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Vplyv abiotickej elicitacie na produkciu sanguinarinu
a aktivitu polyfenoloxidazy v suspenznej kultdre
Eschscholtzia californica CHAM.

Effect of abiotic elicitation on the sanguinarine production and polyphenol
oxidase activity in the suspension culture of Eschscholtzia californica CHAM.

FrantiSek Bilka ¢ Andrea Balazova ¢ Andrea Bilkova * Ivana Holkova
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Sihrn

Elicitacia rastlinnych in vitro kultdr predstavuje biotech-
nologicky néstroj na zvySenie produkcie sekundarnych
metabolitov. V tejto praci bol sledovany vplyv eliciticie
dusi¢nanom striebornym a chloridom kademnatym na
produkciu sanguinarinu suspenznou kultirou slncovky
kalifornskej. Elicitory boli ku kultiram pridané na 14.
deil subkultivacie a ich vplyv na tvorbu sanguinarinu bol
vyhodnoteny po 48 h posobeni. AgNO, v koncentracii
0,075 mmol.I" a CdCl, v koncentrécii 4 mmol.I" indu-
kovali priblizne 5,2-, resp. 5,6-ndsobné zvysenie tvorby
sanguinarinu. Toto zvySenie pravdepodobne predstavuje
maximalny ndrast, pretoZe zvySenie koncentricie elicito-
rov uz k dalSiemu ndrastu produkcie sanguinarinu nevi-
edlo. PouZitie obidvoch elicitorov viedlo k zvySeniu Spe-
cifickej aktivity polyfenoloxidazy. Polyfenoloxidiza je
pravdepodobne zapojend do biosyntézy sanguinarinu na
drovni tvorby dopaminu, ktory je prekurzorom S-nor-
koklaurinu, prvého intermedidtu s benzylizochino-
linovou Struktdrou.
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Summary

Elicitation of plant in vitro cultures represents
a biotechnological tool to improve the production of
secondary metabolites. In this study, the effect of AgNO,
and CdCl, on the sanguinarine production by the
suspension culture of Eschscholtzia californica CHAM.
was investigated. Elicitors were added to the cultures at
the 14™ day of subcultivation and their effect on the
sanguinarine production was evaluated after a 48 h
exposure. AgNO, at the concentration of 0.075 mmol.I"
and CdCl, at the concentration of 4 mmol.I" induced
a ca. 5.2- and 5.6-multiple increase in sanguinarine
synthesis, respectively. This amount represents probably
the maximal production, because a further increase in the
elicitors concentrations did not increase sanguinarine
production. Both abiotic elicitors induced a polyphenol
oxidase specific activity increase. Polyphenol oxidase is
probably involved in the biosynthesis of sanguinarine at
the level of dopamine formation. Dopamine is
a precursor of (S)-norcoclaurine, the first intermediate
with the benzylisoquinoline structure.

Keywords: Eschscholtzia californica CHAM. e
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polyphenol oxidase

