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Ginsenosides contents in Panax quinquefoUum cultures

Summary

Contents of six main saponins (Rbi, Rb2, Rc i Rd - protopanaxadiols, Rg,
i Re - protopanaxatriols) were investigated in callus and suspension cultures of
Panax quinquefoUum. HPLC method was used to indicate saponins quantatively.
Qualitative composition and the amount of individual ginsenosides varied de-
pending on culture age and light conditions. The younger calli, grown in dark,
produced all indicated metabolites, and protopanaxatriols were dominant. In
older callus cultures, only 3 of the saponins (Rgi, Re, Rbi) were present. The
calli grown in light did not synthesize protopanaxadiols at all. Although suspen-
sion cultures contained all of the 6 above indicated metabolites, ginsenosides
Re and Rd were predominant and reached the highest level, 2,7 mg/g d.w. and
1,2 mg/g d.w. respectively.
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1. Wstep

Zen-szen {Panax, rodzina Araliaceae) jest rosling lecznicza, od
wiekow stosowang w medycynie dalekowschodniej i tradycyjnej
medycynie Indian pétnocnoamerykarskich. Rodzaj Panax obejmu-
je wiele gatunkéw wystepujacych w umiarkowanej strefie klima-
tycznej pétkuli pdinocnej: Panax ginseng - zeh-szen wiasciwy (Man-
dzuria, Korea i Rosja); P. japonicus, P. viethamiensis i P. notoginseng
(tereny Azji Wschodniej i Potudniowej) (1,2) oraz Panax quinquefoUum
(Kanada, wschodnia i srodkowa cze$¢ USA). Gldwnymi zwiagzkami
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czynnymi sg ginsenozydy (panaksozydy) - saponiny triterpenowe o charakterze
glikozydowym. Aglikonem jest w nich uktad damaranu, natomiast cze$¢ cukrowa
sktada sie z kilku cukréw prostych, najczesciej: D-glukozy, D-galaktozy, D-ksylozy,
L-arabinozy, a takze kwaséw uronowych: D-glukuronowego, D-galakturonowego.
Dotad wyizolowano i zidentyfikowano ponad 30 saponin zehszeniowych. Zostaty
one sklasyfikowane jako: 20(S)-protopanaksadiole (np. Rbi, Rbz, Rc, Rd), 20(S)-pro-
topanaxatriole (np. Re, Rg], Rgz) oraz pochodne kwasu oleanowego (np. Ro). Za
biologiczne dziatanie zen-szenia, oprécz ginsenozydoéw, odpowiadajg takze poli-
sacharydy, poliacetyleny, peptydoglikany, witaminy, choliny oraz mikroelementy
3).

W licznych badaniach dotyczacych farmakologii zen-szenia stwierdzono, ze eks-
trakt z korzeni tej rosliny wptywa na poprawe ogélnej przemiany materii, zwieksze-
nie wydolnosci fizycznej i umystowej, przeciwdziata zmeczeniu, reguluje cisnienie
krwi (3,4): ma wiasciwosci adaptogenne, antystresowe zwigzane z efektem oksyda-
cyjnym, immunostymulujgce oraz neuro- i radioochronne (5-11). Tak szeroki i roz-
norodny zakres dziatania spowodowat wzrost zapotrzebowania na surowiec. Do-
prowadzito to do drastycznego zmniejszenia sie naturalnych zasobdéw tej rosliny
i wpisania jej do tzw. ,,Czerwonej Ksiegi” ginacych gatunkéw. W kilku krajach (m.in.
w Chinach, Japonii, Wietnamie, Stanach Zjednoczonych, Kanadzie i Polsce) zen-szeh
zostat wprowadzony do upraw polowych. Metoda pozyskiwania roslin z gruntu nie
jest jednak doskonata z uwagi na dtugi okres oczekiwania na wartosciowy farmako-
logicznie surowiec, pracochtonno$¢ upraw i podatnos¢ zeh-szenia na choroby grzy-
bowe.

