
Čes. slov. Farm. 2012; 61, 267–270 267

Súhrn

Intaktné rastliny ãeºade Papaveraceae sú schopné pro-
dukovaÈ cel˘ rad benzylizochinolínov˘ch alkaloidov,
ktoré majú vyuÏitie vo farmaceutickej praxi. In vitro kul-
túry odvodené z rastlín tejto ãeºade si nezachovávajú
schopnosÈ produkcie ‰irokého spektra alkaloidov – aktív-
na je v nich iba biosyntetická dráha, vedúca
k sanguinarínu. V rámci tejto práce boli odvodené in vit-
ro kultúry z rastlín Papaver somniferum, Eschscholtzia
californica, Chelidonium majus a Macleaya cordata
a porovnaná ich schopnosÈ produkcie sanguinarínu. Naj-
niÏ‰ie mnoÏstvá sanguinarínu vyprodukovali kultúry
maku siateho (0,45–0,55 µg . g-1 ãerstvej hmoty). Kultú-
ry Eschscholtzia californica, Chelidonium majus
a Macleaya cordata produkovali navzájom porovnateºné
mnoÏstvá (18,0–22,7 µg; 20,5–26,3 µg; resp. 15,4 aÏ
20,3 µg na 1 g ã. hm.). Po elicitácii kultúr hydrolyzátom
z Botrytis cinerea bola vo v‰etk˘ch vzorkách zazname-
naná zv˘‰ená produkcia sanguinarínu. K relatívne naj-
vy‰‰iemu zv˘‰eniu produkcie do‰lo v kultúrach maku
siateho, av‰ak tieto kultúry ani po elicitácii nedosiahli
úroveÀ produkcie ostatn˘ch troch kultúr 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
sanguina rine 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 µg in 1 g of fresh
weight). Eschscholtzia californica, Chelidonium majus
and Macleaya cordata cultures produced similar
amounts of sanguinarine (18.0–22.7 µg; 20.5–26.3 µg;
15.4–20.3 µg 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 • elicitation • sanguinarine

Úvod 

Rastlinné in vitro kultúry sú povaÏované za alternatív-
ny zdroj získavania sekundárnych metabolitov, z ktor˘ch
mnohé majú uplatnenie vo farmaceutickej praxi. VyuÏi-
tie bunkov˘ch kultúr na ich produkciu má rad v˘hod:
produkcia sekundárnych metabolitov prebieha riadene,
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bez vplyvu poãasia, roãného obdobia, vylúãené sú biolo-
gické vplyvy (mikroorganizmy, hmyz, a pod.), je moÏné
selekciou dosiahnuÈ vy‰‰iu produkciu, podnietiÈ tvorbu
Ïiadaného izoméru, proces moÏno automatizovaÈ
a dosiahnuÈ kontinuálnu produkciu1–3).

Oãakávania, Ïe bude moÏné pletivové kultúry maku
siateho pouÏiÈ k produkcii morfínanov, sa nenaplnili.
Hodges a Rapoport4) síce publikovali v˘sledky, podºa
ktor˘ch v novoodvoden˘ch kalusov˘ch kultúrach dete-
govali nízke hladiny morfínu, av‰ak schopnosÈ biosynté-
zy morfínu sa po niekoºk˘ch pasáÏach r˘chlo strácala.
Facchini a Bird5) s ohºadom na iné práce povaÏujú tieto
v˘sledky za nedôveryhodné. Ich presvedãenie podporuje
experiment, v ktorom po externom pridaní (R)-retikulínu
nedo‰lo k jeho vstupu do biosyntetickej dráhy morfína-
nov. Za primárnu príãinu neschopnosti bunkov˘ch kultúr
maku produkovaÈ morfínany sa povaÏuje neprítomnosÈ
1,2-dehydroretikulínreduktázy v bunkov˘ch kultúrach,
ktorá je zodpovedná za premenu (S)-retikulínu na
(R)-retikulín6). Navy‰e sa zdá, Ïe k tvorbe morfínanov je
nutná kooperácia troch typov buniek floému: sítkovíc,
sprievodn˘ch buniek a mlieãnic7), ão je v neorga -
nizovan˘ch a dediferencovan˘ch bunkov˘ch kultúrach
nesplniteºná podmienka.