Uvod

Sincovka kalifornskd (Eschscholtzia californica
CHAM.) patri do Celade Papaveraceae. Rastliny tejto
¢elade sa vyznacuju schopnostou tvorby benzylizochino-
linovych alkaloidov, a preto su zaujimavé pre farmaceu-
ticky priemysel i vyskum. SIncovka kalifornska produ-
kuje alkaloidy benzofenantridinového typu, z ktorych
pre antimikrébny, protizapalovy a cytotoxicky ucinok sa
pre farméciu zda byt najperspektivnejs$im sanguinarin'-?.
K opatrnosti v pouzivani sanguinarinu v praxi viedli
vysledky Hakima a kol.?, ktori predpokladali, Ze sangu-
inarin sa metabolizuje na toxicky benzo[c]akridin. Nov-
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Sie price vSak metaboliziciu sanguinarinu cez ben-
zo[c]akridin nepotvrdili#, a tym ho v podstate ,,rehabi-
litovali*. Je pravdepodobné, Ze pripadné rizikd pouZitia
sanguinarinu ako lie¢iva budd prehodnotené a postupne
si sanguinarin najde $irSie uplatnenie v praxi. PoZiadav-
ku jeho pripravy vo velkych mnozstvich moZze splnit
produkcia in vitro kultdrami slncovky kalifornskej. Spo-
medzi kultar rastlin ¢elade Papaveraceae sa prave sln-
covka ukazuje ako najvykonnejsi producent sanguinari-
nu®. VyuZitie bunkovych kultir na produkciu
sekundarnych metabolitov ma vSeobecne rad vyhod:
Produkcia prebieha riadene, bez vplyvov pocasia
a ro¢ného obdobia, vylicené su biologické vplyvy (mik-
roorganizmy, hmyz a pod.), selekciou je moZné dosiah-
nut vysSiu produkciu, proces mozno automatizovat, a tak
dosiahnut kontinudlnu produkciu®®. Dosiahnut vy$siu
produkciu sekunddrnych metabolitov in vitro kultdrami
rastlin umoZiuje elicitdcia vychddzajtca z faktu, Ze aku-
muldcia sekundarnych latok v rastlinich je stcasfou ich
obrannej reakcie voci patogénom alebo vplyvom prost-
redia®. Slncovka kalifornskd a in vitro kultiry z nej
odvodené st tieZ vhodnym objektom pri $tidiu enzymov,
zuCastiujicich sa biosyntézy alkaloidov benzofenantri-
dinového typu.

Pokusna c¢ast

Priprava a kultivdcia suspenznych kultir slncovky
kalifornskej

Kalusové kultiry sme odvodili zo stonkovych Casti
vyklienych kli¢encov slncovky kalifornskej. Semena
sme oplichli 70% etanolom a nasledne 15% roztokom
pripravku Savo (20 min). Po viacndsobnom opldchnuti
sterilizovanou redestilovanou vodou sme semend umie-
stnili na agarovd Zivnd pddu podla Murashigeho
a Skooga (MS poda)!®. Po dosiahnuti primeranej
velkosti sme stonkovu cast kli¢encov narezali na cca
5 mm rezky, ktoré sme pouzili na odvodenie kalusu.
Tvorbu kalusov sme indukovali kultiviciou na MS pode
obohatenej o kinetin (0,3 mg.I"") a kyselinu a-naftyloc-
tovad (2,0 mg.I'Y).

Suspenzné kultury sme pripravili z kalusovych kultur,
ktoré sme za aseptickych podmienok preniesli do Erlen-
mayerovych baniek s 50 ml tekutej Zivnej MS pody
s kinetinom a kyselinou o-naftyloctovou. Kultivaciu sme
realizovali za stileho premieSavania na rotacnej trepacke
(150 kmitov.min™), pri teplote 24-26 °C, relativnej vlh-
kosti 75-80 % a difuznom osvetleni. PasdZovanie sme
vykondévali po troch tyZdiloch kultivacie.

Elicitdcia suspenznych kultiir dusi¢nanom
striebornym a chloridom kademnatym

Na elicitaciu sme pouzili suspenzné kultary v 14. dni
subkultivécie (7. pasdZ od prevodu na suspenzni kultd-
ru). Dusi¢nan strieborny sme pouZili vo vyslednych kon-
centraciach Agl = 0,015 mmol.I''; Ag2 = 0,075 mmol.I"!
a Ag3 = 0,150 mmol.I"'. Chlorid kademnaty sme pouZili
v koncentraciach Cdl = 2 mmol.I''; Cd2 = 4 mmol.l"!
a Cd3 = 8 mmol.I'. Po 48 h od pridania elicitorov sme
filtraciou oddelili samotnu Cerstvi hmotu kultiry a Zivni
podu. Z kazdej kultary sme 1 g pouzili na pripravu susi-
ny.

Stanovenie obsahu sanguinarinu

Sanguinarin sme zo suspenznych kultir a Zivnych pdd
izolovali a identifikovali postupom podla Bilkovej
a kol.!Y, Kvantitativne stanovenie sanguinarinu spektro-
fluorimetrickou metédou sme uskutoc¢nili podla Balazo-
vej a kol.'?. Mnozstvo vyprodukovaného sanguinarinu
sme prepocitali na 1 g suSiny, resp. sanguinarin uvolne-
ny do prostredia sme vztiahli na cely objem prefiltrova-
nej Zivnej pody.

