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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W ostatnich latach systematycznie wzrasta zainteresowanie substancjami o wtasciwosciach prze-
ciwutleniajgcych, ktére obnizaja lub zapobiegajg szkodliwemu wptywowi wolnych rodnikéw na
zywe tkanki, hamujac m.in. proces starzenia oraz rozwéj niektérych choréb. Celem niniejszej pracy
jest dokonanie przegladu nowych metod pozyskiwania przeciwutleniaczy pochodzenia roslinnego
oraz tendencji badawczych w kierunku zwiekszania ich ogélnej jakosci i optacalno$ci produkcji
na skale przemystowg. Wéréd omawianych zagadnieni znalazly sie metody z wykorzystaniem na-
rzedzi inzynierii genetycznej ro$lin i mikroorganizméw. W pracy przedstawiono réwniez krétka
charakterystyke antyoksydantéw oraz naturalne Zrédta ich wystepowania.

Ze wzgledu na to, ze szlaki biosyntezy flawonoidéw i izoflawonoidéw sa prawdopodobnie najlepiej
poznanymi szlakami biosyntezy naturalnych produktéw rolinnych, przeglad osiagniec ostatnich
lat w zakresie inzynierii metabolicznej oméwiono na przyktadzie zwigzkéw flawonowych. Przed-
stawione modyfikacje szlakéw biosyntezy flawonoidéw dotyczyty zmian w poziomie ekspresji
gendw strukturalnych lub regulacyjnych, wyciszania genéw konkurencyjnych lub tez modyfika-
cji wtasciwosci katalitycznych enzyméw za pomoca technik inzynierii biatek. W pracy przedsta-
wiono takze dokonania inzynierii mikroorganizméw w zastosowaniu proceséw fermentacyjnych
jako zrédta specyficznych zwigzkéw flawonowych, poprzez konstrukeje szlaku biosyntezy feny-
lopropanoidéw w komérkach drobnoustrojéw, takich jak bakterie E. coli czy drozdze piekarskie S.
cerevisiae. Oba podej$cia mogg znalez¢ zastosowanie w produkcji flawonoidéw atrakcyjnych pod
wzgledem aplikacyjnym.

przeciwutleniacze - flawonoidy - inzynieria genetyczna

Summary

In recent years there has been growing interest in substances with antioxidative properties,
which reduce or prevent harmful effects of free radicals on living tissues, and inhibit aging
processes and the development of certain diseases. The objective of this paper is to review new
methods of obtaining antioxidants of plant origin and new trends in research aiming to impro-
ve their quality and profitability on an industrial scale. Among the issues discussed, there are
the methods that use techniques of plant and microbial genetic engineering. A brief descrip-
tion of antioxidants and natural sources of their occurrence is also presented in this paper.

In view of the fact that the biosynthesis of flavonoids and isoflavonoids is probably the best-known
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metabolic pathway of natural plant products, the review of achievements of recent years in the
field of metabolic engineering was shown with the example of flavonoids. The modifications of
flavonoid biosynthetic pathways were related to changes in the expression level of structural or
regulatory genes, silencing of competitive genes or modifying catalytic properties of enzymes
using techniques of protein engineering. The paper also presents the achievements of micro-
organism engineering in the field of application of fermentation processes as a source of spe-
cific flavonoid compounds, which was possible by designing the phenylpropanoid biosynthetic
pathway in cells of microorganisms such as the bacterium E. coli or S. cerevisiae, baker’s yeast.
Both approaches can be used in the production of flavonoids attractive in terms of application.
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Wsrep

Tlen jest niezbedny do zycia wszystkim tlenowym organi-
zmom zywym, ale od kilku dziesiecioleci wiadomo takze, ze
gdy jego stezenie w organizmie jest zbyt wysokie, moze sta¢
sie toksyczny dla komdrek zywych. Czasteczka tlenu w sta-
nie podstawowym jest stosunkowo nieaktywna chemicz-
nie, ale moze by¢ zrédlem reaktywnych form tlenu (RFT),
takich jak: tlen singletowy (*0,), anionorodnik ponadtlen-
kowy (0,), rodnik hydroksylowy (OH), nadtlenek wodoru
(H,0,) itp. [47].

Reaktywne formy tlenu (RFT) oraz reaktywne formy azo-
tu (RFA) spetniaja wazne funkgje fizjologiczne w warun-
kach homeostazy. Uwalniane w niskich stezeniach petnia
role regulatoréw i mediatoréw wielu reakcji w komérce,
np.: reguluja odpowiedz komérkowa na szkodliwe czyn-
niki zewnetrzne, biorg udziat w prawidtowym funkcjono-
waniu szlakéw sygnatowych, indukuja dziatanie czynni-
kéw mitogennych [72], a takze reguluja procesy starzenia
i apoptozy oraz biorg udziat w prawidtowej odpowiedzi
immunologicznej [14]. Wymienione funkcje zalezg jednak
w duzej mierze od prawidlowego stosunku miedzy samy-
mi RFT i RFA, a zlozonymi systemami antyoksydacyjny-
mi. W chwili zachwiania tej réwnowagi wzrasta poziom
czynnikéw utleniajgcych w komérkach, co prowadzi do
tzw. stresu oksydacyjnego. Stres oksydacyjny wywotywa-
ny jest przez tleno- i azotopochodne rodniki (reaktywne
czgsteczki chemiczne zawierajace niesparowane elektro-
ny) powstajace w wyniku metabolizmu komérki, gtéwnie
podczas oddychania komérkowego zachodzacego w mito-
chondriach. Stan ten moze prowadzi¢ do uszkodzeti orga-
nelli komérkowych [54], uszkodzenia czasteczek DNA oraz
zaburzeri w funkcjonowaniu szlakéw metabolicznych [36].

Rodniki mogg by¢ generowane zaréwno poprzez czyn-
niki egzogenne, w tym na przyktad: promieniowanie
jonizujace, ksenobiotyki, toksyny zawarte w powietrzu
oraz czynniki endogenne: oddychanie komérkowe, ,,wy-
buchy tlenowe” fagocytéw podczas procesu zapalnego
i inne [6]. Szczegdlna uwage badaczy skupia grupa re-
aktywnych form tlenu, ktérych nadmierne wytwarza-
nie ma najwiekszy udzial w powstawaniu stresu oksy-
dacyjnego i zwiazanych z nim stanéw chorobowych,
takich jak reumatoidalne zapalenie stawdw, choroby
nowotworowe, miazdzyca tetnic [47], a takze zawal mie-
$nia sercowego oraz choroby neurodegeneracyjne [36].
Wspomniane wyzej reaktywne formy tlenu, czyli anio-
norodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru oraz rod-
nik hydroksylowy powstaja w procesie redukcji tlenu
czasteczkowego w mitochondriach [6].

W odpowiedzi na wzrastajace zagrozenie komédrek
organizmdéw zywych ze strony rodnikéw zostat wy-
ksztatcony antyoksydacyjny mechanizm obronny, kté-
ry dzieli sie zasadniczo na dwa systemy: enzymatyczny
i nieenzymatyczny. Mechanizm enzymatyczny opiera
sie na enzymach antyoksydacyjnych, takich jak dysmu-
taza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa i kata-
laza, natomiast na system nieenzymatyczny sktadaja
sie niskoczasteczkowe przeciwutleniacze: kwas askor-
binowy, a-tokoferol, glutation, karotenoidy, flawono-
idy i inne [73].

