Chem. Listy 105, 367-370 (2011)

Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

VLIV CHLORIDU RTUTNATEHO NA
PRODUKCI KUMARINU V SUSPENZNI
KULTURE Angelica archangelica L.

TOMAS SIATKA®, HANA SKLENAROVA®,
MARIE KASPAROVA® a PETR SOLICH”

“ Katedra farmakognosie, * Katedra analytické chemie,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Universita Kar-
lova v Praze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
siatka@faf.cuni.cz

Doslo 28.4.10, piijato 13.5.10.

Klicova slova: Angelica archangelica, suspenzni kultura,
rust, kumariny, elicitace, rtut’, sekvenéni injek¢ni analyza

Uvod

Rostliny jsou bohatym zdrojem sekundéarnich metabo-
lith, které nachazeji Siroké uplatnéni v mediciné, potravi-
nafstvi a kosmetice. U mnoha piirodnich latek neni ekono-
micky schiidna chemicka syntéza, a musi proto byt ziska-
vany izolaci z voln€ rostoucich nebo péstovanych rostlin.
Tento zpisob ma vSak sva omezeni, jako jsou napft. sezon-
nost, zavislost na podminkach prostiedi, nebo choroby
a Skudci. Slibnou alternativu predstavuji rostlinné explan-
tatové kultury. Jednim z hlavnich problém, ktery brani
jejich 8irSimu komerénimu vyuziti, je nizka produkce
sekundarnich metaboliti kulturami in vitro'*. Existuje
mnoho faktort, jez mohou vést ke zvyseni produkce, napf.
slozeni kultiva¢niho média, typ a koncentrace rustovych
regulatorii, prekurzory, svételné podminky, teplota, imobi-
lizace, elicitace®™>.

Elicitace je intenzivné zkoumanou metodou; je zalo-
zena na faktu, ze akumulace mnoha sekundarnich latek
v rostlinach i explantatovych kulturach je soucasti jejich
obranné reakce vuci pisobeni stresovych vlivi — elicitort.
Elicitory se rozdé€luji na biotické (napf. mikroorganismy
a jejich soucasti) a abiotické (fyzikalni, napt. zafeni, nebo
chemickeé, napt. t€zké kovy). Predpokladem uspésné elici-
tace je mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru a jeho
mnozstvi®’. Pouziti soli t&zkych kovil jako elicitorti je
z biotechnologického hlediska vyhodné pro jejich defino-
vany charakter, dostupnost a snadnou préci s nimi.

Nedostatek detailnich znalosti o biosyntetickych dra-
héach a jejich regulaci zatim nedovoluje cilen€ zasahnout
do metabolismu rostlinné bunky, a proto je nutné vliv nej-
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rizngjSich faktori na produkci sekundarnich metabolitt
v explantatovych kulturach zkouSet experimentalné.
K tomu je zapotfebi citliva analytickd metoda, kterd umoz-
ni jednoduché a rychlé kvantitativni stanoveni produkova-
nych latek ve velkych sériich vzorki. Pro tento tucel je
velmi vhodna sekvenéni injek&ni analyza (SIA)®. SIA sys-
tém je tvofen jednokandlovym dvousmérmym pistovym
Cerpadlem, vicecestnym selekénim ventilem, misici civ-
kou, detektorem a pocitacem. Princip SIA spociva v tom,
ze jsou zony nosného média, vzorku a ¢inidel nejprve na-
saty do jednokanalového systému s vyuzitim selekéniho
ventilu a pistového Cerpadla a poté je pohyb pistu Cerpadla
obracen, ¢imz dojde k promiseni zo6n a dopraveni disperze
do detektoru. Doba trvani jednoho méticiho cyklu v SIA
vétsinou nepiesahuje 30 s (cit.*”).

