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VLIV ULTRAZVUKU NA PRODUKCI
FLAVONOIDU KULTUROU ONONIS ARVENSIS
L. IN VITRO

TUMOVA L., SKRBKOVA E., DUSEK J.

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmakognozie

SOUHRN

Vliv ultrazvuku na produkci flavonoida kulturou Ononis arvensis L. in vitro

Byl testovan vliv ultrazvuku o hustoté¢ vykonu 0,1 W/cm3 (stala frekvence 35 kHz) na produkci flavonoida
v suspenzni kultuie Ononis arvensis L. PouZiti tohoto abiotického elicitoru se osvédcilo pro zvySeni produkce
sekundarnich latek (flavonoidu) v kultufe Ononis arvensis L. in vitro. Maximalni produkce flavonoidti nastala
po pusobeni ultrazvuku 1 min a okamZitém odbéru kultury — narist o 677 % oproti kontrole (bez plisobeni ult-
razvuku).
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SUMMARY
Effect of Ultrasound on the Production of Flavonoids by the Culture of Ononis arvensis L. in vitro

The paper tested the effect of ultrasound of output density of 0.1 W/cm3 (stable frequency, 35 kHz) on the
production of flavonoids in the suspension culture of Ononis arvensis L. The use of this abiotic elicitor was
proved good to increase the production of secondary substances (flavonoids) in the culture of Ononis arven-
sis L. in vitro. The maximal production of flavonoids began after a 1 min action of ultrasound and immedi-
ate withdrawal of the culture — an increase by 677 % in comparison with the control (without the action of

ultrasound).
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Md

Problematika zvySeni produkce terapeuticky
vyznamnych sekundarnich metabolitd v kulturach in
vitro je jednou z intenzivné sledovanych oblasti far-
maceutické biotechnologie. Zejména metoda elicitace
téchto kultur, kterd vyuziva obrannych reakci rostlin,
se jevi jako velice nad&jnou. Uspésna elicitace je pod-
minéna celou fadou faktord, které jsou specifické pro
kazdy elicitor, nalézt jeho vhodnou koncentraci
a optimalni dobu pisobeni, a pro kazdou tkanovou
kulturu.

Aplikované elicitory jsou charakteru biotického ci
abiotického. Pouziti abiotickych elicitorti je vyhodnéj-
§i pro jejich snadné&jsi dostupnost a ¢asto i niZsi cenu.

V nékterych piipadech vSak nemohou dokonale
nahradit biotické elicitory. Napfiklad pro zvySeni hla-
diny peroxidasy v transformované kofenové kulture
Armoracia lapathifolia byly pouZzity jako abiotické eli-
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citory AgNO, a CuSO, a z biotickych elicitort extrak-
ty z hub Verticillium sp., Monodyctis cataneae a Asper-
gillus niger. Stoprocentni narast peroxidasové aktivity
byl dosazen vSak pouze po elicitaci extraktem z Verti-
cillium sp. V.

Experimentalni prace s abiotickymi elicitory, zejmé-
na se solemi tézkych kovli, UV zafenim a herbicidy,
ukazaly, Ze s jejich pouzitim lze dosdhnout zvySené
produkce nékterych sekundarnich metaboliti > .

Pomérné Castou skupinou pouzivanych elicitort jsou
soli tézkych kova. Tézké kovy mohou indukovat oxi-
dativni stres s nadprodukci aktivnich forem kysliku,
které rychle reaguji s DNA, lipidy a proteiny zpisobu-
jicimi bunécné poskozeni. Aktivni formy kysliku maji
snahu se transformovat na vice stabilni chemické for-
my jako peroxid vodiku, ktery stimuluje obranny
systém rostlin 4.
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Obr. 1. Porovnani obsahu flavonoidii po elicitaci ultrazvukem v suspenzni kultuire Ononis arvensis L. v zavislosti na dobé

odberu

Produkce tropanovych alkaloidt u Brugmansia can-
dida byla ovlivnéna pusobenim nékterych biotickych
a abiotickych elicitorG. Dusi¢nan stfibrny vyznamné
zvySoval uvoliiovani skopolaminu a akumulaci skopol-
aminu a hyoscyaminu, za tento icinek je pravdépodob-
n¢ zodpovédny inhibicni efekt AgNO, na ethylen.
CaCl,nemél Zadny efekt na uvolfiovani nebo akumula-
ci alkaloida, CdCl, pozitivné ovliviioval uvoliiovani
alkaloidu .

