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jotechnologia roslin to jeden z dziatéw biotechno-

logii, dynamicznie rozwijajacej sie interdysplinar-
nej nauki i techniki, w ktérej ramach w rézny sposéb
zmierza sie do wykorzystania organizméw zywych
w celach praktycznych.

W ramach biotechnologii roélin badania zmierza-
ja do wykorzystania zaréwno potencjatu biochemicz-
nego, jak i morfologicznego komérek roslinnych [1, 2].
Podstawowym etapem w pracach z tego zakresu jest
zatozenie roélinnej kultury in vitro. Kultury roslin in vi-
tro, to prowadzone w warunkach sterylnych kultury
protoplastéw, pojedynczych komérek, tkanek, orga-
néw, fragmentdw roslin lub catych roslin [2].

Nieograniczony wzrost tkanki roslinnej udato
sie uzyska¢ w 1939 r. Sukces nalezat do trzech ba-
daczy — White’a, ktéry otrzymat tkanke kalusowa
z fragmentéw prokambium todyg mieszarnca tytoniu
— Nicotiana langsdorfii x Nicotiana glauca oraz Gau-
thereta i Nobécourta, ktérzy niezaleznie od siebie,
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kwas indolilo-3-octowy (IAA)

Pharmaceutical aspects of plant biotechnology. Part 1. Introduction
— methods and main research directions This article presents
research methodology used in plant biotechnology (among

others composition of culture media, groups of plant growth and
development regulators, types of plant in vitro cultures). Moreover,
main research directions in plant biotechnology: endogenous

in vitro production of secondary metabolites, biotransformation
processes, genetic engineering and plant micropropagation, were
characterized with emphasis on their pharmaceutical significance.
Practical applications of this research was presented based on
classical and some new examples. The article underlines that

therapeutically important compounds can be obtained from
in vitro cultures at marked quantities by endogenous accumulation
(e.g. shikonin, rosmarinic acid, berberine, ginsenosides, paclitaxel)

or by biotransformation of exogenously supplemented precursors
(e.g. cardiac glycosides, phenolic glycosides). Metabolites
accumulating in roots of medicinal plants can be obtained with high
yield by genetic transformation using Agrobacterium rhizogenes in
the cultures of transformed roots, so-called “hairy roots” cultures.
Development of micropropagation methods of medicinal plant species
warrants quick supply of high quality medicinal raw materials among
others from exotic, endangered and rare species. In addition, the
article presents the newest research direction of genetic engineering,
namely the possibility of the production of so-called “plant vaccines”
and other biopharmaceuticals in transformed plants.

Keywords: plant in vitro cultures, endogenic production

of metabolites, biotransformation processes, genetic engineering,
plant micropropagation.

CH,— (CH,),—— COOH uzyskali hodowle z fragmentéw korzeni Daucus ca-

rota zawierajgcych kambium. Powodzenie tych eks-
N perymentéw byto mozliwe m.in. dzigki zastosowaniu
| odkrytego w 1934 r. przez Kogla naturalnego hor-
H monu roslinnego z grupy auksyn, kwasu indolilo-3-
-octowego (IAA) (rycina 1).

Od tego czasu rozpoczat sie gwattowny rozwoj ba-
dan nad kulturami roslin in vitro.

kwas indolilo-3-mastowy (IBA)

Rycina 1. Naturalne zwigzki z grupy auksyn
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Rycina 2. Kalusujace fragmenty lisci Ginkgo biloba. Podtoze M-S, BAP — 0,5 mg/I,
2,4-D—2mg/| (autor zdjecia: dr A. Szewczyk, Katedra Botaniki Farmaceutycznej CM UJ)

Rycina 3. Kultury kalusowe Ginkgo biloba. Podtoze M-S, BAP —2 mg/|, pikloram —

4 mg/| (autor zdjecia: dr A. Szewczyk, Katedra Botaniki Farmaceutycznej CM U))

Metoda roslinnych kultur in vitro zostata wprowa-
dzona i rozpropagowana w Polsce przez prof. J. Czo-
snowskiego i jego wspo6tpracownikow. Pierwsze prace
z tej dziedziny autorstwa prof. J. Czosnowskiego uka-
zaty sie na przetomie lat 40. i 50. XX wieku [2]. Aktual-
nie w Polsce problematyka badawcza z tego zakresu
zajmuja sie liczne placéwki o profilu ogélnobiolo-
gicznym, botanicznym, biochemicznym, genetycz-
nym, farmaceutycznym, ogrodniczym, rolniczym
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i biotechnologicznym. Sg to zaréwno placowki aka-
demickie, jak i instytuty naukowe.

Mozliwosci farmaceutycznego wykorzystania bio-
technologii roslin sg obiektem zainteresowan niemal
wszystkich katedr o profilu botanicznym (botanika
farmaceutyczna) i farmakognostycznym na wydzia-
tach farmaceutycznych w Polsce. Szczegdlnie dotyczy
to osrodkéw w Warszawie, todzi, Poznaniu, Krako-
wie, rowniez w Gdansku. Dtugie tradycje badawcze
ma takze Zaktad Fitochemii Instytutu Farmakolo-
gii PAN w Krakowie. W ostatnich latach znaczna ak-
tywnoscia badawcza moze poszczycic sie tez Zaktad
Ochrony Roélin i Biotechnologii Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii UG i Uniwersytetu Medycz-
nego w Gdansku.

