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Streszczenie

Rosliny zawsze stanowily dla cztowieka Zrédto wielu cennych substancji. Coraz wieksze zaawanso-
wanie metod wspdlczesnej biotechnologii w powigzaniu z technikami inzynierii genetycznej spra-
wiajg, Ze systematycznie poszerza sie zaréwno zakres, jak i wydajno$¢ pozyskiwanych zwigzkéw,
atakze liczba wykorzystywanych gatunkéw. Dzieki temu nie stabnie zainteresowanie mozliwo$ciami
biotechnologicznej produkcji wielu z nich, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych o znaczeniu far-
makologicznym oraz praktycznego ich stosowania w terapii schorzen o podtozu nowotworowym,
wirusowym i innych. Wiele z takich zwigzkéw reprezentuje zréznicowang grupe metabolitéw wtér-
nych. Jednym z efektywnych sposobéw pozyskiwania takich substancji jest wykorzystywanie do
tego celu kultur korzeni wtosnikowatych. Zalety takich systemdéw sprawiaja, Ze od lat sg atrakcyjna
metoda pozyskiwania waznych substancji ro§linnych i stanowig alternatywe wobec innych strate-
gii, w tym kultur zawiesin komérkowych czy kosztownych syntez chemicznych.
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Summary

Plants have always been a source of many valuable substances for humans. Growing advancement
of methods of modern biotechnology, combined with genetic engineering techniques, gradually
increase the variety of compounds obtained, the number of plant species used and the produc-
tion efficiency. Consequently, there is an undebatable interest in biotechnological production
of such compounds, especially those pharmacologically active, that can be used in treatment
of neoplastic, viral, and many other types of diseases. Most of these compounds represent a di-
verse group of secondary metabolites. One of the effective ways of obtaining such molecules is
the utilization of hairy roots cultures. The advantages of such systems make them an attractive
method of obtaining important plant-derived compounds, creating an interesting alternative to
other methods, including the cell suspension cultures or expensive chemical syntheses.
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WPROWADZENIE

Aktualne statystyki FAO (Food and Agriculture Organi-
zation) wskazuja, ze ponad 50 000 gatunkéw ro$lin wy-
korzystywanych jest do celéw leczniczych [http://www.
fao.org]. Na dhugiej liscie pozyskiwanych substancji po-
chodzenia roslinnego mozna znalez¢ zwiazki o niezwy-
kle szerokim zakresie dziatania, w tym o wiasciwo$ciach
przeciwnowotworowych, przeciwbdlowych, przeciwza-
palnych, antycholinergicznych, a takze leki: przeciwwi-
rusowe, kardiotoniczne, przeciwcukrzycowe, regulujace
ci$nienie krwi czy przeciwmalaryczne [12,24,75]. Ponad
25% nowych lekéw zatwierdzonych w ciagu ostatnich 30
lat powstato na bazie czasteczek pochodzenia roslinnego,
aroczna ich sprzedaz przekracza dziesigtki mld dolaréw
[27]. Wedhug raportéw Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO), dla okoto 80% populacji swiata (gtéwnie krajéw
mniej rozwinietych), podstawowe potrzeby zdrowotne sg
zaspokajane dzieki medycynie opartej o roliny lecznicze
[32]. Przyktadem zwiazkéw zatwierdzonych przez Agen-
cje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) i skierowanych do stoso-
wania klinicznego sa m.in.: winblastyna, winkrystyna,
topotekan, etopozyd.

W wielu przypadkach, mozliwosci skutecznego pozyski-
wania tych cennych zwiazkéw bywaja ograniczone. Ro$li-
ny, w ktérych one wystepuja nie naleza zwykle do gatun-
kéw uprawnych, sa zbierane w $rodowisku naturalnym,
a intensywno$¢ tych zbioréw doprowadza do sytuacji,
w ktérej licznym z nich zagraza wyginiecie (na liscie ta-
kiej znajduje sie ponad 10 tys. roslin leczniczych) [32,107].
Ponadto, zwiazki takie sg wydzielane przez ro$liny w nie-
wielkich ilo$ciach, w okreslonych stadiach rozwojowych,
czesto przez gatunki zasiedlajgce obszary o niestabilnych
warunkach §rodowiskowych czy charakteryzujace sie po-
wolnym wzrostem. Wiele z nich sg jednoczesnie trudne
do syntezy chemicznej, czesto bowiem maja kilka centréw
chiralnych, co podnosi koszty ich komercyjnej produkcji
[126]. Wymienione czynniki lezg u podstaw inicjowania
réznorodnych poszukiwan zmierzajacych do zaspokojenia
rosngcego zapotrzebowania rynku farmaceutycznego na
tego rodzaju zwigzki.

Substancjami pochodzenia ro$linnego, ktére budza
ogromne zainteresowanie jest ztozona pula metabolitéw
wtérnych (MW), zwiazkéw organicznych, swoistych dla

danego gatunku/organu. Powstajg na bazie substratéw
metabolizmu podstawowego i nie sa bezposrednio nie-
zbedne do wzrostu i rozwoju roélin. Petnig funkgje istot-
ne dla przetrwania ro$lin w niekorzystnych warunkach
$rodowiska. Metabolity wtérne moga stanowié obrone
przed patogenami, ro$linozercami, zasoleniem gleby czy
promieniowaniem, wabia tez owady. Niekiedy mogg od-
grywad pewng role w metabolizmie podstawowym [110].
W poznanych dotad gatunkach roslin pule MW szacuje sie
na 200-300 tys., a wladciwosci wielu sprawiaja, ze sg cen-
nym produktem w biotechnologii. Zakres ich pozyskiwa-
nia, z pierwotnego wykorzystania do tego celu upraw po-
lowych, wyraZnie przesunat sie w kierunku réznorodnych
metod hodowli. W sytuacji wysokich kosztéw chemiczne;j
syntezy sg opracowywane i doskonalone metody kultur
ro$linnych, tj. systeméw niezaleznych od zmian $rodo-
wiskowych, stwarzajacych warunki do optymalizacji pro-
dukgcji pozadanych substancji [104]. To na nich spoczywa
dzi$ gtéwny ciezar wytwarzania zwigzkéw pochodzenia
ro$linnego, ktére docelowo moga sie okazaé wazne dla
wspéiczesnej medycyny, przemystu farmaceutycznego,
spozywczego i kosmetycznego.

W pracy przedstawiono aktualne wiadomo$ci dotycza-
ce terapeutycznego potencjatu wybranych, roslinnych
metabolitéw wtérnych wytwarzanych z wykorzystaniem
kultur korzeni wlosnikowatych. W zdecydowanej wiek-
szo$ci przyktadéw stosowany w pracy termin ,,produk-
cja” uzywany byt w kontekscie udanych préb ekspresji
danego zwiazku uzyskanych w warunkach prac nauko-
wo-badawczych. Nie jest on oczywiscie tozsamy z po-
jeciem produkcji podejmowanej na skale przemystowa
przez wyspecjalizowane firmy w celach komercyjnych.
Konsekwencja powyzszej sytuacji jest to, ze wiele z opisy-
wanych zwigzkéw trudno uznawac za leki w rozumieniu
formalnym, sa to raczej substancje, ktére moga takimi
sie okazad po przej$ciu wysoce specjalistycznych testéw.
W pewnych sytuacjach mozna tez méwié o identyfikacji
substancji aktywnej bedacej np. sktadnikiem ekstraktu
uzyskanego z danej roliny.

