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Primarni metabolity

slouceniny, které jsou nutné pri zdkladnich procesech,
které udrzuji rostliny pri zivote

(stavba téla a metabolismus)
nukleové kyseliny (NK)
uhlohydraty (sacharidy, polysacharidy)
bilkoviny

lipidy



Sekundarni metabolity

rostlinami produkované slouceniny, které
nejsou nezbytné pro zdakladni Zivotni funkce

- jejich biosyntéza navazuje na primarni
metabolismus a jejich vyznam neni vzdy jasny
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Funkce sekundarnich metabolitu

1. ekologicka:

chemicka ochrana proti mikroorganismim
(baktericidni dcinky, fungicidni dcinky)

chemicka ochrana proti Zivoéichim - repelentni efekt
(horka chut’, zapach, toxicita)

2. regulacni

3. produkty detoxikacniho metabolismu



Neékteré skupiny sekundarnich metabolitu
(Harborne 1993)

druh priblizny pocet
antibiotika 6 000
alkaloidy 10 000
flavonoidy 4 000
saponiny 600
monoterpeny 1 000

seskviterpeny 3 000



Vyuziti sekundarnich metabolitu

prumysl:
farmaceuticky _ _  antibiotika, cytostatika,
(25% léciv) kardiaka, diuretika

potravinarsky o
> barviva a vonné latky

kosmeticky

zemédélstvi ——  insekticidy, herbicidy



Nevyhody ziskavani sekundarnich metabolitu

z intaktnich rostlin

Ubytek rostlin na prirodnich stanovistich

zavislost obsahovych ldatek na vnéjsich podminkach (klima,
minerdlni vyziva, ozdrenost, dostupnost vody) = kolisdni
obsahu a nebezpeli znecisténi

chemickou syntézou

casto obtizné a drahé
vysledkem chemickych syntéz = smés izomerd

§

snaha o biotechnologickou produkci



Vyuziti tkanovych a bunéénych kultur
pro produkci sekundarnich metabolitu

mnoZeni rostlin - nahrazuje dbytek z prirodnich lokalit

produkce sekundarnich metabolitu in vitro

kalusy
bunééné suspenze
kultury organt

Vyhody 1. Fizené prostredi bez klimatickych vlivi
2. absence mikroorganismu a $kudcd
3. moznost selekce produktivnich linii
4. automatizace (bioreaktory) - definovana kvalita,
pokles vyrobni ceny, kontinudlni produkce



Obecna metodologie biotechnologickych postupu
pro produkci SM (ZENK 1978)

plané nebo péstované rostliny
vybér
vysoce produktivni rostliny
iniciace kultury

primarni kalus
selekce klond
stabilni produktivni klony o
optimalizace kultury
optimalni podminky
zvétseni objemu
masovad kultura v bioreaktorech



Vinca rosea, barvinek z Madagaskaru

vincristin a vinblastin kalusové linie Vinca rosea
antikancerogeny variabilita mezi liniemi



Schéma bioreaktoru
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Laboratorni bioreaktor




Prumyslovy bioreaktor

v roce 2005 nejvétsi
automaticky provzdusnovany
bioreaktor pro péstovani
rostlinnych bunék a organd
na svete

pracovni objem kazdého
tanku 20 000 | (20 tun)

celkovy objem 160 000 |
(160 tun)

Foto: Sung Ho Son
VitroSys Inc., Korea



SM produkované bunécnymi nebo orgdanovymi kulturami

alkaloid

alkaloid

ajmalicin

berberin

antihypertensivum

Catharanthus roseus

zlepseni cirkulace v mozku

antimikrobidlni

seskviterpen artemisinin antimalarikum

diterpen
alkaloid

alkaloid

glykosid

taxol

codeine,
morphine

atropin
scopolamine

digoxin
digitoxin

cytostatikum

kardiotonikum

Coptis japonica

Artemisia annua

Taxus brevifolia

Papaver somniferum

Atropa bella- donna

Digitalis lanata



Struktura paclitaxelu (taxolu) - Taxus brevifolia, T. baccata

|é€eni karcinomu vajeéniki a plic, prirodni zdroje omezené,
nelze syntetizovat chemicky - ma 10 stereocenter




Produkce paclitaxelu
u stromu, bunéénych a houbovych kultur

Materidl Specifickad biosynt. rychlost  Prim. obsah
(o/o SUéihY)
kira dosp. stromu
(100leté stromy) 4.70 x 10-° mg/g/den 0.017
Taxus plantaz
(4leté stromy) 0.34 x 10-° mg/g/den 0.005
Taxus susp. kultura 640 x 10-3 mg/|/den 0.200

Taxomyces andreanae 400 x 10-° mg/|/den -

Bunééna kultura muze produkovat paclitaxel rychleji
a mlZe tak byt cestou pro jeho produkci.



