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STRESZCZENIE

Produkcja farmaceutycznie wartosciowych metabolitow wtornych z wykorzystaniem biomasy roslinnej hodo-
wanej in vitro pozwala na scista kontrole warunkéow uktadu hodowlanego. Ta metoda moze stanowi¢ ekono-
micznie uzasadniong alternatywe wobec metod konwencjonalnych pod warunkiem odpowiednio wysokiej wy-
dajnosci otrzymywanych zwiazkéw. Obecnie wiele uwagi poswieca sie badaniom nad optymalizacja warunkow
hodowli in vitro, dazac do intensyfikacji procesow biosyntezy i wzrostu biomasy pozadanych roslinnych meta-
bolitow wtornych.

SLOWA KLUCZOWE: biotechnologia roslin, roslinne metabolity wtorne, hodowle in vitro.

ABSTRACT
PLANT SECONDARY METABOLITES AS AN ESSENTIAL BIOPRODUCT OF PLANT BIOTECHNOLOGY

Tight control of culture conditions is possible if pharmaceutically valuable secondary metabolites are derived
from plant biomass cultured in vitro. This approach can be economically attractive compared to conventional
methods, provided the yields of the desired compounds are sufficiently high. Currently, considerable atten-
tion is focused on the optimization of in vitro culture conditions, with the aim of promoting the growth of bi-

omass and facilitating the biosynthesis of the desired plant secondary metabolites.

KEYWORDS: plant biotechnology, plant secondary metabolites, in vitro cultures.

1. Wstep

Aktywnos¢ biologiczna roslinnych metabolitow wtor-
nych determinuje funkcjonalnosc tych substancji jako war-
tosciowych bioproduktow dla przemystu farmaceutycznego,
kosmetycznego i spozywczego. Rosnace zapotrzebowanie
rynku oraz ograniczenia konwencjonalnych metod pozyski-
wania bioproduktéow pochodzenia roslinnego motywuja do
poszukiwania alternatywnych, wydajniejszych sposobow
produkcji uzytecznych zwiazkow biologicznie czynnych z
biomasy roslinnej. Szanse taka stanowia aplikacje hodowli
komorek i tkanek roslinnych prowadzonych w warunkach in
vitro. Zamiana Srodowiska naturalnego na podlegajace Sci-
stej kontroli syntetyczne warunki okreslajace specyfike ho-
dowli in vitro pozwala na uzyskiwanie wigkszych wydajno-
$ci biosyntezy metabolitow w biomasie otrzymywanej z
izolowanych eksplantatéow roslinnych. Mozliwos¢ wyboru
metody optymalizacji hodowli in vitro pozwala na dobranie
sciezki postepowania odpowiedniej dla danego gatunku
rosliny oraz pozadanego metabolitu [1].

2. Produkcja roslinnych metabolitéw wtérnych w hodow-
lach in vitro biomasy roslinnej

Obecnos¢ w biomasie roslinnej zwiazkéow odzywczych
badz biologicznie aktywnych decyduje o wykorzystaniu ro-
slin w badaniach naukowych oraz w licznych gateziach
przemystu. Postep naukowy w zakresie biotechnologii roslin
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determinuje wdrazanie nowych, wydajnych metod hodowli
roslin, ich organdw, tkanek i komorek oraz izolacji z bio-
masy roslinnej cennych zwiazkdow chemicznych.

Poznanie biochemicznych podstaw funkcjonowania ro-
slin pozwolito wyrézni¢ dwa poziomy metabolizmu tej gru-
py organizmoéw. Metabolizm podstawowy definiuje sie jako
ogot wewnatrzkomodrkowych proceséw biochemicznych,
koniecznych do zachowania przez dang komorke elemen-
tarnych funkcji zyciowych. Produkty tych procesow moga
zosta¢ wykorzystane przez komorke do metabolizmu wtor-
nego, stanowiac substraty do biosyntezy roslinnych meta-
bolitow wtornych. Nalezace do tej grupy zwiazki chemicz-
ne cechuje ztozona struktura chemiczna i aktywnos¢ biolo-
giczna wykorzystywana przez rosline w przystosowaniu sige
do bytowania w danych warunkach srodowiskowych [2].
Szacuje sie, ze sposrod dotychczas poznanych zwigzkow
chemicznych pochodzenia naturalnego az 80% jest biosyn-
tezowane przez rosliny [3]. Poznanie funkcjonalnych wta-
sciwosci biologicznych i chemicznych wielu metabolitow
wtornych pozwolito na zastosowanie ich jako wartoscio-
wych bioproduktow m. in. w przemysle spozywczym i far-
maceutycznym.

Otrzymywanie metabolitow wtornych z roslin pocho-
dzacych ze srodowiska naturalnego i tradycyjnych upraw
ma istotne ograniczenia. Na biosynteze metabolitow wtor-
nych ma wptyw zdolnos¢ przystosowania sie do zmiennych
warunkéw temperaturowych i fotoperiodu, a takze dziata-
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nie abiotycznych i biotycznych czynnikéw stresogennych
[4]. W konsekwencji wydajnos¢ bioproduktow zalezy od
sezonowosci upraw oraz warunkow klimatycznych bezpo-
srednio zwigzanych z ich wystepowaniem geograficznym
[5]-

Alternatywnym sposobem otrzymywania roslinnych me-
tabolitow wtdrnych jest wykorzystanie metod hodowli in
vitro w celu namnozenia biomasy roslinnej. Hodowle in
vitro komorek i tkanek roslinnych charakteryzuje mozli-
wosc Scistej kontroli warunkow panujacych wewnatrz ukta-
du hodowlanego, np. w bioreaktorze.

Poza zapewnieniem optymalnych warunkow, tj. tempe-
ratury oraz intensywnosci i periodycznosci naswietlenia dla
danego typu biomasy, konieczne jest ustalenie wtasciwego
sktadu medium hodowlanego oraz utrzymanie warunkow
jatowosci w czasie trwania hodowli. Odizolowanie i unieza-
leznienie uktadu hodowlanego od zmiennych warunkow
srodowiska naturalnego prowadzi do poprawy wydajnosci i
powtarzalnosci wynikow kolejnych pozioméw hodowlanych
[6]-

Podstawowym kryterium klasyfikacji metod roslinnych
hodowli in vitro jest rodzaj hodowanej biomasy. W zalez-
nosci od celu hodowli, typu uktadu hodowlanego, gatunku
rosliny oraz postaci biomasy (kalus, izolowane komorki,
organy, cate osobniki), dobierane sa odpowiednie parame-
try srodowiska hodowli i protokoty postepowania [7].

2.1. Hodowle wgtebne komoérek tkanki kalusowej

Jednym z gtownych typow biomasy roslinnej hodowanej
w warunkach in vitro jest tkanka kalusowa (tzw. kalus;
ang. callus). Jest ona zbudowana z komoérek parenchyma-
tycznych oraz merystematycznych i cechuje sie niewielkim
stopniem lub brakiem zrdéznicowania. Powstawanie kalusa
in vivo indukowane jest przez zranienie rosliny i ma na ce-
lu zabliznienie rany. W warunkach in vitro tkanke kalusowa
otrzymuje sie na drodze dedyferencjacji (czyli odrdznico-
wania) zroznicowanej tkanki roslinnej w wyniku dziatania
na pobrany do doswiadczenia fragment rosliny (eksplantat
pierwotny) odpowiednig mieszaning roslinnych regulatorow
wzrostu. Poza ich dodatkiem do medium hodowlanego, dla
poprawy efektywnosci procesu dedyferencjacji istotna
okazuje sie rowniez podwyzszona temperatura, zapewnie-
nie wtasciwego fotoperiodu oraz mtody wiek pobranego z
rosliny macierzystej eksplantatu pierwotnego [8].

