Metabolity wtorne kultur tkankowych
gatunkow roslin z rodziny Lamiaceae

Ewa Skrzypczak-Pietraszek

Jan Grzybek

Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej
Collegium Medicum

Uniwersytet Jagiellonski

Krakow

1. Wstep

d wielu lat w Swiatowych i krajowych laboratoriach prowadzone sag ba-
dania nad mozliwoscig wykorzystania kultur roslin naczyniowych jako
alternatywnego zrédta substancji leczniczych, uniezalezniajacego przemyst
farmaceutyczny od surowcéw pozyskiwanych z uprawy lub stanu naturalne-
go. Celem tej pracy byto zebranie dotychczasowych wynikéw badan nad wtor-
nymi metabolitami o wiasciwosciach leczniczych, biosyntezowanych w kultu-
rach tkankowych gatunkéw roslin z rodziny Lamiaceae.
Ponadto, oméwiono wystepowanie metabolitéw wtérnych w gatunkach ro-
slin gruntowych nalezgcych do wymienionej rodziny.

2. Metabolity wtorne roslin gruntowych

Rodzina Lamiaceae (Labiatae) jest bardzo liczna. We florze Swiatowej re-
prezentowana jest przez 200-220 rodzajow i 3200-4000 gatunkéw (1).

Ros$liny gruntowe omawianej rodziny posiadajg zréznicowany skiad me-
tabolitow wtoérnych (2). Obszerny przeglad prac eksperymentalnych opubli-
kowanych do 1987 r. oraz ich oméwienie mozna znalez¢ u Hegnauera (3).
Najbardziej charakterystyczne dla gatunkéw rodziny Lamiaceae sa olejki ete-
ryczne wydzielane i gromadzone we wioskach gruczotowych tzw. rézyczko-
watych typu Lamiaceae (Labiatae), znajdujacych sie przewaznie na lisciach
oraz dziatkach kielicha.

Biorac pod uwage wystepowanie olejkéw eterycznych, gatunki rodziny La-
miaceae, mozna podzieli¢ na bogatoolejkowe, np. Mentha piperita L., Salvia
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officinalis L., Thymus vulgans L., Lavandula angustijolia Mill, oraz skapo-
olejkowe, np. Marrubium vulgare L., Ballota nigra L., i Prunella vulgaris L.

W skiad olejkéw eterycznych w rodzinie Lamiaceae wchodzg zasadniczo
glikozydy monoterpenowe i fenylopropanowe.

Do metabolitéw wtdérnych wystepujacych w gatunkach roslin gruntowych
omawianej rodziny naleza rowniez:

— diterpeny typu labdanu, klerodanu (kauranu), pimaranu i abietanu,
np. sklareol, marrubina, pikrosalwina, ferruginol. Omawiane zwigzki w swej
strukturze posiadajg czesto pierscien furanowy, dihydrofuranowy, laktonowy
lub epoksydowy. Sg tez diterpeny z grupami metylowymi,

— triterpeny i saponiny triterpenowe. Najczestszymi z tej grupy sg pen-
tacykliczne kwasy triterpenowe, np. ursolowy, oleanolowy i betulinowy oraz
ich hydroksypochodne. Do czestych naleza réwniez alkohole triterpenowe:
lupeol, germanikol, uwaol, ortosifonol. Wystepujg takze a- i (3-amyryna. Rza-
dziej spotykane sg tetracykliczne triterpeny oraz saponiny;

— ekdysteroidy, z ktérych najczestszymi sa cyjasteron i ekdysteron,

— irydoidy w postaci wolnej (nepetalakton i dihydronepetalakton) oraz
glikozydowej (kwas epideoksyloganinowy, nepetariazyd, lamiol). Nie stwier-
dzono w rodzinie Lamiaceae obecnosci sekoirydoidoéw oraz alkaloidéw iry-
doidowych,

— polifenole, do ktdrych naleza pochodne estrowe kwasu kawowego tzw.
garbniki Lamiaceae, kwasy chlorogenowe, kwas rozmarynowy i litospermowy
oraz flawonoidy. Sposrdéd wolnych potaczen flawonoidowych najczesciej wy-
stepuja: luteolina, apigenina, diosmetyna, skutelareina, a z glikozydowych -
diosmina. Rzadziej spotyka sie wolne flawonole i flawanony, oraz ich gliko-
zydy. Wystepujg takze C-glikozydy flawonowe;

— zwigzki fenolowe, np. hydrochinon i arbutyna;

— chromony:

— kumaryny, np. hemiaryna, kumaryna i umbeliferon;

— lignany, np. deoksypodofilotoksyna, (3-peltatyna, pochodne a-pironu;

— alkaloidopodobne potaczenia, np. alkaloid seskwiterpenowy — paczu-
lipiiydyna oraz stachydryna, trygonelina, turycyna, cholina:

— glikozydy cyjanogenne, np. prunazyna oraz jej glikozyd;

— fitosterole: a-, (3- i y-sitosterol,

— antocyjany: pelargonidyna, cyjanidyna, delfinidyna;

— glikozydy bufadienolidowe.

Metabolity wtdrne powstajg nie tylko w roslinach gruntowych, lecz row-
niez w ich kulturach tkankowych, w warunkach in vitro.

Niektore 2rwigzki chemiczne biosyntezowane in vitro sg analogiczne do tych,
ktére tworza sie w roslinach gruntowych. Kultury tkankowe moga rowniez
wytwarza¢ metabolity wtdrne, ktére nie wystepuja w roslinach macierzystych.

Roslinne kultury tkankowe hodowane in vitro, sg wykorzystywane réwniez
do biotransformacji substratow dodawanych do pozywki. Biotransformacja
ma szczegodlne znaczenie w przemysle farmaceutycznym i umozliwia prze-
ksztatcenie zwigzkéw biologicznie obojetnych lub toksycznych w substancje
o wilasciwosciach leczniczych.
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3. Biosynteza metabolitow wtornych w kulturach tkankowych

3.1. Monoterpeny

Sa to lotne zwiagzki terpenoidowe, ktdrych podstawowsg jednostka struktu-
ralng jest izopren (rys. 1). Wystepuja przewaznie w olejkach eterycznych.
Majg zasadniczy wzér sumaryczny CioHie- Moga mie¢ charakter weglowodo-
réw, ale tez sg znane liczne pochodne tlenowe jak: alkohole, aldehydy, ketony,
tlenki terpenowe (2). Stanowiag gtéwny sktadnik olejkéw lotnych. Sag poszuki-
wane i stosowane w przemysle perfumeryjnym oraz farrnaceutycznym.