In vitro kultúry maku siateho produkujú alkaloid ben-
zofenantridínového typu, sanguinarín. SchopnosÈ produ-
kovaÈ tento alkaloid majú aj in vitro kultúry, odvodené
z in˘ch rastlín ãeºade Papaveraceae. K najznámej‰ím
úãinkom sanguinarínu patria antimikróbny a proti -
zápalov˘, pre ktoré sa pouÏíva v prípravkoch pre ústnu
hygienu. Podrobn˘ prehºad o biologick˘ch úãinkoch
sanguinarínu podáva ãlánok Zdafiilovej a spol.8).
K opatrnosti s masovej‰ím vyuÏitím sanguinarínu
v terapii viedol predpoklad, Ïe sanguinarín sa metaboli-
zuje cez toxick˘ benzo[c]akridín. Nov‰ie experimenty
v‰ak ukázali, Ïe benzo[c]akridín nie je metabolitom san-
guinarínu9). Preto sa dá oãakávaÈ, Ïe prípadné riziká
pouÏitia sanguinarínu ako lieãiva budú prehodnotené
a postupne si sanguinarín nájde ‰ir‰ie uplatnenie v praxi.
PoÏiadavku jeho prípravy vo veºk˘ch mnoÏstvách môÏe
splniÈ produkcia in vitro kultúrami rastlín.

Pokusná ãasÈ

Príprava a kultivácia suspenzn˘ch kultúr maku sia-
teho (Papaver somniferum L., cv. Lazúr), slncovky kali-
fornskej (Eschscholtzia californica Cham.). lastoviãní-
ka väã‰ieho (Chelidonium majus L.) a makovca
srdcovitého (Macleaya cordata Willd. R. Br.)

Kalusové kultúry sme odvodili zo stonkov˘ch ãastí
vyklíãen˘ch klíãencov jednotliv˘ch druhov ãeºade Papa-
veraceae. Semená sme opláchli 70% etanolom
a následne 15% roztokom prípravku Savo (po 20 min).
Po viacnásobnom opláchnutí sterilizovanou redestilova-
nou vodou sme semená umiestnili na agarovú Ïivnú
pôdu podºa Murashigeho a Skooga (MS pôda)10). Po
dosiahnutí primeranej veºkosti sme stonkovú ãasÈ klíãen-
cov narezali na cca 5 mm rezky, ktoré sme pouÏili na
odvodenie kalusu. Tvorbu kalusov sme indukovali kulti-
váciou na MS pôde obohatenej o kinetín (0,3 mg . l-1)
a kyselinu �α-naftyloctovú (2,0 mg . l-1).

Suspenzné kultúry sme pripravili z kalusov˘ch kultúr,
ktoré sme za aseptick˘ch podmienok preniesli do Ehr-
lenmayerovych baniek s 50 ml tekutej Ïivnej MS pôdy
s kinetínom a kyselinou α-naftyloctovou. Kultiváciu sme
realizovali za stáleho trepania na rotaãnej trepaãke (150
kmitov . min-1), pri teplote 24–26 °C, relatívnej vlhkosti
75–80 % a difúznom osvetlení. Po 28-dÀoch subkultivá-
cie sme jednotlivé kultúry rozdelili do troch Ehrlen-
mayerovych baniek, objem doplnili do 50 ml tekutou
Ïivnou MS pôdou s kinetínom a kyselinou α�-naftylocto-
vou a pouÏili na elicitáciu.

