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NA PRODUKCI FLAVONOIDU KULTUROU
ONONIS ARVENSIS L. IN VITRO
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SOUHRN

Vliv siranu vanadylu (VOSO,) na produkci flavonoida kulturou Ononis arvensis L. in vitro

Byl testovan vliv siranu vanadylu (VOSO,) na produkci flavonoidi v kalusové a suspenzni kultufe Ononis
arvensis L. (Fabaceae). Tato latka se osvédcila jako abioticky elicitor pro zvySeni produkce sekundarnich latek
(flavonoidi) v kultuie Ononis arvensis L. in vitro. Maximalni zvySeni tvorby flavonoidi nastalo v kalusové kul-
tufe po 24 hodinové elicitaci VOSO, v koncentraci 1,227.10-4 mol/l, a to o 313 % oproti kontrole a v suspenz-
ni kultufe u koncentrace 1,227.10-6 mol/l po 48hodinovém pusobeni elicitoru o0 485 % ve srovnani s kontrolou.
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SUMMARY

Effect of Vanadyl (IV) Sulfate (VOSO,) on the Production of Flavonoids by the Culture Ononis arvensi-
sL. in vitro

The study tested the effect of vanadyl (IV) sulfate (VOSO,) on the production of flavonoids in the callus and sus-
pension culture of Ononis arvensis L. (Fabaceae). This substance proved to be a good abiotic elicitor for an inc-
rease in the production of secondary substances (flavonoids) in the culture of Ononis arvensis L. in vitro. The maxi-
mal increase in the formation of flavonoids took place in the callus culture after 24-hour elicitation with VOSO, in
a concentration of 1.227 .10-4 mol/l by 313 % in comparison with the control and in the suspension culture in
a concentration of 1.227 .10-6 mol/l after 48-hour action of the elicitor by 485 % in comparison with the control.
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Uvod

Jednou z metod, které 1ze vyuzit ke zvySeni produkce
sekundarnich metabolitti v rostlinach, je metoda elicitace,
pfi které jsou vyuzivany obranné reakce rostlin v podmin-
kéch in vitro. Pfedpokladem tspéchu této metody je pouZi-
ti vhodného elicitoru o urcité koncentraci a optimalni délka
jeho ptisobeni a také druh pouzité kultury. Aplikované elici-
tory byvaji vétsinou biotického ¢i abiotického charakteru.

U kalusové a suspenzni kultury Omnonis arvensis L.
byla v predchozich pokusech testovana cela fada abiotic-
kych elicitorti za t¢elem zvySeni produkce flavonoidd,
a to bud ve formé soli téZkych kovi, CuSO4, Mn(SOy),
HgCl,, Pb(NO3),, CdCl, ¢i bylo vyuzito tcinkd UV
zafeni. Po plisobeni téchto abiotickych elicitor(l byla pro-

kazéna zvySend tvorba flavonoida jak v kalusové, tak
i v suspenzni kultufe Ononis arvensis L 1-9),

Metody elicitace byly zkoumdany také z pohledu
zefektivnéni vytézku thiarubinu A, sekundarniho meta-
bolitu a zaroveni potencidlniho 1éCiva, produkovaného
kotenovym vlasenim kultury Ambrosia artemisiifolia L.
Abioticka elicitace byla provedena s pouzitim roztoku
siranu vanadylu. Mezi uréujici faktory patfilo stari kul-
tury, hodnota koncentrace pouZitého elicitoru a doba, po
kterou byla kultura pusobeni elicitoru vystavena. Po
16denni kultivaci byl pfidan k rostliné Ambrosia arte-
misiifolia L. jako elicitor roztok siranu vanadylu o kon-
centraci 50 mg/l. Po 72hodinové elicitaci do§lo k osmi-
nasobnému zvySeni obsahu thiarubinu A (coz
odpovidalo 569 ug/1) 5.
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Cilem dalsi studie se stal mechanizmus bunéc¢né odpo-
védi v ramci suspenzni kultury jaterniku po elicitaci abi-
otickym elicitorem vanadi¢nanem sodnym. Ukazalo se,
Ze rychlost produkce 1,4-dimetylazulenu, jednoho z pod-
statnych sesquiterpenoidli obsazenych v buiikéach jaterni-
ku, byla po pisobeni vanadi¢nanu sodného vice nez dvoj-
nasobna. Tento narist byl iniciovan rovnéZ zdvojenou
aktivitou 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reduktazy
(jedna se o enzym integrovany do isoprenoidni biosynté-
zy). Dale vzrostla aktivita superoxiddismutazy, askorbat-
peroxidazy a glutathionreduktazy; a to 1,5-2x v poméru
s kontrolnim vzorkem jaterniku, ktery vanadi¢nanem
oSetfen nebyl. Intracelularni hodnoty glutathionu po pfi-
déni elicitoru vzrostly 10x oproti kontrole. Podobné vlast-
nosti jako vanadi¢nan projevil i peroxid vodiku. Po pfi-
davku této latky do kultury doslo ke zvySeni produkce
1,4-dimethylazulenu, jehoZ koncentrace dosdhla stejné
hodnoty jako po aplikaci vanadi¢nanu sodného.

