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Production of secondary metabolites in shoots of Salvia nemorosa L.
cultured in vitro

Sumtnary

The shoots of Salvia nemorosa were proliferated in vitro from shoot tips of
4-week-old seedlings on Murashige and Skoog (MS) agar (0.7%) medium contain-
ing indolilo-3-acetic acid (IAA) 0.5 mg/1 and benzylaminopurine (BAP) ! mg/1.
Four sterols (campesterol, stigmasterol, p-sitosterol, stigmastanol) and two
triterpenes (ursolic acid, oleanolic acid) were detected by GC-MS method in the
chloroform extract obtained from the dry in vitro cultured shoots ofS. nemorosa.
From the methanolic extract, rosmarinic acid both as isomer trans and cis was
isolated and identified on the basis of'FI-NMR and FIFI-COSY spectral data. It is
the first report on the detection of c/s-rosmarinic acid in plants.
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1. Wstep

Rodzaj Salvia (rodzina Lamiaceae) obejmuje okoto 500 gatun-
kéw, z ktorych liczne majg zastosowanie w medycynie ludowej
i oficjalnej oraz w przemysle spozywczym (Srodki przyprawowe)
i kosmetycznym (Srodki zapachowe). Ekstrakty szatwii wykazujg
aktywnos$¢ przeciwbakteryjna, przeciwgrzybowa, przeciwwiruso-
wa, przeciwzapalng i cytotoksyczng (1). Z przeprowadzonych do-
tychczas badan fitochemicznych wynika, ze rosliny te syntetyzujg
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réznego typu metabolity wtérne takie, jak olejki eteryczne, zwigzki polifenolowe
(oligomery kwasu kawowego), flawonoidy, tréjterpeny oraz dwuterpeny (2,3).

Salvia nemorosa L. (syn. Salvia sylvestris V.) - szalwia omszona w stanie natural-
nym wystepuje w Azji Mniejszej, potudniowej Syberii i potudniowowschodniej Euro-
pie (4). Liscie tej rosliny wykorzystywane sg w medycynie ludowej w Turcji, w posta-
ci oktadéw, przy hamowaniu krwawien (5). Wodne i etanolowe wyciagi z nadziem-
nych czesci szatwii omszonej wykazujg dziatanie przeciwbolowe, poréwnywalne
z klasycznymi analgetykami (6). Stwierdzono, ze nadziemne czesci S. nemorosa za-
wierajg: dwuterpeny (nemorozyna, horminon, 7-acetylohorminon, nemoron, salwi-
pison, pachystazon), glikozydy megastigmanu (salwinozydy A-C), tréjterpeny (salwi-
nemorol, a-amyryna, kwas ursolowy i oleanolowy), sterole (stigmast-7-en-3-on,
24-metylenocykloartanol, stigmast-4-en-3-on, (3-sitosterol, stigmast-7-enol) i flawo-
noidy (salwigenina, eupatylina, apigenina i luteolina) (5,7). W liSciach tego gatunku
wykryto olejek eteryczny (0,04%) (4).

W naszym laboratorium opracowano metode mikrorozmnazania S. nemorosa
z pakdw szczytowych oraz poprzez organogeneze tkanki kalusowej. Celem pracy
byto okreslenie skiadu tréjterpenéw i steroli w wyciagu chloroformowym
z namnozonych in vitro pedéw tej rosliny. Badaniom fitochemicznym poddano réw-
niez wyciag metanolowy otrzymany z hodowanych in vitro pedow.

2. Materiat i metody

2.1. Materiat roslinny

Materiat do badan stanowity kultury pedéw Salvia nemorosa uzyskane z wierz-
chotkowych czesci aseptycznie wyhodowanych 4-tygodniowych siewek. Kultury pro-
wadzono na statym podtozu (0,7% agar) Murashige i Skogg'a (MS) (8) uzupetnionym
sacharozg (30 g/l) i regulatorami wzrostu: kwasem indolilo-3-octowym (IAA) 0,5 mg/l
i benzyloaminopuryng (BAP) | mg/l. W odstepach 4-tygodniowych pedy pasazowano
na Swieze podtoze. Kultury rosty w fitotronie w temperaturze 26+2°C przy ciggtym
oswietleniu lampami fluorescencyjnymi (40 pmol + nr* + s ). Uzyte do badan fitoche-
micznych pedy pochodzity z pasazu 21-27 (po okoto 2 latach w kulturze in vitro).