Ultrazvuk jako fyzikalni elicitor mize ve vhodné
intenzité stimulovat biologické pochody a zptsobit
dokonce vyrazné zvySeni produkce sekundédrnich
metaboliti v buné¢nych kulturich, jak bylo prokazano
naptiklad v rostlinich Panax ginseng a Lithospermum
erythrorhizon %,

Pouziti ultrazvuku o vysoké energii se jevi jako
destruktivni na biologické materidly, nebot dochézi
k rozruseni bunécnych membran a deaktivaci biologic-
kych molekul, jako jsou enzymy a DNA. Naproti tomu
ultrazvuk o nizké energii ptisobi na zvySeni membra-
nové propustnosti, coZ vede ke zvySené absorpci cizich
latek a uvoliiovani vnitrobunécnych produktd vytvore-
nych buiikami ?. Biologicky efekt ultrazvuku na rust
bunék a produkci sekundarnich metabolitd souvisi
s celkovou energii ultrazvuku (jeho vykonem a dobou
plsobeni) a jeho termalnimi a non-termalnimi mecha-
nizmy 7. Termélni mechanizmy jsou spojeny
s vyznamnym teplotnim riistem objektl, na které ptiso-
bi ultrazvuk z divodu absorpce a zeslabeni akustické
energie. Non-termalni mechanizmy jsou hlavni pfici-
nou vlivu ultrazvuku na biosyntézu a biopfeménu
v bunéénych suspenzich za kontrolované teploty a déli
se na mechanické a chemické vlivy, které predev§im
souvisi s akustickou kavitaci. Kavitace muze byt pre-
chodnd, zptsobend plyny; nebo stabilni, dana pfitom-
nosti bublin (dutin), které zptsobuji akustické mikro-
proudéni 79,

Bylo prokazano, Ze ultrazvuk mize pisobit jako sil-
ny abioticky elicitor v indukci obrannych reakci rostli-
ny a stimulaci sekundérnich metaboliti v kultufe ©.

Suspenzni kultura rostliny Panax ginseng byla
vystavena pusobeni ultrazvuku o nizké energii. Diivo-

dem byla indukce obrannych reakci a produkce sekun-
darnich metabolit. Buriky ZenSenu byly vystaveny ult-
razvuku o hustot€ vykonu <0,1 W/cm?® pii fixni frek-
venci 38,5 kHz po dobu 30 s aZ 6 min. Byly pfitom
zaznamendany dva pfipady ¢asné obranné reakce, a to
pfechodny zvySeny tok Ca’** do buiiky a vystup K*
z buiiky za soucasného pfitoku H* dovnitf a dale tvor-
ba aktivnich kyslikovych radikéld detekovanych 2 min
po expozici. K signifikantnimu zvySeni celkového
obsahu saponinii doslo 9. den po elicitaci ultrazvukem
(61,4 mW/cm?, fixni frekvenci 38,5 kHz, doba puisobe-
ni 2 min) o 45 % oproti kontrole a 15. den po elicitaci
0 80 % oproti kontrole ©.

Vlivem pisobeni ultrazvuku 4 min (hustota vykonu
82 mW/cm?, fixni frekvence 38,5 kHz) doslo ke zvy-
Seni celkového obsahu saponinti v buitkich Panax
ginseng in vitro o 715 % 7.