Príprava fungálneho elicitora
Pri príprave elicitora sme vychádzali z metodiky

McKinleya a spol.11). Mycélium Botrytis cinerea sme od
Ïivnej pôdy oddelili filtráciou na Büchnerovom lieviku.
Po pridaní dvojnásobného mnoÏstva redestilovanej vody
sme mycélium autoklávovali 20 min pri 100 kPa
a 121 °C. Následne sme mycélium oddelili filtráciou
a prepláchli redestilovanou vodou. Oddelené mycélium
sme suspendovali v 1,5-násobku objemu 0,5 M roztoku
NaCl a zhomogenizovali. Zmes sme prefiltrovali a tuh˘
podiel sme suspendovali v 3-násobnom objeme 2 M roz-
toku Tris/HCl (pH 7,5). Po opätovnej filtrácii sme mycé-
lium premyli vodou, suspendovali v 5-násobnom objeme
zmesi chloroform : metanol (1 : 1), znovu filtrovali
a resuspendovali v 5-násonom objeme hexánu. Po prefil-
trovaní sme tuhú zloÏku premyli 5-násobn˘m objemom
acetónu a rozotreli na jemn˘ prá‰ok. Ten sme suspendo-
vali v 3-násobnom objeme redestilovanej vody
a dialyzovali oproti 0,5 M kyseline octovej (16 h).
Pokraãovali sme dial˘zou oproti redestilovanej vode. Po
dial˘ze sme mycélium prefiltrovali a nechali vyschnúÈ.
Vysu‰en˘ materiál sme preniesli do 250 ml varnej banky
a zlyofilizovali.

Na 1 g lyofilizovaného mycélia sme pridali 100 ml
2 M kyseliny trifluóroctovej a inkubovali vo vodnom
kúpeli 2,5 h pri 90 °C za obãasného mie‰ania. Po hydro-
l˘ze sme mycélium prefiltrovali a filtrát sme zahustili na
vákuovej odparovaãke pri 40 °C na objem 10–15 ml
a upravili pH pomocou 1 M KOH na 7,0. Vo vzorke sme
stanovili tzv. glukózov˘ ekvivalent metódou podºa
Duboisa a spol.12).

Elicitácia suspenzn˘ch kultúr 
Na elicitáciu sme pouÏili suspenzné kultúry maku sia-

teho v 7., 14., 21. a 28. dni subkultivácie. Kultúry ostat-
n˘ch rastlín sme elicitovali v 7. a 14. dni subkultivácie.
Na elicitáciu sme pouÏili 1 ml fungálneho elicitora
s glukózov˘m ekvivalentom 24 µg . ml-1. Vzorky na sta-
novenie sanguinarínu sme odoberali v ãasoch 0, 24, 48
a 72 h od pridania elicitora. 

Stanovenie obsahu sanguinarínu
Sanguinarín sme zo vzoriek suspenzn˘ch kultúr izolo-

vali a identifikovali postupom podºa Bilkovej a spol.13).
Kvantitatívne stanovenie sanguinarínu spektrofluori -
metrickou metódou sme uskutoãnili podºa BalaÏovej
a spol.14). MnoÏstvo vyprodukovaného sanguinarínu sme
prepoãítali na 1 g ãerstvej hmoty, resp. sanguinarín uvoº-
nen˘ do prostredia sme vztiahli na 1 ml Ïivnej pôdy.
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Obr. 1. Obsah sanguinarínu v čerstvej hmote suspenzných kul-
túr maku siateho v časoch 0, 24, 48 a 72 h po pridaní elicito-
ra. Kultúry boli elicitované v 7., 14., 21. a 28. dni subkultivá-
cie (hodnoty sú priemery ± štandardné odchýlky z piatich
paralelných vzoriek).
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Obr. 2. Obsah sanguinarínu, uvoľneného suspenznými kultú-
rami maku siateho do živnej pôdy v časoch 0, 24, 48 a 72 h po
pridaní elicitora. Kultúry boli elicitované v 7., 14., 21. a 28. dni
subkultivácie (hodnoty sú priemery ± štandardné odchýlky
z piatich paralelných vzoriek).
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Obr. 3. Obsah sanguinarínu v čerstvej hmote suspenzných kul-
túr slncovky kalifornskej v časoch 0, 24, 48 a 72 h po pridaní
elicitora. Kultúry boli elicitované v 14. a 21. dni subkultivácie
(hodnoty sú priemery ± štandardné odchýlky z piatich para-
lelných vzoriek).
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Obr. 4. Obsah sanguinarínu v čerstvej hmote suspenzných kul-
túr lastovičníka väčšieho v časoch 0, 24, 48 a 72 h po pridaní
elicitora. Kultúry boli elicitované v 14. a 21. dni subkultivácie
(hodnoty sú priemery ± štandardné odchýlky z piatich para-
lelných vzoriek).
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Obr. 5. Obsah sanguinarínu v čerstvej hmote suspenzných kul-
túr makovca srdcovitého v časoch 0, 24, 48 a 72 h po pridaní
elicitora. Kultúry boli elicitované v 14. a 21. dni subkultivácie
(hodnoty sú priemery ± štandardné odchýlky z piatich para-
lelných vzoriek).

