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1. Uvod



Rostlinna fise je s ¢lovékem dokonale spjata od prvopocatku jeho existence.
Hrala nezastupitelnou roli v oblasti jeho zdroji potravy, vzdyt ¢loveék byl nejprve
sbérac rostlin, tedy Zivil se jen stravou rostlinného ptivodu a az dalSim vyvojem se
z n¢j stal lovec, tedy vSezravec, v oblasti stavby obydli, poskytovani svétla, tepla a
Vv neposledni fadé je zde i terapeutickd role fytofarmak, tedy latek, které svij ptivod
odvozuji praveé z rostlinné tiSe. Tvoii dnes asi 80 % vsech pfirodnich produkti, které

ze zhruba 30 tisic vyuzivame.

Stale jesté nejbéznéjSim a nejvynosnéj§im zpltsobem ziskavani fytofarmak je
polni péstovani 1éCivych rostlin.Velikost trody, ale i mnozstvi obsahovych latek
Vv bylindch samotnych je ovlivnéna fadou faktori. K tém nejzékladnéjSim patii
zeméEpisnd poloha, nadmoiskd vyska a celkové klima, dale nesmime opomenout
problémy se kterymi se zemédélci setkavaji. Nejsou to jen vykyvy pocasi (sucho
nebo naopak pfili§ mnoho srdzek, chlad, pfilisné teplo atd.) ale také ataky tfady
rostlinnych chorob a Skudct. K dobré trodé neodmysliteln¢ patii kvalitni osivo a
samoziejm¢ kvalitni hnojiva, coz je nejen financné dosti naroc¢né, ale dokonce
Vv zemich tfetiho svéta zcela nedostupné.

Na rozdil od Zzivo€ichi, kde procesy bunécéné a tkanové diferenciace jsou
obecné ireverzibilni, existuje u rostlin schopnost pfechodu diferencovanych bun¢k a
pletiv do meristematického stavu charakterizovaného intenzivnim bunéénym délenim
(2).

Tak mohou rostliny rist v definovanych kultiva¢nich mediich ve sterilnim
prostiedi za regulovatelnych svételnych a teplotnich podminek. Do kultivacnich
medii se pfidavd vedle minerdlnich Zivin sacharosa, vitaminy Bl a B6, kyselina

nikotinova, nékteré aminokyseliny a fytohormony (2).

Prvni zminky o snaze vykultivovat rostlinu jen z ¢asti jejiho organu a pak dale
sledovat jejich vyvoj nachazime uz v 17. stoleti u védce Marcella Malphigiho (1628-
1694), ktery jako prvni védec systematicky vyuzival mikroskop a jez je také
povazovan za zakladatele oboru histologie a popisné embryologie (3).

Na zacatku minulého stoleti se némecky fyziolog Gottlieb Haberland (1854-

1946) (3) pokousel regenerovat jedince zizolovanych rostlinnych bunék, ale
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K bunéénému déleni nedochazelo (4). Jeho myslenka ale vychazela ze zcela spravné
uvahy Schwanna a Schleidena z roku 1838 o totipotenci rostlinnych bunék (1). Pies
svlj neuspéch vSak pan Haberland urcil smér dalSiho vyvoje explantatovych kultur,
ktery se soustiedil na vyvoj optimalniho kultivatniho média a poméru obsahu

jednotlivych rastovych latek v tomto Zivném médiu (5).

Vzhledem ke stale se zvySujici naro¢nosti na kvantitu a zejména kvalitu
obsahovych latek je jasné, ze dodavatelé rostlinnych surovin pro farmaceuticky
primysl hledaji stale nové zptisoby produkce. Jednim z moznych feseni tak mtze byt
vyuziti rostlinnych tkanovych kultur. Jedné se tedy o komplex metod zalozenych na
pestovani izolovanych ¢asti rostliny (organy, pletiva, buiiky) bohatych na sekundéarni
latky v podminkach in vitro.

K tradicnim zplGsobiim vegetativniho mnozeni rostlin se v poslednich
desetiletich fadi metoda tkanovych kultur-tzv.mikropropagace. I pfes svou vyssi
finan¢ni ndkladnost, mé tento typ rozmnozovani své uplatnéni pifedevsim tam, kde
neni moznd jind metoda vegetativniho mnoZeni nebo rychlost mnozeni tradi¢nimi
metodami je pomald, makropropagace je velmi ndkladna, cilem vegetativniho
mnozeni je ziskat naprosto zdravy materidl, cilem mnozeni je wurychleni
Slechtitelskych programi a pro néas velmi zajimava metoda produkce nebo dokonce
zvysSené produkce sekundarnich metabolit kulturami rostlin.

Metody teoreticky pouzitelné k mikropropagaci muZeme v zasadé rozdélit do

dvou hlavnich ttid (6) :

1. mnoZeni rostlin indukci tvorby prytl z axidlnich pupenti

2. tvorbu adventivnich prytl nebo adventivnich somatickych embryi a to

a) pfimou morfogenezi, pti které vznikaji struktury prytl ¢i embryi pfimo na ¢astech
organt nebo pletiv

b) nepiimou morfogenezi, kdy uvedené struktury vznikaji z kalusového pletiva nebo
v suspenzni kultute, které byly ziskdny dé¢lenim nediferencovanych bunck

puvodniho explantatu.

Kalus predstavuje soubor nediferencovanych bunék, jehoz rast je indukovan
umisténim explantiti na medium s relativné vysokou koncentraci auxinu (1-

10mg/l) v pfitomnosti naopak niz$i koncentrace cytokininu nebo zcela bez
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n¢ho.Odvozeny kalus mize byt dale kultivovan na pevném mediu nebo jej mizeme
pouzit k odvozeni suspenzni kultury vtekut¢ém mediu jejim dikladnym

mechanickym protfepanim (6).

Hlavni obdobi vyvoje optimalnich podminek pro rist a produkei sekundarnich
metaboliti je dle Schmaudera a Doebela mezi lety 1975-1985 (5). Vysledky
podporovaly dalsi vyzkumy v primyslovém meéftitku. Japonska firma Mitsumi
Petrochemical Industrie (7) vyuzila suspenznich tkanovych kultur Lithospermum
erythrorhizon pro ziskani Sikoninu. V USA se v soufasné praxi nevyuziva, ale
pfesto byla velmi usp&sna produkce sanquinarinu (8) kulturami Papaver somniferum.
Némecka firma Phyton gesellschaft fiir biotechnik pouziva kultury rodu Taxus jako

zdroj taxolu (9).



2.Resena problematika



Ukolem mé diplomové prace bylo odvozeni explantatové kultury Centella
asiatica a ovéfeni biotransformacnich schopnosti této explantatové kultury, a to
metodou piidavani exogennich prekurzori arbutinu do Zzivného média. Jako
prekurzory byly pouzity hydrochinon, Kkyselina p-kumarova, kyselina 4-
hydroxybenzoova a tyrosin. Kvalitativni skladba piedpokladanych metabolitii téchto
latek byla sledovana pomoci TLC. Kvantitativni hodnoceni bylo provedeno metodou

HPLC.



3. Teoreticka cast



3.1. Botanicka a fytochemicka charakteristika

Obr.1 Intaktni rostlina Centella asiatica
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Obr. 2 Botanicky nakres habitu a kvétu rostliny Centella asiatica

3.1.1.Zarazeni do botanického systému (10)

e FiSe - PLANTAE

e oddéleni - MAGNOLIOPHYTA
o tifida— MAGNOLIOPSIDA

e podtiida — CORNIDAE

e §ad - ARALIALES

o (deled - HYDROCOTYLACEAE
e rod - CENTELLA

e druh - CENTELLA ASIATICA
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Synonyma:

Centella coriacea Nannfd., Centella erecta (L.f.) Fernald, Hydrocotyle
asiatica L., Hydrocotyle lunata L., Hydrocotyle wightiana Willd., Trisanthus
cochinchinensis Lour. (11, 12).

Nazvy v mimoevropskych jazycich:

Brahmi, Thankuni, Thankuria (bengalsky), Ji-Xue-Cao (¢insky), Indian
Pennywort, Marsh penny, Sheep-rot, Spadeleaf (anglicky), Bemgsag, Brahma
manduki, Brahmi, Mandukaparni, Thankuni (hindsky), Daun kaki kuda (indonésky),
Gagan-gagan, Pegaga, Pegagan, Kerok batok (javansky), Brahambuti, Ghodtaapre
(nepalsky), Bua bok, Phak nok, Phak waen (thajsky), Cay rau ma (vietnamsky) (13)

Nazvy v evropskych jazycich:
Pupeénik asijsky (Sesky), Centelle asiatique, Ecuelle d'eau, Fausse violette
(francouzsky), Asiatischer Wassernabel (némecky), Erba delle tigri, Idrocotile,

Scodella d'acqua (italsky), Hierba de clavo, Sombrerito (Spanélsky) (13)
3.1.2. Popis C. asiatica

a) Makroskopicky (intaktni rostlina)

Drobna, vytrvala, 1é¢iva rostlina pivodem z Indie, Ciny, Indonésie, Australie,
jizniho Pacifiku, Madagaskaru a jizni nebo stfedni Afriky. Roste nejlépe v zapadlych
baZinatych oblastech, zejména podél potokil, ve vlhkych ptikopech, mocalovitych
lesich, na pis€itych biezich a to az do nadmoiské vysky 700 m.n.m. Vzhled této
Stihlé rostliny se méni prave podle toho, roste-li ve vodé (Siroké véjifovité listy) nebo
na suchu (malé tenké listky) (14,15,16).

Tato tenkd popinava bylina méa vlaknitou lodyhu plazici se po zemi, Casto
nacervenalou, s dlouhymi internodii, zakofenujicimi v uzlinach (14).

Listy maji proménlivou velikost. Jsou vice Siroké nez dlouhé, kdy cepel je
10-40 mm dlouh4 a 20-40 mm §iroka (nékdy az 70 mm). Zilnatina je dlanita, obvykle
se sedmi zilkami. Tvar listu je nejcastéji ledvinovity, okrouhly ¢i ovalné elipticky.
Hrot je zaokrouhleny, baze listu je dokonale srd¢itd. Mladé listky jsou naspodu
ochmyftené, star$i olysalé. Okraj muze a nemusi byt vroubkovany. Z kazdé uzliny

vyristaji listky stfidavé v poétu 1-5, a jsou tedy uspofadany v rizici. Rapik je
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obvykle pét az desetkrat, nékdy i1 patnactkrat delsi nez cepel, je hladky nebo
s jemnymi chloupky (14,22).

Kvétenstvi je uzlabni jednoduchy okolik slozeny z 1-3 kvéth. Malé kvéty jsou
pouhé 2 mm velké, oboupohlavni, pétiCetné, nazelenalé, riizové nebo nacervenalé.
Okvétnich listki je 5 (vzdjemné nesrostlych) a jsou predevsim bilé, nekdy vsak
zbarvené do cCervena. Kali$ni listky nejsou ptitomny. Tycinek je 5, semenik je
spodni. Z kazdé uzliny vyrustd asi 1-5 okolikt, pfi¢emz kvétni stopka je mnohem
krat$i nez fapik listu. Rostlina kvete v obdobi od kvétna do srpna (14,22).

Plod je 8 mm velka, tvrda, nepukava dvounazka, kterd je nejcasteji hnédosedé
barvy a vejcitého tvaru. Ze stran je siln¢ zplostéla, se sedmi az deviti vyniklymi
zakiivenymi Zzebry. Charakteristické je siln¢ ztluStélé oplodi. Semena jsou hnéda,
protahla, lateraln¢ zplostéla (12, 14, 15).

Droga je nat (Centellae herba), ktera se sbird nejcastéji na jare a také na

podzim. Typicky je jeji charakteristicky zapach a nepatrné sladkohotka chut’ (11).

b) Mikroskopicky (Fapik+list)

Pokozka (epidermis) je tvofena jednou vrstvou tésné pfiiléhajicich bunégk,
které neobsahuji chloroplasty. V nich jsou na obou stranich listu ptitomny
paracytické a diacytické typy pruduchi, pfi¢emz vétsi mnozstvi pfevazuje na spodni
stran¢ listu. Na povrchu je pokozka kryta tenkou vrstvou kutikuly.

Mezofyl je tvofen dvéma fadami palisadovych bunék a tfemi fadami bunck
houbového parenchymu, mezi nimiz se nachazi velké mnozstvi mezibunétného
prostoru, ktery byva vyplnény rizicovymi krystaly, tvofenymi oxaldtem vapenatym.

