Farmacie 1-07

8.2.2007

9:18 Str. 21

o

Genista tinctoria in vitro

TUMOVA L., SARKOVA T., DUSEK J.

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

Doslo: 25. fijna 2006 / Ptijato: 1. prosince 2006

SOUHRN

Genista tinctoria in vitro

Préce se zabyva vlivem riznych rstovych regulatort pii kultivaci kalusové kultury Genista tincto-
ria na MS médiu za riznych svételnych rezima na rist kultury a produkci isoflavonoidi. Z testo-
vanych reguldtori byl nejvétsi rist kultury zjiStén pti pouziti BAP 10 mg/l pii nepfetrZitém osvét-
leni. Pti pouZziti BAP 0,1 mg/l a za normélniho svételného reZimu produkce genistinu a daidzeninu
byla dokonce vyssi neZ v intaktni rostlin€. Z péti stanovovanych isoflavonoidi byly v kalusové kul-
tufe prokdzany Ctyfi, a to: genistin, genistein, daidzein a formononetin. V intaktni rostliné se poda-
filo stanovit daidzein, genistein a biochanin A.
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SUMMARY

Genista tinctoria in vitro

The paper deals with the effects of different growth regulators on the growth of the culture and
production of isoflavonoids in the cultivation of the callus culture Genista tinctoria on MS medium
under varying light regimens. Of the regulators tested, the highest growth of the culture was found
when using BAP 10 mg/l under continuous lighting. With the use of BAP 0.1 mg/l and under normal
light regimen, the production of genistine and daidzenin was even higher than in the intact plant. Of
the five isoflavonoids determined, four were demonstrated in the callus culture: genistine, genistein,
daidzein, and formononetin. In the intact plant the authors managed to determine daidzein,
genistein, and biochanin A.
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Uvod

Genista tinctoria — kruCinka barvitska, Fabaceae, je
20-60 (az 200) cm vysoky polokef rozsifeny téméf po
celé Evropé i v Asii. Je to typicka rostlina svétlych lest
(doubrav), sussich luk, mezi, pastvin, slunnych strani od
nizin do podhorského pasma . Kvetouci nat se sbira od
kvétna do srpna. V lidovém léCitelstvi se pouZziva pro
svij znacné mocopudny ucéinek pfi chorobich ledvin
a mocovych cest jako diuretikum. Diureticky ucinek
zpusobuji hlavné flavony a silice. TéZ se podava pfti
nedostate¢né srdecni Cinnosti a pfi otocich. Zrychluje
stfevni peristaltiku 2%. Aplikuje se formou nélevu.

Autor pro korespondenci:

doc. PharmDr. Lenka Tamova. Ph.D.

Farmaceuticka fakulta v Hradci Krélové, Katedra farmakognozie
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové

e-mail: tumova@faf.cuni.cz

Rostlina obsahuje chinolizidinové alkaloidy, flavonové
glykosidy, silice, tfisloviny, kumariny, slizy, vedle toho
také hoi¢iny, antokyanidy, saponiny a dal§i 4. Genista
tinctoria obsahuje prevazné isoflavonoidy. Luczkiewicz
ve své praci prokazal, Ze kalusové kultury rodu Genista
produkuji vétsi mnozstvi isoflavonoidl nez materska rost-
lina 7. Kalusové kultura produkovala 14 isoflavonoidi se
zietelnou dominaci v produkci genistinu . Isoflavonoidy
prokédzané Luczkiewiczem v kalusové kultufe Genista tin-
ctoria: genistein-7-O-glykosid, purearin, 2°‘-hydroxy-
genistein-7-O-glykosid, genistin, genistin malonat,
34,7 -trihydroxyisoflavon, genistin acetdt, genistein,
daidzein, daidzin, ononin, equol, liquiritigenin, sissotrin ”.
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Isoflavonoidy totiZ patii k nejznaméjS$im fytoestroge-
nim. Fytoestrogeny jsou rozmanita skupina latek ziska-
nych z rostlin, které strukturné nebo funkcné kopiruji
sav(i estrogeny. Fytoestrogeny hraji dileZitou roli v pre-
venci menopauzalnich pfiznakd, osteopordzy, ateroskle-
rézy, kardiovaskuldrnich onemocnéni a inhibuji rozvoj
a rust bunék nadort prsu, vajecnikd, prostaty a $titné zla-
zy 7%, Role fytoestrogenil v prevenci rakoviny je stale
dale zkoumana a diskutovana.

Luczkiewicz odvodil kalusové kultury z Sesti druhil
rodu Genista s cilem, co nejvyssi produkce isoflavonoi-
di s fytoestrogenni aktivitou, konkrétné genisteinu
a genistinu 7.