Otrzymany kalus badz inny fragment eksplantatu mozna
wykorzysta¢ do uzyskania zawiesiny komorek roslinnych. W
tym celu konieczne jest rozdzielenie komorek kalusa lub
ich agregatow i nastepnie rozproszenie ich w ciektym me-
dium hodowlanym, na przyktad przy uzyciu mieszania ukta-
du hodowlanego z wykorzystaniem wstrzasarki laboratoryj-
nej [9]. W efekcie otrzymujemy hodowle wgtebne zawiesi-
ny ustabilizowanych metabolicznie komorek roslinnych.
Niezrdznicowana funkcjonalnie postac tkanki kalusowej jak
i wyprowadzonych z nich zawiesin komorek kalusa ma dwie
zasadnicze konsekwencje: (i) komorki kalusa cechuja sie
brakiem stabilnosci genetycznej przejawiajacej sie w po-
staci aberracji chromosomowych (poliploidia), ktdre nasila-
ja sie wraz z wiekiem hodowli [9], a w ich efekcie obser-
wowane moga byc¢ losowe wahania wydajnosci biosyntezy
metabolitow; (ii) w przypadku wielu gatunkéw roslin ob-
serwujemy spadek wydajnosci biosyntezy metabolitow w
zawiesinie komodrkowej, w poréwnaniu z hodowla catych
roslin - zjawisko to jest zwigzane z réznica w ekspresji ge-
now odpowiedzialnych za szlaki biosyntezy [10]. Jednakze
wykazano, ze przynajmniej dla czesci roslinnych metaboli-
tow wtornych o interesujacych wtasciwosciach, dzieki uzy-
ciu zawiesiny komorek mozliwe jest uzyskanie wielokrotnie
wiekszej wydajnosci biosyntezy od obserwowanej w rosli-
nie badanego gatunku hodowanej in vivo [9]. Jest to efekt
selekcji genetycznej mutantow komorek przy odpowiednio
dobranych parametrach hodowli.

Przyktady gatunkéw roslin, dla ktérych zastosowanie
hodowli wgtebnych zawiesin komorek tkanki kalusowej
charakteryzowato sie zwiekszona wydajnoscia biosyntezy
metabolitow wtornych, przedstawione zostaty w tabeli 1.

Z punktu widzenia potencjalnej komercjalizacji hodow-
li in vitro, stosowanej w produkcji roslinnych metabolitow
wtornych, hodowle zawiesin komoérek roslinnych wykazuja
szereg zalet w porownaniu do hodowli kalusa prowadzo-
nych na podtozach statych. Jedna z nich jest sama postac
zawiesiny komorek i wzglednie prosta do uzyskania homo-
geniczno$¢ zawiesiny, co sprawia, ze operacje wymiany lub
sterylizacji pozywki, dobrania naczynia hodowlanego czy
jego czyszczenia sa mniej ktopotliwe technologicznie niz to
ma miejsce w przypadku hodowli wykorzystujacych media
zestalone. Postac zawiesiny wiaze sie z tatwiejszym doste-
pem sktadnikow medium hodowlanego do komorek, ktore w
hodowlach zawiesin rosng i dzielg si¢ znacznie intensyw-
niej niz w agregatach tkanki kalusowej [20].

Tabela 1. Przyktady hodowli wgtebnych zawiesin komorek tkanki kalusowej, charakteryzujacych sie zwiekszona wydajnoscia bio-

syntezy metabolitow wtérnych [9].

Metabolit Gatunek rosliny Wydajnos¢ (% suchej masy) Bibliografia
kwas rozmarynowy Salvia officinalis 36,0 [11]
szikonina Lithospermum erythrorhizon 12,4 [12]
antrachinony Morinda citrifolia 18,0 [13]
berberyna Tropaeolum minus 10,6 [14]
jatroryzyna Berberis wilsonae 10,0 [15]
antocyjaniny Perilla frutescens 8,9 [16]
diosgenina Dioscorea deltoidea 3,8 [17]
sanguinaryna Papaver somniferum 2,5 [18]
serpentyna Catharanthus roseus 2,2 [19]
ajmalicyna Catharanthus roseus 1,0 [9]
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Biosynteza roslinnych metabolitow wtornych jest scisle
uzalezniona od metabolizmu pierwotnego, a to przektada
sie na nizsza wydajnos¢ roslinnych metabolitow wtdrnych
w czasie wzrostu i podziatow komorek. Zjawisko to jest
konsekwencja dominujacego wykorzystania substratow na
potrzeby metabolizmu pierwotnego zwigzanego ze wzro-
stem i oddychaniem komérkowym. Nie dotyczy ono jednak
tych metabolitow wtoérnych, ktorych produkcja powiazana
jest ze wzrostem niezréznicowanych komoérek, co ma miej-
sce na przyktad w przypadku barwnikow z grupy betalain i
karotenoidow [7].

Wzrost komorek roslinnych w okresowej hodowli zawie-
siny komorek mozna opisac¢ przy pomocy krzywej o sigmo-
idalnym ksztatcie. Wyrodznia sie piec¢ faz wzrostu [21] (ryc.
1). Biosynteza roslinnych metabolitow wtornych najwydaj-
niej zachodzi w fazie spoczynkowej wzrostu, co wynika z
ukierunkowanej funkcjonalnosci produktéw metabolizmu
wtornego komorek roslinnych, czyli przystosowania namno-
zonej biomasy do srodowiska wzrostu [22].

faza stacjonarna
Py IOG! " 2 o —
faza wzrostu zwolmoneao/‘ ™% P
zamierania

faza wzrostu
wykladniczego

biomasa

faza
spoczynkowa

czas hodowli

Ryc. 1. Krzywa wzrostu komoérek roslinnych w hodowli zawiesi-
nowej [21].

2.2. Hodowle korzeni wto$nikowatych

Wysoka wydajnos¢ roslinnych metabolitow wtdrnych
moze byc¢ uzyskana w hodowlach organéw roslinnych. Naj-
czesciej wykorzystuje sie zroznicowana i zintegrowana
biomase w postaci hodowli korzeni wtosnikowych (synoni-
my: korzenie transforowane, korzenie wtosnikowate). Or-
gany te uzyskuje sie na drodze transformacji eksplantatu
roslinnego Gram-ujemna bakteria z gatunku Agrobacterium
rhizogenes. Jest ona nosicielka plazmidu Ri (ang. root-
inducing), zawierajacego fragment T-DNA wtaczany do ge-
nomu zainfekowanej roslinnej komorki, ktorego ekspresja
prowadzi do syntezy auksyn oraz opin [23]. Powodzenie
transformacji i indukcji wzrostu korzeni wtosnikowatych
zalezy od gatunku rosliny, wieku oraz rodzaju tkanki ro-
slinnej wybranej jako eksplantat. Rownie istotnymi para-
metrami sa wirulencja uzytego szczepu A. rhizogenes, a
takze gestosc¢ zawiesiny bakteryjnej [4].

Fizjologicznymi efektami ekspresji nabytych genow sa
nowe cechy fenotypowe eksplantatu charakterystyczne dla
korzeni wtosnikowych, korzystne z punktu widzenia hodow-
li w warunkach in vitro, a posrod nich szybki wzrost w me-
dium pozbawionym dodatku roslinnych regulatoréow wzro-
stu, brak geotropizmu oraz intensywne generowanie wto-
snikow w strukturze korzeni [9].

Kwestig o duzym znaczeniu praktycznym dla powigk-
szania skali hodowli in vitro korzeni wtosnikowych jest ich
dtugoterminowa stabilnos¢ genetyczna w poréwnaniu z ho-
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dowla zawiesin komorek niezroznicowanych [24]. Przykta-
dem moga by¢ dane dotyczace stabilnosci wzrostu i biosyn-
tezy alkaloidu hioscyjaminy w hodowli korzeni wtosniko-
wych Datura stramonium (pol. bielun dziedzierzawa), kto-
ra utrzymywata sie na statym poziomie przez 5 lat [25].
Niestety, w przypadku innych gatunkoéw nie udato sie dtu-
gookresowo utrzymac¢ tempa wzrostu korzeni wtosniko-
wych, np. dla Duboisia myoporides, czego powodem mogty
by¢ zaburzenia ekspresji gendow T-DNA w transformowa-
nych korzeniach [26].

