Farmacie 3-10

19.7.2010

9:59 Str. 117 gF
10 -

Derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny
jako ucinné abiotické elicitory produkce
isoflavonoidu

TUMOVA L., TUMA J.2, DOLEZAL M.3, DANIELOVA B

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmakognosie
2Univerzita Hradec Kralové, Pedagogicka fakulta, Katedra biologie

3Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické
chemie a analyzy 1é¢iv

Doslo 14. dubna 2010 / Prijato 15. kvétna 2010

SOUHRN

Derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny jako u¢inné abiotické elicitory produkce isoflavonoidu
Genista tinctoria (Krucinka barvifskd) je rostlinou obsahujici isoflavonoidy, které se fadi
k vyznamnym estrogentim. Kultura in vitro této rostliny produkuje vice isoflavonoidii neZ mate¢na
rostlina. Cilem této prace byla snaha jeSte¢ zvySit produkci téchto latek v kalusové kultuie
pusobenim abiotickych elicitorti a to derivati pyrazinkarboxylové kyseliny. Vhodnéj$im elicitorem
pro produkci isoflavonoidl se ukazala latka A (N-(3-jod-4-methylfenyl)pyrazin-2-karboxamid),
i kdyZ naprostého maxima produkce genistinu bylo dosazeno 12hodinovym plsobenim latky B
5-terc-butyl-6-chlor-N-(3-jod-4-methylfenyl)pyrazin-2-karboxamid v koncentraci 2,33 . 10~ mol/l
(57 x oproti kontrole). Elicitaci latkou B bylo dosazeno vyrovnanéjSich vysledki ve zvysené
produkci isoflavonoidi v prafezu jednotlivych odbérovych ¢ast i koncentraci.
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SUMMARY

Pyrazinecarboxylic acid derivatives as effective abiotic elicitors of isoflavonoids production
Genista tinctoria (Dyer’s Greenweed) is a plant containing isoflavonoids, which rank among
important estrogens. The in vitro culture of this plant produces more isoflavonoids than the parent
plant. The paper aimed to even more increase the production of these substances in the callus culture
by the action of abiotic elicitors, in this case pyrazinecarboxylic acid derivatives. A more suitable
elicitor for the production of isoflavonoids proved to be substance A (N-(3-iodo-4-
methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide), even though the absolute maximum of genistin production
was achieved by a 12-hour action of substance B (5-terc-butyl-6-chloro-N-(3-iodo-4-
methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide) in a concentration of 2.33 . 107 mol/l (57 times versus
control). By means of elicitation using substance B, more balanced results were achieved in an
increased production of isoflavonoids in the cross-section of the individual withdrawal times and
concentrations.
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Uvod

Rostlinné tkanové kultury predstavuji nadéjny zdroj
latek pfirodniho ptivodu. Hlavnim problémem jejich
vyuziti je nizkd produkce vétSiny sekundarnich metabo-
litd. Jednou z metod pro zvySeni tvorby téchto latek je
elicitace, protoZe biosyntéza mnoha sekundarnich meta-
bolitidl v rostlinnych butikach je soucasti obranné reakce
vici biologickym nebo abiotickym stresovym vli-
vam ¥, Zakladnim ptredpokladem uspésné elicitace,
kterd se vyuzivd ke zvySeni produkce sekundirnich
metaboliti, je mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru,
jeho koncentrace a optimalni doby ptisobeni elicitoru na
rostlinnou kulturu in vitro ¥.

Role latek odvozenych od pyrazinu se intenzivné stu-
duje od sedmdesatych let 20. stoleti. V pfirodé se Casto
vyskytuji jako feromony, atraktanty ¢i signdlni latky.
V potravinach je najdeme jako flavoranty a fragranty —
prirodni i pfirodné identické. V posledni dobé jsou ¢asto
vyuzivany i jako soucasti parfému a v tabakovém pri-
myslu. Pyrazinové slouceniny vytvarené nékterymi dru-
hy plisni a kvasinek mohou mit i antibioticky nebo anti-
fungalni ucinek.

