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Sdhrn

Intaktné rastliny ¢elade Papaveraceae si schopné pro-
dukovat cely rad benzylizochinolinovych alkaloidov,
ktoré maju vyuZitie vo farmaceutickej praxi. In vitro kul-
tary odvodené z rastlin tejto Celade si nezachovavaju
schopnost produkcie Sirokého spektra alkaloidov — aktiv-
na je v nich iba biosyntetickd drdha, veduca
k sanguinarinu. V rdmci tejto prace boli odvodené in vit-
ro kultiry z rastlin Papaver somniferum, Eschscholtzia
californica, Chelidonium majus a Macleaya cordata
a porovnand ich schopnost produkcie sanguinarinu. Naj-
niz§ie mnoZzstva sanguinarinu vyprodukovali kultiry
maku siateho (0,45-0,55 pg . g! Cerstvej hmoty). Kultd-
ry Eschscholtzia californica, Chelidonium majus
a Macleaya cordata produkovali navzdjom porovnatelné
mnozstvd (18,0-22,7 ng; 20,5-26,3 ug; resp. 15,4 az
20,3 ug na 1 g €. hm.). Po eliciticii kultir hydrolyzatom
Z Botrytis cinerea bola vo v8etkych vzorkich zazname-
nand zvySend produkcia sanguinarinu. K relativne naj-
vySSiemu zvySeniu produkcie doSlo v kultirach maku
siateho, avSak tieto kultiry ani po elicitacii nedosiahli
uroveii produkcie ostatnych troch kultir bez ovplyvne-
nia.
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Summary

Intact plants of the Papaveraceae family are producers of
a whole range of benzylisoquinoline alkaloids, which are
used in pharmaceutical industry. In vitro cultures derived
from plants of the Papaveraceae do not have the ability
to produce such a broad spectrum of alkaloids, only the
biosynthetic pathway leading to sanguinarine is active.
This study deals with the preparation of in vitro cultures
of Papaver somniferum, Eschscholtzia californica,
Chelidonium majus and Macleaya cordata. Their
sanguinarine production abilities were tested and
compared. The lowest amounts of sanguinarine from all
cultures tested were accumulated in suspension cultures
of the opium poppy (0.45-0.55 pg in 1 g of fresh
weight). Eschscholtzia californica, Chelidonium majus
and Macleaya cordata cultures produced similar
amounts of sanguinarine (18.0-22.7 ug; 20.5-26.3 ug;
15.4-20.3 pg in 1 g of fresh weight, resp.). The
elicitation study used a biotic stressor, Botrytis cinerea
hydrolysate. In all cultures treated, an increase in
sanguinarine accumulation was observed. Of all cultures
tested, the most intensive response was observed in the
opium poppy cultures, although the amount of
sanguinarine in the elicited poppy cultures was lower
than in the non-elicited samples of the other cultures.
Key words: Papaver somniferum ¢ Eschscholtzia
californica » Chelidonium majus * Macleaya cordata
suspension cultures e elicitation ® sanguinarine

Uvod

Rastlinné in vitro kultiry su povazované za alternativ-
ny zdroj ziskavania sekundarnych metabolitov, z ktorych
mnohé maju uplatnenie vo farmaceutickej praxi. VyuZzi-
tie bunkovych kultir na ich produkciu ma rad vyhod:
produkcia sekundarnych metabolitov prebieha riadene,
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bez vplyvu pocasia, roéného obdobia, vylucené su biolo-
gické vplyvy (mikroorganizmy, hmyz, a pod.), je moZné
selekciou dosiahnut vysSiu produkciu, podnietit tvorbu
Ziadaného izoméru, proces moZno automatizovat
a dosiahnut kontinualnu produkciu'=.