Ultrazvuk o nizké energii (<113,9 mW/cm?) stimu-
loval i biosyntézu shikoninu v bunikdach suspenzni kul-
tury Lithospermum erythrorhizon. VytéZzek shikoninu
se zvysil az 0 60-70 %, a to v dusledku zvyseni aktivi-
ty dvou klicovych enzymil syntézy shikoninu. Mnoz-
stvi shikoninu vylu¢ované z bunék se zvysilo z 20 %
na 65-70 % diky zvySeni propustnosti buné¢né mem-
brany ¥.

Jako velice vyhodna se jevila kombinace elicitace
pomoci ultrazvuku ¢i chemického elicitoru metyljas-
monatu s in situ rozpouStédlovou extrakci na produkci
taxolu v suspenzni kultute Taxus chinensis. Bylo dosa-
Zeno zvySeni produkce taxolu na 33-35 mg/l, coz je
priblizné 17nasobné zvétSeni produkce oproti kontrole
- 1,9 mg/1 19,

Naproti tomu se ultrazvuk neosvédcil jako vhodny
elicitor pfi piisobeni na suspenzni kulturu Glycyrrhiza
glabra L. Byla sledovana produkce saponini glycyr-
rhizinu a glycyrrhetinu. V pribéhu experimentu nebyl
v kulturdch ani v médiu detekovin Zadny ze sledova-
nych sekundérnich metabolita 'V.

Mezi hlavni vyhody elicitace ultrazvukem patii, Ze
obranné mechanizmy jsou aktivovany velice rychle
a vlastni reakci lze jiz detekovat pouhé sekundy po
expozici ultrazvukem ©.
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POKUSNA CAST

Chemikdlie

Methenamin, cisty; aceton, Cisty; kyselina chlorovodiko-
va, Cistd; siran sodny bezvody, Cisty; chlorid hlinity, Cisty;
kyselina octova ledova, ¢istd; methanol, p.a., ethyl ester
kyseliny octové, Cisty.

Biologicky materidl

Pro pokusy byla pouzita tkdiiové kultura odvozena z kofte-
nové ¢asti klicni rostliny Ononis arvensis L. ve 49.—54. pasa-
Zi.

Kultivace tkdriové kultury

Pro kultivaci kalusové i suspenzni kultury bylo pouZzito
médium (MS) podle Murashigeho a Skooga ' s obsahem
kyseliny a-naftyloctové v koncentraci 10 mg.I"". Kultivace
kalusové kultury probihala v 100 ml Erlenmayerovych bai-
kach za teploty 25 °C a osvétleni s 16hodinovou svételnou
periodou.

Kalusova kultura byla 30. den po subkultivaci pfevedena
mechanickym rozdrobnénim na kulturu suspenzni, byla pro-
vedena elicitace ultrazvukem o hustoté vykonu 0,1 W/cm?
(stald frekvence 35 kHz) a néasledna kultivace kultury probi-
hala za teploty 25 °C a osvétleni s 16hodinovou svételnou
periodou na laboratorni tfepacce (120 ot/min).

Suspenzni kultury byly vystaveny puisobeni ultrazvuku po
dobu 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min. Experimentdlni
vzorky byly odebirdny ihned po expozici ultrazvuku
a nasledné po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach. Kontrolni
vzorky (bez pusobeni ultrazvuku) byly odebirdany ihned
a déle po 12 a 48 hodinach. V ramci kazdého ¢asového inter-
valu v¢etné kontrol bylo k odbéru pouzito vzdy po péti baii-
kach.

Suspenzni kultury byly prefiltrovany pres filtraéni papir
a zachycené bunécné shluky se susily pfi pokojové teploté;
cca 0,600 g zachycenych bunécnych shlukt bylo po prefilt-
rovani a usuSeni upra§kovéano a pouZzito ke stanoveni obsahu
flavonoidd dle CL 2002 ',

Byla provedena vZdy tfi paralelni stanoveni, ze kterych
byly vypocitany obsahy flavonoidi a kone¢ny vysledek byl
ziskan jako aritmeticky pramér téchto tfi hodnot a byl vzta-
Zen na vysuSenou drogu.