Znaczenie kultur korzeni wloénikowatych
W ostatnich latach powstato wiele warto$ciowych opra-

cowarti dotyczacych kultur korzeni wlognikowatych (hairy
root cultures, HR cultures), jednej ze sposobéw hodowli
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organdéw ro$linnych [19,69,115]. Liczne zalety tych sys-
temdéw sprawiaja, Ze stanowig atrakcyjng alternatywe
wobec klasycznych technologii czy nawet kultur zawie-
sin komérkowych. W przypadku tych ostatnich, takie ich
cechy jak: powolny wzrost komérek, niska rentownos¢,
staba stabilno$¢ genetyczna oraz spadek akumulacji me-
tabolitéw w miare starzenia sie linii komdrkowych wymu-
sit zasadno$¢ poszukiwari nowych, bardziej skutecznych
metod pozyskiwania pozadanych produktéw.

Kultury korzeni wlo$nikowatych (HR), oprécz innych
zalet, wyrdzniajg sie zréznicowang budowg komdrkowa
i strukturalng integracja tkanek, co odgrywa gtéwna role
w prawidtowym przebiegu proceséw metabolicznych,
stad sa chetnie wykorzystywane do kontrolowanej pro-
dukcji metabolitéw wtérnych o duzym znaczeniu. Przy-
ktadem potwierdzajacym moze by¢ dziatalno$¢ szwajcar-
skiej firmy ROOTec (www.rootec.com), oferujgcej bogata
kolekgje linii korzeni wlo§nikowatych uzyskanych z wielu
gatunkéw roélin, umozliwiajacych pozyskiwanie cennych
metabolitéw wtérnych w duzej skali. Rosliny przeznaczo-
ne do omawianych celéw sg poddawane transformacji
genetycznej z udzialem szczepéw Agrobacterium rhizo-
genes, bakterii glebowych, ktérych plazmid Ri zapewnia
przeniesienie i integracje z genomem ro$liny fragmentu
T-DNA wraz z zawartymi na nim genami. Jednocze$nie,
dochodzi do generowania korzeni wlo$nikowatych [13].
Kultury HR wykorzystuje sie nie tylko w produkcji meta-
bolitéw wtdrnych, ale réwniez wytwarzania w nich licz-
nych biatek rekombinowanych (antygeny, przeciwciata,
cytokiny, hormony, enzymy) [22,49,51,63,102, patent WO
2011138233 A1].

Z oczywistych powodéw, szczegblne zainteresowanie ba-
daczy budzi mozliwo$¢ wykorzystania systeméw HR do
pozyskiwania zwigzkéw o cechach umozliwiajgcych ich
przyszte stosowanie w lecznictwie. Kultury te wyréznia
mozliwo$¢ wytworzenia duzej biomasy w stosunkowo
krétkim czasie, stabilno$¢ genetyczna, zdolnos$¢ do nie-
ograniczonego wzrostu bez koniecznosci stosowania do-
datkowych hormondéw, brak geotropizmu czy relatywna
tatwo$¢é zmiany skali produkeji, co dodatkowo podnosi ich
warto$¢, jako potencjalnych ,, producentéw” pozadanych
zwiazkdw [50]. Ponadto, hodowle HR sa zdolne do groma-
dzenia metabolitéw wtérnych zazwyczaj wystepujacych
tylko w nadziemnych cze$ciach roslin. Walorem opisy-
wanego systemu jest tez to, ze transformowane korzenie
sg zdolne do regeneracji, a nastepnie szybkiego wzrostu
catych roslin wytwarzajgcych metabolity niewystepujace
w ro$linie macierzystej [112]. Tym samym system moze
by¢ wykorzystywany zaréwno do podnoszenia produkeji
zwigzkéw endogennych, jak i takich, ktére w danym ga-
tunku nie sa syntetyzowane w warunkach naturalnych
[112].

Kultury HR sg tez wykorzystywane do identyfikacji zwiaz-
kéw posrednich w szlakach metabolicznych czy wskaza-
nia podstawowych enzyméw uczestniczacych w biosyn-
tezie MW [28]. Obiektem transformacji genetycznej sa
geny kodujace enzymy zwigzane z wybranymi etapami

konkretnych szlakéw metabolicznych, doprowadzajac do
podwyzszonej syntezy pozadanych produktéw. Podobny
efekt mozna uzyskiwad tez przez wzmozong produkcje
prekursoréw istotnych metabolitéw, poniewaz ich niski
poziom bywa jednym z istotnych czynnikéw ogranicza-
jacych ilo$¢ wytwarzanego produktu.

Selekcja klonéw moze doprowadzi¢ do identyfikacji trans-
formantéw, w ktérych poziom wybranych metabolitéw
znaczaco przewyzsza ich stezenia w ro$linach kontrol-
nych (niepoddanych transformacji), a przyktady takie
dotyczg zaréwno licznych gatunkéw roslin, jak i zwigz-
kéw w nich syntetyzowanych [89].

Wymienione zalety kultur korzeni wlo$nikowatych spra-
wiaja, ze od kilku dekad sg chetnie stosowane do uzyski-
wania cennych metabolitéw, a znaczacy postep w petniej-
szym wykorzystaniu ich potencjatu dokonat sie w latach
90 ub.w. Sytuacja taka wynikata m.in. z lepszego poznania
molekularnych mechanizméw transferu T-DNA do ro$lin
i zwigzanych z tym mozliwo$ciami wprowadzania do tych
organizméw nowych genéw. Wigzalo sie to réwniez ze
zdobyciem petniejszej wiedzy na temat przebiegu i regu-
lacji wybranych szlakéw metabolicznych [108].

Kontrola regulacji przemian metabolicznych

Obecnie zaawansowane badania metaboloméw roélin-
nych w potaczeniu z analizami ich transkryptoméw, pro-
teomdéw i genomdéw umozliwiaja poznanie cato$ciowego
obrazu ztozonych oddziatywah komdrkowych [7]. W tym
kontekscie istotna staje sie dostepno$¢ do stale poszerza-
jacej sie puli nowych narzedzi i technik molekularnych.
W5réd nich wyrézni¢ mozna choéby ilo$ciowe profilowa-
nie transkryptomu, co m.in. utatwia identyfikacje genéw
zwigzanych z wtérnym metabolizmem [74]. Skuteczno$é
tego typu metod ogranicza jednak to, ze wiekszo$¢ inte-
resujacych szlakéw to procesy wieloetapowe, tym samym
wskazanie genéw kodujacych gtéwne enzymy przemian
nie zawsze bywa fatwe. Wiedza na temat przebiegu kon-
kretnego etapu biosyntezy, umozliwia klonowanie wta$ci-
wych genéw i pozwala na ich modyfikacje [83].

Wydaje sie, ze wiekszo$¢ skutecznych badati nad podnie-
sieniem wydajno$ci pozyskiwania metabolitéw ma bezpo-
$redni zwigzek z modyfikacjami jednego, dwéch gendw
istotnych w regulacji szlaku syntezy. Jednocze$nie nie
jest mozliwe doktadne przewidywanie kompleksowych
skutkéw nadekspresji genéw w danej przemianie [68].

