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Selekcja linii komórkowych 
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z podwyższoną zawartością 
giukozydów irydoidowych

1. Wstęp
Biotechnologia rośiin wyższych rozwija się od czasu, gdy (w latach pięćdziesiątych naszego 

stulecia) udowodniono, że somatyczne komórki roślinne są totipotentne (1). Jedną z dziedzin 
biotechnologii, intensywnie rozwijaną na przestrzeni ostatnich 10-15 lat jest produkcja wtórnych 
metabolitów przez roślinne komórki hodowane in vitro. Dotyczy to głównie związków czynnych 
farmakologicznie. Pomimo postępu syntezy chemicznej rośliny stanowią ciągle ok. 25% recep­
tur medycznych (2). Metoda hodowli in vitro ma szereg zalet, umożliwia bowiem prowadzenie 
badań w ściśle kontrolowanych warunkach na materiale dostępnym niezależnie od pory roku. 
Można w ten sposób otrzymać związki z roślin niedostępnych lub rzadko występujących w na­
szym klimacie, a także związki nowe nie występujące w świecie roślinnym. Na ogół jednak 
kultury komórkowe produkują wtórne metabolity w ilości mniejszej niż rośliny gruntowe i to jest 
jeden z powodów dlaczego kultury te nie są dotąd wykorzystywane na skalę przemysłową 
(wyjątek stanowi produkcja szikoniny, kwasu rozmarynowego i alkaloidu berberyny).

Problem niskiej wydajności roślinnych kultur komórkowych próbuje się rozwiązać m.in. po­
przez:

1) optymalizację składu podłoża i warunków hodowli,
2) aktywację i modyfikację dróg biosyntezy pożądanych metabolitów (dodatek prekursorów, 

elicitorów, itp.),
3) selekcję wysokowydajnych szczepów,
4) wykorzystanie komórek imobilizowanych.

2. Wytwarzanie irydoidów w kulturze in vitro 
Penstemon serrulatus
w 1983 r. w Zakładzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Lodzi 

wprowadzono do hodowli in vitro Penstemon serrulatus Menz. Jest to północno-amerykańska 
roślina z rodziny Scrophuiariaceae. Rośliny z rodzaju Penstemon charakteryzują się obecnością 
różnego typu związków irydoidowych-heterocyklicznych monoterpenów, które zawierają w swej 
budowie układ dwóch pierścieni: cyklopentanu i a-piranu. Irydoidy mają znaczenie chemo- 
taksonomiczne oraz interesujące właściwości biologiczne (3-7). W rodzaju Penstemon obok 
irydoidów typowych dla rodziny Scrophuiariaceae, takich jak aukubina, katalpol i ich estry (8), 
stwierdzono występowanie rzadko spotykanych w świecie roślinnym, estrów irydoidowych typu 
„Valeriana” (9-14). Związki te są zestryfikowane kwasem izowalerianowym w pozycji C-1 i po­
siadają resztę cukrową w pozycji C-11 (rys. 1). Irydoidy typu „valeriana” zostały wykryte w nie­
których gatunkach Penstemon oraz w rodzaju Viburnum (15) i Valeriana (16).

Nasze badania wykazały, że niektóre irydoidy tego typu wytwarzane są w kulturze kalusowej 
i zawiesinowej Penstemon serrulatus (17,18). Strukturę irydoidów wyizolowanych z hodowli in
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Rys. 1. Struktura irydoidów wyizolowanych z hodowli in vitro Penstemon serrulatus: penstemid (1); aglikon 
penstemidu (2); serulatolozyd (3); aglikon serulatolozydu (4); 7-deoksy-8-epiwalerozydat (5).

vitro P. serrulatus przedstawiono na rys. 1. Głównymi irydoidami w tej kulturze są penstemid 
i serulatolozyd. W mniejszej ilości w hodowanych komórkach występują aglikony obu tych 
związków. Metabolit oznaczony na rys. 1 cyfrą 5, którego struktura została określona jako 
7-deoksy-8-epiwalerozydat (17) jest związkiem nowym nie znanym dotychczas w świecie 
roślinnym.

Badania przeprowadzone ze związkami wyizolowanymi z kultur komórkowych P. serrulatus 
(penstemid, jego aglikon i serulatolozyd) wykazały, że działają one antyproliferacyjnie, hamując 
włączanie radioaktywnej [^H]-tymidyny do DNA limfocytów myszy i komórek nowotworowych 
hepatoma u chomika syryjskiego (18). Poprzednio już, stosując test P 388, stwierdzono prze- 
ciwnowotworowe działanie penstemidu (6).