Pro studium faktor ovliviiyjicich produkei kumarint
in vitro byla zaloZena suspenzni kultura andéliky lékaiské;
v médiu této kultury je obsazen skopoletin, buiiky obsahuji
skopoletin a skopolin'®. Cilem této prace bylo sledovéni
vlivu chloridu rtutnatého jako potencialniho elicitoru na
bunéény rust a produkci kumarintt v suspenzni kultufe
andéliky 1ékarské.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., hydrogenfosfo-
recnan sodny p.a. (oba Penta, CR); skopoletin p. (Fluka,
CR); chlorid rtutnaty p.a., methanol p.a. (oba Lachema,
CR).

Pristroje

Analytické vahy A 200S (Sartorius, Gottingen, SRN);
laboratorni odstfedivka MPW 342 (Med-Instruments, Var-
Sava, Polsko); laboratorni tfepacka KS 501 (IKA Labor-
technik, Staufen, SRN); pistova pumpa (Alitea Instru-
ments, Seattle, USA); osmicestny selekéni ventil (Vici
Valco Istruments, Brockville, USA); spektrofluorimetr FS
970 (Schoeffel Instrument Corp., Westwood, USA).

Biologicky material

K pokustiim byla pouzita suspenzni kultura odvozena
ze vzrostného vrcholu Angelica archangelica L.; kultura
byla kultivovana v tekutém zivném médiu podle Mura-
shigeho a Skooga'' (MS) s piidavkem 2 mg 1" kyseliny
2,4-dichlorfenoxyoctové a 0,4 mg I 6-benzylaminopurinu;
kultivace probihala ve tmé nebo na svétle (svételna perioda 16 h
svétlo/8 h tma) na roleru (8 ot min™'); subkultivaéni interval
byl &trnact dni'’.
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Pro sledovani vlivu rtutnatych iontd byla kultura pie-
pasédzovéana do MS médii s pfidavkem chloridu rtutnatého
v koncentraci 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 50 a 100 pmol 1! média.
Kultivace v MS médiu bez pifidavku chloridu rtutnatého
slouzila jako kontrola. Po ¢trnactidenni kultivaci byly kul-
tury sklizeny. Buniky byly oddéleny od média odsatim za
snizeného tlaku, promyty destilovanou vodou a zvazeny
pro zjisténi Cerstvé hmotnosti, poté byly ususeny za labo-
ratorni teploty a zvaZeny pro uréeni suché hmotnosti. Cer-
stva a sucha hmotnost slouzily k hodnoceni rtstu kultur.
V ususenych bunkach a v médiu byl stanoven obsah kuma-
rind. VSechny experimenty byly uskutecnény ve tfech
opakovanich. Statistické vyhodnoceni vlivu elicitoru
na suspenzni kulturu andéliky 1ékarské bylo provedeno
t-testem rozdili primért na hlading€ vyznamnosti o = 0,05.

Parametry SIA systému pro stanoveni kumarint

Stanoveni kumarinii bylo provadéno fluorimetricky
technikou sekvencni injekcni analyzy. Podminky stanove-
ni byly nasledujici: nosny proud — voda, pritokova rych-
lost 3 ml min', misici civka 1,5 ml, davkovany objem
vzorku 40 pl, davkovany objem fosfore¢nanového tlumi-
vého roztoku o koncentraci 0,066 mol I'' a pH 6 byl 100 pl
(fluorescence kumarint s ionizovatelnou fenolickou skupi-
nou zavisi na pH; pH 6 bylo zvoleno jako hodnota, kolem
niz se obvykle pohybuje pH Zivného média po kultivaci
rostlinnych bungk), excitaéni vinova délka 345 nm, emisni
vlnova délka 390 nm. Kvantifikace byla provedena meto-
dou vngjsiho standardu — kalibracni kiivky skopoletinu.
Kalibraéni kiivka byla linedrni v rozsahu koncentraci 0,1
az 7,5 mg skopoletinu I"' s korelagnim koeficientem R =
0,99992 a limitem detekce (LOD pro 3 S/N) 7 ug I'". Opa-
kovatelnost metody jako relativni smérodatna odchylka
osmi opakovani byla 1,13 %. Obsah kumarinti v médiu byl
vyjadfovan v mg skopoletinu na litr média, v buikach

Tabulka I
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v mg skopoletinu na g suSiny. Metoda umoziuje provést
asi 50 stanoveni za hodinu.