Priprava vzoriek na stanovenie aktivity
polyfenoloxiddzy (PPO)

Zo suspenznych kultir sme odobrali vzorky o objeme
cca 5 ml. Po kratkej centrifugécii (1000 g; 2 min)
a odobrati supernatantu (Zivna poda) sme usadené bun-
ky zhomogenizovali v trecej miske v pritomnosti 2,5 ml
fosfore¢nanového tlmivého roztoku (50 mmol.l"; pH
6,5) s pridavkom 1% Tritonu X-100. Po preneseni
homogendatu do skimavky sme vzorku opakovane zmra-
zili (<20 °C) a rozmrazili a vystavili na 30 s posobeniu
ultrazvuku. Supernatant, ziskany po 15 min centrifuga-
cii pri 12 000g (4 °C), sme pouZili ako hruby enzymovy
roztok.

Stanovenie aktivity polyfenoloxiddzy

Aktivitu PPO sme vo vzorkach stanovili spektrofoto-
metricky pri 475 nm. Substrity (dopamin, dihydroxyfe-
nylalanin, pyrokatechol, tyrozin, tyramin) sme pouzili
v koncentracii 2 mmol.I"". Jednotku enzymovej aktivity
(1 U) sme definovali ako zmenu absorbancie o 1,0 za
min'* ', Michaelisove konStanty sme stanovili podla
Lineweavera a Burka'» za pouZitia substratov v rozsahu
koncentrécii od 0,5 do 10 mmol.I"". Specifické aktivity
sme vypocitali po stanoveni bielkovin podla Bradfordo-
vejlo,

Purifikdcia polyfenoloxiddzy

Na purifikdciu PPO sme pouZili ibnovymennu chro-
matografiu. Na stipec DEAE-sefar6zy (12 cm X priemer
15 mm) sme naniesli 2 ml hrubého enzymového roztoku,
ziskaného po zluceni enzymovych roztokov, priprave-
nych z kontrolnych vzoriek. Po vsiaknuti vzorky sme
stipec premyvali fosfore¢nanovymi tlmivymi roztokmi
(50 mmol.I''; pH 6,5; rychlost prietoku cca 25 ml.h?)
s postupne sa zvySujticimi koncentraciami NaCl (0; 0,25;
0,5; 0,75 a 1 mmoll"). Pritomnost bielkovin
v zachytenych frakcidch sme monitorovali meranim
absorbancie pri 280 nm.