Zaktadanie roslinnych kultur in vitro

Kultury in vitro zaktada sie najczesciej z fragmen-
tow sterylnych siewek (plantlets) otrzymanych po
wykietkowaniu nasion. Organy siewek (listki, ogonki
lisciowe, todyzki, korzenie) celowo tnie sie na kawat-
ki, ktére umieszcza sie na podtozu o okreslonym skta-
dzie (tzw. podtoze inicjujace), prowokujac powstanie
w miejscu ciecia, tkanki przyrannej zwanej tkanka
kalusowa [2]. Niekiedy z fragmentéw organdw sie-
wek wyrastaja liczne, drobne zawiazki pedéw (rza-
dziej korzeni), dajac poczatek kulturze pedowej (lub
rzadziej korzeniowej).

Czes¢ podliscienna (hypokotyl) siewek ma wyraz-
na zdolnos¢ tworzenia tkanki kalusowej. W poczatko-
wym okresie badan biotechnologicznych wiekszos¢
kultur miata takie pochodzenie. Juz od wielu lat za
bardziej wartosciowy materiat badawczy uwaza sie
kultury o sprecyzowanym pochodzeniu — a wiec kul-
tury pochodzenia lisciowego, todygowego, czy ko-
rzeniowego.

Kultury mozna zatozy¢ teoretycznie z kazdego or-
ganu dojrzatego okazu rosliny. Z tej mozliwosci ko-
rzysta sie, gdy pojawiaja sie ktopoty ze zdobyciem
nasion lub gdy np. wystepuja trudnosci z ich kietko-
waniem. Pocigte, wysterylizowane fragmenty orga-
néw rosliny potozone na podtozu inicjujgcym réwniez
tworza tkanke kalusowa lub zawiazki organéw (ryci-
ny 2i3)[2].

Po udanym zatozeniu kultury in vitro uzyskang
biomase przenosi sie na wtasciwe podtoze hodowla-
ne, w pierwszym etapie takie, ktére bedzie sprzyjato
przyrostom biomasy.

Podtoza hodowlane

Roslinne kultury in vitro prowadzi sie na sztucz-
nych podtozach, zawierajacych niezbedne do roz-
woju komorek sktadniki — wode z rozpuszczonymi
w niej makro- (N, S, P, K, Na, Ca, Cl) i mikroelemen-
tami (B, Cu, Mn, Mo, Zn, Co, J, Al, Ni), Zrodto wegla
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(najczesciej sacharoza lub glukoza), witaminy, regu-
latory wzrostu i rozwoju roslin. Pozywki wzbogaca
sie niekiedy dodatkiem aminokwaséw. Sposréd re-
gulatoréw wzrostu i rozwoju roslin stosuje sie przede
wszystkim auksyny i cytokininy, rzadziej gibereliny.
JakoSciowy dobor i ilosciowa zawartos¢ regulatorow
wzrostu i rozwoju roslin w podtozu decyduje o stop-
niu zréznicowania biomasy i jej makroskopowym wy-
gladzie (ryciny 1, 4 i 5, tabele 1 2) [1-3].

Wymagania kultur pochodzacych z réznych gatun-
kéw roslin sg bardzo zréznicowane. Dla optymalne-
go wzrostu biomasy nalezy dobra¢ m.in. odpowiedni
sktad podtoza, jego kwasowos¢, konsystencje (pod-
toze ptynne lub zestalone agarem), takze wtasci-
wa temperature, oswietlenie i wilgotnos¢ powietrza
w pomieszczeniach hodowlanych.

W pierwszym okresie rozwoju roslinnych kultur
in vitro pracowano z mato zréznicowanymi tkankami
o duzych zdolnosciach proliferacji (tkanki meryste-
matyczne i tumorowe). Opracowanie sktadu chemicz-
nego licznych podtozy hodowlanych (m.in. pozywki
White’a, Hellera, Gauthereta, Wooda, Nitscha-Nit-
scha, Murashige’a-Skooga, Linsmaiera-Skooga, Gam-
borga, Scenka-Hildebrandta) pozwolito na uzyskanie
réznych rodzajéw kultur, nieomal z wszystkich frag-
mentow roslin i wszystkich tkanek (tabela 1) [1, 2].

Typy roslinnych kultur in vitro

Do najczesciej stosowanych w pierwszym, wstep-
nym etapie badan roslinnych kultur in vitro nalezg
kultury kalusowe (callus cultures) (rycina 3). Tkanka
kalusowa jest zespotem niezréznicowanych komo-
rek parenchymatycznych, majacym wyglad bezposta-
ciowej masy. W naturze wystepuje ona jako tkanka
przyranna.

Z kultur kalusowych mozna wyprowadzi¢ inne ro-
dzaje kultur in vitro, takie jak kultury zawiesinowe
komérek lub ich agregatéw, a takze po doprowadze-
niu do regeneracji organéw lub catych roslin, prowa-
dzi¢ ich hodowle. Kultury kalusowe sg prowadzone
gtownie jako powierzchniowe kultury agarowe. Kul-
tury te prowadzi sie najczesciej na szalkach Petriego,
w kolbach Erlenmayera lub w specjalnych naczyniach
hodowlanych oferowanych przez firmy biotechnolo-
giczne (rycina 3) [1, 2].