Ocakdvania, Ze bude moZzné pletivové kultiry maku
siateho pouZit k produkcii morfinanov, sa nenaplnili.
Hodges a Rapoport? sice publikovali vysledky, podla
ktorych v novoodvodenych kalusovych kultirach dete-
govali nizke hladiny morfinu, av§ak schopnost biosynté-
zy morfinu sa po niekolkych pasidzach rychlo stricala.
Facchini a Bird® s ohladom na iné price povazuju tieto
vysledky za nedoveryhodné. Ich presvedcenie podporuje
experiment, v ktorom po externom pridani (R)-retikulinu
nedoslo k jeho vstupu do biosyntetickej drahy morfina-
nov. Za primarnu pric¢inu neschopnosti bunkovych kultar
maku produkovat morfinany sa povaZuje nepritomnost
1,2-dehydroretikulinreduktdzy v bunkovych kultdrach,
ktord je zodpovednd za premenu (S)-retikulinu na
(R)-retikulin®. Navyse sa zda, Ze k tvorbe morfinanov je
nutnd kooperdcia troch typov buniek floému: sitkovic,
sprievodnych buniek a mlie¢nic”, ¢o je v neorga-
nizovanych a dediferencovanych bunkovych kultirach
nesplnitelnd podmienka.

In vitro kultiry maku siateho produkuji alkaloid ben-
zofenantridinového typu, sanguinarin. Schopnost produ-
kovat tento alkaloid maji aj in vitro kultiry, odvodené
z inych rastlin Celade Papaveraceae. K najznidmejSim
uc¢inkom sanguinarinu patria antimikrébny a proti-
zapalovy, pre ktoré sa pouZiva v pripravkoch pre tstnu
hygienu. Podrobny prehlad o biologickych ucinkoch
sanguinarinu podava ¢lanok Zdafilovej a spol.®.
K opatrnosti s masovej$im vyuZitim sanguinarinu
v terapii viedol predpoklad, Ze sanguinarin sa metaboli-
zuje cez toxicky benzo[c]akridin. NovSie experimenty
vSak ukazali, Ze benzo[c]akridin nie je metabolitom san-
guinarinu?. Preto sa di ocakavat, Ze pripadné rizika
pouZitia sanguinarinu ako lieCiva budd prehodnotené
a postupne si sanguinarin ndjde §irSie uplatnenie v praxi.
Poziadavku jeho pripravy vo velkych mnozstvach moze
splnit produkcia in vitro kultirami rastlin.

Pokusna cast

Priprava a kultivdacia suspenznych kultir maku sia-
teho (Papaver somniferum L., cv. Laziir), slncovky kali-
fornskej (Eschscholtzia californica Cham.). lastovicni-
ka vécsieho (Chelidonium majus L.) a makovca
srdcovitého (Macleaya cordata Willd. R. Br.)

Kalusové kultiry sme odvodili zo stonkovych Casti
vykli¢enych kli¢encov jednotlivych druhov ¢elade Papa-
veraceae. Semend sme oplachli 70% etanolom
a nasledne 15% roztokom pripravku Savo (po 20 min).
Po viacndsobnom oplachnuti sterilizovanou redestilova-
nou vodou sme semend umiestnili na agarovd Zivni
podu podla Murashigeho a Skooga (MS pdda)'?. Po
dosiahnuti primeranej velkosti sme stonkovu ¢ast klicen-
cov narezali na cca 5 mm rezky, ktoré sme pouZili na
odvodenie kalusu. Tvorbu kalusov sme indukovali kulti-
véaciou na MS pode obohatenej o kinetin (0,3 mg . 1)
a kyselinu o-naftyloctovii (2,0 mg . I').

Suspenzné kultiry sme pripravili z kalusovych kultur,
ktoré sme za aseptickych podmienok preniesli do Ehr-
lenmayerovych baniek s 50 ml tekutej Zivnej MS pody
s kinetinom a kyselinou o-naftyloctovou. Kultiviciu sme
realizovali za stdleho trepania na rotacnej trepacke (150
kmitov . min), pri teplote 24-26 °C, relativnej vlhkosti
75-80 % a diftznom osvetleni. Po 28-diioch subkultiva-
cie sme jednotlivé kultiry rozdelili do troch Ehrlen-
mayerovych baniek, objem doplnili do 50 ml tekutou
Zivnou MS podou s kinetinom a kyselinou o-naftylocto-
vou a pouZili na elicitaciu.

