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SOUHRN
Arbutin, salicin — mozZnosti jejich biotechnologické produkce

Cilem prace byla transformace exogennich prekurzort kulturami in vitro Datura meteloides, Coronilla varia,
Leuzea carthamoides a Schisandra chinensis. K témto kulturdm byly pfidavany ndmi dosud nezkouSené pre-
kurzory arbutinu a salicinu (fenylalanin, kyselina skoficovd, p-kumarova, p-anisova, o-kumarova, salicylova,
salicylaldehyd, helicin). Ke kultufe Schisandra chinensis byl pridavan kromé vySe uvedenych prekurzorti rov-
néz hydrochinon, nebot tato kultura nebyla dosud k biotransforma¢nim tcelim pouzita. Testované prekurzory
byly pouZity v koncentraci 100 mg.I'! a doba jejich piisobeni byla 6; 12; 24; 48 a 168 hodin. Pozitivni vysled-
ky (TLC i HPLC) v produkci arbutinu byly ziskany u kultury Schisandra chinensis po pfidani hydrochinonu.
Nejvyssi mnozstvi arbutinu bylo v extraktech kalusii naméteno po tydenni kultivaci s hydrochinonem (5,08 %).
V této pokusné varianté dochézelo i k uvolnovani arbutinu do Zivného média. Jako optimalni prekurzor salicinu
se na zaklade¢ nasich vysledki ukazal salicylaldehyd, ktery byl transformovan kulturou Datura meteloides po 6;
24 a 168 hodinéch a kulturou Coronilla varia po 6 hodinach. Jeho mnoZzstvi bylo oproti arbutinu nizsi.
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SUMMARY
Arbutin, Salicin: The Possibilities of Their Biotechnological Production

The paper aimed to transform exogenous precursors with in vitro cultures of Datura meteloides, Coronilla varia,
Leuzea carthamoides and Schisandra chinensis. These cultures were added the precursors of arbutin and salicin
(phenylalanine, cinnamic, p-coumaric, p-anisoic, o-coumaric, salicylic acids, salicylaldehyde, helicin), not yet
tested by the present authors. The culture of Schisandra chinensis was also added, besides the above-mentioned
precursors, hydroquinone, because this culture had not been employed for biotransformation purposes yet. The
precursors tested were used in a concentration of 100 mg.I-! 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 culture of
Schisandra chinensis after an addition of hydroquinone. The largest amount of arbutin in callus cultures was
measured after a week’s cultivation with hydroquinone (5.08 %). In this experimental variant, arbutin was rele-
ased also to the culture medium. Our results revealed salicylaldehyde to be the optimal precursor of salicin. It
was transformed by the culture of Datura meteloides after 6; 24, and 168 hours and by the culture of Coronilla
varia after 6 hours. In comparison with arbutin, its amount was smaller.

Key words: arbutin — salicin — precursor — biotransformation
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Uvod majici nejblize praktickému uplatnéni. Biotransformaci
(biokonverzi) 1ze definovat jako pfeménu prekurzoru
Soucasn& se zvladnutim metodiky kultivace rostlin-  (substrdtu) na produkt. Provadi se tak, Ze se ke kultufe
nych bun&k doslo analogicky k pokusiim vyuZit je z hle-  Pfivadi prekurzory poZadovanych sloucenin a po urcitém
diska farmaceutické praxe pro biotechnologické ziskava-  Case se odebiraji produkty transformace 1). Znalost meta-

ni terapeuticky vyznamnych sekundarnich metabolitt. bolickych drah usnadni nalezeni vhodnych prekurzora,
Tomu musi pfedchdzet teoretickd studia zabyvajici se  Kkteré umozni syntézu Zadané litky zvysit. Zenk et al. 2)
riiznymi zpasoby ekonomizace téchto procesi, pfi¢emz  uvadeji zakladni podminky pro zabudovani prekurzoru
vyuziti prekurzorii se jevi jako jedna z teoretickych cest ~ do Zadaného produktu:
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Obr. 1. Biosyntetické pochody, z nichZ vychdzela volba
prekurzort

1. Pfitomnost enzymu schopného inkorporace prekur-
zZoru.

2. Produkt musi byt tvofen rychleji nez je metabolizo-
van.

3. Kultura musi doddvany prekurzor tolerovat.

Jako substraty pro biotransformace se mohou vyuzi-
vat:

a) latky rostliné obvykle nedostupné, tj. syntetické lat-
ky, chemické analogy ¢i sekundarni metabolity jinych
rostlinnych druhd, jejichZ transformaci 1ze vysvétlit jako
detoxikacni reakci;

b) ,,pfirozené substraty*, tj. latky béZné se v rostlinach
vyskytujici 3).