Na pticném fezu fapikem je patrna epidermis se ztluStélou vnitini sténou,
kolenchym slozeny ze 2-3 vrstev bunék a Siroka vrstva parenchymu. Uvnitt
parenchymatické zony je 7 cévnich svazki, z toho 5 tvofi centralni vétev a 2 vybihaji
V raménka.

Oblast hlavni Zilky listu vykazuje 2—-3 vrstvy kolenchymatickych bunck bez
chloroplasti. Cévy meéfi v priméru 15-23 pm. Neékteré parenchymatické bunky

obsahuji krystaly stavelanu vapenatého (11, 12).
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¢) Mikroskopicky popis drogy (17)

PraSkovana droga je charakteristicka témito znaky: pokozka listu
obsahuje mnohohranné buiiky s nepravidelné¢ ryhovanou kutikulou, paracytické
praduchy jsou ¢etnéjsi na spodni strané listu; pokozka fapiku s protdhlymi buiikami;
dlouh¢, jednobunécné, jednoradé, nékdy mnohobunétné zprohybané kryci chlupy;
mladé listky; cévy Sroubovité ztlustlé; pryskyfi€né kandlky; krystaly a drazy
Stavelanu vapenaté¢ho o priméru az 40 um; svazky uzkych komurkovych vlaken
stonku; tlomky plodu s vrstvami Sirokych, parketovité usporadanych bun¢k, cévami
kruhovité ztlustlymi a buikami parenchymu obsahujicimi jednoducha nebo slozena

skrobova zrna.

3.1.3. Fytochemicka charakteristika

Hlavni obsahové latky

Nejvétsi podil sekundarnich metaboliti Centella asiatica tvoti pentacyklické
triterpenoidni saponiny asiaticosid (0,1-0,6%) a madecassosid (0,7-5,0%). Kromé&
nich jsou také ptitomny jejich aglykony kyselina asiaticova (0,1-0,5%) a kyselina
madecassova (0,5-0,8%) (11).

Struktura asiaticosidu a jeho aglykonu byla objasnéna chemickymi a
spektralnimi metodami. Jedna se o triglykosid asiaticové kyseliny spolu s cukernymi
zbytky (dvou glukos a jedné rhamnosy).

Madecassosid a jeho aglykon madecassova kyselina byly strukturalné
zkoumany v rostliné C. asiatica, sbirané na Madagaskaru. Krom¢ toho byly tyto
metabolity izolovany i zrostlin sbiranych v Ciné a také v Indii, kde byly
pojmenovany jako brahmosid a kyselina brahmova.

Vsechny tyto triterpeny jsou odvozeny od kyseliny ursolové a maji ursanovy

skeleton (18).
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Asiaticosid: R, = H, R, =rha-glc-glc

/O Madecassosid: R, = OH, R, = rha-glc-glc
HO o
™~ R Kyselina asiaticova: R, =H, R, =H
2
HO
Kyselina madecassova: R, = OH, R, =H
HOH,C

R,

Obr.3 Chemicka struktura hlavnich sekundarnich metaboliti C. asiatica (11)

r 7 e

3.2. Farmakologické ucinky a vyuziti Centella asiatica

Centella asiatica byla diky svym 1é¢ebnym schopnostem lidmi pouzivana jiz od
starovéku. Mnozi védci se dnes pokouseji vyvinout nové 1éky z prirodnich zdroju,
kde wvyuZivaji pradavnych zkuSenosti 1é¢iteld. Mezi bohaté zdroje téchto cennych
informaci patii napiiklad tradi¢ni indickd medicina zvana Ayurveda. Centella zde
patii do skupiny s ndzvem Vranaropaka (19), coz je termin pro n€kolik rostlinnych
nebo zivocisnych drog a mineralt s vyraznym hojivym G¢inkem. Proto byla uzivana
k 16€bé rtuznych patologickych stavii, chronickych ran a malomocenstvi. Ale je také
doporu¢ovana jako mozkové stimulans u rozlicnych mentélnich poruch. Jeji hojivé
ucinky jsou popisovany 1 v lidové mediciné Malajského poloostrova, Javy,
Madagaskaru a Keni, kdezto v Cin& byla zndma pro sviij psychotropni uéinek. Jak
dale uvadi ¢insky lékopis mlze byt vyuZzita jako antipyretikum, diuretikum a také pii
zloutence, upalu, prijmu, ekzémech a traumatech (14).

Nejvice terapeuticky aktivnich latek obsahuje nat' a listy, znich se muze
pfipravovat ¢aj nebo dZus, mohou se Zvykat, ale vyluh lze pouzit i k obkladim. Ve
farmaceutickém prumyslu je C. asiatica zpracovavana do tablet, kapsli, krému, gelt
a oleji. Nejcastéji vSak byva pouzita ve forme etanolického extraktu. Dnes ptipravky
z extraktt listd Centella asiatica predstavuji zaklad fady farmaceutickych a

kosmetickych ptipravki .
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Jeji obsahové latky jako terpeny, flavonoidy a kumariny pfedstavuji dobry
terapeuticky potencial pro venoaktivni preparaty, které jsou vyuzivany pii chronické
zilni insuficienci dolnich koncetin a tvorbé varixi. Jejich uzivani zlepsSuje
mikrocirkulaci a metabolickou aktivitu cév, cévni tonus, kapilarni proud a zpevnéni
perivaskularni pojivové tkané (14). V této souvislosti je C. asiatica pouzivana také
k 1é¢bé hemoroidu.

Dale je C. asiatica vyuzivana jako dnes velmi popularni imunostimulans, ¢imz
se mini latka, ktera nespecifickym zptisobem povzbuzuje imunitni systém organismu
a tim mu vyrazn¢ napomdhd branit se okolnim atakiim stresovych podnéti, které
mohou pusobit psychicky i fyzicky. Tato dilezitd vlastnost tak mize vysvétlovat
Siroké terapeutické vyuziti Centella asiatica u fady dalsich chorob a komplikaci.

Mezi dalsi mozné G¢inky C.asiatica patii (14) :

Antiemetické, snizuje hladinu mocoviny v Krvi, v malych davkach putsobi jako

nervovy stimulans, dale ma projimavé, prokinetické¢, hypocholesterolemické,

-----

3.3. Posledni klinické vyzkumy

Soumyanath a kol. (20) na univerzit¢ v Oregonu sledovali vliv etanolového
extraktu Centella asiatica, dale jen CA, na vzrust lidskych SH-SY5Y bunék za
pfitomnosti nervového rastového faktoru (NGF). Prestoze vodny extrakt
Vv koncentraci 100 pg/ml byl zcela neefektivni, u nizsi frakce etanolového extraktu,
ziskaného  pomoci chromatografie na silikagel, bylo prokazano neuritové
prodlouzeni. Nejvétsi aktivita byla nalezena v nepolarni frakci (GKF4). Relativné
polarni frakce (GKF10, GKF14) také vykazovaly urCitou aktivitu, ale niZ8i nez
zminovana frakce GKF4. Je tedy mozné, ze Centella obsahuje vic jak jednu u¢innou
sloZzku. Kyselina asiaticova (AA) byla nalezena pravé ve frakci GKF4 a vykazovala
znacnou aktivitu uz pti koncentraci 1 pM. AA ovSem nebyla ptitomna v GKF10 ani
GKF14, coZ je jasnym dikazem toho, Ze v CA musi byt pfitomny dalSi G¢inné

slozky. Samecci krys Sprague-Dawley po podani etanolového extraktu Centella do
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pitné vody v denni ddvce 300-330 mg/kg prokazali rychlejsi funkéni zotaveni a
vzestup axondlni regenerace (vEtSi axondlni mohutnost a vétsi myelinovanost
vldkna). Ve srovnani s kontrolnimi vysledky je jasné, ze axony rostou rychleji.
Ethanolovy extrakt tedy miZze byt vyuzit pro urychleni hojeni a regeneraci
neuronového poskozeni.

Na univerzit¢ v Shanghai (21) byl zkouméan mozny antidepresivni ucinek
triterpenoidt obsazenych v CA. Obsah monoaminovych neurotransmiterti a jejich
metaboliti v mozkové kufe krys, hipokampu a talamu byly vyhodnoceny pomoci
HPLC a elektrochemického detektoru. Bylo jasné patrné vyznamné zmenSeni
hladiny kortikosteroidti v séru a zvySeny obsah serotoninu, noradrenalinu, dopaminu
a jejich metabolitta 5-HIAA, MPHG v mozku krys.

Univerzita Rajasthan v Jaipuru (Indie) (22) se vénovala vyzkumu
hepatoprotektivniho ucinku Centella asiatica. Byl zde pozorovan vyrazny vliv na
jaterni buniky. lonizované y-zafeni kromé toho, ze zplisobuje piimé poskozeni, tvofi
také zvlastni druhy reaktivniho kysliku, které jsou schopny pftivodit celkovou
destrukci rliznych organti. Podani vytazku CA 1 h pted ozafenim, v intenzit¢ davky
100 mg/kg télesné hmotnosti, se projevilo jako ochrana proti zateni, které¢ zplsobuje
poskozeni jater. Pocet normalnich neposkozenych hepatocytii byl vyssi ve skupiné
pfedem oSettené CA ve srovnani s kontrolni skupinou, kterd takto oSetiena nebyla.
Pocet binuklearnich bunék a abnormalnich hepatocyti byl tedy mensi ve srovnani se
zvitaty ozafenymi bez piedbézna 1écby CA (28).

Rao S.B. a kolektiv (23) z Kasturbské 1ékatské fakulty v Manipalu (Indie) na
katedfe radiobiologie, hodnotili nootropni t¢inek CA u mysi. Tfi mésice starym
sameCkim Svycarskych bilych myS$i byl peroralné aplikovan vodny extrakt s
odstupiiovanymi davkami (200, 500, 700, 1000 mg/kg télesné hmotnosti) po dobu
15dnt, aby doslo k vybéru efektivni davky. Zvitata byla testovana v paprskovitém
labyrintu, kde se projevila jejich u¢ebni a pamét'ova schopnost. Na zakladé téchto
vysledkd byl mysim podavan extrakt Centella asiatica per 0os v mnozstvi 200 mg/kg
po dobu 15dni a to patnicty az tficaty den po porodu. Nootropni ucinek byl
vyhodnocovén 31.den a 6 mésicti po porodu. Byly provedeny studie chovani (testy
na otevieném poli, tma/svétlo, paprskovity labyrint), biochemické testy aktivity
acetylcholinesterdzy a histologické studie dendridického rozvétveni. Juvenilni i
mladsi dospé€lé mysi prokazaly vyrazné lepsi vykony v labyrintech, ale lokomoc¢ni

aktivita oproti kontrolnim testim byla beze zmény. OSetieni vytazkem CA mélo za
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nasledek zvysenou aktivitu acetylcholinesterazy v oblasti hipokampu. Aktivita
hipokampalnich dendritt CA3 byla také zvySena, a to jak v mistech kiizeni, tak
vétveni. Vysledky byly stejné prokazatelné jak po meésici, tak po ptl roce. Podavani
extraktu z CA tedy ovliviiuje neuronovou morfologii a je schopno zlepSovat
mozkové funkce juvenilnich a mladych mysi (29).

Punturee a kol. (24) se na Iékaiské univerzit¢ v Chiang Mai (Thajsko) zabyval
imunomodula¢ni aktivitou CA extrakti. Centella se v lidovém 1é¢itelstvi pouziva
k 1é¢b¢ fady chorob. Mechanismy tGé¢inku jsou vSak pievazné neznamé. Tato studie
zkoumala vliv CA na imunitni odpovéd. Mysi, kterym byly podavany extrakty
Z pupecniku (v koncentraci 100 mg/kg) prokazovaly vyraznéj$i imunitni odpoveéd’ na
primarni 1 sekundarni protilatky proti BSE ve srovnani s kontrolni skupinou.
Soucasny vyzkum odhalil imunomodula¢ni aktivitu CA na nespecifickou buné¢nou i
humoralni imunitni odpovéd’. Na zaklad¢ téchto poznatkti se védci domnivaji, Ze
latky obsazeny v Centella asiatica mohou mit vyrazny chemoprotektivni nebo
antineoplasticky potencial.