Niemniej wazny jest profil metabolitow wtoérnych bio-
syntezowanych przez hodowane in vitro korzenie wtosni-
kowe, poréwnywalny z korzeniami anatomicznymi pozyski-
wanymi badz na drodze ich hodowli w warunkach in vitro,
badz z roslin rosnacych w gruncie [7]. W przypadku wielu
roslinnych metabolitow wtornych zdolnos¢ do ich biosynte-
zy jest specyficzna cecha danego organu, co zwiazane jest
z dyferencjacja komorek i ekspresja genow odpowiednich
procesow metabolicznych. Doswiadczalne potwierdzenie
takiej zaleznosci zaobserwowano dla biosyntezy szikoniny
w korzeniach transformowanych Lithospermum erythrorhi-
zon (pol. nawrot lekarski), alkaloidow pirydynowych przez
Nicotiana tabacum (pol. tyton szlachetny), badz wspo-
mnianych juz alkaloidow tropanowych przez rosliny naleza-
ce do rodziny Solanaceae (pol. psiankowate) [24]. Ciekawy
przypadek stanowi produkcja ginsenozydow, ktore w natu-
rze biosyntezowane sa w lisciach Panax ginseng (pol. zen-
szen wtasciwy), zas korzenie stanowia jedynie miejsce ich
akumulacji. Jak sie okazato, korzenie wtosnikowe P. gin-
seng w kulturach in vitro réwniez sa zdolne do wydajnego
wytwarzania tej grupy zwiazkow [27]. Zjawisko takie zaob-
serwowano tylko dla niewielkiej liczby gatunkéw i metabo-
litow.

Wynikiem prac badawczych nad hodowla korzeni wto-
$nikowych, ukierunkowanych na produkcje uzytecznych
roslinnych metabolitow wtornych, byto zwiekszenie wydaj-
nosci biosyntezy wybranych zwiazkow [4]. Potwierdzona
zostata rowniez zdolno$¢ korzeni do wzrostu oraz jedno-
czesnej biosyntezy metabolitow wtornych. Cechy takiej nie
wykazuja hodowle zawiesin komorek roslinnych [7,13].

Kinetyka wzrostu organéw roslinnych jest w kulturach
in vitro bardziej ztozona w poréwnaniu z hodowla wgtebna
zawiesiny komérek tkanki kalusowej. Wynika to z zasadni-
czych roéznic w mechanizmie wzrostu zintegrowanych funk-
cjonalnie i przestrzennie eksplantatow (np. organow). W
pedach i korzeniach, rowniez transformowanych, podziaty
komorkowe zachodza jedynie w merystemach zlokalizowa-
nych w ich wierzchotkach. W odniesieniu do wynikow ba-
dan prowadzonych z udziatem korzeni wtosnikowatych
mozna stwierdzic, iz obserwowana dla nich kinetyke wzro-
stu opisuje krzywa logistyczna [22]. Przyczyna takiego sta-
nu rzeczy moze by¢ wptyw endogennych auksyn stymuluja-
cych powstawanie merystemow apikalnych w coraz licz-
niejszych rozgatezieniach. Ponadto, uzyskana na skutek
transformacji indukcja metabolizmu wtornego w korze-
niach wtosnikowych moze byc zrodtem ich czesto wykazy-
wanej zdolnosci do zwiekszonej biosyntezy metabolitow
wtornych, towarzyszacej jednoczesnemu dynamicznemu
wzrostowi [24]. Podwojenie biomasy w hodowlach organow
moze byc¢ osiagalne juz po jednym dniu [25].

2.3. Hodowle innych organéw roslin

Pedy sa organami roslinnymi, ktorych wykorzystanie
jest mozliwe do wydajnej produkcji metabolitow wtornych



M. Kawka et al./Biul. Wydz. Farm. WUM, 2017, 8, 68-79

w warunkach hodowli in vitro. Charakterystyka hodowli in
vitro pedow wykazuje szereg podobienstw do hodowli ko-
rzeni. Dotyczy to m.in. dtugotrwatej stabilnosci genetycz-
nej zintegrowanego materiatu biologicznego, porownywal-
nych z naturalnie rosnacymi roslinami profilu i wydajnosci
produkowanych metabolitow wtornych, a takze zdolnosci
do réwnoczesnej wydajnej biosyntezy oraz wzrostu bioma-
sy [7]. W przypadku kultur in vitro pedow mozliwa jest
rowniez ich transformacja. Wykorzystywanym do tego ga-
tunkiem bakterii jest Agrobacterium tumefaciens. Ta bak-
teria posiada plazmid Ti (ang. tumor-inducing), ktoérego
fragment T-DNA ulega integracji z genomem zainfekowanej
komorki eksplantatu analogicznie do transformacji przy
uzyciu A. rhizogenes [28].

Hodowle in vitro pedow charakteryzuja sie wolniejszym
przyrostem biomasy w poréwnaniu do opisanej wczesniej
hodowli tkanki korzeniowej oraz bezwzglednie wymagaja
dostepnosci swiatta z zakresu widma sSwiatta stonecznego.
Zaleta hodowli in vitro pedow jest zdolnos¢ do wydajnej
syntezy specyficznych tylko dla tych organéow metabolitow
wtornych, ktorych produkcja w hodowlach in vitro korzeni
jest mato wydajna lub niemozliwa [7].

3. Zwiekszenie wydajnosci biosyntezy roslinnych meta-
bolitow wtérnych

Strategie zwigkszania wydajnosci bioproduktéw pocho-
dzenia roslinnego obejmuja modyfikacje sktadu medium
hodowlanego oraz zastosowanie roznych metod wydziela-
nia bioproduktow (ang. downstream processes) z uktadow
hodowlanych. Hodowle nalezy poprzedzi¢ selekcja linii
komorkowych lub linii organéw (w zaleznosci od profilu
uktadu hodowlanego) w kierunku pozyskania biomasy cha-
rakteryzujacej sie ponadprzecietna produkcyjnoscia dane-
go metabolitu [5]. Wyniki prac badawczych pozwalaja na
wstepne okreslenie znaczenia poszczegolnych sktadnikow
medium hodowlanego dla wydajnosci biosyntezy roslinnych
metabolitow wtdrnych oraz potencjalnie umozliwiajq
optymalizacje sktadu medium hodowlanego. Najczesciej
stosowanymi podtozami hodowlanymi sa podtoza MS (Mu-
rashige‘a i Skooga), LS (Linsmaier i Skooga, 1965), B5
(Gamborga i in.) [5]. Stanowia one standardy o scisle okre-
slonej zawartosci makro- i mikroelementow oraz substancji
organicznych. W warunkach realizacji danego bioprocesu
standardowe media hodowlane poddaje sie wielu modyfi-
kacjom w odniesieniu do stezen sktadnikow lub suplemen-
tacji nowymi sktadnikami chemicznymi.

Obserwowany w warunkach hodowli in vitro heterotro-
ficzny metabolizm komorek roslinnych sprawia, ze ko-
nieczne jest dostarczenie do uktadu hodowlanego Zzrodta
wegla organicznego w postaci weglowodanow, najczesciej
mono- lub disacharydéow. Do tego celu najczesciej stoso-
wane sg sacharoza, glukoza, fruktoza oraz rzadziej sorbitol
[9]. Doswiadczenia wykazaty, iz zwiekszenie stezenia cu-
krow w pozywce hodowlanej wywotuje w komorkach ro-
slinnych  stres osmotyczny, prowadzacy do podniesienia
poziomu akumulacji metabolitow. Przyktadem sa wyniki
uzyskane w hodowli wgtebnej zawiesiny komorek Coleus
blumei (pol. koleus Blumego, pokrzywka brazylijska), wy-
twarzajacej kwas rozmarynowy. W niezréznicowanej bio-
masie tego gatunku trzykrotny wzrost stezenia cukru spo-
wodowat zwiekszenie wydajnosci wytwarzania kwasu roz-
marynowego z 0,8 g/dm® do 3,3 g/dm® [3]. W przypadku
hodowli korzeni wtosnikowych Bupleurum falcatum (pol.
przewiercien sierpowaty) maksymalna zawartos¢ saikosa-

71

poniny uzyskano przy stezeniu sacharozy wynoszacym 8%.
Wysokiej wydajnosci metabolitu towarzyszyt jednak bardzo
ograniczony wzrost korzeni, ich postepujaca nekroza oraz
inhibicja procesu formowania nowych korzeni bocznych,
bedace konsekwencja zbyt silnego stresu osmotycznego
[29]. Negatywne efekty stresu osmotycznego moga byc
zminimalizowane przy zastosowaniu dwuetapowej hodowli
z poczatkowym niskim, i koncowym wysokim stezeniem
sacharozy.

Odmiennga tendencje zaobserwowano w badaniach nad
biosynteza antocyjanin w kulturach zawiesinowych Aralia
cordata (pol. aralia sercowata), w ktorych wzrost stezenia
sacharozy juz powyzej 3% powodowat wyrazny spadek wy-
dajnosci bioproduktu [30]. Najczesciej stosowanymi steze-
niami sacharozy w mediach hodowlanych przeznaczonych
do kultur komérek roslinnych sa stezenia z zakresu od 1 do
5% [2].