Zavérem je tedy poznatek, Ze uZiti elicitorti zptisobu-
je vznik aktivnich forem kysliku, které tvofi jeden
z ¢lankd biosyntetické cesty vedouci k tvorbé 1,4-dime-
thylazulenu ©).

Ortovanadi¢nan sodny je tedy pouZzivan jako abioticky
elicitor k navozeni biosyntézy alkaloidi. Odpovéd zkou-
mané bunécné kultury na tento abioticky faktor je vSak vel-
mi podobna reakci zjisténé po elicitaci Cinitelem biotickym
(konkrétn€ uhlovodikovou frakci z kvasnicového extraktu).
Ogetfeni ortovanadi¢nanem sodnym vedlo k alkalizaci
rastového média, 20nasobné indukci klicového enzymu
tyrosindekarboxylasy a zvySeni tvorby alkaloidid (azZ
40 mg/l). Rozdil mizeme ale zjistit v mnozstvi alkaloidt
produkovanych do rostouciho média. Zatimco buriky
napusténé kvasnicovym elicitorem vylucuji pres 50 %
z celkového mnozZstvi téchto latek, u bunék vystavenych
plsobeni ortovanadi¢nanu sodného je tento podil mnohem
mensi, tvoif asi jen 10 % produkovanych alkaloidd 7).

Nekolik studii také ukazalo, Ze siran vanadylu pozitiv-
né ovliviluje glukosovy metabolizmus. Slou¢eniny vana-
du mohou suplovat G¢inky inzulinu jako alternativni ces-
ta 1éc¢by. Studovany byly konkrétné vlastnosti tfi
organickych sloucenin vanadu: vanadyl acetylacetonatu
(VAc), vanadyl 3-ethylacetylacetonatu (Vet) a bis(malto-
lato)oxovanadia (VM). Pokusy se provadély na diabetic-
kych potkanech a vedle G¢inkt jiZ zmifiovanych slouce-
nin se sledovalo také ptsobeni jednoduché anorganické
soli siranu vanadylu (SV).

Po orédlnim uziti sloucenin obsahujicich vanad byl po
tfi mésice indukovan rychlejsi a vyraznéjsi pokles glyké-
mie neZzli u siranu vanadylu. Stejny pomér pak plati i pro
ziskané hodnoty glukosurie a tolerance na glukézu.

Aktivita i kvalita mRNA klicovych glykolytickych
enzymil (konkrétné glukokinasy a L-pyruvat kinasy),
jejichz ¢innost je v diabetickych jatrech zna¢né limitova-
na, byla diky ptsobeni vanadu opét obnovena. Organic-
ké formy slouc¢enin vanadu (zejména Vac) zde prokazaly
vyrazné vyS$§i Gcinnost neZz jednoduchd anorganicka stl
SV.

Béhem testl se vSak nepotvrdil vztah mezi plazmatic-
kymi a tkdanlovymi hodnotami vanadu a ziskanymi para-
metry glukosové homeostazy a jaterniho glukosového
metabolizmu. Také neni zaznamendna vyraznéj$i mira
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toxicity komplexi vanadu na funkci jater nebo ledvin
testovanych potkanti. Asi v 50 % pripadu se sice vyskyt-
la chronicka diarea, jednalo se ale o néasledky uZivani
siranu vanadylu, u organickych sloucenin se nic podo-
bného neobjevilo.