CH3

l 12 3 4

H2C ~ C~CH=CH2

Rys. 1. lzopren.

Dotychczasowe proby uzyskania monoterpendéw z kultur kalusowych, jako
ich alternatywnego Zrédia konczyly sie najczesciej niepowodzeniem. Zwykle
kultury kalusowe nie biosyntezowaly omawianych zwigzkéw w ogoéle (4) lub
tylko w ilosciach $Sladowych (5). Badania na ten temat dotyczylty m. in. ga-
tunkéw: Lavandula sp. (4,6); Melissa officinalis L. (5,7,8); Mentha, sp. (9);
Ocimum basilicum L. (4); Rosmarinus officinalis L. (4). W piSmiennictwie zna-
leziono jedynie dwie prace informujace o pozytywnym rezultacie badarn w tym
zakresie (10,11). Dotyczyly one kultur kalusowych i zawiesinowych Ocimum
basilicum L. (10) oraz kultur zawiesinowych Mentha piperita L. (11). Kultury
miety pieprzowej prowadzone na pozywce Lina-Staby biosyntezowaty 390 mg
olejku lotnego/litr pozywki, w tym 19,6% mentolu. Obnizajgc temperature
z 27 do 10°C i utrzymujgc kulture w tej temperaturze przez 6 godzin w cat-
kowitej ciemnosci, uzyskano zwiekszenie produkcji olejku eterycznego do
528 mg/l pozywki przy zawartosci 21% mentolu. Brown i wsp. (12) oraz
Charlwood i wsp. (13) utrzymujg, ze w roslinach monoterpeny wytwarzane
sq przez wyspecjalizowane komorki. Brak odpowiednich stmktur tkanki
wydzielniczej w postaci komoérek lub zbiornikow olejkowych moze by¢ przy-
czyng nieobecnosci olejkéw w niezréznicowanej tkance kalusowej. Innym wy-
tlumaczeniem omawianego zjawiska moze by¢ szybkie metabolizowanie mo-
noterpendw w kulturach in vitro przez enzymy, ktére w normalnych war*un-
kach w tkankach roslin gruntowych nie majg kontaktu z olejkiem. Mimo
braku obecnosci tych zwigzkéw w tkance, czy w pozywce, w komorkach kultur
kalusowych stwierdzono wystepowanie enzymoéw odpowiedzialnych za biosyn-
teze monoterpendéw (4,13,14). Dzieki temu kultury in vitro wykorzystano do
biotransformowania odpowiednich substratow dodawanych do pozywki.

Kultury pedowe gatunkéw Lavandula angustifolia Mili. (6), Mentha cana-
densis L. (15), Mentha spicata L. (9), Rosmarinus officinalis L.(16) biosyn-
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tezowaly monoterpeny w iloSciach nizszych (6), podobnych (16), a czasem
wyzszych (9) niz roslina macierzysta.

Graef i wsp. (15) stwierdzili, ze dodanie do pozywki adsorbentéw takich
jak cyklodekstryny czy triglicerydu Moglyol™ zwieksza produkcje omawia-
nych metabolitéw wtérnych.

Transgeniczne kultury pedowe Mentha piperita L. var. citrata (Ehrh.) Briqg.
i Mentha piperita L. var. vulgaris (17), uzyskane dzieki transformacji za po-
mocg Agrobacterium tumefaciens, biosyntezowaty zwigzki monoterpenowe,
ktorych skiad jakosciowy byt zblizony do skiadu rodliny macierzystej.

Kultury te prowadzono ponad dwa lata i produkcja metabolitéw wtérnych
byta na statym poziomie.

3.2. Pochodne fenylopropanu

Sa to lotne zwigzki nieterpenowe, czesto wystepujace w olejkach eterycz-
nych (2). Nie stanowig jednak ich gtéwnych skiadnikéw i zwykle nie majg
decydujgcego wpltywu na dziatanie farmakologiczne. Sa biosyntezowane
w kulturach in vitro (7,8,10,16,18). Przykiadami takich zwigzkéw wystepu-
jacych w omawianej rodzinie sg estragol (= metylochawikol) i eugenol.

3.3. Diterpeny

Sg potgczeniami o wzorze sumarycznym C20H32, ztozonymi z czterech
reszt izoprenowych. Do diterpenéw naleza m.in. niektére alkaloidy, gibe-
reliny, witaminy. Majg budowe linearng lub cykliczng. Przykladem zwigzkow
diterpenowych stosowanych w lecznictwie sg witamina A, delfinina, akoni-
tyna, fitol i forskolina.

3,3.1. Forskolina

Forskolina (rys. 2) jest diterpenem, pochodng labdanu. Wystepuje w ko-
rzeniach gatunku Coleus forskohlii Brig. Jest zwigzkiem o dziataniu naser-
cow3nn, inotropowo dodatnim, rozszerzajacym naczynia, hipotensyjnym (2).
Przeciwdziata agregacji trombocytdw, obniza cisnienie srédgatkowe (19).