Na akumulacje metabolitow wtornych wptywa rowniez
stosunek form i catkowita ilos¢ azotu w medium hodowla-
nym. Medium hodowlane zawiera ten pierwiastek w postaci
jonow azotanowych (NOs’) i amonowych (NH4"), a dobranie
odpowiednich stezen ich soli pozwala w wielu przypadkach
na zwiekszenie wydajnosci metabolitow wtornych, gtownie
tych, ktore zawieraja azot w czasteczkach. Wyniki badan
pokazuja takze, ze akumulacji betacyjanin i szikoniny
sprzyja obnizenie stezenia jonow amonowych i zwiekszenie
stezenia formy azotanowej, zas wzrost stosunku jonow
amonowych do azotanowych podwyzszat wydajnos¢ berbe-
ryny i ubichinonu [3]. W przypadku obnizenia catkowitej
zawartosci obu form azotowych wzrasta produkcyjnosc so-
lanidyny w korzeniach wtosnikowych Solanum khasianum
[31] i kapsaicyny w hodowli Capsicum frutescens (pol. pa-
pryka roczna) [32]. Podobna zaleznos¢ zaobserwowano tez
dla polifenoli, kumaryn, antocyjanin oraz antrachinonow.
Co ciekawe, catkowita eliminacja formy azotanowej w ho-
dowlach zawiesinowych Chrysanthemum cinerariaefolium
spowodowata dwukrotny wzrost akumulacji pyretryny [33].

Kolejnym pierwiastkiem, niezbednym dla wzrostu bio-
masy roslinnej hodowanej w warunkach in vitro, jest fos-
for. Do hodowli dostarcza sie go w formie jonow fosfora-
nowych, ktorych stezenie w medium hodowlanym ma istot-
ne znaczenie dla wzrostu eksplantatow i produkcji roslin-
nych metabolitow wtornych. Okazuje sie, ze wysokie ste-
zenia fosforanow sprzyjaja przyrostowi biomasy, jednak w
przypadku wielu metabolitow ograniczaja ich akumulacje.
Wyniki badan dotyczace hodowli wgtebnej zawiesiny komo-
rek Catharanthus roseus (pol. barwinek rézowy) wykazuja,
ze przeniesienie biomasy do medium pozbawionego jonow
fosforanowych powoduje wzrost akumulacji alkaloidow in-
dolowych i zwiazkow fenolowych. Ten efekt wiaze sie ze
wzrostem aktywnosci enzymow uczestniczacych w biosyn-
tezie wymienionych metabolitéw [34]. Odwrotna zalezno$¢
zaobserwowano w przypadku hodowli biomasy Digitalis
purpurea (pol. naparstnica purpurowa), ktéra charaktery-
zowata sie zwiekszona akumulacja digitoksyny przy wyz-
szych stezeniach jonow fosforanowych w medium hodowla-
nym [35]. Stymulujacy wptyw wysokich stezen fosforanow
na przyrost biomasy moze sugerowac, ze zwiekszona aku-
mulacja bedzie dotyczy¢ metabolitow wtornych, ktorych
poziom biosyntezy koreluje z intensywnoscia wzrostu w
warunkach hodowli in vitro [10].

Istotny wptyw na wzrost komorek i organdw oraz bio-
synteze roslinnych metabolitow wtornych w warunkach ho-
dowli in vitro ma stezenie roslinnych regulatorow wzrostu
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w pozywce. Ich egzogenny dodatek jest konieczny dla roz-
woju biomasy komorek rosnacych w postaci zawiesiny czy
pedéw, zas hodowle transformowanych korzeni wtosniko-
watych moga rosna¢ w pozywkach go pozbawionych [24].
Sposrod roznych auksyn najczesciej w hodowlach in vitro
stosowane sa kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D),
kwas naftylo-1-octowy (NAA) lub kwas indolilo-3-octowy
(IAA) [8]. Dla powyzszych auksyn, poza pierwsza z wymie-
nionych, eksperymentalnie udowodniono stymulujace dzia-
tanie na akumulacje antocyjanin w hodowlach zawiesin
komoérek Daucus carota (pol. marchew zwyczajna), nikoty-
ny w hodowlach N. tabacum, szikoniny w hodowlach L.
erythrorhizon oraz wielu innych metabolitow [3]. W ho-
dowli korzeni wtosnikowych P. ginseng, ktorych celem byto
otrzymanie glikozyddw saponinowych, wydajniejsze okaza-
to sie uzycie kwasu indolilo-3-mastowego (IBA) niz NAA
[36]. Zaobserwowano takze korzystny efekt dodatku 2,4-D
do medium, zwiekszajacy wydajnos¢ karotenoidow w ho-
dowli zawiesiny komérek D. carota [5], a takze antocyjanin
w hodowli Oxalis linearis [37].

Cytokininy takze przejawiaja zroznicowany wptyw na
metabolizm wtdrny komorek roslinnych. W przypadku kine-
tyny zaobserwowano stymulacje produkcji antocyjanin w
hodowlach Haplopappus gracilis, ale hamowanie ich aku-
mulacji w kulturach zawiesinowych uzyskanych z tkanki
kalusowej indukowanej z pakow hybrydy Populus maximo-
wiczii x Populus nigra (pol. topola Maksymowicza x topola
czarna) [38]. W przypadku hodowli korzeni wtosnikowych
Artemisia annua (pol. bylica roczna), uzyta 2-
izopentyloadenina (2iP) spowodowata inhibicje wzrostu
biomasy z jednoczesna intensyfikacja produkcji artemizyny
[39]. Podobna zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku bio-
syntezy saponin w kulturach P. ginseng po zastosowaniu 6-
benzyloadeninopuryny (6-BAP). Wykazywany w doswiad-
czeniach zréznicowany wptyw giberelin na kultury roslinne
obejmowat intensyfikacje biosyntezy kumaryn w hodowli
korzeni wtosnikowych Cichorium intybus (pol. cykoria po-
dréznik) [40] oraz obnizenie wydajnosci produkcji hioscy-
jaminy dla takiego samego typu kultury Hyoscyamus muti-
cus (pol. lulek ztoty) [41], co zostato takze zaobserwowane
dla kwasu abscysynowego [5]. Rowniez etylen moze zwiek-
szac¢ akumulacje metabolitu, jak ma to miejsce w przypad-
ku artemizyny w hodowlach sadzonek A. annua (pol. bylica
roczna) [39].

Istotne jest zapewnienie wtasciwego napowietrzania i
monitorowania sktadu fazy gazowej w uktadzie hodowla-
nym. Ciagte dostarczanie i odbior fazy gazowej do i z ukta-
du hodowlanego ma za zadanie zapewnienie eksplantatom
tlenowe warunki hodowli, desorpcje lotnych produktow
metabolizmu komorek i posrednio takze odbior wytwarza-
nego ciepta. Ilos¢ dostarczanego tlenu i dwutlenku wegla w
mieszance gazowej przettaczanej przez objetos¢ naczynia
hodowlanego nalezy dobiera¢ wedtug gatunku. Wtasciwy
udziat gazow w mieszance jest czynnikiem stymulujacym
wzrost eksplantatow a takze biosynteze i akumulacje w
komdrkach roslinnych metabolitow wtérnych. Okazuje sie,
ze w wielu przypadkach zbyt wysokie stezenia tlenu prze-
jawiaty toksyczne dziatanie na komdrki, co zwiagzane jest
ze stresem oksydacyjnym oddziatujacym negatywnie na
komarki [5].

Hodowle komorek i organow roslinnych najczesciej
prowadzi sie w zakresie temperatur 17-25°C [3]. Wyniki
badan dotyczacych wptywu temperatury na metabolizm
roslin pokazaty, ze w zaleznosci od metabolitu i gatunku
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rosliny dla réznych temperatur uzyskuje sie badz indukcje
badz zahamowanie tempa wzrostu lub zwiekszenia akumu-
lacji bioproduktow w komorkach. Przyktadowo, dla hodowli
korzeni wtosnikowych P. ginseng najwyzszy przyrost bioma-
sy zaobserwowano dla cyklicznych zmian warunkéw inku-
bacji w temperaturach 20°C (przez 16 godzin) i 13°C (przez
8 godzin) podczas gdy najwieksza akumulacje saponin za-
obserwowano przy statej temperaturze inkubacji wynosza-
cej 25°C [27].

