® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; 70: 1220-1228 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received: 2015.12.17
Accepted:  2016.10.19
Published: 2016.12.20

Transformacja roslin leczniczych za pomoca
Agrobacterium tumefaciens*

Transformation of medicinal plants using Agrobacterium
tumefaciens

Katarzyna Bandurska, Agnieszka Berdowska, Matgorzata Krol

Zaktad Mikrobiologii i Biotechnologii, Instytut Chemii, Ochrony Srodowiska i Biotechnologii, Akademia im. Jana
Dtugosza w Czestochowie

Stowa kluczowe:

Streszczenie

0d wielu lat sa podejmowane préby opracowania skutecznych metod transformacji roélin leczni-
czych za pomocg Agrobacterium tumefaciens. Jest to bakteria glebowa majaca naturalng zdolno$¢
zakazania rolin w miejscach zranieri, tworzac rakowate narosla. Jest to mozliwe dzieki przenoszeniu
fragmentu jej plazmidu Ti do komérek rodlinnych i trwalej integracji z genomem roslinnym. Sku-
teczno$¢ transformacji roslin leczniczych zalezy od wielu czynnikéw, m.in. od szczepu Agrobacterium,
metod oraz procedur transformacji i od gatunku rosliny, typu, wieku eksplantatu, a takze warunkéw
regeneracji. Gléwnym celem transformacji roslin jest zwiekszenie zawartosci naturalnie w nich
wystepujacych zwiagzkéw aktywnych biologicznie oraz produkcja biofarmaceutykéw. Transformacja
genetyczna ro$lin z udziatem bakterii z rodzaju Agrobacterium jest procesem zlozonym, wymaga
whnikliwej analizy ekspresji wprowadzonego transgenu i zachodzi jedynie wtedy, gdy komérka
ro$liny nabywa zdolno$¢ do regeneracji. W wielu przypadkach wydajne procesy regeneracji za-
obserwowane u roélin leczniczych sa nieefektywne po przeprowadzeniu procedur transformacji.
Dotad podjeto préby transformacji genetycznej z wykorzystaniem A. tumefaciens roslin leczniczych
zrodzin: Apocyndceae, Araceae, Araliaceae, Asphodelaceae, Asteraceae, Begoniaceae, Crassulaceae, Fabaceae,
Lamiaceae, Linaceae, Papaveraceae, Plantaginaceae, Scrophulariaceae oraz Solanaceae.

transformacja genetyczna roslin leczniczych - Agrobacterium tumefaciens - produkcja substancji
biologicznie czynnych

Summary

For many years attempts are made to develop efficient methods for transformation of medici-
nal plants via Agrobacterium tumefaciens. It is a soil bacteria which possess a natural ability to
infect plants in places of injures which results in arise of cancerous growths (crown gall). This
is possible thanks a transfer of fragment of Ti plasmid into plant cells and stable integration
with a plant genome. Efficiency of medicinal plant transformation depends on many factors
for example: Agrobacterium strain, methods and procedures of transformation as well as on
plant species, type and age of the explants and regeneration conditions. The main goal of
plant transformation is to increase the amount of naturally occurring bioactive compounds
and the production of biopharmaceuticals. Genetic plant transformation via bacteria of the
genus Agrobacterium is a complex process which requires detailed analysis of incorporated

* Praca byta realizowana w ramach Programu Homing Plus/2010-1/1 Fundagji na rzecz Nauki Polskiej wspétfinansowanego przez
Unig Europejska ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (Program Operacyjny Innowacyjny Gospodarka,
Priorytet 1. Badania i rozwdj nowoczesnych technologii, Dziatanie 1.2. Wzmocnienie potencjalu kadrowego nauki 2007-2013).
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transgene expression and occurs only in the case when the plant cell acquires the ability
to regenerate. In many cases, the regeneration efficiency observed in medicinal plants are
inefficient after applied transformation procedures. To date there have been attempts of
genetic transformation by using A. tumefaciens of medicinal plants belonging to the families:
Apocynaceae, Araceae, Araliaceae, Asphodelaceae, Asteraceae, Begoniaceae, Crassulaceae, Fabaceae,
Lamiaceae, Linaceae, Papaveraceae, Plantaginaceae, Scrophulariaceae and Solanaceae.
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Wsrep

Surowce pochodzenia ro$linnego byty wykorzystywane
przez cztowieka w celach leczniczych od zarania dziejéw.
W dalszym ciagu ro$liny sg zrédtem cennych surowcéw
leczniczych stosowanych zaréwno w medycynie tra-
dycyjnej, jak i oficjalnej. Wciaz sa odkrywane ich nowe
wias$ciwosci i zastosowania. W niektérych przypadkach
ro$liny sa jedynym Zrédiem substancji leczniczej, ktéra
nie moze by¢ zsyntetyzowana chemicznie.

