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SOUHRN

Vliv manganatych, kobaltnatych a nikelnatych iontii na rist a produkci kumarinii v suspenzni kultuie
Angelica archangelica L.

Rostlinnd buiika reaguje na zvySenou koncentraci kovll v prostfedi riznymi mechanizmy. Patfi mezi né
zvySeni tvorby proteint tepelného Soku, metalothioneint, fytochelatinti, aminokyselin (cysteinu, histidi-
nu), organickych kyselin (citronové, jable¢né) nebo sekundarnich metabolitd. Posledni mechanizmus je
zkoumadn pro moznost vyuziti v explantdtovych kulturach ke stimulaci sekunddrniho metabolizmu, ktery je
zdrojem farmaceuticky vyznamnych latek. V praci byly testovany manganaté (0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10;
20 a 50 mM/l média), kobaltnaté a nikelnaté ionty (0; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200 a 500 uM/l média)
jako potencidlni elicitory produkce kumarinii. Soucasné byla sledovédna toxicita téchto kovl pro kulturu
hodnocenim vlivu na rust (charakterizovdn Cerstvou a suchou hmotnosti biomasy na konci ¢trnactidenni
kultivace). Kultury byly kultivovdny ve tmé a na svétle. Bylo zji§téno, Ze rist kultur neni ovlivnén man-
ganem v koncentracich 0 aZ 2 mM, poté mirné klesd, pfi koncentraci 50 mM je o 20 % niZsi pfi kultivaci
ve tmé a 0 30 % pfi kultivaci na svétle ve srovnani s kontrolou. Kobalt v koncentracich 0 aZ 50 uM ne-
ovliviiuje vyznamné rist kultury, vyssi koncentrace sniZuji ndrtist biomasy, vyraznéji pfi kultivaci na svét-
le (pti 500 uM Co o 60 %, ve tmé jen o 30 % ve srovnani s kontrolami). Nikl v koncentracich 0,1 az
200 uM neovliviiuje rust, v koncentraci 500 uM jej snizuje pfiblizné¢ o 30 % ve srovndni s kontrolou pfi
kultivaci na svétle i ve tmé. Produkce kumarint nebyla Zddnym kovem stimulovdna v porovnani s kon-
trolnimi kulturami. Pouze odstranéni manganu z média v kultufe kultivované ve tmé zvysilo produkeci asi
0 15 % oproti kontrole.

Klic¢ovd slova: Angelica archangelica L. — suspenzni kultura — rist — produkce kumarini — mangan —
kobalt — nikl — sekven¢ni injek¢ni analyza
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SUMMARY

Effect of Manganese (II), Cobalt (II), and Nickel (II) Ions on the Growth and Production of Coumarins
in the Suspension Culture of Angelica archangelica L.

The plant cell reacts to an increased concentration of metals in the environment by various mechanisms. They
include an increase in the formation of heat-shock proteins, metallothioneins, phytochelatins, amino acids (cys-
teine, histidine), organic acids (citric, malic), or secondary metabolites. The latter mechanism is being investi-
gated for its possible use in explant cultures for the stimulation of secondary metabolism, which is the source
of substances of pharmaceutical importance. The study tested manganese (II) (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20,
and 50 mM in the medium), cobalt (II), and nickel (II) ions (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 200, and 500 uM in
the medium) as potential elicitors of coumarin production. At the same time, toxicity of these metals for the
culture was examined by evaluating their effect on growth (characterized by fresh and dry weight of biomass
at the end of a two-week cultivation). Cultures were cultivated in the dark and in the light. It has been found
that the growth of cultures is not influenced by manganese in concentrations ranging from 0 to 2 mM, then it
slightly decreases, at a concentration of 50 mM it is lower by 20 % when cultivated in the dark and by 30 %
when cultivated in the light in comparison with the control. Cobalt in concentrations of 0 to 50 uM does not
significantly influence the growth of the culture, higher concentrations decrease the biomass yields, more mar-
kedly when cultivated in the light (at 500 uM Co by 60 %, in the dark only by 30 % in comparison with the
controls). Nickel in concentrations of 0.1 to 200 uM does not influence growth, and in a concentration of
500 uM decreases it by approximately 30 % in comparison with the control both in the light and dark. Pro-
duction of coumarins was not stimulated by any metal in comparison with the control cultures, only the remo-
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val of manganese from the medium in the culture cultivated in the dark increased production by about 15 %

versus the control.