Ze zavéru studie vyplyva, Ze organické slouceniny
vanadu, hlavné pak vanadyl acetylacetonat, icinné kori-
guji hyperglykémii a naruSuji hepatickou glykolyzu
u diabetickych potkani; a to vSechno vyrazné efektivné-
ji a Setrn&ji neZli sfran vanadylu 8.

VOSOy se Casto vyuziva ke zvySeni efektivity tréninku
u vrcholovych atletd. S tim souvisi i znacny zdjem o miru
spolehlivosti této latky, nebot stile panuji domnénky
o negativnim vlivu vanadi¢natych sloucenin na lidsky
organizmus; nejvice pak v této souvislosti byva zminova-
na anémie nebo poSkozeni leukocytirniho systému.

V uvedeném vyzkumu byl siran vanadylu podavin
v mnozstvi 0,5 mg/kg/den po dobu 12 tydni skuping tvr-
dé trénujicich sportovci. Byly sledovany jeho tc¢inky na
krev (na Cervené a bilé krvinky a krevni desticky), dale
na viskozitu krve a jeji biochemii (zejména na lipidy
a koeficienty jaterni a ledvinové funkce). Hodnoceni
krevni viskozity probéhlo po 0; 2; 4; 8 a 12 tydnech,
hematologické faktory a biochemie byla zméfena pred
zapocetim a na konci vyzkumu. Jednalo se o dvojité
zaslepenou studii, kromé testovanych sportovcl vystave-
nych u¢inkim VOSO, doslo k vy¢lenéni i tzv. placebo
skupiny. U sledovanych skupin i u sportovct uzivajicich
pouze placebo vzrostl hematokrit i hodnota viskozity,
nebyl v8ak prokazin Zadny signifikantni 1é¢ebny Gcinek.
Podobné tomu bylo i u hematologickych a biologickych
faktorti, ani zde ziskand data nepotvrdila pfimy vliv
VOSO,4 na organizmus testovanych osob. Zavéry této
studie tedy vyvraceji tezi o neptiznivém vlivu peroralné
uZivaného siranu vanadylu na lidskou krev 9.

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Aceton, Cisty; destilovana voda; ethylester kyseliny octové,
Cisty; chlorid hlinity, p.a.; kyselina chlorovodikova, ¢ista; kyse-
lina octovd ledova , Cistd; methenamin, Cisty; bezvody siran
sodny, Cisty; siran vanadylu, p.a.; methanol p.a.

Biologicky materidl

Tkanova kultura odvozena z kofenové Casti kli¢ni rostliny
Ononis arvensis L. ve 37.—49. pasaZi.

Kultivace tkdriové kultury

Pro kultivaci kalusové i suspenzni kultury bylo pouZito
medium dle Murashigeho a Skooga (MS) 10 s obsahem kyse-
liny a-naftyloctové v koncentraci 10 mg.1-! jako riistovy regu-
lator. Kultivace probihala u kalusovych kultur na papirovych
knotech v Erlenmayerovych baiikdch po dobu 4 tydnd pfi
laboratorni teploté a denniho svételného rezimu.

Suspenzni kultura ziskand mechanickym rozmélnénim kalu-
su byla kultivovana 2 tydny na roleru (8 otdcek za minutu) za
stejné teploty a intenzity osvétleni jako kultura kalusova.
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Jako elicitor byl pouZilt siran vanadylu (VOSO,) v koncent-
racich:

¢, = 1000 mg/1 (6,136.10-3 mol/1)

¢y =20 mg/l (1,227.104 mol/l)

¢3=0,2 mg/l (1,227.10 mol/l)

K elicitaci bylo vZdy pouZito 35 ban¢k pro kazdou koncent-
raci elicitoru (cy, ¢,, c3). Do 25 bangk byl piidan 1 ml roztoku
elicitoru dané koncentrace a 10 ban¢k bylo pouzito jako kon-
trola bez piidaného elicitoru.