Nevyhody tkanovych a bunécnych kultur
pro produkci sekundarnich metabolitu

1. nizkéd produkce SM x vysoké naklady

2. absence SM v bunécnych kulturach (narozdil od
materskych rostlin nebyly SM u mnoha kalusovych a
bunéénych kultur zjiStény. Produkce SM zalina az
pri tvorbé korenl nebo prytu &i pri embryogenezi =
nutnost diferenciace pletiv

§

produkce SM neni zatim (az na vyjimky)
komercné Uspésna



Diuvody absence SM v bunéénych kulturach

presun prekurzord do primdrniho metabolismu

suprese nebo redukce exprese kliovych enzymi biosyntézy

nedostatek vhodnych skladovacich mist, jako sekrecni burky,
dutiny nebo vdcky, latexova pletiva nebo zlaznaté trichomy,
které se vyskytuji pouze v diferencovanych pletivech



Produkce pigmentu

Nékteré bunécné kultury akumuluji vysoké koncentrace
pigmentu

Napr. kultura Lithospermum erythrorhizon produkuje
cerveny pigment Sikonin, pouzivany v kosmetice (barveni
rtének)

Jiné bunécné kultury produkuji anthocyaniny, cervené nebo
modré flavonoidy, které mohou byt pouzity jako prirodni
barviva pro potraviny



Rozdily v produkci anthokyanu na svétle a ve tmé

Kalusy Oxalis reclinata jsou pri kultivaci na svétle zluté, ale po prenosu
do tmy zacinaji produkovat ¢ervené pigmenty anthocyaniny.



Elicitace

Urcité sekundarni metabolity, fytoalexiny, jsou akumulovdny

v rostlindch po infekci mikroorganismy.

Tyto latky maji antimikrobidlni aktivitu a tak funguji jako
chemickd ochrana rostlin.

Slouceniny podporujici tvorbu fytoalexint byly nazvany elicitory a
proces produkce fytoalexint elicitace.

elicitor ~~
rozpozndni elicitoru ™=
syntéza enzymu S
syntéza fytoalexinu

Akumulace fytoalexint mize byt indukovand rovnéz raznymi
stresovymi faktory: UV- radiace, expozice chladu nebo horka,
ethylen, fungicidy, antibiotika, soli téZzkych kovl, vysokd
koncentrace soli.



Elicitace SM v kulturach in vitro

Elicitor Druh Produkt
Phytophthora Glycine max glycollin
megasperma

houbové homogendty

Ruta gravolens

akridon. expoxidy

Phytium Catharanthus roseus |ajmaciline
aphanidermatum catharanthin
Botrytis Papaver somniferum | sanguinarin
Colletotrichum

Verticillium

Altenaria




Biokonverze

Kultury rostlinnych bunék obsahuji enzymy, které mohou
katalyzovat velky pocet reakci.

Vyhodou aplikace rostlinnych enzymi pri biosyntéze je, ze jsou
tak produkovany Cisté stereochemické latky

(a ne smési izomerid jako pri chemické syntéze).

Biokonverze - postup, pri kterém se pouzivaji bunécné kultury,
kterym se prida prekurzor a v pribéhu kultivace dojde k jeho
preméné na zddany sekundarni metabolit.
= levnéjSi nez biosyntéza SM od pocatku



Biokonverze

Pridavani prekurzoru k suspenzim (feeding a precursor), ktery
je levny a dostupny muzZe zvySit vynos sekundarnich
metaboliti. Prekursor je zpracovan stejnymi metabolickymi
drahami jako v intaktni rostliné.

Nékdy ale bunécné kultury méni prekurzor na nové slouceniny,

které se v rostliné nenachazeji.



Priklad biokonverze v bunééné kulture:

Koniferin je priddvdn k suspenzni kulture Podophyllum hexandrum a je
produkovan podophyllotoxin.

CH 2 OH Podophyiiunt hexandrium
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Coniferin Podophyllotoxin

Podophyllotoxin se pouZiva k vyrobé protirakovinnych I[ECiv.




Imobilizace bunek

upevnéni do inertniho materialu

1. aktivni = uzavirani do polymert

(alginat, agar, polyakrylamid, Zelatina)

2. pasivni = vcestovani a usazeni bunék na nosice
(polyuretan - molitan)



Vyuziti transgenoze pro tvorbu SM

pri produkci SM v korenech rostlin
indukce tvorby korinku pomoci Agrobacterium rhizogenes

Nicotiana rustica, Datura stramonium

pro zvyseni produkce pryti - vndseni genu ipt nebo pro auxiny
z Agrobacterium tumefaciens

Mentha