Vyznamné farmakologické ucinky byly zjiStény
i u syntetickych derivatd pyrazinu. Pyrazinovy kruh je
farmakoforem pfedevSim u mensich molekul, nicméné je
soucasti Siroké palety u¢innych latek. Molekulu pyrazinu
obsahuji napfiklad sulfonamidovd chemoterapeutika,
kalium Setfici diuretikum amilorid, peroralni antidiabeti-
kum glipizid a pyrazin najdeme i v hypnotiku eszopik-
lon. Od pyrazinu je odvozeno i antituberkulotikum pyra-
zinamid, konkrétné¢ amid pyrazin-2-karboxylové
kyseliny. K perspektivnim latkdm s antimykobakteril-
nim ucinkem patfi jednoduché chlorované pyrazinové
derivaty, které se chovaji jako prolécivo, tedy estery
a amidy pyrazin-2-karboxylové kyseliny ¥. Latky typu
substituovanych pyrazin-2-karboxamidt byly zkoumany
nejen pro svij potencidlni antimykobakteridlni tcinek,
ale vétSina z nich vykazovala i i¢inek herbicidni a uka-
zaly se i vhodnymi abiotickymi elicitory ©. VEtSina latek
popsanych DoleZalem a kol. inhibovala elektronovy tran-
sport pii fotosyntéze v chloroplastech S$penatu. Mira
inhibice produkce kysliku byla ovlivnéna lipofilitou
a elektronakceptorovymi vlastnostmi substituentti dané
slouceniny. Nékteré z latek redukovaly obsah chlorofylu
v Chlorella vulgaris 7.

Substituované pyrazin-2-karboxamidy byly pouZity
jako elicitory u kalusové kultury Ononis arvensis (L.),
kde se po 12 hodinové elicitaci jednou z péti testovanych
latek tohoto typu zvySila produkce flavonoidi o 900 %
oproti kontrole. Vyrazného navySeni produkce bylo
dosaZeno i po 48 a 72hodinové elicitaci a navic k urcité-
mu narastu produkce flavonoidt doslo po aplikaci vSech
testovanych latek ©.

Dalsi nové syntetizované latky typu substituovanych
pyrazin-2-karboxamidi byly pouZity k elicitaci kalusové
a suspenzni kultury Silybum marianum (L.) Gaertn.
I v tomto pfipadé doslo k vyznamnému ovlivnéni pro-
dukce sekundérnich metabolitt — flavolignana ¥.

Genista tinctoria je 10-100 cm vysoky ket nebo polo-
kef s vystoupavym nebo poléhavym kminkem. V Ceské

republice se vyskytuje roztrouSené az hojné od niZin az
po podhtii. Sbird se kvetouci nat — Genistae tinctoriae
herba, ktera ptisobi mocopudné, zvySuje chorobné snize-
ny tlak, Cisti krev a ovliviiuje metabolismus. V lidovém
1écitelstvi je pouzivana proti dn€, revmatismu a pii led-
vinovych kamenech '?.

Droga obsahuje diilezité isoflavonoidy — znamou sku-
pinu latek s estrogenni aktivitou, tzv. fytoestrogeny a chi-
nolizidinové alkaloidy (cytisin, spartein, methylcytisin,
anagyrin) ° '9. Fytoestrogeny jsou funkéné definovany
jako latky, které v sav€im organismu vykazuji estrogen-
ni aktivitu, navic jejich molekula je i strukturalné podob-
na hlavnimu savéimu estrogenu 17B-estradiolu. Mezi
prirodné se vyskytujici isoflavonoidy s estrogenni aktivi-
tou fadime predevSim aglykony daidzein (4’,7-dihydro-
xyisoflavon) a genistein (4’,5,7-trihydroxyisoflavon)
a jejich glykosidy daidzin a genistin. Dale se jedna
o aglykony biochanin A a formononetin, coZ jsou
4’-methylethery genisteinu a daidzeinu. Pro ziskavani
isoflavonoidd je dnes nejvice vyuZivana Celed Fabaceae
— napt. sdja (Glycine max) nebo jetel (Trifolium praten-
se). Dals$imi, pfedevSim potravinovymi zdroji, jsou
semena a ofechy bohaté na oleje — napf. slunec¢nicova
seminka (Helianthus spp., Asteraceae) a vla$ské otechy
(Juglans regia L., Juglandaceae). Isoflavonoidy byly
prokazany i v Celedich Iridaceae ¢i Euphorbiaceae.
Fytoestrogeny svym pisobenim v organismu zasahuji do
pribéhu mnoha typi onemocnéni od rakoviny prostaty
a prsu po ovlivnéni kardiovaskuldrnich onemocnéni.
Jsou ¢im dal castéji pouzivany pii kompenzaci meno-
pauzalnich symptomu a jako podptrna 1é¢ba pfi osteo-
poroze > '3 .1 zde se oviem objevuji pochybnosti
o jejich pfinosu. Vzhledem k jejich mozZné podpofte pro-
liferace nadorovych bunék u hormon-dependentnich
nadorovych onemocnéni je zvaZeni poméru piinosu
a rizik stale pfedmétem mnoha studii.