Fytochemickym prizkumem bylo zji§téno, Ze kaluso-
va kultura Genista tinctoria produkuje vysoké mnoZstvi
isoflavonoidd. V ptipadé in vitro kultur Genista tinctoria
bylo mnoZstvi isoflavonoidit mnohem vétsi néZ v intakt-
ni rostling 1 v rostling Glycine max, kterd je dosud pova-
Zovana za nejbohatsi zdroj téchto latek 7.

Biotechnologicky vyzkum zahrnoval téchto Sest dru-
hl: Genista tinctoria, Genista sagittalis, Genista germa-
nica, Genista radiata, Genista aethnesis a Genista
monospessulana. U kultur byly optimalizovany podmin-
ky pro rtst a produkci isoflavonoidi obménou riznych
zivnych médii a pfitomnosti nebo absenci svétla 7.

Luczkiewicz pouZil jak média bohatd na minerdly
a organické latky (SH médium, MS médium, MS mé-
dium s ptfidavkem 100 mg/l PVP), tak média ochuzend
o mineraly a organické latky (G-5 médium, NN médi-
um, Mill médium, MC médium). Ke v§em médiim byly
pridany rastové reguldtory 2,4-D (22,6 umol/l), kinetin
(23,2 wmol/l), 3% (m/v) sacharosy a 0,7% (m/v) agaru.
Kultury byly vystaveny nepfetrzitému osvétleni (o
intenzit€ 88+8 umol/m?s) a teploté 25+2 °C. Vyjimkou
bylo SH médium, kdy byla kalusova kultura péstovana
jak za neptetrZitého osvétleni, tak za nepfetrZitého
zatemnéni 7.

Vyzkum ukézal, Ze rod Genista se jen obtizné kultivu-
je in vitro. Na G-5 médiu ze vSech druhti explantatd jen
20 % vytvofilo kalus se silnym sklonem k odumirani a na
MS médiu 45 % explantatl vytvorilo krémovy az hnédy
kalus s omezenou Zivotaschopnosti.

Experiment ukdzal, Ze zména sloZeni média i svétel-
ného rezimu ma vyznamny dopad jak na rist kalusové
kultury, tak na produkei isoflavonoida ?.

Nejlepsiho riistu a nejvyssi produkce isoflavonoidi
bylo dosaZeno pod nepretrzitym osvétlenim na SH médiu
s ptidavkem 2,4-D (22,6 umol/l), kinetinu (23,2 wmol/l),
3% (m/v) sacharosy. Kalusové kultury vSech druht pro-
dukovaly vice isoflavonoidil neZ matefska rostlina. Sku-
pina vyprodukovanych isoflavonoidil byla sloZena ze 14
sloucenin s jasnou ptrevahou genistinu 7.

Isoflavonoidy prokazané v kalusové kultufe: geniste-
in-7-O-glykosid, purearin, 2°‘-hydroxy-genistein-7-O-
-glykosid, genistin, genistin malonat, 3°,4°,7-trihydro-
xyisoflavon, genistin acetét, genistein, daidzein, daidzin,
ononin, equol, liquiritigenin, sissotrin 7.

Kalus s nejvyssim obsahem isoflavonoidi byl ziskan
7 Genista tinctoria, produkujici 6586,5 mg celkovych
isoflavonoidli na 100 g suSiny, ze kterych byl HPLC ana-
lyzou identifikovan genistin v mnozstvi 3016,3 mg.

o

Kromé SH média relativné vysoky nartst kalusu byl
také na MS médiu, coz ukazalo, Ze kalusova kultura rodu
Genista vyZaduje média bohatd na minerdly a organické
latky. Nejmensi rist i produkce byla prokdzana na MC
médiu. Vyjimkou mezi médii s nizkym obsahem mine-
ralnich a organickych latek bylo Mill médium, kde
navzdory malému rastu kalus produkoval zna¢né mnoz-
stvi isoflavond. Luczkiewicz se domniva, Ze produkci
v pfipadé Mill média ovliviiuje obsah aminokyselin
(fenylalaninu, glycinu, cytisinu) a jejich komplexu (hyd-
rolyzat kaseinu).

Pfitomnost svétla, nebo jeho absence se projevila na
biosyntéze esterQi genisteinu. Kalus Genista tinctoria
kultivovany na SH médiu pfi nepfetrzitém osvétleni pro-
dukoval mnohem vice genistein malonatu nez genistein
acetatu. Naopak za nepretrZitého zatemnéni byla produk-
ce acetatu veéts$i neZ malonatu.

Svételny rezim mél dopad i na rast kalusu. Kalus
Genista tinctoria mél nizsi hodnotu riistového faktoru ve
tmé neZ za nepietrzZitého osvétleni.