Narzedzia nowoczesnej inzynierii genetycznej pozwa-
lajg na uzyskanie ro$lin leczniczych o zwiekszonych
zawarto$ciach substancji biologicznie czynnych lub
uzycie tych, a takze innych gatunkdéw roélin, do produk-
cji rekombinowanych biatek o znaczeniu medycznym.
W tym celu wykorzystywana jest naturalna zdolno$é
Gram-ujemnych bakterii glebowych z rodzaju Agrobac-
terium do transformacji ro§lin. A. tumefaciens powoduje
powstawanie guzowatosci szyjki korzeniowej roélin dwu-
lidciennych [19]. W procesie tym, zwanym agroinfekcja,
nastepuje przenoszenie do komdérek roélin fragmentu
bakteryjnego transferowego DNA, tzw. T-DNA (trans-
ferred - DNA), ktdry jest cze$cia duzego (okoto 200 kpz)
plazmidu Ti (tumor inducing). Kluczowymi, z punktu
widzenia transformacji, elementami plazmidu sa: region
wirulencji vir, fragment T-DNA ograniczony z obu stron
sekwencjami granicznymi oraz geny odpowiedzialne za
katabolizm opin i przekazywanie plazmidu Ti miedzy
komérkami bakterii [17]. Opiny, to metabolity wytwa-
rzane przez rakowate naro$la rolin w wyniku ekspresji
genéw pochodzacych od Agrobacterium i wbudowanych
do ich genomu. Sa nieprzyswajalne dla roslin, ale sg
metabolizowane i stuzg jako pokarm dla Agrobacterium.

Szczepy Agrobacterium sa klasyfikowane ze wzgledu na
obecnos¢ gendw syntezy - charakterystycznego, zwykle
jednego rodzaju opiny (np. nopaliny w szczepie C58 lub
oktopiny w szczepie LBA4404). Komercyjnie sg dostepne
tzw. ,rozbrojone” wirulentne szczepy Agrobacterium
tumefaciens (pozbawione sekwencji genéw szlaku syn-
tezy hormondw ro$linnych oraz genéw syntazy opin),
ktére umozliwiaja skuteczna transformacje wielu gatun-
kéw roélin [9]. W pracy omdwiono roéliny lecznicze,
ktére transformowano z wykorzystaniem A. tumefaciens
(tab. 1).

ALOES ZWYCZAINY

Aloes zwyczajny (Aloe vera (L.) Burm. f.) jest sukulentem
z rodziny Asphodelaceae, wykorzystywanym do produk-
¢ji réznorodnych produktéw leczniczych i kosmetykdw.
Stwierdzono wystepowanie w nim ponad 200 zwigzkéw
chemicznych, z ktérych okoto 75 wykazuje aktywnosé
biologiczng. Licie aloesu majg dziatanie przeciwdrob-
noustrojowe, immunomodulujace, antyoksydacyjne,
hepatoprotekcyjne oraz przeciwnowotworowe [41].
Gléwnym ograniczeniem w jego wykorzystaniu jest to, ze
nie jest rosling samopylna oraz wysoki stopieri bezptod-
noéci kwiatéw meskich. Aloes najcze$ciej jest rozmna-
zany wegetatywnie. Jednak ze wzgledu na niewiele roslin
potomnych stosuje sie na coraz szersza skale metody
mikropropagacji oraz transformacji genetycznych [53].
Mikropropagacja aloesu polega na izolowaniu eksplantéw
z komdrek merystematycznych i stymulacji tworzenia
zawigzkéw roslin za pomoca bezpo$redniej organoge-
nezy [20,33]. He i wsp. optymalizowali réznorodne para-
metry regeneracji i transformacji pokrewnego gatunku
Aloe barbadensis Miller, m.in. przez wybér odpowiedniego
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Tabela 1. Transformacja roslin leczniczych z udziatem A. tumefaciens