V mnoha piipadech vede dodani exogennich prekur-
zord ke zvyseni biosyntézy produktu, na druhé strané ale
u mnoha kultur zistane pridani prekurzoru bez odezvy.
V pfipadé pouziti prekurzorti je nutno ovéfit jejich
akceptovatelnost, zjistit jejich optimalni hladinu, kdy
pusobi, a aplikovat je piesné v té rastové fazi, kdy jsou
ucinné.

Biotransformace muze byt realizovdna i kulturou,
v niZ je celé biosynteticka sekvence porusena, ale enzym
schopny zprostfedkovat Zddanou dil¢i reakci je tvofen
v dostatecném mnozstvi. Tento pfistup ma zdsadni
vyznam ve farmaceutickém priimyslu, kde mize v kom-
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binaci s organickou syntézou usnadnit pfipravu novych
analogli zndmych 1é¢iv, kterd by méla sniZenou toxicitu
¢i zvyseny terapeuticky ucinek, nebo pro vyuZiti nékte-
rych surovin, jejichZz chemické zpracovani neni mozné
nebo je ekonomicky nevyhodné. Schopnost explantato-
vych kultur glykosylovat ptidané prekurzory byla vyuZi-
ta napf. u bunécnych suspenznich kultur Costus specio-
sus. Po kultivaci s pfidanym diosgeninem byl nasledné
izolovan 3-O-[B-D-glukopyranosyl-(1¢—2°)-B-D-glu-
kopyranosyl]- a 27-O-B-D-glukopyranosyl-(25R)-spi-
rost-5-en-3-B-27-diol 4. Dva nové produkty biotransfor-
mace — kyselina N-acetyl-m-aminobenzoova a kyselina
N-formyl-m-aminobenzoova byly izolovany z bunééné
suspenzni kultury Solanum laciniatum po pridani kyseli-
ny m-aminobenzoové ).

Cilem nasi prace byla transformace pridavanych pre-
kurzord na arbutin a salicin. Je pokracovanim jiz publi-
kovanych praci 9. Arbutin jako terapeuticky vyznam-
ny sekundirni metabolit je obsahovou latkou drogy
Folium uvae-ursi, kterd je vyuZivdna v urologickych
¢ajovinach a plsobi jako mocové desinficiens. Byly pro-
kazany jeho dalsi ucinky jako antimikrobidlni, antitu-
ssicky atd. Ziskani této drogy z polnich kultur je velmi
obtizné a v uplynulych letech se ho v Ceské republice
nepodafilo realizovat. Do téZe skupiny fenolickych gly-
kosidt jako arbutin patii glykosid salicin z drogy Cortex
salicis (antirevmatikum). Nékteré pocatecni prekurzory
biosyntézy téchto glykosidd jsou shodné. Pfi vybéru
pouzitych prekurzort jsme vychazeli ze schématu na
obrazku 1.

POKUSNA CAST

Vychozi biologicky materidl

Pro testovani biotransformacnich schopnosti byly pouZity in vitro
tyto kultury:

Datura meteloides DC. (kultura odvozena z embryi, médium MS —
2,4-D 1,0 mg.l'l);

Coronilla varia L. (kultura odvozend ze vzrostnych vrchold, mé-
dium MS - 2,4-D 1,0 mg.I'1);

Leuzea carthamoides DC. (kultura odvozena ze vzrostnych vrcholu,
médium MS —2,4-D 1,0 mg.I'! + K 1,0 mg.I-1);

Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. (kultura odvozena z kvétnich
pupent, médium MS - 2,4-D 0,1 mg.I-).