DISKUZE A ZAVER

Pfi hodnoceni produkce flavonoidii v kultufe Ono-
nis arvensis L. in vitro po elicitaci ultrazvukem po
dobu 1 min, 1ze vysledovat, Ze ke statisticky vyznam-
nému zvySeni obsahu flavonoidid oproti kontrole
dochazelo pfi okamZitém odbéru a odbéru po 48 hodi-
nach (obr. 1). Naproti tomu doslo pfi odbéru po 72
a 168 hodinach k poklesu obsahu flavonoidi o 33 %
a 22 % oproti kontrole, coz je jediné sniZeni, které
bylo v pribéhu vsech testovanych elicitaci zazname-
nano (obr. 1).

Po elicitaci ultrazvukem po dobu 2 min (obr. 1)
doslo téméf ve vSech Casovych intervalech ke zvySeni
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obsahu flavonoidil oproti kontrolam (bez elicitace), ale
statistické vyznamnosti bylo dosaZeno pfi okamzitém
odbéru po plisobeni ultrazvuku a po 12 a 24 hodinéch.

Z vysledka ziskanych pfi elicitaci ultrazvukem po
dobu 3 min a 4 min (obr. 1) vyplyva, Ze obsah flavo-
noidd pozvolna rostl s dobou odbéru a svého maxima
dosahl pfi odbéru po 24 hodinich. Pii tomto odbéru
nastal nardst v obsahu o 122 % po 3minutovém piso-
beni ultrazvuku a o 155 % pii 4minutovém plsobeni
oproti kontrole. Po odectu obsahu flavonoidi bylo
zaznamenano dalsi statisticky vyznamné zvyseni jejich
produkce pfi odbéru po 6 a 48 hodindch pii 4 min
pusobeni elicitoru (obr. 1).

Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu flavono-
id oproti kontrole doslo pfi odbéru ihned, po 12, 24
a 48 hodinach po 5 min ptisobeni ultrazvuku (obr. 1).

Z vysledku této prace je zfejmé, Ze doba odbéru po
72 a 168 hodinach elicitace nevedla pfi zadné sledo-
vané elicitaci k pozitivnimu ovlivnéni produkce (obr.
1). Pfi pasobeni ultrazvuku 1 min a dob& odbéru
ihned byla zaznamendna nejvét§si zména obsahu fla-
vonoidi v kulture nartst o 677 % (obr. 1). Doba
odbéru ihned po plsobeni ultrazvuku se i u ostatnich
elicitaci jevila jako vyhodnd, coZ muze byt odivod-
néno tim, Ze obranné mechanizmy jsou po piisobeni
ultrazvuku aktivovany velice rychle i pouhé sekundy
po expozici 9.

Pfti elicitaci ultrazvukem u suspenzni kultury Ononis
arvensis L. méla nejvys$si odezvu v produkci flavonoi-
du elicitace ultrazvukem po dobu 1 min, kdy pfi oka-
mzitém odbéru byl zvysen obsah flavonoidl o 677 %
a pfi odbéru po 48 hodinach o 300 % oproti kontrole
(obr. 1). Jako velice vyhodna se jevila i elicitace ultra-
zvukem po dobu 5 min, kde byl naridst v obsahu flavo-
noidl zvysen o 278 % pti dobé odbéru po 48 hodinach
(obr. 1).

Pokusy s abiotickym elicitorem ultrazvukem proka-
zaly, Ze volba tohoto elicitoru byla spravna. Divodem
k tomuto tvrzeni jsou vzrlstajici hodnoty obsahu fla-
vonoidu, které byly dosazeny po elicitaci.

Pro srovnani lze uvést vysledky nékterych pokusi
s ultrazvukem provadénych na jinych rostlinnych kul-
turach.

Ultrazvuk se neosvédc¢il jako vhodny elicitor pii
pusobeni na suspenzni kulturu Glycyrrhiza glabra L.,
kde byla sledovdna produkce saponinfl. V pribeéhu
experimentu nebyl v kulturdch ani v médiu detekovan
7adny ze sledovanych metabolit 'V.