Roslina Szczep A. tumefaciens Eksplantat Efekt Irodia
Al j
o(;sl;:vzec;a)]ny EHA105, (58(1 todygi, liscie Optymalizagja transformacji [21]
Begonia bulwiasta
LBA 4404 Liscie Optymalizacja transformacji 31
(Begonia tuberhybrida) Py ) ) 51
EHA105 Liscie Iwigkszenie produkgji artemizyny [58]
Byli
Yl focnd AGLT, GV3101, LBA4404 Liscie Optymalizacja transformadji (2]
(Artemisia annua)
EHA105 Liscie Produkja taksydienu [35]
Katarantus rozowy LBA4404 Kalusy pochodzace z lisci Optymalizagja transformacji [64]
(Catharanthus roseus) EHA105 Hipokotyle Produkgja windoliny [69]
Kozieradka pospolita A281 Korzenie, liscienie, hipokotyle Optymalizacja transformacji [30]
(Trigonella foenum-graecum) ! + ipokoty Py ) )
) - Produkgja polihydroksymaslanu we
Len zwyczajny b.d. Licienie witknach Inu [65]
(Linum usitatissimum)
b.d. b.d. Zwigkszenie zawartosci flawonoidéw [43]
Mak lekarski
) : (58 Liscie Produkcja kodeiny i morfiny [22]
(Papaver somniferum)
Migta pi
( /\/llzn?hlj;;?;;j;:) Gv3101 Miedzyweila Produkcja syntazy limonenu [32]
Naparstnica purpurowa
(‘l))igita Iisp?lrp?lrea) GV2260, GV3101 Fragmenty liéci Optymalizacja transformacji [36]
Polizyk ilza jagoda LBA4404, GV3101, EHA105 Hipokotyle, liscienie Optymalizacja transformacji [62]
(Atropa belladonna) ' ' poxolye: Py g )
Remania kleista
LBA4404 Liscie Iwiekszenie produkgji resweratrol 18
(Rehmannia glutinosa) hd Wigkszenie produgiresw ! 18]
Rumi ki
( Azzfmnig;;ﬁsl) (58,137 (zedci nadziemne Optymalizagja transformacji [25]
Rzesa drobna
€ ) EHA105 Kultury kalusowe Optymalizacja transformacji [8]
(Lemna minor)
Szatwia czerwona
(Salvia miltorhiza) EHA105 Liscie Optymalizacja transformacji [72]
Witania ospata LBA4404, EHA101 Liscie Optymalizagja transformacji [45]
(Withania somnifera) LBA4404 todygi z miedzywezlami Optymalizacja transformacji [61]
Zefi-szer ameryKariski Iwigkszenie odpornosci na infekcje
2¢f amerykansid LBA4404 Epikotyle Wigkazenie odpomosa na inieig 7
(Panax quinquefolium) grzybicze
16twik nagi
( (h:lonle gr;:glm) (Y2260, GV3101 Liscie Optymalizagja transformacji [16]
Zyworddk: Produkgja rekombi
yworddka LBA4404 Liécie, rozmnézki fodukca rekombinowanego 9]
(Kalanchoe pinnata) przeciwciata 308 scFv

b.d. - brak danych

rzane w odpowiedzi na infekcje wywotana réznorodnymi
mikroorganizmami, zwlaszcza wirusami [3].

eksplantatu, metody sterylizacji, rézne szczepy Agrobac-
terium (EHA105 i C58C1) oraz warunki kokultury. Uzyskali
odpowiednio 80 i 30% wydajnos$ci [21]. Natomiast Low-
ther i wsp. wyprodukowali w kalusowych kulturach alo-
esu zwyczajnego transformowanych metoda biolistyczna
ludzki interferon-a2 (IFN-a2) [39]. Interferony-a tworza
pierwsza linie obrony organizmu cztowieka i sg wytwa-

BEGONIA BULWIASTA

Begonia bulwiasta (Begonia tuberhybrida Voss) jest byling
ozdobng z rodziny begoniowatych (Begoniaceae). Wyste-
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puje w niej kukurbitacyna B oraz D [38]. Kukurbitacyna
B dziala przeciwzapalnie oraz zapobiegajaco i leczni-
czo w hepatotoksyczno$ci wywotanej przez czterochlo-
rek wegla. Natomiast kukurbitacyna D wykazuje silne
wladciwosci cytotoksyczne przeciwko wielu liniom
komérkowym wywodzgcym sie z ludzkich nowotwordéw
ztoliwych [6].

Kiyokawa i wsp. transformowali trzy gatunki bego-
nii: Begonia semperflorens Link et Otto, Begonia x hiemalis
(Fotsch) cv. Schwabenland Red oraz Begonia tuberhybrida
cv. Perfecta za pomocg A. tumefaciens LBA4404, zawiera-
jacego wektor z genami rol, pochodzacymi z pokrewnego
gatunku A. rhizogenes i determinujacymi intensywny
rozwdj tzw. korzeni wlo$nikowatych. Jedynie w przy-
padku begonii bulwiastej uzyskali transformanty z eks-
presja pojedynczych gendw rolA, B i C. Dojrzate rosliny,
mimo transformacji z uzyciem A. tumefaciens, fenotypowo
miaty cechy ro$lin begonii transformowanych A. rhizoge-
nes i znacznie réznily sie od ro$lin nietransformowanych.
Mialy ponadto nieprawidlowe cechy morfologiczne, takie
jak: kartowato$¢, pomarszczone licie i ptatki lub zabu-
rzone procesy rozwojowe i opéznione kwitnienie [31].