Dla optymalnego wzrostu eksplantatow konieczne jest
uwzglednienie zapotrzebowania na $wiatto. Nalezy dobrac
odpowiednia jego intensywnosc, fotoperiod (czyli stosunek
dnia do nocy, tzn. fazy jasnej do fazy ciemnej inkubacji) i
zakres dtugosci stosowanych fal z zakresu widma Swiatta
widzialnego, gdyz kazdy z tych czynnikow moze wywotywac
specyficzna dla poszczegélnych gatunkéw odpowiedz na
przyrost biomasy i akumulacje metabolitow. W badaniach z
udziatem korzeni wtosnikowych P. ginseng wykazano, ze
ciemnos¢ lub czerwone swiatto stymulowaty wzrost eks-
plantatow, zas dla intensyfikacji akumulacji saponin najko-
rzystniejsze okazato sie swiatto fluorescencyjne o znacznie
zwigkszonym udziale fal z zakresu promieniowania UV w
poréwnaniu ze swiattem dziennym [27]. W przypadku ho-
dowli wgtebnych komorek Melastoma malabathricum
umiarkowana intensywnos¢ oswietlenia zapewniata najlep-
sze przyrosty biomasy i wydajnosci produkcji barwnikow
antocyjaninowych [42].

W przypadku korzeni wtosnikowych stwierdzono indu-
kowane swiattem zmiany w metabolizmie. Obserwowano,
ze hodowle tych organdéw prowadzone w warunkach do-
stepnosci swiatta wykazywaty zdolnos¢ biosyntezy metabo-
litow wtornych specyficznych wytacznie dla organéw nad-
ziemnych czesci roslin [24]. Analiza biochemiczna korzeni
wskazata réwniez na obecnos¢ w ich komérkach chloropla-
stow, co mogto by¢ przyczyna produkcji nowych zwiazkow,
jako ze te plastydy zawieraja enzymy wielu szlakow bio-
syntezy, oraz chlorofilu powodujacego zielenienie omawia-
nej tkanki [7]. Przyktadem moze by¢ hodowla korzeni wto-
snikowych Digitalis lanata (pol. naparstnica wetnista) pro-
dukujaca kardenolidy tylko w obecnosci swiatta [43].

Podczas hodowli in vitro biomasy roslinnej zachodza
zmiany odczynu pH medium hodowlanego. Zjawisko to jest
powodowane przez asymilacje amoniaku, co wywotuje
spadek pH, i azotanéw, powodujacy wzrost pH, a dodatko-
wo takze przez akumulacje bioproduktow. Zmiana stezenia
jonow wodorowych w pozywce wptywa takze na przepusz-
czalnos¢ btony komodrkowej, co moze powodowac ze-
wnatrzkomoérkowe uwalnianie metabolitow [5]. Najczesciej
stosowane wartosci odczynu pH medium hodowlanego
mieszczg sie w zakresie od 5 do 6 [3].

Mieszanie o odpowiedniej intensywnosci ma na celu
uzyskanie homogenicznych warunkéw hodowlanych, w od-
niesieniu zarowno do elementéw biomasy cyrkulujacych
wewnatrz naczynia hodowlanego, jak i sktadnikow medium
hodowlanego, w tym rowniez pecherzy fazy gazowej, oraz
toksycznych dla komdrek produktéw metabolizmu, wydzie-
lanych zewnatrzkomoérkowo. Nastepuje polepszenie do-
stepnosci sktadnikow pozywki i fazy gazowej, zas dodatko-
wym efektem jest rozbijanie agregatow komorkowych na
mniejsze struktury. Ograniczeniem jest wrazliwos¢ komo-
rek na powstajace w efekcie mieszania i napowietrzania
naprezenia Scinajace, majace negatywny wptyw na zywot-
nos¢ hodowanych wgtebnie eksplantatow [10].
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Metabolity wtorne stanowia produkty koncowe wielo-
etapowych, skomplikowanych szlakow metabolicznych,
ktorych przebieg warunkowany jest aktywnoscia odpo-
wiednich enzymow oraz obecnoscia substratow dla kolej-
nych etapow biosyntezy (prekursoréw). Dodatek prekurso-
row do pozywki powoduje czesto zwiekszenie wydajnosci
biosyntezy konkretnych roslinnych metabolitow wtornych w
oparciu o efekt sprzezenia zwrotnego lub skrdocenia szlaku
metabolicznego [3]. Przyktady prekursoréw roslinnych me-
tabolitow wtérnych przedstawiono w tabeli 2.

Zwiekszenie akumulacji roslinnych metabolitow wtor-
nych w hodowlach in vitro zostato réwniez zaobserwowane
w odpowiedzi na réznorodne biotyczne lub abiotyczne
czynniki stresowe, okreslane mianem elicytorow [4]. Przy-
ktadowo, w hodowli kalusa Taxus cuspidata (pol. cis japon-
ski) dodatek siarczanu wanadylu spowodowat okoto 20-
krotny wzrost akumulacji 10-deacetylobakatyny Il (prekur-
sora biosyntezy taksanow), natomiast w przypadku hodowli
komoérek Taxus x media (pol. cis posredni) i zastosowania
chitozanu jako elicytora, wydajnosc paklitakselu wzrosta o
ponad 50% [49]. Innym stosunkowo dobrze zbadanym
zwiazkiem, stosowanym jako elicytor chemiczny, jest ja-
smonian metylu. Jego zastosowanie wraz z fenyloalaning w
roli prekursora w hodowli korzeni wtosnikowych Taxus x
media var. Hicksii pozwolito uzyskaé¢ prawie 28-krotny
wzrost produkcji paklitakselu [50].

W przypadku hodowli zawiesin komdrek mozliwe jest
zastosowanie immobilizacji hodowanego materiatu biolo-
gicznego w zelu lub na powierzchni nosnikow. Technika ta
wykazuje sie szeregiem zalet - miedzy innymi pozwala
unikna¢ probleméow wrazliwosci komorek na naprezenia
scinajace i ich taczenia sie w agregaty, co prowadzi do
wiekszej zywotnosci materiatu biologicznego. Dodatkowo
nastepuje obnizenie lepkosci ptynnego medium, czego wy-
nikiem jest efektywniejsze mieszanie i napowietrzanie w
bioreaktorach. Metoda ta jest jednak uzyteczna tylko dla
otrzymywania metabolitow wydzielanych przez komorki do
medium hodowlanego, co pozwala na ich prostszg izolacje i
oczyszczanie [5]. W jednym z doswiadczen osiagnieto az
1000-krotny wzrost wydajnosci zewnatrzkomorkowego
uwalniania kapsaicyny w kulturze C. frutescens po immobi-
lizacji jej komorek w piance poliuretanowej [51]. Przykta-
dami innych substancji stosowanych jako nosniki lub media
stuzace immobilizacji komérek roslinnych sa alginian wap-
nia, agaroza i poliakrylamid [2].

Poniewaz roslinne metabolity wtorne, biosyntezowane
przez komorki, magazynowane sa w ich wakuolach, sekre-
cja metabolitow do medium hodowlanego zalezy bezpo-
srednio od przepuszczalnosci bton komorkowych oraz scia-
ny komorkowej. Mozliwos¢ uwolnienia metabolitow do po-
zywki bytaby znaczacym utatwieniem dla procesow oczysz-

czania bioproduktow. Na operacje taka pozwala metoda
permeabilizacji $cian komoérkowych. Polega ona na utwo-
rzeniu poréw w strukturze komorki, przez ktére moga
przedosta¢ sie na zewnatrz magazynowane w wakuolach
zwiazki chemiczne [5]. Stosowane do tego celu rozpusz-
czalniki organiczne i polisacharydy cechuje duza skutecz-
nos¢, jednak moga one mie¢ negatywny wptyw na zywot-
nos¢ komorek. Przyktadem jest zastosowanie dimetylosul-
fotlenku (DMSO) do permeabilizacji komérek pochodzacych
z hodowli zawiesiny Cinchona ledgeriana, ktorych btona
komorkowa nie odzyskata funkcjonalnosci po usunieciu za-
stosowanego rozpuszczalnika [52]. W przypadku immobili-
zowanych komoérek C. roseus nie obserwowano jednak ne-
gatywnego dziatania DMSO [53].