Tak jak wspomniano, penstemid, oraz serulatolozyd produkowane są w komórkach P. ser­
rulatus hodowanych In vitro. Ważne jest jednak podwyższenie wydajności i stabilności hodo­
wanych komórek w zakresie produkcji tych farmakologicznie ważnych irydoidów. W artykule 
tym przedstawiono możliwości zwiększenia produkcji penstemidu i serulatolozydu poprzez 
selekcję wysokoproduktywnych linii komórkowych P. serrulatus.
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3. Klonowanie i selekcja szczepów
w hodowli in vitro stosowane są 3 metody otrzymywania szczepów z wykorzystaniem:
1) agregatów komórkowych,
2) pojedynczych komórek,
3) protoplastów.
Sporną kwestią pozostaje, która z tych metod jest najbardziej efektywna dla pozyskania 

wysokowydajnych szczepów czy linii komórkowych. Yamamoto i in. (19) otrzymali stabilne, 
z wysoką produkcją antocyjanów szczepy Euphorbia millii z agregatów komórkowych. Niesta­
bilne okazały się natomiast szczepy otrzymane z pojedynczych komórek. Inne wyniki uzyskali 
Fujita i in. (20) dla szczepów Lithospermum produkujących szikoninę; w tym wypadku najle­
pszym materiałem były protoplasty.

Dla kultury P. serrulatus opracowałam metodę klonowania z użyciem małych, liczących 
2-10 komórek agregatów. Materiałem do badań była kultura oznaczona symbolem AS-1, za­
początkowana z kalusa pochodzącego z pylnika oraz linia komórkowa AS-210 zapoczątkowana 
ze szczepu A-210, otrzymanego w wyniku klonowania i selekcji kultury AS-1. Obie te kultury 
(AS-1 i AS-210) charakteryzowały się wysoką (ponad 15% suchej masy), ale niestabilną pro­
dukcją irydoidów; po roku hodowli poziom penstemidu i serulatolozydu obniżał się do ok. 1% 
suchej masy (21,22 oraz rys. 2).

W wyniku klonowania AS-1 otrzymano ok. 300 szczepów, które hodowano na agarowym 
(0,8%) podłożu SH-1; podłoże Schenka i Hildebrandta (23) uzupełnione 0,5 mg/l IBA (kwas 
indolilo-3-masłowy) i 0,2 mg/l BAP (6-benzyloaminopuryna). Opis techniki klonowania i szcze­
gółowe informacje o wyizolowanych szczepach znajdują się w pracy Wysokińskiej i Giang (21). 
Szczepy różniły się morfologią, wzrostem i zawartością penstemidu. Nie obsenwowano nato­
miast różnic w jakościowym składzie frakcji irydoidowych; dla każdego szczepu chromatogram
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Rys. 2. Zmiany zawartości irydoidów w linii komórkowej AS-210 podczas pasażowania. 
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Rys. 3. Chromatogram HPLC frakcji irydoidowe] z komórek Pen- 
stemon serrulatus hodowanych w podłożu Shł-1. Oznaczenia pi­
ków:. 1 - penstemid, 2 - serulatolozyd. Chromatograf: Shimadzu 
LC-6A, model 7125. Kolumna: Supelcosil CeDB, 5/<m, prekolum- 
na: Supelguard CsDB, 5 /<m. Eluent: CH30H:H20 32:68 (v/v). 
Szybkość przepływu: 0,8 ml/min. Detekcja: 220 nm.

mm 10 20

TLC i HPLC (rys. 3) byl identyczny jak dla kultury macierzystej. Za pomocą testu TLC wybrano 
Ok. 30 szczepów i określono w nich zawartość penstemidu i serulatolozydu, stosując metodę 
HPLC (21). Najbardziej produktywny szczep wytwarzał w przeliczeniu na suchą masę 13,2% 
irydoidów, w tym 7,8% penstemidu i 5,4% serulatolozydu. Z tego i z kilku innych szczepów, w 
których zawartość penstemidu wahała się od 2,7% do 6,2%, a serulatolozydu od 1% do 3,7%, 
zapoczątkowano kultury zawiesinowe.