Prowadzone sg prace nad wykorzystaniem kultur roslinnych in vitro jako alterna-
tywnego zrédia substancji leczniczych, uniezalezniajgcego w pewnym stopniu prze-
myst farmaceutyczny od surowcéw pozyskiwanych z upraw (12). Technologie prze-
mystowe kultur P. ginseng opracowano w Japonii, bytym ZSRR, lIzraelu i Hong-Kongu
(13). W naszym laboratorium podjeto prace majace na celu otrzymanie kultur ko-
mdrkowych P. quinquefolium oraz badania zawartosci saponin w tych kulturach.

2. Materialy i metody

2.1. Kultury in vitro

Materiatem do badan byty wysuszone w temperaturze pokojowej kultury kaluso-
we i zawiesinowe. Kultury kalusowe rosty przez 5 tygodni na podtozu MS (Murashi-
ge i Skooga) z dodatkiem kwasu naftylo-1-octowego (NAA) Img/t; kwasu 2,4-dichlo-
rofenoksyoctowego (2,4-D) 1 mgh; 6-benzyloaminopuryny (BAP) 0,5 mg/l; 50 g/l sa-
charozy; na $wietle (pasaz 30-35) i w ciemnosci (pasaze 10-18 i 31-35). Kultury za-
wiesinowe hodowano przez 4 tygodnie na Swietle, w kolbach wstrzgsanych o po-
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jemnosci 250 ml, zawierajacych poditoze MS z dodatkiem 2,4-D 0,2 mg/l; TDZ
2 x 10"~ mgl/l.

2.2. Ekstrakcja saponin

Ekstrakcje saponin z | g suchego materiatu kazdej préby badanego surowca pro-
wadzono w 3-6 powto6rzeniach. Materiat poddawano ekstrakcji trzykrotnie w 50 ml
80% metanolu w 250 mt kolbach przez 30 min w temperaturze wrzenia rozpuszczal-
nika pod chtodnica zwrotna. Potaczone ekstrakty metanolowe saczono i odparowa-
no do sucha na wyparce pod zmniejszonym cishieniem w temperaturze 60°C. Kolbe
z suchg pozostatoscia umieszczano w eksykatorze ze Srodkiem suszacym. Suchy
ekstrakt metanolowy wazono.

2.3. Wydzielenie saponin z frakcji metanolowej

Suchy ekstrakt metanolowy rozpuszczano w 2,5 ml wody destylowanej. Pobiera-
no 1,8 ml roztworu i nanoszono na kolumne EXTRELUT NT 3. Po 15 min kolumne
przemywano 15 ml butanolu wysyconego woda destylowana. Klarowny przesacz od-
parowywano na wyparce prézniowej pod zmniejszonym cisnieniem w 70°C. Otrzy-
mana frakcje saponinowg wazono i przechowywano w eksykatorze w postaci suche-
go ekstraktu.

2.4. Analiza ilosciowa saponin

Suche ekstrakty rozpuszczano w 2 ml czystego metanolu (przeznaczonego do
HPLC) i filtrowano przez saczki Millex®-FG Hydrophobic Fluoropore (PTFE) o $Sredni-
cy poréw 0,2 pm. Dalszg analize przeprowadzano przy uzyciu zestawu wysokocis-
nieniowej chromatografii cieczowej sktadajgcego sie z kolumny LiChro CART.® 250-4,
pompy Waters 600 Controller oraz detektora UV-V1S Waters 996 sprzezonego
z komputerem Pentium 60 PCI, wyposazonym w oprogramowanie Millenium. Prdby
do HPLC nanoszono w objetosci 5 pl. jako eluentu uzywano mieszaniny acetonitrylu
[ wody, w dwaoch proporcjach:

a) 30 : 70 do oznaczania ginsenozyddw Rb], Rbz, Rc i Rd (szybko$¢ przeptywu
2 m¥/min, czas analizy - 45 minut),

b) 18 : 82 do oznaczania ginsenozyddw Rg] i Re (szybkos¢ przeptywu 3 ml/min,
czas analizy - 40 minut).