Ptiprava vzorkl

UsuSené buiiky byly po rozdrobnéni v tfeci misce
tiikrat extrahovany smési stejnych objemovych dild me-
thanolu a fosfore¢nanového tlumivého roztoku o koncen-
traci 0,066 mol 1" a pH 6 vzdy 15 min na tiepadce
(150 ot min™") pii laboratorni teploté. Ziskané vyluhy byly
spojeny, doplnény extrakéni smési na 25 ml, odstfedény
10 min pii 3000 ot min"' a pouZity pro stanoveni obsahu
kumarinti. V médiich bylo stanoveni kumarind provadéno
pfimo.

Vysledky a diskuse

Chlorid rtutnaty byl testovan jako potencidlni elicitor
produkce kumarinil v suspenzni kultuie andé€liky 1ékaiské
v rozmezi koncentraci 0,5 az 100 pmol I"". Elicitory mo-
hou negativné ovlivnit vitalitu rostlinnych bunék in vitro,
a proto byla sledovéna i toxicita chloridu rtutnatého pro
kulturu hodnocenim G¢inku na nartst biomasy na konci
¢trnactidenni kultivace. Kultury byly kultivovény ve tmé
a na svétle, protoze svételné podminky mohou mit vyrazny
vliv na rist explantdtovych kultur a tvorbu sekundarnich
metaboliti'>".

Vliv chloridu rtutnatého na rast kultury je shrnut
v tabulce I. Jeho pfidavek do média v koncentraci 0,5 az
50 umol "' neovlivnil ve srovnani s kontrolni kulturou riist
pii kultivaci ve tmé ani na svétle; koncentrace 100 pwmol I
byla pro kulturu letdlni. Tolerance ke rtutnatym iontim
zavisi na rostlinném druhu'®. Napf. v suspenzni kultuie
Sesbania drummondii vedla koncentrace chloridu rtutnaté-

ho 50 pmol 1" k redukei nartstu biomasy'’, pro suspenzni

Vliv chloridu rtutnatého na rist suspenzni kultury andéliky lékarské

Koncentrace Kultivace ve tmé&?* Kultivace na svétle *
E{gCli Iy cerstvd hmotnost [g] sucha hmotnost [mg] cerstva hmotnost [g] sucha hmotnost [mg]
pumo
0 6,25+0,14 381+8 5,25+0,15 380+ 10
0,5 6,33 £ 0,05 376 £3 5,48 +0,11 370+ 7
1 6,33 +0,23 376 +4 5,62 +0,23 372 +8
2 6,47 + 0,02 377+3 5,15+0,52 372 +4
5 6,43 +0,11 372+1 5,48 + 0,20 379+7
10 6,29+ 0,12 374 +£2 5,24+0,11 369 +£3
20 6,54+ 0,23 371+4 5,32+ 0,07 352+ 18
50 6,11 +0,24 361 +12 5,52+0,27 363+9
100 0,44 £ 0,03 362 0,53 +£0,02 41+1

*Hodnoty ptedstavuji primér + smérodatna odchylka (n = 3)
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Vliv chloridu rtutnatého na obsah kumarini v suspenzni kultufe andéliky 1ékarské

Koncentrace Kultivace ve tmé * Kultivace na svétle *

HeCl, buiiky médium buiiky médium
[umol 1] [mg g ' susiny] [mg 1] [mg g susiny] [mg 1]