ByLica rocznA

Bylica roczna (Artemisia annua L.) z rodziny astrowatych
(Asteraceae) zawiera artemizyne, ktéra jest stosowana
jako $rodek przeciwko Plasmodium spp., chociaz obser-
wuje sie narastajgcg na nig oporno$¢ zarodzcédw malarii,
zwlaszcza w Azji Potudniowo-Wschodniej [55,70]. Zawar-
to$¢ artemizyny w bylicy jest niewielka (0,01-1,4% suchej
masy) i zalezy od genotypu oraz warunkéw hodowli
[1], natomiast produkcja tego zwigzku metodami syn-
tezy chemicznej okazata si¢ mato wydajna i kosztowna.
Gléwnym enzymem w szlaku biosyntezy artemizyny jest
monooksygeneza cytochromu P450 (CYP71AV1), ktéra
uczestniczy az w trzech przeksztalceniach zwigzkédw
pos$rednich [58]. Shen i wsp. transformowali liscie bylicy
rocznej konstruktami zawierajgcymi geny monooksy-
genezy cytochromu P450 (CYP71AV1) i reduktazy cyto-
chromu P450 za pomoca A. tumefaciens szczepu EHA105.
Po 20 tygodniach kultury otrzymanych roslin transge-
nicznych, w ktérych odnotowano duza zawarto$¢ mRNA
wprowadzonych gendéw cyp7lavl i cpr, stwierdzono
zwiekszong zawarto$¢ artemizyny w poréwnaniu z ro$li-
nami kontrolnymi, maksymalnie o 38% [58].

Elfahmi i wsp. transformowali liscie dwutygodniowych
i dwumiesiecznych ro$lin bylicy rocznej trzema szcze-
pami A. tumefaciens: AGL1, GV3101 i LBA4404. Transfor-
macja z uzyciem szczepu AGL1 okazata sie najbardziej
wydajna i wyniosta prawie 71%, podczas gdy dla pozo-
statych szczepédw byta na poziomie odpowiednio 49,25
i45,45% [12].

Ponadto prébowano wykorzystaé bylice roczng do pro-
dukcji paklitakselu jako leku przeciwnowotworowego.
Wprowadzono gen txs syntazy taksadienu z cisu (Taxus)
i transformowano mtode li$cie bylicy za pomoca A.

tumefaciens szczepu EHA105. W otrzymanych roslinach
transgenicznych, w ktérych potwierdzono ekspresje
transgenu, odnotowano zawarto$¢ taksadienu (ktéry
moze zostal przeksztatlcony metodami chemicznymi do
paklitakselu) w ilo$ci 4,4-129,7 ug/g suchej masy [35].

Katarantus rRozOWY

Katarantus rézowy (Catharanthus roseus (L.) G. Don),
krzew z rodziny toinowatych (Apocynaceae) [64], jest
ro$ling modelowg wykorzystywang do badati nad meta-
bolitami wtérnymi [13]. Dotad wyizolowano z niego
ponad 130 zwigzkéw chemicznych [66]. Niestety ilo$é
uzyskiwanych lekéw przeciwnowotworowych winkry-
styny i winblastyny w dzikich odmianach katarantusa
rézowego jest mata. Ponadto préby wyprodukowania ich
w wiekszej ilo$ci w kulturach zawiesinowych i korzeni
oraz metodami chemicznymi nie przyniosty oczekiwa-
nych rezultatéw [40,73]. Srivastava i wsp. przeprowa-
dzili optymalizacje warunkéw transformacji kaluséw
uzyskanych z li§ci katarantusa rézowego z uzyciem A.
tumefaciens szczepu LBA4404. W 98% transformowanych
regenerantéw potwierdzili obecno$é wprowadzanych
transgendw: uidA, glyl i nptll [64]. Wang i wsp. opraco-
wali metode regeneracji i transformacji katarantusa
rézowego z uzyciem A. tumefaciens szczepu EHA105. Po
transformacji hipokotyli konstruktami kodujacymi gen
dat - acetylotransferazy 4-O-diacetylowindoliny, klu-
czowego enzymu w biosyntezie alkaloidéw katarantusa,
uzyskano regeneranty ze zwiekszong zawarto$cia win-
doliny bedacej prekursorem winblastyny. Osiagneli 11%
wydajno$é regeneracji stransformowanych eksplanta-
téw [69].

KozIERADKA POSPOLITA

Kozieradka pospolita (Trigonella foenum-graecum L.) jest
ro$ling jednoroczng z rodziny bobowatych (Fabaceae).
Zawiera alkaloidy (m.in. karpine, trigoneline), sapo-
niny (takie jak fenugrekina czy diosgenina) oraz flawo-
noidy [47]. Jest stosowana w dolegliwo$ciach przewodu
pokarmowego (np. przy zaparciach), chorobach nerek,
zapaleniu oskrzeli, przewlektym kaszlu, zmianach
zapalnych na skérze. Obniza stezenie glukozy we krwi,
dziata antyokscydacyjnie oraz immunomodulujaco
[15,47]. Jest wykorzystywana do maskowania smaku
lekéw, gdyz smakiem i zapachem przypomina syrop
klonowy [15].

Khawar i wsp. opracowali optymalizacje warunkdw
transformacji kozieradki pospolitej transformowanych
konstruktem zawierajacym gen uidA z wykorzysta-
niem A. tumefaciens dzikiego szczepu A281. W zregene-
rowanych z hipokotyli, li$cieni oraz korzeni kozieradki
potwierdzono ekspresje p-glukuronidazy (GUS) [30].