Oznaczenia wykonano przy ditugosci fali 203 nm.
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3. Wyniki i ich dyskusja

Przedmiotem pracy sg wstepne badania zawartosci saponin w kulturach kaluso-
wych i zawiesinowych P. quinquefolium.

3.1. Kultury kalusowe

W kulturach kalusowych kompozycja i zawartos¢ ginsenozydéw zmienialy sie
w zalezno$ci od wieku kultury i warunkoéw oswietlenia. Kalusy miodsze (pasaze
10-18), rosngce w ciemnosci produkowaty saponiny nalezace do obu grup: protopa-
naksadioli i protopanaksatrioli; przy czym ilosciowo dominowaty protopanaksatrio-
le, stanowigce okoto 60% catosci oznaczanych saponin. Zawarto$¢ metabolitéw Rgi
i Re stopniowo wzrastata. Sposrod protopanaksadioli najwiecej gromadzito sie gin-
senozydu Rbi (okoto ! mg/g s.m.), mniej Rd i Rbz, a w najmniejszej ilosci wystepo-
wat ginsenozyd Rc (okoto 0,06 mg/g s.m.). W starszych kalusach (pasaz 31-35), zaob-
serwowano stopniowy wzrost zawartosci jednego z oznaczanych protopanaksatrioli

35 -

2,5

0 Rgi

15

O05wLozBY mAm=m

05 -

32
pasaz

Rys. 1. Zawarto$¢ ginsenozyddw w kalusach hodowanych na $wietle.
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- ginsenozydu Rgi Sposrdd protopanaksadioli ilosciowo oznaczono tylko metabo-
lit Rbi, przy czym jego poziom wahat sie nieznacznie w zaleznosci od wieku bada-
nej hodowli (tab., rys. 2). Kalusy ze $wiatta (pasaze 30-35) produkowaty jedynie sa-
poniny z grupy protopanaksatrioli. Zawarto$¢ zaréwno Rgi jak i Re wzrastata stop-
niowo i wynosita dla Rgi okoto 2,1 mg/g s.m. (w pasazu 30) i 3,8 mg/g s.m. (w pasa-
zu 35) oraz dla Re odpowiednio okoto 2.0 i 3,3 mg/g s.m. (rys. 1).

Zawarto$¢ ginsenozydéw w kalusach hodowanych w ciemnosci

Pasaz

10
13
18
31
32
35
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Rys. 2. Zawarto$¢ ginsenozyddéw w kalusach hodowanych w ciemnosci.

Rgi

0,75
1,29
1,33
3,20
3,32
3,90

Re
157
191
1,98
2,93
2,21
1,58

Rb|
0,94
1,07
0,98
0,10
1,04
0,98

Ginsenozydy Img/g]