Biotechnologicznym wymogiem jest homogen-
nos¢ kultur komérkowych. Wymég ten w mniejszym
lub wiekszym stopniu spetniaja kultury zawiesinowe
(suspension cultures). Kultury te prowadzi sie w kol-
bach Erlenmayera. Na wiekszg skale kultury te pro-
wadzone sg w bioreaktorach o duzych pojemnosciach
(nawet kilkadziesiat tysiecy dm?), stanowiac Zrédto
p6tprzemystowego lub przemystowego wykorzysta-
nia ich do produkcji biomasy i metabolitow wtérnych.
Wykorzystywane w biotechnologii roslin bioreakto-
ry posiadaja rézne techniczne rozwigzania. Moga to
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Tabela 1. Sktad chemiczny wybranych podtozy hodowlanych wykorzystywanych
w prowadzeniu roslinnych kultur in vitro [1, 2]

KNO, 1900,00 2500,00 2500,00
NH,NO, 1650,00 - -

CaCl,2H,0 440,00 150,00 200,00
MgS0,7H,0 370,00 250,00 400,00
KH,PO, 170,00 - -

(NH,),SO, - sole mineralne 134,00 -

NH,H,PO, - jak w podtozu 300,00
NaH,PO,-H,0 - =S 150,00 -

Na,EDTA 37,30 37,30 20,00
FeS0,7H,0 27,80 27,80 15,00
MnSO,-4H,0 22,30 - -

MnSO,-H,0 10,00 10,00
ZnS0O,7H,0 8,60 2,00 1,00
KI 0,83 0,75 1,00
Na,Mo0,2H,0 0,25 0,25 0,10
Cus0,-5H,0 0,025 0,025 0,20
CoCl,-6H,0 0,025 0,025 0,10

Witaminy i aminokwasy

kwas nikotynowy - 0,50 1,00 5,00
pirydoksyna-HCl - 0,50 1,00 0,50
tiamina-HCl 0,40 0,10 10,00 5,00
glicyna - 2,00 - -
Weglowodany

sacharoza 30.000,00 30.000,00 20.000,00 25.000,00
mezoinozytol 100,00 100,00 100,00 1.000,00

Regulatory wzrostu i rozwoju roslin — rézne ilosci auksyn, cytokinin, giberelin

by¢ gtéwnie bioreaktory typu airlift z cyrkulacja we-
wnetrzng, z mieszadtem mechanicznym, ze ztozem
upakowanym lub fluidalnym [1].

Kultury organéw (organ cultures) — pedoéw, ko-
rzeni mozna prowadzi¢ na statym (agarowym) pod-
tozu na szalkach Pertiego, w kolbach Erlenmayera lub
w specjalnych firmowych naczyniach typu Twist. Kul-
tury te mozna prowadzi¢ tez jako ptynne stacjonarne
na szalkach Petriego zawierajgcych mostki z bibuty
filtracyjnej, podtrzymujace hodowana biomase (ry-
cina 6). Czesto kultury te prowadzi sie jako wytrza-
sane w kolbach Erlenmayera (rycina 7).

Ostatnio podejmuje sie tez proby hodowli orga-
néw w bioreaktorach, gtéwnie kultur korzeni transfor-
mowanych. S3 to bioreaktory o specjalnej konstrukcji,
tzw. rozpytowe [1].

Ciekawym nowatorskim rozwigzaniem jest tez
prowadzenie tzw. ko-kultur (co-cultures), w ktérych
w jednym naczyniu hodowlanym rosng kultury dwéch
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Tabela 2. Gtéwne grupy regulatoréw wzrostu i rozwoju roslin stosowane
w prowadzeniu roslinnych kultur in vitro [3] O —CH, —COOH
cytokininy
Zeatyna ZEA* cl cl
6-(vy-dimetyloalliloaminopuryna) 21P™ kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D)
6-benzyloaminopuryna BAP
Kinetyna (6-furfuryloaminopuryna) KIN
Tidiazuron TDZ CHZ — COOH
auksyny
Kwas indolilo-3-octowy IAA**
Kwas indolilo-3-mastowy IBA**
Kwas naftylo-1-octowy NAA
Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy 2,4-D
Kwas 2-metoksy-3,6-dichlorobenzoesowy Dicamba kwas naftylo-1-octowy (NAA)
Kwas 4-amino-3,5,6-trichloropikolinowy Picloram Rycina 4. Syntetyczne auksyny — przyktady zwiazkow
gibereliny
Kwas giberelowy GA™* naukowym mamy kilka produktéw, ktére mozna uzy-

* skroty nazw angielskich przyjete w miedzynarodowej i polskiej nomenklaturze

biotechnologicznej

** zwigzki pochodzenia naturalnego, pozostate zwigzki - syntetyczne

gatunkow roslin lub dwdch typow kultur jednego ga-
tunku. Metabolity jednej z kultur moga w takim sys-
temie stanowic substraty dla biosyntezy metabolitéw
przez druga kulture. Taki model, sktadajacy sie z kul-
tur korzeni transformowanych i kultur pedéw, zo-
stat zaproponowany przez dwa osrodki badawcze
z Gdanska [4, 5].