LEN zwyczainy

Len zwyczajny (Linum usitatissimum L.), nalezacy do
rodziny Inowatych (Linaceae), jest jedna z najstarszych
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roélin uprawnych, wykorzystywang gtéwnie w prze-
mysle tekstylnym, ale tez do otrzymywania oleju, sto-
sowanego jako pokost oraz w farmacji. Olej Iniany ma
wiasciwosci przeciwzakrzepowe i obnizajace ci$nienie
tetnicze krwi. Spozywanie mielonych nasion Inu zmniej-
sza zawarto$¢ cholesterolu catkowitego i LDL (lipopro-
teiny o niskiej gestosci) we krwi. Len stosowany jest
réwniez w leczeniu hiperglikemii, zmniejsza ryzyko
choréb uktadu krazenia oraz ma wtasciwosci antyoksy-
dacyjne [26].

Mierziak i wsp. podjeli prébe uzyskania transgenicz-
nego Inu o zwiekszonej zawartosci flawonoidéw, ktére
sa bardzo aktywnymi naturalnymi antyoksydantami.
W tym celu wykorzystali konstrukt zawierajacy geny
chs, chi i dfr pochodzace od Petunia hybryda do trans-
formacji Linum usitatissimum var. linola z udziatem A.
tumefaciens. Uzyskali réwniez transgeniczne ro$liny
zawierajace gen gt pochodzacy od Solanum sogaran-
dinum. W nastepnym etapie krzyzowali wspomniane
roéliny pokolenia F2 i analizowali zawarto$¢ flawo-
noidéw w todygach i torebkach nasiennych po 6 mie-
sigcach. Stwierdzili zwiekszong ilo$¢ flawonoidéw
w roslinach uzyskanych po skrzyzowaniu. Ponadto
ekstrakty z nich uzyskane miaty silniejsze whagciwosci
antyoksydacyjne w poréwnaniu z ro$linami rodziciel-
skimi i nietransgenicznymi [43].

W16kno Iniane moze mieé natomiast potencjalne zasto-
sowanie jako materiat opatrunkowy oraz no$nik i stabili-
zator lekéw [59]. Szopa i wsp., w celu otrzymania widkien
zbudowanych cze$ciowo z polihydroksymaslanu, wpro-
wadzili do genomu Inu za pomoca A. tumefaciens trzy-
genowy konstrukt zawierajacy ¢cDNA pochodzace od
Ralstonia eutropha i kodujace bakteryjne enzymy szlaku
biosyntezy polihydroksymaslanu: reduktaze acetoace-
tylo-CoA, B-ketotiolaze oraz syntaze polihydroksyma-
slanu. Widkna pochodzace z transgenicznych roélin
cechowaly sie wiekszg wytrzymato$cia i sztywnoscia
w pordwnaniu z rolinami kontrolnymi. Ponadto prawie
nie indukowaty agregacji ptytek krwi, w zwiazku z czym
moga by¢ przydatne do produkcji materiatéw biomedycz-
nych, ktére wchodza w kontakt z krwig [65].

MAK LEKARSKI

Mak lekarski (Papaver somniferum L.) z rodziny mako-
watych (Papaveraceae) jest zrédtem wielu réznych
alkaloidéw m.in. morfiny i kodeiny wytwarzanej w rur-
kach mlecznych ro$liny. W przeksztatceniu kodeinonu
w kodeine oraz morfinonu w morfine uczestniczy
enzym COR [22]. Hosseini i wsp. wprowadzili gen kodu-
jacy reduktaze kodeinonu do A. tumefaciens szczepu C58
i transformowali nim li$cie z 6-tygodniowych roslin
maku lekarskiego za pomocg technik agroinfiltracji
metoda przej$ciowej transformacji w celu nadprodukeji
reduktazy kodeinonu. Po raz pierwszy udato im sie uzy-
ska¢ ekspresje przejsciowg kodeiny i morfiny w lisciach
ro$lin (wcze$niej sadzono, ze jest to mozliwe jedynie do
osiagniecia w rurkach mlecznych) [22].

MIETA PIEPRZOWA

Mieta pieprzowa (Mentha piperita L.), bylina z rodziny
jasnotowatych (Lamiaceae), zawiera olejki eteryczne sto-
sowane w przemy$le farmaceutycznym, spozywczym
i kosmetycznym [49]. Prekursorem wszystkich olejkéw
eterycznych miety jest monoterpen limonen (4-izopro-
penylo-1-metylocykloheksen), zwiazek szeroko rozpo-
wszechniony w krélestwie roélin. Syntaza limonenu,
enzym przeksztatcajacy pirofosforan geranylu w limo-
nen, jest czynnikiem determinujacym zawarto$¢ olejkéw
eterycznych. Krasnyanski i wsp. wprowadzili gen syn-
tazy limonenu do A. tumefaciens GV3101 i transformo-
wali nim miedzyweZla miety pieprzowej. W uzyskanych
regenerantach potwierdzono obecno$¢ syntazy limo-
nenu podobnie jak w przypadku bezpo$redniej transfor-
macji protoplastéw miety pieprzowej z zastosowaniem
PEG (glikolu polietylenowego) [32].