0 0,51 + 0,02 1,31+0,12 0,62 + 0,01 2,75 +0,05
0,5 0,50 % 0,02 1,59 +0,10" 0,74 +0,01" 3,43 +0,02"
1 0,50 + 0,01 1,59 +0,10" 0,75 +0,02" 3,08+0,17"
2 0,49 + 0,01 1,73 £0,08" 0,66 + 0,04 3,06+0,17"
5 0,52 + 0,01 1,38 + 0,05 0,67 +0,01" 3,04 +0,14"
10 0,53 + 0,02 1,75 +0,12" 0,70 + 0,03" 2,93 +0,09"
20 0,52 + 0,01 2,23 +0,05 0,89 +0,01" 4,46 + 0,07
50 0,42 + 0,06 2,21 +0,23" 0,86 + 0,04" 428 +0,12"
100 0,12+ 0,01 0,36+ 0,01 0,15+0,01 0,50 £ 0,07

*Hodnoty pfedstavuji primér + smérodatnd odchylka (n = 3); hodnoty oznacené hvé&zdickou jsou statisticky vyznamné
vy$§i v porovnani s kontrolni kulturou bez chloridu rtutnatého (o = 0, 05)

kulturu Arachis hypogaea byla koncentrace 1000 pmol I
letalni'’.

Vysledky ptsobeni chloridu rtutnatého na produkci
kumarinti v suspenzni kultute Angelica archangelica jsou
uvedeny v tabulce II. Pti kultivaci ve tmé nedoslo ke zvy-
Seni obsahu kumarind v bunkach; v médiu mnozstvi kuma-
rini stoupalo s rostouci koncentraci rtutnatych iontl
k maximu pfi 20 pmol ' (kumariny zvy3eny o 70 % ve
srovnani s kontrolni kulturou). Pti kultivaci na svétle zvy-
Soval chlorid rtutnaty obsah kumarini v bunkach
i v médiu, nejvice v koncentraci 20 pmol I (zvy3eni
0 44 % v buiikdch a o 62 % v médiu v porovnani
s kontrolou). Podobné¢ jako v kultufe Angelica archangeli-
ca stimuloval chlorid rtutnaty produkci kumarini
v suspenzni kultufe Ipomoea batatas'’. Rozdilna reaktivita
vuci elicitoru v zavislosti na svételnych podminkach kulti-
vace byla pozorovéna napf. v suspenznich kulturdch Di-
gitalis lanata" nebo Hypericum perforatum'®.

Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze chlorid rtutnaty je vhod-
nym elicitorem pro stimulaci produkce kumarinQ
v suspenzni kultue andéliky 1ékaiské. Pro stanoveni ku-
marind byla vypracovana jednoduché a rychla fluorime-
trickd sekvenéni injek¢ni analyza, kterd bude vyuzita
v dalSich experimentech, zkoumajicich moznosti ovlivnéni
produkce kumarinii v explantatovych kulturach.

Tato prace vznikla diky financni podpore vyzkumného
zaméru MSMT CR reg. ¢. MSM 0021620822 a projektu
SVV-2011-263-004.
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of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles
University, Hradec Kralové): Effects of Mercury(Il)
Chloride on Production of Coumarins in Angelica ar-
changelica L. Cell Suspension Cultures

Elicitation is one of the methods for stimulation of
secondary metabolism in plant cell cultures. The present
study tested HgCl, solutions (0.5-100 uM) as an elicitor of
the production of coumarins in angelica cell cultures. The
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HgCl, toxicity was examined by evaluating its effect on
cell growth (characterized by fresh and dry biomass at the
end of a two-week subculture). Cultivations were per-
formed in the dark or in light. The content of coumarins
was determined fluorometrically by sequential injection
analysis. The culture growth was not adversely affected by
Hg concentrations up to 50 uM; the 100 uM concentration
was lethal, independently of light conditions. HgCl, stimu-
lated production of coumarins. In the dark, the amount of
coumarins in the medium increased with increasing Hg
concentrations up to 20 uM (the coumarin contents in the
medium increased by 70 % compared with control) while
it was not influenced in cultured cells. In light, HgCl, en-
hanced accumulation of coumarins both in the medium
and cells; the highest yields were obtained at a Hg concen-
tration of 20 uM. The content of coumarins increased by
62 % and 44 % in the medium and in cells, respectively.
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