Ve vSech médiich byly hlavni komponenty ze zkou-
manych isoflavonoidd derivaty genisteinu ve formé
monoglykosidi, diglykosidd, estert kyseliny malonové
a octové. Ostatni isoflavonoidy byly pfitomny v podstat-
né men$im mnozstvi 7.

Dalsi Luczkiewiczova studie se zaméfila na zévislost
morfogeneze na akumulaci fytoestrogenti v in vitro kul-
tufe Genista tinctoria. Zabyvala se hleddnim vztahu
mezi metabolizmem genisteinu a daidzeinu béhem ristu
v bunécné suspenzni kultufe, zdrode¢né kultufe, vyhon-
kové kulturfe a kofenové kulture. Studie ukazala, Ze aku-
mulace isoflavonoidd zavisi na typu pouZité kultury.

Neorganizovana suspenzni kultura produkovala nejvét-
§i mnoZstvi glykosidd i aglykonl isoflavonoida
(9445 mg/100 g susiny). Vyhonkové kultury jsou charak-
terizovany nejvétsim obsahem esterl genistinu, coZ uka-
zuje, Ze biosyntéza téchto latek také souvisela s diferen-
ciaci. Kotrenové kultury kumulovaly velké mnoZstvi
primarniho metabolitu isoliquiritigeninu (978,4 mg/100 g
susiny), jedna se o prekurzor isoflavond, ktery se nevy-
skytuje v intaktni rostlin€. Pomér akumulovanych isofla-
vont1 byl ovlivnén tkafiovou diferenciaci ',

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Agar, Dufci Laboratoriem, USA; ajatin, Profarma—Produkt,
CR; benzylaminopurin, Lachema, CR; Biochanin A p.a., Sig-
ma, USA; Daidzein p.a., Fluka, SV)’/carsko; dihydrogenfosfo-
reCnan draselny p.a..Lachema, CR; dusi¢nan amonny, p.a.,
Penta, CR; dusi¢nan draselny p.a., Lach-Ner, CR; ethanol
96%, Lachema, CR; ethylester kyseliny octové p.a., Lachema,
CR; formononetin p.a., Fluka, Svycarsko; Genistein p.a., Sig-
ma, USA

Genistin p.a., Fluka, §V}'Icarsko; glycin, Aldrich, USA; hyd-
rolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko; chlorid kobaltnaty p.a.,
(§0C12.6 H,0), Lachema, CR;V chlorid véapenaty p.a., Penta,
CR; chlorové vapno, Spolana, CR; jodid draselny p.a., Lache-
ma, CR; kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovd, Aldrich, USA;
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kyselina borita p.a., Lachema, CR; kyselina nikotinovd, Lache-
ma, CR; kyselina o-fosfore¢nd, Lachema, CR; kyselina a-naf-
tylocova, Sigma, USA;

methanol HPLC grade, Merk, Némecko; methanol p.a. Pen-
ta, CR; molybdenan sodny, Lachema, CR; myo-inositol, Fluka,
Svycarsko; propylether p.a., Lachema, CR;

pyridoxin puriss., Koch-Light Laboratories, Velkd Britanie;
sacharosa ¢istd, Lachema, CR;

siran hofe¢naty p.a., Lachema, CR; siran manganaty p.a.,
Lachema, CR; siran médnaty p.a., Lachema, CR; siran zine¢-
naty (ZnSO,.7 H,0), Laghema, CR; siran Zeleznaty Cisty
(FeSO,.7 H,0), Lachema, CR; Thiamin, Koch-Light Laborato-
ries, Velka Britanie.

Biologicky materidl

Byla pouZita tkanovd kultura odvozend z kotenové Casti
kli¢ni rostliny Genista tinctoria v 3.—11. pasazi.

Kultivace tkdriové kultury

Byla pouzita tkdtiova kultura odvozena z kofenové casti
kli¢ni rostliny Genista tinctoria. Semena byla pred kultivaci
povrchové sterilizovana.

Po sterilizaci byla semena jednotlivé pfenesena do sterilnich
Erlenmayerovych banék s Zivnou pidou Murashigeho a Skoo-
ga (MS) s pridavkem agaru a riistového regulatoru 2,4-dichlor-
fenoxyoctové kyseliny v koncentraci 1,0 mg/l. Kultivace probi-
hala za normalniho svételného reZimu, tzn. 16 hodin svétlo, 8
hodin tma a pfi teploté 25 °C.