Następną selekcję przeprowadzono wśród szczepów otrzymanych przez klonowanie linii 
komórkowej AS-210 po 10 pasażach (5 miesięcy w hodowli). Badaniom skriningowym (test 
TLC) poddano ok. 100 losowo wybranych szczepów. Najbardziej produktywne szczepy tej serii 
wytwarzały, w przeliczeniu na suchą masę, 4,4%-6,7% penstemidu i 2,5%-4% serulatolozydu. 
Z nich także zapoczątkowano kultury zawiesinowe. Do hodowli płynnej wprowadzono również 
szczepy uzyskane w wyniku klonowania i selekcji linii komórkowej AS-210 po 20 pasażach. 
Po prawie rocznej hodowli kultura ta utraciła już w znacznym stopniu swoje zdolności biosyn- 
tetyczne (rys. 2). Schemat selekcji linii komórkowych wykorzystanych w tych badaniach przed­
stawia rys. 4.
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Rys. 4. Schemat procedury zastosowanej do otrzymania linii komórkowych Penstemon serrulatus 
z podwyższoną zawartością irydoidów.

4. Wytwarzanie irydoidów w iiniach komórkowych
Następnym etapem pracy było zbadanie produkcji penstemidu i serulatolozydu w hodowli 

płynnej. Wszystkie linie komórkowe zapoczątkowano z jednego kalusa (rys. 4). Wybrane szcze­
py (po 4-tygodniowym okresie wzrostu) przenoszono pojedynczo do kolb Erienmeyera zawie­
rających 50 ml płynnego podłoża SH-1 (podłoże-Schenka i Hildebrandta użupełnione 0,5 mg/l 
IBA i 0,2 mg/l BAP). Kolby umieszczono na wytrząsarce rotacyjnej (100 obr/min) w fitotronie 
(temp. 26±2°C, oświetlenie ciągłe lampami jarzeniowymi ok. 40 yuEm”^s"\ wilgotność 70%). 
Po 2-tygodniowym okresie hodowli, 5 ml zawiesiny przenoszono do 50 ml świeżego podłoża 
SH-1. Następnych pasaży dokonywano w odstępach 2-tygodniowych; inokulum wynosiło 2 
ml. W celu ustalenia stabilności wyselekcjonowanych linii komórkowych, po 8, 25 i 42 pasażach 
określano suchą masę oraz zawartość penstemidu i serulatolozydu. Sposób ekstrakcji irydoi­
dów z materiału roślinnego oraz ich oznaczanie metodą HPLC opisano w poprzednich pracach 
(21,22). Poszczególne linie komórkowe, podbnie jak szczepy kalusowe, różniły się znacznie 
poziomem penstemidu i serulatolozydu (tab, 1 i 2). W większości badanych populacji wysoka 
początkowo (pasaż 8) zawartość penstemidu i serulatolozydu w komórkach obniża się po roku 
(pasaż 25) lub dwóch latach (pasaż 42) prowadzenia hodowli. Przykładem mogą być komórki 
AS-210, w których zawartość penstemidu i serulatolozydu po roku pasażowania obniżyła się 
o 85% (rys. 2). Takie obniżenie zdolności biosyntetycznej komórek podczas hodowli jest zja­
wiskiem powszechnie znanym i stanowi znaczną przeszkodę w ich biotechnologicznym wyko­
rzystaniu.
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Tabela 1

Zmiany zawartości giukozydów irydoidowych w iiniach komórkowych Penstemon serrulatus 
podczas 2-letniej hodowii w podłożu SH-1

Linia komór- 
kowa nr

Zawartość irydoidów (% suchej masy)

Penstemid Serulatolozyd

8* 25* 42* 8* 25* 42*

AS-4 3,4 3,9 0,2 1,9 2,0 0,07

AS-7 3,9 5,4 n.b. 1,9 2,3 n.b.

AS-25 4,1 0,3 n.b. 2,0 0,2 n.b.

AS-70 4,2 0,6 0,1 2,1 0,5 0,1

AS-82 2.1 3,8 3,7 1,4 1,9 2,0

AS-210 8,0 0,5 0,03 4,6 0,5 0,02

Linie te otrzymano w wyniku klonowania i selekcji kultury AS-1.

* - numer pasażu; n.b. - nie badano (z powodu zakażenia kultury); SH-1 - podłoże Schenka i Hildebrand- 
ta (23) uzupełnione 0,5 mg/l IBA i 0,2 mg/l BAP.

Tabela 2

Zmiany zawartości giukozydów irydoidowych w iiniach komórkowych Penstemon serrulatus 
podczas 2-ietniej hodowli w podłożu SH-1

Linia komórko-
wa nr

Zawartość irydoidów (% suchej masy)

Penstemid Serulatolozyd

8* 25* 42* 8* 25* 42*

AS-21O-20® 3,3 3,5 4,2 1,9 1,7 2,8

AS-210-34® 2,6 2,2 n.b 1,7 1,4 n.b.