Key words: Angelica archangelica L. — suspension culture — growth — coumarins — manganese — cobalt —

nickel — sequential injection analysis
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Md

Uvod

Rostlinné tkanové kultury predstavuji slibny zdroj pro
ziskavani latek ptirodniho pivodu. Jednou z hlavnich pfi-
¢in, kterd zatim aZ na nékolik vyjimek neumoZiiuje
komercni vyuZiti, je nizkd produkce vétSiny sekundarnich
metabolitd rostlinnymi butikami v podminkach in vitro 1.2).
Jsou zkoumény riizné metody a postupy, jak tuto produkci
zvysit. Patfi mezi né i elicitace, jeZ je zaloZena na faktu, Ze
akumulace mnoha sekundarnich 14tek v rostlinich je sou-
¢asti jejich obranné reakce vici pasobeni patogenil nebo
vlivii prostiedi 3). Faktory vyvoldvajici obranné reakce se
obecné oznacuji jako elicitory nebo stresory. Lze je rozdé-
lit na biotické (napf. viry, bakterie, houby) a abiotické, kte-
ré mohou byt fyzikdlni (napf. zéfeni, horko, chlad) nebo
chemické (nap. t87ké kovy, ozon) - 4. Mechanizmy a¢in-
ku biotickych a abiotickych elicitort jsou odli$né a nejsou
zcela zndmy. Stejné tak mnohdy chybi detailni znalost bio-
syntetickych drah sekunddrniho metabolizmu. Vliv elicito-
ru na rostlinnou tkaovou kulturu nelze tedy jednoduSe
predpovédét a musi byt empiricky zkousen 2).

V této prici je sledovano plsobeni manganatych,
kobaltnatych a nikelnatych iontl jako potencidlnich eli-
citori v suspenzni kultufe andéliky 1ékatské.

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Chlorid thiaminia puriss., chlorid pyridoxinia puriss. Koch-Light
Laboratories, Colnbrook; skopoletin ¢. Fluka, Buchs; myoinositol,
kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovd Sigma, St. Louis; 6-benzylaminopu-
rin reinst Serva, Heidelberg; glycin ¢., dihydrogenfosfore¢nan draselny
p.a., hydrogenfosfore¢nan sodny p.a., kyselina nikotinova ¢., chlorid
kobaltnaty p.a., chlorid nikelnaty p.a., siran manganaty p.a., methanol
p.a., sacharosa p.a. Lachema, Brno.

Pristroje

Autoklav PS 20A, Chirana, Brno; roler, Vyvojové dilny AV CR, Pra-
ha; analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen; laboratorni odstie-
divka MPW 342, Med-Instruments, Var3ava; laboratorni tfepacka,
IKA, Staufen; pistovd pumpa, Alitea Instruments, Seattle; osmicestny
selek¢ni ventil, Vici Valco Istruments, Brockville; spektrofluorimetr FS
970, Spectra-Physics, Darmstadt.

Suspenzni kultura andéliky lékarské
K pokusiim byla pouZita devitiletd suspenzni kultura Angelica
archangelica L., kterd byla kultivovdna na roleru v tekutém Zivném

médiu podle Murashigeho a Skooga 5 (MS) s pfidavkem 2 mg/1 kyse-
liny 2.4-dichlorfenoxyoctové a 0,4 mg/l 6-benzylaminopurinu ve tmé
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ana svétle (svételnd perioda 16 hod svétlo/8 hod tma). PasdZovana byla
ve ¢trnictidennim intervalu.

Utinek kovovych iontii byl sledovdn po prepasdZzovani na MS
média s riznym obsahem pfislusného iontu; u manganatych iontil to
byly koncentrace 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 a 50 mmol/l média,
u kobaltnatych a nikelnatych iontii byly testovdny koncentrace 0; 0,1;
0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200 a 500 umol/l média. Po ¢trndctidenni kulti-
vaci byly buriky oddéleny od média odsédtim za sniZeného tlaku, pro-
myty destilovanou vodou a zvdZeny pro zjisténi Cerstvé hmotnosti, poté
byly ususeny a zvaZeny pro ur¢eni suché hmotnosti. Cerstva a suchd
hmotnost slouZily k hodnoceni ristu kultur. V usuSenych buiikdch
a v médiu byl stanoven obsah kumarind. Statistické vyhodnoceni zis-
kanych vysledki bylo provedeno pomoci t-testu pro minimalné 3 ¢le-
ny souboru a hladinu vyznamnosti p=0,05.

