Rostliny in vitro —
tovarny na léciva?

Pavel Klouéek, Premysl Landa,

Sekundarni metabolity

Vétsina uhliku je v rostlinach vazana
v produktech primarniho metabolismu,
jako jsou sacharidy, bilkoviny, tuky atd.
Kromé téch vsak rostliny vytvareji jesté
dalsi slouceniny — sekundarni metabolity.
Jejich chemicka rozmanitost je ohromujici
a my z nich dosud zname pouze nepatrné
procento. Do dnes$ni doby byla z tohoto
hlediska chemicky prozkoumana asi 4 %
rostlinnych druht a z nich izolovano vice
nez 100 000 latek, pricemz kazdy rok pfi-
byva asi 4 000 dalsich. Pro rostliny jsou
tyto latky dulezité zejména pii adaptaci na
podminky vnéjsiho prostiedi. Diky vlast-
nostem sekundarnich metabolitt byly urci-
té rostliny pro lidstvo odedavna zdrojem
1éciv, aromatickych latek, ochucovadel,
barviv a mnoha dalSich produktii, pro n€z
Clovék nachazel a stale nachazi nova uplat-
néni.

Hledani novych cest

Uz v ranych dobach rozkvétu farmaceu-
tického primyslu si velké spolecnosti naji-
maly $pickové etnobotaniky a farmako-
gnosty (hledace novych lécCivych latek),
ktefi se na svych dobrodruznych expedi-
cich do vSech kouti svéta snazili pro dobro
lidstva (a své firmy) nalézt nové ucinné
latky a zejména jejich zdroje. Za doby kolo-
nidlnich mocnosti (a i poté) se nékteré pro-
dukty rostlinného ptvodu stavaly dulezi-
tym tézitkem na misce vah ekonomického
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,Kdysi vse zelené, co z pidy vyrazilo,
vytecnou bylinou pro nase otce bylo.“
(R. Kipling)

(obchod s kofenim) i vojenského soupere-
ni. Béhem druhé svétové valky, kdy japon-
ské a némecké armady mély pod kontrolou
90 % svétovych zasob chininu a vSechny
vyznamné oblasti jeho produkce, onemoc-
nélo malarii pres 600 000 americkych voja-
ku. Synteticka pfiprava chininu byla slozita
a pro vyrobu ve velkém prili§ nakladna.
Nastupujici synteticka 1écCiva, i kdyZz nako-
nec zachranila situaci, méla v té dobé proti
chininu fadu nevyhod. Tento pfiklad nasti-
fluje dilezitost objevovani, poznavani a zis-
kavani novych zdroja 1é¢iv a dalSich latek
pochazejicich z fiSe rostlin.

Jeden z nejcastéjsich modeld pouziva-
nych pfi patrani po novych latkach a jejich
zdrojich vypada ve zkratce asi takto: Vse
zacina shromazdovanim a studiem informa-
ci o rostlinich pouzivanych v ruznych tra-
di¢nich systémech tedy etnobotanic-
kym prizkumem. U perspektivnich rostlin
s pozadovanym ucinkem nasleduje ovéreni
jejich mozného vyuziti, izolace a identifi-
kace aktivnich latek. Pokud latka projde
sitem celé fady testi (od predbéznych
screeningovych az po klinické studie), na-
sleduje dalsi krok, a tim je zajiSténi produk-
ce takového mnozstvi latky, které by za
racionalnich ekonomickych podminek po-
krylo poptavku. V pripadé, ze dana rostlina
vytvari kyzenou latku v dostate¢cném mnoz-
stvi a zaroven lze zajistit obnovitelny zdroj
rostlinného materialu, vétsinou jiz nic ne-
brani na cesté k vyuziti této latky. Jestlize
ale neni mozno z néjakého davodu splnit
nékterou z téchto podminek, cely vyzkum
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se musi vratit o n€kolik krokt zpét a snazit
se nalézt alternativni cesty.

K tém patfi napf. hledani jiného druhu
produkujiciho stejnou latku, chemicka syn-
téza a v posledni dobé také ¢im dal castéji
snaha o produkci latek in vitro, tzn. za tize-
nych podminek v laboratornim prostredi
pomoci bunécnych a organovych kultur.
Ty jsou jiz delsi dobu povazovany za velmi
nadé€jnou metodu produkce sekundarnich
metabolitt. Pivodné tomu tak ovSem ne-
bylo. Nejprve prevazoval nazor, Ze struk-
turné nediferencované buiiky, jako kaluso-
vé nebo suspenzni kultury, nejsou schopny
produkovat zadné sekundarni metabolity.
Koncem 50. let minulého stoleti se zacaly
ve védeckém tisku mnozit zpravy, které
tuto teorii popiraly. V nasledujicich letech
bylo u né¢kolika kultur dosazeno pomérné
vysokych vynosu urcitych latek, coz vzbu-
dilo velké ocekavani, které se vsak nakonec
tak uplné nenaplnilo. V té dobé se také se
stfidavymi vysledky uskute¢nilo mnoho
zajimavych prikopnickych pokust o ko-
mercni vyuziti téchto metod. Japonska
firma Japan Tobacco Inc. dokonce zkouSe-
la péstovat bunky tabaku jako surovinu pro
vyrobu cigaret.