AS-210-49® 7,7 5,9 4,2 4,0 3,2 2,0

AS-210-95® 3,2 6,1 2,0 1,8 3,5 1,4

AS-210-20-1^ 8,3 4,9 1,8 4,4 3,0 1,0

AS-210-20-2‘^ 3,8 2,1 0,6 2,6 1,3 0,5

AS-210-20-3'' 5,4 6,4 2,3 3,1 3,7 1,6

AS-210-20-4^’ 5,0 0,6 0,8 2,5 0,4 0,5

Linie te otrzymano w wyniku klonowania i reselekcji linii AS-210.

* - numer pasażu; n.b. - nie badano; a - linia macierzysta AS-210 pasaż 10; b - linia macierzysta AS-210 

pasaż 20; SH-1 - podłoże Schenka i Hildebrandta (23) uzupełnione 0,5 mg/l IBA i 0,2 mg/l BAP.

Deus i Zenk (24) wyróżniają dwa rodzaje kultur komórkowych. Pienwsze to kultury stabilne, 
w których produkcja wtórnych metabolitów jest utrzymywana na wysokim poziomie przez wiele 
lat; przykładem mogą być kultury Morinda citrifolia (25), Coleus blumei (26) lub niektóre linie 
komórkowe Coptis japonica (27). Jest także drugi typ kultur komórkowych, które stopniowo 
tracą swą produktywność w warunkach in vitro. Takie kultury reprezentowane są m.in. przez 
Catharanthus roseus (24), Nicotiana rustica (28), Solanum laciniatum (29). Przyczyny 
zmienności biosyntetycznej w hodowanych komórkach nie zostały jeszcze w pełni wyjaśnione. 
Sugeruje się, że mają one głównie charakter epigenetyczny i sama procedura klonowania (izo­
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lacja szczepów, pasażowanie) może wywołać modyfikacje w strukturze, organizacji lub regulacji 
fenotypu prowadząc do niestabilnych klonów (30). Ta niestabilność ujawnia się także w kulturze 
P. serrulatus prowadząc do znacznego obniżenia zdolności do biosyntezy irydoidów podczas 
pasażowania. Przykład linii komórkowej AS-210 świadczy, że obniżenie poziomu irydoidów nie 
ma charakteru trwałego i poprzez ponowną selekcję można uzyskać linie komórkowe z wysoką 
produkcją tych metabolitów (tab. 2). Pasażowanie wpływa jednak na ponowne obniżenie 
zawartości irydoidów w tych hodowlach. Stosując opisaną procedurę można uzyskać również 
linie komórkowe P. serrulatus o dość znacznym stopniu stabilności. Linie te (AS-82, AS-210- 
20, AS-210-49) po prawie 2-letniej hodowli bez selekcji wytwarzają ok. 4% penstemidu i 2-3% 
serulatolozydu (tab. 1 i 2). Stopień utraty zdolności biosyntetycznej podczas pasażowania, jak 
się wydaje, zależy od pochodzenia linii komórkowych. Bardziej stabilne są linie otrzymane po 
reselekcji ze szczepu AS-210; z ośmiu przebadanych linii jedynie w populacji AS-210-20-4 
poziom penstemidu po roku hodowli obniżył się więcej niż o 50% (tab. 2). Efekt ten występował 
natomiast aż w połowie kultur pochodzących ze szczepów po jednorazowej selekcji (tab. 1).

Tabela 3

Przyrost biomasy w wyselekcjonowanych liniach komórkowych Penstemon serrulatus 
w podłożu SH-1 po 14 dniach hodowli

Linia komórkowa nr Sucha masa (g/l)

8* 25* 42*

AS-4 3,8 2,4 2,4

AS-7 2,2 9,5 n.b.

AS-25 9,1 13,6 n.b.

AS-70 2,7 15,7 16,0

AS-82 4,0 14,4 14,3

AS-210 2,9 13,1 16,5

AS-210-20 2,5 13,1 14,2

AS-210-34 1,7 12,3 n.b.

AS-210-49 1,9 14,1 13,7

AS-210-95 1,5 10,3 13,8

AS-210-20-1 14,1 15,6 13,9

AS-210-20-2 11,0 14,1 13,9

AS-210-20-3 9,2 4,9 13,4

AS-210-20-4 5,3 5,8 13,2

* - numer pasażu; n.b. - nie badano (z powodu zakażenia kultury); SH-1 - podłoże Schenka i Hildebrand- 
ta (23) uzupełnione 0,5 mg/l IBA i 0,2 mg/l BAP.