Badania nad biosyntezg forskoliny w kulturach in vitro prowadzili na wie-
kszg skale Meringer i wsp. (19), Krombholz i wsp. (20), Sen i wsp. (21-23)
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oraz Gan i wsp. (24). Kultury kalusowe Coleus forskohlii Brig. wyprowadzili
z roslin gruntowych o wysokiej zawartosci forskoliny. Prowadzono je poczat-
kowo na pozywce B5 z dodatkiem 2,4-D i Kinetyny. Uzyskane kultury zawie-
sinowe zawierajgce w pozywce 2,4-D, nie syntezowaty forskoliny. Zamiana au-
ksyny 2,4-D na IBA spowodowata tworzenie sie omawianego zwiazku w kul-
turach in vitro. Zauwazono réwniez niewielkie zréznicowanie komorek w zawiesi-
nie. Po dwoch pasazach /~wartos¢ forskoliny wzrosta od 0,2 do 1 g/kg suchej
masy. Oprocz forskoliny wystepowata rowniez 1,9-dideoksyforskolina. Zawar-
tos¢ tych zwigzkéw w kulturach in vitro i w korzeniach ros$lin gruntowych jest
podobna. Przeprowadzono réwniez doswiadczenia nad biosynteza forskoliny
na skale potprzemystowg w 20-litrowym (A) oraz 200-litrowym (B) bioreaktorze.
Uzyskano odpowiednio maksymalne 2”wartosci forskoliny: dla A — 730 mg/kg
suchej masy, po 19 dniach; dla B — 298 mg/kg suchej masy, po 26 dniach.
W 200-litrowym bioreaktorze, kultury zawiesinowe nie wytwarzaty oczekiwa-
nych ilosci metabolitbw. Badania Krombholza i wsp. (20) miaty na celu uzy-
skanie kultur korzeni nie zmienionych genetycznie i kultur korzeni transformo-
wanych za pomoca Agrobacterium rhizogenes. Korzenie transformowane i nie-
transformowane biosyntezowaty podobne ilosci forskoliny w przeliczeniu na
sucha mase tkanki, ate korzenie wtosnikowate wykazywaty wieksza wydajnosc
— okoto 0,3 mg zwigzku/l/dobe, w poréwnaniu z korzeniami nietransfonno-
wanymi — ok. 0,15 mg/l/dobe. Kultury wykazjrwaly duzg tolerancje na usz-
kodzenia meehaniczne. Pociecie tkanki na kawatki nie hamowato jej wzrostu
ani biosyntezy forskoliny. Przeniesienie kultur korzeni z litrowyeh kolbek do
20 | bioreaktora, przyniosto pozytywne efekty. Po 21 dniach hodowli biomasa
zwiekszyla sie 4-6-krotnie, a zawartos¢ forskoliny wyniosta 14 mg/l pozywki.

Sen i wsp. (21) badali zawarto$¢ forskoliny w roslinach uzyskanych w wy-
niku mikrorozmnazania. Badano réwniez zawarto$¢ omawianego metabolitu
w kulturach korzeni, w khlusie z réznicujacymi sie korzeniami, w niezorga-
nizowanej tkanee z réznicujgcymi sie pedami (22). Stwierdzono obecnos$c
forskoliny we wszystkich kulturach, oprécz kalusa z tendencjg do ryzogene-
zy. W kulturach korzeni oznaczono jedynie $ladowe ilosci tego zwigzku. Pro-
wadzono takze badania nad kulturami nietransformowanych korzeni (23).
Zastosowano modyfikacje pozywek podstawowyeh MS oraz White'a, uzupet-
nionych regulatorami wzrostu: IBA, IAA, 4-CI-IAA lub 5,6-CI2-IAA. Stwier-
dzono, ze dla zwiekszenia biosyntezy forskoliny korzystne jest dodanie do
pozywki obu pochodnyeh LAA. Prowadzono réwniez badania nad biosyntezg
forskoliny w kulturach transformowanych za pomoca Agrobacterium rhizo-
genes i Agrobacterium tumefaciens.

Gan i wsp. (24) uzyskali kultury kalusowe Coleus forskohlii Brig. na po-
zywce uzupetnionej dodatkiem IBA.

Zamiana IBA na 2,4-D, NAA lub IAA byta niekorzystna dla wzrostu kultur.
W kulturze kalusowej stwierdzono obecnos¢ acetyloforskoliny, koleonolu B
i triacetylokoleonolu B.

Petersen (25) opublikowata prace przegladowa dotyczaeg kultur in vitro
i metabolitow wtérnych biosyntezowanych przez rodzaj Coleus, m.in. forsko-
liny tworzacej sie w kulturach komorkowych Coleus forskohlii Brig.
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OH

3.3.2. Sklareol

Sklareol (rys. 3) jest dicyklicznym alkoholem diterpenowym typu labdanu.
Wystepuje m. in. w Salvia sclarea L. Jest stosowany w przemysle perfume-
ryjnym. Stwierdzono tez jego dziatanie przeciwgrzybicze (27).

Kultury kalusowe i zawiesinowe Salvia sclarea L. zawierajace niezréznico-
wane komorki, biosyntezujg sklaerol (26). Najbardziej intensywna jego bio-
synteza przypada na poczagtek wykladniczej fazy wzrostu tkanki kalusowej.
Nie jest to typowe zjawisko. W przypadku biosyntezy innych metabolitow
wtérnych w kulturach kalusowych in vitro, u wielu gatunkoéw roslin maksi-
mum ich produkcji najczesciej wystepuje w fazie stacjonarnej. Stwierdzono,
ze dodatek kwasu 2,4-D do pozywki sprzyja biosyntezie sklareolu (26).

3.3.3. Tanszinony i ferruginol

Korzenie Salvia miltiorrhiza Bunge stosowano w chinskiej medycynie w le-
czeniu schorzen hematologicznych i naczyn wiencowych. Uwaza sie, ze za
omawiane dziatanie odpowiedzialne sg tanszinony, pomaranczowo-czerwone
pigmenty diterpenowe. W surowcu wystepuje réwniez inny diterpen, bez-
barwny ferruginol, ktéremu przypisuje sie dziatanie przeciwbakteryjne (27).

W kulturach zawiesinowych Salvia miltiorrhiza Bunge (28) biosyntezowany
jest ferruginol (rys. 4) i kryptotanszinon (rys. 5d).

Stwierdzono, ze dwustopniowa metoda hodowli zawiesinowej na stan-
dardowej poz}rwce MS, a nastepnie pozywce bez Fe-EDTA, sprzyja znacznie

Rys. 4. Ferruginol.
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zwiekszeniu wytwarzania diterpendéw (tab. 1). Omawiane zwigzki znajdowaty
sie zarowno w komoérkach, jak i pozywce. Takg samg dwustopniowag metode
zastosowano przy otrzymywaniu kultury komoérek immobilizowanych (29).
Wiegkszos¢ biosyntezowanego kryptotanszinonu byta uwalniana do pozywki,
podczas gdy wiekszos$¢ ferruginolu pozostawata w komoérkach. Produkcja
kryptotanszinonu i ferruginolu przez immobilizowane komérki byta odpowie-
dnio o0 61 i 39% nizsza niz w kulturze zawiesinowej.