Roéliny i zwierzeta utrzymuja w swoich komdrkach
srodowisko redukujace za pomoca przeciwutleniaczy,
ktére neutralizujg rodniki, przeksztatcajac je w mniej
aktywne pochodne, opdzniajac lub zatrzymujac catko-
wicie proces utleniania. Przeciwutleniacze petnig role
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inhibitoréw procesu utleniania, stad bierze sie ich zna-
czaca rola w walce o przywrdcenie i utrzymanie home-
ostazy organizmu [47]. Nauki o zywnoSci definiujg an-
tyoksydant jako substancje, ktérej obecno$é w niskich
stezeniach, w poréwnaniu do substratu podatnego na
utlenianie, znaczaco obniza lub zapobiega szkodliwemu
wptywowi wolnych rodnikéw na ludzkie tkanki [29].

KLASYFIKACJA PRZECIWUTLENIACZY | CHARAKTERYSTYKA ICH
DZIALANIA

Termin ,,przeciwutleniacz” moze odnosi¢ sie do kazdej
czasteczki zdolnej do zwigzania rodnika, zanim dojdzie
do uszkodzenia komdérki [58]. Mozemy wyréznié prze-
ciwutleniacze enzymatyczne (endogenne) i nieenzyma-
tyczne (egzogenne). Gtéwna role w obronie organizmu
przed rodnikami, a przez to w utrzymaniu homeosta-
zy, pelnig przeciwutleniacze pochodzenia endogenne-
go [67].

Niezaleznie od poprzedniego podziatu zwiazki o wia-
$ciwo$ciach przeciwutleniajacych mozna sklasyfiko-
waé ,alfabetycznie” w dziewieciu kategoriach (tab. 1)
w zalezno$ci od ich struktury, wystepowania, rozpusz-
czalno$ci (w wodzie i ttuszczach) oraz kinetyki reakcji,
w ktérych biorg udziat [17].

Przeciwutleniacze enzymatyczne

Gtéwna role w zwalczaniu wolnych rodnikéw w organi-
zmie petnig przeciwutleniacze endogenne, najczesciej
enzymy. Jednym z najwydajniejszych przeciwutleniaczy
enzymatycznych jest dysmutaza ponadtlenkowa (SOD,
EC 1.15.1.1), ktéra katalizuje reakcje rozktadu aniono-
rodnikéw ponadtlenkowych do tlenu czasteczkowego
i nadtlenku wodoru. Wystepuje ona w kilku izoformach,
ktdre réznig sie od siebie m.in. budowa centrum aktyw-
nego czy obecno$cig réznych kofaktoréw [41].

Tabela 1. Klasyfikacja alfabetyczna przeciwutleniaczy [17]

Kolejnym enzymem jest katalaza (EC 1.11.1.6) wyste-
pujaca w peroksysomach komdérek roslin, zwierzat oraz
bakterii tlenowych i odpowiadajaca za rozktad nadtlen-
kuwodoru do tlenu czgsteczkowego i wody. Reakcje z jej
udziatem charakteryzuja sie duzg szybko$cia - jedna
czasteczka katalazy moze przeksztatci¢ nawet 6 milio-
néw czasteczek nadtlenku wodoru w ciggu minuty [40].

Nastepnym waznym elementem systemu chroniacego
komoérke przed atakiem wolnych rodnikéw sag reakcje
zwigzane z metabolizmem glutationu (GSH), w ktérych
uczestniczy peroksydaza glutationowa (GPx), wystepu-
jacaw dwéch izoformach: selenozaleznej (EC 1.11.1.19,
dye decolorizing peroxidase) i selenoniezaleznej (EC
2.5.1.18, glutathione transferase). W obecno$ci glutatio-
nu enzym ten katalizuje przeniesienie dwéch elektro-
néw na czasteczke nadtlenku wodoru, w wyniku czego
dochodzi do rozktadu nadtlenku do czasteczki wody
oraz do utlenienia czasteczek glutationu (GSH) [40].

Zaréwno katalaza jak i peroksydaza sag enzymami wy-
korzystujacymi jako substrat nadtlenek wodoru, jednak
to peroksydaza glutationowa jest dominujgcym czynni-
kiem w enzymatycznej ochronie przeciwrodnikowej [9].

Przeciwutleniacze nieenzymatyczne

Dzialanie przeciwutleniaczy enzymatycznych wspoma-
ga grupa matoczasteczkowych zwiazkéw nieenzyma-
tycznych, gtéwnie metabolitéw wtérnych (drugorzedo-
wych), wykazujacych whasciwosci przeciwutleniajace.
Do tej grupy nalezg m.in. witamina C, witamina E, glu-
tation, kwas a-liponowy, melatonina, karotenoidy oraz
flawonoidy. Cze$¢ przeciwutleniaczy, ktére szczegdlnie
tatwo ulegajg utlenieniu, moze wchodzié w rekcje z in-
nymi antyoksydantami, przywracajac ich pierwotne
wiasciwo$ci np. witamina C wzmacnia dziatanie wita-
miny E, tworzac tzw. ,sie¢ przeciwutleniaczy” [60,67].

Nazwa alfabetycznie
Przeciwutleniacz

Grupy przeciwutleniaczy

Przykfady

C karotenoidy B-karoten, likopen, luteina, zeaksantyna

P enzymy dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza,
peroksydaza glutationowa

G glutation glutation

H hormony melatonina, estrogen

L zwiazki chemiczne zwigzane z ttuszczami Ubichinon 10, acetylocysteina, kwas liponowy

M metale cynk, selen, miedz

P zwiazki fenolowe kwercetyna, katechiny

S saponiny, steroidy kortyzon, estradiol, estriol

v witaminy a-tokoferol, kwas askorbinowy
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Ryc. 1. Przeciwutleniacze nieenzymatyczne

Witamina C (kwas askorbinowy, ryc. 1) jest rozpusz-
czalnym w wodzie przeciwutleniaczem o duzej efek-
tywno$ci dziatania. W walce z rodnikami wspétdziata
z witaming E i karotenoidami [58], biorac udziat w re-
generacji a-tokoferolu, redukujac jego utleniona posta¢d
znajdujacg sie w blonach komérkowych oraz lipoprote-
inach [38]. Ponadto podnosi stezenie wewngtrzkomor-
kowego glutationu, ktéry chroni grupy tiolowe biatek
przed utlenianiem [52]. Dzieki szybkiemu transferowi
elektronéw witamina C zmiata RFT (reaktywne formy
tlenu), zapobiegajac utlenianiu lipidéw [32].

Witamina E wystepuje w o§miu izoformach, z ktérych
najbardziej aktywna, spotykana u ludzi, jest zwigzany
z blong komérkowg a-tokoferol (ryc. 1) [25]. Gtéwnym
zadaniem witaminy E jest ochrona komdérki przed utle-
nianiem lipidéw [56]. Mechanizm tej reakcji polega na
przenoszeniu atomu wodoru z czgsteczki a-tokoferolu
na czgsteczke ttuszczu. Powstaje wowczas postaé utle-
niona a-tokoferolu, ktéra moze zostaé zredukowana
przez kwas askorbinowy [38].