Przyktadem préb zakoniczonych skutecznym wprowa-
dzeniem i ekspresja kilku genéw zwiekszajacych synteze
waznych zwigzkéw sa kultury HR kapusty pekiniskiej. Do
jej genomu wprowadzono trzy geny Arabidopsis thalia-
na (CYP79B2, CYP79B1, CYP79B3) i mimo ze zaden z nich
dziatajgc osobno nie zwiekszat poziomu akumulagji glu-
kozynolanéw indolowych, to zsynchronizowana ekspre-
sja dwéch dowolnych wywolywata wzrost poziomu tych
zwiazkéw w korzeniach [120]. Niekiedy moze wystapi¢
zjawiska kosupresji gendéw prowodujacy spadek produkcji
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metabolitéw docelowych [78]. W wiekszosci szlakéw syn-
tezy metabolitéw zmiany wprowadzone w pojedynczych
etapach ograniczajacych wydajno$é reakcji okazuja sie
mato skuteczne, a niekiedy nadekspresja jednego genu/
enzymu zaburza przebieg calego procesu i moze docho-
dzi¢ do jego tlumienia. Wydaje sie wiec, ze strategie po-
winny obejmowaé jednoczesng indukcje i nadekspresje
gendw zaangazowanych w regulacje wielu etapéw bio-
syntezy [124]. Przytoczone sytuacje to jedynie przyktady,
potwierdzajgce skale ztozono$ci problemu. Finalny wynik
jest pochodng synchronizacji wielu zdarzeti zwigzanych
z regulacjg przemian, na ktére dodatkowy wptyw maja
takie parametry jak: stadia rozwojowe komérek, warunki
srodowiska czy interakcje z réwnolegle biegnacymi szla-
kami metabolicznymi [68,81].

Georgiev i wsp. opisuja potencjal katarantusa rézowego
(Catharanthus roseus), gatunku wykorzystywanego m.in.
do pozyskiwania alkaloidéw indolowych (winblastyny
i winkrystyny), waznych cytostatykéw przeciwnowotwo-
rowych [23]. Podstawa do modyfikacji szlakéw, w ktérych
powstaja byta identyfikacja dwéch gendéw, ktérych en-
zymy ograniczaja tempo syntezy alkaloidéw: dekarbok-
sylazy tryptofanu (TDC) i syntazy stryktozydyny (STR).
Podniesienie ekspresji kodujacych je gendw, oprécz do-
stepno$ci wlasciwej puli prekursoréw, doprowadzito do
podniesienia poziomu syntezy wspomnianych zwiazkéw.
Skoordynowana nadekspresja genéw syntazy ksylulozo-
-5-fosforanowej i hydrolazy geraniolu doprowadzita do
znaczacego wzrostu produkcji ajmalicyny, lochnerycyny
i tabersoniny, bezposredniego prekursora w produkcji
winblastyny i winkrystyny. [78]. W tym samym gatunku
zwiekszono réwniez réznorodno$é wytwarzanych me-
tabolitéw wtdérnych przez transfer bakteryjnych genéw
halogenaz PyrH and RebH do genomu roélinnego [90].

Wspomniano juz, ze w systemach kultur HR stosowa-
no zaréwno zabiegi stymulacji genéw endogennych, jak
i transferu genéw obcego pochodzenia. Przyktadami tej
drugiej sytuacji moze by¢ przeniesienie genu N-metylo-
transferazy putrescynowej z tytoniu i jego wymuszona
nadekspresja w Datura metel L. 1 Hyoscyamus muticus L. (en-
zym katalizuje pierwszy etap w szlaku syntezy alkaloidéw
tropanowych [71]). Jednocze$nie uzyskano stymulacje
wzrostu korzeni transgenicznych. Natomiast w korze-
niach wlo$nikowych C. roseus transformowanych genem
reduktazy HMG CoA chomika uzyskano wyzszy niz w ro-
$linach kontrolnych poziom produkcji ajmalicyny, kata-
rantyny oraz kampesterolu [6]. Podobnie transfer genu
izomerazy chalkonowej z Saussurea medusa do genomu
leczniczej Saussurea involucrate 12-krotne zwiekszyt ste-
zenie apigeniny w kulturach HR, zwiazku wykorzystywa-
nego w terapii przeciwnowotworowej [59].

Wiedza na temat danego szlaku pozwala réwniez ekspo-
nowa¢ jego alternatywne wersje, a niektére moga umoz-
liwi¢ bardziej wydajng synteze produktu finalnego. Taka
sytuacja wystepuje w szlaku syntezy terpenoidéw, ktére
przewaznie powstaja z mewalonianu, ale znana jest tez
alternatywna wersja ich syntezy przez deoksyksyloze [61].

W podobnych sytuacjach, wykorzystujac mechanizmy
procesu RNAi, doprowadzaé mozna do celowego bloko-
wania szlaku mniej wydajnego [12].

Obiecujacym narzedziem inzynierii metabolicznej moga
by¢ tez czynniki transkrypcyjne, biatka wigzane do swo-
istych sekwencji regionéw promotora docelowych genéw
i wplywajace na poziom syntezy mRNA [12]. Produkcja
metabolitéw wtérnych podlega bowiem $cistej regulacji
dzieki skoordynowanej kontroli genéw biosyntezy przez
te czynniki. Wydaje sie, ze stosowanie tych czynnikéw.
transkrypcyjnych moze by¢ sposobem unikniecia czaso-
chtonnych badan nad poszczegélnymi etapami szlakéw
syntezy. Mogg zwiekszaé poziom enzyméw bez koniecz-
no$ci wywolywania nadekspresji poszczegdlnych gendw
przemiany [17].

Elicytory

Wspomniane podejscia eksperymentalne, oparte na tech-
nikach inzynierii genetycznej naleza do nowszych nurtéw
badan. Pozostaja w bezposrednim zwiazku z inzynierig
metaboliczng, ktéra umozliwia wykorzystanie kultur HR
do tworzenia de novo szlakéw metabolicznych i obejmu-
je trzy gtéwne nurty dziatan: nadprodukcje pozadanego
zwiazku, ograniczanie produkeji zwigzkéw niepozada-
nych oraz wytwarzania nowych substancji.

Sposobdéw wczedniej wykorzystywanych do zwieksza-
nia wydajnosci produkcji metabolitéw w roslinach byto
wiele, od wyboru linii wytwarzajacych mozliwie duze
pule pozadanego produktu i optymalizacji warunkdéw ho-
dowli dla wyselekcjonowanych linii, po prace nad zmia-
ng ploidalno$ci genoméw [54]. Liczne prace dotycza tez
powszechnego stosowania elicytoréw [79]. Potencjat eli-
cytordw abiotycznych i biotycznych w indukeji i wzmac-
nianiu wytwarzania metabolitéw wtérnych w réznych
uktadach hodowlanych jest dobrze znany [75]. Elicytory
moga by¢ wytwarzane na zasadzie reakcji obronnej roslin
i moga indukowad m.in. ekspresje genéw zwigzanych ze
szlakami syntezy i akumulacji MW [25]. Kilka strategii
biotechnologicznych opartych zostato wtasnie o wyko-
rzystanie elicytoréw w celu zwiekszenia produkcji pozg-
danych zwigzkdw [5]. Przykladem elicytora skutecznie
stosowanego w roslinnych kulturach in vitro jest m.in.
jasmonian metylu, zwiazek zwiekszajacy synteze i aku-
mulacje licznych metabolitéw w kulturach HR: artemi-
zyniny w Artemisia annua [82], cytostatyku taksanu w Ta-
xus x media var. Hicksii [106], glicyryzynu w Glycyrrhiza
inflata [116] czy andrografolidu w Androgrphis paniculata
[102]. Obecnosé jasmonianu podnosita aktywno$é gendw
ostatnich etapéw szlaku syntezy taksanu [106]. Elicytory
doprowadzaja do wzrostu wytwarzania MW za pomoca
jednego lub kilku mechanizméw m.in. przez modulowanie
szlakéw syntezy, akumulacji zwigzkédw czy ograniczenie
tempa ich degradacji [88,105].

Coraz pelniejsza wiedza na temat molekularnych mecha-
nizméw wplywu elicytoréw na metabolizm MW moze sie
znaczgco przyczynic¢ do przetamania ograniczen w ich
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produkcji na duza skale [99]. Wyniki badaft wykazuja,
ze nie zawsze jednoczesna obecno$¢ wiecej niz jednego
elicytora przynosi pozytywne rezultaty, niekiedy obser-
wowano tez wzrost produkcji MW podajac je w réznym
okresie prowadzenia hodowli [98].