Tabela 1

Zawartosé procentowa diterpenéw W kulturze zawiesinowej i w korzeniach Salvia mation-hiza BUNGE,
w PRZELICZENIU NA SUCHA MASE (WG 28)

0
Surowce Zawartos¢ (%)

ferruginol kiyptotanszinon
kultury zawiesinowe 2-stopniowe 13,7 3,6
korzenie rosliny gruntowej 1,1 0,7

Hu i wsp. (30) wykazali, ze w celu otrzymania diterpenéw z kultur in
vitro, gatunku Salvia miltiorrhiza Bunge mozna tez zastosowac kultury ko-
rzeni wiosnikowatych. Kultury transformowanych korzeni uzyskano w wy-
niku zakazenia sterylnych fragmentéw roslin okreSlonymi szczepami Agro-
bacterium rhizogenes. W kulturach tych stwierdzono obecnos¢ i oznaczono
zawartos¢ siedmiu zwigzkéw: tanszinonu I, 11%, He, V, VI, dihydrotanszinonu
1 i kryptotanszinonu (rys. 5a-d).

Wykryto takze obecnos¢ ferruginolu. Ponadto metodg chromatografii cien-
kowarstwowej stwierdzono obecno$¢ opin: agropiny i mannopiny. Diterpeny

Rys. 5. Tanszinony; ! (a), 11* (b), 113 (c), kiyptotanszinon (d).
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znajdowaty sie zaréwno w transformowanych korzeniach, jak i w ptynnej
pozywce. Badano wplyw zrédia azotu i zrédia wegla w pozywce na wzrost
kultur korzeni witosnikowatych i biosynteze diterpenéw. Stosowano pozywke
MS z azotanem amonowym i bez azotanu. Stwierdzono wiekszy przyrost
masy i wyzszg zawarto$¢ diterpendw w kulturach nie zawierajgcych tego
zwigzku. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze sacharoza zawarta
w pozywece jest zuzywana przez kultury w ciggu szesnastu dni. Zwiekszenie
w pozywce jej stezenia do 3%, w dwunastym dniu hodowli, korzystnie wptywa
na przyrost biomasy i biosynteze diterpendéw.

3.4. Depsydy

Sa potgczeniami estrowymi dwoéch lub wiecej fenolokwaséw. Sa rozpo-
wszechnione w $wiecie roslin, zwlaszcza kwiatowych. Wystepuja takze czesto
w plechach porostéw.

3.4.1. Kwas rozmarynowy

Do omawianej grupy zwigzkéw nalezy kwas rozmarynowy (rys. 6) czyli
depsyd kwasu kawowego i kwasu a-hydroksydihydrokawowego. Jest natural-
nym przeciwutleniaczem. Wykazuje dzialanie przeciwzapalne, przeciw-
bakteiyjne, przeciwwirusowe i z tego wzgledu jest cennym zwigzkiem z pun-
ktu widzenia leczniczego. Wystepuje w wielu gatunkach roslin z rodziny La-
miaceae. Stwierdzono jego obecnosé¢ w kulturach tkankowych Coleus blumei
Benth. (31), PerillaJrutescens L. (32), Orthosiphon aristatus (Bl.) Miq. (33,34),
Salvia ojjlcinalis L. (35-37), Salvia triloba L., Rosmarinus officinalis L., Oci-
mum basilicum L. (31). Badania nad biosyntezg kwasu rozmarynowego
w kulturach in vitro Coleus blumei Benth. prowadzone byly na wieksza skale
przez Hauslera i wsp. (38), Gertlowskiego i wsp. (39), Zenka i wsp. (40),
Ulbricha i wsp. (41), Parka i wsp. (42) oraz Martineza i wsp. (43). Stwier-
dzono, ze na wydajnos¢ tworzenia sie kwasu rozmarynowego w kulturaeh
zawiesinowych gatunku Coleus blumei Benth. moze wptywacé wiele czynnikow
(40). Najwiecej omawianego zwigzku powstaje w kulturach z pozywka BS5,
po dodaniu kwasu 2,4-dimetylofenoksyoctowego, jako prekursora. Obserwuje
sie wtedy 40% wzrost bios3mte2y w pordwnaniu z kontrolng kulturg, nie
zawierajaca regulatoréw wzrostu. Stezenie sacharozy ma réwniez duzy wplyw

Rys. 6. Kwas rozmarynowy.
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na tworzenie sie kwasu rozmarynowego. Stwierdzono, ze jej 7% zawartosé
w pozywee jest optymalna. Przy 2% zawartosci sacharozy (to stezenie wy-
stepuje w wiekszosci rutynowo stosowanych pozywek), powstaje zaledwie ok.
13% kwasu rozmarynowego, w porownaniu z maksymalng wydajnoscia.
W optymalnych warunkach, kultury zawiesinowe mogg biosyntezowaé 5 razy
wiecej omawianego metabolitu niz rosliny macierzyste (tab. 2). Warto réwniez
zaznaczy¢, ze maksymalna ilo$¢ tego zwiazku tworzy sie w ciggu stosunkowo
krétkiego czasu, mianowicie trzynastu dni. Stwierdzono, ze dodatek DMSO
do pozywki moze zwiekszy¢é uwalnianie omawianego metabolitu z komoérek
(42). W przypadku kultur zawiesinowych Salvia officinalis L. stwierdzono,
podobnie jak w doswiadczeniach z Coleus blumei Benth. (35), dodatni wptyw
zwiekszenia stezenia sacharozy w pozywce, na biosynteze kwasu rozmary-
nowego. Zaobserwowano, ze optymalny skiad poz}wki dta zwiekszenia masy
komorek nie jest jednoczesnie najlepszy dla biosyntezy omawianego meta-
bolitu wtdrnego.

Tabela 2
Zawartosé kwasu rozmarynowego w kulturach in vitro i roslinach gruntowych Coleus blumei BENTH,
W przeliczeniu NA SUCHA MASE (WG 40)

Surowce Zawartos$¢ (%)
kultury zawiesinowe 13- 15
roéliny gruntowe:
pedy 2,8
liscie 25
korzenie 2,1

Kultury zawiesinowe Orthosiphon aristatus (Bl.) Mig. gromadzg kwas roz-
marynowy w ilosci 1,0 - 2,0 amol/g swiezej masy (33). Dodatek ekstraktu
drozdzowego w ilosci 4-6 g/l pozywki powoduje wyrazne zwiekszenie jego
biosyntezy. Po 72-98 godz. uzyskuje sie do 10 gmoli zwigzku/g Swiezej masy.
Z ekstraktu drozdzowego wydzielono 2 aktywne frakcje, ktére majg wiasci-
wosci elicytujgce w odniesieniu do omawianego kwasu.