Kalus vytvoreny z kotenové ¢asti kli¢ni rostliny byl pfenesen
do sterilni Erlenmeyerovy baiiky na papirovy mustek s obsahem
MS média s piidavkem rustového reguldtoru 2,4 D o koncentra-
ci 1,0 mg/l. Za téchto podminek probihala kultivace kultury do
3. pasazZe. Od 3. pasaze byly do Zivného média pfidany ristové
regulatory a-NAA, BAP o koncentracich 0,1; 1,0; 10,0 mg/l,
2,4 D o koncentraci 0,1; 1,0 mg/ 1 a 2,4 D s pridavkem kinetinu
o koncentraci 0,1 + 0,1; 0,1 + 1,0; 1,0 + 0,1; 1,0 + 1,0 mg/L.

Po ctyfech tydnech kultivace byla stanovena hmotnost
narostlych kalusti a vyhodnoceni ristu bylo provedeno pomoci
rastového faktoru R 9.

Stanoveni obsahu flavonoidii 1

Susené vzorky kalusti byly po rozdrobnéni v tfeci misce nava-
Zeny a dvakrat extrahovany vzdy 10 ml 80% methanolu po dobu
20 minut na vodni lazni pod zpétnym chladicem. Oba extrakty
byly spojeny a doplnény na 20 ml a zbaveny chlorofylu vytfepa-
nim s petroletherem. Po filtraci byl asi 1,7 ml roztoku pieveden
pies mikrofiltr do vialek a analyzovan metodou HPLC 7.

Parametry HPLC analyzy

Chromatograf: Jasco (AS-2055 Plus, PU-2089 Plus, MD-
2015, MD-2020)

Kolona: Kolona Li ChroCART 250 x 4, sorbent Li Chros-
pher 5 um

Objem ndstriku: 20 ul

Detekce: DAD Jasco MD-2015, A = 200-650 nm, vyhodno-
ceno pii 260-266 nm

Fluorescenéni detektor Jasco MD-2020, )»ex = 340 nm,
A, =470 nm

Mobilni fdaze: faze A: methanolicky roztok kyseliny o-fosfo-
rec¢né (0,15 % m/v)

faze B: vodny roztok kyseliny o-fosforecné (0,15 % m/v)

Elucni profil: ~ 0-4 min, 50 % A a 50 % B (izokraticka
eluce)

4-13min z 50 % A v B — 100 % A (gradientova eluce)

Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin, bio-
chanin A

Priitok: 1,1 ml/min

o

VYSLEDKY A DISKUZE

Dulezitym krokem k odvozeni explantitové kultury
s vysokou produkci sekundarnich metabolitd je zajisténi
optimélnich podminek kultivace. Jedna se o sloZeni Ziv-
ného média, vliv svételného rezimu a pfitomnost rusto-
vého regulatoru v odpovidajici koncentraci, dileZitou
roli hraje i velikost explantatu. Nezbytnym ptfedpokla-
dem je také aseptickd prace.

ristovy faktor

rustové regulatory (mg/l)

Obr: 1. Rust kalusové kultury Genista tinctoria na MS médiu
s pridavkem ruznych reguldtori o ruznych koncentracich za
neustalého osvétleni

rustovy faktor

rastové regulatory (mg/l)

Obr. 2. Rust kalusové kultury Genista tinctoria na MS médiu
s pridavkem riznych reguldtorii o riznych koncentracich za
normdlniho svételného reZimu

Pfi hodnoceni ristu kalusové kultury po pfidani rsto-
vého regulatoru BAP v riznych koncentracich k MS
médiu a za riznych svételnych reziml byl nejvétsi rist
zjistén u koncentrace 10,0 mg/1 pfi nepretrzitém osvétle-
ni (R = 1,868) (obr. 1). Zaroven byla zjisténa hodnota
rastového faktoru kultury nejvyssi ze vSech testovanych
regulatord.

Pfi hodnoceni rustu kalusové kultury na MS médiu
s pfidavkem regulatoru a-NAA v rtiznych koncentracich
a za riznych svételnych rezima byl nejvetsi rast zazna-
menan pii koncentraci 1,0 mg/l za norméalniho svételné-
ho rezimu (R = 1,331) (obr. 2).

Pfi pouziti ristového regulatoru 2,4 D v riznych kon-
centracich a za riznych svételnych rezimd bylo maxi-
malniho ristu dosazeno prfi koncentraci 0,1 mg/l za nor-
malniho osvétleni (R = 1,564) (obr. 2).

Pfi pouziti kombinace rdstovych regulatord 2,4 D
s kinetinem byl nejveétsi riist zaznamenén pri koncentra-
cich 0,1 mg/l + 1,0 mg/l za normalniho svételného rezi-
mu (R =1, 356) (obr. 2).