Skutki traktowania kultur HR réznymi elicytorami moga
by¢ taczone z analiza mikromacierzy transkryptoméw.
Pozwala wskaza¢ zréznicowanie wzordw ekspresji genéw
zwigzanych z synteza MW oraz genéw odpowiedzi na stres
w badanym systemie, tym samym ulatwia identyfikacje
wiasciwych genéw i ewentualne opracowywanie narze-
dzi do projektowania nowych strategii zwiekszajacych
ich aktywno$¢ [122].

Korzenie wloénikowate Zrédlem pozyskiwania
terpenoid6w i alkaloidéw o znaczeniu medycznym

Metabolity wtdrne stanowig liczna i niejednorodna che-
micznie grupe zwigzkéw. Te z nich (pochodzenia roslin-
nego), ktére najpowszechniej sa stosowane jako substan-
cje czynne farmakologicznie reprezentuja zwykle jedna
z kilku rodzin: terpenoidéw, alkaloidéw, antrachinonéw,
poliketydéw, fenylopropanoidéw badz flawonoidéw. Po-
nizej zaprezentowano przyktady wybranych zwigzkéw
o wladciwosciach terapeutycznych uzyskiwanych w sys-
temach kultur HR, nalezgcych do terpenoidéw i alkalo-
idéw, dwéch najbogatszych klas metabolitéw wtérnych.
Szczegblng uwage poswiecono zwiazkom, ktére ze wzgle-
du na znaczgcy potencjat swoich aktywno$ci farmako-
logicznych znalazty najszersze zastosowanie w leczeniu
wielu schorzet.

Terpenoidy (inaczej izoprenoidy) to naturalne weglo-
wodory, nalezace do metabolitéw wtérnych, wydzielane
gtéwnie przez rosliny, stanowia jedng z waznych biolo-
gicznie podklas lipidéw prenylowych. Jako najbogatsza,
najbardziej zréznicowana strukturalnie grupa metaboli-
téw wtdrnych biorg udziat m.in. w interakcji roslina-pa-
togen/szkodnik [65], roslina-ro$lina [8], uczestnicza tez
w regulacji wzrostu i rozwoju. Biosynteza terpendéw w ro-
$linie odbywa sie w tkankach wegetatywnych, kwiatach
i niekiedy w korzeniach [15]. Stosowany w literaturze po-
dziat terpenoidéw oparty jest na liczbie piecioweglowych
jednostek izoprenu, stanowiacego podstawe ich struktury.

Znanych jest ponad 55 tys. terpenoidéw, wérdd nich: sub-
stancje smakowe, zapachowe, dodatki do zywno$ci o cha-
rakterze witamin i te wykorzystywane do celéw leczni-
czych [3]. U Eukaryota syntetyzowane sg na drodze szlaku
mewalonowego, u bakterii, glonéw i roslin wyzszych po-
wstawaé moga tez w szlaku fosforanu deoksyksylulozy
(DXP). Koncentrujac sie na zwiazkach tej grupy o wlasci-
wosciach terapeutycznych, zaprezentowano przyktady
pozyskiwania wybranych terpenoidéw z wykorzystaniem
do tego celu kultur HR.

Artemizyna to seskwiterpen laktonowy (3 jednostki izo-
prenowe), powszechnie stosowany w leczeniu malarii [1].
Mannan i wsp. wykazali mozliwo$¢ podwyzszenia jej za-

warto$ci, uzyskiwanej z korzeni wto§nikowatych bylicy
(Artemisia sp.) [66]. Zwigzek ten, wraz z analogami, hamuje
tworzenie hemozoiny, zapobiega tez degradacji hemoglo-
biny. Oprécz dziatania przeciwmalarycznego wskazano
réwniez jego antynowotworowa aktywno$¢ [14]. Mecha-
nizm dzialania artemizyny w komdrkach zarodzca, wy-
wotujacego malarie, jak i komérkach nowotworowych nie
zostal w pelni poznany, niemniej jej skuteczno$é w lecze-
niu wymienionych chordb uzasadnia celowo$¢ prac nad
opracowaniem efektywnych sposobéw pozyskiwania tego
zwigzku. Wspomniani autorzy uzyskali korzenie wlosni-
kowate na siewkach bylicy (Artemisia dubia oraz Artemisia
indica), doprowadzajac w nich do podwyzszenia stezenia
artemizyny. Kultury HR bylicy rocznej (A. annua L), moga
by¢ réwniez zrédlem nowo opisanego przez Zhai i wsp.
[121] seskwiterpenu AMDT, ktérego aktywno$¢ cytotok-
syczna wykazano w stosunku do wielu linii komérkowych
nowotwordw ludzkich. Szczegélnie spektakularny wynik
uzyskano wobec komdrek raka ptuca linii 95-D, gdzie do-
chodzito do indukgji szlaku apoptozy zaleznego od ka-
skady kaspaz [121]. Rezultaty dotychczasowych badari
pozwalaja zakwalifikowaé AMDT jako nowy, skuteczny
chemioterapeutyk.

Escyna bywa stosowana w: schorzeniach zyl, obrzekéw
pooperacyjnych czy odczynach zapalnych. To natural-
na mieszanina saponin triterpenowych, wystepujacych
w owocach kasztanowca (Aesculus hippocastanum L.). Ca-
li¢-Dragosavac i wsp. wskazali, ze korzenie wlo$nikowate,
powstate po inokulacji androgenicznych zarodkéw kasz-
tanowca zawiesing A. rhizogenes, moga stanowi¢ alterna-
tywne Zrédlo pozyskiwania escyny [10].

Gatunkiem, ktérego prozdrowotne wtadciwoscia sprawia-
ja, ze od wiekdw wyciagi z niego sa stosowane w medycy-
nie naturalnej, jest zei-szeti (Panax ginseng C.A. Meyer).
Stanowi bogate Zrédto ginsenozyddw, tj. triterpenowych
saponin, obecnych gtéwnie w korzeniu. Zidentyfikowano
juz ponad 100 typéw ginsenozyddéw o réznorodnych wta-
$ciwosciach, od antynowotworowych, przez przeciwcu-
krzycowe [16] az po immunostymulujace [73].

Protopanaksadiol i protopanaksatriol to przyktad saponin
wykazujgcych wlasciwo$ci antyoksydacyjne, antynowo-
tworowe, przeciwcukrzycowe, zmniejszajg tez podatno$é
kosci na ztamania [100]. Zmiany w strukturze ko$éca, sa
zwiazane z aktywnoscig wyspecjalizowanych komérek
(osteoblastéw i osteoklastéw), zachodzg przez cate zycie.
Z wiekiem (szczegdlnie w okresie postmenopauzalnym),
procesy zwigzane z resorpcjg ko$ci przewazaja nad pro-
cesami prowadzacymi do ich formowania. Osteoporo-
ze cechuje ubytek masy kostnej oraz wzrost kruchosci
szkieletu, zwiekszajace prawdopodobieristwo ztamari ko-
$ci koriczyn czy kregostupa [62]. Molekularny mechanizm
aktywno$ci saponin triterpenoidowych nie zostat w petni
poznany, istnieja jednak dane wskazujace na ich zdolno-
$ci do spowalniania rozwoju choroby przez hamowanie
wytwarzania czynnika jadrowego kB (NF-«B), stymulacji
m.in. fosfatazy alkalicznej (ALP), kolagenu typu I (Col-
-1), czynnika transkrypcyjnego RUNX2 oraz zwiekszenia
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cyrkulacji krwi. Kim i wsp. prowadzac badania z wykorzy-
staniem kultur HR zeni-szenia (P. ginseng C.A. Meyer) wy-
kazali stymulujacy wplyw jasmonianu metylu na proces
biosyntezy ginsenozydéw typu protopanaksadiolu, uzy-
skujac prawie 10-krotny wzrost biosyntezy ginsenozydéw
grupy Rb i niemal 4-krotny wzrost ginsenozydéw grupy
Rg, co uznano za obiecujacy rezultat w kontekscie mozli-
wosci pozyskiwania tych warto$ciowych substancji [46].