Jeszcze innym ciekawym nowym rozwigzaniem
jest prowadzenie kultur pedéw czasowo zraszanych
pozywka (tzw. temporary immersion system). Takie
rozwiazanie jest m.in. wykorzystywane przez nie-
miecka firme biotechnologiczng BioPlanta z siedzi-
ba w Lipsku [6].

Gtowne kierunki badawcze biotechnologii
roslin

Badania z zakresu biotechnologii roslin s3 bardzo
zréznicowane. Mozna w nich wyrézni¢ nastepujace
gtéwne kierunki badawcze o szczegélnym znaczeniu
farmaceutycznym: badania dotyczace endogennej
produkcji waznych terapeutycznie zwigzkéw w kul-
turach in vitro, procesy biotransformacyjne inzynierie

genetyczng i mikrorozmnazanie roslin [7].

Endogenna produkcja waznych

terapeutycznie zwigzkéw w kulturach

in vitro

Z farmaceutycznego punktu widzenia, gtéwnym
kierunkiem badawczym biotechnologii roslin sg ba-
dania nad endogenna produkcja biologicznie aktyw-
nych metabolitéw wtérnych. W swiatowym dorobku
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ska¢ na skale pozalaboratoryjna z roslinnych kultur
in vitro. Klasycznymi przyktadami sa m.in. szikoni-
na, kwas rozmarynowy, berberyna, ginsenozydy, pa-
klitaksel. Zwigzki te mozna pozyska¢ odpowiednio
z kultur in vitro: Lithospermum erythrorhizon, Coleus
blumei, Coptis japonica, Panax ginseng i Taxus sp.
Producentami zwiazkéw otrzymywanych z kultur ro-
slin in vitro sa firmy japonskie (Kanebo, Mitsui, Nit-
to—Denki, Toyobo), niemieckie (BioPlanta, Boehringer
Mannheim, Diversa, Natterman, Phyton), amerykan-
ska (Escagenetics) a ostatnio réwniez firma korean-
ska Sam Yang Genex Corp. [7-12].

W laboratoriach biotechnologicznych, réwniez kra-
jowych, prowadzone byty i sa kontynuowane niezwy-
kle istotne badania m. in. nad mozliwoscig uzyskania
paklitakselu (kultury Taxus sp.) i innych cytostatykow,
kamptotecyny i jej pochodnych (kultury Camptothe-
ca acuminata), alkaloidéw indolowych — winkrystyny
i winblastyny w kulturach in vitro i w zregenerowa-
nych roslinach Catharanthus roseus (7, 13—-15].

Aby uzyska¢ znaczng zawartos$¢é metabolitow
wtérnych w hodowanej in vitro biomasie nalezy
przyja¢ okreslong strategie postepowania [16]. Jed-
nym z warunkéw powodzenia jest przeprowadze-
nie selekcji wysokowydajnych linii komérkowych.
W wyniku selekcji udato sie znacznie zwiekszy¢ m. in.
zawartos¢ berberyny w biomasie Coptis japonica ho-
dowanej in vitro do ponad 13 g%. Wynik ten jest bar-
dzo duzym osiggnieciem, gdy poréwna sie uzyskang
zawartosc¢ z przecietng zawartoscia berberyny w ro-
Slinach rosnacych w warunkach naturalnych, réw-
na ok. 5 g%. Jest to klasyczny w biotechnologii roslin
przyktad efektow selekgji [8].

W ramach strategii zmierzajacej do uzyskania
wysokiej zawartosci metabolitéw roslinnych, po
udanej selekcji nalezy zoptymalizowaé warunki
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6-furfuryloaminopuryna (kinetyna)

6-benzynoaminopuryna (BAP)

Rycina 5. Syntetyczne cytokininy — przyktady zwigzkow

prowadzenia kultury in vitro. Optymalizacja obejmu-
je zaréwno sktad podtoza hodowlanego, jak i warunki
Swietlne, temperature, stopien wilgotnosci powietrza
w pomieszczeniach hodowlanych. Nalezy tez przete-
stowac rézne typy kultur (m. in. kalusowe, wytrzasa-
ne, zawiesinowe), aby wybrac typ kultury najbardzie]
sprzyjajacy przyrostom biomasy, ale tez biosyntezie
i akumulacji zwigzkéw czynnych.

Zwykle szybkiemu przyrostowi biomasy towarzy-
szy niski stopief akumulacji metabolitow wtérnych.
Czesto zatem nalezy ustali¢ oddzielnie sktad podtoza
wzrostowego i podtoza produkcyjnego. Po uzyskaniu
zadowalajgcych przyrostéw biomasy, zwykle przeno-
si sie ja na podtoze produkcyjne. Podtoze produkcyjne
czesto wzbogaca sie dodatkiem prekursoréw biosyn-
tezy skomplikowanych strukturalnie metabolitow
wtérnych oczekujac, ze beda one wykorzystane przez
komaérki w produkcji zwigzkéw czynnych.

Dobrym przyktadem wagi badan dotyczacych
wptywu typu kultur na akumulacje metabolitow
moga by¢ kultury in vitro Podophyllum peltatum.
W kulturach kalusowych tego gatunku uzyskano
okoto 2-krotnie wieksze zawartosci podofilotoksy-
ny w poréwnaniu z kulturami zawiesinowymi. Po-
dobnie typ prowadzonych kultur Ruta graveolens byt
istotny dla akumulacji linearnych furanokumaryn.
Wieksza zawartosé tych metabolitéow, gtéwnie ber-
gaptenu i ksantotoksyny uzyskano w ptynnych kul-
turach stacjonarnych, niz w kulturach wytrzasanych
(ryciny 6 i 7) [17].