4. Przemystowa produkcja roslinnych metabolitow wtor-
nych

Potrzeba produkcji roslinnych metabolitow wtornych
zalezy od uzytecznosci tych substancji dla cztowieka.
Obecnie metabolity roslinne stanowia przedmiot zaintere-
sowania przemystu farmaceutycznego, stuzac jako leki
(badz matryce do ich otrzymywania), przemystu spo-
zywczego, w ktorym m.in. petnia role dodatkéow do zywno-
sci okreslanych mianem nutraceutykéw, oraz przemystu
kosmetycznego, stanowiac wiele kluczowych sktadnikow
produktow kosmetycznych.

Historycznie pierwszym komercyjnie produkowanym
metabolitem wtornym pochodzenia roslinnego, w ktorego
procesie produkcji zastosowano hodowle in vitro komorek
roslinnych, byta szikonina [54,55]. Zaliczana do naftochi-
nondw szikonina i jej pochodne wykazuja aktywnos¢ anty-
nowotworowa, przeciwbakteryjna oraz przeciwzakrzepowa
[56]. Pochodne szikoniny stanowia takze przedmiot zainte-
resowania przemystu spozywczego, ktory wykorzystuje je
w roli barwnikow [9]. Do jej przemystowego otrzymywania
zastosowano dwuetapowa hodowle zawiesiny komorek L.
erythrorhizon, prowadzong w dwoch bioreaktorach [54].
Podziat procesu na dwa etapy wynikat z obserwowanej in-
hibicji przyrostu biomasy podczas hodowli [57]. Pierwszy
etap obejmowat namnazanie biomasy w zmodyfikowanym
medium hodowlanym LS (MG5), optymalnym dla wzrostu
komorek L. erythrorhizon w bioreaktorze o pojemnosci 200
dm?® przez ok. 9 dni. W kolejnym etapie odfiltrowana bio-
mase umieszczano w bioreaktorze o pojemnosci 750 dm’,
aby przy zastosowaniu zmodyfikowanego medium hodowla-
nego White’a (M-9) zmaksymalizowa¢ wydajnos¢ produkcji
szikoniny w czasie 14 dni trwania drugiej fazy hodowli [55].
Badania nad optymalizacja sktadu stosowanych pozywek
wykazaty, ze kluczowa dla wydajnosci biosyntezy szikoniny

Tabela 2. Przyktady zastosowanych prekursorow intensyfikujacych biosynteze wybranych metabolitow wtornych podczas ho-

dowli in vitro materiatu biologicznego pochodzenia roslinnego.

Gatunek Metabolit wtorny Prekursor Bibliografia
Coleus blumei kwas rozmarynowy fenyloalanina [44]
Salvia officinalis kwas rozmarynowy fenyloalanina [45]
Taxus cuspidata paklitaksel fenyloalanina [46]
Vanilla planifolia wanilina kwas ferulowy [47]
Perilla frutescens monoterpeny leucyna [48]

Daucus carota

antocyjanina

dihydrokwercetyna

[48]
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przez komorki L. erythrorhizon jest forma dostepnego azo-
tu. Zastosowane w drugim etapie produkcji medium M-9,
podobnie jak medium White’a, zawierato jony azotanowe,
za$ pozbawione byto jonow amonowych, ktorych nawet
niewielki dodatek powodowat inhibicje biosyntezy pochod-
nych szikoniny [58]. Modyfikacja medium LS do MG5 oraz
medium White’a do M-9 pozwolita na ok. 13-krotny wzrost
wydajnosci produkcji tych metabolitéw (1400 mg/dm?)
[47,49]. Na wysoka produkcyjnosc szikoniny w omowionym
wyzej przypadku miaty wptyw rowniez dziatania zwiazane z
selekcja wysokoproduktywnych linii komérkowych. Prowa-
dzac hodowle protoplastow L. erythrorhizon udato sie wy-
izolowac linie komdrkowa charakteryzujaca sie wydajno-
Scia biosyntezy szikoniny i jej pochodnych o 150% wyzsza
niz w linii wyjsciowej, przy jednoczesnym wzroscie stabil-
nosci produkcji tego metabolitu [60]. Dalszy wzrost wydaj-
nosci uzyskano przez zastosowanie metody fuzji protopla-
stow linii cechujacych sie najwiekszymi przyrostami bioma-
sy z liniami o najwyzszych wydajnosciach biosyntezy sziko-
niny [59].

Innym interesujacym przyktadem roslinnego metabolitu
wtornego jest berberyna, nalezaca do grupy alkaloidow
izochinolinowych [61]. Wyniki badan klinicznych wskazuja
na jej przydatnos¢ miedzy innymi w terapii nadcisnienie-
nia, arytmii i choréb nowotworowych. Metabolit ten wyka-
zuje sie takze antybioza i potwierdzong skutecznoscia te-
rapeutyczna przeciwko lekoopornym szczepom Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli oraz wirusowi grypy H1N1 i
wirusowi HIV-1. Ponadto moze by¢ stosowana w roli nutra-
ceutyku o ochronnym wptywie na organizm cztowieka [62].
Prace majace na celu komercjalizacje produkcji berberyny
przy zastosowaniu hodowli zawiesinowej komorek Coptis
japonica (pol. cynowdd japonski) obejmowaty m. in.
otrzymanie wysokowydajnych linii komdrkowych przez wie-
lokrotnie powtarzang selekcje niezréznicowanych komorek
tworzacych agregaty i izolacje protoplastow [63,64]. Ko-
lejnym wyzwaniem byta optymalizacja medium hodowla-
nego. Modyfikujac sktad medium LS wykazano, ze 10-
krotne zwiekszenie stezenia jonéw miedzi Cu®* w formie
CuSO4 powoduje 30% wzrost wydajnosci berberyny przy
jednoczesnym braku negatywnego wptywu na przyrost
biomasy. Poniewaz eksperymentalnie wykazane optimum
stezenia sacharozy faworyzujace wzrost komorek C. japo-
nica nie wptywato znaczaco na biosynteze berberyny, caty
proces produkcji mogt przebiega¢ bez zmiany sktadu me-
dium w jednostopniowej hodowli potokresowej [65]. Aby
proces stat sie ekonomicznie optacalny konieczne byto
zwiekszenie wydajnosci otrzymywanej berberyny z jed-
nostki objetosci bioreaktora. Rozwigzaniem okazata sie ho-
dowla zawiesinowa komorek o wysokiej gestosci, ktoérej
prowadzenie wymagato statej kontroli sktadu medium ho-
dowlanego w zakresie odpowiednich dla danej gestosci ste-
zen sktadnikow oraz wtasciwej intensywnosci mieszania i
napowietrzania, generujacych mozliwie najmniejsze sity
scinajace. W efekcie udato sie uzyska¢ wydajnos¢ produk-
cji berberyny na poziomie 3,5 g/dm® [66].

Omawiajac przyktady przemystowej produkcji roslin-
nych metabolitow wtornych nalezy wymienic¢ wykorzystanie
hodowli wgtebnych komorek P. ginseng do uzyskiwania gin-
senozydow. Badania wskazuja na cytotoksycznos¢ przed-
stawicieli tej grupy metabolitow roslinnych, co czyni je
potencjalnymi lekami w walce z nowotworami. Zwiazki te
moga rowniez stymulowa¢ odpowiedz uktadu immunolo-
gicznego wzgledem obecnosci antygenu zwiekszajac od-
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pornos¢ organizmu, co wskazuje na ich potencjalne zasto-
sowanie jako adiuwantéw [67]. Udowodniony pozytywny
wptyw ginsenozydow na uktad sercowo-naczyniowy pozwala
traktowac te zwiazki jako przydatne w profilaktyce i le-
czeniu zaburzen funkcjonowania uktadu krazenia [68].