Gossypol izolowany z nasion bawelny (Gossypium sp.), to
kolejny z terpenoidéw, wykorzystywany w lecznictwie,
o czym decyduja jego wtasciwosci przeciwbakteryjne,
przeciwpasozytnicze, nicieniobdjcze i co szczegdlnie cen-
ne, dzialanie antyproliferacyjne i proapoptotyczne wo-
bec licznych postaci ludzkich nowotworéw (m.in. raka
stercza) [125]. Gossypol wykazuje szeroki zakres aktyw-
nosci: blokuje przebieg cyklu komérkowego na poziomie
faz G1/G0, ogranicza aktywno$é enzyméw jadrowych:
polimerazy DNA a i topoizomerazy 11, hamuje synteze
DNA, redukuje aktywno$¢é biatkowej kinazy C, wptywa
na biatka regulujace cykl komérkowy (Rb, cyklina D-1),
obniza metabolizm komdrkowy, blokuje tez angiogeneze.
Frankfater i wsp. opisali wytwarzanei 6-metoksygossypo-
lu oraz 6,6’-dimetoksygossypolu w kulturach HR bawetny
(Gossypium barbadense L.), stosujac jako elicytor jasmonian
metylu, uzyskali 8-krotne zwiekszenie stezenia gossypolu
(w tym jego zmetylowanej postaci) [21].

Inne przyktady pozyskiwania zwiazkéw terpenoidowych
z kultur korzeni wtosnikowatych przedstawili Kuzma
i wsp. [53]. Autorzy omawiaja antybakteryjna aktywno$¢é
7-(2-oksoheksylo)-taksodionu, pochodnej taksodionu po-
chodzacej z n-heksanowego ekstraktu korzeni wtosniko-
watych szatwii austriackiej (Salvia austriaca Jacq.). Pato-
geny zdolne do tworzenia biofilmu sa odpowiedzialne za
wiele trudnych do leczenia zakazen ze wzgledu na duza
lekoopornos$¢, dlatego bardzo istotne staja sie badania
nad nowymi substancjami, mogacymi mie¢ zastosowanie
w terapii zakazen. Wskazana przez autoréw nowa pochod-
na taksodionu wykazuje minimalne stezenie hamujace
(MIC) dla opornych na metycyline szczepéw gronkowca
(MRSA) na poziomie 1,25 ug/mL oraz enterokokéw opor-
nych na wankomycyne (VRE) w stezeniu 10 pug/mL. Wyni-
ki badan pozwalajg uznaé 7-(2-oksoheksylo)-taksodionu
za skuteczny diterpenoid, o wlasciwo$ciach przeciwbak-
teryjnych i przeciwbiofilmowych [53].

Tonkova i wsp. wskazali korzenie wto§nikowate traganka
bloniastego (Astragalus membranaceus), jako alternatywne
zrédto pozyskiwania astragalozydéw (saponin tréjter-
penowych) [36]. Wyodrebnienie odpowiedniego klonu
korzeni, indukowanych A. rhizogenes (szczep LBA 9402),
pozwolito na uzyskanie tych zwiazkéw w bioreaktorze
na poziomie 1,64, 1,12 i 1,08% odpowiednio dla astraga-
lozydu I, 11 i III. W $wietle prezentowanych danych jest
to najwyzszy poziom uzyskany w warunkach in vitro. Wy-
mienione zwiazki wykazuja wszechstronne dziatanie na
ludzki organizm. Przyktadem moze by¢ astragalozyd 1V,
ktéry skutecznie chroni miesieti sercowy przed uszko-
dzeniami powodowanymi niedotlenieniem czy wzmozo-

ng aktywnoscig dysmutazy ponadtlenkowej. Wykazuje
tez dziatanie fotoprotekcyjne, przeciwko fotostarzeniu
fibroblastéw, indukowane ultrafioletem A, indukujac jed-
nocze$nie proliferacje fibroblastéw i hamujac degradacje
kolagenu. Pozytywny wplyw astragalozydu IV wykazano
réwniez w uszkodzeniach niedokrwienno-reperfuzyjnych
u szczurdw po transplantacji watroby. Wykazano réwniez
udziat tego zwigzku w zwiekszaniu poziomu ekspresji
receptora glukokortykoidowego i inhibicji aktywnos$ci
transkrypcyjnej jadrowego czynnika transkrypcyjnego
kappa B. Aktywno$¢ opisywanej saponiny trdjterpeno-
wej udowodniono réwniez w uktadzie nerwowym, gdzie
tagodzi spadek stezenia dopaminy, co w przysztosci moze
by¢ wykorzystywane w terapii choroby Parkinsona [86].

Korzenie wlo$nikowate dzwonkowca (Codonopsis lance-
olata) to inne warto$ciowe zrédto saponin triterpeno-
idowych [45]. Ekstrakt z korzenia tej ro$liny od dawna
byt stosowany jako lek podawany w stanach zapalnych
oskrzeli czy kaszlu [35]. Kim i wsp. opisali uzyskiwanie
kultur HR dzwonkowca, powstatych w wyniku transfor-
macji z uzyciem szczepu R1000 A. rhizogenes [45]. Analizy
zawarto$ci triterpenoidéw wykazaty ich podwyzszony po-
ziom w poréwnaniu do korzeni nietransformowanych. Je-
den z triterpendw - lancemazyd A wykazywat whasciwosci
przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe, co potwier-
dza zasadno$¢ prac nad opracowaniem efektywnych spo-
sobdw pozyskiwania takich zwigzkéw w opisany sposéb.

Alkaloidy sa druga z licznych i zréznicowanych grup meta-
bolitéw wtérnych [93]. Wiele z nich wykazuje whadciwosci
toksyczne, stanowigc element systemu obrony roélin przed
atakiem patogendw i roslinozercéw. Zwigzki nalezace do
tej grupy petnig tez funkcje alternatywnego magazynu
azotu oraz chronig przed negatywnymi skutkami nadmier-
nego promieniowania UV [85]. Réznorodnoéé chemiczna
alkaloidéw sprawia, ze w literaturze spotkaé mozna rézne
kryteria ich klasyfikacji. Jeden z podzialéw wyrdznia alka-
loidy wlasciwe, zawierajace atom azotu w pierscieniu hete-
rocyklicznym oraz protoalkaloidy (alkaloidy nieheterocy-
kliczne), w strukturze ktérych azot wystepuje w taricuchu
bocznym. Autorem bardziej szczegStowego podziatu alka-
loidéw heterocyklicznych jest Evans, ktéry wyrdznia alka-
loidy: pirolowe i pirolidynowe, irolizydynowe, pirydynowe
i piperydynowe, tropanowe, chinolinowe, izochinolinowe,
aporfinowe, chinolizydynowe, indolowe, indolizydynowe,
imidazolowe, purynowe, steroidowe oraz terpenowe [20].
Wiele z wymienionych alkaloidéw moze wykazywaé zna-
czacy wplyw na organizm czlowieka [29]. Ponizej oméwio-
no wybrane przyktady alkaloidéw o zastosowaniu medycz-
nym, pozyskiwanych z kultur korzeni wio$nikowatych.