Otrzymywanie kwasu rozmarynowego z kultur zawiesinowych Coleus blu-
mei Benth. prowadzone jest obecnie na skale przemystowa (41). Dotychcza-
sowe wyniki badan nad biologiczng aktywnoscig kwasu rozmarynowego wy-
kazaty jego wiasciwosci przeciwwimsowe, przeciwzapalne i hamujace uwal-
nianie gonadotropiny oraz cyklazy adenylowej u szczuréw (44).

De-Eknamkul i wsp. (31) opublikowali prace przegladowa dotyczgcg wy-
twarzania kwasu rozmarynowego przez kultury tkankowe roslin nalezacych
nie tylko do rodziny Lamiaceae, a Petersen (25) omoéwita biosynteze tego
zwigzku przez kultury Coleus sp.
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3.5. Estry enolowe kwasu kawowego

Banthorpe i wsp. (45) zaobserwowali, ze kultury kalusowe Lavandula an-
gustifolia Mili. (= L. officinalis Chaix = L. vera DC.) wydzielajg do pozywki
intensywnie niebieski barwnik. Tkanki byty wielokrotnie pasazowane (120 razy
w ciggu pieciu lat) i synteza barwnika utr2*ym}rwala sie. Oznaczono jego ilos¢
kolorymetrycznie. Stwierdzono, ze jego zawarto$¢ wzrasta wraz ze zwieksze-
niem stezenia sacharozy w pozywce, oraz po dodaniu asparaginy. Przypadko-
we, bakteryjne lub grzybowe zakazenie kultury powodowato réwniez nasilenie
zabarwienia. Dodatek mleczka kokosowego, czy zwiekszenie stezenia chloro-
wodorku pirydoksyny (wit. Be) wyraznie hamowato synteze barwnika. Po usu-
nieciu jonéw Fe™t+ z pozywki lub po dodaniu hydrolizatu kazeiny, zabarwienie
nie pojawito sie. Stwierdzono, ze kuttury katusowe wytwarzajg pierwotnie zéte
barwniki, ktore dopiero w reakcji kompleksowania z jonami Fe2+ w pozywce,
zmieniajg swoj kolor na niebieski. Zwigzki te w3dzolowano i oznaczono ich
stmktury za pomoca NMR i MS. Sg to: ester (Z,E)-2-(3,4)-dihydroksy-
fenyloetylenowy kwasu kawowego i jego (E,E) izomer. Omawiane substancje
nie wystepuja w roslinie macierzystej. Obecnos$¢ zéttych barwnikéw stwierdzo-
no jeszcze w tkankach kalusowych nastepujacych gatunkéw: Plectranthus ca-
ninus Roth., Mentha spicata L., Mentha longifolia (L.) Huds., Rosmannus ojji-
cinalis L., Salvia officinalis L., a takze w lisciach roslin gruntowych Plectranthus
caninus Roth., Rosmarinus officinalis L., Mentha spicata L., Salvia officinalis
L., Mentha longifolia (L.) Huds., Hyssopus officinalis L. (46). Stwierdzono, ze
omawiane barwniki wykazujg dziatanie fungistatyczne (46). Hamujg wzrost
grzyba Cladosporium herbarium, bardzo rozpowszechnionego pasozyta roslin.

W celu uzyskania omawianych barwnikéw, prowadzono réwniez kultury
immobilizowanych komérek gatunku Lavandula vera DC (47-49). Stwierdzo-
no, ze do ich biosyntezy niezbedne jest tez Swiatto (47).

Kultury prowadzone w ciemnosci gromadzity bragzowe barwniki, bedace
prekursorami niebieskich pigmentéw. Zauwazono, ze korzystne jest prowa-
dzenie hodowti ciaglej w bioreaktorze, z moztiwosciag statej wymiany pozywki
(48) . Biosynteza barwnika utrzymywata sie na prawie maksymainym pozio-
mie przez ponad 10 dni.

Dodatek glukozy jako Zrédia wegla zwiekszat ilos¢ wytwarzanego pigmentu
(49).

Rys. 7. Benzo-y-piron (chromon).
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3.6. Flawonoidy

Sa barwnikami roslinnymi, pochodnymi benzo-y-pironu (chromonu) (rys. 7).
Ich podstawowa struktura ma szkielet weglowy C6-C3-C6 zbudowany z 2 pier-
Seieni benzenowych potgczonych mostkiem propanowym. Wystepujg w formie
glikozydowej lub wolnej. Sa najbardziej rozpowszechnionymi metabolitami wtér-
nymi w Swieeie roslin. Wiele z nieh posiada wielorakie witasciwosci tecznicze,
m.in. uszczetniajg i wzmacniajg Sciany naczyn kapilarnych, dziatajg moczopednie,
hipotensyjnie, spazmolityeznie, antyagregaeyjnie, utatwiaja przeptyw wieneowy.

Korzenie Scutellaria baicalensis Georgi sg stosowane w ehinskiej medy-
eynie, w postaci surowca leczniczego o nazwie wogon (50). Jest on uzywany
jako skiadnik tekéw m.in. o dziataniu przeeiwbiegunkowym, przeeiwzapat-
nym, przeciwgoraczkowym. Uwaza sie, ze jego wiasciwosei leeznicze uwa-
runkowane sg wystepowaniem w surowcu licznych flawonoidow (50,51). Kul-
tury zawiesinowe Scutellaria baicalensis Georgi rowniez biosyntezuja flawo-
noidy (52). Podobnie jak w korzeniach rosliny macierzystej, gtownymi skiad-
nikami sa: bajkalina i 7-0-glukuronid wogoniny. Stwierdzono doswiadezal-
nie, ze najlepszy wzrost kultury zawiesinowej uzyskuje sie na pozywce LS
zawierajacej IAA, podczas gdy najwyzszg zawartos¢ flawonoidoéw warunkuje
pozywka White'a z dodatkiem IAA i Kinetyny. Dob6r eukru, stanowigcego
zrodto wegla w pozywee, ma réwniez wptyw na kuttury zawiesinowe. Uzu-
petnienie pozywki mattozg (5%) stymuluje wzrost komoérek i zwieksza bio-
synteze niektéryeh metabolitéw wtérnych. Stwierdzono jednak, ze intensyw-
nie rosngce kultury wytwarzajg mato flawonoidéw. W zwigzku z tym zauwa-
zono, ze eelowe jest stosowanie dwustopniowej kultury, najpierw na pozywce
LS, a potem na pozywee White'a (53). Uzyskano nastepujgee ilosci metabo-
litbw wtérnych: 1,17 g bajkaliny na litr pozywki; 0,82 g wogoniny na litr
pozywki. Dalsza modyfikacja i optymalizacja skfadu pozywki doprowadzita
do zwiekszenia biosyntezy flawonoidéw (51,54). Stosujae zmodyfikowang po-
zywke Schenka i Hildebrandta, zawierajgea NAA — 5 mg/l i kinetyne —
0,1 mg/l, uzyskano: bajkaliny 2,9 g/l pozywki i wogoniny 1,07 g/l poz}nvki
(51). Stwierdzono tez istotny wplyw temperatury na produkcje metabolitéw
wtornych. Najszybszy wzrost kultury zawiesinowej wystepowat w temp. 30°C,
podezas gdy synteza flawonoidéw byta najwyzsza w temp. 25°C. Obnizenie
temperatury z 30 na 25°C po 72 godz. prowadzenia kultury zawiesinowej
spowodowato zwiekszenie biosyntezy bajkaliny do 4,2 g/l pozywki (51).