Kalusy byly odebirany po 12; 24; 48; 72 a 168 hodinich
pusobeni elicitoru. Kontrolni kalusy se odebiraly po 24 a 168
hodinéch. V rdmci kazdého ¢asového intervalu plsobeni elicito-
ru v¢etné kontrol bylo k odbéru pouzito 5 banek. Stejny postup
byl pouzit za identickych podminek i u suspenznich kultur.

Kalusy byly po vyjmuti z banék usuSeny na filtracnim
papiru za laboratorni teploty. Suspenzni kultury byly prefilt-
rovany pres filtraéni papir a zachycené shluky usuSeny pfi
laboratorni teploté. Takto se postupovalo u vSech koncentraci
elicitoru.

Stanoveni obsahu flavonoidii 1V

Ke stanoveni obsahu flavonoidii byla vyuZita metoda uvede-
nd v CL 97. Ziskané mnoZstvi (g) kalusu bylo upraskovano,
smichano ve 100 ml bance s 1 ml roztoku methenaminu
R (5 g/), 20 ml acetonu R a 2 ml kyseliny chlorovodikové RS
a vafeno pod zpétnym chladicem 30 minut. Po zchladnuti se
roztok zfiltroval pfes chomécek vaty. Droga i chomécek vaty se
vartily jesté dvakrat s 20 ml acetonu R pod zpétnym chladi¢em
po dobu 10 minut. Po ochlazeni se roztok zfiltroval vZdy pres
novy choméacek vaty. Spojené acetonové roztoky se zfiltrovaly
pfes filtra¢ni papir do odmérné bariky na 100 ml a byly doplné-
ny acetonem R predem pouZitym k promyti baiky a filtru.
20,0 ml tohoto roztoku se prevedlo do délici nalevky, pridalo se
20 ml vody R a protfepavalo se nejprve 15 ml a poté 3x 10 ml
ethylacetdtu R. Spojené ethylacetatové vrstvy se pak jesté pro-
tiepavaly 2x s 50 ml vody R a zfiltrovaly se pies 10 g siranu sod-
ného bezvodého R do odmérné bariky a zfedily se ethylacetdtem
R na 50,0 ml. Timto postupem byl pfipraven zdkladni roztok.

Zkouseny roztok byl pfipraven smichanim 10,0 ml zéklad-
niho roztoku s 1 ml chloridu hlinitého RSI a zfedénim roztokem
kyseliny octové ledové R 5% (V/V) v methanolu R na 25,0 ml.

Porovnavaci roztok byl pfipraven zfedénim 10,0 ml
zakladniho roztoku kyselinou octovou ledovou R 5% (V/V)
v methanolu na 25,0 ml.

Po 30 minutach byla naméfena absorbance zkouseného roz-
toku pfi maximu 425 nm za pouziti porovnavaciho roztoku jako
kontrolni tekutiny.

Obsah flavonoidtl v procentech se vypocital podle vzorce:
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Obr. 1. Obsah flavonoidii (%) v kalusové kulture Ononis
arvensis L. po elicitaci roztokem siranu vanadylu

—p—

kde A je absorbance zkouseného roztoku pii 425 nm, m je
navédzka drogy v gramech.

Byla provedena vZdy tfi paralelni stanoveni. Ze zjist€nych
hodnot byl vypoditan aritmeticky prameér.

DISKUZE A ZAVER

Uspé&sn4 elicitace je podminéna celou fadou faktort,
které jsou specifické pro kazdy elicitor a pro kazdou tka-
fovou kulturu. Jedna se naptiklad o typ, koncentraci
a dobu pisobeni elicitoru. Z téchto divodl byly testova-
ny tfi koncentrace vodného roztoku siranu vanadylu. Sle-
dované doby ptisobeni elicitoru vychazely z poznatkd jiz
diive provedenych pokust !4 a z publikovanych tdaj,
které udavaji zvySeni produkce sekundarnich latek
v prabéhu nékolika hodin az nékolika dni.

Ke statisticky vyznamnému zvyseni obsahu flavonoi-
dii doslo po aplikaci roztoku elicitoru v koncentraci ¢; po
12; 24; 72 a 168 hodinach; v koncentraci ¢, po 12; 24
a 72 hodinich; v koncentraci ¢y po 24; 48; 72 a 168
hodinach (obr. 1).