2.2. Ekstrakcja materiatu roslinnego

Wysuszone i sproszkowane pedy (9 g) poddano ekstrakcji chloroformem, a na-
stepnie metanolem. Czas ekstrakcji kazdym z rozpuszczalnikéw wynosit 48 godzin.
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2.2.1. Analiza ekstraktu chloroformowego

Wyciag chloroformowy zageszczono in vacuo uzyskujac 370 mg oleistej pozo-
statosci, ktorg naniesiono na kolumne chromatograficzng (dtugos$¢ 103 cm, Srednica
2 c¢m) zawierajacg 300 g zelu krzemionkowego firmy Merck (Srednica ziaren
0,063-0,2 mm). Kolumne wymywano chlorkiem metylenu oraz mieszaning chlorku
metylenu i octanu etylu w stosunku 9 : 1 (v/v) i 8 : 2 (v/v). Kontrole rozdziatu prowa-
dzono metodg TLC (uktad chlorek metylenu : octan etylu 8:2, v/v). Frakcje wyelu-
owane mieszaning chlorek metylenu : octan etylu 8 : 2 (v/v), faczono, oddestylowano
do sucha i przeznaczono do badan za pomoca chromatografu gazowej sprzezonej
ze spektrometrig masowa. W tym celu niewielka ilos¢ suchej pozostatosci frakcji
poddano sililacji odczynnikiem BSTFA (bis-trojmetylosililo(tréjfluoroacetamol)) fir-
my Merck. Uzyto chromatogramu gazowego firmy Flewlett - Packard model HP -
5972, wyposazonego w automatyczny dozownik HP-GC-SFC-7673. Wykorzystano
kolumne HP-5MS o diugosci 30 m, $rednicy 0,25 mm. Analizy prowadzono przy za-
stosowaniu programu parametrow przedstawionych ponizej: czas izotermy
poczatkowej 4 min, temperatura izotermy poczatkowej - 110°C, temperatura izo-
termy koncowej - 270°C, czas izotermy koncowej - 49 minut, ciSnienie - praca
w trybie statego przeptywu - 30 cm/sek; parametry komory nastrzykowej split/spli-
less - temperatura 280°C, pojemnos¢ komory nastrzykowej - 200 ml, parametry
detektora MSD: energia jonizacji - 70 eV. Program komputerowy aparatu pozwalat
na automatyczne sterowanie chromatografem i detektorem oraz opracowanie wyni-
kéw pomiaréw na bazie wzorcowej biblioteki widm masowych Wiley 275L, zawie-
rajacg 275 000 rekorddw.

2.2.2. Analiza ekstraktu metanolowego

Ekstrakt metanolowy, po usunieciu rozpuszczalnika (3,2 g), rozpuszczono
w goracej wodzie i ekstrahowano eterem etylowym (5 x 100 ml), w celu usuniecia
chlorofilu. Frakcje wodng po zageszczeniu (0,89 g) naniesiono na kolumne zawie-
rajgcg 20 g Sephadex LH-20, firmy Pharmacia. Kolumne rozwijano w ukfadzie meta-
nol : woda 2 : 8 (viv). Frakcje o podobnym sktadzie (TLC) potagczono i po oddestylo-
waniu rozpuszczalnika, poddano dalszemu oczyszczaniu za pomocg preparatywnej
chromatografii cienkowarstwowej na ptytkach szklanych firmy Merck pokrytych ze-
lem krzemionkowym o grubosci warstwy 2 mm. Faza rozwijajagca byl metanol.
Otrzymano 90 mg substancji, ktéra poddano badaniom spektroskopowym 'H-NMR
i HH-COSY. Widma te zarejestrowano na spektrometrze Varian 300 MHz. jako wzo-
rzec wewnetrzny uzyto tetrametylosilan (TMS). Wartosci statych sprzezenia wyra-
zono w hercach (Hz). Przesuniecia chemiczne podano w skali 5, a ich wartosci -
w ppm.
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3. Wyniki i dyskusja