Vysledky a diskusia

Stimuldcia biotickymi elicitormi (najcastejSie hydro-
lyzéatmi fytopatogénnych hitb) vedie k vyraznému zvySe-
niu tvorby sekunddrnych metabolitov, tvorenych danou
rastlinnou in vitro kultirou. Priprava biotického elicitora
je v8ak pomerne komplikovana a ¢asovo naroc¢na >!'2,
Preto sme v tejto praci otestovali moZnost zvySenia pro-
dukcie sanguinarinu kultdrami slncovky kalifornske;j
pouZitim dvoch anorganickych soli, dusi¢nanu striebor-
ného a chloridu kademnatého. Tieto abiotické elicitory
sme pouZzili v podobnych koncentricidch, ako Timova
a Polivkova'”, ktoré AgNO, pouZili na zvySenie produk-
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cie flavonoidov kultirou Ononis arvensis; resp. Siatka
a kol. CdCl, na stimuldciu tvorby kumarinov
v suspenznej kultire Angelica archangelica'®. Dusi¢nan
strieborny a chlorid kademnaty sme pridali
k suspenznym kultiram v 14. deii subkultivacie. Mnoz-
stvo sanguinarinu sme v kultarach stanovili 48 h po pri-
dani elicitorov, kedy podla prac'V a'® hladiny sanguina-
rinu v elicitovanych kultirach kulminuju. Produkciu
sanguinarinu sme prepocitali na 1 g suSiny (obr. 1), pri-
¢om priemerné mnoZstvo suSiny, ziskané v skupine ne-
elicitovanych kultir bolo 0,533 + 0,076 g; v skupinich
Agl az Ag3 0,545 + 0,089 g; 0,492 + 0,094 g 2 0,487 £
0,097 g; v skupinidch Cdl az Cd3 0,451 + 0,041 g; 0,447
+ 0,074 g a2 0,433 + 0,081 g. MnoZstvo suSiny ziskané
v kultarach elicitovanych chloridom kademnatym sa zda
byt niZSie v porovnani s ostatnymi skupinami, avSak po
vyhodnoteni  Studentovym nepdrovym t-testom
v programe STABEX/EXCEL sa tento rozdiel ukdzal
nesignifikantnym. Znamena to, Ze kultdry slncovky kali-
fornskej st pomerne odolné voci toxickému posobeniu
kademnatych i6nov — u suspenznej kultiry Angelica
archangelica Siatka a spol.'® pozorovali pokles Cerstvej
i suchej hmotnosti uz pri koncentrécii 50 pmol.I'!.
Obidva testované elicitory sposobili vyrazné zvySenie
syntézy sanguinarinu — vo vysSich koncentricidch bol ten-
to ndrast u oboch latok vySe pédtnasobny (obr. 1). Chlorid
kademnaty bol v koncentrécii 1 mmol.lI"! pouZity na elici-
taciu suspenznej kultdry maku siateho, avsak tvorba san-
guinarinu sa zvysila iba 2,3-nasobne®”. Ukazalo sa teda,
7e ani pouZitie Stvor- a osemnasobne vysSej koncentricie
CdCl, nema toxicky ucinok na suspenzné Kultiry, ¢o
dokumentuje aj ziskané mnoZstvo susiny, ktoré sa signifi-
kantne neliSi od neelicitovanych kultdr, ako aj mnoZstvo
sanguinarinu, uvolneného do média (v kontrolnych vzor-
kich 4,60 = 0,32 ug; vo vzorkich Cd2 a Cd3 4,71 =
0,51 pg, resp. 4,78 + 0,49). ZvySené uvoliiovanie sangui-
narinu do média by naznaCovalo zmeny v permeabilite
membrén, resp. vo fyziologii bunkovych kultir. Pouzitie
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Obr. 1. Obsah sanguinarinu v susine suspenznych kultir sin-
covky kalifornskej K = neelicitované vzorky; Ag = vzorky elici-
tované dusiénanom striebornym vo vyslednych koncentrd-
ciagch: Agl = 0,015 mmol.l'; Ag2 = 0,075 mmol.l''! a Ag3 =
0,150 mmol.l''. Cd = vzorky elicitované chloridom kademna-
tym vo vyslednych koncentrdaciach Cdl = 2 mmol.l'’; Cd2 =
4 mmol.l'" a Cd3 = 8 mmol.l"". (Hodnoty su priemery + $tan-
dardné odchylky z piatich paralelnych vzoriek.)

Statistické vyhodnotenie v porovnani s kontrolnymi vzorkami:
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

elicitorov v koncentriaciich Ag3 a Cd3 uZz nevedie
k zvySeniu produkcie sanguinarinu v porovnani
s koncentraciami Ag2 a Cd2, skor naznaCuje mierny
pokles, ¢o mdZe znamenat, Ze biosyntetickd draha je satu-
rovand a dalSie zvySovanie koncentricie elicitora
z hladiska zvySenia produkcie sanguinarinu nemé zmysel.

Slncovka kalifornskd je rastlinou, ktord sa vyuZiva aj
pri Stadiu enzymov, zapojenych do biosyntézy benzyli-
zochinolinovych, resp. benzofenantridinovych alkaloi-
dov. V roku 2000 Villegas a kol.'"” publikovali pracu,
v ktorej bola sledovana koreldcia medzi zvySenou tvor-
bou benzofenantridinovych alkaloidov a zvySenou akti-
vitou tyrozindekarboxyldzy v kultirach, elicitovanych
vanadi¢nanom sodnym. Eliciticiou indukované zvySe-
nie aktivity, resp. expresie pozorovali Hwa-Young
a kol.?Y aj u dalSich enzymov, zapojenych do tvorby
benzylizochinolinov. Jedna sa konkrétne o (§)-norkok-
laurin-6-O-methyltransferazu, (S)-koklaurin-N-methyl-
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Obr. 2: Vplyv abiotickej elicitdcie na Specificku aktivitu polyfenoloxidazy