Stanoveni kumarinii

Obsah kumarint byl stanovovan fluorimetricky technikou
sekvenéni injekéni analyzy © 7). Podminky stanoveni byly nasleduji-
ci: nosny proud-voda, pritokovd rychlost 3 ml/min, misici civka
1,5 ml, ddvkovany objem vzorku 40 ul, divkovany objem fosforec-
nanového tlumivého roztoku o koncentraci 0,066 mol/l a pH 6
100 pl, excita¢ni vinova délka 345 nm, emisni vinovd délka 390 nm.
Jako standard byl pouzit skopoletin. Obsah kumarini v buitkach byl
vyjadfovan v mg skopoletinu na g suSiny, v médiu v mg skopoletinu
na litr média.

VYSLEDKY A DISKUZE

Moznost vyuZziti soli kovl ke stimulaci produkce
sekundédrnich metabolitl v tkafiovych kulturach skyta ve
srovndni s biotickymi elicitory nékolik vyhod: jsou snad-
no dostupné, relativné levné, maji definované sloZeni,
snadnéji se s nimi pracuje.

Mangan patii mezi esencidlni stopové prvky pro rostli-
ny ), je mimo jiné koenzymem nebo aktivitorem mnoha
dehydrogenas, hydroxylas, dekarboxylas a dalSich enzy-
mi 4 9. RovnéZ nikl se fadi k esencidlnim mikro-
elementtim !1. Je nezbytnou soudasti ureazy, ktera je nut-
nd pro hydrolyzu mocoviny vznikajici pfi metabolizmu
aminokyselin a nukleotid(; nedostate¢nd aktivita enzymu
vede k akumulaci mocoviny v rostlinnych tkanich
a nasledné ke vzniku nekrotickych 16zi na listech 11, 12),
O dalSich dcincich niklu, jeZ nemohou byt ve vztahu
k tomu, Ze je strukturdlni komponentou uredzy, je zndimo
jen velmi mélo 4 10), Bylo napiiklad pozorovano, Ze nikl
zvySuje ucinnost somatické embryogeneze v kalusové
kultufe Setaria italica 13). Kobalt je jako sou¢ast vitami-
nu By, esencidlnim prvkem pro ¢lovéka, Zivocichy a pro-
karyonty, v rostlinich se tento vitamin nevyskytuje a neni
zndma ani jind biologicka funkce pro kobalt ve vysSich
rostlindch 14), je nezbytny pouze pro bobovité rostliny se

—



Farmacie 1/05 22.12.2004 13:34 Strénka 49

4&,

Tab. 1. Vliv manganatych iontu na rist suspenzni kultury andéliky lékarské a produkei kumarini

kultivace ve tmé kultivace za svétla
Koncentrace rast kultury obsah kumarint rast kultury obsah kumarint
Mn2+ cerstva suchd buriky médium cerstva suchd buriky médium
(umol/l) hmotnost (g) hmotnost (mg) (mg/g (mg/1) hmotnost (g)  hmotnost (mg) (mg/g (mg/1)
susiny) susiny)
0,0 5,96+0,42 35446 1,15+0,04  2,90+0,05 5,13£0,06 333+6 1,0540,02 1,8540,05
0,1 6,27+0,07 36713 0,99+0,07  2,47+0,07 5,50£0,07 34712 0,94+0,02 1,93+0,01
0,2 6,21+0,17 37245 0,93+0,02  2,35+0,08 5,20+0,18 348+4 0,86+0,01 1,67+0,09
0,5 5,96+0,20 36445 0,85+0,06  2,03+0,08 5,2740,16 348+4 0,81£0,01 1,2840,07
1.0 6,0210,14 362+1 0,78%0,02 1,94+0,02 5,45%0,07 32611 0,78%0,01 1,2440,11
2,0 5,8540,12 360+8 0,68+0,02 1,52+0,06 5,37+0,14 33746 0,72+0,02 0,87+0,03
5,0 5,6740,08 36019 0,63%0,10 1,11£0,04 5,08+0,10 29615 0,6240,01 0,43%0,05
10,0 5,2620,26 341+11 0,58+0,01  0,96+0,04 4,75+0,22 288+4 0,63%0,01 0,41£0,01
20,0 5,0540,11 33245 0,49+0,02 1,07+0,03 4,09+0,15 26243 0,58+0,01 0,52+0,04
50,0 4,8240,03 31543 0,44+0,01 1,3440,10 3,60£0,24 25448 0,5940,01 0,74+0,04