Kumulacji metabolitéw wtérnych sprzyja tez wy-
soki stopiefi organogenezy. W kulturach organéw —
peddw, korzeni, mozna spodziewac sie uzyskania
znacznej zawartosci zwigzkdw [18]. Zaleznosc te wy-
kazano dla réznych grup metabolitow, m.in. dla al-
kaloidéw tropanowych, alkaloidéw indolowych,
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Rycina 6. Kultury ptynne stacjonarne pedéw Ruta graveolens. Podtoze L-S, BAP —
2 mg/l, NAA —2 mg/| (autor zdjecia: T. Pobozniak, firma Kodak)

Rycina 7. Kultury wytrzasane pedéw Ruta graveolens. Podtoze =S, BAP —

0.1 mg/l, NAA — 0.1 mg/| (autor zdjecia: T. Pobozniak, firma Kodak)

potgczen kumarynowych. W kulturach korzeni
Atropa belladonna uzyskano znaczne zawartosci
L-hioscyjaminy, skopolaminy i apoatropiny, poréw-
nywalne z zawartoscig w korzeniach roslin. W kul-
turach pedowych Catharanthus roseus otrzymano
1-8-krotnie wyzsze zawartosci ajmaliny w porow-
naniu z jej zawartoscig w catej roslinie [18]. Réw-
niez w kulturach pedéw Ruta graveolens uzyskane
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zawartosci linearnych furanokumaryn byty znaczne,
poréwnywalne lub wyzsze niz w analizowanych cze-
Sciach nadziemnych roslin pochodzacych z réznych
stanowisk [17].

Jeszcze innym elementem strategii jest stworzenie
rosnacym in vitro komérkom warunkéw stresu [19].
Czynniki stresujace, okreslane jako elicitory, to czyn-
niki fizykochemiczne (tzw. elicitory abiotyczne), cate

W ramach strategii
zmierzajacej do uzyskania
wysokiej zawartosci
metabolitéw roslinnych,

po udanej selekcji nalezy
zoptymalizowaé warunki
prowadzenia kultury in vitro.

Optymalizacja obejmuje
zaréwno sktad podtoza
hodowlanego, jak i warunki
Swietlne, temperature,
stopien wilgotnosci
powietrza w pomieszczeniach
hodowlanych

zywe organizmy lub ich czesci (tzw. eli-
citory biotyczne). Czesto role elicitoréw
abiotycznych petnig dodane do kultur
zwigzki chemiczne, takie jak np. jasmo-
nian metylu, alginiany wapnia, sodu.
Znanymi elicitorami biotycznymi sg np.
lizaty bakteryjne, hodowle grzybdw (np.
Phytophthora megasperma sp. glicinea
= tzw. Pmg — elicitor, czy Althernaria
carthami = tzw. Ac — elicitor) [19].

W wyniku takich zabiegéw np.
w kulturach Ruta graveolens po eli-
cytacji za pomocag Rhodotorula rubra
uzyskano nawet 300-krotny wzrost
zawartosci alkaloidoéw akrydynowych
[20]. W kulturach Gingko biloba prowa-

dzonych w Katedrze Botaniki Farma-
ceutycznej CM U) dodatek jasmonianu
metylu powodowat znaczny wzrost zawartosci kwa-
séw fenolowych [21].

Jeszcze innym sposobem uzyskania znacznej za-
wartosci metabolitéw wtérnych jest transforma-
cja genetyczna roslin z wykorzystaniem bakterii,
gtownie Agrobacterium rhizogenes [22]. Te mozliwosé
przedstawiono szerzej w dalszej czesci artykutu.

W kulturach in vitro ze wzgledu na sztucznos¢
warunkéw moga powstawac takze nowe, nieznane
wczesniej w danych taksonach zwigzki lub nawet zu-
petnie nowe w Swiecie roslin potgczenia [23].

Pierwsze nowe zwigzki wykryto w kulturach in vi-
tro w1968 r. Byty to laktony seskwiterpenowe, ktére
nazwano panikulidami. Pod koniec lat 8o0. XX wie-
ku oszacowano liczbe nowych zwiazkéw na ok. go.
Wsrédd nich najliczniej reprezentowane byty potacze-
nia chinoidowe, kolejno alkaloidy i terpeny. W poto-
wie 1999 r. oszacowano liczbe nowych zwigzkéw juz
na ponad 320. Klasycznym przyktadem ogromnego
bogactwa enzymatycznego sa kultury Ruta grave-
olens, w ktérych sposréd 103 zwiazkéw wykrytych in
vitro, az 52 zwiazki, to nowe potaczenia [24].

Fakt powstawania nowych zwiazkéw w kulturach
in vitro stanowi nowa ciekawa farmaceutyczng per-
spektywe otrzymywania zwigzkéw z aktywnoscia bio-
logiczna. Dla wielu z nich udowodniono rézne kierunki
dziatania biologicznego. Dobrymi i znanymi przykta-
dami moga by¢ podoweryny — biflawonoidy z kultur
Podophyllum versipelle o wtasciwosciach przeciwza-
palnych, czy perycyna —indolowy alkaloid z kultur Pi-
cralima nitida o wtasciwosciach analgetycznych [23].
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Problematyka dotyczaca endogennej produkgji
zwigzkoéw o walorach terapeutycznych zostanie do-
ktadniej oméwiona w czesci Il artykutu.