Vzorky boli odobraté pred pridanim elicitorov (éas 0) a v éasoch 24 h a 48 h po pridani elicitorov. K = neelicitované vzorky;
Ag = vzorky elicitované dusiénanom striebornym vo vyslednych koncentrdaciach: Agl = 0,015 mmol.l''; Ag2 = 0,075 mmol.l"
a Ag3 = 0,150 mmol.l'. Cd = vzorky elicitované chloridom kademnatym vo vyslednych koncentrdciach Cdl = 2 mmol.l’;
Cd2 =4 mmol.l'" a Cd3 = 8 mmol.l'". Substrdt: dopamin vo vyslednej koncentracii 2 mmol.l'l. (Hodnoty su priemery + §tandard-

né odchylky z piatich paralelnych vzoriek).
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transferazu, 3”-hydroxy-(S)-

N-methylkoklaurin-4"-O-met- <§ 2 01 %
hyltr’apsffarézu, berber'in-pre— " e biclkOViny e 2k tivita PPO | 0.09 E'E
mostujuci enzym a dihydro- 1,6 + 0,08 g
benzofenantridinoxidédzu. 1,4 + + 0,07

V naSej praci sme sa zamerali 12 4 1 0,06
na sledovanie aktivity polyfe- 14 025M 0.5M 0,75 M Iy {005
noloxiddzy. VSeobecne su 0.8 L NacCl N aCl NacCl NaCl L o4
rastlinné  polyfenoloxidizy 06 L l l 103
povaZované za enzymy, zapo- ’ '
jené do obrannych mechaniz- 04 1 T 002
mov. V intaktnych rastlinich 0,2 P 1 0,01

st zodpovedné napr. za zacele- 0+ HHHHHHHHH A O

nie rdn — po poraneni rastliny 1 6 11 16 21 26 3 3 M 46

sa polyfenoloxididza lokalizo- frakcia

vand v chloroplastoch dostane
do kontaktu so substratmi
lokalizovanymi vo vakuolach.
Tento kontakt umoZiuje vznik
polyfenolov a od nich odvode-
nych chinénov, ktoré sa spolu-
podielaju na zaceleni rany
a zabraneni vzniku sekundar-
nych infekcii??. U rastlin, ktoré produkuji benzylizo-
chinolinové alkaloidy, je polyfenoloxiddza pravdepo-
dobne zapojend do premeny tyraminu na dopamin.
Zatial nebol identifikovany Specificky enzym, ktory by
katalyzoval tato reakciu. Dopamin ako aminokonden-
za¢nd jednotka nasledne reaguje so 4-hydroxyfenylace-
taldehydom za tvorby norkoklaurinu, ktory je prvym
medziproduktom s benzylizochinolinovou Struktirou®.
Kultary slncovky kalifornskej zareagovali na oba testo-
vané stresory zvySenim aktivity polyfenoloxidizy (obr.
2). Pri pouZiti najniZsich koncentrécii oboch stresorov
(vzorky Agl a Cdl) sme v 24. h pozorovali zvySenie
Specifickej aktivity o0 37 %, resp. 44 %; v 48. h je nazna-
¢eny mierny nérast o dalSie 3 %, resp. 7 %, avsak po Sta-
tistickom vyhodnoteni sa tieto zvySenia ukdzali ako
nesignifikantné. PouZitie stresorov vo vys§ich koncent-
raciach malo za nasledok vyrazné zvySenie Specifickych
aktivit PPO v oboch sledovanych ¢asoch. Maximdlny
ndrast aktivity sme zaznamenali vo vzorkich Ag2. Po
48 h posobenia stresora doSlo k zvySeniu aktivity opro-
ti ¢asu 0 o 137 %. Toto zvySenie aktivity pravdepodob-
ne predstavuje hranicu, po ktort je mozné aktivitu PPO
abiotickou elicitdciou zvysit, pretoZe pri najvysSich
koncentracidch oboch stresorov sme nezaznamenali
vysSie aktivity PPO.