Luckiewicz et al. zkoumali Sest druht rodu Genista
z hlediska produkce isoflavonoidtl. Zabyvali se riznymi
metodami kultivace véetné vlivu morfogeneze na mnoz-
stvi a zastoupeni jednotlivych isoflavonoidd. Testovany
byly kultury suspenzni, kalusové, embryondlni, kofeno-
vé 1 prytové. Bylo zjisténo, Ze kultury in vitro produko-
valy zpravidla vice isoflavonoidii neZ mate¢né rostliny,
a to dokonce 6-9x. Kultury in vitro narozdil od matec-
nych rostlin neprodukovaly jednoduché flavonoidy —
luteolin a apigenin. Jejich syntéza je prokazatelné potla-
¢ena pfii in vitro podminkach, jelikoZ v regenerovanych
rostlinach byla jejich tvorba znovu obnovena. Potlacena
byla i syntéza chinolizidinovych alkaloidi. V kotfeno-
vych kulturach byl naproti tomu prokazan vysoky obsah
isoliquiritigeninu — prekurzoru isoflavonoidl — naprosto
chybéjiciho v matecnych rostlindch. Ve vsech kulturdch
byly isoflavonoidy akumulovany jako intracelularni
metabolity. Obsah isoflavonoidli byl vyrazné ovlivnén
stupném tkanové morfogeneze. Studie ukdzaly negativni
vztah mezi procesem organogeneze a akumulaci isofla-
vonoidl — aglykont i glykosidl. Naopak pozitivné mor-
fogeneze ovliviiovala tvorbu esterd genistinu. NejvySsi
obsah genistin malonatu a acetdtu byl zaznamenan v pry-
tové kulture. Skupina produkovanych isoflavonoidd byla
tvofena 14 slouceninami s jasnou dominanci genistinu.
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Z testovanych druhd byla nejvyssi produkce isoflavono-
idl potvrzena u suspenzni a kalusové kultury Genista
tinctoria. NejvhodnéjSim médiem se pak ukazalo
SH-médium  (Schenk-Hildebrandt) s pridavkem
22,6 umol* 2.4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4-D),
23,2 umol™! kinetinu a 3 % (w/v) sacharosy * ' 12,

POKUSNA CAST

PouZity rostlinny materidl

Byla pouzita kalusova kultura odvozena z kofenové
¢asti klicni rostliny Genista tinctoria v 16. az 28. pasiZzi.

Kultivace kultur in vitro a elicitace

Kalusova kultura Genista tinctoria byla kultivovana
na médiu sestaveném dle Schenka Hildebrandta '>. Jako
rustové regulatory byly pfidany: kyselina 2,4-dichlorfe-
noxyoctova v koncentraci 0,5 mg/l a kinetin v koncent-
raci 0,1 mg/l. PasdaZovani bylo provadéno v prostiedi
laminarniho boxu. Kultura rostla po dobu 30 dni pfi tep-
loté 25 °C pii normalnim svételném rezimu (16 hodin
svétlo, 8 hodin tma). Jako elicitory byly pouzity ethano-
lické roztoky latky A a B, a to ve tfech koncentracich
(obr. 1, 2):

Obr. 1. Latka A

laitka A: N-(3-jod-4-methylfenyl)pyrazin-2-karboxa-
mid)

¢,;= 100 mg/100 ml (2,95 . 10° mol/l);

¢,,= 10 mg/100 ml (2,95 . 10* mol/l)

¢,,= 1 mg/100 ml (2,95 . 10 mol/l)

Obr. 2. Latka B

latka B: (5-terc-butyl-6-chlor-N-(3-jod-4-methyl-
fenyl)pyrazin-2-karboxamid)