Gupta a Flora (25) zkoumali vyznam ochranné schopnosti extrakti CA,
podavané v davce 100, 200 a 300 mg/kg jedenkrat denné oralni formou, béhem
vystaveni pasobeni arsenu v davce 20 ppm v pitné¢ vodé po dobu 4 tydnl. Zvirata
vystavena expozici arsenu vykazovala vyznamnou inhibici aktivity dehydratasy 6-
aminolevulinové kyseliny (ALAD), okrajové sniZzeni glutathionu (GSH) a vzrlst
hladiny protoporphyrinu v krvi. U jaterniho a ledvinového glutathionu doslo ke
snizeni, zatimco hladiny oxidovaného glutathionu (GSSG) a reaktivni substance
kyseliny thiobarbiturové byly vyznamné zvySeny a to Vv jatrech, ledvinach i mozku.
Aktivita mozkové superoxiddismutazy (DRN) a katalazy byla po arsenové expozici
snizena jen okrajové. Podavanim  Centella asiatica byl prokazan vyznamny
ochranny vliv na inhibici aktivity krevni ALAD a obnoveni krevnich hladin GSH, ale
vétsina dal$ich biochemickych parametrt ziistala nezménéna. Zajimavé je, ze vétSina
jaternich biochemicky proménnych ukazateldi, udavajicich oxida¢ni tlak, ochranny
vliv CA prokazaly . Jakkoliv vyznamna protektivni funkce byla pozorovéna na
zméné ledvinové GSSG, jaterni a mozkové TBARS, byl zaznamenan jen okrajoveé
prospé$ny ucinek na koncentraci arsenu v krvi a jatrech, zvlasté¢ pak v nejvyssi
studované davce (300 mg/kg). Centella neméla vliv na zménu vétsiny ledvinnych
biochemickych parametri. Vysledky tak vedou k zavéru, Ze simultanni suplementace

CA vyznamné ochrafuji organismus krys pfed oxidativnim stresem vyvolanym

-18 -



arsenem, ale nijak neovliviiuji koncentraci samotného arsenu v organech téchto

zivocichu.

3.4. Produkce farmaceuticky vyznamnych latek pomoci

rostlinnych tkanovych kultur

3.4.1. Alkaloidy

Vétsina alkaloidl pouzivanych jako 1é¢iva jsou rostlinnymi metabolity. Dosud
byly nalezeny v ptiblizné 4000 rostlinnych druhti a odhaduje se, Ze jsou pfitomny az
ve 20% vSech rostlin. Jsou to pfirodni organické latky obsahujici dusik
V heterocyklickém kruhu, maji vyrazné, zpravidla velmi specifické ucinky. Nazev
»alkaloid* pochazi od alkalické povahy vétSiny téchto latek, majici proto schopnost
tvorit soli s kyselinami. Alkaloidy se nejcastéji ukladaji v pletivech vykazujici velmi
aktivni rist, v epidermdlnich a hypodermalnich pletivech, v pochvach svazkl

vvvvvv

jejich obsah kolisa béhem vegetace (26).

3.4.1. 1. Morfinové alkaloidy (27)

Kodein je latka, ktera se pouziva jako analgetikum a antitusikum. Komer¢nim
zdrojem je Papaver somniferum, odkud se ziskava spole¢né s morfinem, ktery miize
byt na kodein konvertovan. Zralé makovice P. bracteatum obsahuji vice nez 3,5 %
thebainu, ktery je také modifikovdn na kodein. Z toho divodu fada védct
predpokladala, ze morfogeneticky diferencované bunééné kultury P. bracteatum
budou produkovat vyssi hladiny thebainu. Tato teorie se ale nepotvrdila (28-31).

K zajimavému vysledku dospél Furuy et al (32). Kultury P. somniferum
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neprodukovaly morfin ani kodein, ale norsanquinarin, sanquinarin, kryptopin a dalsi
ruzné druhy alkaloidt. Eilert et al. (33) pak pro zvySeni produkce sanquinarinu
bunikami kultury P. somniferum pouzil ptidani houby rodu Botrytis sp. Hladina
alkaloidu v pfitomnosti tohoto houbového elicitoru vzrostla 26krat a celkové doslo
ke zvySeni hmotnosti susiny o 29 % ve srovnani s médiem bez elicitoru.

Sanquinarin se pifiddva do zubnich past jako prosttedek proti plaku, jeho
moznou komer¢ni vyrobou pomoci bunécnych kultur se zabyval Kurz et al.
V National Research Council of Canada a rizné spolecnosti v USA. Syntéza thebainu
a kodeinu de novo pomoci buné¢nych kultur se zatim nezdatila, proto Furuya et al.
(34) studoval biotransformaci kodeinonu na kodein pomoci imobilizovanych bun¢k
P. somniferum. Vytézek této konverze byl 70,4 % a okolo 88 % biotranformovaného

kodeinu bylo vylouc¢eno do Zivného média.

3.4.1. 2. Berberin

Berberin je isochinolinovy alkaloid, ktery se nachazi v kofenech Coptis
japonica a kufe rostliny Phellondendron amurense. Berberin se v orientu pouziva

k 1é¢b¢ stievnich potizi.

Furuya (35) a Yamamoto (36) zkoumali produkci berberinu bunécnymi
kulturami  C. japonica od roku 1970. Yamada et al. (37) na univerzit¢ v Kyoto
vyselektoval vysoce produktivni bunééné linie C. japonica, které byly postoupeny
japonské spole¢nosti Mitsui Petrochemical. Hara et al. (38) zjistil, ze po pfidani 107
M kyseliny giberelové do média doSlo ke zvySeni produkce berberinu a to az o 1,66
g /1 média. Pouzitim selekce bunék pomoci techniky bunéénych protoplasti C.
japonica ziskali vysoce produktivni bunéénou linii, dale zalozili ,,velkokapacitni
bunénou kulturu“ - postupy k zefektivnéni produkce berberinu. Za tcelem zisku
bunéné masy o obsahu 70 g/l suSiny bylo optimalizovano mnozstvi kysliku a
vhodnych Zivin.

Hara et al. (39) dale zjistil, Ze pfidani alifatického polyaminu spermidinu
stimuluje produkci berberinu suspenznimi Kulturami Thalictrum minus, pfestoze

dalsi polyamidy jako kadaverin, putrescin a spermin byly bez efektu. To signalizuje,
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ze spermidin zvySuje tvorbu ethylenu, ktery ma souvislost s aktivaci syntézy

berberinu. Maximalni stimula¢ni efekt byl pozorovén pti davce 2mM spermidinu.

3.4.1.3. Tropanové alkaloidy

Skopolamin a hyoscyamin jsou komer¢né vyuzivany jako anestetickd a
antispasticka 1é¢iva. Tyto alkaloidy se vyskytuji v listech rostlin rodu Solanaceae
véetné Datura myoporoides a D. leichhardtii. Jiz pted vice nez 35 lety West a kol.
(27) nalezl tropanové alkaloidy v kalusu kultury Atropa belladonna, od té doby byla
vyzkumum biotransformacnich schopnosti téchto bunéénych kultur vénovana velka
pozornost. Koncentrace skopolaminu a hyoscyaminu v bunéénych kulturach jsou
vSak pres veskeré Usili védct stale velmi nizké, proto zatim nebyla v pramyslu
uplatnéna zadna z tkanovych kultur.

Tabata et al. (40) pfidaval do suspenzni kultury Scopolia japonica jako
prekurzor kyselinu tropovou kterd zvysila hladinu alkaloidu na patnéctindsobek.
Mitsune et al. (41) vyselektoval vysoce produktivni typ bunék z druhu Hyoscyamus
niger, ktery oproti matefskym buinkam produkoval 7krat vice hyoscyaminu.
Vysledky ale neprokazaly zddnou souvislost mezi vysokou produkéni schopnosti a
variacemi v po¢tu chromozomii. Endo a kol.(42), Kitamura a kol. (43) a fada dalSich
védcl ozndmila, ze kofeny diferencované zbunécnych kultur akumulovaly
skopolamin, hyoscyamin anebo nikotin. Pfesto, Kitamura (43) zjistil, Ze alkaloidy
nebyly akumulovany v listech regenerovanych kli¢nich rostlin. ProtoZe tyto
alkaloidy jsou tedy syntetizovany v kotenech, Flores a kol. (44) ukazali, Ze produkce
hyoscyaminu a ostatnich alkaloidl v kultivovanych ,,hairy roots* transformovanych

pomoci Agrobacterium rhizogenes je podobné tirovné jako v normalnich kotenech.

3.4.2. Kardenolidy

Srde¢ni glykosidy, kardenolidy, jsou produkty rostlin rodu Digitalis. Nekteré
z téchto druht jsou vyuzivany k 1é€bé srde¢nich chorob. Pro primyslovou vyrobu je
naprstnik péstovan na polich fady zemi, mimo jiné i v Nizozemi, Mad’arsku a

Argentiné. Jen pro zajimavost, firma Burroughs Wellcome vlastni ochrannou
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znamku na digoxinovy lék s ndzvem Lanoxin. Tento vyrobek zastupuje nejvétsi
podil trhu spole¢nosti v oblasti kardiovaskularnich 1éki. Lanoxin je nejvice prodavan
v Italii a USA, jeho ro¢ni prodej je priblizn¢ 6000 kg s celkovym ziskem 50 milioni
americkych dolarti (27). Samoziejmé se vyrobou a zpracovanim kardioaktivnich

glykosidi zabyvaji i jiné firmy.

Studie tkanovych a bunécnych kultur urc¢enych k produkci kardenolidli zacaly
pfed vice nez tiiceti lety. Prvenstvi se pfipisuje zpravé zroku 1959 dvojice
Hildebrand a Riker (45). Staba (46) jiz v roce 1962 zkoumal vyzivné pozadavky
tkanovych kultur Digitalis lanata a Digitalis purpurea. Piestoze byla mnohokrat
popsana produkce srde¢nich glykosidi tkanovymi kulturami rodu Digitalis, obecné
bylo mnozstvi latek velmi malé a naslednym pasdZovanim bunéénych kultur
mnozstvi Casto jesté klesalo az vymizelo uplné. Mnoho védci se ale shodovalo v
poznatku, ze morfologicka diferenciace zptuisobuje zvyseni vynosnosti. Naptiklad Lui
a Staba (47) dokazali, ze organova kultura odvozena z listi a kofeni D. lanata
produkuje kardenolidy a béhem kultivace hladina digoxinu vzristd S rostoucim
stafim. V tkanovych kulturach D. lanata a D. purpurea byly krom¢ digoxinu a
digitoxinu nalezeny dal$i druhy sekundarnich metabolitd (48) : cholesterol,
campesterol, stigmasterol, B-sitosterol, 4-hydroxy-digitolutein, tyto hladiny byly ale

velmi nizké a béhem pasazovani se dale také snizovaly.

Na rozdil od syntézy de novo se z komer¢niho hlediska zda byt daleko slibngjsi
proces biotransformace. Graves a Smith (49) zjistili, Ze tkanové kultury D. lanata a
D. purpurea rychle transformovaly progesteron na pregnan a po  pridani
progesteronu do téchto kultur se hladina digitoxinu a digoxinu dale zvySovala. Stohs
a Staba pfi studiu biotransformacnich reakci kardenolidi pomoci rodu Digitalis

ptipustili vyskyt glykosyla¢ni reakce.

Mezi mnohymi studiemi, které byly provedeny je pro moznou komeréni vyrobu
velmi dilezity fakt, Zze na srde¢ni choroby ma vétsi terapeuticky efekt podavani
digoxinu, nez digitoxinu. Je tedy vyhodné, Ze listy ndprstniku obsahuji vétsi
mnozstvi digitoxinu, ktery tak mtze poslouzit jako substrat pro biotransformaci na
digoxin,  protoze v poloze 12-B dochazi k hydroxylaci. Biotransformaci J-
metyldigitoxinu na B-metyldigoxin s pouzitim bunék D. lanata zkoumali
Reihard a Alfemann (50) v Némecku od roku 1974. Vytézek byl po 17 dnech okolo
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600-700 mg B-metyldigoxinu na litr s vyuzitim 200 litrového reaktoru. Tento proces

byl studovan pro komer¢ni ucely firmy Boehringer Mannheim Co.

3.4.3. L-dopa

L-dopa, tedy L-3,4-dihydroxyfenylalanin je dutlezity zprostfedkovatel
sekundarniho metabolismu vysSich rostlin a je také zndm jako prekurzor alkaloidu,
melaninu a jinych latek. U zvifat slouzi jako prekurzor pro vznik katecholamini a je

dale uzivan jako vyznamny I1ék pro terapii Parkinsonovy choroby.