Konwencjonalna uprawa zen-szenia jest czasochtonna i
narazona na srodowiskowe czynniki stresogenne [69]. Ko-
mercyjna, wielkoskalowa produkcje ginsenozydow wyko-
rzystujaca hodowle zawiesin komadrek w warunkach wyso-
kiej gestosci prowadzono w bioreaktorach o pojemnosci 20-
25 m® [70]. Uzyskanie wysokich wydajnosci byto wynikiem
szeregu dziatan optymalizujacych proces. Po pierwsze, in-
okulum pochodzito z linii komdrek o wysokiej produkcyjno-
sci ginsenozydow. Poniewaz metabolity te nie sa biosynte-
zowane przez niezroznicowane komorki P. ginseng, ko-
nieczna byta czesciowa dyferencjacja kalusa. Decydujace
okazato sie rowniez dobranie odpowiedniej intensywnosci
mieszania, usuniecie jonow amonowych z medium hodow-
lanego oraz zastosowanie kaskady czterech bioreaktorow
przeznaczonych do wstepnego namnozenia biomasy [70]. W
hodowli trwajacej cztery tygodnie uzyskiwane wydajnosci
suchej biomasy dochodzity do poziomu 20 g/dm?® [69,71].

Innym przyktadem komercjalizacji produkcji ginsenozy-
dow moze by¢ hodowla korzeni P. ginseng, ktora charakte-
ryzowata sie zwiekszong stabilnoscia i wydajnoscia biopro-
duktow, wzgledem hodowli wgtebnych zawiesin komorek.
Dla uzyskania maksymalnych wartosci przyrostu biomasy i
stezenia biosyntezowanych ginsenozydow proces produkcji
zachodzacy w bioreaktorze typu ,,air lift” o pojemnosci 10
m® podzielono na dwie fazy hodowli. Warunki pierwszego
etapu faworyzowaty wzrost biomasy, zas zastosowana w
drugiej fazie elicytacja korzeni jasmonianem metylu po-
zwolita uzyska¢ wydajnosci ginsenozydow siegajace 42
mg/g suchej masy biomasy (360 mg/dm?) [72].

Paklitaksel jest roslinnym metabolitem wtornym, wyka-
zujacym silne wtasciwosci cytostatyczne, ktorego produk-
cji metoda hodowli in vitro komoérek roslinnych poswieca
si¢ aktualnie duzo uwagi. Ma on ugruntowana pozycje w
leczeniu nowotwordw ptuc, ztosliwego raka jajnika i piersi
oraz migsaka Kaposiego. Obecnie trwaja badania kliniczne
nad zastosowaniem tego metabolitu w terapiach innych
rodzajow nowotworow, a takze chordb nienowotworowych,
jak tuszczyca czy tauopatie [73]. Szerokie terapeutyczne
dziatanie determinuje duze zapotrzebowanie na paklitak-
sel, ktorego zaspokojenie jednakze nie jest proste. Kora i
igty roslin z rodziny Taxaceae (pol. cisowate) stanowiace
gtowny, i w zasadzie jedyny, surowiec do otrzymywania
paklitakselu zawieraja te zwiazki w niewielkich ilosciach
(do 0,05%). Biorac dodatkowo pod uwage ograniczenia $ro-
dowiskowe, uwarunkowania prawne (w Polsce cisy sa ga-
tunkami prawnie chronionymi) i ekonomiczne, a takze zto-
zony proces oczyszczania ekstrahowanych taksandw, uza-
sadnione staja sie poszukiwania alternatywnej, wydajnej
metody ich pozyskiwania.

Badania prowadzone nad hodowlami in vitro eksplanta-
tow pobranych z gatunkéw rodziny cisowatych koncentruja
sie na zwiekszeniu otrzymywanych ilosci metabolitow przez
optymalizacje warunkow hodowli, uzyskanie wysoko pro-
duktywnych linii komdrkowych, zastosowanie hodowli ko-
rzeni wtosnikowych oraz opracowanie wydajniejszych
technik izolacji i oczyszczania taksanow [74]. Obecnie
najwieksza komercyjna produkcja paklitakselu prowadzona
jest przez spotke Phyton Biotech® w bioreaktorach o po-
jemnosciach 45 000 dm?® i 75 000 dm?*, w ktorych hoduje sie
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biomase Taxus chinensis z wydajnosciami szacowanymi na
kilkaset kilogramow paklitakselu rocznie [75]. Wysokowy-
dajne komorki T. chinensis zostaty uzyskane w wyniku
dwuetapowej selekcji. Indukowany z igiet rosliny kalus wy-
korzystano do wyizolowania linii komorkowych wytypowa-
nych pod wzgledem najlepszej wydajnosci biosyntezy pa-
klitakselu. Kryterium drugiego etapu selekcji byta jak naj-
lepsza stabilnos¢ produkcji metabolitow oraz przyrostu
biomasy przy niskim poziomie zanieczyszczen w postaci
niepozadanych metabolitow. Otrzymane wysokowydajne
linie sa przechowywane w banku komérek metoda kriopre-
zerwacji, aby postuzy¢ do zapoczatkowania nowych hodow-
li przejsciowych i stopniowego zwiekszania skali produkcji.

Okreslona eksperymentalnie stabilnos¢ odzyskanych po
krioprezerwacji komorek wynosi 10 miesiecy, co stanowi
wystarczajacy czas na przeniesienie hodowli do docelowe-
go bioreaktora (75 000 dm?®). Proces produkcji paklitakselu
opracowany przez Phyton Biotech® dzieli sie na dwa eta-
py. Pierwszy obejmuje namnazanie biomasy T. chinensis
poczatkowo w formie kalusa hodowanego na podtozu sta-
tym, z ktdrego nastepnie uzyskuje sie hodowle zawiesinowa
w kolbach. Kolejne hodowle prowadzi sie¢ w bioreaktorach
o coraz wieszej pojemnosci do uzyskania pozadanej ilosci
biomasy. Faza druga procesu, czyli biosynteza paklitakselu,
nastepuje po przeniesieniu biomasy do bioreaktora o obje-
tosci 75 000 dm® i wymianie medium hodowlanego. Wyko-
rzystanie dwodch bioreaktorow oraz wymiana pozywki sa
podyktowane koniecznoscia optymalizacji medium etapu
biosyntezy, ktorego sktad rozni sie od medium zapewniaja-
cego najwiekszy przyrost biomasy. Maksymalizacje biosyn-
tezy uzyskuje sie przez zastosowanie jasmonianu metylu
jako elicytora, kwasu metylenodioksycynamonowego jako
inhibitora szlaku fenylopropanoidowego oraz jonow srebra,
dziatajacych antagonistycznie do etylenu i promujacych
biosynteze paklitakselu [75].

Kolejnym przyktadem produkcji roslinnych metabolitow
wtornych metoda hodowli in vitro biomasy roslinnej, jest
zrealizowana w skali pilotazowej hodowla korzeni Echina-
cea purpurea (pol. jezowka purpurowa) [76]. Jednym ze
zwiazkow biosyntezowanych przez ten gatunek jest kwas
cykoriowy, wykazujacy dziatanie stymulujace uktad immu-
nologiczny, hamujace aktywnos$¢ hialuronidazy, chroniace
przed degradacja kolagenu, a takze aktywnosc¢ antywiru-

sowa. Powstaja takze kwas chlorogenowy oraz kwas kawo-
wy, posiadajace aktywnosci przeciwutleniajace, przeciw-
bakteryjne i antynowotworowe [77]. Hodowle korzeni E.
purpurea prowadzono przez 50 dni w potozonym horyzon-
talnie reaktorze bebnowym o objetosci roboczej 1000 dm?.
W roli pozywki uzyte zostato medium MS z dodatkiem IBA
(1 mg/dm?®) oraz sacharozy (50 g/dm®). Uzyskana wydaj-
nos¢ kwasu cykoriowego wyniosta 22,5 mg/gsm, kwasu chlo-
rogenowego 4,9 mg/gsm, zas kwasu kawowego 3,9 mg/gsm.
taczne stezenie tych metabolitobw w biomasie byto blisko
4-krotnie wieksze niz w roslinach rosnacych w gruncie [78].

Winblastyne i winkrystyne wykorzystuje sie w chemio-
terapii m. in. przeciwko nowotworom szpiku kostnego i
ziarnicy ztosliwej. Komercyjna produkcja tych lekow pole-
ga na ekstrakcji z duzych ilosci biomasy C. roseus, proble-
mem jest jednak skrajnie niewielkie stezenie tych zwiaz-
kow w tkankach roslinnych. Hodowle komorek C. roseus
uzyskane przez selekcje agregatow komorkowych, charak-
teryzujace sie wysokimi wydajnosciami biosyntezy kataran-
tyny, umozliwity otrzymywanie winblastyny metoda bio-
transformacji, polegajacej na enzymatycznym taczeniu
windoliny ze wspomniang katarantyna [79]. Proces taki
uznano za ekonomicznie optacalny. Dzieki optymalizacji
sktadu medium hodowlanego uzyskiwane tygodniowe pro-
dukcyjnoéci katarantyny siegaty 230 mg/dm?® hodowli [80].