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2007, 56, ¢. 1

23

—



Farmacie 1-07

8.2.2007 9:18 sStr. 24

o

Tab. 1. Produkce genisteinu, genistinu, daidzeinu, formonetinu a biochaninu A v kalusové kulture péstované na MS médiu
s obsahem riiznych koncentraci risstovych reguldtort a za rozdilného svételného reZimu

Rustovy regulator — genistin (%) daid (%) gen (%) form (%) bio A (%) navazka (g)
svételny rezim

0,1 mg/l a-NAA NR 0 0,01 0,3618
1,0 mg/l o-NAA NR 0 0,02 0 0,2539
10,0 mg/l a-NAA NR 0 0 0 0 0,3493
0,1 mg/l o-NAA NO 0 0,01 0 0 0 0,2093
1,0 mg/l a-NAA NO 0,01 0 0 0 0 0,1811
10,0 mg/l a-NAA NO 0 0,1 0 0 0 0,1634
0,1 mg/l o-NAA TMA 0 0,01 0 0 0 0,2254
1,0 mg/l a-NAA TMA 0 0 0 0 0 0,3393
10,0 mg/l a-NAA TMA 0 0 0 0,2276
0,1 mg/l BAP NR 0,05 0,04 0 0 0 0,1948
1,0 mg/l BAP NR 0,03 0,02 0 0 0,2535
10,0 mg/l BAP NR 0,01 0,03 0 0 0 0,3717
0,1 mg/l BAP NO 0 0,1738
1,0 mg/l BAP NO 0 0 0 0,1485
10,0 mg/l BAP NO 0 0 0 0 0,261
0,1 mg/l BAP TMA 0 0 0 0 0 0,2608
1,0 mg/l BAP TMA 0 0,1421
10,0 mg/l BAP TMA 0 0 0 0,2187
0,1 mg/l 2,4D NR 0 0,01 0 0,1958
1,0 mg/1 2,4D NR 0 0 0 0 0 0,303
0,1 mg/l 2,4D NO 0 0,02 0 0,1938
1,0 mg/1 2,4D NO 0 0 0 0 0,2647
0,1 mg/1 2,4D TMA 0 0 0 0 0 0,2208
1,0 mg/1 2,4D TMA 0 0 0 0,2107
0,1 mg/1 2,4D + 0,1 mg/l K NR 0 0,01 0 0,1728
0,1 mg/1 2,4D + 0,1K mg/l K TMA 0 0 0,1552
0,1 mg/1 2,4D + 0,1K mg/l NO 0 0,02 0 0,398
0,1 mg/1 2,4D + 1,0 mg/l K NR 0 0,01 0 0,2432
0,1 mg/1 2,4D + 1,0 mg/l K TMA 0,01 0 0,2684
0,1 mg/1 2,4D + 1,0 mg/l K NO 0,02 0,04 0 0,2761
1,0 mg/1 2,4 D + 0,1 mg/l K NR 0 0 0,1237
1,0 mg/1 2,4 D + 0,1 mg/l K TMA 0 0,01 0 0 0,1489
1,0 mg/12,4 D + 0,1 mg/l K CO 0 0 0 0 0 0,1164
1,0 mg/12,4 D + 1,0 mg/l K NR 0 0 0,1094
1,0 mg/1 2,4 D + 1,0 mg/l K TMA 0 0 0 0,1229
1,0 mg/1 2,4 D + 1,0 mg/l K NO 0,01 0 0,1544

NR - normélni svételny reZim, NO- neustalé osvétleni, TMA — neustale zatemnéni

Vliv riiznych ristovych reguldtorit na produkci
kalusové kultury

Pfi hodnoceni produkce kalusové kultury po ptidani
rustového regulatoru BAP v rdznych koncentracich
k MS médiu a za riiznych svételnych rezimi byla nej-
vétsi produkce daidzeinu zaznamendna pfi koncentraci
0,1 mg/1 pfi normalnim svételném rezimu (0,04 %) (tab.
1). Vysoka produkce genistinu nastala také pfi koncent-
raci 0,1 mg/l za normélniho svételného rezimu (0,05 %)
(tab. 1). Ostatni isoflavonoidy byly obsazeny v témér
nedetekovatelnych mnoZstvich. Stanovené mnozZstvi
genistinu a daidzeinu v kultufe péstované na MS médiu
s ptfidavkem BAP o koncentraci 0,1 mg/1 pfi normalnim
svételném rezimu bylo nejvyssi ze vSech testovanych
regulatord.

Produkce genistinu a daidzeninu byla dokonce vyssi
neZ v intaktni rostliné (tab. 1). Zde se potvrdilo pred-
chozi zjisténi Luczkiewicze, ktery také uvadi zvySenou
produkci isoflavonoidd v kalusu v porovnani s intaktni
rostlinou 7.