Brain v roce 1976 (51) zjistil, Ze tkanova kultura Mucana pruriens akumulovala
25 mg/l  L-dopy a to v prostiedi, které obsahovalo vysokou koncentraci 2,4-D.
Witchers a kol. imobilizovali buiiky M. pruriens Vv alginatu a zjistili, ze bunky
transformovaly L-dopu z tyrosinu v koncentraci az 2 % suché hmotnosti bun¢k. L-
dopa byla ve vétSin€¢ vyloucena do média. Teramoto a Komamine (52) indukovali
kalus z Stizolobium hassjoo (Mucuna hassjoo), M. pruriens a M. deeringiana a
optimalizovali podminky. Nejvyssi koncentrace L-dopy byla v nalezena u kultury S.
hassjoo, ktera byla kultivovana na médiu Murashige-Skooga obsahujici 0,025 mg/1
2,4-D a 10 ml/I kinetinu. Hladina L-dopy byla v butikach okolo 80 nmol/g.

3.4.4. Valepotriaty

Rostliny celedi Valerianaceae byly odedavna uzivany v lidovém 1écitelstvi.
Naptiklad Nardostachys jatamansi, Valeriana wallichii a V. officinalis L. var.
angustifolia byly pouzivany v Indii a N. chinensis zase v Ciné po stovky let. Rostliny
druhu Partrinia jsou uzivané jako sedativa v Rusku. Ackoliv pfesné slozeni uc¢innych
latek téchto rostlin jesté nezname, skupina sloucenin majici stejnou biologickou
aktivitu jako sedativa, trankvilizéry, cytotoxickou a antineoplastickou aktivitu byly

nazvany valepotriaty.

Becker a kol. (53) indukoval tkanové kultury z deviti riznych druht rostlin

Celedi Valerianaceae na MS médiu a zjistil, ze bunky rostlin druhu Fedia
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cornucopiae a V. locusta produkovaly vétsi mnozstvi slouc¢enin nez intaktni rostliny.
Soustfedil se na izolaci bunécné linie rezistentni na trifluoroleucin a nystatin a za
pouziti kolchicinu kultivoval buniky ve dvoufazovém médiu za dodani nékterych
bioregulatori. Na zdklad¢ poznatku, ze valepotriaty maji monoterpenovou kostru, je

za jejich prekurzor povazovan leucin.

Becker a kol.(54) isolovali bunéénou linii z rostliny V. wallichii odolnou na
leucinovy analog trifluorleucin, ale mnozstvi valepotriatu v bunikach zvyseno nebylo,
ptestoze intracelularni hladina leucinu vzrostla. Bylo znamé, ze houby, které jsou
rezistentni na polyenové antibiotikum nystatin, produkuji velké mnozstvi steroidu.
Jeden z druhu V. wallichii odolny také na nystatin zvySil mnozstvi produkovaného
valepotriatu az na trojnasobek, coz znamenalo 88 mg/g suSiny. Dal$im pokusem (55)
bylo pfidani regula¢niho mutagenu kolchicinu do suspenzni kultury V. wallichii,
¢imz doslo kindukci polyploidnich bunék. Nésledkem toho buiiky ovlivnéné
kolchicinem produkovaly vy$8§i mnozstvi valepotriat, nez buniky nezmutované. Po
pfidani latky RP-8 (Merk) do dvoufazové kultury doslo k sekreci lipofilnich slozek

z bunék a celkova produkce valepotriatti byla podstatné zvySena.

K vyraznému vzristu hladiny valepotriatii doslo u suspenznich kultur rostlin
Fedia cornucopiae a V. wallichii, po pfidani téchto bioregulatorti: dimethyl-
morpholinium-bromid,  dimethyl-piperidinium-bromid,  dimethyl-piperidinium-
chlorid a také 2-(3,4-dichloro-fenoxy)-triethylamin a 2-(3,5-diisopropylfenoxy)-
triethylamin. Byly pfidavany bc¢hem rannych exponencidlné ristovych fazich

Vv koncentracich 0,01 az 0,04 (55).

3.4.5. Slouceniny s antineoplastickou aktivitou

Rostlinnd fiSe je jednim z velmi atraktivnich zdroji novych antitumorovych
latek. Naptiklad The National Cancer Institute U.S.A. vedl velmi intenzivni
sceeningovy program jiz od roku 1955 a identifikoval tak fadu siln€¢ u€innych latek

pochazejicich praveé z vyssich rostlin (56). Tyto protinddorové slouceniny zahrnuji
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maytansin, tripdiolid, homoharringtonin, bruceantin, ellipticin, thalicarpin, indicin-
N-oxid a baccharin. Kromé téchto sloucenin jsou nékteré¢ produkty vysSich rostlin
jako: vinblastin, vincristin, derivaty podophyllotoxinu vcetné etoposidu a
camptothecinu a jejich derivaty pouzivany jako velmi dualezité antikancerogenni

1é¢iva.

Taxol pochazejici z Taxus brevifolia a ptibuznych rostlin je pro 1é¢bu podavan
od roku 1992 a je to jedna z velmi G¢innych sloucenin. Problémem ovsSem je, Ze
koncentrace téchto aktivnich komponentl v rostlindch je obecné velmi nizka a tempo
rustu rostlin je pomalé. Hromadéni téchto latek je navic velmi citlivé na zemépisnych
a ckologickych podminkach. Je proto ekonomicky velmi narocné vyrabét tyto
slouCeniny extrakci z intaktnich rostlin, navic se zde objevuje novy ekologicky
problém, naptiklad pro produkci taxolu by mohlo dojit k vycerpani pfirozené
rostoucich rostlin, coz by mélo velky vliv na zivotni prostiedi. I kdyz procesy
rostlinnych tkdnovych kultur jesté stale nejsou ekonomicky zcela efektivni, je snaha
o vyrobu takovychto latek pravé témito cestami nepochybné spravna. Navic ma
mnoho antikancerogennich sloucenin izolovanych z rostlin velmi slozitou chemickou

strukturu jejiz syntéza by byla velmi slozita (27).

3.4.5.1. Kamptothecin

Camptotheca acuminata je rostlina pivodem ze severni Ciny. V roce 1966 Wall
a spol. (57) objevili produkci alkaloidu kamptothecinu touto rostlinou, ktery pfi
pokusech na karcinosarkomu krys a leukémii mysi prokazal antineoplasicky tcinek.
Klinické pokusy na pacientech s gastrointestinalni rakovinou vypadaly z pocatku

velmi slibng, ale pak se kamptotecin ukazal jako velmi toxicky.

Sakato a Misawa (58) zalozili tkanovou kulturu z bunék stonku C. acuminata na
pevném médiu dle MS s obsahem 0,2 mg/l 2,4-D a 1 mg/l kinetinu. Kalus byl poté
prenesen do tekutého média. Bunky stimuloval gibberelin, L-tryptofan a dalsi slozky
média. Po patnacti dnech kultivace v suspenzni kultufe dosdhlo mnozstvi
kamptothecinu asi 0,0025 % v susiné, coz odpovida asi 1/20 mnozstvi, které se

nachazi v intaktni rostliné.
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Hengel a kol.(59) zalozili v Holandsku suspenzni tkanovou kulturu C.
acuminata a kamptothecin detekovali pomoci TLC, HPLC a GC-MS. Nejveétsi
mnozstvi latky, 0,998 mg/l, bylo nasyntetizovano v buiikdch rostoucich na MS
mediu a obsahujici 4 mg/l NAA. 10-hydroxycamptothecin majici mensi

toxicitu, je slibny derivat kamptothecinu, ktery je klinicky zkouman v U.S.A.

3.4.5.2. Homoharringtoniny

Homoharringtonin spoleéné s harringtoninem a isoharringtoninem byly
isolovany v roce 1969 Powellem a kol.(60) z rostliny Cephalotaxus harringtonia.
Tyto alkaloidy jsou komplexem esterti inaktivniho alkoholu cephalotaxinu. Tyto
slou€eniny inhibuji rozvijeni leukémie mysi a homoharringtonin prokéazal aktivitu
Vv ptipadé rakoviny tlustého stfeva, melanomu a také leukémie u mysi. Delfel a kol.
(61) kultivovali kalus této rostliny a ziskali okolo 5-10 mg /kg suché hmotnosti
alkaloidli za dobu 3 az 6 mésicli, coz odpovidalo piiblizn€ 1 az 3 % koncentrace
v matetské rostliné. Produkt obsahoval cephalotaxin, homoharringtonin, harringtonin
a isoharringtonin. MS médium obsahujici 1 mg/l kinetinu a 3 mg/l NAA piiznivé
ovliviiovalo vznik kalusu, zatimco médium bez ristovych latek silné¢ ovliviiovalo

organogenezi (62, 63, 64).

3.4.5.3. Podophylotoxin

Podophyllum peltatum , bézna bylina, rostouci v severni Americe obsahuje
antitumorovy lignin podofyllotoxin. Je pouzivan pfii urcitych virovych onemocnénich
a rakoviné kuze (65). Semi-synteticky derivat podofylotoxinu- etoposid byl shledan
velmi G¢innym proti nddorim mozku, lymfosarkomu a Hodgkinové nemoci a je

zpracovavan jednim z nejvétSich vyrobea 1ékt U.S. Bristol-Myers Squibb.

O produkci podophyllotoxinu pomoci tkanovych kultur P. pelatum se poprvé
pokusil Kadkade (66) a zjistil, Ze jeho nejvyssi hladiny byly pfi kombinaci 2,4-D a

Kinetinu v médiu a pii osvécovanim Cervenym svétlem. Sakata a kol. (67) z Nippon
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Oil indukovali kofeny z pevné tkanové kultury této rostliny v tekutém médiu MS
s ptidavkem 1mg/l NAA, 0,2 mg/l kinetinu a 500 mg /I hydrolyzéatu kaseinu. Poté
byly kofeny pieneseny do média bez riistovych regulatort. Zde bylo detekovano 1,6

% podophylotoxinu v suchych buiikach, coz je 6krat vic nez v mateiské rostling.

Pro zvyseni vynosu podofylotoxinu ptidali Woerdenberg a kol. v Holandsku
(68) ksuspenzni kultufe Podophyllum hexandrum komplex prekurzora:
koniferylalkohol a B-cyklodextrin. Pfidavkem 3mM komplexu koniferyl alkoholu
ziskali 0,013% podofylotoxinu v susing, zatimco buiiky bez prekurzorii produkovaly
jen 0,003%. pB-D glykosid koniferylalkoholu, koniferin, byl jako mozny prekurzor
pro vyrobu téchto antikanceroznich latek slibnéjsi (produkce 0,055%), ale bohuzel je
jako sloucenina komer¢né nedostupny. Titiz autofi také zjistili, Ze suspenzni bunécna
kultura Callitris drummondii akumuluje podofylotoxin-B-D glukosu. Ve tmé bunky
produkuji ptiblizné 0,02% podofylotoxinu v susing, 85-90 % tohoto lignanu je pravé

ve formé B-D-glukosy, zatimco na svétle vytézek klesne na 0,11 %.

Heyenga (69) zalozil tkanovou kulturu z P. hexandrum za ptidani 2,4-D,
kyseliny giberelové a 6-benzylaminopurinu na médiu BS. Kultura produkovala 4'-
demethyl-podofylotoxin, podofylotoxin a podofylotoxin-4-O-glykosid a to ve
stejném mnozstvi jako matecnd rostlina. Smooly a kol. (70) zjistili, Ze podofylotoxin
také produkuje pevna i suspenzni buné¢na kultura Lilium album. Jedna z buné¢nych
linii produkovala po tfech tydnech kultivace 0,3 % tohoto lignanu v suchych buiikach

spolu s malym mnozstvim 5-methylpodofylotoxinu, lariciresinolu a pinoresinolu.

3.4.5.4. Alkaloidy rodu Vinca

Jedna se o skupinu vice nez 50 alkaloidt z rostlin rodu Vinca, které jsou uzivané
pro svij mitostaticky ucinek, zejména jako cytostatika pti Hodgkinové chorobg,
riznych typl leukémii a tumorti. Patfi zde pfedev§im vinblastin a vinkristin a déle

napftiklad vindesin, vinkamin, a vinorelin.