Najwazniejszym i powszechnie wystepujacym w komér-
kach nieenzymatycznym przeciwutleniaczem jest gluta-
tion (GSH, ryc. 1). Jest to tripeptyd zbudowany z kwasu
glutaminowego, cysteiny i glicyny, wystepujacy w cy-

tosolu, jadrze komérkowym i mitochondriach [48]. Ze
wzgledu na budowe zalicza sie go do przeciwutleniaczy
tiolowych, ktére swoje antyoksydacyjne wtasciwos$ci
zawdzieczajg obecno$ci grupy -SH w czasteczce [34].
Glutation jest kofaktorem enzymdéw biorgcych udziat
w metabolizmie ksenobiotykéw, ponadto uczestniczy
w transporcie aminokwaséw przez btony, zmiata rodni-
ki wodorotlenowe oraz redukuje witaminy C i E do ich
aktywnych form [48]. Utleniona czasteczka glutationu
(GSSG) jest akumulowana w komérkach, stad stosunek
postaci zredukowanej glutationu (GSH) do utlenionej
(GSSG) jest dobrym wyznacznikiem stresu oksydacyj-
nego [14].

Kolejnym przeciwutleniaczem tiolowym jest kwas
a-liponowy (LA, ryc. 1). Ze wzgledu na rozpuszczal-
no$é w wodzie oraz w ttuszczach kwas ten wystepuje
w blonach oraz cytosolu komérek prokariotycznych
i eukariotycznych. Kwas a-liponowy tatwo wchtania
sie z pozywieniem i jest szybko przeksztalcany w po-
staé zredukowana - kwas dihydroliponowy (DHLA) [68].
Obie postaci sa silnymi przeciwutleniaczami, ktére
zmiataja rodniki, chelatuja jony metali, redukuja inne
przeciwutleniacze, a takze przywracaja biatkom funk-
cjonalno$é, utracong na skutek stresu oksydacyjnego
[45,51].
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Nastepnym antyutleniaczem nieenzymatycznym, o sze-
rokim zakresie dzialania w organizmie jest neurohor-
mon melatonina (ryc. 1), ktérej wytwarzaniem kieruje
szyszynka. Jedng z najwazniejszych funkcji tego neuro-
hormonu jest ochrona organizmu przed uszkodzenia-
mi DNA, bton komérkowych i biatek [57]. Melatonina
w odréznieniu od pozostatych przeciwutleniaczy nie
ulega regeneracji [39], stad bywa nazywana przeciwu-
tleniaczem ,,samobdjcg” lub przeciwutleniaczem koni-
cowym [70].

Duzg grupe antyoksydantéw stanowia karotenoidy, mo-
gace przeciwdziataé lub hamowaé rozwdj niektérych
nowotwordéw, miazdzycy czy chordéb degeneracyjnych
mie$ni [17]. Funkcja przeciwutleniajgca tej grupy zwigz-
kéw wynika z obecno$ci w ich strukturze sprzezonego
uktadu wigzat podwdjnych (B-karoten, ryc. 1). Taka bu-
dowa sprzyja delokalizacji niesparowanych elektronéw
w taficuchu [49], dzieki czemu karotenoidy sa zdolne
do ,,wylapywania” tlenu singletowego oraz do reago-
wania z rodnikami nadtlenkowymi, wodorotlenowymi
i ponadtlenkowymi. Ponadto wykazuja dziatanie prze-
ciwproliferacyjne [17].

Ostatnia opisywang grupe przeciwutleniaczy stanowia
flawonoidy, ktérych podstawowy szkielet opiera sie na
strukturze 2- lub 3-fenylochromen-4-onu albo 2-feny-
lochromanu (ryc. 2) [4]. Zaleznie od modyfikacji struk-
turalnych w tej grupie zwigzkéw rozrézniamy flawony
(luteolina), flawanony (hesperetina), izoflawony (geni-
steina), flawonole (kwercytyna), flawanole, (katechina)
i antocyjanidyny (delfinidyna) [4], przy czym te dwie
ostatnie grupy flawonoidéw zawieraja szkielet bez gru-
py ketonowej w pozycji 4.

W organizmach ro$linnych flawonoidy odpowiadaja za
pigmentacje kwiatéw, owocéw i todyg [4], dziataja prze-
ciwbakteryjnie oraz chronia przed insektami, a wyste-

puja najczesciej w postaci glikozydéw. Pierwszym eta-
pem metabolizmu tych zwigzkdw, jest deglikozylacja,
po ktérej moga nastgpié¢ hydroksylacja, metylowanie,
sulfonowanie lub glukuronowanie [58]. Wlasciwosci
przeciwutleniajace flawonoidéw opieraja sie na ich
zdolnosci do przerywaniu taricuchowych reakcji rod-
nikowych [59] oraz chelatowaniu jonéw metali [63],
a wynikajg z obecnosci kilku grup fenolowych w cza-
steczce. Zwigzki te uchodzg za idealne ,,zmiatacze”
rodnikéw nadtlenkowych oraz inhibitory peroksydacji
lipidéw [55].

RoSLINNE ZRODEA ZWIAZKOW 0 WEASCIWOSCIACH
PRZECIWUTLENIAJACYCH

Naturalne Zrédta antyoksydantéw

Dieta obfitujaca w produkty pochodzenia ro$linnego odgry-
wa wazna role w profilaktyce wielu chordb, takich jak cu-
krzyca, miazdzyca tetnic, choroba Alzheimera czy choroba
Parkinsona. Prozdrowotne wia$ciwosci Zzywno$ci wynikaja
m.in. z duzej zawarto$ci zwigzkéw przeciwutleniajgcych,
m.in. polifenoli, witaminy C, E, A, karotenoidéw, kwaséw
organicznych oraz selenu [69]. Jednym z gléwnych Zrédet
substangji o silnych wtasciwo$ciach antyoksydacyjnych sa
owoce, wérdd ktérych na szczegblng uwage zastugujg owoce
Jjagodowe obfitujace w antocyjany i taniny (tab. 2).

Najwieksza zawarto$cig antyoksydantéw sposréd owoco-
wych produktéw przetworzonych odznaczaja sie wina.
Obecne w nich naturalne przeciwutleniacze, gtéwnie fla-
wonoidy, wptywajg hamujaco na utlenianie ttuszczéw
(réwniez tych obecnych w LDL) oraz sg inhibitorami enzy-
méw oksydacyjnych. Badania aktywnosci przeciwutlenia-
jacej zwiazkédw zawartych w winach wykazaly, ze jest ona
najwyzsza w winach czerwonych, mniejsza w winach rézo-
wych i najnizsza w winach biatych (odpowiednio 6-krotnie
i 17-krotnie w stosunku do win czerwonych) [73].
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Tabela 2. Zawarto$¢ przeciwutleniaczy oraz aktywnos¢ antyoksydacyjna owocdw jagodowych [35]

Gatunek Fenole ogétem Antocyjany Zdolno$c¢ zmiatania rodnika DPPH
[mg/g s/m] [mg/g s/m] [pmol Troloksu/g]

Boréwka wysoka 26,4 6,3 128,4

Boréwka czernica 55,1 26,3 2879

Bordwka brusznica 35,4 6,1 196,9

Zurawina 20,1 3,1 92,9

Porzeczka czarna 40,9 153 200,3

Porzeczka czerwona 13,0 23 713

Malina 39,0 44 208,0

Jezyna 42,5 10,0 2385

Truskawka 22,5 2,4 121,6

Tabela 3. Aktywnos¢ przeciwutleniaczy zawartych w wybranych gatunkach warzyw [7]

Gatunek ORAC* ROO- ORACOH- ORACCu
[umol Troloksu/g $.m.] [pmol Troloksu/g $.m.] [x103j./g $.m.]
Czosnek 19,4 1,1 2,7
Jarmuz 17,7 6,2 0,2
Szpinak 12,6 28 1,6
Brukselka 9,8 54 0,6
Brokut 8,9 2,4 1,6
Burak 84 3,1 0,2
Papryka czerwona 71 0,6 0,4
Cebula 45 05 0,6
Kukurydza 4,0 2,2 1,0
Baktazan 39 1,1 0,1
Kalafior 3,8 11 0,2
Ziemniak 31 1,0 0,5
Kapusta 3,0 1,5 0,3
Groch zielony 2,0 1,7 0,2
Marchew 2,1 0,8 0,5
Dynia zétta 15 11 0,2
Seler 0,6 03 0,2

*pojemnos¢ antyoksydacyjna (oxygen radical absorbance capacity)

Warzywa réwniez stanowia bogate zrédto zwiazkéw natomiast jarmuz i brukselka najlepiej redukujg rodniki
przeciwutleniajacych, jednak ich zawarto$¢ jest znacznie hydroksylowe (tab. 3) [28].

mniejsza niz w wspomnianych wcze$niej owocach (tab.