Alkaloidy indolowe. Wspomniane juz wcze$niej winblastyna
i winkrystyna to zwigzki izolowane z Catharanthus roseus.
Sg terapeutykami wspomagajacymi w terapii nowotwo-
réw uktadu krwiotwérczego (np. biataczki lub chtonia-
ka) czy guzéw litych (pecherza oraz sutka). Winblastyna
znalazta zastosowanie w leczeniu ziarnicy zto$liwej oraz
chtoniakdéw nieziarniczych, za$§ winkrystyna dodatkowo
jest wykorzystywana w zwalczaniu ostrej biataczki u dzie-
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ci, miesakéw oraz raka piersi [85]. Gtéwnym problemem
w wydajnym pozyskiwaniu wymienionych zwigzkéw jest
ich niski poziom syntezy in planta. Alternatywa w postaci
syntezy chemicznej jest skomplikowana i kosztochtonna.
Biorac powyzsze pod uwage, waznym staja sie badania nad
zwiekszeniem wytwarzania alkaloidéw, wéréd ktérych wie-
le moze stanowi¢ cenne zwiazki terapeutyczne. Jedna ze
strategii ich otrzymywania polega na wykorzystaniu kultur
HR i modulacji wybranego etapu szlaku ich syntezy. Wang
i wsp. zastosowali takie podej$cie wobec wspomnianego C.
roseus, do ktérego wprowadzono geny G10H i ORCA3 [114].
Pierwszy z wymienionych jest odpowiedzialny za synteze
monooksygenazy cytochromu P450, enzym odpowiedzial-
ny za hydrolize geraniol do 10-hydroksygeraniolu, jednego
z pierwszych substratéw szlaku syntezy alkaloidéw indo-
lowych. Gen ORCA3 koduje czynnik transkrypcyjny, ktéry
wzmacnia ekspresje genéw zaangazowanych w szlaki syn-
tezy metabolitéw oraz zwieksza poziom ekspres;ji alkalo-
idéw indolowych. Otrzymano 6,5 razy wyzsze stezenie ka-
tarantyny w stosunku do préb kontrolnych [114]. Réwniez
Tang i wsp. opisuja pozytywne rezultaty zaréwno w synte-
zie katarantyny, jak i windoliny w kulturach HR tego gatun-
ku [109]. W wyniku transformacji genetycznej osiagnieto
nadekspresje samego czynnika ORCA3, a jej konsekwencja
byta korzystna zmiana stezenia katarantyny i windoliny,
odpowiednio: 2,49 i 4,2 razy, co uznano za pochodng akty-
wacji enzyméw zaangazowanych w szlak syntezy windo-
liny [109]. Inny sposéb podnoszenia poziomu alkaloidéw
indolowych w kulturach korzeni wlo$nikowatych polega
na stosowaniu odpowiednich elicytoréw. Wzrost akumu-
lacji ajmalicyny i katarantyny uzyskano po zastosowaniu
wymienianego wczeéniej jasmonianu metylu, a dodanie
etylenu byto korzystne jedynie w przypadku katarantyny
[111]. Do opisywanej grupy alkaloidéw nalezy tez ajmali-
cyna stosowana jako lek antyarytmiczny w terapii chordb
uktadu krazenia [20].

Alkaloidy tropanowe reprezentuja hioscyjamina (izomer
atropiny) i skopolamina, najcze$ciej wytwarzane alkaloidy
w kulturach korzeni HR, a jednoczes$nie bodaj najwazniej-
sze z tej grupy pod wzgledem potencjatu terapeutycznego.
Oba wykazujg whasciwosci antycholinergiczne i z powodze-
niem mogg by¢ stosowane, jako srodki przeciwskurczowe
[39,85]. Skopolamina dziata takze uspokajajaco na central-
ny uktad nerwowy i dziala amnestycznie. Skopolamina
parasympatykolityczna znalazla zastosowanie w zmniej-
szaniu aktywno$ci przywspédtczulnego uktadu nerwowego
(oddziatuje na oko, przewdd pokarmowy, gruczoty §linowe,
serce, oskrzela). Ma to duze znaczenie w premedykacji,
przed aplikacjg znieczulenia. Ze wzgledu na specyficzne
wlasciwos$ci wykorzystuje sie ja takze w terapii chordb ser-
caiprzewodu pokarmowego. Ponadto, skopolamina niwe-
luje skutki choroby lokomocyjnej ze wzgledu na dziatanie
przeciwwymiotne [87]. Obecnie zwigzki te pozyskuje sie
dzieki wykorzystaniu roslin z rodziny Solanaceae, w tym
Hyoscyamuns niger, Scopolia tangutica, Atropa belladonna, Ani-
sodus tanguticus oraz niektérych przedstawicieli rodzaju
Datura [11, patent CN 101230349 A]. Skopolamina, z bardzo
dobra wydajnosciajest izolowana z kultur HR H. Niger [126].
Uzyskano to m.in. przez wspomniang juz nadekspresje ge-

néw kodujacych N-metylotransferaze putrescyny (pmt)
oraz 6-B-hydroksylaze hioscyjaminy (h6h). Najbardziej
efektywna linia komérkowa wytwarzata 9-krotnie wiecej
skopolaminy niz typ dziki, a 2-krotnie wiecej niz rosliny
transformowane tylko jednym z genéw - h6h. Wymienione
enzymy biorg udziat w szlaku syntezy skopolaminy, gdzie
6-B-hydroksylaza hioscyjaminy katalizuje reakcje tworze-
nia skopolaminy z hioscyjaminy [123]. Dwa inne geny - Pmt
i h6h, wprowadzone do genomdéw Scopolia parviflora i A. bella-
donna zwiekszaty w ich tkankach akumulacje hioscyjaminy
i skopolaminy. W pierwszym z wymienionych gatunkéw
akumulacja hioscyjaminy wzrosta 1,5, a skopolaminy 3 razy,
w drugim odpowiednio 24- i 4-krotnie w stosunku do ro-
§lin kontrolnych niepoddanych transformacji [40,118]. Al-
kaloidy tropanowe skutecznie otrzymywano w kulturach
korzeni transformowanych A. belladonna w bioreaktorach
juz w koficu XX w. [56]. Pézniej, dokonano tego z wykorzy-
staniem kultur korzeni HR H. niger oraz Atropa belladonna
[patent CN 1884545 B]. Istotng role w uzyskaniu zadowa-
lajacego poziomu syntezy hioscyjaminy i skopolaminy, od-
grywa typ bioreaktora stosowany do prowadzenia hodowli,
aobecno$¢ w niej jasmonianu metylu zwiekszyta produkcje
skopolaminy az o 146%. Skuteczna okazala sie tez perme-
abilizacja z uzyciem DMSO. Wykorzystane w czasie badan
bioreaktory moga osiagaé pojemno$¢ nawet do 10 000 1,
co okazuje sie przydatne w produkgji alkaloidéw na duzg
skale [39]. Do produkgji skopolaminy i hioscyjaminy w bio-
reaktorach wykorzystuje sie tez kultury Brugmansia candida
[11] oraz Hyoscyamus muticus [patent WO 1999002720 A1].