Procesy biotransformacyjne

Odmiennym kierunkiem badawczym, réwniez
istotnym z farmaceutycznego punktu widzenia
sg procesy biotransformacyjne [24, 25]. Z udzia-
tem enzymoéw z komorek roslinnych kultur in vitro
moga zachodzi¢ rézne reakcje, m.in. reakcje utlenia-
nia, redukcji, syntezy. Komorki roslin sg zdolne do
przeksztatcania podanych egzogennie substratow
w oczekiwane produkty.

Prowadzone w tym zakresie badania sg bardzo
istotne ze wzgledu na regio- i stereospecyficznos¢
reakcji przeprowadzanych przez enzymy roslinnych
komorek. W badaniach tego typu wykorzystuje sie
tez odmiennos¢ potencjatu enzymatycznego roslin
w poréwnaniu z mikroorganizmami (bakterie, grzy-
by nizsze). Stosunkowo tatwo zachodza z udziatem
roslinnych komérek reakcje glukozylacji.

Klasycznym przyktadem waznego procesu bio-
transformacji jest transformacja glikozydéw na-
sercowych — przeksztatcanie 3-metylodigitoksyny
w produkt o lepszych parametrach farmakokinetycz-
nych, B-metylodigoksyne z udziatem komérek z kultur
in vitro Digitalis lanata. Jest to przyktad regio- i ste-
reospecyficznej reakcji — 12-B-hydroksylacji [8].

Kolejnym ciekawym klasycznym tez przyktadem
moze by¢ reakcja 3-D-glukozylacji hydrochinonu w ar-
butyne, cenny w terapii i kosmetyce glikozyd feno-
lowy. W badaniach prowadzonych w tym kierunku
wykorzystuje sie kultury in vitro licznych gatunkéw
roslin, ktére w naturalnych warunkach nie syntety-
zujg arbutyny. Sg to przedstawiciele bardzo réznych
taksonéw. Mozliwos¢ taka wynika z powszechno-
Sci wystepowania enzymoéw z grupy B-glukozylaz
w Swiecie roslin oraz braku specyficznosci substra-
towej tych enzymoéw [26—28]. Reakcja ta zachodzi
z bardzo duza wydajnoscig m.in. w kulturach Rauwol-
fia serpentina, Datura innoxia i Catharanthus roseus.
W Katedrze Botaniki Farmaceutycznej UJICM wyka-
zano zdolnos¢ m.in. komérek z kultur in vitro Ruta
graveolens i podgatunku R. g. ssp. divaricata do prze-
prowadzania tej reakgji [27, 28].

Nowym ciekawym przyktadem reakcji biotrans-
formacji moze by¢ produkcja salidrozydu i rozawiny
w kulturach Rhodiola rosea [7].

Zagadnienia dotyczace proceséw biotransforma-
cji z udziatem roslinnych kultur in vitro zostang sze-
rzej przedstawione w czesci Il artykutu.

Badania z zakresu inzynierii genetycznej

Jeszcze inny kierunek badawczy, najbardziej dy-
namicznie rozwijajacy sie w ostatnim okresie, to ba-
dania z zakresu inzynierii genetycznej, dotyczgce

transformacji genetycznej roslin [22, 29-33].
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Rosliny mozna poddawac transformacji genetycz-
nej, wykorzystujac bakterie z rodzaju Agrobacterium
—A. tumefaciens i A. rhizogenes. Bakterie te w warun-
kach naturalnych sg odpowiedzialne za powstawanie
choréb nowotworowych u roslin. Po zainfekowaniu
rosliny A. tumefaciens w miejscu zakazenia powstaje
tumorowa narosl okreslana jako crown gall, po zaka-
zeniu drugim gatunkiem — A. rhizogenes, w miejscu
infekcji powstaja liczne korzenie okreslane jako hairy
roots. Za powstawanie tych morfologicznie réznych
tumordw roslin odpowiedzialne sa plazmidy bakte-
ryjne. Fragmenty plazmidéw wtaczaja sie do geno-
mu zainfekowanej rosliny [22].

W celu uzyskania wysokiej zawartosci metaboli-
téw wtérnych o znaczeniu farmaceutycznym celowo
zakaza sie rosliny, ich fragmenty (np. liscie, tody-
gi) A. rhizogenes, aby otrzymac kultury hairy roots.
W kulturach tych mozna uzyska¢ znaczne zawartosci
metabolitow wtdérnych, gtéwnie tych, ktére w warun-
kach naturalnych transformowane rosliny gromadza
w swych korzeniach. Uzyskane zawartosci metaboli-
téw moga by¢ nawet 10-50-krotnie wyzsze niz w ko-
rzeniach roslin transformowanych. [29-32].