Testované prekurzory (konc.100 mg.1-1):

Kyselina salicylovd, 2-hydroxybenzylalkohol, kyselina o-kumarova,
kyselina skoficovd, fenylalanin, salicylaldehyd, helicin, kyselina
p-kumarova, kyselina p-anisovd, hydrochinon.

Doba puisobeni prekurzorii:

Odbéry vzorkt kalusti a médii pro analyzu metaboliti byly prove-
deny po 6; 12; 24; 48 a 168 hodinédch plisobeni prekurzor.

Kvalitativni analyza metabolitii
Priprava extraktu

Kalusy byly usuSeny pii obycejné teploté, rozetieny v tfeci misce
a navazka 0,500 g extrahovdna po dobu 48 h za studena v 10 ml etha-
nolu. Extrakt byl nasledné zfiltrovan a odparen.
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PouZité standardy

0,1% methanolické roztoky arbutinu, methylarbutinu, hydrochino-
nu, 4-methoxyfenolu, 0,1% ethanolické roztoky kyseliny p-kumarové,
p-anisové, skoficové, p-hydroxybenzoové, helicinu, salicinu a salicyl-
alkoholu a 0,1% vodny roztok fenylalaninu.

TLC fenolickych ldtek

Vyvijeci soustavy:

a) chloroform—methanol (80:20),

b) butanol-kyselina octovd—voda (4:1:5),

¢) chloroform—ethylester kyseliny octové—toluen (80:20:5),

d) dichlormethan—kyselina octova-voda (2:1:1).

Detekce:

1. postupny postiik vodnymi roztoky 4-aminoantipyrinu (0,02 mol.I'!),
amoniaku (20 %) a K3Fe(CN)g (1 %) 10

2. postiik smési 3% kyseliny chloristé a 1% vanilinu v poméru 1:1
a zahfati v su$arn& na 90 °C 1D;

3. postfik smési 1% ethanolického roztoku FeCl; a 1% vodného roz-
toku K3Fe(CN)g 1D;

4. postiik smési 5% vodného roztoku AgNO; a koncentrovaného
amoniaku smichanych v poméru 9:1 tésné pied upotfebenim a zahiati
v sus§arné na 100 °C 11;

5. posttik 0,05% roztokem bromkresolové zelen& 10);

6. postiik 0,5% ethanolickym roztokem 1-naftylaminu, pozorovani
pod UV 254 nm 1D);

Pred detekci methylarbutinu, salicinu a helicinu byla provedena
hydrolyza postiikem HCI (1 mol.1-1) a 15 min zahfatim v susarné pfi
105 °C. Poté se zalkalizuje postfikem 20% roztokem amoniaku.

TLC aminokyselin

Vyvijeci soustava: n-butanol-propanol-kyselina octovi—voda
(30:10:10:10) vyvijeni 2x.

Detekce: postfik smési 0,5 g ninhydrinu rozpusténého v 50 ml etha-
nolu, 14,5 ml kolidinu a 10 ml kyseliny octové; ndsledné zahtati
v suSarné na 105 °C 1D,

TLC salicinu

Vyvijeci soustava: chloroform—methanol (85:15).

Detekce: postiik smési 3 ml H,SO, (3 mol.I'!) s 10 ml vody a zahté-
ti v susarné na 100 °C.

Stejné metabolity jako v extraktech kalust byly sledovany ve sle-
pych vzorcich (tj. bez pfidaného prekurzoru) a v Zivnych médiich.

U vsech vzorku byla provedena rovnéz TLC s denzitometrickou
detekci. NanaSeni vzorki v tomto pfipadé bylo provadéno pomoci pri-
stroje Linomat 5. Vyvinuté desky po umisténi do komory vyhodnocuje
PC, ktery je soucasti pfistroje Camag TLC scanner 3. Pouzité UV svét-
lo v rozsahu 200450 nm.