2). Najwiekszg zdolno$cig neutralizacji rodnikéw nad- W grupie warzyw istotna role jako zrédto przeciwutle-
tlenkowych odznaczaja sie substancje zawarte w czosnku, niaczy spetnia pomidor ze wzgledu na zawarty w nim
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likopen. Wykazuje silne dziatanie antyoksydacyjne wy-
nikajgce z obecno$ci w czgsteczce sprzezonego uktadu
jedenastu wigzah podwdjnych. Réwniez przetwory po-
midorowe sa dobrym zrédlem tego barwnika, poniewaz
procesy technologiczne nie zmniejszajg jego zawarto$ci
w tych produktach [27].

Kolejnym roslinnym zrédtem charakteryzujacym sie duza
zawarto$cia przeciwutleniaczy sa nasiona ro$lin straczko-
wych, zwlaszcza soi, ktérej nasiona wykazuja duze zrézni-
cowanie jako$ciowe i ilo§ciowe izoflawonéw [69], sa to m.in.
glikozydy flawonoli, katechiny, antocyjanidyny, izoflawo-
noidy oraz kwasy fenolowe, ktérych najwieksza koncen-
tracja wystepuje w okrywach nasiennych tej roliny [71].

Produkty zbozowe charakteryzuja sie na ogét mniejsza
zawarto$cia przeciwutleniaczy anizeli owoce czy warzy-
wa. Antyoksydanty powszechnie wystepujgce w tej grupie
produktéw to: kwasy fenolowe, lignany, witamina E, pier-
wiastki §ladowe pelnigce funkcje kofaktoréw przeciwutle-
niaczy enzymatycznych (Se, Cu, Zn oraz Mn), glutation,
a takze melatonina [85].

Istotnym Zrédlem tokoferoli sg nasiona ro$lin oleistych.
Tokoferole znajduja sie w réznych stezeniach we wszyst-
kich ttuszczach pochodzenia roslinnego. W tej grupie pro-
duktéw najwieksza zawarto$cia tokoferoli odznacza sie
olej z zarodkéw pszennych oraz bardziej popularne oleje
- sojowy i kukurydziany [46].

Szczegblnie duza zawartoscia substancji o wtasciwo-
$ciach przeciwutleniajacych charakteryzuje sie herbata
ze wzgledu na obecno$¢ zwiazkéw fenolowych, ktérych
zawarto$¢ w liSciach moze siegaé 35% suchej masy. Sg to
w gtéwnej mierze katechiny, teaflawiny oraz tearubiginy
[75]. Rodzaj i ilo$¢ antyoksydantédw zawartych w herbacie
zalezy od jej typu, w zielonej herbacie gtéwnymi anty-
utleniaczami sa katechiny, natomiast w czarnej herba-
cie i herbacie oolong dominujg teaflawiny i tearubiginy,
ktére powstaja w procesie fermentacji lisci. Aktywnos$¢é
katechin wyizolowanych z zielonej herbaty doréwnuje
aktywnosci syntetycznych przeciwutleniaczy, np. buty-
lowany hydroksyanizol (BHA) czy butylowany hydrok-
sytoluen (BHT) [81]. Zwiazki antyutleniajace obecne sg
réwniez w ziotach i przyprawach [66].

Zastosowanie inZynierii genetycznej
i metabolicznej ro$lin w syntezie flawonoidéw

Modyfikacje genetyczne szlakéw biosyntezy wtérnych
metabolitéw roslinnych znajduja sie w centrum zainte-
resowan biotechnologéw roslin. Wynika to z tego, ze syn-
teza chemiczna niektérych metabolitéw, w zwigzku ze
stopniem ich ztozonosci, jest nie tylko trudna, ale réw-
niez kosztowna i mato wydajna. Metody inzynierii ge-
netycznej i metabolicznej wychodza naprzeciw potrze-
bom zwiekszania zawarto$ci réznych metabolitéw, w tym
flawonoiddéw, poprzez zmiany poziomu ekspresji genéw
endogennych lub egzogennych w gatunkach ro$lin uzyt-
kowych [20].

Szczegblne zainteresowanie flawonoidami wynika z ich
szerokiego dziatania prozdrowotnego. Sukcesywnie
przybywa dowodéw naukowych potwierdzajacych ich
dziatanie przeciwutleniajace, przeciwnowotworowe,
przeciwmiazdzycowe i przeciwzapalne. Niestety spo-
zywane ro$liny uprawne czesto nie zawieraja flawono-
idéw lub zawierajg tylko niewielkie ich ilosci [18], stad
istnieje potrzeba siegania po narzedzia inzynierii gene-
tycznej w celu podwyzszania zawarto$ci w komdrkach
roélinnych.

Szlaki biosyntezy flawonoidéw i izoflawonoidéw sg
prawdopodobnie najlepiej poznanymi szlakami biosyn-
tezy naturalnych produktéw roélinnych, m.in. dlatego
zwigzki flawonowe sa przedmiotem licznych badan w za-
kresie inzynierii metabolicznej. Modyfikacje szlakéw
biosyntezy flawonoidéw moga dotyczy¢ zmian w pozio-
mie ekspresji gendw strukturalnych lub regulacyjnych,
wyciszania genéw konkurencyjnych lub tez modyfikacji
wia$ciwosci katalitycznych enzymdéw za pomocg tech-
nik inzynierii biatek [13]. Inzynieria metaboliczna roélin
uprawnych i modelowych skupia sie w gtéwnej mierze
na zwiekszaniu zawarto$ci flawonoidéw w surowcach
roslinnych, natomiast inzynieria mikroorganizméw rzu-
ca nowe $wiatto na procesy fermentacyjne jako zrédto
specyficznych zwiazkéw flawonowych wytwarzanych
w kontrolowanych warunkach poprzez konstrukeje szla-
ku biosyntezy fenylopropanoidéw w komérkach drob-
noustrojéw. Oba podejécia moga znalez¢ zastosowanie
w produkgji atrakcyjnych pod wzgledem medycznym
flawonoidéw [78].

Rozwdj inzynierii metabolicznej flawonoidéw i innych
zwigzkéw chemicznych opiera sie na kilku rozwigzaniach
[13,16,77]. Po pierwsze, aby zwiekszy¢ zawarto$¢ intere-
sujacych metabolitéw w organizmie gospodarza nalezy
doprowadzi¢ do nadekspresji enzyméw limitujacych ich
wytwarzanie lub doprowadzi¢ do ekspresji w organizmie
gospodarza enzymdéw nieulegajacych inhibicji. Wiekszo$¢
przemystowo wykorzystywanych mikroorganizméw nie
zawiera endogennego szlaku biosyntezy flawonoidéw,
dlatego niezbedne jest wprowadzenie ro$linnych genéw
kodujagcych konkretne enzymy [13,16].