Priprava fungdlneho elicitora

Pri priprave elicitora sme vychddzali z metodiky
McKinleya a spol.'V. Mycélium Botrytis cinerea sme od
zivnej pody oddelili filtraciou na Biichnerovom lieviku.
Po pridani dvojnasobného mnoZstva redestilovanej vody
sme mycélium autokldvovali 20 min pri 100 kPa
a 121 °C. Nasledne sme mycélium oddelili filtraciou
a preplachli redestilovanou vodou. Oddelené mycélium
sme suspendovali v 1,5-ndsobku objemu 0,5 M roztoku
NaCl a zhomogenizovali. Zmes sme prefiltrovali a tuhy
podiel sme suspendovali v 3-ndsobnom objeme 2 M roz-
toku Tris/HCI (pH 7,5). Po opitovne;j filtracii sme mycé-
lium premyli vodou, suspendovali v 5-ndsobnom objeme
zmesi chloroform : metanol (1 : 1), znovu filtrovali
a resuspendovali v 5-ndsonom objeme hexanu. Po prefil-
trovani sme tuhd zloZku premyli 5-ndsobnym objemom
acetonu a rozotreli na jemny praSok. Ten sme suspendo-
vali v 3-nisobnom objeme redestilovanej vody
a dialyzovali oproti 0,5 M kyseline octovej (16 h).
Pokracovali sme dialyzou oproti redestilovanej vode. Po
dialyze sme mycélium prefiltrovali a nechali vyschnut.
VysuSeny materidl sme preniesli do 250 ml varnej banky
a zlyofilizovali.

Na 1 g lyofilizovaného mycélia sme pridali 100 ml
2 M kyseliny trifluéroctovej a inkubovali vo vodnom
kuapeli 2,5 h pri 90 °C za ob¢asného mieSania. Po hydro-
lyze sme mycélium prefiltrovali a filtrat sme zahustili na
vakuovej odparovacke pri 40 °C na objem 10-15 ml
a upravili pH pomocou 1 M KOH na 7,0. Vo vzorke sme
stanovili tzv. gluk6zovy ekvivalent metédou podla
Duboisa a spol.'?.

Elicitdcia suspenznych kultir

Na eliciticiu sme pouZili suspenzné kultiry maku sia-
teho v 7., 14., 21. a 28. dni subkultivécie. Kulttry ostat-
nych rastlin sme elicitovali v 7. a 14. dni subkultivicie.
Na elicitdiciu sme pouZili 1 ml fungilneho elicitora
s glukézovym ekvivalentom 24 ug . ml'. Vzorky na sta-
novenie sanguinarinu sme odoberali v ¢asoch 0, 24, 48
a 72 h od pridania elicitora.

Stanovenie obsahu sanguinarinu

Sanguinarin sme zo vzoriek suspenznych kultar izolo-
vali a identifikovali postupom podla Bilkovej a spol.'?.
Kvantitativne stanovenie sanguinarinu spektrofluori-
metrickou metédou sme uskutocnili podla BalaZovej
a spol.'. MnoZstvo vyprodukovaného sanguinarinu sme
prepocitali na 1 g cerstvej hmoty, resp. sanguinarin uvol-
neny do prostredia sme vztiahli na 1 ml Zivnej pody.
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Vysledky a diskusia