¢y, = 100 mg/100 ml (2,33 . 10~ mol/l);

¢y, = 10 mg/100 ml (2,33 . 10 mol/l)

gy = 1 mg/100 ml (2,33 . 10~ mol/l)

Pro kazdou koncentraci latky A i B bylo pouzito vzdy

36 banék, které byly rozdéleny do Sesti skupin dle Casi
elicitace. Byl aplikovan vzdy lml roztoku dané latky
v dané koncentraci ke kalusové kultute. Kultura byla po
aplikaci elicitoru udrZovéna za stejnych podminek jako
pri kultivaci. Vzorky byly odebirany po 6, 12, 24, 48, 72
a 168 hodinach po aplikaci elicitoru. Po dané dobé¢ elici-
tace byly kalusy vyjmuty z banék a usuSeny na filtracnim
papife pfi laboratorni teploté. UsuSené vzorky byly
nasledné upraskovany a pouzity ke stanoveni obsahu iso-
flavonoidi. Jako kontrola slouZila kalusova kultura bez
pridavku elicitoru. Bylo sledovano i vylucovani metabo-
lith do Zivného média. Médium bylo odebirdno vzdy
spole¢né s kalusem ve zminénych odbérovych casech.
Odebrané médium bylo odpateno a dile byl v odparku
stanoven obsah isoflavonoidd.

Stanoveni obsahu isoflavonoidii *>

Pfiblizné 0,100 g usuSeného a upraSkovaného kalusu
bylo extrahovano s 10 ml 80% methanolu na vodni 1azni
pod zpétnym chladi¢em 20-30 minut. Po ochlazeni se
vyluh zfiltroval pres chomacek vaty. Extrakce byla opa-
kovéna jesté jednou za stejnych podminek. Ziskané vylu-
hy se spojily a doplnily na objem 25 ml. Vytfepanim
v 10 ml petroletheru byl extrakt zbaven tuki a chlorofy-
lu. Priblizné 2 ml vyluhu byly pfefiltrovany pfes mikro-
filtr do oznacenych vialek a analyzovany pomoci metody
HPLC.

Vzorky média byly nejprve odpafeny na vodni lazni
do sucha a poté vysuSeny v suSarné pii 105 °C. SuSina
byla rozpusténa v 5 ml methanolu, vznikly roztok zfilt-
rovan pres mikrofiltr a mnoZstvi o objemu pfibliZzné
1,7 ml bylo prevedeno do vialek. Poté byly vzorky ana-
lyzovany pomoci HPLC.

Parametry HPLC analyzy

Chromatograf: sestava Jasco; cerpadlo: PU-2089;
autosampler: AS-2055; kolona: Li Chrospher RP —
18 250 x 4, sorbent Li Chrospher 5 um; predkolonovy
filtr, ochrannd predklonka; objem nastfiku: 20 ul; detek-
ce: DAD MD - 2015, A = 190-450 nm, vyhodnoceno pfi
A = 260 nm; mobilni fize: methanolicky roztok 0,15%
kyseliny fosforecné; elucni profil: 0-9 min., gradientova
eluce, z t = 0 min, 30% methanol na t = 9 min, 80% met-
hanol, 9—15 min, isokraticka eluce, 80% methanol.

Standardy: genistin, genistein, daidzein, formonone-
tin, biochanin A; pratoky: 1,1 ml/min.

VYSLEDKY A DISKUZE

Elicitace je jednou z metod vhodnych k ovlivnéni pro-
dukce sekundarnich latek v kulturdch in vitro '9. Jednim
ze zékladnich pfedpokladl Gispésné elicitace, kterd pove-
de k pozadovanému zvySeni produkce sekundarnich
latek, je nalezeni vhodného elicitoru, jeho koncentrace
a optimalni doby puisobeni elicitoru na rostlinnou kultu-
ru in vitro 'V
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Tab. 1. Obsah jednotlivych isoflavonoidi (%) v kalusové kulture Genista tinctoria po elicitaci latkou A o riizné koncentraci