NAPARSTNICA PURPUROWA

Naparstnica purpurowa (Digitalis purpurea L.) jest roz-
powszechniona rosling ozdobna z rodziny babkowatych
(Plantaginaceae), uprawiang réwniez w celu pozyskiwa-
nia surowcéw leczniczych. Zawiera glikozydy naser-
cowe digitoksyne i digoksyne [2], stosowane przede
wszystkim w leczeniu niewydolno$ci krazenia [48,57].
Ponadto stwierdzono, ze sg one skuteczne przeciwko
pewnym typom nowotwordw [42,71]. Niestety zawar-
tos¢ glikozydédw w naparstnicy purpurowej jest bardzo
mala, a ich synteza chemiczna jest skomplikowana [48].
Stad sa podejmowane préby wykorzystania modyfika-
cji genetycznych w celu zwiekszenia skali ich produk-
cji. Li i wsp. uzyli fragmenty lidci z 6-8-tygodniowych
ro$lin naparstnicy purpurowej do transformacji z udzia-
tem A. tumefaciens szczepdw GV2260 i GV3101. Wektory
binarne uzyte do transformacji Agrobacterium zawieraty
gen reporterowy B-glukuronidazy w celu tatwiejszej
wizualizacji roélin transgenicznych; wydajnosé trans-
formacji wyniosta 52,2-60%. Prace nad optymalizacja
warunkdw regeneracji i transformacji naparstnicy miaty
na celu potencjalne jej wykorzystanie jako platformy do
nadprodukcji biologicznie aktywnych substancji leczni-
czych: digitoksyny, digoksyny i digoksygeniny [36].

POKRZYK WILCZA JAGODA

Pokrzyk wilcza jagoda (Atropa belladonna L.), bylina
z rodziny psiankowatych (Solanaceae), jest wazna rosling
lecznicza uprawiana w celu pozyskiwania atropiny i sko-
polaminy (bedacych znanymi antagonistami receptoréw
muskarynowych). Jest wykorzystywana do badari nad
szlakami biosyntezy alkaloidéw. Wyciagi z roslin stosuje
sie w okulistyce, w stanach zapalnych, chorobie wrzodo-
wej, w przypadku reakcji histaminowej oraz bélu gtowy
[52,54]. Jest sktadnikiem lekéw homeopatycznych [54].

Song i wsp. opracowali protokét wydajnej transformacji
pokrzyku za pomoca A. tumefaciens szczepédw LBA4404,
GV3101 oraz EHA105. W koticowym efekcie ponad 80%
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transformowanych hipokotyli zregenerowato transge-
niczne ro§liny w ciggu 2-3 miesiecy [62].

REMANIA KLEISTA

Remania kleista (Rehmannia glutinosa (Gaertn.) Steud)
nalezy do rodziny tredownikowatych (Scrophulariaceae)
[37]. Zawiera resweratrol, zwigzki z grupy irydoidéw
(katalpol i dihydrokatalpol) oraz flawonoidy [37,56].
Resweratrol jest silnym antyoksydantem wystepujacym
takze w duzych ilo$ciach w skérkach winogron [56,67].
Wykazano, ze ma wla$ciwo$ci neuro- i kardioprotek-
cyjne, zmniejszajace ryzyko powstawania nowotwordw,
opbzniajace procesy starzenia oraz przeciwgrzybicze
[5,23,75]. Korzen remanii kleistej ma wla$ciwosci prze-
ciwgoraczkowe, przeciwzakrzepowe, zmniejszajace
stezenie glukozy we krwi, stymulujace aktywnos$¢ oste-
oblastéw i hamujace resorpcje kosci przez osteoklasty
[37].

Ghimire i wsp. wykorzystali A. tumefaciens szczepu
LBA4404 do transformacji remanii kleistej konstruktami
zawierajacymi gen syntetazy resweratrolu. Uzyskane
ro$liny transgeniczne miaty znaczgco wiecej reswera-
trolu w lisciach w poréwnaniu z ro§linami kontrolnymi
oraz wykazywaly silniejsze wlasciwosci antyoksydacyjne
i mikrobdjcze [18].

RumiaN RzymskI

Rumian rzymski (rumian szlachetny, Anthemis nobilis
L.) jest popularna byling z rodziny astrowatych (Astera-
ceae). Substancja czynna jest niebieski olejek eteryczny
zawierajacy chamazulen, azulen (mniej niz w rumianku
pospolitym Matricaria chamomilla), pinokarwon, farne-
zen, estry kwaséw, flawonoidy (glikozydy kumarynowe,
apigenina), poliacetyleny, kwasy organiczne, tréjter-
peny, sole mineralne, weglowodany, sterole [63].