I6novymennou chromatografiou (obr. 3) sme
v najprecistenejsej frakcii dosiahli 42-ndsobné zvySenie
Specifickej aktivity PPO (z 0,54 U.mg! bielkovin
v hrubom homogenite na 22,7 U.mg™! vo frakcii ¢. 29).
Precistentt PPO sme pouZili na Stidium substratovej Spe-
cifity. Ak aktivitu PPO 22,7 U.mg! so substratom dopa-
minom povazujeme za 100%, aktivita s dihydro-
xyfenylalaninom (14,5 U.mg') predstavuje 64 %,
s pyrokatecholom (12,9 U.mg!) 57 % a s tyraminom
(3,2 U.mg!) 14%. Aktivita PPO s tyrozinom bola velmi
nizka (0,35 U.mg!) a predstavovala zhruba 1,5 % aktivi-
ty s dopaminom. Michaelisove konS$tanty, vypocitané
podla Lineweavera a Burka klesali v tomto poradi: pyro-
katechol 15,8 mmol.l"!, tyrozin 14,2 mmol.l"!, dihydro-

DEAE-sefarézy

475

Obr. 3: Purifikdcia polyfenoloxiddzy zo suspenznych kultir slncovky kalifornskej na stipci

Elicia fosforecnanovymi tlmivymi roztokmi (50 mmol.l'; pH 6,5) s postupne sa zvysujicimi
koncentraciami NaCl (0; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 mmol.l"). Stlpec: 12 cm x priemer 15 mm; rych-
lost prietoku cca 25 ml.h'. Pritomnost bielkovin v zachytenych 2,5 ml frakcidach monitoro-
vand meranim absorbancie pri 280 nm (A, ); aktivita PPO merand spektrofotometricky pri
475 nm (A, .min'). Substrdt: dopamin vo vyslednej koncentracii 2 mmol.l!

xyfenylalanin 12,6 mmol.l"}, tyramin 9,8 mmol.I", dopa-
min 9,4 mmol.I'".

Stret zaujmov: Ziadny.
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PRAKTICKY SLOVNIK MEDICINY (8. vydani)
Martin Vokurka, Jan Hugo a kol.

I roziifené vydani

Praktlcky Sl/OVIlﬂ( Nejuzivanéjsi ¢esky vykladovy slovnik Iékafskych pojmd. Osmé, dale
MEDICINY rozsifené vydani uspésdného Iékarského vykladového slovniku obsahu-
je vice nez 11 000 hesel a nové navic rozsahlou pfilohu normalnich
laboratornich hodnot. O oblibé slovniku svéd¢i 70 000 prodanych vytis-
ki v pfedchozich sedmi postupné rozsifovanych vydanich.

Hesla zahrnuji organy lidského téla, jejich funkce a poruchy, popis néko-
lika set nemoci a syndrom0, jejich pfiznaku, lékafskych vysSetieni
a riznych zpusobu lécby, priblizné 1500 hesel se vztahuje k Iékim.
Pozornost je vénovana zvlasté nemocem srdce a cév (infarkt myokardu,
angina pectoris, vysoky krevni tlak), zhoubnym nemocem (nadory, leu-
kemie), cukrovce, nemocem zlaz s vnitini sekreci, koznim nemocem,
zenskym nemocem, dusevnim chorobam (véetné rliznych zavislosti) ¢i
porucham v oblasti sexuality. Vyznamnou oblasti je téhotenstvi a porod,
velky pocet hesel se tyka vrozenych nemoci a poruch.

Martin Vokurka + Jan Hugo

11 000 HESEL » ANATOMICKA A LABORATORNI PRILOHA

MAXDORF

Wdalo nakladatelstvi Maxdorf v roce 2007, 536 stran, formdt AS, vdzané, cena: 595 K¢,
ISBN: 978-80-7345-123-3.

Objednavky muiZete posilat na adresu: Nakladatelské oddéleni CLS JEP, Sokolska 31, 120 26 Praha 2,
fax: 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz. Na objednavce laskavé uvedte i nazev ¢asopisu, v némz jste se o knize
dozvédéli.



