 mg/1.

DOBA SLEDOVANE LATKY
ODBERU A MA | HCH | 4-MF A MA | HCH | 4-MF
12 h + — — — — — — —
48 h + — — — — — — —
PREKURZORY hydrochinon kys. p-kumarova
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Tab. 8: Vysledky TLC analyzy extrakti z kalusit mtistkovych kultur Centella asiatica po

pfidani prekurzorti arbutinu — tyrozinu a kys. 4-hydroxybenzoové v konc. 100 mg/1.

DOBA SLEDOVANE LATKY
ODBERU MA | HCH | 4-MF | A MA | HCH | 4-MF
12h - - - - - - -
48 h — - - — - - -
PREKURZORY tyrozin kys. 4-hydroxybenzoova

5.2. VYSLEDKY HPLC ANALYZY
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Obr. 1: Kalibra¢ni kiivka arbutinu
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Obr. 2: HPLC analyza standardu: arbutinu, hydrochinonu, methylarbutinu

a 4-hydroxybenzoové kyseliny
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Obr. 3: HPLC analyza suspenzni kultury Centella asiatica — prekurzor hydrochinon (100

mg/1), interval odbéru 6 hodin
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Obr. 4: HPLC suspenzni kultury Centella asiatica — prekurzor hydrochinon (100 mg/1),

interval odbéru 12 hodin
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Obr. 5: HPLC suspenzni kultury Centella asiatica — prekurzor hydrochinon (100 mg/1),

interval odbéru 24 hodin
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Obr. 6: HPLC suspenzni kultury Centella asiatica — prekurzor hydrochinon (100 mg/l),

interval odbéru 48 hodin
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Obr. 7: HPLC suspenzni kultury Centella asiatica — prekurzor hydrochinon (100 mg/1),

interval odbéru 168 hodin
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Doba odbéru (h) | MnoZstvi arbutinu (%)

° 00374 Tab. 9: Vysledky HPLC analyz
12 0,0396 ysledky yzy
24 0,0396 . ,

48 0.0412 extrakt suspenznich kultur Centella
168 0,0429

asiatica po pfidani hydrochinonu v

koncentraci 100 mg/I.

0,044

0,043 -

0,042 -

0,041

0,04

Mnozstvi arbutinu [%]

¢ 0,03960,0396
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¢ 0,0374
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Obr. 8: Graf zavislosti mnozstvi arbutinu v extraktu suspenzni kultury Centella asiatica
po pridani hydrochinonu v koncentraci 100 mg/l na délce kultivace (6, 12, 24, 48 a 168

hodin)
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6. DISKUZE

Na katedie farmaceutické botaniky a ekologie probiha jiz fadu let vyzkum tykajici
se produkce terapeuticky vyznamnych sekundarnich metabolitd tkanovymi kulturami
ruznych druhtl rostlin. Zkoumaji se moznosti, jak tuto produkci co nejlépe zZadoucim
zpusobem ovlivnit.

Mym tukolem bylo ovéfeni biotransformacnich schopnosti tkanové kultury
Centella asiatica po pfidani prekurzorti arbutinu hydrochinonu, tyrozinu a kyseliny
p-hydroxybenzoové a p-kumarové v koncentraci 100 mg/l. Vyzkum se tykal jednak
suspenznich tkanovych kultur, jednak tkanovych kultur kultivovanych na mdustcich
z filtra¢niho papiru v tekutém zivném médiu a probihal za svétla.

Vzorky kalusi a médii pro analyzu byly odebirdny v urcitych c¢asovych
intervalech od aplikace exogennich prekurzort. U suspenznich kultur po 6, 12, 24, 48
a 168 hodinach a v pfipadé¢ mistkovych kultur po 12 a 48 hodinach - jednd se
o doplnéni chybéjicich casovych intervall z pfedchozich pokusii kolegyné¢ Vranové.
[78] Kwvalitativni diikaz sledovanych metaboliti byl proveden pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC) a kvantitativni hodnoceni bylo provedeno vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC).

Metodou TLC byla u suspenzni kultury Centella asiatica prokazana piitomnost
arbutinu v kalusu ve vSech sledovanych intervalech od piidani exogenniho prekurzoru
hydrochinou (tab. 5). Probéhlou biotransformaci hydrochinonu dokazuje také to, ze
nebyl pfitomen v extraktu ani v ptd¢ (tab. 1, 5). Kultura tedy vSechen hydrochinon
zuzitkovala, na rozdil od tkanové kultury Datura meteloides a D. innoxia, jejichz
transformacéni schopnosti byly zkoumany na katedie v pfedchozich letech. U téchto

kultur byla spotiebovana jen ¢ast hydrochinonu. [79]
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Analyza pomoci HPLC vyskyt arbutinu po pfidani hydrochinonu u suspenznich
kultur potvrdila. Bylo zjisténo, ze se mnozstvi vytvofené¢ho arbutinu zvySuje s délkou
pusobeni prekurzoru (obr. 8). Maximum arbutinu bylo nalezeno po 168 hodinach, a to
0,0429%. Maximum arbutinu po 168 hodinach od piiddni prekurzoru hydrochinonu
bylo zjiSténo rovnéz u kultury Datura meteloides pfi biotransformacnich pokusech na
katedie farm. botaniky a ekologie. Mnozstvi arbutinu bylo vSak nékolikandsobné vyssi
(7,4%) nez u kultury Centella asiatica, na které¢ jsem provadéla pokusy ja, kolegyné
Vranova a kolega Kostiiba. Takto vysoké procento arbutinu nebylo na katedfe farm.
botaniky a ekologie ziskano zadnou jinou kulturou. [73]