Olejek jest szeroko stosowany w lecznictwie w zwigzku
z jego wlasciwo$ciami przeciwzapalnymi, antybakteryj-
nymi, rozkurczajacymi, cytotoksycznymi, sedatywnymi.
Podawany zewnetrznie tagodzi podraznienia i oparze-
nia skéry oraz objawy ukgszeti owadéw. W kosmetyce
jest substancja stosowang przeciw wypryskom skérnym
oraz jako sktadnik rozjasniajacych i przeciwtupiezowych
szamponéw do wloséw przettuszczajacych sie [25,63].

Jaziri i wsp. podjeli préby transformacji rumianu rzym-
skiego z uzyciem A. tumefaciens szczepéw C58 i T37.
Analiza poszczegdlnych tkanek i organéw transformo-
wanych i zregenerowanych ro$lin wykazata podobna
zawarto$¢ olejkéw eterycznych w poréwnaniu z rosli-
nami kontrolnymi (nietransformowanymi) [25].

Rzesa pROBNA

Rzesa drobna (Lemna minor L.) jest ro§ling wodng nale-
zaca do rodziny obrazkowatych (Araceae). Wykazuje
wlasciwosci zmniejszajace wrazliwo$¢ organizmu czto-

wieka na dziatanie alergenéw. Jest stosowana w leczeniu
pokrzywki i obrzekéw (zwtaszcza o podtozu uczulenio-
wym), podagry, infekcji gérnych drdg oddechowych,
choréb watroby i tarczycy, jako $rodek przeciwgoracz-
kowy oraz zewnetrznie przy przewlektych owrzodze-
niach i czyrakach [68].

Chhabra i wsp. opracowali protokét transformacji rzesy
z udzialem A. tumefaciens szczepu EHA105. Udato im sie
uzyskad rosliny transgeniczne z prawie 4% wydajnoscia,
w czasie 11-13 tygodni [8].

SZALWIA CZERWONA

Szalwia czerwona (Salvia miltiorrhiza Bunge) jest bylina
z rodziny jasnotowatych (Lamiaceae) [11]. W korzeniu
zawiera dwie grupy zwigzkéw biologicznie aktywnych:
pochodne kwasu kawowego i tanszinony. Jest stosowana
w leczeniu schorzen sercowo-naczyniowych, naczyt
moézgowych, hiperlipidemii i w ostrym udarze niedo-
krwiennym [74]. Ponadto jej metabolity wtérne wyka-
zuja aktywno$¢ antywirusowa, antynowotworowa,
przeciwzakrzepowa oraz antyoksydacyjna [27]. Yan
i wsp. opracowali prosty i skuteczny sposéb transforma-
cji szalwii czerwonej za pomoca A. tumefaciens szczepu
EHA105. W badaniach testowano konstrukty z wpro-
wadzonym genem reporterowym uidA i markerowym
(selekcyjnym) nptll i uzyskano pierwsze potwierdzone
transformanty szatwii czerwonej z 70% wydajnoscia.
Opracowany przez nich protokét transformacji bedzie
mdégt byé wykorzystany do produkgji roslin o zwiekszo-
nej zawarto$ci zwiazkéw biologicznie czynnych [72].

WiTaNIA 0SPALA

Witania ospata (Withania somnifera (L.) Dunal), ro$lina
z rodziny psiankowatych (Solanaceae), zawiera wazne
z medycznego punktu widzenia witanozydy i witanolidy
wystepujace w korzeniach i li$ciach [44,60]. Wykazuje
wiasciwosci przeciwzapalne, antyoksydacyjne, immu-
nomodulujace i przeciwnowotworowe [4,24].

Pandey i wsp. za pomoca A. tumefaciens szczepu LBA4404
transformowali fragmenty li$ci witanii ospatej i uzyskali
transgeniczne ro$liny z wydajnoscia 1,67%. Nie udato
sie jednak uzyskaé regenerantéw z uzyciem szczepu
A. tumefaciens EHA101 [45]. Sivanandhan i wsp. uzyli A.
tumefaciens szczepu LBA4404 do transformacji fragmen-
téw todyg zawierajacych miedzywezZla i osiagneli 10%
wydajnosé transformacji. Stwierdzili, ze zawarto$¢ wita-
nolidéw w pokoleniu T0 i T1 roélin transgenicznych byta
minimalnie wieksza w poréwnaniu z rolinami kontrol-
nymi [61].