3.7. Antocyjany

Sa pigmentami flawonoidowymi wystepujacymi w soku komorkowym li-
cznych gatunkéw roslin. Ich barwa zmienia sie w zaleznosci od pH $rodo-
wiska, podobnie jak barwa lakmusu. Wystepujg w formie gliko2ydowej (cy-
janiny) lub wolnej (eyjanidyny).

Antocyjany uszezelniaja $eiany naczynh wiosowatych. Majg takze wiasci-
wosci przeciwzapalne, w zwigzku z czym sa stosowane w krwawieniaeh i za-
burzeniach mikrokrgzenia, szczegélnie w oftalmologii.
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Wystepowanie barwnikéw antocyjanowych stwierdzono w kulturach in vi-
tro nastepujacych gatunkéw: AJuga reptans Bugle (55-57), Perillafrutescens
L. (58-61).

Kultury kalusowe Ajuga reptans Bugle (55) wytwarzajg antocyjany, po-
chodne cyjanidyny. Biosynteza zachodzi w ciemnosci z wydajnoscig 1%
w przeliczeniu na suchg mase tkanki kalusowej, a przy zmiennym oswiet-
leniu wydajnos¢ wynosi 2,5%. W przypadku kultur zawiesinowych, biosyn-
teza odbywa sie tylko przy stosowaniu zmiennego o$wietlenia. Nie byta ona
stabilna i po 8-12 pasazach wyraznie malata. W wyniku dalszych doswiad-
czen (57) uzyskano kulture zawiesinowa, w ktérej biosynteza antocyjanéw
utrzymywata sie na statym poziomie przez ponad dwa lata. Zawiesina byta
mieszaning bezbarwnych i zabarwionych w réznym stopniu komoérek. Kul-
tura byta prowadzona w kotbkach na wstrzgsarce, a takze w bioreaktorze
0 pojemnosci 2 1 Stwierdzono, ze dla zwiekszenia biosyntezy omawianych
metabolitéw wtdérnych, celowe jest zastosowanie zmodyfikowanej poz}rwki B5
zamiast pozywki MS. Zastgpienie 2,4-D przez NAA lub dodanie GA3s do po-
zywki powoduje zmniejszenie wzrostu kultur kalusowych oraz obnizenie bio-
syntezy antocyjandéw. Zauwazono, ze dodatek NAA do pozywki nie wpt}rwa
negatywnie na kultury zawiesinowe prowadzone w bioreaktorze. Przeprowa-
dzono réwniez proby hodowli kultur kalusowych na pozywce zawierajacej
serwatke z laktozg jako Zrodtem wegla (56).

Stwierdzono, ze biosynteza antocyjandw jest podobna, jak przy stosowaniu
pozywki MS. Jest to przyktad uzycia tanszej pozywki, umozliwiajacej obnizenie
kosztow hodowli w kulturach in vitro. Stwierdzono réwniez, ze dla zwiekszenia
biosyntezy antocyjandw korzystne jest zastgpienie sacharozy galaktozg, glu-
kozg lub fruktoza, a takze dodanie zeatyny i BAP. Alkalizacja pozywki powo-
duje zmniejszenie zawartosci omawianych metabolitéw w tkance kalusowej.

Kultury kalusowe in vitro Perilla frutescens L. prowadzone byty w 100 !
bioreaktorze, w pozywce LS uzupetnionej NAA i BAP (58). W ciggu 14 dni
poczatkowa zawarto$¢ barwnikéw zwiekszyta sie siedmiokrotnie. Inni autor2?y
(59,60) badali wptyw, wewnetrznego oswietlenia oraz napowietrzania i dostar-
czania tlenu do hodowli P. frutescens L., prowadzonej w 2,6 | bioreaktorze,
na biosynteze antocyjanéw. Poczatkowa produkcja barwnika wynosita nie wie-
cej niz 0,6 g/l pozywki. Modyfikujagc napowietrzanie bioreaktora i zwiekszajac
dostarczanie tlenu do pozywki, uzyskano 1,65 g antocyjanéw z 1 | pozywki.
Stosujgc wewnetrzne oswietlenie hodowli, przy pozostawieniu bez zmian pier-
wotnych warunkow kultury, uzyskano rowniez znaczace zwiekszenie akumu-
lacji antocyjanéw. Potgczenie obu czynnikéw: wewnetrznego oswietlenia i zwie-
kszonego dostarczania tlenu do kultury, spowodowato jednak spadek produ-
kcji barwnikéw. Kontynuowano te badania prowadzac kultury w kotbkach
1 réznego typu bioreaktorach. Dzieki optymalizacji warunkéw hodowli, uzy-
skano ok. 3 g antocyjanéw/1 pozywki. Badano réwniez wpt3rw tempei‘atury
na biosynteze omawianych metabolitéw wtérnych (61). Temperatura w zakre-
sie 22 - 28°C warunkowata intensywny wzrost kultury zawiesinowej. W tem-
peraturze 28°C nastepowato jednak obnizenie biosyntezy antocyjanéw. Naj-
wieksze wytwarzanie omawianych metabolitéw wtoruych zachodzito w tern-
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Rys. 8. Koprostan.

peraturze 25°C. W innej pracy (65) stwierdzono, ze podwyzszenie zawartosci
sacharozy w pozywce z 30 g do 40-50 g/l powoduje zwiekszone uwalnianie
antocyjandw z komdrek. Sugeruje sie, ze obserwowane zjawisko moze byé
zwigzane z wiekszym cisnieniem osmotycznym roztworu pozakomorkowego.