Drugi kierunek modyfikacji ma na celu pokonanie barier
regulatorowych przez modyfikacje w aparacie trans-
krypcyjnym i translacyjnym. W przypadku roélin udato
sie zmodyfikowa¢ kilka szlakéw metabolicznych dzieki
identyfikacji swoistych czynnikéw transkrypcyjnych
i ich nadekspresji. Rozpoznawanie czynnikdéw trans-
krypcyjnych nadal jest problemem badawczym, ktére-
go rozwigzanie jest niezbedne do zwiekszenia ekspresji
transgendw [16].

Kierunek przemian w danym szlaku metabolicznym moze
by¢ przewidywany i wybierany dzieki analizom trans-
kryptomicznym i metabolicznym catego genomu badz
jego konkretnej cze$ci. W ostatnim czasie takie analizy
okazaly sie poteznym narzedziem w identyfikacji nie-
znanych wcze$niej konkurujacych szlakéw. W efekcie
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nadekspresja wybranych genéw badz inhibicja konku-
rencyjnych szlakéw prowadzi do zwiekszonej produkeji
pozadanych produktéw [16,18,26].

Ostatnim rozwigzaniem stosowanym przez inzynierig
metaboliczng jest kontrola mechanizméw transportu
i magazynowania produktéw zaréwno u roélin jak i mi-
kroorganizméw [78]. Wazna role w tym podejéciu petnig
swoiste transportery drugorzedowych metabolitéw, ktére
oprécz przenoszenia produktéw syntezy miedzy organel-
lami oraz miedzy $rodowiskiem wewnatrzkomdérkowym
a zewnatrzkomdrkowym, pozwalajg na magazynowanie
produktéw w duzych stezeniach bez jednoczesnego efek-
tu toksycznego, a takze odpowiadaja za zachowanie kie-
runku biosyntezy, odprowadzajgc produkty reakcji z miej-
sca ich powstawania [84].

Szlak biosyntezy flawonoidéw

Flawonoidy sg produktami dobrze poznanego szlaku
syntezy zwiazkéw fenylopropanowych (ryc. 3). Sklo-
nowano wiele ze strukturalnych genéw tego szlaku
oraz cze$¢ genéw regulatorowych z kilku ro$lin mo-
delowych, takich jak kukurydza, wyzlin wiekszy, tyton,
petunia czy rzodkiewnik pospolity [26], a ich ekspresji
dokonano w zmodyfikowanych genetycznie roslinach
modelowych i mikroorganizmach [13,17]. Dzisiejsze
standardowe narzedzia biologii molekularnej wystar-
czaja, by modyfikowaé genetycznie kilka waznych ro-
$lin uprawnych, tj. kukurydze, ziemniaka, buraka cu-
krowego i pszenice [65].

Pierwsze trzy etapy szlaku fenylopropanowego sg kata-
lizowane przez amoniakoliaze fenyloalaninowg (PAL, EC
4.3.1.24), 4-hydroksylaze kwasu cynamonowego (C4H) i li-
gaze 4-kumaroilo-CoA (4CL, EC 6.2.1.12). PAL odpowiada
za deaminacje fenyloalaniny do kwasu cynamonowego,
C4H katalizuje utlenianie kwasu cynamonowego do kwasu
4-kumarowego, ktéry z kolei jest konwertowany przez 4CL
do 4-kumaroilo-CoA. Nastepnym etapem jest kondensacja
czterech czasteczek 4-kumaroilo-CoA z trzema czastecz-
kami malonylo-CoA, co umozliwia otrzymanie chalkonu
naringeniny. Reakcja ta jest katalizowana przez syntaze
chalkonowg (CHS, EC 2.3.1.74). Zamkniecie pierscienia ka-
talizowane izomerazg chalkonowa (CHI, EC 5.5.1.6) skut-
kuje syntezg naringeniny, ktéra jest prekursorem duzej
liczby flawonoidéw [78].

We wspdtczesnych badaniach mozna wyrdznié cztery spo-

soby modyfikacji szlaku biosyntezy flawonoidéw:

« z udzialem gendéw regulatorowych,

» modyfikacje genéw strukturalnych,

* blokowanie specyficznych etapéw szlaku za pomoca
RNAi (interferencyjnego RNA o dwuniciowej strukturze),

* wytwarzanie flawonoidéw przez wprowadzanie nowych
$ciezek szlaku.

Modyfikacje ekspresji genéw regulatorowych

O ostatecznej zawarto$ci drugorzedowych metabolitéw
w komérkach roslinnych decyduje poziom transkryp-
cji wiasciwych gendw strukturalnych. Swoiste czynni-
ki transkrypcyjne, ktére reaguja z regionem promoto-
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rowym danego genu, zmieniaja poziom jego ekspresji,
a zatem odgrywaja istotna role w biosyntezie metaboli-
téw [59]. Czynniki transkrypcyjne regulujace ekspresje
wybranych genéw szlaku fenylopropanowego zidentyfi-
kowano u wielu ro$lin [26]. Kontrola genéw regulatoro-
wych tego szlaku wydaje sie bardzo zalezna od rodzaju
tkanki, sygnatléw wewnetrznych (np. hormonalnych)
i sygnaléw zewnetrznych (np. promieniowania ultra-
fioletowego) [76]. Za regulacje genéw strukturalnych
szlaku biosyntezy flawonoidéw odpowiadaja w znacz-
nym stopniu czynniki transkrypcyjne z rodziny C1 lub
rodziny R. Moga one kontrolowaé nawet kilka genéw
strukturalnych szlaku flawonoidowego [24,37].

Do najlepiej scharakteryzowanych genéw regulatoro-
wych naleza gen C1 (colorless) z kukurydzy i gen Lc (leaf
color) nalezacy do rodziny genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne typu R. Nadekspresja obu genéw w kul-
turach komérkowych kukurydzy spowodowata indukcje
catego szlaku biosyntezy flawonoidéw [23]. Geny podda-
wano ektopowej ekspresji u takich roslin jak np. tyton,
rzodkiewnik pospolity [44], petunia [5] i pomidor [22].
Nadekspresja genéw Lc i C1 kukurydzy u pomidora, kté-
ry wytwarza i akumuluje jedynie niewielkie ilo$ci kem-
ferolu i kwercetyny, skutkowata zwiekszonym wytwa-
rzaniem kemferolu zaréwno w skérce, jak i w migzszu
(nawet 0 60%) [18]. Ekspresja gendw Lc i C1 u ziemniaka
réwniez doprowadzita do zwiekszonej akumulacji kem-
ferolu w jego bulwach [18]. Wprowadzenie do tytoniu
i ryzu genu Lc zaowocowato zwiekszong akumulacjg an-
tocyjanéw [21,44]. W przypadku tytoniu i rzodkiewnika
pospolitego ekspresja jedynie genu R skutkowata zwiek-
szeniem zawarto$ci antocyjanéw w tkankach pierwot-
nie go wytwarzajacych, natomiast ekspresja genu C1
nie miata zadnego wptywu na cechy fenotypowe ro$lin
transgenicznych. Co ciekawe w przypadku ekspresji obu
wspomnianych genéw zaobserwowano u rzodkiewni-
ka pospolitego akumulacje antocyjanéw w tkankach,
w ktérych one nie wystepujg [44]. U transgenicznego

pomidora nadekspresja genéw Lc i C1 zaowocowata nie-
mal 20-krotnie wyzsza zawarto$cig flawonoli w owocu
w poréwnaniu do owocéw odmiany dzikiej. Ektopowa
ekspresja gendéw Lc i C1 moze prowadzié nie tylko do
zwiekszonego wytwarzania antocyjanéw, ale takze in-
nych klas flawonoidéw (ryc. 4) [3].