Bézné jsou ziskavany extrakci z rostliny Catharanthus roseus (Apocyanaceae),

ale tento zplsob neni efektivni, protoZze obsah alkaloidii v rostliné je velmi maly.
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Napriklad koncentrace vinkristinu a vinblastinu je zde jen 0,0005 % v suSing.
Misawa a jeho kolegové z Allelix Inc. v Kanadé (71) spole¢né s Kurzem (72) z
National Research Council of Canada a Kutneym (73) z University of British
Columbia studovali produkci vinblastinu alternativni cestou zalozenou na
ekonomicky vyhodné vyrobé katharantinu pomoci rostlinné bunécné fermentace a
jednoduché chemické nebo enzymatické syntézy. Molekula vinblastinu se totiz
skladd ze dvou monomernich alkaloidl a to katharantinu a vindolinu. Koncentrace
vindolinu v intaktni rostlin¢ C. roseus je piiblizné€ 0,2 % suSiny, coz je podstatné vice
nez mnozstvi katharantinu a také cena je ve srovnéni s vinblastinem 1 katharantinem
nizsi. Allelix groop zkoumala rovnéz moznou vyrobu katharantinu pomoci suspenzni
bunééné kultury s vyuzitim selektované bunécné linie z praSnikt C. roseus
indukované na Gamborgoveé B5 médiu s obsahem 2 % sacharézy, 1 mg/l 2,4-D a 0,1
mg/l kinetinu. Bunky poté rostly ve 250 ml lahvich obsahujicich 60 ml pevného
média dle MS obohaceného 3% sacharozy, 1 mg/l NAA a 0,1 mg/l kinetinu, za
stalého piistupu svétla, stalého michani a pfi teploté 25° C.Vysledky prokazaly, ze
nejvhodnéjsi médium pro produkci katharantinu je dle Murashige-Skooga, ale
optimalni mnozstvi fytohormont pro rist a produkei je velmi variabilni v zavislosti
na rozdilnostech bunéénych linii. Naptiklad nékteré linie ke svému ristu zadné
fytohormony nepotiebovaly, nékteré vyzadovaly 0,1 mg/l NAA a 0,1 mg/l kinetinu.
Jako stimulétory efektivity produkce se osvédCily nékteré chemické slouceniny.
Vyrazné zvyseni produkce katharantinu nastalo po pfidani vanadyl sulfatu, kyseliny
abcisové a NaCl. Smart a kol. (74) pozorovali, Ze po ptidani kyseliny abcisové jako
elicitoru 7.den kultivace do fermentatoru vzrostla kone¢na hodnota katharantinu na

85 mg/.

Druhym dtlezitym Ukolem Allelix’s group bylo nalézt moZzny enzymaticky
nebo chemicky zplisob vazby katharantinu, vyrobeného pomoci bunéénych kultur, a
vindolinu, ktery je komerén¢ dostupny. Jako zdroj enzyma pro reakci slouzil
precipitat z kultur C. roseus, ktery obsahoval 70 % siranu amonného. Reakéni smés
obsahovala oba monomerni alkaloidy, pufr (pH 7) a enzymovy preparat, vSe bylo
inkubovano po tfi hodiny pii 30° C. Enzymatickd reakce ddvala fadu dimernich
alkaloidt v¢etn¢ vinamidinu, 3-(R)-hydroxyvinamidinu a 3'4-anhydrovinblastin.
V rannych fazich reakce byly také nalezeny oxidacni derivaty anhydrovinblastinu,

leurosin a catharin. Ackoliv nebyl nalezen ani vinblastin ani vinkristin, védci
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pozorovali, Zze po pfidani boridu sodné¢ho do smési po skonceni reakce, dojde

K vyraznému zvyseni mnozstvi anhydrovinblastinu.

Tyto studie vazebnych mechanismii ukazaly velmi dilezity poznatek, védci
zjistili, Ze Zeleznaty iont za nepfitomnosti enzymu siln¢ katalyzuje syntetickou
reakci. Zajimavé je, ze potom nebyl produktem jen anhydrovinblastin, ale i
vinblastin, a to pfi popsané inkubaci v mnozstvi 52,8 a 12,3 %. Jejich identifikace
byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie. Tato efektivni metoda produkce
vinblastinu byla firmou Mitsui Petrochemicals Industry dale vyvijena se snahou o
komeréni vyuziti. Hara a kol.(75) zde zvysil vytézek katharantinu az na 150 mg/l na
MS médiu doplnéného o 1 mg/l NAA a 0,1 mg/l kinetinu a s vyuzitim nejlepsich
produkénich bunéénych linii. Vynos vinblastinu se také zvysil po pifidani chloridu
zelezitého, $tavelanu, maleatu a borhydratem sodnym, ¢imz doslo ke stimulaci

vytézku az na 50 % (76).

Bede a kol. (76) se dale zabyvali vyzkumem anhydrovinblastinu za pouZiti
komplexu dvou enzymu — peroxidéazy z kienu selského a glukozové oxidazy (glucose
oxidase), které mély Katalyzovat tvorbu anhydrovinblastinu z catharantinu a
vindolinu. Ackoliv peroxidéza vyzaduje pro vznik vazebné reakce (syntézy) peroxid
vodiku, pokud je pfitomen V reakéni smési v nadbytku, muize reakci inhibovat.
Pridanim glukosové oxidazy dojde k nepferuSovanému fizenému uvolilovani

peroxidu v nizkych davkach za minimalnich oxida¢nich reakci.

3.4.5.5. Taxol

V ramci rozsdhlého screeningového programu NCI, se v roce 1965 podafilo
Waal a kol. (77) ziskat ze stromu Taxus brevifolia zakladni smé&s latek aktivnich proti
tumorovym bunkdm. Jako prvni v roce 1965 isoloval Cisty taxol, jehoZ pfesna
chemicka struktura byla odhalena o tfi roky pozdé&ji. Jde o diterpen, ktery se ukazal
byt velmi G¢inny proti mySimu melanomu, lidskému nadoru prsni mlécné zlazy a
tlustého stfeva. Mechanismus U¢inku je specificky, spociva ve stabilizaci
mikrotubulu, tim zabrafiuje depolymerizaci a dochazi k inhibici mitézy (78).

Klinické pokusy zacaly v roce 1983 a maji pozitivni vysledky v 1écbé pokrocilych
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stadii rakoviny vajecnikd a prsu. FDA v USA schvalilo pouziti taxolu (genericky
znamy jako paklitaxel) v roce 1992 a firma Bristol-Myers Squibb ho vyrabi jako
1éCivo pouzivané pii 1éCbé rakoviny ovarii, kde selhaly jiné druhy chemoterapii.
Taxol je nyni prumyslové vyrabén extrakci z divoce rostouciho stromu T. brevifolia.
Pozadavky na mnozstvi taxolu budou jisté vzriistat, protoze je uspé$né aplikovan i
pti 1éCbe rakoviny prsu a plic. Mnozstvi taxolu je ale omezené, piesto ze se vyskytuje
i v jinych rostlinach, napiiklad T. canadensis a T. cuspidata jeho koncentrace je
obecné ve vSech rostlinach rodu Taxus velmi nizké a proto je velkym problémem pro

zivotni prostfedi rozsahlé kaceni téchto stromu.

Jako alternativni cesta se tedy nabizi rostlinné tkanové a bunécné kultury,
chemicka pfeména vychazejici z baccatinu, ziskavaného z jehli¢i téchto stromu (79)
a celkova chemicka syntéza de novo. Tyto vyzkumy tak zaujaly mnoho védct. V
U.S.A., Phyton Catalytic Inc. a ESCAgenetics pfed né€kolika lety ozndmili
primyslovou vyrobu taxolu pomoci rostlinnych tkanovych kultur a dokonce
ptedlozili n€kolik fotografii s ampulkami obsahujicimi taxolovy prasek, ale nikdy,
ani jedna ze spoleCnosti, nepublikovala detaily o téchto rostlinnych tkanovych
kulturach ani v odbornych cCasopisech ani na odbornych konferencich. Naptiklad
Christen a kol. (80) si nechali patentovat tkanovou kulturu rostliny T. brevifolia,
kterd UspéSné produkovala taxol a piibuzné alkaloidy a jejich prekurzory, ale
patentové naroky jsou mimofadné Siroké a skuteCny postup se nedd ptesné zjistit.
Shuler a kol. (81) na Cornellové univerzité doloZil, Ze suspenzni bunécna kultura T.
brevifolia produkovala do média 3,9 mg/l taxolu po 26 dnech kultivace. Mnozstvi

taxolu bylo detekovano pomoci HPLC.

Déle tito autofi zjistili, ze po naockovani bunék do média se jejich hmotnost
zCtyinasobila a taxol se poprvé objevil po 13ti dnech kultivace, pticemz jeho hodnota
vyrazné vzrostla po 20ti dnech. Zajimavé je, Ze vSechny typy producent taxolu
vyluCovaly tuto latku do média, coz je pro rostlinné¢ tkanové kultury velmi
neobvyklé. Wickremansinhe a Artheca (82) na Pensylvanské univerzité¢ zaloZili
pevné a suspenzni tkanové kultury zrostlin T. brevifolia cv Repandens, T.
cuspidata, T. media cvs Hicksii a Densiformis. Ackoliv nékteré bunécné linie rostly
rychleji, hladiny taxolu byly pro komercni vyuziti velmi nizké, pficemz zkousSeli i

vyuZiti ,,hairy roots* té€chto rostlin (83).
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DiCosmo a jeho kolegové (84) na univerzit¢ v Torontu ve spolupraci
s japonskou firmou Nippon Oil Co. Ltd. popsali, ze objevili a identifikovali taxol
Vv kalusové tkanové kultufe T. cuspidata a jeho mnozstvi po 2 tydenni kultivaci bylo
okolo 0,02 % v susin€. Dalsi suspenzni tkanova kultura byly zaloZena z této kalusové
kultury a postupné byla imobilizovana na podlozku ze sklenénych vldken. Buiky
byly v této imobilizované formé kultivovany po dobu 6 mésici. Zde se hodnota
taxolu pohybovala okolo 0,012 % v susiné. Taxol je pro svou vysokou cenu a velkou
poptavku jeden z nejzadanéjSich produktti nami zkoumanych rostlinnych tkanovych
kultur. Bristol-Myers Squibb proto financuje mnoho vyzkumnych skupin,

zabyvajicich se produkei taxolu rostlinnymi tkdfiovymi kulturami.

3.4.6. Ginsenosidy

Kofeny vytrvalé byliny Panax ginseng nazyvané ,zen-Sen” byly Siroce
vyuzivany jako tonizujici a drahocennd medicina jiz od staroveku, a to predevsim ve
vychodnich zemich véetné Korey a Ciny. Poméha proti gastroenterickym chorobam,
diabetu, srde¢ni nedostatecnosti a také jako preventivni 1€k fady dal§ich onemocnéni.
Tak byl Zen-Sen uznan jako zazra¢ny 1ék pro zachovani zdravi a dlouhovékost. Bylo
znamé, ze kofen obsahuje fadu saponind a sapogenini. Mezi nimi naptiklad
ginsenosid-Rb ma sedativni vlastnosti, zatim co Rg ma povzbuzujici G¢inky. Piesto
ze je nékolik druht rodu Ginseng , komeréné vyuzitelné jsou druhy rostouci v oblasti
30-48° severni zemépisné §itky jako Korea (85). Vypéstovani Zen-Senu na poli trva
pfiblizn€ Ctyfi az sedm let a je nemozné jej péstovat nepfetrzit¢ 20 az 50 let,
poptavka ve svété ale stoupd a tim se dramaticky zvysuje jeho cena. To je také divod
pro¢ se dnes mnoho védci zabyvd myslenkou produkovat ginsenosidy pomoci

rostlinnych tkanovych kultur.

Furuya a kol. (86, 87) na Kotasi Univerzité studuje tkafiovou kulturu P. ginseng
jiz od roku 1970. Spole¢nost Meiji Seika Kaisha v Japonsku dale rozvijela tyto
poznatky za pouziti riznych typti fermentorti a podle patentu podaného v roce 1973
(88) mohou ,,crown gall“, kalusy a rediferencované koteny rostliny P. ginseng
akumulovat saponiny a sapogeniny znamé z intaktnich rostlin. Tkanové i1 kofenové

kultury byly kultivovany na pevném i tekutém médiu dle MS s obsahem vitamind,
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sachardzy, 2,4-D a dalsi pfirodnich Zivin jako sojovy praSek nebo veprovy extrakt,
po nékolik tydnt pii teplot¢ 25-28° C. Koncentrace surového saponinu byla
Vv kalusové kultute 21,1 %, v ,,crown gall* 19,3 % a Vv rediferencovanych kofenech
27,4 %, coz je podstatné vice nez v pfirodnich kotenech (4,1 %). Saponiny
obsahovaly ginsenosid- Rb a Rg. Pro zisk bunék, které by saponiny produkovaly ve
vysokém mnozstvi (saponin-vysoce produkéni bunky) bylo pouzito mutageneze
S vyuzitim nitrosoguanidinu a y-paprski. Varianta bunécéné linie z ,,crown gall*

indukovéna y-zafenim akumulovala 25,5 % saponind.