Co se tyce jinych védeckych pracovist, tak Inomata se svymi kolegy dosahl
transformace hydrochinonu na arbutin u suspenznich kultur Catharanthus roseus
s vytézkem 9,2 g/l po 4 dnech od ptidani prekurzoru. [71] Dalsi pozitivni vysledky byly
popsany u suspenznich kultur Rauwolfia serpentina s maximem produkce arbutinu
18 g/1 po tydennim kontinudlnim podavani hydrochinonu. [72]

Pti srovnani vysledkii prace mé a mého kolegy Kostiiby, ktery aplikoval
prekurzory v koncentraci 200 mg/l, nebyl pomoci HPLC shleddn vyznamny rozdil
v mnozstvi arbutinu, ktery se vytvofil v kalusech po pfidani hydrochinonu. Pouze
maximum produkce nastalo pfi pouziti prekurzoru ve vys$si koncentraci jiz po 24
hodinach. [80]

Pii pouziti dalSich prekurzorh, tj. tyrozinu, kyseliny 4-hydroxybenzoové
a p-kumarové nebyla metodou HPLC pfitomnost arbutinu potvrzena. V ptedchozich
pokusech byla kyselina 4-hydroxybenzoova transformovana na arbutin kulturami Bellis
perennis, Bergenia crassifolia, Brassica oleracea, Coronilla varia, Leonurus cardiaca,
Leuzea carthamoides, Rheum palmatum, Rhodiola rosea a Datura meteloides. Tytéz

kultury transformovaly na arbutin také tyrozin. [73]
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M¢ experimenty provadéné na mustkovych kulturdch navazuji na praci Marie
Vranové, kterd ovéfovala biotransformacni schopnosti Centella asiatica po pfidani
prekurzort arbutinu v konc. 100 a 200 mg/l v intervalech odbéru 6, 24 a 168 hodin.
Pomoci HPLC potvrdila pfitomnost arbutinu jako produktu transformace hydrochinonu
ve vSech sledovanych intervalech odbéru a u obou koncentraci s maximem produkce po
tydenni kultivaci pfi koncentraci hydrochinonu 200 mg/1 (0,504%). [78]

V mém ptipadé, pti pouziti dalSich Casovych intervali (12 a 48 hodin), HPLC
neprokéazala ptitomnost arbutinu po aplikaci hydrochinonu ani jiného prekurzoru
(tyrozinu, kyseliny p-kumarové a 4-hydroxybenzoové). PfiCinou miize byt to, Ze se
starnutim pouzitych kultur dochazi velmi casto k poklesu jejich biotransformacnich
schopnosti.

Metodou HPLC byla tedy prokézdna pouze biotransformace hydrochinonu na
arbutin v suspenznich kulturdch. Diivodem je pravdépodobné to, ze je zde médium,
obsahujici prekurzor, ve styku s celym povrchem kultury, na rozdil od mustkovych
kultur, kde médium vzlina filtracnim papirem, ktery se dotykad pouze baze kalusu. Pfi
srovnani vytézkli Casovych intervali je zfejmé, Ze pii aplikaci hydrochinonu
v koncentraci 100 mg/l mnozstvi vytvofeného arbutinu stoupa s maximem po tydenni
kultivaci (0,0429%), zatimco pii pouziti dvojndsobné koncentrace tohoto prekurzoru je
maxima produkce dosazeno jiz po 24 hodinach (0,043%) a dale pozvolna klesa. Kultura
je zfejmé schopna transformovat vétsi mnozstvi hydrochinonu nez 100 mg/l. Dalsiho
zvyseni produkce arbutinu by bylo mozné dosdhnout pouzitim jesté vyssi koncentrace
hydrochinonu, pokusy na nové odvozené¢ mladsi kultufe, event. zménami ve sloZeni

zivného média.
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7. ZAVER

1. Byla prokazana schopnost suspenzni kultury Centella asiatica glykosylovat

hydrochinon na arbutin.
2. Ostatni ptidavané prekurzory neprokazaly Zadné biotransformacni zmény.

3. Arbutin byl detekovan TLC a HPLC analyzou, a to ve vSech sledovanych

Casovych intervalech odbéru s maximem po tydenni kultivaci (0,429.10"%).
4. Biotransformac¢ni schopnost mistkovych kultur potvrzena nebyla.

5. Pfitomnost arbutinu ani jiného sledovaného metabolitu nebyla zjisténa v zadném

ze sledovanych médii.
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ABSTRACT

A Dbiotransformation posibility of the tissue culture Centella asiatica (L.) was
studied. These cultures were added the precursors of arbutin: hydoquinone, tyrosine,
4-hydroxybenzoic acid and p-coumaric acid into the medium. The precursors were used
in a concetration of 100 mg/l and the period of their action was 6, 12, 24, 48 and 168
hours.

Positive results (both TLC and HPLC) in arbutin production were obtained in the
suspension culture after an addition of hydroquinone. The largest amount of arbutin was

achieved after a week’s cultivation with hydroquinone (0,0429%).
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ABSTRAKT

Vtéto praci byly ovéfovany biotransformacni schopnosti tkanové kultury
Centella asiatica (L.) po pfidani exogennich prekurzorG arbutinu - tyrozinu,
hydrochinonu, kyseliny 4-hydroxybenzoové a p-kumarové v koncentraci 100 mg/l
do zZivného média na dobu 6, 12, 24, 48 a 168 hodin.

Pfitomnost arbutinu byla prokdzdna pomoci TLC a HPLC v suspenznich
kulturdach po aplikaci hydrochinonu. Nejvétsi mnozstvi arbutinu bylo nalezeno

po tydenni kultivaci s hydrochinonem (0,0429 %).
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