Najtatwiej transformacji genetycznej ulega-
ja gatunki roslin z rodzaju Solanaceae. Najwieksze
trudnosci wystepuja przy prébach z roslinami jedno-
lisciennymi. Charakterystyczna cecha tego modelu
badawczego sg ekstremalnie wysokie, nawet do 60
razy, przyrosty biomasy w czasie 3—4 tygodni. Kultu-
ry te charakteryzuja sie ponadto genetyczng stabil-
noscia. W kulturach hairy roots réznych gatunkdéw
roslin uzyskano m.in. wysokie zawartosci walepo-
triatow (10,3 g% s.m. — kultury Valeriana officinalis,
var. sambucifolia), glycyryzyny (4,7 g% s.m. — kultu-
ry Glycyrrhiza uralensis), alkaloidéw tropanowych
(1,32 g% — kultury Atropa belladonna) [29—31].

W Polsce ta tematyka badawcza zajmuja sie gtow-
nie osrodki badawcze w todzi, Warszawie, Krakowie,
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z zakresu inzynierii genetycznej. W integrujacy z ge-
nomem rosliny fragment plazmidu bakteryjnego moz-
na wprowadzi¢ gen odpowiedzialny za waznga ceche
(np. gen odpornosci na owady, herbicydy, zasolenie)
i oczekiwac jego ekspresji, co ma ogromne znaczenie
w uprawach roslin, m. in. gatunkéw o walorach réw-
noczesnie przemystowych, spozywczych, jak i farma-
ceutycznych, takich jak np. Gossypium sp., czy Glycine
soja 1, 22, 33, 34].

W stransformowanych roslinach mozna uzyskac,
korzystajac tez najczesciej z A. tumefaciens jako wek-
tora, ludzkie biatka (np. hemoglobine, przeciwciata
monoklonalne). Mozna réwniez za pomoca tego sys-
temu wprowadzi¢ do roslin antygen bakteryjny, czy
wirusowy i uzyska¢ szczepionki roélinne. Udato sig
to juz m.in. dla szczepionek przeciwko Vibrio chole-
rae i Helicobacter pylori, oraz wirusom HIV i HBV [1,
33, 34]).

Tematyka badawcza z zakresu inzynierii gene-
tycznej zostanie szerzej przedstawiona w czesci lll
artykutu.

Mikrorozmnazanie roslin leczniczych

Niezwykle wazne sa prace dotyczace mikrorozm-
nazania roslin, czyli rozmnazania z wykorzystaniem
kultur in vitro. Szczegélnie istotne jest opracowa-
nie takich metod mnozenia roslin dla gatunkow lecz-
niczych z innych stref klimatycznych, dla gatunkéw
zagrozonych z powodu zanieczyszczen srodowiska
naturalnego, czy tez atakowanych przez patogen-
ny [35, 36].

Mnozenie jest mozliwe dzieki zdolnosci fragmen-
téw roslin do regeneracji w warunkach in vitro. Re-
generacja nastepuje z istniejgcych na eksplantatach
merystemow (= zawigzkow tkanki tworczej) lub tez
z wytworzonych przez eksplantaty merystemow
przybyszowych. Merystemy przyby-
szowe moga powstac bezposrednio

Gdansku.

W osrodku tédzkim badano m.in. zdolnosci bio-
syntetyczne kultur Hyssopus officinalis, uzyskujac
w nich interesujace zawartosci kwasu rozmarynowe-
go. Ostatnio obiektem badan byty m. in. kultury ha-
iry roots czterech réznych gatunkéw Salvia, w ktérych
wykazano obecnos¢ gtownie zwiazkow terpenowych
(z grupy di- i triterpendw) oraz kwasu rozmarynowe-
go. Ponadto obiektem badan byty kultury Arnica mon-
tana i Centaurium umbellatum [32].

W oSrodku warszawskim badano m.in. kultury ha-
iry roots Coluria geoides, a ostatnio Lithospermum

na eksplantacie lub posrednio poprzez
etap tkanki kalusowej. Merystemy ist-
niejace to merystemy paczka boczne-
go, wierzchotka pedu, czy merystemy
zarodka. Merystemy przybyszowe na-
tomiast, to np. wierzchotek pedu lub
somatyczny zarodek (=embroid).

Dla licznych gatunkéw roslin lecz-
niczych opracowano metody mikroro-
zmnazania. Juz w 1988 r. podano liste
137 gatunkédw mnozonych in vitro.
Sposrod ok. 8o gatunkow roélin far-

Metoda roslinnych kultur

in vitro zostata wprowadzona
i rozpropagowana w Polsce

przez prof. ). Czosnowskiego

i jego wspotpracownikow.

Pierwsze prace z tej
dziedziny autorstwa prof.

J. Czosnowskiego ukazaty
sie na przetomie lat 40. i 50.
XX wieku

canescens. W Krakowie bardzo ciekawe wyniki uzy-
skano m.in. w badanych kulturach réznych gatunkow
z rodziny Asteraceae. W osrodku gdanskim w kultu-
rach hairy roots Ammi majus poszukiwano linearnych
furanokumaryn.