Stwierdzono, że wraz z pasażowaniem zmienia się również przyrost biomasy (tab. 3). Jest 
on wyższy w starszych kulturach (pasaż 25 i 42) i po 14-dniowym okresie wzrostu wynosi 
13-16,5 g suchej masy w litrze kultury (wyjątek stanowi linia AS-4). Fakt ten sprawia, że 
produktywność niektórych linii komórkowych (wyrażona w mg irydoidu produkowanego w litrze 
kultury w ciągu 14 dni) wzrasta po roku hodowli pomimo obniżenia się bezwzględnej zawartości 
penstemidu i serulatolozydu w komórkach. W tab. 4 podaję produkcję (w mg/l kultury) pen­
stemidu i serulatolozydu w trzech najbardziej wydajnych liniach komórkowych (AS-82, AS- 
210-49, AS-210-20) po 2 latach hodowli. Ta produkcja wynosi dla penstemidu; 529-596 mg
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W litrze kultury, a dla serulatolozydu 274-398 mg/l. Są to wartości prawie 2-krotnie wyższe niż 
maksymalne ilości irydoidów (225 mg/l) uzyskane dla kultury nieklonowanej AS-1 (22). Jeszcze 
po dwóch latach hodowli zawartość penstemidu i serulatolozydu w tych trzech wyselekcjo­
nowanych liniach jest zbliżona do zawartości tych związków w roślinach gruntowych, których 
liście akumulują 3,3% penstemidu i 1,5% serulatolozydu w przeliczeniu na suchą masę 
(Wysokińska, dane nie opublikowane).

Tabela 4

Produkcja irydoidów w podłożu SH-1 w trzech wybranych iiniach komórkowych* 
Penstemon serrulatus, po ok. 2 iatach hodowii (42 pasażach)

Linia komórkowa nr
Produkcja irydoidów (mg/l kultury)

Penstemid Serulatolozyd

AS-82 529 286

AS-210-20 596 398

AS-210-49 575 274

* Linie te wybrano jako najbardziej produktywne w oparciu o dane tab. 1 i 2; SH-1 - podłoże Schenka i Hil- 
debrandta (23) uzupełnione 0,5 mg/l IBA i 0,2 mg/l BAP.

5. Podsumowanie
Uzyskane wyniki wskazują, że kultury P. serrulatus są heterogenne i zjawisko to można 

wykorzystać dla podwyższenia poziomu penstemidu i serulatolozydu w hodowli in vitro. Ze 
szczepów otrzymanych w wyniku pojedynczej lub dwukrotnej selekcji założono kilka linii ko­
mórkowych P. serrulatus, które różniły się produkcją irydoidów i stopniem stabilności. Linie 
AS-82, AS-210-20 i AS-210-49, jak się wydaje, są najbardżiej korzystne dla celów biotechno­
logicznych; jeszcze prawie po dwóch latach przebywania w warunkach in vitro produkują one 
3,7-4,2% penstemidu i 2,0-2,8% serulatolozydu, w przeliczeniu na suchą masę. Natomiast 
pozostałe linie są bardziej niestabilne i po roku lub 2 latach hodowli w znacznym stopniu tracą 
zdolności do biosyntezy irydoidów. Przywrócenie tych zdolności możliwe jest przez ponowne 
klonowanie i reselekcję, ale również wówczas linie komórkowe były mało stabilne. Nie wyklucza 
to jednak pracy z takimi liniami i ich biotechnologicznego wykorzystania, pod warunkiem pro­
wadzenia ich okresowej reselekcji.
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Selection of Penstemon serrulatus cell lines capable of enhanced iridoid 
glucoside production
Summary

Several cell lines producing high of iridoids were isolated from Penstemon serrulatus cell suspension 
cultures using a small aggregate cloning technique. Three lines (AS-82; AS-210-20 and AS-210-49) main- 
tairied high production of penstemide, 3,7-4,2% on a dry weight basis (529-596 mg/1 of culture) and ser- 
rulatoldside, 2.0-2,8% of dry weight (274-398 mg/I of culture) even after 42 non-selected subcultures (al­
most 2 years). "The iridoid production was considerably higher than that of the original strain and was 
compared with iridoids levels found in the leaves of P. serrulatus.

However, the other selected cell lines lost their high capacity for iridoid production after one or two 
years of subculturing. For one of these lines (AS-210) secondary cloning and selection was attempted to 
solve this problem.
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