Tab. 2 Viiv kobaltnatych iontu na rist suspenzni kultury andéliky lékarské a produkci kumarini

kultivace ve tmé kultivace za svétla
Koncentrace rust kultury obsah kumarint rust kultury obsah kumarint
Co2+ Cerstva sucha burky médium Cerstva sucha burky médium
(umol/l) hmotnost (g) hmotnost (mg) (mg/g (mg/1) hmotnost (g)  hmotnost (mg) (mg/g (mg/l)
susiny) susiny)

0,0 6,43%0,13 384+6 0,85+0,05  2,03+0,09 5,8940,10 350+1 0,88+0,01  1,6620,05
0,1 6,4340,21 38043 0,94+0,06 1,98+0,17 5,9640,20 353£10 0,87+£0,04  1,6740,14
0,5 6,64+0,10 38543 0,91+0,08  2,124+0,04 5,90£0,22 348+10 0,87+0,08  1,53%0,05
1.0 6,17+0,35 384+4 0,9240,02 1,8440,30 5,8940,02 343+6 0,89+0,02  1,46+0,04
5,0 6,2440,42 380+2 0,90+0,04  2,10+0,12 5,70+0,23 33246 0,83+£0,02  1,1540,12
10,0 6,58+0,13 38615 0,93+0,04  2,00+0,03 5,51£0,08 32148 0,81£0,01 1,09£0,07
50,0 6,48+0,20 38043 0,7620,04 1,4940,03 5,69£0,15 3055 0,77+0,04  0,08%0,01
100,0 6,5410,50 358424 0,74+0,05  0,98+0,03 5,2740,10 28743 0,82+0,01  0,0940,02
200,0 6,2240,38 356127 0,50+0,10  0,67+0,07 4,4440,19 24319 0,57+0,03  0,78%0,06
500,0 4,64+0,31 352+11 0,56+0,02  2,43+0,14 2,1240,41 14613 0,35+0,03  1,93%0,10

symbiotickymi bakteriemi fixujicimi atmosféricky dusik
v kofenovych hlizkach 15). Mangan, nikl i kobalt mohou
ve vysSich mnoZstvich piisobit na rostliny toxicky 15-17),
pfi¢emz citlivost rostlin k nim se miZe 1iSit mezi druhy,
pfipadné i uvnitt téhoz druhu 4 18). Byly popsény odriidy
&iroku 19) nebo tritikale 20) odolné vii&i zvysené koncen-
traci manganu. Existuji rostlinné druhy, které endemicky
rostou na pudach s vysokym obsahem pfislusného kovu
a dokonce jej bez poSkozeni hromadi ve svém organizmu,
Casto v mnozstvich vys§ich neZ 1000 pug na g suSiny;
oznaCuji se jako hyperakumulétory, napt. Crotalaria
cobalticola ' nebo Nyssa sylvatica 15 hromadi kobalt,
Alyssum lesbiacum, Thlaspi goesingense %), Alyssum
murale 21 akumuluji nikl.

Manganaté, kobaltnaté a nikelnaté ionty byly testova-
ny v Sirokém rozmezi koncentraci jako potencidlni elici-
tory produkce kumarind v suspenzni kultufe andéliky
1ékatské. Soucasné byla sledovéna i jejich pfipadnd toxi-
cita pro kulturu, a to hodnocenim vlivu na rist, ktery byl
charakterizovén Cerstvou a suchou hmotnosti biomasy na
konci ¢trnactidenni kultivace. Kultury byly kultivovany
ve tm€ a na svétle, protoZze svételné podminky mohou
vyrazné ovlivnit rast rostlinnych kultur i tvorbu sekun-
dérnich metabolita 22-24),