Ekspresja cDNA genu Lc w petunii, znajdujacego sie pod
kontrolg promotora wirusa mozaiki kalafiora, skutkowata
nadmiernym wytwarzaniem antocyjanéw gtéwnie w li-
$ciach. Obecno$¢ tego genu zwiekszyta wydajnosé szlaku
biosyntezy flawonoidéw w tej ro$linie na skutek nade-
kspresji genéw strukturalnych opisywanego szlaku [5,12].

Powyzsze przyktady pokazuja, ze kontrola akumulacji
produktéw szlakéw metabolicznych u roélin na poziomie
molekularnym moze odbywac sie na etapie transkrypcj,
a podejscie to daje obiecujace rezultaty u kilku réznych
gatunkéw organizmdw roélinnych [74].

Modyfikacje zwiazane z genami strukturalnymi

Badania zwigzane z nadekspresja i wyciszaniem genéw
gtéwnych enzyméw zwigzanych ze szlakiem biosyntezy
flawonoidéw ro$lin wykazaly, ze sg to skuteczne metody
zwiekszania zawarto$ci flawonoidéw w materiale roélin-
nym [16]. W przypadku pomidora gtéwnym zwigzkiem
flawonowym jest chalkon naringeniny, produkt reakcji
katalizowanej przez syntaze chalkonowg (CHS), groma-
dzacy sie w skérce w czasie dojrzewania w odpowiedzi na
wzrost ekspresji genu kodujacego CHS. W skérce pomi-
dora oprécz chalkonu naringeniny gromadzona jest réw-
niez rutyna. Izomeraza chalkonowa (CHI) bierze udziat
w transformacji chalkonu naringeniny do naringeniny,
a reakcja ta stanowi etap ograniczajagcy synteze rutyny
u pomidora. Ektopowa ekspresja genu kodujacego CHI
z petunii skutkowata zniesieniem tej blokady prowadzac
do 70-krotnego wzrostu zawartosci flawonoidéw w skérce
owocu pomidora [50].

1367



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2013; tom 67: 1359-1373

Ho\' oI

OH O

(J :

OH
izoflawon - genisteina

deoksychalkon

OH

OH O
HO I S

OH
resweratrol

Ryc. 5. Przyktady utleniaczy z grupy izoflawondw, deoksychalkonéw i stilbendw

W literaturze znane sg takze inne przyktady modyfikacji
ekspresji genéw strukturalnych szlaku syntezy flawono-
idéw. W celu zwiekszenia stezenia flawonoidéw w migz-
szu owocu pomidora, do jego komérek wprowadzono
konstrukt sktadajgcy sie z czterech genéw petunii. Jed-
noczesna ekspresja genéw kodujacych enzymy CHS (syn-
taze chalkonowa EC 2.3.1.74), CHI (izomerazg chalkonowa,
EC 5.5.1.6), F3H (flawanon-3-hydroksylaze, EC 1.14.11.9)
i FLS (syntaze flawonolowa, EC 1.14.11.23) przyczynita sie
do zwiekszenia akumulacji flawonoli zaréwno w skérce,
jak i migzszu pomidora [11].

Z kolei ekspresja u rzodkiewnika pospolitego genu kodu-
jacego amoniakoliaze tyrozynowa (TAL), enzymu ktéry
u niektérych roslin i bakterii katalizuje reakcje przemia-
ny tyrozyny bezpos$rednio do kwasu 4-kumarowego [77],
doprowadzita do zwiekszonej akumulacji antocyjanéw
oraz flawonoidéw, a takze innych fenylopropanoidéw
w tkankach [53].

Wazna klasa flawonoidéw sa izoflawony, ktére moga dzia-
taé jak fitoestrogeny. Izoflawony (ryc. 5) wzbudzity zain-
teresowanie §rodowisk medycznych w zwigzku z ich po-
tencjalnym wykorzystaniem w leczeniu i zapobieganiu
chorobom endokrynologicznym [64]. Wystepowanie tej
grupy metabolitéw ogranicza sie gtéwne do roslin stracz-
kowych, uktérych pierwszym etapem ich biosyntezy jest
reakcja katalizowana przez syntaze izoflawonowg (IFS, EC
1.14.13.136). Sklonowanie genu kodujgcego IFS umozli-
wito wytwarzanie izoflawonéw przez rosliny uprawne,
u ktérych zwiazki te naturalnie nie wystepuja [18].

Blokowanie specyficznych etapéw szlakéw
metabolicznych za pomoca RNAi

Przyktadem wykorzystania techniki wyciszania genéw
za pomocg RNAI (interferencyjnego RNA o dwuniciowej
strukturze) moze by¢ zmniejszenie zawartosci lignin na
rzecz flawonoidéw rzodkiewnika pospolitego. Ligniny sa
gtéwnymi sktadnikami $cian komérkowych waznymi dla
przemystu biopaliwowego. Wyciszenie u rzodkiewnika
pospolitego genu kodujacego glukozylotransferaze hy-
droksycynamonowa (HCT, EC 2.4.1.177, enzymu szlaku
syntezy ligniny), za pomoca powtarzalnych sekwencji
nukleotydowych genu HCT, powodowato zahamowanie
syntezy ligniny i zwiekszenie wydajnosci szlaku syntezy

flawonoidéw przez wzrost aktywnos$ci syntazy chalko-
nowej (CHS), enzymu konkurujacego z HCT o wspdlny
substrat [1].

Wykorzystujagc zjawisko interferencji RNA mozna réw-
niez zmienia¢ stezenie flawonoidéw przez blokowanie
specyficznych etapéw szlaku ich syntezy. Za pomoca
konstruktu RNAi genu kodujacego syntaze flawonolowa
(FLS, EC 1.14.11.23), wprowadzonego do wegetatywnych
tkanek pomidora, osiggnieto wysokie stezenie antocy-
janéw w tkankach, obnizajgc tym samym zawarto$¢ fla-
wonoli [4].

Wprowadzenie nowych $ciezek w szlakach
biosyntezy flawonoidéw w komérkach roslinnych

Gtéwnym zrédtem przeciwutleniaczy z grupy flawono-
idéw jest seler i pietruszka. Podjete préby wytwarzania
flawonéw w komérkach pomidora opieraly sie na wpro-
wadzeniu do jego tkanek genu kodujacego syntaze fla-
wonowa (FNS, EC 1.14.11.22) z gerbery. Metoda ta jednak
okazata sie efektywna jedynie przy réwnoczesnym zwiek-
szeniu wydajnosci endogennego szlaku biosyntezy flawo-
noiddéw [62], co zaowocowato duza akumulacja flawondw,
gléwnie luteoliny i 7-glikozydu luteoliny (odpowiednio do
340 mg/kg i do 150 mg/kg $wiezej masy). Oprdcz zwiek-
szonej zawarto$ci flawonéw w komérkach skérki trans-
genicznego pomidora odnotowano réwniez 16-krotny
wzrost flawonoli (kwercetyny do 67 mg/kg $wiezej masy
oraz rutyny do 900 mg/kg $wiezej masy) w poréwnaniu
z odmiang dzikg [4].