Staba (89) z univerzity Minessota také ziskal bunécné kultury rostliny P.
ginseng obsahujici ginsenosidy. Choi z Korea Ginseng & Tobacco Research Institute
(85) se zabyval vlivem riastovych regulator na hladiny saponini v pevnych i
suspenznich tkanovych kulturdch. Napftiklad v tkanové kultufe kultivované na MS
médiu obsahujici 5 mg/l 2,4-D a 1 mg/l kinetinu bylo zjisténo 3,62 % saponind,
zatimco totéZz médium s piidavkem 10 mg/l 2,4-D a 1 mg/l kinetinu produkovalo

8,78 % saponinil.

Ushiyama a kol.(90) v dalsi japonské spolecnosti Nitto Denko Corporation,
kterd ptfevzala vyzkum od Meiji Seika Kaisha, provadéli optimalizaci podminek
fermentace za pouziti tficeti litrovych fermentacnich lahvi pro bunécné linie
diferencovanych tkanovych kultur ptivodné indukovanych Furuya a kol. (86, 87) .
V pocatec¢nich stupnich kvaSeni sachar6za povzbuzovala bunéény rist a po nasyceni
béhem ristového cyklu stimulovala produkci saponind. Ackoliv vy$§i pomér
NO2/NHj3 byl ptiznivy pro rast, snizoval koncentraci saponinit v bunkach. Celkovy
vytézek saponini byl ale zvySeny. Nejvétsi mnozstvi bylo 19 g /1 v susin¢ a
prumérna produkce byla ptiblizn€¢ 700 mg/1 za den. Ushiyama (90) dale konstatoval,
ze rostlinné tkanové kultury P. ginseng obsahuji v zasad¢ stejné obsahové latky jako
intaktni rostlina. Akutni virulentni test, Amestv test a 6 mésicni dietetické testy
s krmivem pro dobytek, které obsahovalo 12,5 % suSenych bunék této tkanové
kultury, neukazaly u zvifat Zddné abnormality. V roce 1988 ziskala tato spolecnost
povoleni od ministerstva zdravotnictvi v Japonsku prodavat Zen-Senové tkanové
kultury jako potravinovy doplnék. Tento vyrobek byl uzivan jako ptisada do vina,

tonizujicich napojl, polévek, bylinnych likéri a podobné.
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3.4.7. Kyselina rozmarynova

Kyselina rozmarynova, presnéji a-[[3-( 3,4-dihydroxyfenyl)-1-oxo-2-propenyl]
oxy]-3,4-dihydroxy-benzenpropanova kyselina byla nalezena v rostlinach celedi
Lamiaceae a Boraginaceae. Tato kyselina a nékteré dalsi ji pfibuzné latky jsou
fyziologicky nebo farmakologicky ucinné. Oxidovand rozmarynova kyselina
vykazovala antithyreotropni aktivitu a samotnd kyselina testovana na krélicich

efektivné potlacovala endotoxinovy Sok (91).

Buné¢éné kultury rostlin Coleus blumei (92), Anchusa officinalis (92) a
Lithospermum erythrorhizon (93) jsou schopné produkovat rozmarynovou kyselinu,
dale jen RK. Zajimavé je, ze mnozstvi kyseliny je vysoké a je stalé. Ellis uvedl, ze
tkanova kulturu C. blumei produkovala RK stabilné po dobu 10 let, bez sebemensiho
poklesu vynosu. Nediferencované bunééné kultury C. blumei a A. officinalis
akumulovaly témér vyhradné RK a to ve vys$S§im mnozstvi nez se nachazi v intaktni
rostling, pfi¢emz obé bunétné kultury byly kultivovany na Gamborg-Eveleigh B5
médiu. Pied optimalizaci ristovych podminek byl vytézek 1,4 g/l RK u C. blumei a
0,7 g/l u A. officinalis (92). Oba druhy rostlin dosdhly mnozstvi az 16 g suchych
bunék na litr a to béhem kultivacni periody 30-40 hodin. Zenk a kol. (94) popsal
stimulaci ristu i produkce RK v bunétné kulture C.blumei pomoci postupné
zvySované koncentrace sachardzy az do 7,5 % na B5 médiu. Vynosnost kyseliny
byla pfiblizné€ 3,6 g/l a bunécna masa predstavovala 27 g suchych buné€k na litr, coz
je jeden znejvétsich ziskti sekundarnich metaboliti produkovanymi tkanovymi

kulturami vubec.

De-Eknamkul a Ells (92) sledovali korelace mezi ristem bunc¢k a produkei
kyseliny rozmarynové. PouZili obé zminované bunécné kultury a vypozorovali, Ze
v ptipadé¢ C. blumei mélo vétsi efekt pouziti 2,4-D, zatim co u A. officinalis se
osvédcilo dodavat do média NAA.

Pro pfesné urCeni mista akumulace RK a biosyntézy enzymu v buiikach, zvolili
Alfermann a jeho kolegové (95) metodu preparace bunéénych protoplasti z bunééné
kultury C. blumei. RK byla stejné jako jeji enzymy nalezena hlavné ve vakuolach
bunék. Nedavno také Mizukami a Ellis (96) isolovali tfi isoformy tyrosin transferazy

(TAT) ato v suspenzni bunétné kultufe rostliny A. officinalis a dale zjistili, ze dva
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ztéchto tii enzyml (TAT-1, TAT-4) jsou zapojeni do syntézy rozmarynové
kyseliny. Domnivaji se, ze TAT-1 zapficinuje konverzi tyrosinu na 4-hydroxyfenyl

pyruvat a TAT-4 se ucastni formace tyrosinu na fenylalanin.

Piesné rozpoznani cesty biosyntézy sekundarnich metabolitli bude nepochybné
pfispivat k dalsimu zlepSeni produkce bunék pouzitim rekombinantni DNA. Tato
technologie bude v budoucnu jisté Siroce vyuzivana. Ulbrich a kol.(97) ve firmé A.
Nattermann & Cie. GmbH v Némecku zkoumal hromadnou vyrobu kyseliny
rozmarynové pomoci bunécné kultury C. blumei. Specidlné sestrojenymi michadly
provzdusioval médium, potom bylo 30-50 % z inokula C. blumei pfesazeno do
vyrobniho fermentoru, kde bylo jako produkéni médium pouzito roztoku sacharozy
v mnozstvi 50 g/l. Pouzitim tohoto postupu vzrostl vytézek RK na 910 mg/l/den coz
predstavuje 21 % hmotnosti susiny. Ulbrichiiv experiment tak potfebuje jen 14 dni na

vyrobu 200 g kyseliny rozmarynové o Cistoté 97 %.

3.4.8. Arbutin

Arbutin je Siroce rozSirena latka v ruznych rostlinach celedi Ericaceae jako
Arctostaphylos uva-ursi a Vaccinium vitis-idaea. Mnozstvi arbutinu v kife Pyrus
communis dosahuje az 28 %. Arctostaphylos uva-ursi je pouzivana pii chorobach
mocovych cest jako desinficiens a jeji hlavni G¢inna latka, kterou je prave arbutin
prokézal supresivni u€inek na syntézu melaninu v lidské kiazi (98). Japonska
kosmeticka spolecnost Shiseido ptidava arbutin do celé fady svych produktii jako

prevenci proti vzniku pigmentovych skvrn na kizi.

Ackoliv je arbutin komeréné dostupny chemickou syntézou, védci spolecnosti
Shiseido zkoumali alternativni postupy jeho ziskavani pouzZitim rostlinnych

bunéénych kultur véetné biotransformace (99).

Tabata a kol. (100) gzjistili, ze péstované bunky Datura innoxia maji
pozoruhodné vysokou schopnost glykosylovat hydrochinon na arbutin. Hydrochinon
byl zcela konvertovan na arbutin po 10 hodindch od jeho pfidani do média.

Glykosylace je katalyzovana enzymem, uridindifosfatglukosou (UDPG)-
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hydrochinon glukosyltransferasou. Yokoyama a kol. (99) vyselektovali buiiky C.
roseus jako producenty enzymu, které efektnéji preméenuji hydrochinon, ptfidavany

do média na arbutin.

Dale optimalizovali n¢které komponenty v Linsmaier-Skoogoveé zakladnim
médiu pro produkci arbutinu a zjistili, ze vyssi hodnoty sachardzy, az do 6%, davaji
vetsi vytézky arbutinu. Yokohama v tomto pfipadé piredpoklada, ze sacharoza zde
pusobi jako jakysi pohlcova¢ volnych radikalt a tim chrani bunky kultury pted
poskozujicim u¢inkem hydroxilovych radikali substratu. Toto tvrzeni také podporuje
jejich dalsi objev, Ze nékteré antioxidanty jako kyselina askorbova, gallova, cystein,

tannin a kyselina fytova zvySuji hladinu arbutinu.

Podle Yokoyamy (99) chemicka syntéza de novo vyzaduje nejméné tii postupné
reakéni kroky a vyrobni cena arbutinu, ziskaného pomoci rostlinnych bunéénych
kultur je srovnatelnd s chemickym procesem. Biotransformace je jeden z nejlépe
proveditelnych procestt vramci prumyslové aplikace rostlinnych tkanovych a
bunéénych kultur. Vyhodné je, Ze vynosnost arbutinu je vysokd, pfi¢emz cena

hydrochinonu jako substratu je velmi ptijatelna.

-35-



4, Experimentalni cast
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4.1. Pristroje

Laboratorni analytické vahy AND HELAGO s.r.o.

Ptesné vahy KERN 572

Horkovzdusny sterilizator CHIRANA IP 21

Box s lamindrnim proudénim Holten LaminAir (HV MINI)

Susarna MEMMERT

Silufol® UV 254 sklarny KAVALIER, zavod Votice

UV lampa CAM AG

UV/VIS detektor PU 4110 Philips

Multichannel detektor DAD PU 4021 Philips

Pumpa PU 4110 Philips

Ptedkolona 30 x 3 mm CGC SGX C 1, velikost ¢astic 10 um (TESSEK Praha)
Kolona 250 x 4 mm Purospher Star RP-18 endcapped, velikost ¢astic 5 um (Merck,
Darmstadt)

4.2. Chemikalie

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina, Merck
N°-benzyladenin, Merck

4-methoxyfenol, Fluka AG

Kyselina p-kumarova, Sigma-Aldrich

Arbutin pro laboratorni ucely, Roth

Methylarbutin izolovany na katedte

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 %
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SAVO, Bochemie

Chlorové vapno, Drogerie Trzicky

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

4.3. Pouzity biologicky material a zakladani kultur

Pro zalozeni tkanové kultury byly pouzity mlad¢ listky Centella asiatica dodané
ze zahrady lécivych rostlin. K desinfekci vychoziho rostlinného materidlu (tzlabni

pupeny a listy) bylo postupné pouzito :

ethanol 70 % (3 min)
destilovana voda
chlorové vapno 10 % (20 min)

destilovana voda

Savo 10 % (20 min)

© g k~ w e

destilovana voda

Ke kultivaci kultur byla pouzita puda dle Murashigeho a Skooga (101)
s ptidavkem 0,5 mg/1 2,4 D a 0,5 mg/l BA (102).
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4.4. Biotransformacni pokusy

Pro pokusy s prekurzory byla pouzita mistkova metoda s pfidavkem ristového
regulatoru 0,5 mg/l 2,4-D a 0,5 mg/l BA, na kterém byla kultura udrZzovana. Po tiech
tydnech kultivace byly do zivné pudy ptidavany sterilné prekurzory, a to vzdy ve

dvou koncentracich:

Hydrochinon (100 mg/l), (200 mg/l)

Tyrosin (100 mg/l), (200 mg/l)

Kyselina 4-hydroxybenzoova (100 mg/1), (200 mg/1)
Kyselina p-kumarova (100mg/1), (200 mg/1)

Odbéry vzorkl kalusti pro analyzu byly provedeny po 6, 24 a 168 hodinach
(tedy 1 tydnu). Analyzz byla provadény rovnéz u slepych pokusi (bez piidani

prekurzoru) a vzorkl zivnych médii.

4.5. Analyza obsahovych latek

Priprava extraktu

Kalusy byly suSeny pii pokojové teploté na sklenénych Petriho miskéach, rozetfeny
Vv tfeci misce pomoci tlou¢ku a navazka o hmotnosti cca 0,250 g byla extrahovéna 5
ml ethanolu 96 % za studena po dobu 48 hodin. Extrakt byl nasledné zfiltrovan a

¢astecné odparen.

TLC (Thin-Layer Chromatography):

Analyza byla provedena na deskach Silufol®a Silikagel 60 Merck.