Kvantitativni analyza sledovanych metabolitii
Kvantitativni analyza sledovanych metaboliti byla provedena vyso-
koudcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) 12):
PU 4100
PU 4110 UV/VIS
DAD PU 4021 multichannel detektor
piedkolona: 30x3 mm CGC SGX Cjg, velikost ¢astic 10 um

pumpa:
detektor:

(TESSEK Praha)
teplota: 25 °C
HPLC fenolickych ldtek

Kolona: 250x4 mm SGX Cg 7 um.
Analyza frakce ,kyselin*:
eluce isokratickd, methanol:vodny roztok H;PO,
(0,01 mol.I'!) v poméru 50:50 (v/v),
pritokova rychlost mobilni faze 1,5 ml.min-!,
detekce UV/VIS PU 4110,
monitorovana vlnova délka 224 nm.
Analyza frakce ,,alkohola*:
eluce gradientova, methanol:vodny roztok H;PO,
(0,01 mol.I'!) v poméru 5:95 (v/v)
s linearné se zvySujicim pomérem methanolu
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az na pomér 95:5 v prubéhu 15 min,

pritokova rychlost mobilni faze 0,5 ml.min-!,
detekce UV/VIS PU 4110, monitorovana vlnova
délka 285 nm.

HPLC salicyldtit
Kolona: 250x4 mm PUROSPHER RP — 18 endcaped, velikost
Castic 5 um (Merck, Darmstadt).

Analyza frakce ,.kyselin‘:
eluce isokratickd, methanol:vodny roztok Hy;PO,
(0,01 mol.I-!) v poméru 50:50,
pritokova rychlost mobilni faze 0,5 ml.1-1,
detekce UV/VIS PU 4110, monitorovana vinova
délka 224 nm.

Analyza frakce ,,alkoholi‘:

eluce gradientova, methanol:voda 15:85 s linedarné se
zvySujicim podilem methanolu aZ na pomér 35:65,
pritokova rychlost mobilni faze 0,5 ml.min-!,
detekce UV/VIS PU 4110, monitorovana vinova
délka 224 nm.

K identifikaci latek byl pouZzit zdznam UV spektra pofizeného
pomoci DAD (diode array detektor), monitorovana oblast byla
190-390 nm.

Pro vypocet mnozstvi latek byla pouZita metoda vnéjsiho standardu.
Vysledek je uveden v hmotnostnich procentech — vztaZeno na navazku
suchého extraktu.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pokrokem pri ziskavani biologicky aktivnich latek je
vyuziti biomasy rostlinnych bunék in vitro jako suroviny
pro jejich izolaci. V poslednim obdobi nastal vyznamny
posun ve vyvoji novych technik, kterymi je mozné dosah-
nout zvySeni produkce a akumulace terapeuticky vyznam-
nych sekundarnich metabolitll v téchto kulturach. Jednou
z moznosti, kterou se zabyva i nase prace, je vyuZiti bio-
syntetické kapacity kultur rostlinnych bunék pro biotrans-
formacni reakce exogennich prekurzord. Znalost metabo-
lickych drah usnadni nalezeni vhodnych prekurzort, které
umozni syntézu zadané latky. V intaktni rostliné Arctos-
taphylos uva-ursi je arbutin tvofen z tyrosinu pies kyseli-
nu 4-hydroxybenzoovou a hydrochinon. Lze jej ziskat izo-
laci z intaktni rostliny nebo nékolikastupiiovou chemickou
syntézou. Obé cesty jsou Casové a ekonomicky narocné.
Dalsi mozZnosti je vyuZiti kultur in vitro. Tkafiova kultura
Arctostaphylos uva-ursi arbutin, methylarbutin ani jejich
aglykony neprodukuje !3). Proto jsme se v dal§i praci
pokusili iniciovat tvorbu téchto latek v kultufe pomoci
exogennich prekurzort (tyrosinu, Kyseliny 4-hydroxyben-
zoové a hydrochinonu). Byly testovany jejich rizné kon-
centrace, nejvhodnéjsi doba podani prekurzorti a rtizné
Casové intervaly pisobeni prekurzori. Bylo zjisténo, Ze
v tkanové kultufe Arctostaphylos uva-ursi neprobiha
dekarboxylace kyseliny 4-hydroxybenzoové na hydrochi-
non. Nasledna glykosylace hydrochinonu na arbutin byla
prokdzana ©). Schopnost transformovat vySe jmenované
prekurzory na arbutin se nim podafilo dale prokazat u kul-
tur Datura meteloides, Datura innoxia, Rhodiola rosea,
Rheum palmatum, Leuzea carthamoides, Leonurus cardi-
aca, Coronilla varia, Brassica oleracea, Bergenia crassi-
folia a Bellis perennis, pti¢emz procento arbutinu dosaZe-
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Obr. 2. Chromatogram extraktu kalusu Schisandra chinensis
(prekurzor hydrochinon, interval odbéru = 1 tyden)