Produkciu sanguinarinu v suspenznych kultdrach
maku siateho (cv. Lazur) sme sledovali v priebehu 28-
-diiovej subkultivicie. Z neovplyvnenych kultir sme naj-
vyS$Sie mnoZstva sanguinarinu vyizolovali zo 14-diiovych
kultdr (obr. 1). Tieto mnoZstva predstavuji viac ako troj-
nésobok v porovnani so 7-dilovymi kultdrami. Vo vzor-
kich z 21. dfia je uz naznaCeny pokles produkcie sangui-
narinu, ktory je vyrazny v 28. dni subkultivéicie. V tomto
dni sme zaznamenali aj zvySené mnoZstvo sanguinarinu,
uvolneného do Zivnej pddy (obr. 2). ZvySena pritomnost
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Obr. 1. Obsah sanguinarinu v éerstvej hmote suspenznych kul-
tur maku siateho v ¢asoch 0, 24, 48 a 72 h po pridani elicito-
ra. Kultury boli elicitované v 7., 14., 21. a 28. dni subkultiva-
cie (hodnoty st priemery + $tandardné odchylky z piatich
paralelnych vzoriek).
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Obr. 2. Obsah sanguinarinu, uvolneného suspenznymi kulti-
rami maku siateho do Zivnej pédy v éasoch 0, 24, 48 a 72 h po
pridani elicitora. Kultiury boli elicitované v 7., 14., 21. a 28. dni
subkultivdacie (hodnoty su priemery + Standardné odchylky
z piatich paralelnych vzoriek).
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Obr. 3. Obsah sanguinarinu v éerstvej hmote suspenznych kul-
tur slncovky kalifornskej v ¢asoch 0, 24, 48 a 72 h po pridani
elicitora. Kultiry boli elicitované v 14. a 21. dni subkultivdcie
(hodnoty su priemery % $tandardné odchylky z piatich para-
lelnych vzoriek).

sanguinarinu v Zivnom roztoku naznacuje zmeny
v permeabilite membrin, ¢o znamend, Ze sa konci stacio-
narna faza rastu kultir a bunky zacinaji odumierat.
Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze z hladiska produkcie
sanguinarinu st in vitro kultiry maku v najlepSej kondi-
cii okolo 14. dila subkultivacie a tieto kulttiry aj najlepSie
zareagovali na eliciticiu. Z hladiska dizky posobenia eli-
citora sme maximalnu produkciu zaznamenali po 48 h.