Tematem pracy byty badania fitochemiczne namnozonych in vitro pedéw Salvia
nemorosa. Pedy namnazano z wierzchotkow 4-tygodniowych siewek na statym
podtozu MS zawierajgcym IAA 0,5 mg/l i BAP | mg/l. W tych warunkach z jednego
wierzchotka mozna byto otrzymac Srednio 4 pedy boczne w ciggu 4 tygodni hodow-
li. Analizie fitochemicznej poddano ekstrakt chloroformowy i metanolowy otrzyma-
ny z wysuszonych peddw przebywajacych okoto 2 lata w kulturze in vitro.

Ekstrakt chloroformowy po rozfrakcjonowaniu za pomocg chromatografii ko-
lumnowej (zob. rozdz. 2), badano metodg GC-MS na obecno$¢ steroli i trojterpe-
now. Na podstawie poréwnania czasow retencji i widm masowych sililowych po-
chodnych badanych zwiazkéw z czasami retencji i widmami masowymi sililowych
substancji wzorcowych stwierdzono, ze pedy 5. nemorosa namnazane in vitro synte-
tyzuja cztery sterole i dwa pentacykliczne zwiazki tréjterpenowe (tab. 1). Stigmaste-
rol i p-sitosterol zostaty wczesniej wyizolowane z nadziemnych czesci szatwii omszo-
nej rosnacej w gruncie (7). W literaturze brak natomiast danych o obecnosci kampe-
sterolu i stigmastanolu w tych roslinach. Z tréjterpenéw, w wyhodowanych in vitro
pedach S. nemorosa, wykryto kwas ursolowy i jego izomer kwas oleanolowy (tab. 1).
Z por6wnania otrzymanych wynikéw z danymi uzyskanymi przez Ulubelena i wsp.
(7) wynika, ze w materiale z kultury in vitro i w roslinach rosnacych in vivo sktad tréj-
terpendw jest podobny. W tych ostatnich, obok kwasu ursolowego i oleanolowego
wykryto takze a-amyryne (7). W analizie ilosciowej przeprowadzonej metoda chro-
matografii gazowej wykazano, ze zawarto$¢ kwasu ursolowego w hodowanych in
vitro pedach wynosi 0,54%, w przeliczeniu na sucha mase i jest dwukrotnie wyzsza
od zawartosci kwasu oleanolowego (0,25% suchej masy). Oba kwasy posiadajg szereg
interesujacych wihasciwosci farmakologicznych. Dziatajg przeciwzapalnie i hamuja
powstawanie nowotworéw skéry u myszy (9). Z badan Lee i wsp. (10) oraz Fang
i McLanghlina (11) wynika, ze kwas ursolowy wykazuje silng aktywno$¢ cytotok-
syczng w testach z komoérkami biataczki P-388 i L-1210 oraz w stosunku do ludzkich
komorek raka ptuc A-549. Cytotoksyczno$¢ kwasu ursolowego potwierdzono row-
niez w badaniach przeprowadzonych na liniach ludzkich komérek HCT-15 COLADAR
(komorki nowotworu jelita grubego) i OVCAR-5 (komorki guza jajnika) (12).

Tabela 1

Zwigzki sterolowe i tréjterpenowe wykryte metoda GC-MS w hodowanych in vitro pedach Salvia nemorosa

Zwigzek Czas retencji [min] Jon masowy m/e
Kampesterol-TMS 33,31 472, 382, 343, 26l, 161, 129
Stigmasterol-TMS 34,28 484, 394, 351, 255, 129
3-sitosterol-TMS 36,99 486, 396, 357, 275, 255, 129
Stigmastanol-TMS 37,07 488, 473, .383, 305, 215, 107
Kwas ursolowy-TMS 49,76 585, 482, 320, 203, 133
Kwas olcanolowy-TMS 47,04 585, 482, 320, 203, 133

Pedy hodowano na podtozu MS z regulatorami wzrostu IAA 0,5 mg/i i BAP | mg/l. Okres wzrostu: 4 tygodnie.
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Na uwage zastuguje fakt, ze w ekstrakcie chloroformowym z wyhodowanych in
vitro ped6w S. nemorosa, oprocz tréjterpendw i steroli znaleziono takze substancje
dotad nie zidentyfikowane, ktére na TLC ( uklad chlorek metylenu : octan etylu 1.1
viv) dawaty 8 plam, barwigcych sie odczynnikiem anyzowym. Substancje te, prawdo-
podobnie dwLiterpeny, beda przedmiotem naszych dalszych badan.

