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SUHRN

Efekt troch réznych elicitorov na produkciu sanguinarinu suspenznymi kultirami nizko-
morfinovej odrody maku siateho (Papaver somniferum L.)

Préaca sa orientuje na hodnotenie efektu troch réznych elicitorov na produkciu sanguinarinu
suspenznymi kultirami odvodenymi z nizko-morfinovej odrody maku siateho. Ako elicitory
sa pouzili CdCl,, metyljazmonat a homogenat z fytopatogénnej huby Botrytis cinerea, ktoré
sa aplikovali do zivného média 11-dilovych suspenznych kultir. Efekt elicitorov na tvorbu
sanguinarinu sa monitoroval po 24, 48 a 72 h ich pdsobenia. Najvys$sia produkcia
sanguinarinu sa pozorovala po 48 h expozicii biotickym elicitorom z Botrytis cinerea, ktory
zvysil tvorbu sanguinarinu v suspenznych kultdrach 5,3-krat. V pritomnosti 1 mmol.I"' CdCl,
sa obsah sanguinarinu v suspenznych kulttirach zvySoval linedrne a po 72 h bol 2,3-krat vyssi
ako v neelicitovanych kultirach. Suspenzné kultiry maku po elicitdcii metyljazmonatom
reagovali miernym ndrastom produkcie sanguinarinu po 24 a 48 h. Vyrazné zvysenie tvorby
tohto sekundarneho metabolitu sa v bunkdch suspenznych kultir zistilo az po jeho 72 h
pdsobeni a produkcia sanguinarinu bola 3-krat vyssia ako v neelicitovanych kultirach.
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SUMMARY

The effect of three different elicitors on sanguinarine production in suspension cultures of
a low-morphine variety of the opium poppy (Papaver somniferum L.)

This paper is focused on the evaluation of the effect of three different elicitors on sanguinarine
production in suspension cultures derived from a low-morphine variety of the opium poppy.
The elicitors CdCl,, methyl jasmonate and a homogenate from the phytopathogenic fungus
Botrytis cinerea have been administered into the growth media of 11-day-old suspension
cultures. Their effect on the production of sanguinarine was monitored after 24, 48 and 72 h of
exposure. The highest sanguinarine production was observed after 48 h of exposure to the
biotic elicitor Botrytis cinerea, which increased the sanguinarine production 5.3-times. In the
presence of CdCl, at a concentration of 1 mmoll"' the content of sanguinarine increased
linearly in suspension cultures and after 72 h of elicitation it was 2.3-times higher than in the

Adresa pro koresdpondenci:

PharmDr. Andrea BalaZova, PhD.

Katedra bunkovej a molekularnej biolégie lie¢iv FaF UK
Kalinc¢iakova 8, 832 32 Bratislava, Slovenska republika
e-mail: balazova@fpharm.uniba.sk

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2011, 60, ¢. 5

237



Farmacie 5-011

30.9.2011 10:55 Str. 238

—¢—

non-elicited cultures. Opium poppy suspension cultures responded to methyl jasmonate
elicitation by a moderate increase in sanguinane production after 24 and 48 h. A significant
increase in the production of this secondary metabolite in cell suspension cultures was
observed after 72 h of exposure and it was 3-times higher than the production of sanguinarine

in non-elicited cultures.
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Uvod