Zhong i wsp. prowadzili badania nad kulturami zawiesinowymi hodowa-
nymi w biofermentorach (62-64). Stwierdzili, ze komputerowe monitorowanie
niektérych parametrow prowadzenia tych kultur moze by¢ uzyteczne przy
okreslaniu optymalnych warunkow dla biosyntezy antocyjanéw (62). Lepkos¢
kultur zawiesinowych znaczaco wzrasta, gdy zawarto$¢ komorek wynosi
ponad 12,8 g suchej masy na ! litr pozywki. Prowadzac kultury w biofer-
mentorach trzeba bra¢ pod uwage wiasciwosci reologiczne zawiesiny (63,64).

3.8. Fitoekdysteroidy

Jest to grupa steroidowych substancji naturalnych, pochodnych kopro-
stanu (rys. 8). Ekdysteroidy zostaty wyizolowane po raz piei*wszy z kokonow
jedwabnika jako juwenilne hoirnony owadéw, a nastepnie znaleziono je
w Swiecie roslinnym. W zwiazku z tym, wyrdézniane sg zooekdysteroidy i fi-
toekdysteroidy (66). Substancje te majg wiasciwos¢ indukowania przepo-
C2?warzania sie owadéw. Wykazuja réwniez wptyw na organizm tudzki, m.in.
zmniejszajg stezenie cholesterolu i lipidéw w surowicy Ki”. Wiasciwosc taka
wykazuje np. p-ekdyson, czyli 20-hydroksyekdyson (66,67). Grzybek (67)
stwierdzit stymulujgcy wplyw fitoekdysteroidow na mitoze w meiystematy-
cznych komérkach roslinnych. Fitoekdysteroidy sa wytwarzane m.in. przez
korzenie roélin rodzaju Ajuga sp. Badania nad biosyntezg omawianych me-
tabolitow wtérnych w kulturach in vitro gatunku Ajuga reptans Bugle pro-
wadzili Matsumoto i wsp. (68), Tanaka i wsp. (69), Nagakari i wsp. (70,71),
Tomas i wsp. (72,73). Stwierdzono, ze kultury kalusowe i kultury korzeni
wilosnikowatych Ajuga reptans L. var. atropurpurea majg zdolnos¢ do wytwa-
rzania fitoekdysteroidéw. W kulturach stwierdzono obecnos$¢ 4 zwigzkow:
20-hydroksyekdysonu, norcyjasteronu B, cyjasteronu i izocyjasteronu (68).
Jedng z szybko rosnagcych linii przeniesiono do napowietrzanego fermentora.
Po 45 dniach masa kultury korzeniowej zwiekvSzyta sie 230 razy, a zawartos¢
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20-hydroksyekdysonu wzrosta do 0,12% suchej masy i 4-krotnie przewy-
zszyta zawarto$¢ w korzeniach rosliny gruntowej. W wyniku dalszyeh badan,
z kultur korzeni wiosnikowatych uzyskano zregenerowane, transformowane
rosliny (69). Charakteryzowaty sie one zmniejszeniem rozmiarow lisei, zwie-
kszeniem ich ilosci i masy korzeni. Transformowane rodliny cechowala tez
wysoka zawarto$¢ 20-hydroksyekdysonu (do 0,1% suchej masy), podobna
do odpowiadajaeej im maeierzystej lini korzeni wlosnikowatyeh. Wiaseiwosé
ta utrzymywata sie we wszystkich zregenerowanych, transformowanych ro-
slinach. Prowadzono réwniez badania z zastosowaniem zwiazkéw chemiez-
nych znakowanych i majace na celu ustalenie szlaku metabolieznego
prowadzageego do biosyntezy ekdysteroidow (70,71).

Tomasowi i wsp. (72) nie udato sie wyprowadzi¢ kultury kalusowej
biosyntezujacej fitoekdysteroidy. Autorzy ei badali réwniez zawartos¢ oma-
wianych metabolitéw wtérnyeh w roslinach uzyskanych w wyniku mikroroz-
mnazania. Stwierdzono, ze rosliny z kultur in vitro majg matg zawartosé
fitoekdysteroidéw w liseiaeh, podezas gdy w korzeniaeh zawartosé tyeh zwiaz-
kéw byta najwyzsza w porownaniu z roslinami gruntowymi, poehodzgeymi
ze stanu naturalnego i ze szklarni. Stwierdzono, ze giéwnymi skladnikami
byty; 29-norsengosteron, 29-norcyjasteron, eyjasteron i ajugalakton. Prowa-
dzono réwniez kultury korzeni i pedéw. W pedach nie pojawiaty sie fitoek-
dysteroidy, jezeli rosliny nie byly ukorzenione. Dowodzi to, ze gtéwnym miej-
scem biosyntezy tyeh zwiazkéw sa korzenie (73).

Fitoekdysteroidy kumulujg sie rowniez w kulturaeh kalusowych i zawie-
sinowych gatunku Ajuga turkestanica L. (74). Ich zawarto$¢ wynosita 0,1-
0,12% suchej masy, w tym turkesteronu 0,032-0,036%, tj. wieeej niz w ro-
Slinie gruntowej.

3.9. Polisacharydy

Wystepowanie polisacharydéw w kulturach kalusowych przedstawicieli ro-
dziny Lamiaceae byto analizowane jedynie przez Uchiyame i wsp. (75). Au-
torzy stwierdzili uwalnianie znaeznych ilosci pozakomérkowych polisachary-
dow (ECP) w kulturach zawiesinowych uzyskanych z mieszarica miety [Ment-
ha arvensis L. x Mentha spicata L.). Omawiane zjawisko zaehodzito w loga-
rytmieznej fazie wzrostu kultur. Na podstawie analizy skiadu chemieznego
ECP wykazano, ze ich gtébwnym skiadnikiem jest kwas galakturonowy.
W mniejszyeh ilosciaeh wystepowaly: arabinoza, galaktoza, glukoza, ksyloza,
ramnoza i mannoza. Wzgledna zawarto$¢ ksylozy i glukozy w ECP malata
w miare starzenia sie kultury, natomiast zawarto$¢ arabino2y rosta, a ra-
mnozy, mannozy i galaktozy utrzymywata sie na statym poziomie.