sanguinarínu v Ïivnom roztoku naznaãuje zmeny
v permeabilite membrán, ão znamená, Ïe sa konãí stacio-
nárna fáza rastu kultúr a bunky zaãínajú odumieraÈ.
Z uveden˘ch v˘sledkov vypl˘va, Ïe z hºadiska produkcie
sanguinarínu sú in vitro kultúry maku v najlep‰ej kondí-
cii okolo 14. dÀa subkultivácie a tieto kultúry aj najlep‰ie
zareagovali na elicitáciu. Z hºadiska dæÏky pôsobenia eli-
citora sme maximálnu produkciu zaznamenali po 48 h. 

PretoÏe rastové charakteristiky (potreba pasáÏovania
po cca 28 dÀoch) ostatn˘ch troch pouÏit˘ch in vitro kul-
túr sú podobné kultúram maku siateho, pouÏili sme na
elicitácie iba 14- a 21-dÀové kultúry slncovky kaliforn-
skej, lastoviãníka väã‰ieho a makovca srdcovitého. Pro-
dukãné schopnosti kultúr lastoviãníka väã‰ieho
a slncovky kalifornskej sú navzájom podobné, podobn˘
je u nich aj nárast v produkcii sanguinarínu po pridaní
elicitora (obr. 3 a 4). Produkcia sanguinarínu kultúrou
makovca srdcovitého (obr. 5) je v porovnaní s makom
siatym vy‰‰ia. Naopak, kultúry slncovky a lastoviãníka
sú v porovnaní s makovcom lep‰í producenti. Rozdiel je
v˘razn˘ predov‰etk˘m pri porovnaní elicitovan˘ch kul-
túr, kedy 14-dÀové kultúry lastoviãníka a slncovky po
48 h vyprodukovali takmer 2,5-krát viac sanguinarínu
ako kultúry makovca. V‰etky ‰tyri kultúry reagujú na eli-
citáciu lep‰ie v 14. dni subkultivácie a s v˘nimkou lasto-
viãníka je optimálnou dobou pôsobenia 48 h. V prípade
lastoviãníka sa zdá, Ïe medzi 48. a 72. h e‰te pokraãuje
zv˘‰ená produkcia sanguinarínu, av‰ak po porovnaní
hodnôt nepárov˘m Studentovym t-testom sa nárast uká-
zal ako nesignifikantn˘.