v zdvislosti na dobé odbéru

Koncentrace Hodina odbéru Obsah genistinu  Obsah daidzeinu Obsah genisteinu Obsah Obsah biochaninu
elicitoru (mg/1) (%) (%) (%) formononetinu (%) A (%)
6 0,59 0,00 0,05 0,00 0,00
12 1,39 0,00 0,08 0,00 0,00
24 0,22 0,00 0,04 0,00 0,00
Cai 48 0,21 0,01 0,47 0,01 0,00
72 041 0,00 0,07 0,01 0,00
168 0,11 0,00 0,06 0,00 0,00
k 0,05 0,01 0,00 0,00 0,00
6 1,65 0,00 0,03 0,00 0,00
12 0,86 0,00 0,03 0,00 0,00
24 0,52 0,00 0,01 0,00 0,00
Cas 48 1,18 0,01 0,06 0,00 0,00
72 0,58 0,00 0,04 0,00 0,00
168 0,50 0,05 0,17 0,00 0,00
k 0,05 0,01 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
12 0,11 0,01 0,00 0,01 0,00
24 043 0,02 0,02 0,01 0,00
Cus 48 0,46 0,01 0,00 0,01 0,00
72 0,08 0,07 0,05 0,02 0,00
168 0,16 0,05 0,06 0,00 0,00
k 0,05 0,01 0,00 0,00 0,00

k — kontrola

Cilem nasi prace bylo provéfit potencidl nové nasyn-
tetizovanych latek typu substituovanych pyrazin-2-kar-
boxamidd jako elicitorti u kalusové kultury Genista tin-
ctoria.

Po aplikaci latky A v koncentraci ¢, doslo v kalusové
kultufe Genista tinctoria kK vysokym narGstim obsahu
genistinu. Po 6hodinovém pidsobeni byl zaznamenan
dvandactindsobny narast oproti kontrole a po 12hodino-
vém pusobeni dokonce zvySeni obsahu genistinu 28x
oproti kontrole. Po 24, 48, 72, 168 hodinach byla pro-
dukce genistinu také zvySena a to minimdlné o 120 %
(po 168 hodinach). Obsah daidzeinu ve vétsiné vzorka
poklesl oproti kontrole, jen po 48 hodinové elicitaci byl
jeho obsah na urovni kontroly. Elicitovana kultura tvofi-
la od 0,04 % (6 hod.) do 0,47 % (48 hod.) genisteinu. Byl
detekovan i formononetin (0,01 %) a to v Case 48 a 72
hodin elicitace. V kontrolnim vzorku byl pod detekova-
telnou hranici. Biochanin A po elicitaci prokazan nebyl
stejné jako v kontrolnim vzorku (tab. 1).

Jak vyplyva z tabulky 1 po aplikaci latky A o koncent-
raci ¢,, doslo k jeSt€ vyznamnéjSimu navySeni obsahu
genistinu. Maximalni zvySeni jeho produkce latkou
A bylo dosaZeno po 6 hodinéch elicitace, a to 33x proti
kontrole. V ostatnich odbérovych casech byla jeho pro-
dukce zvySena také velmi vyrazné. Minimalni navySeni
dosahovalo 900 % proti kontrole a bylo zaznamenano po
168 hodindch putsobeni elicitoru. Obsah daidzeinu
(0,01 %), ktery byl v kontrolnim vzorku zaznamendn,
byl navySen po 168 hodinové elicitaci pétinasobné.
V ostatnich odbérovych ¢asech ovSem jeho mnoZstvi
bud bylo stejné jako ve vzorku kontrolnim, nebo kleslo
pod detekovatelnou mez. I po aplikaci koncentrace c,,
doslo k navySeni tvorby genisteinu, i kdyZ ne tak vyraz-
né jako po aplikaci latky A o koncentraci c,,. Zde bylo

maximum produkce dosazeno aZ po 168 hodinach ptso-
beni elicitoru a obsahem genisteinu 0,17 %. Formonone-
tin ani biochanin A detekovany nebyly.