Naopak u suspenzni kultury Panax ginseng se puiso-
beni ultrazvuku (hustota vykonu 61,4 mW/cm?, fixni
frekvence 38,5 kHz) projevilo signifikantnim zvySe-
nim celkového obsahu saponinti. Devaty den po elici-
taci 2 min byl zaznamenan nardst o 45 % a patnicty
den o 80 % oproti kontrole ©.

Pfi dal$im pokusu se suspenzni kulturou Panax
ginseng se pusobeni ultrazvuku (hustota vykonu
82 mW/cm?, fixni frekvence 38,5 kHz) projevilo
pozitivnim efektem na produkci sledovanych metabo-
litd pfi vSech expoziénich drovnich a testovanych
casech. Celkovy obsah saponinti v buiikkach se zvysil
0 50-70 % oproti kontrolam 7.
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Z uvedeného vyplyva, Ze elicitace ultrazvukem
nemusi vzdy pozitivné ovliviiovat tvorbu zadanych
sekundarnich metabolitd, nebot jak jiZ bylo uvedeno,
pro kazdou bunéc¢nou kulturu a danou produkovanou
latku je nutno najit vhodny elicitor a stanovit optimal-
ni dobu jeho plisobeni.

Prace byla vypracovana za finan¢ni podpory vyzkumného zamé-
ru MS M0021620822.

LITERATURA

1. Flocco, C. G., Alvarez, M. A., Giulietti, A. M.: Bio-
technol. and Appl. Biochem., 1998; 28, 33.

2. Tamova, L., Blazkova, R.: Ces. slov. Farm., 2002; 51,
44.

3. Tamova, L. et al.: Ces. slov. Farm., 2003; 52, 189.

4. Zacchini, M. et al.: Plant Physiol. Biochem., 2003; 41,

49.
5. Pitta-Alvarez, S. 1., Spollansky, T. C., Giulietti, M.:
Enzyme Microb. Technol., 2000; 26, 252.
Wu, J., Lin, L.: Appl. Microbiol. Biotechnol., 2002; 59,
51.
Lin, L. et al.: Ultrasound Med. Biol., 2001; 27, 1147.
Lin, L., Wu, J.: Biotechnol. Bioeng., 2002; 78, 81.
Sinisterra, J. V.: Ultrasonics, 1992; 30, 180.
Wu, J., Lin, L.: Appl. Microbiol. Biotechnol., 2003; 62,
151.
11. Rimakova, J.: Dizertaéni prace, 2005, Univerzita Kar-
lova, Farmaceuticka fakulta, Hradec Kralové.
12. Murashige, T., Skoog, F.: J. Plant Physiol., 1962; 15,
473.
13. Kolektiv autort: Cesky lékopis 2002. Praha, Grada
Publishing. 2002; s. 3655.

&

-
© © x4

Doslo 27. 9. 2005.
Prijato ke zverejnéni 31. 10. 2005.

doc. PharmDr. Lenka Ttmovd, CSec.
Katedra farmakognozie FaF

Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
e-mai: tumova@faf.cuni.cz

Jaromir Pesek, Jifina Pavlikové

A LEKARENSTVI V EU

1

prostiedka.

NASE ZDRAVOTNICTVI
A LEKARENSTVI V EU

NASE ZDRAVOTNICTVI Jaromir Pesek, Jirina Pavlikovd

Prirucka je urCena pro subjekty plsobici v oblasti zdravotnictvi
- v obdobi po vstupu CR do EU. Najdete zde zakladni infor-
mace o EU, prehled vybranych pravnich predpist, informace
vyrobctim, dovozclm, distributordim, a prodejcim zdravotnickych

Vydala Grada Publishing v roce 2005. ISBN 80-247-1392-6,
kat. ¢islo 3000, A5, broz. vazba, 152 stran, cena 195 KC.

Objednavku mtizete poslat na adresu: Nakladatelské a tiskové

stredisko CLS JEP, Sokolska 31, 120 26 Praha 2, fax: 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz

43

—