Vliv manganatych ionti je shrnut v tabulce 1. Manga-
naté ionty jsou obvyklou soucasti média podle Murashi-

geho a Skooga (MS médium) v koncentraci 0,1 mM. Rust
kultury andé€liky 1€katské neni v rozmezi koncentraci 0 aZ
2 mM vyrazné ovlivnén, poté s rostouci koncentraci mir-
né klesa, pfi nejvyssi pouzité koncentraci 50 mM je pfi-
blizn€ o 20 % niZsi pfi kultivaci ve tmé a o 30 % pfi kul-
tivaci na svétle ve srovnidni s kontrolou. Produkce
kumarini se v kultufe kultivované ve tmé zvySila pii
odstranéni siranu manganatého asi o 15 % oproti kontro-
le, pak se zvySujici se koncentraci manganatych iontl
obsah kumarini postupné klesd, pfi koncentraci 20
a 50 mM byl zaznamenidn mirny vzestup kumarinl
v médiu, jenZ zfejmé souvisi s osmotickym stresem vyvo-
lanym relativng vysokymi koncentracemi Mn2+. Pfi kul-
tivaci za svétla byly nalezeny obdobné zmény produkce
kumarina s tim rozdilem, Ze mnoZzstvi kumarinti v bui-
kéach pii kultivaci v nepfitomnosti manganatych iontl se
nezvySsilo ve srovnini s kontrolni kulturou ve standard-
nim MS médiu. Rozdilné ptsobeni zvySenych koncentra-
ci manganatych iontti (1 a 10 mM) na rist kultury a pro-
dukci kardenolidll v zdvislosti na svételnych podminkach
bylo pozorovéno v bun&né kultute Digitalis lanata 25).
Rist kultury byl sniZen pfi kultivaci na svétle, ve tmé
nebyl ovlivnén. Tvorba kardenolidi byla stimulovéna ve
tmé, nikoliv pii kultivaci na svétle. V prytové kulture
Digitalis obscura nepusobilo zvySeni koncentrace man-
ganatych iontll pozitivné na riist ani na produkci karde-
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Tab. 3 Viiv nikelnatych ionti na rust suspenzni kultury andéliky lékarské a produkci kumarini

kultivace ve tmé kultivace za svétla
Koncentrace rast kultury obsah kumarint rast kultury obsah kumarint
Niz+ cerstva suchd buriky médium cerstva suchd buriky médium
(umol/l) hmotnost (g) hmotnost (mg) (mg/g (mg/1) hmotnost (g)  hmotnost (mg) (mg/g (mg/l)
susiny) susiny)

0,0 6,5310,22 414+4 0,5540,01 2,2240,25 6,2240,21 382+11 0,71+£0,04  3,1240,20
0,1 6,11+0,25 37620 0,56+0,03 1,94+0,22 6,2840,13 37247 0,64+0,02  2,85%0,10
0,5 6,701+0,05 40743 0,48+0,01 1,90+0,07 6,16+0,22 392+1 0,66+0,03  2,8440,04
1,0 6,4810,21 41143 0,4740,02 1,9940,17 6,47+0,36 38745 0,70+0,04  3,10+0,38
5,0 6,6020,02 406x7 0,50£0,01 1,97+0,14 5,9240,12 402x14 0,56+0,03  3,01+0,08
10,0 6,49+0,21 407+4 0,47+0,01 1,84+0,12 5,65+0,29 40610 0,53+0,03  2,8140,17
50,0 6,74+0,09 40812 0,53£0,01 1,8840,09 5,7610,26 39849 0,52+0,01  2,40%0,10
100,0 6,84+0,09 41315 0,47£0,01 1,44+0,09 5,55%0,09 413£13 0,43+0,03  2,18%0,11
200,0 6,69+0,06 42449 0,44+0,02 1,25+0,10 5,9440,11 415+12 0,46+0,02  1,8740,02
500,0 4,87+0,30 270+13 0,30£0,02 1,1540,06 4,024+0,36 300424 0,40+0,02  1,80+0,07