Alkaloidy st réznorodou skupinou sekundirnych
metabolitov, obsahujicich dusik a nachadzajucich sa
v asi 20 % rastlinnych druhov. Vic¢Sina biochemického
vyskumu v oblasti rastlinnych sekundarnych metabo-
litov sa zameriava hlavne na Sest skupin alkaloidov,
a to benzylizochinolinové, monoterpénové indolové,
tropanové, purinové, pyrolizidinové a chinolizidinové
alkaloidy P. Vdaka ich vyraznym biologickym u¢in-
kom st alkaloidy dlho vyuZivané ako lie€iva, stimulan-
ty, narkotikda a jedy. Najmid farmakologické atributy
a socidlno-ekonomicky vyznam alkaloidov maku sia-
teho (Papaver somniferum L.) boli ocenené uz davny-
mi civilizdciami ?. Rastlina maku siateho zostédva aj
v sucasnej dobe jedinym komerénym zdrojom pre izo-
laciu analgetického morfinu, antitusického kodeinu a
tebainu, pouZivaného na pripravu semi-syntetického
oxykodonu ¥. Globalny dopyt po opidtoch na baze
morfinu sa z roka na rok zvySuje ¥, ¢o vedie k hlada-
niu novych zdrojov pre ich izol4ciu. STubnymi sa uka-
zovali in vitro kultiry maku siateho. Velkym sklama-
nim vSak bolo zistenie, Ze dediferencované bunky
maku siateho nie s schopné tvorit morfin ¥, a preto st
ako zdroj pre izoldciu morfinovych alkaloidov nevyu-
zitelné.

In vitro kultiry maku siateho produkuju iny farma-
kologicky vyznamny alkaloid — sanguinarin, ktory
nasSiel svoje uplatnenie aj v terapeutickej praxi ¢ 7. Az
na vynimky, charakteristickym problémom rastlin-
nych in vitro kultir je nizka produkcia sekundarnych
metabolitov. Podmienky zabezpecujice zvySenie pro-
dukcie sekundarnych metabolitov (alkaloidov, terpe-
noidov, fenolickych latok) in vitro kultirami, mozno
regulovat r6znymi spdsobmi ako napr. zmenou zloZe-
nia rastového média, dpravou pH, teploty, svetelného
rezimu a tiez vyuZzitim elicitorov ¥. Elicitacia je jed-
nym z efektivnych biotechnologickych postupov na
zvySenie produkcie sekundarnych metabolitov.
Okrem biotechnologického vyznamu, nasSla elicitacia
vyuZzitie aj pri Studiu obrannych a signaliza¢nych drah
pri interakcidch rastlina — stresor v podmienkach in
vitro .

Cielom nasej prace bola evaluacia efektu vybranych
typov elicitorov na produkciu sanguinarinu suspenznymi
kultirami nizko-morfinovej odrody maku siateho s po-
uzitim spektrofluorometrie.

POKUSNA CAST

Priprava a kultivdcia suspenznych kultir maku
siateho

Kalusové kultiry sme odvodili zo stonkovych casti
sterilne vykli¢enych kli¢nych rastlin maku siateho cv.
Gerlach. Semend sme po odmasteni 70% etanolom steri-
lizovali 15% roztokom pripravku Savo (20 min) a po
viacnasobnom oplachnuti sterilnou destilovanou vodou
sme ich umiestnili na agarové zZivné médium podla
Murashige a Skoog ' (MS) bez rastovych regulatorov.
Po dosiahnuti primeranej velkosti sme rezky pouZili na
odvodenie kalusu. Kalusy sme kultivovali na modifiko-
vanom Zivhom médiu MS obohatenom o kinetin
(0,3 mg.I'Y) a kyselinu a-naftyloctovad (2,0 mg.1™).

Suspenzné kultiry sme pripravili z kalusovych kultur,
ktoré sme za aseptickych podmienok preniesli do tekuté-
ho Zivného média MS rovnakého zloZenia na akom sa
kultivovali kalusy. Kutivaciu sme realizovali v kultivac-
nej miestnosti na trepacom zariadeni (150 kmitov.min™)
pri teplote 24-26 °C, relativnej vlhkosti vzduchu
75-80 % a diftznom osvetleni.

Aplikdcia elicitorov do zivného média

Na elicitaciu sme pouzili 11-dilové suspenzné kulti-
ry, ktor€ sme elicitovali CdCl,, metyljazmonatom (MJ)
a hydrolyzatom z mycélia fytopatogénnej huby Botrytis
cinerea. Vysledna koncentricia elicitorov v Zivhom
médiu bola 1 mmol.I"" CdCl,, 100 umol.I'* MJ a hydro-
lyzat z Botrytis cinerea (glukézovy ekvivalent
20 pug.ml!) sme pridavali v objeme 1 ml na 60 ml Ziv-
ného média. Elicitory sme aplikovali za aseptickych
podmienok v boxe s laminarnym pridenim vzduchu a
banky sme nésledne umiestnili na trepacie zariadenie
(150 kmitov.min'). DiZka pdsobenia elicitorov bola 24,
48 a 72 h. Po ich uplynuti sme bunky filtraciou oddeli-
li od Zivného média a skladovali pri -20 °C.