Alkaloidy terpenowe z atomem azotu zlokalizowanym poza
uktadem cyklicznym sa reprezentowane przez paklitaksel,
alkaloid terpenowy bedacy substancja czynna leku Taxol,
skutecznego w terapii nowotwordéw sutka, pecherza mo-
czowego, szyjki macicy, czerniaka oraz miesaka Kaposie-
go zwigzanego z choroba AIDS. Alkaloid ten wyizolowano
zkory cisa zachodniego Taxus brevifolia, gatunku rzadkiego
o wyjatkowo powolnym wzroscie. Zawarto$¢ paklitakse-
lu szacuje sie na 0,01% suchej masy naturalnego surowca
[106]. Ze wzgledu na oczywiste ograniczenia, Zrédlem tego
cennego alkaloidu sg obecnie kultury tkankowe Taxus sp.
[patent WO 1993023555 A1]. Zwigzek mozna otrzymywaé
réwniez w kulturach korzeni wlo§nikowatych Taxus x me-
dia var. Hicksii [106]. Dodatek fenyloalaniny, prekursora jego
syntezy oraz jasmonianu metylu pozwolit na az 120-krot-
ne zwiekszenie akumulacji paklitakselu w poréwnaniu do
kultur, gdzie takich dodatkéw nie stosowano [106]. Jeszcze
lepsza wydajnos¢ otrzymano wykorzystujac Taxus cuspi-
data po uzupetnieniu podtoza hodowlanego w kulturze ja-
smonianem metylu [44]. Przeciwnowotworowa aktywno$é
opisywanego zwigzku polega na hamowaniu proliferacji
komérek przez jego wigzanie z powierzchnia mikrotubul
wrzeciona podziatowego (z podjednostka p heterodimeru
tubuliny). Oprécz utrudniania rozdziatu wrzeciona, wply-
wa on réwniez na hamowanie depolimeryzacji tubuliny,
prowadzac do gromadzenia peczkéw mikrotulul i w kon-
sekwencji, zahamowanie ich reorganizacji.

Alkaloidy izochinolinowe, reprezentowane sa przez najpow-
szechniejsze wéréd nich morfine i kodeine dziatajgce prze-
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ciwbdlowo, przeciwbiegunkowo, a takze tubokuraryne,
stosowana w chirurgii jako $rodek zwiotczajacy mie$nie
szkieletowe (w postaci rozpuszczalnego chlorku D-tubo-
kuraryny) [76]. Zwigzki te wystepuja w Papaver somniferum,
roélinie leczniczej najwczes$niej wykorzystywanej przez
cztowieka w celach leczniczych [31]. W 2000 r. pojawity sie
pierwsze doniesienia dotyczace skutecznej transformacji
P. somniferum oraz Eschscholzia californica. Transformowane
kultury korzeni wlo$nikowatych wytwarzaty te same al-
kaloidy na identycznym poziomie, co roéliny niepoddane
transformacji, niemniej ich wzrost byt znacznie szybszy, co
moze sie okazac istotne w badaniach mechanizméw szla-
kéw biosyntezy tych waznych pod wzgledem medycznym
zwigzkdw [76]. Papaver bracteatum to gatunek alternatyw-
nie wykorzystywany w pozyskiwaniu alkaloidéw benzylo-
izochinolinowych. W jej kulturach HR gdzie indukowano
nadekspresje genu 7-o-acetylotransferazy salutaridynolu
znaczgco podniesiono poziom akumulacji tebainy, kode-
iny i morfiny [94].

Inne metabolity wtérne o znaczeniu medycznym
produkowane w systemach HR

Sposréd niewymienionych metabolitéw wtérnych szcze-
g6lne nadzieje wigze sie z tymi, ktdre najprawdopodobniej
beda mogty by¢ wykorzystane w réznych postaciach tera-
pii przeciwnowotworowych. Nizej oméwiono kilka z nich.

Witanoloid A (pochodzacy z Withania somnifera) - zwiazek
wykazujacy aktywno$¢ przeciwnowotworowg w raku phuc,
sutka oraz watroby. Wptywa ochronnie na tkanki neuronal-
ne przez stymulacje aktywno$ci enzymdéw antyoksydacyj-
nych: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy
glutationowej, wykazuje dziatanie przeciwlekowe i antyde-
presyjne, wptywa na podniesienie aktywno$ci makrofagéw
otrzewnowych oraz zdolno$¢ regeneracji oraz naprawy po-
taczen synaptycznych. Wykazano réwniez przeciwpierwot-
niakowa aktywno$¢ witanoloidu A wobec szczepdw Trypa-
nosoma cruzi, Plasmodium falciparum, P. berghei i Leishmania
mexicana wywolujacych chorobe Chagasa [2,72,101].

Sylimaryna (zawarta w Silybum marianum) - dziata przeciw-
zapalnie, rozkurczowo, detoksykujaco, zétciotwdrczo i z61-
ciopednie, stabilizuje strukture bton komérkowych oraz
obniza stezenie cholesterolu we krwi [4]. Wykazano réw-
niez, ze zwigzek ten hamuje wytracanie sie blaszek miaz-
dzycowych i chroni watrobe przed szkodliwym dziataniem
trucizn, m.in. mikotoksyn muchomora sromotnikowego
[92]. Sylimaryna hamuje réwniez podziaty komdrek no-
wotworowych, zapobiega marsko$ci watroby i zapobiega
wytracaniu sie ztogdw oraz kamieni zStciowych [42,43,84].

Antrachinon (zawarty w Rubia akane) - ma wlasciwosci prze-
ciwnowotworowe i wspomaga terapie antynowotworowa
[70]. Pochodna antrachinonu - emodyna, w potaczeniu z od-
powiednimi chemioterapeutykami jest stosowana w nowo-
tworach spowodowanych przez onkogen p185, powigzany
z aktywnoscig kinazy tyrozynowej HER2 [33]. Zwiazek ten
uwrazliwia komérki rakowe na dziatanie lekéw, intensywny
proces nowotworzenia w guzie prowadzi bowiem do leko-

oporno$ci. Wazny jest réwniez to, iz emodyna wzmacnia
dziatanie antyneoplastyczne tych chemioterapeutykéw.
Zwiazek wykazuje réwniez aktywno$¢ immunosupresyjng
[38,58,64,77].

Glicyryzyna (zawarta w Glycyrrhiza gabra) - wykazuje silne
wiasno$ci wigzania wody w skérze, dziatanie antyalergicz-
ne, immunostymulujace, przeciwlojotokowe, wykrztusne,
przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, mo-
czopedne i przeciwobrzekowe [96]. Badania wykazaly, ze
zwigzek ten ma réwniez wladciwosci przeciwnowotworo-
we - inhibuje proliferacje i migracje komérek stymulowa-
nych przez biatko HMGB1 [103]. HMGB1 odgrywa role jako
potencjalny cel w terapii przeciwnowotworowej. Wzrost
stezenia biatka HMGB1 w komdrkach nowotworowych, jak
i w krwiobiegu obserwuje sie u 0oséb chorych na réznego
rodzaju nowotwory. Biatko to stymuluje wiele innych biatek
biorgcych udziat w proliferacji komérek nowotworowych.
Zahamowanie jego uwalniania, czy inhibicja jego aktyw-
no$ci w komdrkach podczas terapii przeciwnowotworo-
wej, wydaje sie obiecujagcym podejéciem terapeutycznym.
Poznano wiele inhibitoréw biatka HMGB1, ktére moga by¢
uzyte w terapii przeciwnowotworowej [67,103].

Rutyna (zawarta w Fagopyrum esculentum) - zwiazek z grupy
flawonoiddéw, tradycyjnie uzywany jako $rodek przeciw-
grzybiczny, przeciwbakteryjny, przeciwalergiczny, ale tak-
ze w leczeniu wielu chordb przewlektych jak rak, cukrzyca,
nadci$nienie i hipercholesterolemia [34]. Zapobiega réw-
niez powstawaniu wysoce reaktywnych wolnych rodnikéw
(whasciwosci antyoksydacyjne) oraz spowalnia utlenianie
witaminy C, przediuzajac jej dziatanie [30]. Wykazano réw-
niez, ze zwigzek ten zmniejsza cytotoksyczno$é utlenionego
cholesterolu i dziata przeciwzapalne [57,95].