nolidii, koncentrace 10 mM byla pro kulturu jiZ toxic-
ka 26). SniZeni koncentrace siranu manganatého v médiu
stimulovalo rGst suspenzni kultury Saponaria officinalis
i produkci saponint 27). Zmény koncentrace mangana-
tych iontd v médiu nemély vliv na rast transformované
kotfenové kultury Stizolobium hassjoo ani na obsah
L-DOPA, jiz tato kultura produkuje 28). Odstranéni man-
ganatych iontll z média vedlo ke zvySené akumulaci pro-
tilatek v transgenni tabdkové suspenzni kultuie 29).
Vysledky ptsobeni kobaltnatych iontd na kulturu andé-
liky lékaiské jsou uvedeny v tabulce 2. Kobaltnaté ionty
jsou v koncentraci 0,1 M normalni soucasti MS média.
Jejich odstranéni z média stejné jako zvySeni koncentrace
az do 50 uM nevedlo k vyrazné zméné ristu kultury na
svétle ani ve tmé. Pii vySSich koncentracich doslo k pokle-
su ndrGistu biomasy, ktery je vyraznéjSi pfi kultivaci na
svétle (pii 500 uM Co?* 0 60 %, ve tmé jen o 30 % ve
srovnini s kontrolami). Koncentrace 1000 uM jiz byla
letdlni (data neuvedena). Zmény koncentrace kobaltna-
tych iontl v rozsahu O az 10 uM pfi kultivaci ve tmé
nemély vliv na tvorbu kumarini, pak obsah kumarint
v burikdch 1 v médiu klesa; pfi koncentraci 500 uM vyraz-
né vrostlo mnozstvi kumarini v médiu, coz je patrné
vyvolano poSkozenim bun€k suspenzni kultury. Pfi kulti-
vaci na svétle je obsah kumarindl v butikdch ve srovnani
s kontrolou beze zmény aZ do koncentrace 100 uM Co2t,
pak dochazi k jeho poklesu. Obsah kumarind v médiu kle-
sé jiz od koncentrace 0,5 uM Co?t k minimu pfi 50
a 100 uM. Pti koncentraci 500 uM doslo k prudkému zvy-
Seni obsahu kumarint v médiu, které koresponduje se sni-
Zenim obsahu v buiikéch a inhibici ristu, a je tedy nejspis
diasledkem toxického plisobeni kobaltnatych iontll na sus-
penzni kulturu Angelica archangelica. Vliv kobaltnatych
ionti byl sledovan v suspenzni kultute Taxus chinensis 30).
Chlorid kobaltnaty neovlivnil, podobné jako v suspenzni
kultute Angelica archangelica, az do koncentrace 100 uM
rast kultury, avSak produkce paklitaxelu byla stimulovéna.
Pozitivni G¢inek zvySené koncentrace chloridu kobaltnaté-
ho (2 uM) na tvorbu saponinil bez negativniho ovlivnéni
ristu byl pozorovin v kalusové kultufe Agave amanien-
sis 3D, Odstranéni kobaltnatych iontti z média vedlo ke
zvySeni produkce betakyanil v suspenzni kultuie Beta vul-
garis 32). Ovlivnéni riistu kobaltnatymi ionty bylo zkou-
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mano u suspenznich kultur Rauwolfia serpentina, Silene
cucubalus a Crotalaria cobalticola . U prvnich dvou
kultur byl efekt rostouci koncentrace kobaltu v médiu
obdobny jako v kultufe Angelica archangelica, zatimco
kultura Crotalaria cobalticola dobfe rostla i pfi desetina-
sobku koncentrace toxické pro predchozi kultury. Crota-
laria cobalticola patfi, jak bylo zminéno vySe, k rostlin-
nym hyperakumuldtorim kobaltu.