Navyseni syntézy isoflavonoidi bylo dosazZeno
i pisobenim latky A o koncentraci ¢, ,, ovSem u genis-
tinu a genisteinu bylo o néco mensi neZ u koncentra-
ci predchozich. NejvySsi nariist genistinu byl zazna-
menan po 48hodinové elicitaci, a to 9x a u genisteinu
byl zaznamenan maximdalni obsah 0,06 % po 168
hodinach. Naopak tato koncentrace stimulovala 1épe
syntézu daidzeinu a formononetinu. Po 72 hodinach
elicitace byla navySena produkce daidzeinu 6X oproti
kontrole. Jeho obsah byl vys$si i u kalusi elicitova-
nych 24 a 168 hodin. Ve zbylych odbérovych casech
byl jeho obsah nedetekovatelny stejné jako v pfipadé
kontroly. Obsah formononetinu byl detekovatelny po
12, 24, 48 a 72 hodinach, pfi¢emz v poslednim uve-
deném case dosahl maxima, a to 0,02 %. Biochanin
A nebyl detekovan ani po aplikaci této koncentrace
(tab. 1).

Po aplikaci latky B v koncentraci ¢, doSlo po
12hodinovém pulsobeni elicitoru k vibec nejvySSimu
navySeni produkce genistinu. Jeho obsah byl zvySen
57x oproti kontrole. Vysokého obsahu genistinu bylo
dosazeno i po 24hodinovém puisobeni elicitoru, kde byl
jeho obsah zvySen 14x, ovS§em v ostatnich ¢asech byl
obsah genistinu bud zvySen jen nevyrazné, nebo na-
opak sniZen oproti kontrole. Po 12 a 24 hodinach elici-
tace byl ve vzorku prokdzan i obsah daidzeinu (na trov-
ni kontroly), genisteinu (navySeni oproti kontrole)
a formononetinu (navySeni oproti kontrole). Ve zbylych
vzorcich nebyly daidzein, genistein ani formononetin
detekovatelné. Biochanin A nebyl detekovan v Zadném
ze vzorku (tab. 2).
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Tab. 2. Obsah jednotlivych isoflavonoidii (%) v kalusové kulture Genista tinctoria po elicitact latkou B o riizné koncentract

v zdvislosti na dobé odbéru

Koncentrace Hodina odbéru Obsah genistinu  Obsah daidzeinu Obsah genisteinu Obsah Obsah biochaninu
elicitoru (mg/l) (%) (%) (%) formononetinu (%) A (%)
6 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
12 2,87 0,01 0,03 0,01 0,00
c 24 0,72 0,01 0,03 0,01 0,00
st 48 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
168 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00
k 0,05 0,01 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00
12 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
24 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00
Cy, 48 0,02 0,01 0,00 0,00 0,00
72 0,02 0,02 0,00 0,01 0,00
168 0,07 0,03 0,00 0,11 0,00
k 0,05 0,01 0,00 0,00 0,00
6 0,04 0,00 0,00 0,01 0,00
12 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00
24 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
Cps 48 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
168 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
k 0,05 0,01 0,00 0,00 0,00

k — kontrola

Po aplikaci latky B o koncentraci c, doslo k vyraz-
n¢jSimu navysSeni produkce pouze u daidzeinu po
168hodinové elicitaci, a to o 200 %. V tomto piipadé
bylo také zjiSténo navySeni produkce genisteinu, ale pou-
ze 0 40 %, a obsah formononetinu dosahl 0,11 %, pfi-
¢emz v kontrole nebyl detekovatelny. V ostatnich odbé-
rovych Casech byla produkce isoflavonoidi bud na
urovni kontroly, nebo sniZena (tab. 2).

Pasobenim elicitoru o koncentraci ¢, bylo dosazeno
obecné sniZeni tvorby isoflavonoidd. Jedinymi dvéma
vyjimkami je navySeni obsahu daidzeinu po 168 hodi-
nach plisobeni elicitoru a detekovatelny obsah formono-
netinu po 6 a 12 hodinéach. Jinak ve vétsiné vzorka byl
obsah isoflavonoidil pod detekovatelnou mezi (tab. 2).

Vyhodnéj$im elicitorem pro produkci isoflavonoidi
se ukdzala byt latka A, protoZe bylo dosazeno vyrovna-
néjsich vysledkt (zvysené tvorby isoflavonoidi) v prife-
zu jednotlivych odbérovych casd i koncentraci.
Naprostého maxima produkce genistinu (57 nasobného)
vsak bylo dosazeno 12hodinovym ptsobenim latky B
v koncentraci ¢, oproti kontrole.

Bylo sledovano i vylucovani isoflavonoidil do Zivného
média. V Zadném z testovanych vzorkd nebyla prokaza-
na detekovatelna hladina isoflavonoida.