né transformaci hydrochinonu kulturami rodu Datura
odpovida procentudlnimu obsahu v intaktni rostliné¢ med-
védice 1é¢ivé 7-9). Biotransformace hydrochinonu na arbu-
tin byla popsana rovnéz kulturami Rauwolfia serpentina
a Catharanthus roseus %15, Cilem této préce bylo pokra-
covani v testovani biotransformacnich schopnosti kultur
Datura meteloides, Coronilla varia, Leuzea carthamoides
a Schisandra chinensis, které byly na zaklad€ prfedchozich
pokust vytipovany jako perspektivni. K t€mto kulturam
byly pridavany dalsi dosud nezkousSené prekurzory arbuti-
nu (fenylalanin, kyselina skoficovd, p-kumarova a p-ani-
sova) a dale dosud nezkousené prekurzory vedouci k sali-
cinu (fenylalanin, kyselina skoficovd, o-kumarova,
salicylova, salicylaldehyd, helicin). Ke kultufe Schisandra
chinensis byl pridavan kromé vyse uvedenych prekurzord
rovnéZ hydrochinon, nebot tato kultura nebyla dosud
k biotransformacnim tcelim pouZita. Pozitivni vysledky
(TLC i HPLC) v produkci arbutinu byly ziskény pouze po
pfidani hydrochinonu ke kultufe Schisandra chinensis.
Nejvyssi mnozstvi arbutinu (5,08 % — odpovida obsahu
v intaktni rostliné Arctostaphylos uva-ursi) bylo v extrak-
tech kalusii naméfeno po tydenni kultivaci s hydrochino-
nem (obr. 2). V této pokusné varianté dochézelo i k uvol-
novani arbutinu do zivného média (0,18 %).

Na zékladé vysledkiti TLC i HPLC se jako optimdlni pre-
kurzor salicinu ukazal salicylaldehyd. Po jeho aplikaci
v koncentraci 100 mg.I'! produkovala salicin kultura Datu-
ra meteloides pii plisobeni prekurzoru 6 hod. (7,91.102 %),
24h (1,61.102 %) a 168 h (6,12.102 %) a kultura Coronil-
la varia pfi pisobeni prekurzoru 6 h (1,38.10-2 %). Ostatni
pridavané prekurzory nebyly vySe uvedenymi kulturami
transformovany.

Z dosazenych vysledkt vyplyva, Ze ani detailni zna-
lost biosyntéz a z nich odvozenych prekurzord nemusi
vést vzdy k pozitivnim vysledkim. DosaZzenych 5 %
arbutinu v kultute Schisandra chinensis (intaktni rostlina
arbutin neprodukuje) po transformaci hydrochinonu je
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vSak velmi nadéjnym vysledkem, zvlasté s prihlédnutim
k neschopnosti realizovat polni kulturu Arctostaphylos
uva-ursi na strané jedné a s ojedinélym vyskytem divoce
rostoucich rostlin a jejich ochranou na strané druhé. Uve-
dené cesty jsou jednou z moznosti jak zabranit totdlnimu
vyhubeni 4 az10 tisiciim druhi rostlin v dasledku jejich
spotieby jako suroviny pro vyrobu léciv (vysledek celo-
svétového odhadu) a pomoci tak zabezpecit kazdoro¢ni
10% narast vyroby léciv pfirodniho piivodu.

Prace byla vypracovdna za podpory Vyzkumnych zaméra
(CEZ J 13/98:11600003) a Vyzkumného centra LNOOB125.
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