Ostatni sledované isoflavonoidy (formononetin, bio-
chanin A a genistein) byly pfi kultivaci kultury na MS
médiu zaznamendny jen v nepatrnych mnoZstvich. Pfi
pridani ostatnich ristovych regulatori k MS médiu byla
produkce isoflavonoidll t¢éméf nulové s vyjimkou média
s pfidavkem: 1,0 mg/l BAP a 10,0 mg/l BAP za normal-
niho svételného rezimu a 0,1 mg/1 2,4-D + 1,0 mg/1 kine-
tinu za neustalého osvétleni, kdy byla zjiSténa nepatrna
produkce genistinu a daidzeinu (tab. 1).

Pfi hodnoceni produkce kalusové kultury na MS
médiu s pfidavkem regulatoru a-NAA v riznych kon-
centracich a za rliznych svételnych reZimi vysokou pro-
dukci daidzeinu vykazovala kultura péstovana za pridani
a-NAA o koncentraci 1,0 mg/l za normalniho svételné-
ho rezimu (0,02 %) (tab. 1). Vysoka produkce genistinu
byla zaznamenéna pfi koncentraci a-NAA 1,0 mg/l pii
nepretrzitém osvétleni (0,01 %) (tab. 1). Ostatni isofla-
vonoidy byly pfi pfidani tohoto ristového regulatoru na
hranici detekovatelnosti.

Pii pouziti ristového regulatoru 2,4 D v riznych kon-
centracich a za rliznych svételnych reZiml byla pozoro-
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vana vysoka produkce daidzeinu pfi koncentraci 0,1 mg/1
za nepretrzitého osvétleni (0,02 %) (tab. 1). Ostatni iso-
flavonoidy se nepodafilo stanovit.

Pfi pouZiti kombinace ristovych reguldtorii a to 2,4 D
s kinetinem byla nejvétsi produkce daidzeinu zazname-
nana pfi koncentraci 0,1 mg/l + 1,0 mg/l za nepietrzité-
ho osvétleni (0,04 %) (tab. 1). Vysoka produkce genisti-
nu pii 0,1 mg/l + 1,0 mg/l za nepretrzitého osvétleni
(0,02 %) (tab. 1) a vysoka produkce genisteinu pfi
1,0 mg/l + 0,1 mg/1 za nepietrzitého zatemnéni (0,01 %)
(tab. 1).

Vliv svételného reZimu na rist a produkci kalusové
kultury

Vedle ristovych regulatord patii svétlo k dalezitym
faktorim ovliviiujicim intenzitu biosyntézy a akumulace
sekundérnich metabolitd v tkafiové kultufe '?.

Pokus potvrdil vyznamny vliv svételného reZimu na
rist a produkci kalusové kultury. Rist kultury za nepfte-
trzitého zatemnéni byl vyrazné mensi neZ za normélniho
svételného rezimu nebo za nepretrzitého osvétleni (obr.
1, 2, 3). Produkce kultury byla vysSi pfi nepfetrzitém
osvétleni za pouziti téchto rastovych regulatort: 2,4 D
a 2,4 D s pridavkem kinetinu, za normalniho svételného
rezimu pii pouziti regulatorti: o-NAA a BAP. Za nepre-
trzitého zatemnéni byla produkce isoflavonoidu v kalu-
sové kultufe minimalni (tab. 1). Zde se potvrdilo pred-
chozi zjisténi Luczkiewicze, ktery dosdhl nejlepsiho
ristu a nejvyssi produkce isoflavonoidtl v kalusové kul-
tufe pod nepfretrzitym osvétlenim 7.

Z péti stanovovanych isoflavonoidi byly v kalusové
kultufe prokazany Ctyfi, a to: genistin, genistein, daidze-
in a formononetin. Dostupnd literatura se o pfipadném
vyskytu formononetinu v in vitro kulture ani v intaktni
rostliné nezminuje. V intaktni rostliné se podaftilo stano-
vit daidzein, genistein a biochanin A.

Luczkiewicz porovnaval ve své studii také jiné flavo-
noidy obsaZené v rostliné a kalusové kultufe nez jiz dii-
ve zminénych 14 sloucenin, a to: apigenin-7-O-diglyko-
sid, luteolin-7-O-glykosid, luteolin, coumestrol,
isoliquiritigenin. Zjistil, Ze apigenin-7-O-diglykosid,
luteolin-7-O-glykosid a luteolin jsou obsaZeny pouze
v intaktni rostling€ Genista tinctoria. Naopak liquiritige-
nin je obsazen pouze v kalusové kultufe a coumestrol,
isoliquiritigenin se ani v rostliné ani v kalusové kulture
nevyskytuji ?. Formononetin neprokézal ani v kalusové
kultufe ani v intaktni rostliné. Divodd pomalého rastu
a nizké produkce mohlo byt nékolik.