W przeprowadzonej analizie ekstraktu metanolowego wykazano, ze pedy
S. nemorosa w kulturze in vitro syntetyzujg kwas rozmarynowy. ldentyfikacje tego
zwigzku oparto na poréwnaniu danych spektralnych (‘H-NMR, HH-COSY) z danymi
literaturowymi (13). Kwas rozmarynowy (depsyd kwasu kawowego i kwasu a-hy-
droksydwL ihydrokawowego) (rys.) charakteryzuje sie silnymi wiaSciwosciami anty-
utleniajgcymi i wystepuje do$¢ powszechnie w rodzaju Salvia (14). Znaleziono go
rowniez w kulturze zawiesinowej i zarodkach somatycznych S. officinalis, w kulturze
zawiesinowej i zregenerowanych in vitro roélinach S. miltiorrhiza oraz w kalusie, kul-
turze zawiesinowej i w kulturze korzeni Salvia fruticosa (15-18). Zwigzek ten moze
wystepowaé w postaci dwdch izomer6w cis i trans, ale dotychczas w roslinach byt
wykrywany jedynie w postaci trwalszego energetycznie izomeru trans i dane spek-
tralne dla kwasu c/s-rozmarynowego nie byty dostepne. Na podstawie danych spek-
tralnych widma protonowego i widma dwuwymiarowego zwigzku wyizolowanego
Z pedow in vitro S. nemorosa mozna stwierdzi¢, ze w tym materiale kwas rozmaryno-
wy wystepuje zaréwno w postaci izomeru trans jak i cis (tab. 2). Niektorzy badacze
twierdza, ze dla pochodnych kwasu kawowego izomer cis jest artefaktem pow-
stajacym w wyniku obrébki materiatu roslinnego (19) lub jako produkt konwersji
izomeru trans pod wptywem Swiatta (20). Dlatego w naszych badaniach caty tok po-
stepowania zwigzany z izotacjg kwasu rozmarynowego byt prowadzony bez doste-
pu Swiatta. Na podstawie stosunkéw intensywnosci par sygnatéw H-7 trans H-7 cis,
H-2 trans H-2 cis, H-5 trans H-5 cis stwierdzono, ze w pedach S. nemorosa hodowa-
nych in vitro stosunek izomeru cis do trans kwasu rozmarynowego wynosi 1:9.

Rys. Kwas rozmarynowy.
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Tabela 2

Dane ‘H-NMR (300 MHz, CD30D) kwasu rozmarynowego wyizolowanego z kultury pedéw Salvia nemorosa

H trans cis
5 [ppm] J[Hz] 5[ppm] JIHzZ]
“7"Holt:finowy 7,51 d; 15,9 5,79 d; 12,7
~mholcfinowy 6,29 d; 15,9 6,72 d; 13,0
H-2 7,03 d; 2,1 7,36 d; 2,1
H-5 6,76 d; 8.2 6,68 d; 82
H-6 6,93 dd; 8,4; 2,1 6,89 dd; 2,0; 8,3
H-2' 6,76 d; 2,0 6,73 d; 2,0
H-5 6,67 d; 8,03 6,59 d; 9.4
H-6 6,63 dd; 2,0; 8,07 6,57 dd; 2,0; 8,1
H-8 5,06 dd; 3,3; 9,8 4,98 dd; 3,3; 10,0
H-7 3,08 dd; 3,3; 14,4 3,04 dd; 3,6; 14,9
2,93 dd; 9,8; 14,3 2,88 dd; 10,0; 14,2
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