V˘sledky a diskusia

Produkciu sanguinarínu v suspenzn˘ch kultúrach
maku siateho (cv. Lazúr) sme sledovali v priebehu 28-
-dÀovej subkultivácie. Z neovplyvnen˘ch kultúr sme naj-
vy‰‰ie mnoÏstvá sanguinarínu vyizolovali zo 14-dÀov˘ch
kultúr (obr. 1). Tieto mnoÏstvá predstavujú viac ako troj-
násobok v porovnaní so 7-dÀov˘mi kultúrami. Vo vzor-
kách z 21. dÀa je uÏ naznaãen˘ pokles produkcie sangui-
narínu, ktor˘ je v˘razn˘ v 28. dni subkultivácie. V tomto
dni sme zaznamenali aj zv˘‰ené mnoÏstvo sanguinarínu,
uvoºneného do Ïivnej pôdy (obr. 2). Zv˘‰ená prítomnosÈ
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do‰lo v 14-dÀov˘ch kultúrach maku siateho –
z priemern˘ch 0,55 µg . g-1 ãerstvej hmoty v ãase 0 na
8,6 µg . g-1 v ãase 48 h. Jedná sa o vy‰e 15-násobn˘
nárast. V na‰ich predo‰l˘ch prácach13, 15) sme testovali
vplyv abiotick˘ch stresorov na kultúry maku siateho.
Pôsobením metyljazmonátu do‰lo k pribliÏne ‰tvorná-
sobnému a pôsobením síranu meìnatého sedemnásobné-
mu zv˘‰eniu produkcie sanguinarínu. Z porovnania
abiotick˘ch stresorov a elicitácie hydrolyzátom
z Botrytis cinereae vychádza biotick˘ elicitor ako efek-
tívnej‰í stimulátor produkcie sanguinarínu. Zaujímavé je
aj porovnanie produkãn˘ch schopností kultúry maku sia-
teho cv. Lazúr s kultúrami in˘ch kultivarov. Produkcia
sanguinarínu v kultúrach odrody MS-20 je porovnateºná
s odrodou Lazúr ako v kontroln˘ch, tak aj elicitovan˘ch
vzorkách14). Av‰ak kultúry odrody Gerlach bez pôsobe-
nia stresora produkujú v exponenciálnej fáze rastu san-
guinarín v rozsahu 5–7 µg . g-1 ã. hm. a po elicitácii sa
tvorba zvy‰uje na cca 38,0 ± 2,5 µg . g-1 ã. hm.16). Kulti-
var Gerlach patrí medzi nízkomorfínové odrody maku17)

a v˘razne vy‰‰ia produkcia sanguinarínu v porovnaní
s Lazúrom (vysokomorfínová odroda) naznaãuje, Ïe
enz˘mová v˘bava cv. Gerlach je prispôsobená vy‰‰ej
tvorbe benzofenantridínov na úkor morfínanov.

Napriek tomu, Ïe kultúry maku siateho po elicitácii
produkovali v˘razne vy‰‰ie mnoÏstvá sanguinarínu, pro-
dukcia nedosiahla hodnoty, ktoré ostatné testované kul-
túry vykazujú aj bez pôsobenia elicitora. Z hºadiska pers-
pektívy v˘roby a izolácie sanguinarínu sa ukazujú ako
vhodnej‰ie in vitro kultúry slncovky kalifornskej
a lastoviãníka väã‰ieho. Je zaujímavé, Ïe k˘m mak siaty
a slncovka kalifornská sú pomerne ãast˘mi objektami
v˘skumov a dá sa kon‰tatovaÈ, Ïe kompletná enzymoló-
gia tvorby benzylizochinolínov˘ch alkaloidov (ako mor-
fínanov, tak i benzofenantridínov vãítane sanguinarínu)
bola pre‰tudovaná na t˘chto dvoch rastlinách18, 19), lasto-
viãník väã‰í stojí mimo záujmu enzymológov
a rastlinn˘ch biotechnológov. Lastoviãník väã‰í bol
zatiaº pouÏit˘ iba pri ‰túdiu polyfenoloxidázy20), amino-
peptidáz21) a dipeptidylpeptidázy 22). Podobne zatiaº nie
sú dostupné Ïiadne údaje o odvodení in vitro kultúr
makovca srdcovitého a ich vyuÏití pri ‰túdiu biosyntézy
benzylizochinolínov˘ch alkaloidov. 

Stret záujmov: Ïiadny.
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