Jednim z nich mohlo byt nevhodné zvolené médium,
na kterém kultura o¢ividné odumird. Nékteré kalusy byly
po Ctyftydenni kultivaci tmaveé hnédé a tvrdé na rozdil od
ostatnich svétle béZovych a mékkych kalust. Zde se
potvrdilo pfedchozi zjisténi Luczkiewicze, Ze rod Genis-
ta se jen obtizné kultivuje in vitro. Zjistil, Ze na MS
médiu 45 % explantatd vytvofilo krémovy az hnédy
kalus s omezenou Zivotaschopnosti, naopak vybornych
vysledii dosdhl pfi pouziti SH média 7. Vhodnéjsi by
bylo kultivovat kalusovou kulturu pravé na SH médiu.
DalSim problémem bylo stanovovani pouze hlavnich iso-
flavonoidl, s opomenutim jejich derivati ve formé

rustovy faktor

rustové regulatory (mg/l)

Obr. 3. Rust kalusové kultury Genista tinctoria na MS médiu
s pridavkem riiznych reguldtorii o riznych koncentracich za
nepretrzitého zatemnéni

monoglykosidi, diglykosidd, estert kyseliny malonové
a octové. Jak uz bylo zminéno diive, Luczkiewicz stano-
vil v kalusové kultuie 14 isoflavonoidd vcetné jejich gly-
kosida, malonatu a acetata 7.

Jednim ze zpisobi, jak by se mohla zvysit produkce
isoflavonoidi, je pouZiti suspenzni kultury nebo péstova-
ni kultury v bioreaktoru.

Luczkiewicz ve své praci zaméfené na vyhonkové kul-
tury a kultury z odvozené z kotfenového vlaseni Genista
tinctoria pouZziva specialné upraveny bublinovy bioreak-
tor. Kultury produkovaly az 38x vic daidzinu nez intakt-
ni rostlina '¥. Kultury odvozené z kofenového vlaseni
Genista tinctoria kultivované v bioreaktoru s bublino-
vym vzdu$nénim produkovaly také vyznamné mnoZstvi
isoliquiritigeninu 2%. Dal$im zpisobem zvySeni ristu
a produkce by mohla byt elicitace. Plisobeni stresu na
tkanovou kulturu miiZze vyrazné ovlivnit jeji rast i pro-
dukci.

Prace byla vypracovana za finan¢ni podpory vyzkumného
zaméru MS M0021620822.
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Vyvoj biotechnologie a primyslové chemie. Editor J. Folta. Pra-
ha, Spolecnost pro déjiny véd a techniky v edici Prace z déjin
techniky a pfirodnich véd, svazek 12, 2006, 144 s. ISSN 1801-
0040, ISBN 80-7037-156-0.

Obsah publikace je tematicky rozdélen do dvou c¢asti. Prvni:
Vyvoj modernich biotechnologii. P¥ispévek ¢eskych zemi rozdélil
autor prof. RNDr. Bohumil Sykita, DrSc. do 13 kapitol, které popi-
suji charakteristiku a zdkladni discipliny v biotechnologii, stru¢nou
historii biotechnologie od poc¢ate¢nich obdobi do roku 1865, pres éru
Pasteura, penicilinu, aminokyselin, bilkovin z jednobuné¢nych mik-
roorganizm, kultivace ZivociSnych bunék, technickych a imobilizo-
vanych enzymi a bunék, zpracovani odpadi na bioplyn, mikrobnich
polysacharidi a ethanolu do pohonnych smési k novym technologiim
monoklondlnich protilatek, genovému inZenyrstvi, bioinformatice
a k analyze lidského genomu, genové terapii a nanobiotechnologii.
Pristroje a zafizeni pro biotechnologické postupy jsou ndzorné
zastoupeny fermentory a bioreaktory a zafizenimi pro péstovani fas.
V dalsi kapitole se autor vénuje vyzkumu a vyrobé antibiotik v Ces-
kych zemich od roku 1941 do roku 1990, vyzkumu a vyrobé amino-
kyselin, jmenovité lysinu. Biosyntéza a vyroba namelovych alkaloi-
di v letech 1946-1980, resp. podil ¢eskych pracovist na feSeni této
problematiky byl mezinidrodné uznavan. Kontinudlni kultivace mik-
roorganizmi a bunék je jednou z nejvyznamnéjSich priorit biotech-
nologického vyzkumu vedouciho k objevu oscila¢ni aktivity, ktera je
vlastni kazdé bunécné populaci. Popisuji se imobilizované biokataly-
zatory (enzymy, buiiky). Vyvinuté technologie byly zhodnoceny
a zavedeny do vyroby nékterych produkti, napf. 6-amonopenicilano-
vé kyseliny. V dalSich kapitolach této Casti se popisuje Cinnost
malych biotechnologickych podnikii v Ceské republice v letech
1970-1990. Jedna se o likvidaci zemédélskych odpadi, vyrobu bak-
teridlnich hnojiv, mlécnych kultur a probiotik, pfipravu feromont,
vyuZziti explanatorovych kultur a vyrobu biologickych insekticidi.
Farmaceuticky primysl, zemédé€lstvi i potravinafstvi je i v oblasti
biotechnologii ovlivnén po roce 1990 soucasnou trzni ekonomikou.
V zavéru prvni ¢asti publikace autor analyzuje i politické a ekono-
mické problémy, na jejichZ pozadi se u nas historie biotechnologii
odvijela. V prilohdch autor zvefejiiuje informace o ideologizaci védy
v oblasti biotechnologii. Jako posledni je kapitola o vyznamu a tlo-
ze Ceskych sbirek mikroorganizmi a jejich historii. Soucasti mono-
grafie o modernim vyvoji biotechnologii je seznam 44 literarnich
citaci pouzitych v textu.