Innym przyktadem omawianego podejscia inzynierii me-
tabolicznej jest wytwarzanie deoksychalkondéw (ryc. 5),
wystepujacych gléwnie u roslin motylkowych, gdzie za ich
wytwarzanie odpowiadaja dwa enzymy: reduktaza chal-
konowa (CHR, EC 2.3.1.170) i syntaza chalkonowa (CHS)
[11]. Nadekspresja obu genéw kodujacych wspomniane
enzymy w pomidorze zaowocowata akumulacja tych fla-
wonoidéw (do 265 mg/kg $wiezej masy) [62]. Podobny
poziom akumulacji deoksychalkondéw zostat opisany dla
transgenicznej petunii [11].

Stilbeny sa grupa zwiagzkéw rzadko spotykanych w kré-
lestwie roslin, ale niezwykle ciekawych z punktu widze-
nia ich prozdrowotnych wtasciwosci. Dokonano kilku
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Ryc. 6. Szlak syntezy flawonoidéw u pomidora z uwzglednieniem nowych gatezi wprowadzonych metodami inzynierii genetycznej (zmodyfikowano na
podstawie [4]) (wprowadzone odgatezienia szlaku oznaczono pogrubionymi strzatkami); CHS - syntaza chalkonowa (CHS, EC 2.3.1.74); STS — syntaza
stilbenowa (EC 2.3.1.95), CHR - reduktaza chalkonowa (EC 2.3.1.170), CHI - izomeraza chalkonowa (EC 5.5.1.6); FNS - syntaza flawonowa (EC
1.14.11.22); F3'H - flawanon-3'-hydroksylaza (EC1.14.13.21); FLS - syntaza flawonolowa (EC 1.14.11.23); DFR - reduktaza dihydroflawonolowa (EC

1.1.1.219); ANS - syntaza antocyjanowa

préb syntezy tych zwiazkéw w powszechnie wystepu-
jacych roslinach jadalnych, takich jak pomidor. Wpro-
wadzenie do pomidora cDNA syntazy stilbenowej (EC
2.3.1.95) skutkowato akumulacja stilbenéw w owocach
(gtéwnie resweratrolu, ryc. 5) [62]. Interesujace jest to,
ze w transgenicznych pomidorach stezenie stilbenédw
byto znacznie wieksze niz w réznego rodzaju czerwo-
nych winach, uwazanych obecnie za najbogatsze zrédto
resweratrolu [8].

Poszerzenie wiedzy w zakresie kontroli szlaku biosyntezy
flawonoidéw otwiera nowe mozliwo$ci zwiekszania ilo$ci
zwiazkéw flawonowych o wlasciwo$ciach antyutlenia-
jacych w roslinach jadalnych. Przedstawione przyktady
roslin transgenicznych potwierdzajg mozliwo$¢ efektyw-
nej produkgji przeciwutleniaczy, syntezowanych w nie-
wielkich stezeniach lub naturalnie nieprodukowanych.
Dzieki metodom inzynierii genetycznej mozliwa byta
akumulagja stilbendw, deoksychalkonéw i flawonéw na
poziomie poréwnywalnym lub wyzszym niz w Zrédtach
naturalnych [4].

GENETYCZNIE MODYFIKOWANE MIKROORGANIZMY JAKO ZRODLO
PRZECIWUTLENIACZY

Biosynteza zwigzkéw chemicznych i biomateriatéw za
pomoca rekombinowanych mikroorganizméw stata sie
ciekawg alternatywa dla metod ekstrakcyjnych oraz
metod syntezy chemicznej. Niekwestionowana zaleta
hodowli mikroorganizméw jest mozliwo$é przenosze-
nia skali z poziomu laboratoryjnego do rozmiaréw bio-
fermentoréw przemystowych. Fermentacja mikrobio-
logiczna na duza skale rozwigzuje problemy zwigzane
z ekstrakcja metabolitéw ze Zrédet rodlinnych. Rekombi-
nowane mikroorganizmy sg zazwyczaj pozbawione kon-
kurujacych szlakéw metabolicznych, dzieki czemu moga
wytwarzaé swoiste produkty, np. konkretny enancjomer
danego zwigzku, co z kolei skraca proces jego oczyszcza-

nia. Kolejnymi zaletami takiej hodowli jest szybki wzrost
inokulum bakteryjnego lub drozdzowego pozwalajacy
na znaczne skrécenie czasu wytwarzania flawonoidéw
w stosunku do organizmdéw ro$linnych oraz to, ze wzrost
drobnoustrojéw moze by¢ $cisle kontrolowany i odby-
wacé sie w pozywkach zawierajacych tanie, odnawialne
Zrédta wegla [10].

Powszechnie stosowanymi organizmami modelowymi
w produkcji flawonoidéw sg Escherichia coli oraz droz-
dze piekarskie Saccharomyces cerevisiae. Synteza flawono-
idéw przez komérki mikroorganizmdéw zazwyczaj wyma-
gawprowadzenia do komérek gospodarza wielogenowego
konstruktu, a wytwarzanie tych metabolitéw jest limito-
wane dostepem do prekursoréw i kofaktoréw dla enzy-
méw szlaku w organizmie gospodarza [16].

Escherichia coli jako narzedzie do produkcji
flawonoidéw

Komorki Escherichia coli sa czesto wykorzystywane jako
,fabryki komérkowe” do syntezy wielu waznych pro-
duktéw roslinnych, w tym takze flawonoidéw [19,42,61].
Bariera w wytwarzaniu zwigzkéw flawonowych w ko-
mérkach bakteryjnych sa trudnosci w ekspresji C4H (4-hy-
droksylazy kwasu cynamonowego) wynikajace z braku
odpowiedniej reduktazy zwigzanej z cytochromem P450
bakterii. Wykazano, ze ektopowa ekspresja genu koduja-
cego 4CL (ligaze 4-kumarylo-Co A) z bakterii Streptomy-
ces coelicolor (ScCCL) umozliwia efektywng synteze biatka
enzymatycznego 4CL, ktére bierze udziat w transformacji
kwasu cynamonowego bezposrednio do cynamoilo-CoA
[33]. Bazujac na tym doniesieniu stworzono konstrukt
sktadajacy sie z genéw kodujacych: 4CL (ze S. coelicolor),
PAL (o aktywno$ci TAL z drozdzy), CHS (z lukrecji) i CHI
(z opornika tatkowatego), uzyskujac roslinne flawanoidy:
pinocembryny w ilo$ci 751 pug/dm?® i naringeniny w ilosci
réwnej 452,6 ug/dm? (ryc. 7) [16,30,33].
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Ryc. 7. Szlak heterologicznej biosyntezy flawonoidéw w komérkach E. coli [15]; ScCCL ligaza 4-kumaroilo/cynamoilo-Co A przytacza czasteczke CoA do kwasu
4-kumarowego lub kwasu cynamonowego z taka sama wydajnoscia; PAL, amoniakoliaza fenyloalaninowa; TAL, amoniakoliaza tyrozynowa; CHS, syntaza

chalkonowa; CHI, izomeraza chalkonowa

Zwiekszenie wydajnosci syntezy réznych flawonoidéw
w komérkach E. coli w ostatnich latach byto mozliwe dzigki
podniesieniu wewnatrzkomérkowej puli kofaktoréw nie-
zbednych w szlaku ich biosyntezy. Przyktadem takiego
rozwigzania moze by¢ synteza antocyjanéw m.in. przez
eliminacje szlaku syntezy cukréw zlozonych w szlaku
biosyntezy UDP-glukozy, bioracej udziat w wytwarzaniu
antocyjanéw [43,83]. Podobnie udato sie zwiekszy¢ wy-
twarzanie flawanondéw (do 710 mg/dm?) przez podnie-
sienie stezenia wewngtrzkomérkowego malonylo-CoA,
indukujac m.in. nadekspresje genu karboksylazy acety-
lo-CoA (ACC) [42].