32
pasaz

Rb2
0,38
0,47
0,44

Re
0,05
0,07
0.07

Rd
0,58
0,62
0,74

Tabela

Suma
4,26
5,39
5,54
5,32
6,36
6,46

O Rgi
m Re

O Rbl
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Wang i wsp. (14) wykazali, ze embriogenny kalus P. quinquefolium zawierat
1,9 mg/g s.m. saponin przy czym ponad 70% stanowity protopanaksatriole. Sposrod
protopanaksadioli przewazat metabolit Rbi zas$ ilosci Rbz, Rc i Rd byty podobne,
lecz znacznie nizsze od zawartosci ginsenozydu Rb]. W kalusach P. ginseng, hodo-
wanych na podtozu MS z réznymi stezeniami 2,4-D (0-5 mg/l) zawarto$¢ saponin
zmieniala sie, a najwyzszg wartos¢ (0,82% suchej masy) osiagneta dla 0,1 mg/l 2,4-D
(15). Dodatek do podioza IBA lub NAA bardziej pobudza synteze ginsenozydéw niz
2,4-D, cho¢ metabolizm poszczeg6lnych saponin zalezy takze od typu kalusa. Dla
kalusa nieorganogennego, po 5 tygodniach hodowli na podtozu MS z dodatkiem ki-
netyny (0,1 mg/) i IBA (0,2 mg/l), zawartos¢ saponin byta najwyzsza i wynosita ponad
11 mg/g s.m. dla grupy Rb i ponad 30 mg/g s.m dla grupy Rg. Kalusy tworzace pedy
maksymalnie osiggnety 15 mg/g s.m. dla protopanaksadioli i 32 mg/g s.m. dla proto-
panaksatrioli (16).

3.2. Kultury zawiesinowe

Kultury zawiesinowe syntetyzowaty wszystkie badane saponiny (rys. 3). Podob-
nie jak w przypadku kaluséw, ilosciowo dominowaty protopanaksatriole, przy czym
najwiecej gromadzito sie w nich metabolitu Re (2,7 mg/g s.m.). Ginsenozydy Re i Rgi
stanowity wspdlnie, podobnie jak w kulturach kalusowych blisko 60% wszystkich sa-
ponin. Sposréd protopanaksadioli najwiekszy udziat miat metabolit Rd (okoto
1,2 mg/g s.m.), a najmniejszy - ginsenozyd Rc (okoto 0, 53 mg/g s.m.).

Dla zawiesiny P. quinquefolium Zhong i wsp. (17) osiggneli zawartos¢ saponin bli-
sko 11% suchej masy, a w przeliczeniu na objeto$¢ zawiesiny - produkcje wy-
noszaca 0,6 g/l. Autorzy ci zbadali takze wptyw zrédta azotu i jego poczatkowego
stezenia w podiozu na produkcje ginsenozyddéw. Zwiekszenie produkcji do 1,5 g/l
osiagnieto, gdy wyjsciowy poziom azotu wynosit 40 mM i jedynym jego zrdédiem byt
jon azotanowy (18). Zawiesina P. ginseng maksymalng zawartos$¢ (5,2%) i catkowitg
produkcije (0,6 g/l) saponin osiggneta przy znacznie nizszym poziomie wyjsciowym
azotu wynoszgcym 5 mM (19). Produkcje ginsenozyddw na poziomie 0,73 g/l
osiagnieto modyfikujgc poczatkowg zawartos¢ jonéw K+ do stezenia 60 mM (20),
za$ przy zmianie stezenia Cu+ do 10 pM produkcja maksymalnie wyniosta 1,19 g/l
21,.
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Rys. 3. Zawarto$¢ ginsenozydéw w kulturach zawiesinowych po 28 dniach hodowli.

4. Podsumowanie

Skfad jakosciowy i zawarto$¢ ginsenozydow w kulturach kalusowych zmieniaty
sie w zaleznosci od wieku kultur i warunkéw o$wietlenia. Miodsze kalusy produko-
waty wszystkie badane saponiny Rbi, Rbz, Rc, Rd (protopanaksadiole), Re i Rgi (pro-
topanaksatriole), przy czym protopanaksatriole stanowity 60% catosci badanych gin-
senozydow. Starsze kalusy sposrod protopanaksadioli syntetyzowaty tylko metabo-
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lit Rb]. W kalusach hodowanych na $wietle oznaczono jedynie metabolity Re i Rgi.
Zawiesiny podobnie jak miodsze kalusy produkowaty wszystkie badane saponiny.
llosciowo dominowat ginsenozyd Re (2,7 mg/g s.m.), za$ sposrod protopanaksadioli
najwyzsza zawarto$¢ osiggnat metabolit Rd (1,2 mg/g s.m.).

Praca finansowana przez KBN, grant nr 0399/P05/2002/23.
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