PretoZe rastové charakteristiky (potreba pasdZovania
po cca 28 diioch) ostatnych troch pouZitych in vitro kul-
tar st podobné kultiram maku siateho, pouZili sme na
elicitacie iba 14- a 21-dilové kultiry slncovky kaliforn-
dukéné schopnosti kultir lastoviénika vicSieho
a slncovky kalifornskej st navzajom podobné, podobny
je u nich aj narast v produkcii sanguinarinu po pridani
elicitora (obr. 3 a 4). Produkcia sanguinarinu kulttirou
makovca srdcovitého (obr. 5) je v porovnani s makom
siatym vySSia. Naopak, kultiry slncovky a lastovi¢nika
su v porovnani s makovcom lepsi producenti. Rozdiel je
vyrazny predovSetkym pri porovnani elicitovanych kul-
tur, kedy 14-dilové kulttry lastovi¢nika a slncovky po
48 h vyprodukovali takmer 2,5-krat viac sanguinarinu
ako kultiry makovca. VSetky Styri kulttiry reaguji na eli-
citaciu lepSie v 14. dni subkultivacie a s vynimkou lasto-
vi¢nika je optimalnou dobou pdsobenia 48 h. V pripade
lastovi¢nika sa zda, Ze medzi 48. a 72. h eSte pokracuje
zvySend produkcia sanguinarinu, avSak po porovnani
hodn6t neparovym Studentovym t-testom sa nérast uka-
zal ako nesignifikantny.
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Obr. 4. Obsah sanguinarinu v éerstvej hmote suspenznych kul-
tur lastoviénika vicésieho v ¢asoch 0, 24, 48 a 72 h po pridani
elicitora. Kultury boli elicitované v 14. a 21. dni subkultivdcie
(hodnoty st priemery * $tandardné odchylky z piatich para-
lelnych vzoriek).
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Obr. 5. Obsah sanguinarinu v éerstvej hmote suspenznych kul-
tur makovca srdcovitého v ¢asoch 0, 24, 48 a 72 h po pridani
elicitora. Kultiry boli elicitované v 14. a 21. dni subkultivdcie
(hodnoty st priemery + $tandardné odchylky z piatich para-
lelnych vzoriek).
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K najvyraznejSiemu ndrastu v produkcii sanguinarinu
po elicitacii v porovnani s neovplyvnenymi kultdrami
doSlo v 14-diiovych kultdrach maku siateho -
z priemernych 0,55 ng . gt Cerstvej hmoty v ¢ase 0 na
8,6 ug . g! v Case 48 h. Jednd sa o vySe 15-ndsobny
narast. V naSich predoslych pracach!* > sme testovali
vplyv abiotickych stresorov na kultiry maku siateho.
Posobenim metyljazmonatu doSlo k priblizne Stvorna-
sobnému a posobenim siranu mednatého sedemnisobné-
mu zvySeniu produkcie sanguinarinu. Z porovnania
abiotickych stresorov a eliciticie hydrolyzatom
z Botrytis cinereae vychddza bioticky elicitor ako efek-
tivnej$i stimulator produkcie sanguinarinu. Zaujimavé je
aj porovnanie produkénych schopnosti kultiry maku sia-
teho cv. Lazar s kultirami inych kultivarov. Produkcia
sanguinarinu v kultdrach odrody MS-20 je porovnatelna
s odrodou Lazur ako v kontrolnych, tak aj elicitovanych
vzorkach'®. Avsak kultiry odrody Gerlach bez posobe-
nia stresora produkuji v exponencidlnej fdze rastu san-
guinarin v rozsahu 5-7 pg . g'! ¢. hm. a po elicitcii sa
tvorba zvySuje na cca 38,0 £ 2,5 ug . g ¢. hm.'®. Kulti-
var Gerlach patri medzi nizkomorfinové odrody maku'”
a vyrazne vysSia produkcia sanguinarinu v porovnani
s Lazirom (vysokomorfinovd odroda) naznacuje, Ze
enzymova vybava cv. Gerlach je prispdsobend vysSej
tvorbe benzofenantridinov na ukor morfinanov.

Napriek tomu, Ze kultary maku siateho po elicitécii
produkovali vyrazne vysSie mnoZstva sanguinarinu, pro-
dukcia nedosiahla hodnoty, ktoré ostatné testované kul-
tury vykazuji aj bez pdsobenia elicitora. Z hladiska pers-
pektivy vyroby a izoldcie sanguinarinu sa ukazuji ako
vhodnejSie in vitro kultary slncovky kalifornskej
a lastovi¢nika vacSieho. Je zaujimavé, Ze kym mak siaty
a slncovka kalifornskd st pomerne Castymi objektami
vyskumov a dé sa konStatovat, Ze kompletna enzymolo-
gia tvorby benzylizochinolinovych alkaloidov (ako mor-
finanov, tak i benzofenantridinov v¢itane sanguinarinu)
bola prestudovana na tychto dvoch rastlinach'® ', lasto-
vicnik vdc¢si stoji mimo zdujmu enzymoldgov
a rastlinnych biotechnolégov. Lastovi¢nik vicsi bol
zatial pouzity iba pri $tadiu polyfenoloxidizy>”, amino-
peptidaz?" a dipeptidylpeptidazy *2. Podobne zatial nie
st dostupné Ziadne udaje o odvodeni in vitro kultir
makovca srdcovitého a ich vyuziti pri Stidiu biosyntézy
benzylizochinolinovych alkaloidov.

Stret zaujmov: Ziadny.
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