Santos i wsp. zaproponowali metode mikrobiologiczne-
g0 wytwarzania naringeniny z wykorzystaniem glukozy
w podtozu hodowlanym, bez dodatku aminokwasdéw jako
prekursoréw syntezy flawonoidy [61]. Konstrukt ztozo-
ny z czterech genéw kodujacych kolejno CHS, TAL, 4CL
i CHI wprowadzono do dwéch linii E. coli, ktére nastep-
nie zmodyfikowano genetycznie w kierunku zwiekszo-
nego wytwarzania L-tyrozyny. Komdérki te byty zdolne
do syntezy 29 mg/dm? naringeniny z glukozy, a przy do-
datkowym zahamowaniu aktywnosci enzyméw syntety-
zujacych kwasy ttuszczowe - nawet do 84 mg/dm? tego
flawonoidu. Natomiast w wyniku koekspresji genu TAL
z Rhodobacter sphaeroides, 4CL i CHS w E. coli uzyskano
naringeniny 20,8 mg/dm?® [79].

Jednym z pierwszych doniesieri dotyczacych wytwarzania
zwigzkéw flawonowych jako substancji mogacych znalez¢
zastosowanie w medycynie byla praca opisujaca linie E.
coli zmodyfikowane w kierunku wytwarzania reswera-
trolu przez ekspresje roslinnych genéw kodujacych 4CL
i STS [33,43]. Ponadto bakterie E. coli okazaly sie takze

zdolne do wytwarzania resweratrolu w podtozu z dodat-
kiem kwasu p-kumarowego lub kwasu kawowego. Synteza
resweratrolu przez tak zmodyfikowane komdérki osiggneta
poziom powyzej 100 mg/dm? ptynu pohodowlanego [80].

Metody otrzymywania flawonoidéw w komérkach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Drozdze Saccharomyces cerevisiae jako organizmy eukario-
tyczne sa bardziej odpowiednimi od bakterii gospodarza-
mi do ekspresji genéw roslinnego szlaku biosyntezy fla-
wonoidéw, gdyz m.in. zawierajg kompartmenty podobne
do tych wystepujacych u rolin, dzieki czemu moga po-
translacyjnie modyfikowa¢ biatka [2,78].

Wprowadzenie do komdrek drozdzy genéw kodujacych
PAL (o aktywnos$ci TAL, z Rhodosporidium toriloides), 4CL
(zrzodkiewnika) i CHS (z dziurawca) wraz z promotorem
GAL10 (promotor genu epimerazy UDP-galaktozy, jednego
z genéw odpowiedzialnych za wykorzystanie galaktozy
przez komorki S. cerevisiae) zaowocowato synteza okoto 7
mg/dm? naringeniny i 0,8 mg/dm? pinocembryny, w po-
zywce z dodatkiem odpowiednio tyrozyny i fenyloalaniny
[31]. Z kolei sklonowanie genéw C4H (z rzodkiewnika), 4CL
(z pietruszki), CHS i CHI (z petunii) z podobnym promo-
torem GAL1 (promotor genu galaktokinazy) skutkowa-
to okoto 4-krotnym wzrostem wytwarzania naringeniny
(28,3 mg/dm?®) i ponad 20-krotnym pinocembryny (16,3
mg/dm?) [82] w poréwnaniu z przytoczonymi wyzej wy-
nikami Jiang i wsp. [31].

Waznym czynnikiem wplywajacym na wytwarzanie fla-
wonoidéw jest rodzaj zastosowanej pozywki w hodowli
transgenicznych drozdzy. Komérki drozdzy zawierajace
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ektopowe enzymy C4H, 4CL i CHS wytwarzaja malg ilo$¢
naringeniny (0,2 mg/dm?), gdy prekursorem ich synte-
zy jest kwas cynamonowy, natomiast w przypadku, gdy
miejsce kwasu cynamonowego zajmie kwas 4-kumaro-
wy akumulacja naringeniny w kulturze wzrasta do 28,3
mg/dm? [82].

Dowiedziono réwniez, ze wprowadzenie transportera
bakteryjnego arak do komérek drozdzy zwieksza aku-
mulacje resweratrolu. Komdérki drozdzy zawierajace gen
kodujacy wspomniany transporter produkowaty do 2,5
razy wiecej resweratrolu w poréwnaniu do komérek nie-
modyfikowanych [78].

PopsumowaNiE

Prozdrowotny wplyw przeciwutleniaczy na organizmy
zywe jest niekwestionowany. W odpowiedzi na wzrasta-
jace tempo rozwoju cywilizacyjnego, coraz wyzsze wy-
magania stawiane przez spoteczefistwo i zwigzany z tym
stres, powoduje wzrost zapotrzebowania na ,,straznikéw
homeostazy proceséw redoks”, czyli szeroko rozumiang
grupe przeciwutleniaczy.

Znane sa metody zwiekszania zawarto$ci antyoksydantéw

w tkankach roslinnych przez genetyczna modyfikacje na-
turalnie wystepujacych szlakéw biochemicznych. Jednym

PismienNICTWO

z najlepiej poznanych szlakéw metabolicznych jest szlak
syntezy flawonoidéw, ktérego produkty stanowig wazna
grupe zwigzkéw przeciwdzialajacych stresowi oksyda-
cyjnemu. Wspomniane modyfikacje moga dotyczy¢ za-
réwno genéw strukturalnych jak i regulacyjnych szlaku,
wystepujacych natywnie, jak i genéw ektopowych, a takze
blokowania specyficznych jego etapéw czy wprowadzania
nowych sciezek do szlaku. Alternatywnym rozwiazaniem
jest wprowadzanie roslinnych szlakéw metabolicznych
do komérek mikroorganizméw, np. bakterii Escherichia
coli czy drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

Pula funkcjonalnych zwigzkéw o whasciwos$ciach an-
tyoksydacyjnych jest ogromna. Problemem nie jest
ich identyfikacja ani ekstrakcja z materiatéw ro$lin-
nych czy hodowla mikroorganizméw, ale pozyskiwa-
nie w stezeniach umozliwiajacych efektywne terapie
antyrodnikowe oraz zwiekszenie ich dostepnosciiréz-
norodnosci w diecie. Celem badaczy powinno by¢ réw-
niez opracowanie metod otrzymywania bezpiecznych
przeciwutleniaczy syntetycznych, niewykazujacych
dziatania toksycznego in vivo. Rozwéj metod produk-
cji antyutleniaczy na skale przemystowa i jednoczesne
badania nad interakcjg miedzy rodnikami, przeciw-
utleniaczami i Zzywymi tkankami pozwolg byé moze,
na skuteczne zwalczanie choréb spowodowanych nad-
miernym utlenianiem komérkowym.
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