W tabeli 3 przedstawiono podsumowanie przemysto-
wych zastosowan hodowli in vitro do uzyskiwania metaboli-
tow roslinnych.

5. Podsumowanie

Biotechnologiczne metody otrzymywania roslinnych
metabolitow wtornych dzieki niewatpliwym zaletom sta-
nowia istotng alternatywe dla metod konwencjonalnych.
Charakterystyczne dla kultur in vitro odizolowanie biomasy
roslinnej od zmiennego srodowiska i zwigzana z tym moz-
liwos¢ scistej kontroli parametrow uktadu hodowlanego
umozliwia ich optymalizacje, co prowadzi do maksymaliza-
cji wzrostu biomasy i wydajnosci biosyntezy. Cel ten, jak
wykazano w niniejszej pracy, jest osiagalny jedynie indy-
widualnie na drodze eksperymentalnej, bowiem ztozonosc
uktadu biologicznego, stanowiacego kultury réznych typow

Tabela 3. Przemystowe aplikacje hodowli in vitro do uzyskiwania metabolitow roslinnych.

Wydajnosc

Gatunek Metabolit Rodzaj bio- ooy hodowti OISO PIO- b Czasho- gy liografia
masy reaktora [dm~] 3 dowli [dni]
[mg/dm?]
Lithospermum 4 hina zawiesina 750 1400 23 [59]
erythrorhizon komorek
. . zawiesina
Coptis japonica  berberyna komérek 1 4000 3500 14 [66]
. . zawiesina
Panax ginseng ginsenozydy komérek 1 25 000 - 28 [70]
Panax ginseng ginsenozydy korzenie 2 10 000 360 50 [72]
Taxus chinensis  paklitaksel zaWIIesma 2 75 000 [75]
komorek
Echinacea pur- kwas cykorio- korzenie 1 1000 22,5 50 78]
purea wy
Catharanthus Katarantyna zaw1’esma 230 7 [80]
roseus komorek
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biomasy roslinnej, oraz jej réznice gatunkowe, uniemozli-
wiaja opracowanie uniwersalnych procedur. Przy optymali-
zacji sktadu i parametrow medium hodowlanego konieczne
jest uwzglednienie odpowiedzi hodowanych komorek, tka-
nek badz organdw roslinnych na zastosowane stezenie oraz
forme kazdego z wielu sktadnikéw obecnych w pozywce.
Metoda moze by¢ uzupetniona przez suplementacje ukta-
dow hodowlanych zwiazkami ukierunkowujacymi metabo-
lizm na biosynteze metabolitow wtoérnych, tzn. elicytora-
mi, fitohormonami lub prekursorami. Nalezy réowniez pod-
kresli¢, ze dla wielu gatunkéw roslin obserwowuje sie roz-
nice sktadu miedzy medium promujacym wzrost biomasy a
medium maksymalizujagcym biosynteze metabolitow wtor-
nych. Jednym z rozwiazan tej niedogodnosci moga by¢ ho-
dowle dwuetapowe. W przypadku immobilizacji biomasy
roslinnej utworzenie mikrosrodowiska chroniacego przed
czynnikami stresogennymi oraz imitujacego warunki panu-
jace w tkankach roslinnych prowadzi do wzrostu oporow
dyfuzyjnych. W konsekwencji, dla niektorych ze zbadanych
gatunkow zaobserwowano negatywny wptyw tej metody.
Na krytyczny komentarz zastuguje rowniez permeabilizacja
bton komorkowych, ktéra wykazuje negatywny wptyw na

6. Zatacznik

zywotnos¢ komorek, co ogranicza jej stosowalnos¢ w kon-
cowych etapach hodowli okresowych.

Biorac pod uwage ograniczenia metod hodowli in vitro
biomasy roslinnej do otrzymywania metabolitow wtornych,
nie nalezy jednak zapominac o licznych zaletach takiego
rozwigzania, realizowanego w skali laboratoryjnej i prze-
mystowej. Analizujac wymienione w tekscie przyktady ko-
mercyjnej produkcji, mozna wytypowac nastepujace stra-
tegie zapewniajace powodzenie metodom biotechnologicz-
nym: (i) selekcja stabilnych i wysokoproduktywnych linii
komorkowych; (ii) powiekszanie skali przy zastosowaniu
kaskady bioreaktorow; (iii) optymalizacja sktadu medium
hodowlanego; (iv) hodowle dwuetapowe i okresowe. Dzigki
powyzszym procedurom produkcja omawiang metoda staje
sie ekonomicznie uzasadniona, szczegélnie w przypadku
takich zwiazkow jak paklitaksel, katarantyna i szikonina,
ktorych wydajne pozyskiwanie metodami konwencjonalny-
mi napotyka na trudnosci. Wymienione komercyjne sukcesy
wskazuja na potrzebe prowadzenia dalszych badan nad
optymalizacja warunkow hodowli in vitro biomasy roslinnej
i rozwijania nowych metod intensyfikacji produkcji meta-

bolitow wtoérnych.

Tabela 4. Alfabetyczny spis gatunkow roslin wymienionych w tekscie.

Nazwa tacinska Nazwa polska

Otrzymywane metabolity

Rodzaj hodowanej biomasy

Aralia cordata aralia sercowata antocyjany ZK
Artemisia annua bylica roczna artemizyna KW
Bupleurum falcatum przewiercien sierpowaty saikosaponina KW
Catharanthus roseus barwinek rozowy serpentyna; ajmalicyna; katarantyna ZK
Chrysanthemum cinerariaefolium pyretryna ZK
Cichorium intybus cykoria podréznik kumaryny KW
Cinchona ledgeriana alkaloidy chinolinowe; antrachinony ZK
Coleus blumei koleus Blumego; B kwas rozmarynowy ZK
pokrzywka brazylijska
Coptis japonica cynowdd japonski berberyna ZK
Cruciata glabra przytulinka wiosenna antrachinony IK
Daucus carota marchew zwyczajna antocyjany; karotenoidy ZK; KAL
Digitalis lanata naparstnica wetnista kardenolidy KW
Digitalis purpurea naparstnica purpurowa  digitoksyna KW
Dioscorea deltoidea diosgenina K
Duboisia myoporoides hioscyjamina; skopolamina
Echinacea purpurea jezowka purpurowa kwas cykoriowy K
Haplopappus gracilis
Hyoscyamus muticus lulek ztoty hioscyjamina KW
Hypericum perforatum dziurawiec zwyczajny hiperycyna; kwercetyna KW
Lithospermum erythrorhizon nawrot lekarski szikonina KW; ZK
Matricaria chamomilla rumianek pospolity ZK
Melastoma malabathricum antocyjany ZK
Mentha canadensis mieta kanadyjska monoterpeny P
Morinda citrifolia morwa indyjska antrachinony
Nicotiana tabacum tyton szlachetny nikotyna KW, ZK
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Oxalis linearis - antocyjany
Panax ginseng zen-szen wtasciwy ginsenozydy KW; ZK
Papaver somniferum mak lekarski sanguinaryna KW
Perilla frutescens pachnotka zwyczajna antocyjany; KAL; ZK
monoterpeny
Polygonum tinctorium rdest barwierski indirubina ZK
Populus maximowiczii topola Maksymowicza antocyjany ZK
Populus nigra topola czarna antocyjany ZK
Salvia officinalis szatwia lekarska kwas rozmarynowy -
Solanaceae psiankowate alkaloidy tropanowe -
Solanum dulcamara psiankowate - ZK
Solanum khasianum - solanidyna KW
Taxus baccata cis pospolity paklitaksel ZK
Taxus chinensis - paklitaksel -
Taxus cuspidata cis japonski paklitaksel KAL
Taxus x media cis posredni paklitaksel ZK; KW
Thalictrum minus rutewka mniejsza berberyna -
Vanilla planifolia wanilia ptaskolistna wanilina ZK

Objasnienia: ZK - zawiesina komorek; KW - korzenie wtosnikowe; K - korzenie;
KAL - kalus; IK - im mobilizowane komérki; P - pedy
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