Izoldcia, identifikdcia a stanovenie obsahu
sanguinarinu

Obsah sanguinarinu sme stanovili ako v neelicitova-
nych, tak aj v elicitovanych suspenznych kultirach. Na
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izoléaciu, identifikaciu a kvantitativne stanovenie sangu-
inarinu v bunkiach suspenznych kultir sme pouzili
postup podla Balazova a kol. 'V.

Statistika

Hodnoty uvddzame ako priemery z piatich paralelnych
experimentov s prislusnymi hodnotami smerodajnych
odchylok. Na vyhodnotenie experimentov sme pouZzili Stu-
dentov neparovy t-test v programe STABEX/ EXCEL. Za
hladinu Statistickej vyznamnosti sme zvolili p < 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Za ucelom izolacie morfinu su pre farmaceuticky pri-
emysel zaujimavé odrody s vysokym obsahom morfinu.
Odrody s nizkym obsahom morfinu st uréené pre pro-
dukciu semien a vyuZitie v potravindrskom priemysle 2.
Aj ked tieto odrody maji nizky obsah morfinu, méZu sa
pouZit pre experimentdlne prace sivisiace s produkciou
inych typov benzylizochinolinovych alkaloidov, ako
napr. sanguinarinu, ktoré su tieZ vyuzitelné vo farmaceu-
tickej praxi. Tvorba sekundarnych metabolitov samotny-
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Obr. 1. Obsah sanguinarinu v suspenznych kultirach maku
stateho po elicitdacii 1 ml homogendtu Botrytis cinerea
(n = 5,%%p < 0,001)

mi bunkami suspenznych kultdr zavisi od dizky ich kul-
tivacie, tieZ od Casti rastliny, z ktorej st odvodené, ako aj
od pouzitej odrody .

V nasej praci sme pouZili suspenzné kultiry maku sia-
teho cv. Gerlach, ktory patri medzi slovenské nizko-mor-
finové odrody s 0,38% obsahom morfinu v suSine tobo-
liek . Na stimulaciu tvorby sanguinarinu v bunkéch
suspenznych kultdr maku sme pouZili tri rozne elicitory,
z ktorych chlorid kademnaty ' a metyljazmonat sa
radia do skupiny abiotickych elicitorov, kym Botrytis
cinerea je elicitorom biotickym '¢. Suspenzné kultiry
maku siateho po ovplyvneni réznymi elicitormi akumu-
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Obr. 2. Obsah sanguinarinu v suspenznych kultirach maku
siateho po elicitdcii 1 mmol.l" CdCl, (n = 5,%p < 0,05,
i < 0,01, ***p < 0,001)
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Obr. 3. Obsah sanguinarinu v suspenznych kultirach maku
siateho po elicitdcii 100 umol.l'! metyljazmondtom (M<J)
(n =5, *p < 0,05, ***p < 0,001)

Aplikdciou 1 ml homogenatu z fytopatogénnej huby
Botrytis cinerea do zivného média sa zvysila produkcia
sanguinarinu suspenznymi kultirami maku siateho uz po
24 h. Pocas 72 h elicitacie sme najvyssi obsah sanguinari-
nu stanovili po 48 h (38,53 + 4,45 ng.g! ¢.h.). Produkcia
sanguinarinu sa v bunkéch zvysila 5,3-krat oproti neelici-
tovanym kultdram. Elicitované bunky si zvySend produk-
ciu sanguinarinu zachovali aj po 72 h (36,65 + 4,17 pg.g’!
¢.h.) od aplikicie elicitora (obr. 1). V 10-diiovych sus-
penznych kultirach odvodenych od farmaceuticky
vyznamnej odrody maku siateho Lazir, sa po elicitdcii
homogenatom z Botrytis cinerea zvysila produkcia sangu-
inarinu 9-krat po 48 h jeho pdsobenia 'V. Av§ak obsah san-
guinarinu u odrody Laziir 'V bol aj po elicitacii nizsi ako u
testovanej odrody Gerlach. Rovnako ako suspenzné kultd-
ry maku siateho, aj suspenzné kulttry inych rastlin z cela-
de Papaveraceae (Eschscholtzia californica) zvySuja pro-
dukciu sanguinarinu po elicitécii biotickym elicitorom '®.