4. \Wnioski

z dokonanego przegladu danyeh literaturowych wynika, ze kultury tkan-
kowe gatunkéw roslin z rodziny Lamiaceae biosyntezuja wtorne metabolity
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charakterystyczne dla gruntowyeh przedstawicieli tej rodziny, m.in. monoter-
peny, pochodne fenylopropanu, diterpeny, depsydy, estry enolowe kwasu Kka-
wowego, flawonoidy, wsrdd nieh antocyjany, fitoekdysteroidy i polisacharydy.

Zainteresowanie metabolitami wtérnymi wigze sie z ieh biologiczng aktyw-
noscia. Zwilaszcza uwage placowek naukowych budzg te substancje, ktére
moga znalez¢ zastosowanie leeznicze. Przykladami takich zwigzkéw sg m.in.
forskolina wykazujaca dziatanie hipotensyjne, inotropowo dodatnie, antyagre-
gaeyjne; sklareol o dziataniu przeciwgr2ybiczym, uzyteczny tez w przemysle
perfumeryjnym: tanszinony mogace znalez¢ zastosowanie w leezeniu choréb
naczyn krwionosnych, krwi; ferruginol o dziataniu przeciwzapalnym, przeciw-
bakteryjnym i przeciwwirusowym; flawonoidy, wséréd nich takze antoeyjany
0 réznorodnych wiasciwosciach leczniczych m.in. uzyteczne w chorobach u-
ktadu naczyniowego; fitoekdysteroidy obnizajagce poziom cholesterolu i lipi-
déw we krwi; czy wreszcie polisacharydy o dziataniu immunotropowym. Poli-
sacharydy stosunkowo niedawno znalazty zastosowanie w lecznictwie, stad
tez literatura na ich temat, zwilaszcza dotyczaca tkanek kalusowyeh jako
surowca do ich pozyskiwania, jest stosunkowo uboga.

W przytoezonyeh w tekscie danych wykazujemy, ze w warunkach kultur
in vitro mozna optymalizowa¢ warunki biosyntezy metabolitow przez stoso-
wanie odpowiedniego sktadu pozywek, uwzgledniajgc m.in. substancje wzro-
stowe, zrodta azotu i wegla, prekursory i elieitotory. Przyktadem optymalizacji
omawianego proeesu sa kultury kalusowe Salvia miltiorrhiza Bunge, ktére
biosyntezujg 13-krotnie wieeej ferruginolu i 5-krotnie wiecej kryptotanszi-
nonu niz rosliny gruntowe omawianego gatunku (30), kultury kalusowe Co-
leus hlumei Benth. produkujace 6-krotnie wiecej kwasu rozmarynowego (44),
transformowane korzenie wio$nikowe Ajuga reptans L. zawierajgce 4-krotnie
wiecej 20-hydroksyekdysteronu w poréwnaniu z jego zawartoscig w korze-
niach roslin gruntowych. Omawiane przykitady dowodzg, ze poznano wiele
ezynnikow wplywajacych na zwiekszong wydajnos¢ biosyntezy okreslonych
zwigzkéw chemicznych. Jedng z gtéwnych przeszkdd ograniczajgcych wyko-
rzystanie tych wynikéw w produkcji metabolitow wtérnych na skale prze-
mystowg w warunkach hodowli in vitro, jest problem ekonomiczny. Stoso-
wanie tej metody jest czesto jeszcze nieoptacalne ze wzgledu na wysokie
koszty.

W przegladzie piSmiennietwa wykazano réwniez, ze kultury kalusowe bio-
syntezuja metabolity, ktore nie wystepujg w roslinie maeierzystej, np. wspo-
mniany ester kwasu kawowego i jego izomer wystepujacy jedynie w kulturze
kalusowej Lavandula angustifolia Mili. (45).

W oméwionych przyktadach biosyntezy metabolitéw wtornych przebiega-
jacej w warunkach hodowli in vitro, w kulturach kalusowych przedstawicieli
rodziny Lamiaceae wykazano, ze dotychczasowe wysitki z tego zakresu zgro-
madzity juz wiele interesujgeyeh wynikéw o charakterze poznawczym, ktére
w przysztosci moga by¢é wykorzystane w praktyce m.in. w przemysle farma-
ceutyeznym.

biotechnologia 2 (37) 97



108 Ewa Skrzypczak-Pietraszek, |[Jan Grzybek|

Objasdnienia stosowanych skrétow:

B5 — pozywka podstawowa wg Gamborga

BAP — 6-benzyloaminopuiyna

4-CI-LAA — kwas 4-chloroindolilo-3-octowy
5,6-CI2-IAA — kwas 5,6-dichloroindolilo-3-octowy
2,4-D — kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy

DMSO — dimetylosulfotlenek

Fe-EDTA — zZelazian (lll) etylenodiaminotetraoctowy
GA3 — kwas giberelinowy

IAA — kwas indolilo-3-octowy

IBA — kwas indolilo-3-mastowy

LS — pozywka podstawowa wg Linsmaiera i Skooga
MS — pozywka podstawowa wg Murashige i Skooga
NAA — kwas a-naftylooctowy

Praca byta finansowana z funduszu grantu KBN nr 6P2060605. Autorzy serdecznie dziekuja

Wiadzom KBN za pozwolenie wykorzystania czesci grantu na niniejszg prace.
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Secondary metabolites of tissue cultures of Lamiaceae species

Summary

This paper reviews information from the last decade world literature on the occurrence in
tissue cultures of some Lamiaceae species of secondary metabolites: monoterpenes, diterpenes,
phenylpropanoids, depsides, enol esters of caffeic acid, flavonoids, anthocyanins, phytoecdyste-

roids and polysaccharides.
The introductory part of the paper gives information on the occurrence of the biological
active secondary metabolites in the native plant species from Lamiaceae family.

Key words:
tissue cultures, Lamiaceae, secondary metabolites, monoterpenes, diterpenes, phenylopropa-
noids, depsides, enol esters of caffeic acid, flavonoids, anthocyanins, phytoecdysteroids, poly-

saccharides.
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