Vyvijeci soustava: chloroform : methanol (75: 25)
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Detekce:
1) Postupny postiik:
4-aminoantipyrinem (4-AA) 0,02 M vodny roztok,
20 % vodnym roztokem amoniaku ,
1 % vodnym roztokem KzFe(CN)s,
2) Postiik smési 1% ethanolického roztoku FeCls a 1% vodného roztoku

K3F€(CN)6.
Po vyvinuti chromatogramu byla pfed detekci methylarbutinu provadéna hydrolyza
postiikem 1M HCL a 15 min zahiatim v su$arné pii 105°C a pak alkalizace 10%
amoniakem.
Standardy: Methanolické 0,1% roztoky hydrochinonu, arbutinu, methylarbutinu, 4-
methoxyfenolu

HPLC (Hight Performance Liquid Chromatography)

Specifikace piistroje:

pumpa: PU 4110
detektor: PU 4110 UV/VIS
DAD PU 4021 multichannel detektor
nastfikova klicka: 20 pl, manuélni nastfik
kolona: 250 x 4 mm SGX C18, velikost ¢astic 7 um (Merck)
predkolona: 30 x 3 mm CGC SGX Cl18, velikost ¢astic 10 pm (Merck)

Vzorky byly rozpustény v 1 ml methanolu.
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Analyza:

- eluce gradientovd, methanol : voda v poméru 5 : 95 slinedrné se zvySujicim
pomérem methanolu az na pomér 95 : 5 v pribéhu 15 min

- 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
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Obr. 4 Tkanova kultura Centella asiatica

Obr.5 Tkanova kultura Centella asiatica —mustkovd metoda
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Seznam zKratek pouzitvch v tabulkach:

A, arbutin

MA......... methylarbutin

PMF.......4-methoxyfenol

Hoe hydrochinon

............. sledovana latka prokazana v pud¢

meeereeeens sledovana latka neprokdzana v pudé

b CHVUUUPUN neznama latka
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5.1. Vysledky TLC analyzy

Tab. 1 Vysledky TLC analyzy pud pro kultivaci Centella asiatica po ptidani

prekurzora hydrochinonu a kyseliny p-kumarové v koncentraci 100 mg/I

Sledované latky Sledované latky

Doba odbéru

H A MA PMF H A MA PMF
6 h + - - - -
24 h +
168 h +
prekurzory hydrochinon kyselina p-kumarova

Tab. 2 Vysledky TLC analyzy pud pro kultivaci Centella asiatica po pridani
prekurzord kyseliny 4-hydroxybenzoové a tyrosinu v koncentraci 100 mg/I

Sledované latky Sledované latky

Doba odbéru
H A MA | PMF H A MA | PMF

6 h
24 h
168 h - -
kyselina 4-
prekurzory hydroxybenzoova tyrosin
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Tab. 3 Vysledky TLC analyzy pud pro kultivaci Centella asiatica po piidani

prekurzor( hydrochinonu a kyseliny p-kumarové v koncentraci 200 mg/I

Doba odbéru Sledované latky Sledované latky

H A MA PMF H A MA PMF
6h + - - - - - - -
24 h + - - - - - - -
168 h + - - - - - - -
prekurzory hydrochinon kyselina p-kumarova

Tab. 4 Vysledky TLC analyzy pud pro kultivaci Centella asiatica po ptidani

prekurzord kyseliny 4-hydroxybenzoové a tyrosinu v koncentraci 200 mg/I

Doba odbéru Sledovane latky Sledované latky

H A MA PMF H A MA PMF

6 h - - - - - - - -

24 h - - - - - - - -

168 h - - - - - - - -
kyselina 4-

prekurzory hydroxybenzoova tyrosin
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Tab. 5 Vysledky TLC analyzy extraktt kalust Centella asiatica po ptidani

prekurzord hydrochinonu a kyseliny p-kumarové v koncentraci 100 mg/I

Chyba! Chybné propojeni.

Doba odbéru

Sledované latky

Sledované latky

A

MA

PMF

H A

MA

PMF

6h

24 h

168 h

+

prekurzory

hydrochinon

kyselina p-kumarova

Tab. 6 Vysledky TLC analyzy extraktti kalust Centella asiatica po pfidani

prekurzort kyseliny 4-hydroxybenzoové a tyrosinu v koncentraci 100 mg/I

Doba odbéru

Sledované latky

Sledované latky

A MA | PMF H A MA | PMF
6 h - - - - - - -
24 h - - - - - - -
168 h X - - - - - -
kyselina 4-
prekurzory hydroxybenzoova tyrosin
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Tab. 7 Vysledky TLC analyzy extrakt kalust Centella asiatica po ptidani

prekurzora hydrochinonu a kyseliny p-kumarové v koncentraci 200 mg/I

Sledované latky Sledované latky

Doba odbéru

H A MA | PMF H A MA | PMF

6 h - -

24 h - +

168 h - + - - - -
prekurzory hydrochinon kyselina p-kumarova

Tab. 8 Vysledky TLC analyzy extraktt kalust Centella asiatica po pfidani

prekurzori kyseliny 4-hydroxybenzoové a tyrosinu v koncentraci 200 mg/1

Sledované latky Sledované latky

Doba odbéru

H A MA | PMF H A MA | PMF

6h - X
24 h - X
168 h - -
kyselina 4-
prekurzory hydroxybenzoova tyrosin

5.2. Vysledky HPLC analyzy extrakti kalusu Centella asiatica:
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arbutin - 3,617 min.

Substance Levels

Lv |Response Amount Lvl Res
Peak Type - Ordnr Factor
1| 5364,8548 1,500(2,8E-04
Left Window : 0,4 min. 2| 2670,6920(7,500E-01|2,8E-04
3| 1781,9751|5,000E-01{2,8E-04
Right Window  : 0,4 min. 4 0 0 0
i : 5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
R : Area
ssiter g 8 0 0 0
4 9 0 0 0
Curve Fit Type : Linear 10 0 o 0
Zero Type : Curve from Zero ; ; g g g
13 0 0 0
Subst. Equation : Y = 3572,66 * X 14 0 0 0
15 0 0 0
Correlation Coef. : 0,999996 16 0 0 0
17 0 0 0
Saved Resp. Fact.: 0 18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
;3 61
(=]
o™
S|
-
3,’ 51
o
0
Q
o
5
41
31
21
1-
o
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50

Amount [mg/ml]

Obr.6 Kalibrac¢ni kiivka HPLC arbutinu
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800

Voltage [mV]

600

400

200 A

~N
o

o

55 89 Arbutin

-
g - :57—90 Hydrochinon

_‘\r 6,89

-| = methylamutin
%hydroxybon zoova k

10,0
Time [min.]

0,0 2,5

Obr.7 HPLC analyza standarda — arbutinu, methylarbutinu, hydrochinonu a kyseliny
4-hydroxybenzoové
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Voltage [mV]

250

200 A

150 1

100 1

1,79
8,92

11,38

50

,54 arbutin
7,30

7,83

8,41

9,34
10,91

2,15
2,74

3,95
4,42
5,15
5,66
6,22

2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
Time [min.]
Peak Reten. Area Amount |Amount (Peak Component
No. time [mV.s] [%hm] [%] Type Name
1 1,79 413,3413 |0 0
2 2,15 19,9084 |0 0
3 2,74 3,0104 |0 0
— 413,54 232,2271 |0,1418 16,506 Ordnr arbutin
5 3,95 28,4818 |0 0
6 4,42 66,0889 |0 0
7 5,15 29309 |0 0
8 5,66 54,5497 |0 0
9 6,22 15,154 |0 0
10 7,3 133,6869 |0 0
11 7,83 4,0126 |0 0
12 8,41 4,9069 |0 0
13 8,65 16,8295 |0 0
14 8,92 7,1933 |0 0
15 9,34 46,1533 |0 0
16 10,91 41,9918 |0 0
17 11,38 92,6988 |0 0
18 14,3 5717,559 |0 0
19 17,4 2951,049 |0 0
- Total 9851,774 |2,18 6,506

Obr. 8 HPLC arbutinu v extraktu kalusu Centella asiatica -

prekurzor hydrochinon 100 mg/l, interval odbéru 168 hod., 13. pasaz-svétlo
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Voltage [mV]

150 1

100 1

1,85

50

2,46
,92 arbutin
4,44
5,11
6,03
7,42
8,47
9,56
10,01
10,45
11,00
11,46
12,83

2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
Time [min.]

Peak Reten. Area Amount |Amount [Peak Component
No. time [mV.s] [Yohm] [%0] Type Name
1 1,85 283,7886 |0 0
2 2,46 20,4842 |0 0
3 2,72 19,9823 |0 0
— 413,92 368,5085 |0,3644 10,324  |Ordnr arbutin
5 4,44 32,1939 |0 0
6 511 52,4024 |0 0
7 6,03 43,8118 |0 0
8 7,42 4,1733 |0 0
9 7,86 77,2727 |0 0
10 8,47 52867 |0 0
11 9,56 40,4319 |0 0
12 10,01 15,8302 |0 0
13 10,45 4,0805 |0 0
14 11 18,4138 |0 0
15 11,46 18,7988 |0 0
16 11,73 1,7898 |0 0
17 12,83 52,7282 |0 0
- Total 1059,977 3,53 10,324

Obr. 9 HPLC arbutinu v extraktu kalusu Centella asiatica -

prekurzor hydrochinon 200 mg/l, interval odbéru 24 hod., 17. pasaz-svétlo
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Voltage [mV]

250

200

150 1

100 1

1,85

50

,95 arbutin
8,12
9,42
9,79
10,20
10,99

] 12,45
13,01

4,73
6,08
7,28

2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
Time [min.]
Peak Reten. Area Amount |Amount (Peak Component
No. time [mV.s] [%hm] [%] Type Name
1 1,85 479,6178 |0 0
— 213,95 541,9075 |0,504 15,181  |Ordnr arbutin
3 4,73 33,1249 |0 0
4 6,08 19,6624 |0 0
5 7,28 20,6029 |0 0
6 8,12 108,0599 |0 0
7 9,42 14873 |0 0
8 9,79 25,9012 |0 0
9 10,2 52,4004 |0 0
10 10,99 73352 |0 0
11 12,45 241,0191 |0 0
12 13,01 32,6872 |0 0
- Total 1577,192 |3,32 15,181

Obr. 10 HPLC arbutinu v extraktu kalusu Centella asiatica -

prekurzor hydrochinon 200 mg/l, interval odbéru 168 hod., 17. pasaz-svétlo
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Voltage [mV]

300

200

100 1

2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0
Time [min.]

Peak Reten. Area Height W05 Area Height
No. time [mV.s] [mV] [min.] [%0] [%0]

1 1,75 865,4747 86,633 0,07 27,811  |29,93
2 2,18 48,2296 3,39 0,2 1,55 1,171
3 2,8 24,9646 |3,392 0,09 0,802 1,172
4 3,47 188,0183 16,851 0,44 6,042 2,367
5 4,34 51,7163 |4,228 0,18 1,662 1,461
6 4,76 76,2053 4,293 0,3 2,449 1,483
7 571 26,6972 |2,47 0,18 0,858 0,853
8 6,18 8,513 0,732 0,17 0,274 0,253
— 916,74 986,5016 {106,073 |0,15 31,7 36,646
10 7,54 138,5008 |8,447 0,24 4,451 2,918
11 8,98 4,8671 10,951 0,1 0,156 0,328
12 9,14 9,9883 0,714 0,21 0,321 0,247
13 9,65 17,4496 [1,774 0,13 0,561 0,613
14 10,15 13,6123 |1,657 0,14 0,437 0,572
15 10,36 9,2944  |1,263 0,13 0,299 0,436
16 11,14 55,1989 [2,76 04 1,774 0,953
17 11,64 17,283  [1,924 0,16 0,555 0,665
18 12,14 206,8237 |27,774 10,13 6,646 9,595
19 12,48 120,6628 16,305 0,12 3,877 5,633
20 12,88 9,4357 [1,008 0,24 0,303 0,348
21 13,52 232,5064 6,814 0,54 7,472 2,356
- Total 3111,943 289,452

Obr. 11 HPLC neznamé latky v extraktu kalusu Centella asiatica -

prekurzor PHB 100 mg/l, interval odbéru 168 hod., 13. pasaz-svétlo
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Voltage [mV]

250

200

150 A

100

3,45

7,37

8,67
9,24

9,85
10,27
11,66

10,71
11,05

12,10

12,65

14,03

12,95

[
10,0

11,91

12,5

Time [min.]