Jedna z nejvyssich produkci byla zazna-
menana u suspenzni kultury kamejky rudo-
korenné (Lithospermum erythrorbizon),
kde antimikrobialni latka shikonin tvorila
12,4 % suSiny, coz je pfiblizné 10X vice, nez
obsahuji intaktni rostliny. Tento pfipad je
vsak bohuzel spiSe vyjimka potvrzujici pra-
vidlo. Hlavni prekazkou komercniho vyuzi-
ti je totiz ve vétsiné pripada nizka produk-
ce zadané latky a s tim spojena financni
nerentabilita. Uvadi se, Ze cena za 1 kg pro-
duktu musi dosahovat alespon 1 000 USD,

Vievo kotenovd kultura Zensenu (Panax gin-
seng). Z nékolika desitek gramii korenit péstova-
nych in vitro bylo za dva mésice ziskino stejné
mnoZstvi déinnych ldtek, jaké nahromadi jedna
rostlina za 8 let & Experimentdlni bioreaktor
(Lambda Labomtory Instruments, objem 4,5 )
na pracovist. Ustavu organické chemie a bio-
chemie AV CR slouzt ke kultivaci bunéimyjch
a orgdnovyjch kultur za tizemjch podminek
(pH, teplota, provzdusnéni) v lkultivatnim
médiu, vpravo
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Tab. Vybrané rostlinné produkty pouzZivané ve farmacii a jejich orientacni ceny

Litka Ucinek Rostlinny druh Cena (USD za kg)
Chinin antimalaricky Cinchona ledgeriana 500
Berberin stfevni choroby Coptis japonica 3 250
Shikonin antibakterialni Lithospermum erythrorbizon 4500
Ajmalicin antihypertenzivum Catbarantus roseus 37 000
Elipticin protirakovinny Orchrosia elliptica 240 000
Morfin sedativum Papaver somniferum 340 000
Kamptotecin  protirakovinny Camptotheca acuminata 432 000
Paclitaxel protirakovinny Taxus brevifolia 600 000
Vinblastin protirakovinny Catbarantus roseus 1 000 000
Vinkristin protirakovinny Catbarantus roseus 2 000 000

aby se produkce in vitro vyplatila. Tuto
hranici nékteré latky presahuji i o n€kolik
rfadu (viz tab.). Prikladem muze byt alka-
loid vinkristin, izolovany z druhu katarant
razovy (Catharantus roseus, diive Vinca
rosea), pouzivany pri lécbé leukémie a dal-
Sich forem rakoviny, jehoZ cena je asi
2 000 000 USD/kg. Diky vysoké poptavce
po téchto latkach se do popredi zajmu bio-
technologt dostavaji vybrané perspektivni
druhy rostlin. Pro prumyslové vyuziti pfi-
padaji v tivahu dva typy kultur: suspenzni
a organové.

Suspenzni kultury

Jsou inspirovany mikrobialnimi kultura-
mi vyuzivanymi pro produkci klasickych
antibiotik a maji s nimi i hodné spole¢né-
ho. Videdlnim pripadé by mélo jit o jednot-
livé bunky nebo malé shluky, strukturné
nediferencované, volné€ se vznasejici v Ziv-
ném médiu. Toho lze dosahnout vhodnym
slozenim média a kombinaci fytohormont.
Slozeni péstebniho média zavisi na druhu
rostliny. Obecné€ plati, ze makroelementy
(N, P, K, Ca, Mg a S) jsou v 1 1 média pri-
tomny v milimolarnich koncentracich, za-

Zensen (Panax ginseng) je jednon z nejintenziv-
néji zkoumanych rostlin. Jeho koreny predsta-
vuji cennou surovinu pro kosmeticky, farma-
ceuticky a potravindisky priimysl. Jihokorejskd
spolecnost CBN Biotech je zatim pravdépodob-
né jedind na svété, kterd koreny Zensenu
komeréné produkuje pomoci nejmodernéjsich
technologii v bioreaktorech
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timco mikroelementy (Fe, Mn, Zn, B, Cu,
Mo a Co) pouze v mikromolarnich. Nezbyt-
nou soucasti je zdroj uhliku (vétSinou ve
formé sachar6zy), protoze bunécné kultu-
ry vétsinou nefotosyntetizuji. Dalsi slozky
ovliviiyjici kvalitu média jsou vitaminy a ami-
nokyseliny. Koncentrace a pomér mezi fy-
tohormony auxiny a cytokininy ma vyrazny
vliv na procesy v bunce a hraje v médiu
velmi vyznamnou roli. Dilezité je také pH
média, ¢asto se pohybuje okolo 5,7.