iEI\'I'SZEN AMERYKANSKI

Zeh-szeth amerykariski (Panax quinquefolium L.) jest
wolno rosngca byling z rodziny araliowatych (Araliaceae),
uprawiang ze wzgledu na zawarto$¢ leczniczych sktad-
nikéw w korzeniach [28]. Zawiera ginsenozydy, zwigzki
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z grupy saponin triterpenowych. W réznych czesciach
ro$liny stwierdzono wystepowanie ponad 60 ginseno-
zyddw. Zeh-szeh wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne,
antyoksydacyjne, immunostymulujace, hamujace roz-
wéj nowotwordw. Wptywa na uktad krazenia, nerwowy,
wydzielania wewnetrznego i odpornos$ciowy. Korzyst-
nie dziata w chorobach degeneracyjnych uktadu nerwo-
wego, dziala antyarytmicznie, obniza ci§nienie tetnicze
oraz zmniejsza zawarto$¢ glukozy we krwi [51]. Straty
w uprawie wynikaja z dtugiego okresu wzrostu i duzej
wrazliwosci ro$lin na infekcje grzybicze [28]. W celu
zwiekszenia opornosci na infekcje grzybicze transfor-
mowano roéliny transgenami kodujacymi chitynaze [50].

Chen i wsp. transformowali 2-3-tygodniowe epikotyle
zen-szenia amerykanskiego z zastosowaniem A. tume-
faciens szczepu LBA4404 zawierajgcego wektor z genem
chitynazy ryzowej. Udato im sie osiggna¢ 90% wydajno$é
transformacji [7].

iOLWIK NAGI

Z6twik nagi (Chelone glabra L.) jest ro$ling zaliczang do
rodziny babkowatych (Plantaginaceae) [2], zawiera gliko-
zydy irydoidowe oraz aukubine. Dziata przeciwzapalnie,
przeciwwirusowo, przeciwmalarycznie, przeciwgorgcz-
kowo, przeczyszczajaco i przeciwnowotworowo, zwalcza
robaki pasozytnicze [14,42,46]. Gao i wsp. transformo-
wali fragmenty lisci z uzyciem A. tumefaciens szczepdw
GV2260 1 GV3101. Uzyskali i wydajno$¢ transformacji na
poziomie 2-8% [16].

ZvYworGDKA

Zyworddka (Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. jest sukulen-
tem liciowym z rodziny gruboszowatych (Crassulaceae),
ktéry wytwarza aseksualnie charakterystyczne roz-
mnézki na zakoticzeniach nerwéw lici. Znalazta zasto-
sowanie w medycynie m.in. jako: $rodek przeciwbdlowy,
przeciwzapalny, uspokajajacy i antyoksydacyjny. Stoso-
wana w leczeniu choréb nowotworowych, wirusowych,
bakteryjnych i alergicznych [10].

PismiennicTwo

Jung i wsp. transformowali mlode liscie i rozmnézki za
pomoca A. tumefaciens szczepu LBA4404 zawierajacego
wektor z genem zrekombinowanego przeciwciata 3D8 scFv
[29]. To przeciwciato wykazuje aktywno$¢é DNA-zy w jadrze
komérkowym hamujac replikacje DNA i transkrypcje oraz
aktywno$¢ RNA-zy w cytoplazmie hamujac translacje bia-
tek i w konsekwencji zapobiega namnazaniu wiruséw DNA
[34]. Osiagneli oni wydajno$¢ transformacji na poziomie
77-84% [29].

PopsumowaNie

Roéliny lecznicze, bedace Zrédtem wielu zwigzkéw che-
micznych, sg cenione nie tylko w medycynie. Z farma-
ceutycznego punktu widzenia, istotnym wydaje sie
wykorzystanie roslin leczniczych do badat nad pro-
dukcja biologicznie aktywnych metabolitéw wtérnych.
Wykorzystywane sa m.in. do leczenia schorzeti kar-
diologicznych, dermatologicznych, ginekologicznych,
nowotworowych, uktadu pokarmowego, oddechowego,
wydalniczego oraz zaburzeri metabolicznych. Wykazuja
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i antyoksydacyjne.

Agrobacterium tumefaciens jest przydatnym i skutecz-
nym narzedziem inzynierii genetycznej, umozliwia-
jacym uzyskanie z roslin wiekszych ilo$ci substancji
leczniczych oraz produkcje nowych rekombinowanych
zwigzkéw biologicznie aktywnych. Transformacja roslin
leczniczych, z ktérych wiele pochodzi z réznych stref
klimatycznych, nadal jest wielkim wyzwaniem. Wiele
z nich jest oporne na infekcje Agrobacterium tumefa-
ciens oraz czesto napotyka sie trudno$ci z regenera-
cja transformowanych eksplantatéw. W zwigzku z tym
wydajno$¢ transformacji jest najcze$ciej mata, ponadto
czestym problemem jest mata zawarto$¢ wytwarzanych
w nich substancji biologicznie czynnych. Réwniez eks-
presja wprowadzanych transgendw nie jest jednakowa
we wszystkich czedciach rosliny i moze wykazywaé ten-
dengje do spadku z uptywem czasu. Nadal sa prowadzone
intensywne prace nad optymalizacja proceséw regene-
racji i transformacji ro$lin leczniczych oraz zwiekszona
i stabilng ekspresja heterologicznych biatek.
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