Abiotické elicitory CdCl, a MJ, na rozdiel od elicitora
biotického, stimulovali tvorbu sanguinarinu s rdéznym
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Casovym odstupom. V suspenznych kultdrach vystave-
nych vplyvu 1 mmol.lI" CdCl, sme pozorovali linearny
vzostup produkcie sanguinarinu. Obsah tohto alkaloidu
sa v elicitovanych kultdrach zvysil 1,3-nasobne po 24 h,
po 48 h to bol 1,6-nasobok a najvyssi obsah sme stanovi-
lipo72h (17,52 £2,75 ng.g* €.h.), €o je 2,3-krét viac ako
v neelicitovanych kultdrach (obr. 2). Podobne ako v pri-
pade suspenznych kultir maku siateho, aj v in vitro kul-
turach Catharanthus roseus a Gloriosa superba sa Zvysi-
la tvorba ajmalicinu ' a kolchicinu ' po elicitacii
CdCl,. Optimélnymi koncentraciami CdCl,, ktoré stimu-
luja tvorby sekundéarnych metabolitov v rastlinnych sus-
penznych kultirach su koncentracie do 1 mmol.I"' 519,

Metyljazmonat, ktory sa spolu s kyselinou jazménovou
priamo zdcastiiuje transdukénych procesov 2, sme do Ziv-
ného média aplikovali vo vyslednej koncentricii
100 umol.I't. 'V porovnani s kultirami elicitovanymi
CdCl, sme v kultirach elicitovanych metyljazmonatom
pozorovali len mierne zvySenu tvorbu sanguinarinu po 24
a 48 h jeho pdsobenia. Po 72 h elicitacie sa obsah sangui-
narinu signifikantne zvysil (23,62 + 2,87 pg.g' ¢.h.) a
celkova produkcia tohto alkaloidu stipla trojndsobne
oproti tvorbe v neelicitovanych kultirach (obr. 3). Podob-
ny priebeh produkcie sanguinarinu sa pozoroval aj u sus-
penznych kultir Eschscholtzia californica po elicitacii
metyljazmonatom '¥. Tento oneskoreny vzostup tvorby
sanguinarinu sa vysvetluje nizkou aktivitou dihydroben-
zofenantridinoxidazy (DBOX), ktord katalyzuje konverziu
dihydrosanguinarinu na sanguinarin a jej expresia nebola
indukovana v metyljazmonatom elicitovanych suspenz-
nych kultirach Eschscholtzia californica ™.

ZAVER

Z pouZitej trojice elicitorov najefektivnejSie stimuloval
tvorbu sanguinarinu v suspenznych kultirach maku siate-
ho homogenat z mycélia fytopatogénnej huby Botrytis
cinerea. Vysledny efekt metyljazmonatu a CdCl, na tvor-
bu sanguinarinu bol po 72 h ich pdsobenia porovnatelny.
Nakolko bol elicita¢ny t¢inok uvedenych abiotickych eli-
citorov slab$i v porovnani s elicitorom biotickym, su pre-
to tieto elicitory menej vhodné na stimuldciu sekundarne-
ho metabolizmu v suspenznych kultirach maku siateho.
Odroda maku siateho Gerlach sa v podmienkach in vitro
ukazala ako lepsi producent sanguinarinu v porovnani s
odrodou Lazir, ktorého tzv. makova slama sa pouziva ako
priemyselna surovina pre izolaciu morfinu.
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