Utinek nikelnatych iontfl v suspenzni kultufe andgliky
lékatské shrnuje tabulka 3. Nikelnaté ionty nejsou na roz-
dil od manganatych a kobaltnatych iontli soucasti MS
média. Jejich piidavek do média v koncentraci 0,1 aZ
200 uM neovlivnil ve srovndni s kontrolou rast kultury
ani pfi kultivaci na svétle ani ve tmé&, koncentrace 500 uM
jej snizila pfiblizn€ o 30 %. Koncentrace 1000 uM kultu-
ru zahubila (data neuvedena). Produkce kumarint nebyla
v porovnani s kontrolni kulturou zvySena, pii vysSich kon-
centracich nikelnatych iontl (od koncentrace 100 UM pii
kultivaci ve tmé a 10 uM pfi kultivaci na svétle) dochazi
k jejimu sniZeni. Toxicita nikelnatych ionti byla studova-
na v suspenzni kultute Dianthus caryophyllus; rast kultu-
ry nebyl ovlivnén do koncentrace 10 uM Ni2+, vys3i kon-
centrace jej snizily 33). Naproti tomu kultura Angelica
archangelica toleruje nikelnaté ionty bez inhibice rstu aZ
do koncentrace 200 uM. Nekteii autoii doporucuji pfida-
vek nikelnatych iontll ke standardnimu MS médiu za Gce-
lem aktivace uredzy, aby se zabrinilo akumulaci mocovi-
ny v rostlinnych tkénich, a tim jejich poSkozeni pfi
kultivaci na MS médiu 12). Na zaklad& pozorovani v kul-
tufe Angelica archangelica se obohaceni MS média nik-
lem nezd4 nezbytné, nebot jeho pridavek v riznych kon-
centracich nezvySil ani rast kultury ani obsah kumaring.
V suspenzni kultufe Zaxus chinensis nepusobil chlorid
nikelnaty v koncentracich 10 az 100 uM negativné na rast,
v koncentraci 50 uM stimuloval produkci paklitaxelu
v porovndni s kontrolni kulturou, niZsi i vy$§i koncentrace
nikelnatych iontl tvorbu paklitaxelu neovlivnily 30).

Vysvétleni vySe uvedenych fakti a pozorovéni neni jed-
noduché. Bylo popsdno nékolik riznych mechanizmd,
jimiZ reaguje rostlinna butika na zvySenou koncentraci ion-
t kovl ve svém prostiedi. Dochazi ke vzristu aktivity
antioxida¢nich enzymii 34, k vys3i tvorbé proteini tepel-
ného Soku, metalothioneinii 35, fytochelatini 36), amino-
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kyselin (napf. cysteinu 14), histidinu 37)), organickych
kyselin (napf. kyseliny citronové, kyseliny jable¢né) 38),
sekundédrnich metabolitd 39. Posledné jmenovanému
mechanizmu je vénovana vyzkumnd pozornost kvili moz-
nosti jeho vyuziti v podminkéch in vitro pro stimulaci
sekundarniho metabolizmu, jenZ je zdrojem mnoha farma-
ceuticky vyznamnych latek. Jednotlivé mechanizmy vcet-
né zvySeni produkce sekundarnich metaboliti se ovSem
v rostlinich a rostlinnych explantitovych kulturach usku-
teiiuji rozdilnou mérou v zavislosti na rostlinném druhu
a druhu kovu — miiZe se jich uplatnit nékolik najednou, pfi-
¢emZ mohou, kazdy s jinou intenzitou, probihat paralelné
nebo na sebe vzdjemné navazovat; nékteré mohou byt na-
opak vyjadfeny jen velmi slab& nebo viibec ne.

Zavérem lze konstatovat, Ze na zdkladé dosaZenych
vysledki se manganaté, kobaltnaté a nikelnaté ionty
nejevi jako vhodné elicitory produkce kumarinll v sus-
penzni kultufe andé€liky 1ékarské.

Tato price vznikla diky finan¢ni podpofe GA Univerzity
Karlovy (grant ¢. 155/2002/B-BIO/FaF) a vyzkumného zdmé&-
ru ¢. CEZ: J13/98:111600003.
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i antitrombika, antiinfektiva typu antibiotik a antivirotik a psycho-
farmaka. Standardné sestavené monografie obsahuje vSechny
zékladni informace, které 1ékar potfebuje pro preskripci a 1ékarnik
v expedici. Jsou to udaje o farmakologii a farmakokinetice,
o mechanizmu tc¢inku a o indikacich, kontraindikacich i vedlejsich
projevech. Neni moZno tu informovat o vSech l1é¢ivech a je moZno
jen upozornit na ty z nich, které podle autorii predstavuji pokrok
v terapii. Jsou jimi napf. z antidiabetik glitazony (rosiglitazon
a pioglitazon) a repaglinid, z enzymu agalsidasy pro terapii Fabry-
ho syndromu, ze syntetickych steroidii typu 19-nortestosteronu
abortivum mifepriston, z antiinfektiv syntetické antibiotikum line-
zolid a antivirotikum fomivirsen, z cytostatik vedle monoklonal-
nich protildtek (rituximamb, trastuzumab a alemtuzumab) i synte-
ticky retinoid bexaroten a antileukemikum imatinib, nebo v terapii
revmatické artritidy pouZivand antisupresiva (infliximab, etaner-
cept, leflunomid).
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