Latky typu pyrazin-2-karboxamidd byly jako poten-
cidlni elicitory popsany i Dolezalem a kol. ® u kalusové
kultury Ononis arvensis. Testovano bylo celkem pét
latek typu substituovanych pyrazin—2—karboxamidu.
Nejvyssiho zvySeni produkce flavonoidi bylo dosaZeno
aplikaci 6-chlor-N-(3-jod-4-methylfenyl)pyrazin-2-kar-
boxamidu. Po 12hodinovém putisobeni na tkanovou kul-
turu Ononis arvensis bylo dosaZeno navySeni produkce
flavonoidi v tkatiové kulture o 900 %. Vysoky obsah fla-
vonoidl byl zjistén i po 48 a 72hodinovém pisobeni stej-

né latky. I u ostatnich testovanych latek byl obsah navy-
Sen, 1 kdyz ne tak vyrazné.

Zvysena produkce flavonoidl v kalusové kultuie Ono-
nis arvensis a flavolignant v kalusové kultute Silybum
marianum po elicitaci latkami typu substituovanych ami-
di pyrazinkarboxylovych kyselin testovala i Timova
a kol. ™. Jako elicitory byly testovany N-(3-jod-4-met-
hylfenyl)pyrazin-2-karboxamid a 5-terc-butyl-N-(3-jod-
4-methylfenyl)pyrazin-2-karboxamid. U kultury Ononis
arvensis byla testovana pouze prvni z uvedenych latek
a produkci flavonoidd zvySovala jen minimalné nebo
viibec. Nejvyssi produkce flavonoidt bylo dosazeno po
168hodinové elicitaci u této kultury, a to o 88 %. Pfi eli-
citaci kalusové kultury Silybum marianum obéma latka-
mi byl zaznamenan jen niZ§i nardst produkce flavoligna-
nl. Za pouziti N-(3-jod-4-methylfenyl)pyrazin-2-karbo-
xamidu se nejvyssi tvorby silychristinu podafilo doséah-
nout po 6hodinové elicitaci, kdy jeho obsah byl dvojna-
sobny oproti kontrole. Sestihodinovou elicitaci 5-terc-
-butyl-N-(3-jod-4-methylfenyl)pyrazin-2-karboxamidem
bylo dosaZeno jedendctindsobného navySeni obsahu sily-
christinu oproti kontrole, coZ bylo celkové nejvyssi
navySeni. ZvySend tvorba flavolignan byla zjiSténa i pfi
elicitaci kalusové a suspenzni kultury
Silybum marianum latkami typu ferc-butyl-N-(3-methyl-
fenyl)pyrazin-2-karboxamidu a 5-terc-butyl-6-chlor-N-
-(5-brom-2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidu ®.
Maximalni produkce flavolignanti se podatilo dosdhnout
72hodinovou elicitaci suspenzni kultury 5-terc-butyl-N-
-(3-methylfenyl)pyrazin-2-karboxamidem o koncentraci
3,71 . 107 mol. I', pfi¢emZ bylo dosazeno navyseni pro-
dukce 0 893 % oproti kontrolnimu vzorku. Po 24hodino-
vé elicitaci kalusové kultury 5-terc-butyl-6-chlor-N-(5-
-brom-2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidem o kon-
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centraci 2,59. 10* mol . 1" byl dokonce zaznamenan
nartst produkce flavolignant o 1039 %. Z dostupné lite-
ratury vyplyva, Ze se jako elicitory velmi dobfe uplatiiu-
ji zvlasté jodované derivaty pyrazin-2-karboxamida.
Potvrzuje to ve své préci i Dolezal a kol. ®. Ackoliv eli-
citaci tkanové kultury Ononis arvensis nebylo dosazeno
aplikaci jodovanych pyrazin-2-karboxamidti vyrazného
navyseni produkce flavonoidtl (pouze o 88 %), u tkano-
vé kultury Silybum marianum se podaftilo aplikaci téchto
latek dosahnout zna¢ného navyseni produkce sekundér-
nich metaboliti'®. Z tohoto hlediska se zda byt potencial
téchto jod-derivati velmi nadéjny.

Préce byla vypracovéna za finan¢ni podpory Vyzkumného zdméru
MSM 0021620822.
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