Vsechny tfi koncentrace elicitoru zptisobily maximal-
ni produkeci flavonoidii po 24 hodinach elicitace (obr. 1).

V porovndéni s kontrolou byl u koncentrace c; obsah fla-
vonoidl po 48 hodinach stejny a po 72 hodinach poklesl
0 60 %. U koncentraci c, a c3 byly vSechny naméfené hod-
noty obsahu flavonoidii vyssi nezZ u kontrolnich vzork.

Nejvyssi nartst obsahu flavonoidt nastal po elicitaci
roztokem elicitoru o koncentraci ¢, po 24 hodinéch,
a sice 0 313 % ve srovnani s kontrolou (obr. 1).

U suspenzni kultury po elicitaci roztokem elicitoru byl
obsah flavonoidd statisticky vyznamné zvySen u kon-
centrace ¢; po 48 hodinich a u koncentraci ¢, a c3 pfi
vsech odbérech (obr. 2).

U koncentraci ¢ a c3 byly nejvyssi hodnoty obsahu
flavonoidd naméfeny po 48 hodinéch elicitace. Zvyseni
obsahu flavonoidil bylo pozorovano o 231 % u koncent-
race ¢; a 0 485 % u koncentrace c3 v porovndni s kon-
trolou. U koncentrace ¢, byla produkce flavonoidi nej-
vy$§i po 72 hodindch. Zde nartst Cinil 446 % oproti
kontrole (obr. 2).

Obsah flavonoidd byl u koncentraci ¢ a c3 nejvyssi po
48 hodinach elicitace. Po 72 hodinach byl zaznamenin
prudky pokles a po 168 hodinich nepatrny nartst tvorby
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Obr. 2. Obsah flavonoidi (%) v suspenzni kulture Ononis
arvensis L. po elicitaci roztokem siranu vanadylu

153

—



Farmacie 3/05

12.4.2005 11:38 Strénka 154

flavonoiddi. U koncentrace ¢, probihal nartst aZ do 72
hodin a potom néasledoval prudky pokles (obr. 2).

U koncentrace c; byly naméfené hodnoty obsahu fla-
vonoidl v porovnani s kontrolou po 12 hodinach o 38 %
a po 72 hodinach o 15 % niZzsi, u dalSich dvou koncent-
raci byly ziskané hodnoty vZdy vy$S§i neZ u kontroly.
Nejvyssi narast obsahu flavonoidu nastal po elicitaci roz-
tokem elicitoru o koncentraci c3 po 48 hodinach, a to
0 485 % ve srovnani s kontrolou (obr. 2).

Pokud porovnavame produkci flavonoidii u kalusovych
a suspenznich kultur, miizeme konstatovat, Ze vetsi tvorba
flavonoidid byla pozorovana u suspenznich kultur. Nejvyssi
obsah flavonoidd byl naméfen u koncentrace c5 po 48 hodi-
nach, kde narast ¢inil 485 % ve srovnani s kontrolou. Tato
skutecnost je pravdépodobné zplisobena tim, Ze je burika
kultury v kontaktu s elicitorem celym svym povrchem.

Pro srovnani 1ze uvést studii zabyvajici se ziskdvanim
thiarubinu A z rostliny Ambrosia artemisiifolia L. Po
72hodinové elicitaci roztokem siranu vanadylu doslo
k osmindsobnému zvySeni obsahu thiarubinu A (coZ
odpovidalo 569 pg/l) 5.

Také naptiklad u kulruty jaterniku se zjistilo, Ze rych-
lost produkce 1,4-dimethylazulenu byla po ptsobeni
vanadi¢nanu sodného vice nez dvojnasobnd. Déle vzrost-
la aktivita superoxiddismutasy, askorbatperoxidasy a glu-
tathionreduktasy; a to 1,5-2x v poméru s kontrolnim

vzorkem jaterniku, ktery vanadi¢nanem oSetfen nebyl ©).

Prace byla vypracovana za finan¢ni podpory vyzkumného zdméru
MS M0021620822, Vyzkum novych lékovych struktur.