Drugi gatunek Agrobacterium — A. tumefaciens
wykorzystuje sie najczesciej jako wektor w zabiegach
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makopealnych figurujacych w wydaniu V Farmakopei
Polskiej, juz w1992 r. dla 40 gatunkéw byty opracowa-
ne metody mikrorozmnazania 35, 36). Wspotczesnie
brak podobnego zbiorczego opracowania przedsta-
wiajacego aktualny stan badan w tym zakresie.
Najwydajniejsza metoda mikrorozmnazania roslin
jest metoda wykorzystujaca zjawisko powstawania
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Niezwykle wazne sg prace
dotyczace mikrorozmnazania
roslin, czyli rozmnazania

somatycznych zarodkdw, czyli zjawisko somatycznej
embriogenezy. Z kilku graméw embriogennej tkanki
mozna uzyskac ponad 1 mln zarodkéw. Metodg mno-
zenia roslin z wykorzystaniem tego zjawiska opra-
cowano juz dla ok. 150 gatunkéw roslin [7]. Zjawisko
to jest charakterystyczne gtéwnie dla roslin z rodzin
Aplaceae, Solanaceae, Brassicaceae,
w ktérych liczni reprezentanci to waz-
ne gatunki roslin leczniczych.

W Polsce badania dotyczace mikro-
rozmnazania prowadzone sg w osrod-
kach w Warszawie, Poznaniu, todzi,

prowadzone sg w ramach kierunku okreslanego jako
inzynieria enzymatyczna.

Nowe spojrzenie na biotechnologie roslin

Unia Europejska oraz Organization for Economic
Cooperation and Development przyjety klasyfikacje
wszystkich badan biotechnologicznych okreslang réz-
nymi kolorami. Problematyka badawcza obejmujaca
biotechnologie roslin (aspekty rolnicze), to wedtug
tej klasyfikacji tzw. biotechnologia zielona. Biotech-

z wykorzystaniem kultur
in vitro. Szczegblnie istotne
jest opracowanie takich
metod mnozenia roslin

nologie wykorzystywana w ochronie zdrowia przyje-
to okreslac jako biotechnologie czerwong. Wyréznia
sie ponadto biotechnologie biata i niebieska. W ra-

Krakowie, Gdansku. W osrodku war-
szawskim opracowano metody mikro-

dla gatunkéw leczniczych

z innych stref klimatycznych,
dla gatunkéw zagrozonych

z powodu zanieczyszczeh
Srodowiska naturalnego,

czy tez atakowanych przez
patogenny.

rozmnazania zaréwno roslin z innych
stref klimatycznych, m.in. Catharan-
thus roseus, Dioscorea deltoidea, Ber-
genia sp., jak i rosngcych w Polsce
w sztucznych kolekcjach uprawowych,
ale atakowanych np. przez szkodniki —
m.in. Carum carvi [36)].

Waznym przyktadem mnozenia
roslin z wykorzystaniem kultur in vi-
tro moze by¢ metoda opracowana
w oérodku krakowskim dla Scilla maritima [37]. Do-
brym przyktadem nowszych badan moze by¢ me-
toda mnozenia 3 gatunkéw Drosera sp. opracowana
w Gdansku, czy tez Pueraria lobata zaproponowana
przez osrodek poznanski [38, 39].

Zakonczone powodzeniem préby opracowania
metody mikrorozmnazania podjeto takze w Kate-
drze Botaniki Farmaceutycznej CM UJ. Dotyczyty
one mikrorozmnazania Leucojum vernum, gatunku
bedacego zrédtem waznych w terapii alkaloidow —
galantaminy i likoryny. Dla wymienionego gatunku
opracowano protokoty mikrorozmnazania zaréwno
na drodze organogenezy, jak i somatycznej embrio-
genezy [40].

Doktadniej zagadnienia dotyczace tego kierunku
badawczego w biotechnologii roslin zostang przed-
stawione w czesci IV artykutu.

Inne wazne kierunki badawcze

Bardzo istotnym z farmaceutycznego punktu wi-
dzenia kierunkiem badawczym biotechnologii roslin
sa tez prace z zakresu biochemii, biologii moleku-
larnej i réwnoczesnie enzymologii, zmierzajace do
ustalenia szlakow biogenetycznych prowadzacych do
powstania waznych terapeutycznie zwigzkéw pocho-
dzenia roslinnego. Poznanie enzymoéw uczestnicza-
cych w biogenezie metabolitéw, izolacja enzymaow,
ich charakterystyka fizykochemiczna, ma nie tylko
ogromne znaczenie poznawcze. Wyizolowane en-
zymy mozna wykorzysta¢ w celach praktycznych,
w produkcji metabolitéow wtérnych. Same enzymy
tez mogg by¢ oczekiwanym produktem o cennych
wtasciwosciach biologicznych. Wymienione badania
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mach biotechnologii biatej prowadzi sie prace wyko-
rzystujace organizmy zywe w ochronie srodowiska
i produkgji przemystowej. Biotechnologia niebieska
bazuje na wykorzystywaniu organizméw morskich,
gtéwnie glonow.

Biotechnologia roélin, to tradycyjnie biotech-
nologia zielona. Uwzgledniajac jednak zasygnali-
zowane powyzej mozliwosci wykorzystania metod
biotechnologii roslin w produkcji metabolitow wtér-
nych o walorach terapeutycznych, a szczegélnie
transformowanych roslin w produkcji biofarmaceu-
tykéw (m.in. szczepionek, przeciwciat monoklonal-
nych), nalezy uzna¢, ze juz dzi$ stanowi integralna
czes¢ biotechnologii czerwonej, a pozycja ta z pew-
noscia umocni sie jeszcze bardziej w najblizszej
przysztosci.
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