Peak Reten. Area Height W05 Area Height
No. time [mV.s] [mV] [min.] [%0] [%0]

1 1,67 112,4997 |13,043 |0,12 5,961 6,363
2 1,88 100,4493 27,188  |0,05 5,323 13,264
3 2,66 31,1834 4,569 0,11 1,652 2,229
4 2,93 10,3467 1,694 0,12 0,548 0,826
5 3,22 5,4245 10,599 0,14 0,287 0,292
6 3,45 1,8052  |0,205 0,18 0,096 0,1

7 3,88 159,1866 |7,449 0,34 8,435 3,634
8 4,84 54,5509 3,491 0,34 2,89 1,703
9 5,28 65,5429 |5,865 0,19 3,473 2,861
10 5,6 4,6029 0,695 0,12 0,244 0,339
11 6,23 40,2462 3,606 0,18 2,133 1,759
12 6,71 8,0607 |0,664 0,21 0,427 0,324
13 6,99 0,7243 10,169 0,09 0,038 0,083
— 14 17,37 819,9334 88,608 |0,14 43,446 143,228
15 7,89 2,6271 10,467 0,1 0,139 0,228
16 8,21 64,8713 4,473 0,23 3,437 2,182
17 8,67 10,6428 1,22 0,12 0,564 0,595
18 9,24 2,0788 0,287 0,13 0,11 0,14
19 9,85 40,8496 |2,094 0,26 2,164 1,022
20 10,27 22,2659 [2,26 0,16 1,18 1,102
21 10,71 8,6405 |1,239 0,13 0,458 0,604
22 11,05 51396 0,419 0,19 0,272 0,204
23 11,66 19,9451 2,375 0,12 1,057 1,159
24 11,91 5,609 1,066 0,11 0,297 0,52
25 12,1 13,9308 1,731 0,15 0,738 0,845
26 12,65 165,9654 22,908 0,11 8,794 11,176
27 12,95 33,4381 4,179 0,12 1,772 2,039
28 14,03 76,6947 |2,414 0,5 4,065 1,179
- Total 1887,256 |204,978

Obr. 12 HPLC neznamé latky v extraktu kalusu Centella asiatica -

prekurzor PHB 200 mg/l, interval odbéru 24 hod., 17. pasaz-svétlo
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Voltage [mV]

200 1

150 1

100 1

50

T8

L172

2,51

4,58
5,27

7,31

10,22

10,89
11,59

12,59

13,39

7,5

10,0

Time [min.]

Peak Reten. Area Height W05 Area Height
No. time [mV.s] [mV] [min.] [%] [%]

1 1,72 114,936 |20,622 |0,11 4,49 5,454
— 211,89 587,1445 200,701 |0,05 22,938  |53,077
3 2,51 317,467 |27,228 |0,13 12,403 |7,201
4 3,06 3,9206 10,437 0,16 0,153 0,115
5 3,4 1,0238 0,132 0,13 0,04 0,035
6 3,88 81,1455 |4,368 0,33 3,17 1,155
7 4,24 16,2921 3,021 0,1 0,636 0,799
8 4,58 152,2369 16,278 0,43 5,948 1,66
9 5,27 234,6926 |20,559 |0,18 9,169 5,437
10 5,83 4,3941 |0,611 0,13 0,172 0,161
11 6,15 91,7459 7,534 0,2 3,584 1,992
12 6,68 12,2734 10,968 0,22 0,479 0,256
13 7,31 432,2219 142,571 |0,14 16,886 |11,258
14 8,09 74,2831 14,574 0,26 2,902 1,21
15 8,62 25,6417 |2,661 0,13 1,002 0,704
16 9,77 46,7136 1,928 0,22 1,825 0,51
17 10,22 29,3677 3,387 0,12 1,147 0,896
18 10,89 17,3379 |2,963 0,12 0,677 0,783
19 11,59 49,9856 8,493 0,12 1,953 2,246
20 11,85 52,4211 3,051 0,32 2,048 0,807
21 12,59 171,4184 |15,129 |0,12 6,697 4,001
22 13,39 43,0007 0,919 0,11 1,681 0,243
- Total 2559,664 378,133

Obr. 13 HPLC neznamé latky v extraktu kalusu Centella asiatica -

prekurzor PHB 200 mg/I, interval odbéru 6 hod., 17. pasaz-svétlo
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6. Diskuze
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Rada biotechnologickych postupti méa v dne$ni dobé své nezastupitelné misto
v mnoha odvétvich primyslu a zaroven probiha rychly rozvoj novych biotechnologii.
Hlavni zpusob vyuziti rostlinnych kultur in vitro ve farmacii je produkce
sekundarnich rostlinnych metaboliti, coz jsou latky cCasto terapeuticky velmi
vyznamné viz. teoretickd ¢ast mé prace. Rostlinné tkanové kultury produkované pro
farmaceuticky primysl maji vzhledem k intaktnim rostlindm fadu vyhod. Napftiklad
pifesn¢ definované a kontrolované podminky kultivace, moZznost ovlivnéni
biotransformace zadanym smérem, eliminace Sktidcii a nezavislost na klimatickych
podminkach. Biotransformaci (biokonverzi) lze definovat jako pfeménu prekurzoru
(substratu) na produkt. Nez ale ziskdme technologicky pfesny proces plné vyuzitelny
I Vvpraxi, musi pfedchazet Casto velmi zdlouhavy vyzkum, ktery se zabyva
odvozenim tkanové kultury z rostlinného materidlu, optimalizaci zivného média a
kultiva¢nich podminek, zjisténim piesného spektra produkovanych metabolitd i
moznému ovlivnéni biotransformacénich schopnosti s vyuzitim vhodnych prekurzort
a elicitord. Zna¢nym problémem je také samotné pievedeni tkanové kultury do

primyslu a ekonomizace celého procesu.

Mym tkolem bylo odvozeni in vitro kultury Centella asiatica a ovéteni a
sledovani biotransformacnich schopnosti této kultury po pfidani exogennich
prekurzort arbutinu. Tato rostlina je vyuzivana v fadé vychodnich zemi. Je cenéna
pro své obsahové latky, které se pouzivaji k 1é€eni fady chorob a maji 1 vyrazné
celkové imunostimulacni G€inky. Jako vychozi materidl pro odvozeni kultur jsem
pouzila mladé listky a uzlabni pupeny Centella asiatica. Jako zivné médium jsem
pouzila pidu podle Murashigeho a Skooga (101) s piidavkem 0,5 mg/l 2,4
dichlorfenoxyoctové kyseliny a 0,5 mg/l benzyladeninu (102). Zde jsme vychazeli
z poznatkli Farmaceutické fakulty Univerzity v Pafizi, kde se zabyvali
glykosylaénimi schopnostmi tkanové kultury Centella asiatica, které ovéfili na
konverzi 3-demethylthiokolchicinu na thiokolchicosid (3-O-glucosylthiocolchicin)
(102). Schopnost biotransformaéni produkce arbutinu po pfidani prekurzort byla
dale prokazana u kultur Datura meleoides, Datura innoxia, Rhodiola rosea, Rheum
palmatum, Leuzea carthamoides, Leonurus cardiaca, Coronilla varia, Brassica
oleracea, Bergenia crassifolia, Bellis perennis (103), Rauwolfia serpentina a
Catharantus roseus (104, 105).
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K biotransformacnim pokusiim byly pouzity vySe zminované kalusové kultury
Centella asiatica a jako prekurzory byly pouzity: hydrochinon, kyselina p-kumarova,
kyselina 4-hydroxybenzoova a tyrosin, které jsou soucasti biosyntetické cesty
vedouci k arbutinu. Jako mozné produkty jsme sledovali arbutin, methylarbutin, p-
methoxyfenol a hydrochinon. Zadna z téchto latek neni pokusné rostling vlastni.

Pokusy byly provadény na mustcich z filtraéniho papiru v tekutém Zzivném
médiu, na které¢ jsme kalusy pievedli a déale udrzovali. Vzdy po tfech tydnech
kultivace jsme do média steriln¢ ptidavali roztoky prekurzori a to ve dvou
koncentracich 100mg/l a 200 mg/l. Pokusy byly ukonceny vzdy v urcitém intervalu
po 6, 24 a 168 hodinach.

V extraktech kalusi byl pomoci metody TLC ze sledovanych metabolitl
prokazan pouze arbutin a to po piidani jeho prekurzoru hydrochinonu v intervalech
168 hodin v koncentraci 100 mg/l a 24 a 168 hodin v koncentraci 200 mg/l. Arbutin
nebyl v zadné pokusné varianté uvoliiovan do média. V médiu byl identifikovan
netransformovany hydrochinon a to pii jeho pfidani do média v obou pouzitych
koncentracich.(Tab. 1, 3).

Zajimavé je nalezeni neznamé latky v extraktech kalusu po pfidani prekurzoru
kyseliny 4-hydroxybenzoové a to po 168 hodinach v koncentraci 100 mg/l a po 6 a
24 hodinach v koncentraci 200 mg/1. Tato latka je zde v nezanedbatelné koncentraci
a pfedmétem dalSiho vyzkumu bude jeji identifikace (Tab. 6, 8).

Kvantitativni hodnoceni bylo provedeno pomoci metody HPLC, kterd zaroven
ovétila vysledky TLC a urcila pfesné mnozstvi arbutinu v extraktech kalusu po
pfidani hydrochinonu. MnoZstvi arbutinu po 168 hodinach pii koncentraci 100 mg/1
hydrochinonu bylo 0,1418 % ( Obr.8) a pii koncentraci 200 mg/1 hydrochinonu bylo
zjisténo po 24 hodinach 0,3644 % (Obr.9) a po 168 hodinach 0,504 % arbutinu
(Obr.10). Z téchto vysledkl vyplyva, ze zvySenim koncentrace hydrochinonu ze 100
mg/l na 200 mg/l doslo 1 ke zvySeni produkce arbutinu a ten byl prokézan uz po 24
hodinach kultivace. Bylo by zajimavé zjistit, zda stejny pozitivni vliv na produkci
arbutinu bude mit dalSi zvySovani koncentrace zminovaného prekurzoru a piipadné
zmény Casovych intervalil jeho plisobeni.

Piedchozi vysledky dosazené na nasi katedie pii pokusech s kulturou Datura
meteloides (103), ktera pridanim prekurzoru hydrochinonu po tydenni kultivaci
produkovala 7,4 % arbutinu, coz odpovida pfibliznému obsahu v intaktni rostliné

Arctostaphylos uva-ursi. Dalsi vyrazné pozitivni vysledky byly nalezeny u kultury
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Schizandra chinensis , ktera také po tydenni kultivaci pfi pouziti hydrochinonu jako
prekurzoru produkovala 5,08 % arbutinu. V této pokusné variant¢ dochazelo i
K uvoliiovani arbutinu do zivného média a to v koncentraci 0,18 % (103).
V Japonsku védci firmy Shiseido (99) s vyuzitim buné¢né kultury Catharanthus
roseus postupnym vyvojem optimdlnich podminek a typu fermentoru dosahli
extracelularni koncentrace arbutinu pfiblizn€ 1 %, navic byl tento extracelularni
arbutin lehce extrahovatelny z filtratu.

V porovnani s témito udaji jsou nami nalezené hodnoty arbutinu nizsi. Nase
vysledky mohly byt ovlivnény del$im odstavenim pfistroje z divodu zavady (témér
rok), kdy v extraktech mohlo dojit krozkladu latek ziskanych transformaci
ptidavanych prekurzort.

Z vySe zminovaného divodu by bylo vhodné uvedené pokusné varianty
zopakovat, pfipadné¢ se snazit o zvySeni produkce sledovanych latek napftiklad
optimalizaci kultivacnich podminek (ristové latky), zvySenim koncentrace

prekurzorii a pouzitim a pouzitim dalSich ¢asovych intervali.
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Ziskané poznatky z diplomové prace Ize shrnout nasledovné:

1. Ze sterilnich listki Centella asiatica byly odvozeny kultury schopné

dlouhodobé kultivace.

2. Byla prokazana schopnost kultury Centella asiatica glykosylovat
hydrochinon na arbutin.

3. Zvysenim koncentrace prekurzoru hydrochinonu doslo ke zvySeni produkce

arbutinu

4. V extraktech kalust kultury Centella asiatica byla po pridani prekurzoru
kyseliny 4-hydroxybenzoové opakované nalezena neznama latka ve zvysené
koncentraci

5. Ostatni pfidavané prekurzory neprokdzaly Zadné biotransformacéni zmény

6. Nebylo prokazano zadné uvolnovani arbutinu ani jiné latky do zivného média

kultury Centella asiatica
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