Rostlinné suspenzni kultury vSak maji
proti mikrobialnim bunkam urcité nevyho-
dy. Generacni doba rostlinnych bunék se
na rozdil od mikrobialnich neméfi na minu-
ty ¢i hodiny, ale na dny — jeden kultivacni
cyklus trva pramérné dva az tfi tydny. Jsou
také mnohem nachyln€jsi na mechanické
poskozeni, coz Cini problémy pri velko-
objemové kultivaci. Pokud se vSak podari
nalézt vhodny a technicky uskutecnitelny
systém pro kultivaci ve velkoobjemovych
fermentorech a je splnéna nezbytna pod-
minka ekonomické rentability, muze se
takovy pripad zaradit mezi ty, které se
uplatnily v pramyslovém vyuziti. Téch vSak
dosud mnoho neni.

Jednim z prvnich a nejuspésnéjsich je jiz
zminéna produkce shikoninu suspenzni
kulturou kamejky rudokorenné (vytéznost
latky 4g/l1 média), kterou zahajila v 70. le-
tech japonska spolecnost Mitsui Petroche-
mical Industry. Ta se pokousela i o produk-
ci berberinu (alkaloid s antimikrobidlni
aktivitou) suspenzni kulturou Coptis japo-
nica (3,5 g/l média). Jina japonska firma,
Nitto Denko, produkovala biomasu Zense-
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nu ve fermentorech o objemu 20 m? jako
surovinu pro vyrobu potravnich doplnki.
Dalsimi pokusy byly produkce antioxidac-
nich latek ubichinon-10 (koenzym Q10)
a kyseliny rozmarynové. Vsechny latky
vznikaly v letech 1976-1986.

V soucasnosti se pro komercni produkci
vyuzivaji pouze suspenzni kultury vySe
zminované kamejky rudokorfenné a nékte-
rych druhu tisu (Zaxus spp.) pro vyrobu
protirakovinné latky taxol. Proc¢, kdyz exis-
tuje cela rfada praci informujicich o produk-
ci cennych latek v podminkach in vitro?
Odpovédi musime hledat pfimo v rostli-
nach. Syntéza rostlinnych sekundarnich
metabolitl je totiz oproti ZivociSnym nebo
mikrobialnim komplexnéjsi a zajiSténi vhod-
nych podminek pro produkci tudiz kompli-
kovanéjsi. S tim souvisi ekonomicka naroc-
nost vyroby. Pofizovaci i provozni naklady
reaktort pro kultivaci rostlinnych bunék
nebo organt jsou velmi vysoké.

Organové kultury

U organovych kultur se vyuziva faktu, ze
strukturné diferencované rostlinné bunky
maji vétsi schopnost syntézy sekundarnich
metaboliti nez bunky nediferencované.
Jde tedy o kultivaci celych rostlin nebo
jejich casti. Z organovych kultur se dostava
nejveétsi pozornosti kulturam korenovym,
a to hlavné transformovanym (tzv. hairy
roots). Bakterie Agrobacterium rhizoge-
nes, puvodce choroby zvané hairy-root
disease, zpusobuje u citlivych druha dvou-
déloznych rostlin nekontrolovatelny rust
korenti. Mechanismus je velmi podobny
jako u znaméjsiho druhu A. tumefaciens.
Oba druhy bakterii zptsobuji vyvoj abnor-
malniho typu pletiva pomoci zaclenéni
¢asti genomu do hostitelské DNA. V pod-
minkach in vitro lze tyto transformované
kofeny pomérné snadno odvodit a samo-
statn€ kultivovat. Vyznacuji se rychlym rus-
tem, bohatym vétvenim a intenzivni tvor-
bou korenovych vlaski. Jejich vyhodou je
geneticka stabilita (na rozdil od suspenz-
nich kultur) a vysoka biosynteticka kapaci-
ta, ve které mnohdy pred¢i matefskou rost-
linu. Kofenova kultura blinu bezbranného
(Hyoscyamus muticus) vykazovala nékoli-
kanasobné vyssi produkci hyoscyaminu (al-
kaloid pouzivany pfi poruchiach traviciho
traktu) nez koreny normalnich rostlin, a to
stabilné vice nez 15 let. Objevuji se ale
i problémy, zejména pri kultivaci ve vel-
kych fermentorech. Kofenové kultury sice
netrpi mechanickym stresem, ale jejich
narust je nerovnomérny, ¢imz se kompliku-
je provzdusnéni a dodavka zivin.