Liillmann, H., Mohr, K., Wehling, M.: Farmakologie a toxikologie.
Preklad z némeckého originalu Pharmakologie und Toxikologie (15.,
zcela piepracovaného vydani Georg Thieme Verlag, vydaného v roce
2003), Grada Publishing, a. s., Praha, 2004, 728 s.
ISBN 80-247-0836-1.

V novém prepracovaném vydani autofi knihy, oproti vydani
minulému (1999), doplituji nova fakta a predkladaji rovnéz i novy
pohled na danou védni oblast. Ulebnice je didakticky jasné ¢lené-
nym dilem, které zaujme Ctendfe svoji prehlednosti a vybornou
grafickou dpravou. V jednotlivych kapitolach se rozdéluje jejich
obsah do tzv. ,stavebnich kament®, kterymi jsou v kazdé Casti
znackami vyznacujicimi mechanizmus G¢inku, farmakokinetiku,
pouziti a nezadouci ucinky. Text obsahujici terapeuticka hlediska je
navic oznacen svislou postranni ¢arou. Udaje, které poskytuji zaji-
mavé dodatkové informace a maji vztah k 1é¢ebné praxi, jsou umis-
tény v tzv. boxech — rameccich ¢islovanych podle pfislusnosti
k jednotlivym kapitoldam. Kromé strukturnich chemickych vzorcu
jednotlivych 1éc¢iv a latek je v kazdé kapitole ndzorné barevné sché-
ma mechanizmu u¢inku nebo déje, ktery je farmakologicky vyvo-
lavén.

Stejné jako predchdzejici vydani obsahuje tato kniha tvodni
poznamky k pouzité terminologii, k cilam knihy, k vybéru faktd
a k didaktické koncepci. Ucebnice obsahuje 23 ¢asti, za kterymi nésle-
duje popis zakladnich chemickych struktur, historicky prehled objevi
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doc. PharmDr. Lenka Tiimova, CSc.
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
e-mail: tumova@faf.cuni.cz

z oblasti farmakologie, seznam pouZité literatury k jednotlivym castem,
seznam zkratek a podrobny rejstiik.

Za tvodni ¢asti obecné farmakologie obsahujici definice, mecha-
nizmy u¢inkd, receptory, vztahy struktury a ucinkd, se popisuje teorie
farmakokinetiky vcetné farmakokinetickych modelt, biologické
dostupnosti a bioekvivalence. Kapitolu zakoncuje problematika zava-
déni novych 1é¢iv, jejich predklinického vyzkumu i klinického hodno-
ceni véetné otdzek nezddoucich a vedlejSich ucinka 1éCiv. Zatrazena je
zde i placebova terapie, homeopatické piipravky a fytoterapie.

V oblasti specialni farmakologie je rozsah viech ¢asti (vegetativni
nervovy systém, jiné transmitery a medidtory, hladké svaly, srdce, krev,
ledviny, elektrolyty, travici ustroji, motoricky systém, nocicepticni
systém, antiuratika, latky ovliviiujici mozek, Zlazy s vnitini sekreci,
1é¢by vitaminy, antiinfektiva, cytostatika, ovliviiovani imunitniho
systému, dermatologika, dezinficiencia a antiseptika, insekticidy) je
vyvézeny a prosty zbytenych podrobnosti.

Nejedna se v8ak o pouhy vycet latek a popis jejich uc¢inku a indikact, ale
koncepce ucebnice je zaméfena prakticky pro klinickou a zdravotnickou
praxi. Rozsdhlejsi ¢ast je vénovana toxikologii a otravam riiznymi latkami.

Stejné jako pro predchazejici vydani vybralo nakladatelstvi Grada
Publishing, a.s. pro tento preklad prof. M. Wenkeho a prof. E. Miihlba-
chovou a zpracovalo knihu zptisobem, ktery mimofadnou nazornosti
psanych textt i grafickych schémat a vzorcu poskytne studentiim far-
makologie ucebnici, kterd nepochybné vyvold jejich zdjem o hlubsi
studium farmakologie a jeji aplikaci v dalsi praxi lékart, farmaceuti
a odbornikt pracujicich s 1éCivy.

P. Komdrek
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