Druhou ¢ast publikace Trendy priamyslové chemie od konce 19. sto-
leti ve svété a v ¢eskych zemich autorka RNDr. Ivana Lorencova rozdé-
lila do 16 kapitol, ve kterych chronologicky popisuje vyvoj a situaci
v chemickém primyslu ve svété a v pfimé navaznosti i v ¢eskych zemich
od poloviny 19. do konce sedmdesatych let 20. stoleti. Kapitoly postupné
popisuji situaci v chemickém pramyslu do prvni svétové vélky ve svété,
prevazné v Némecku, v Anglii, ve Francii, ve Svycarsku a u nas. Najde-
me zde i chemické vyroby a vyrobce 1éCiv, zahrani¢ni i domdci. V obdo-
bi svétovych valek autorka poukazuje na militarizaci primyslové chemie,
mezi nimi na jeji stagnaci v obdobi svétové hospodaiské krize. V Cechédch
mél chemicky vyzkum perspektivni trend bez vétSiho ohledu na véle¢ny
stav ve svété. Kapitoly vénované chemickému vyzkumu a vyrobé od kon-
ce 2. svétové vélky do roku 1973 ve svét€ i u nas poskytuji mnozstvi
informaci o situaci v povalecném obdobi ve vzdjemné konfrontaci.
V poslednich kapitolach se ¢tenar sezndmi s produkty chemického pru-
myslu na konci 20. stoleti.

Tato ¢ast publikace je doplnéna 58 citacemi, které tvoii monografie,
sborniky, periodika a internetové odkazy. Jednotlivé kapitoly jsou
napsany prehledné, s moznosti konfrontovat vzdy situaci nejen mezi
jednotlivymi zemémi v zahranici, ale i s vyvojem v naSich zemich. Oce-
nuji, ze v kazdé kapitole je vzdy v ramci trendil v primyslové chemii
uveden i prispévek farmaceutického chemického vyzkumu a vyroby.

V tvodu autorka vysvétluje sviij zamér zmapovat za pouZiti pra-
menného materidlu trendy v rozvoji primyslové chemie s ohledem na
vyvoj chemie ve 20. stoleti a zasadit je do takovych souvislosti, které
by mohly byt vychodiskem pro dalsi praci v této oblasti. Piispévek se
snazi podat svédectvi o Grovni chemické védy a techniky, o souvislos-
tech vyrob s politickymi a ekonomickymi podminkami a pfipadné
zachytit podil vyznamnych jedinci, ale i velkych firem v tomto proce-
su. Jako mezniky zvolila obé svétové vilky a ropnou krizi v 70. letech,
které povazuje do jisté miry za vyznamné body ve vyvoji technologie.
Ctenati jisté usoudi, Ze tento zamér se autorce dobie vydaril.

Nova publikace v edici Prace z déjin techniky a pfirodnich véd
vhodné dopliiuje predeslé tituly a poddva ctendfim uceleny obraz
0 vyvoji vyzkumu a vyroby v oblasti pfirodnich véd, tykajiciho se bio-
technologie a oblasti primyslové chemie. Jsme radi, Ze mizeme infor-
maci spolu s recenzi této publikace zvefejnit v ¢asopise Cesk a slo-
venskd farmacie, nebof ¢tenar zde najde mnoho informaci z oblasti
farmacie. Navic je text obou Casti psdn poutavym zptisobem a srozu-
mitelné, coZ umozni jeho Cetbu, nebo studium nejen zdjemcum z fad
odborné vefejnosti, piipadné studentiim, ale i vSem, ktefi se o historii
biotechnologie a chemickych vyrob zajimaji.

P. Komdrek
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