A jak je to s vyuzitim organovych kultur
pro ziskavani farmaceutik? Jejich studium
trva krats$i dobu nez studium bunéc¢nych
kultur a dosud je znam pouze jeden pripad
komer¢ni produkce. Jihokorejska spolec-
nost CBN Biotech od r. 2001 produkuje
kofinky Zensenu jako surovinu pro kosme-
ticky a potravinarsky primysl. Kofenové
kultury ZenSenu jsou jednim z nejintenziv-
néji zkoumanych pripadid. Na pracovisti
Ustavu organické chemie a biochemie
(UOCHB) AV CR v Praze bylo z nékolika
desitek gramt korenti péstovanych iz vitro
za dva mésice ziskano stejné mnoZzstvi gin-
senosidu, jaké nahromadi jedna rostlina za
8 let. V takovychto pripadech, kdy narust
biomasy pfirozenou cestou trva relativné
dlouhou dobu, mohou byt kofenové kultu-
ry vynikajici alternativou.
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Kudy dal?

Zustane vétSina vyzkumnych praci jen na
papife, nebo nabere produkce sekundar-
nich metabolita iz vitro druhy dech? Nové
typy bioreaktort s jednoduchou konstrukci
usnadnujici udrzeni sterilniho prostredi
mohou byt jednou z cest. Néktefi védci
sméruji vyvoj ponékud odlisSnym smérem,
nez se dosud ubiral. Vychazi ze skutecnosti,
Ze je lep$i péstovat celé fotosyntetizujici
rostliny, které nevyzaduji pritomnost cukrti
v médiu, a to se pak stava méné priznivé
pro napadeni nezidoucimi mikroorganis-
my. Vysledek — niz$i naroky na sterilitu
a tim i niz$i cena. Tento zpusob blizici se
aeroponii nebo hydroponii stale dovoluje
vyuziti elicitace (zvySovani produkce
pomoci stresovych faktort), dodavani pre-
kurzord, prubézného odebirani produktu

Komeréni bioreaktory jihokorejské spolecnosti
CBN Biotech, nejvétsi o objemu 10 000 I, vievo.
Nejdiilezitéjsi podminkou tispésné kultivace
je udrZent sterilntho prostiedi v bioreaktoru
& Sklizeri korinkii Zensenu (Panax ginseng)
z komercénich bioreaktorii CBN Biotech, vpra-
vo. Tyto kotinky obsabuji stejné iicinné ldtky
jako koteny klasicky péstovanych rostlin. Snim-
ky T. Varika

z média a dalSich metod zvySovani produkce.

Kromé¢ téchto zplisobu existuje jesté je-
den smér, do néhoz se vkladaji nemalé
nadéje — metabolické inZenyrstvi. Tato
technologie vyuzivi genovych manipulaci
pro upraveni bunéc¢né aktivity souvisejici
s enzymatickymi, transportnimi a regulacni-
mi funkcemi.

Snad si fikate: ,Pro¢ zavirat rostliny do
néjakych nidob a tam je vSemozn¢ tyrat,

kdyz muazeme klasickym zptisobem na poli
jednoduse vypéstovat, co potrebujeme?* Ve
vétsin€ pripadi mate pravdu, ale v budouc-
nosti by se nam takové poznatky mohly
hodit. AZ se vydame na cesty vesmirem, bude
bioreaktor spiSe ve vyhod¢ pred zahonem.

Ale vratme se na Zemi a do piitomnosti.
1 v soucasnosti existuji pripady, ve kterych
se vyuziti rostlinnych biotechnologii jevi
jako vyhodnéjsi alternativa. Nemusi jit jen
o rostliny pomalu rostouci nebo ohrozené
nadmérnym sbérem ¢i devastaci jejich pfi-
rozenych stanovist. Zneuziti rostlinnych
omamnych latek, proménliva politicka situa-
ce v dodavajici zemi nebo nevyzpytatel-
nost pfirody jsou dalsi faktory mluvici ve
prospéch kultur in vitro. Je ale mozné, ze
si za n€kolik let koupite bylinny preparat,
na némz bude napsano: ,Vyrobeno z uméle
péstovanych rostlin.“

At uz vérite na zazraky

¢i nikoli, prvni pozorny pohled na libovolny zZivy orga-
nismus vas presvédci o tom, Ze se pred vami pravé
nachazi maly zazrak. Velka éast véech Zivych tvoru,
ktefi kolem nas chodi, létaji, plavou nebo treba kve-
tou, se sklada z obrovského mnozstvi bunék, z nichz
kazda v sobé ukryva celou fadu chemickych a fyzi-
kalnich reakci. Bruce Alberts a jeho kolegové dosahli
po letech praxe ve vysvétlovani podivuhodnych déja,
na nichz je zaloZzen zivot, skutecného mistrovstvi
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