Azjatykozyd (zawarty w Centella asiatica) - to triterpen stoso-
wany w dermatologii, dzieki zdolnosci do indukcji tworzenia
kolagenu oraz angiogenezy [26]. Ponadto znalazt zastosowa-
nie jako $rodek poprawiajacy elastyczno$¢ skéry, dziatajac
przeciwzmarszczkowo. Wykazuje réwniez aktywnos¢ anty-
bakteryjna, przeciwzapalng i przeciwobrzekowa [9,47,91].

Deoursyna (dekursyna) (z Angelica gigas) - wykazuje whasci-
wosci przeciwnowotworowe. W przypadku raka stercza -
indukuje apoptoze komérek nowotworowych m.in. przez
znaczacy wzrost aktywnosci kompleksu Cip1/p21 w fazie
G1 cyklu komdrkowego [119]. Zwigzek indukuje tez apop-
toze ludzkich komérek szpiczaka mnogiego za posrednic-
twem skoordynowanej supresji szlaku sygnatowego kinazy
mTOR/S6K1i STAT3 [37]. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa
deoursyny przejawia sie przez indukcje apoptozy i inhibicji
angiogenezy réwniez w odniesieniu do komdrek rakowych
gruczotu krokowego, pecherza moczowego, raku jelita gru-
bego i biataczki [48]. W medycynie ludowej, paraleki zawie-
rajgce ten zwigzek sg stosowane w zapobieganiu i leczeniu
chordb krwi, w tym niedokrwisto$ci oraz jako $rodek toni-
zujacy [37,52,117].

Plumbagina (zawarta w Plumbago zeylanica) - podobnie jak
wyzej wymienione zwigzki takze plumbagina wykazuje
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wiasciwosci przeciwnowotworowe. Wykazano, ze induku-
je apoptoze komérek raka piersi spowodowanego nade-
kspresja onkogenu Her2 [41]. Ponadto, w przypadku raka
ptuc - indukuje apoptoze i autofagie przez inhibicje szlaku
PI3K/Akt/mTOR, gdzie gtéwna role odgrywaja dwie kina-
zy serynowo-treoninowe: kinaza biatkowa B (PKB, zwana
réwniez Akt) oraz jej substrat mTOR [60]. Przekaz sygnatu
droga PI3K/Akt/mTOR jest dodatkowo uzalezniony od ak-
tywnodci fosfatazy PIP3 - PTEN, a w wielu zaawansowanych
nowotworach (m.in. glejaku, czerniaku oraz raku zotadka,
jajnikéw, nerek, piersi i ptuc) jest obserwowana mutacja po-
wodujaca jego wyciszenie, skutkujgca wzrostem aktywnosci
Akt oraz mTOR [80]. Badania prowadzone na plumbaginie
wykazaly, ze dziata przeciwmalarycznie i immunosupre-
syjnie [41,55,60,113].

Dopamina (zawarta w Portulaca oleracea) - stosowana jest jako
lek w zapobieganiu ostrej niewydolnoéci nerek (zwieksza
perfuzje nerkowg), podwyzsza ci$nienie tetnicze i dziata
dodatnio na site skurczu mie$nia sercowego [18]. Ponadto
jest stosowana we wstrzasie septycznym, kardiogennym,
pourazowym, po operacjach kardiochirurgicznych oraz
w zaostrzeniu przewleklej niewydolno$ci krazenia [81].

Obiecujace rezultaty podobnych eksperymentéw przeto-
zyly sie tez na znaczng aktywno$¢ patentowg zespotéw,
ktére zajmuja sie omawiang problematyka. Przedmiotem
patentéw sa wlasnie mozliwosci wykorzystania kultur ko-
rzeni wlo$nikowych do wytwarzania i pozyskiwania z nich
substancji o wtadciwosciach leczniczych. I tak np. patent
nr US 7666677 B2 dotyczy strategii produkcji stilbenoidéw
(m.in. resweratrolu), patent nr US 20100048494 A1, opisuje
mozliwo$¢ pozyskiwania glikozydéw flawonowych, czy pa-
tent nr EP1649743 B1, kt6ry opisuje procedure pozyskiwania
szikoniny. Przytoczone wyzej przyklady wskazujg dodat-
kowo korzenie wlodnikowate z réznych gatunkdéw roslin,
jako wazne Zrédlo izolacji cennych metabolitéw wtérnych.

PobsumowaNIE

Duzy potencjat kultur korzeni wio$nikowatych (HR), jako
stabilnego i bogatego 7Zrédta biologicznie aktywnych sub-
stancji chemicznych wzbudza duze zainteresowanie spo-
teczno$ci naukowej i wynika z wielu pozytywnych do$wiad-
czen uzyskanych w laboratoriach badawczych. Szczegdlnie
wazne wydaje sie wykorzystanie potencjalu omawianych
kultur w pozyskiwaniu substancji o wtasciwo$ciach terapeu-

PismiennicTwo

tycznych, do ktérych naleza réwniez wybrane metabolity
wtdrne. Prowadzone od lat badania zmierzaja w kierunku
opracowania metod optymalnej eksploatacji tych syste-
mdw, co moglyby stworzy¢ szersze perspektywy pozyski-
wania na skale produkcyjna wielu cennych zwiazkéw, w tym
metabolitéw wtérnych. Wzbogacanie wiedzy na temat szla-
kéw metabolicznych roslin oraz mechanizméw ich regulacji
moze sie sta¢ waznym narzedziem pozwalajacym, w wiek-
szym stopniu, wykorzysta¢ potencjat kultur HR w biosyn-
tezie znanych biofarmaceutykdéw i projektowaniu nowych
sposobdw biosyntezy zwiazkéw o dziataniu farmakologicz-
nie czynnym.

Zdecydowana wiekszo$¢ przytoczonych przyktadéw wyko-
rzystania kultur HR do wytwarzania metabolitéw wtérnych
o potwierdzonym potencjale terapeutycznym dotyczy prac
prowadzonych na poziomie naukowo-badawczym. Wyni-
ki te w stosunkowo niewielkim stopniu znajduja odbicie
w produkcji omawianych zwigzkéw podejmowanej przez
firmy biotechnologiczne.

Mozliwe, ze niedawne wprowadzenie w zycie Protokotu
z Nagoi (pazdziernik 2014), dotyczacego dostepu do zaso-
béw genetycznych oraz uczciwego i sprawiedliwego podzia-
tu korzysci wynikajacych zich wykorzystania, przyczyni sie
do zmiany sytuacji. Wymieniony dokument ma na celu nor-
malizacje sytuacji prawnej i w swoim zalozeniu ma zapew-
ni¢ wiekszg przejrzysto$é dla dawcédw oraz uzytkownikéw
zasobéw genetycznych (w tym substancji bioaktywnych,
ekstraktéw roslinnych). Ma zastosowanie do zasobéw ge-
netycznych, zaréwno organizméw dziko wystepujacych,
jak i tych uzytkowanych w gospodarce, a takze tradycyjnej
wiedzy zwigzanej z tymi zasobami. Protokdt nie narusza
jednocze$nie praw i obowigzkéw wynikajacych z innych
porozumieri miedzynarodowych, jak choéby gatunkéw
ro$lin uprawnych objetych tre$ciami Miedzynarodowego
Traktatu o Zasobach Genetycznych Roslin dla Wyzywienia
i Rolnictwa.

Polskie prawodawstwo znajduje sie na etapie opracowania
krajowych regulacji wdrazajacych Protokét i Rozporzadze-
nie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) NR 511/2014
z dnia 16 kwietnia 2014 r. w tym zakresie. Postanowienia
wymienionego dokumentu moga mie¢ wplyw na wybér
dalszych kierunkéw rozwoju nie tylko przemystu farma-
ceutycznego, ale réwniez aktywnosci wybranych sektoréw
przemystu kosmetycznego czy spozywczego.
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