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Genetic modification of secondary metabolic pathways
Summary

The examples given in this presentation show that the levels of secondary
metabolites can be modified by genetic engineering methods. In these meth-
ods, the specific genes encoding enzymes involved in key steps of biosynthetic
pathway can be transferred and expressed in cell lines, hairy root cultures or
transgenic plants of the same or another species. Overexpression of the en-
zymes may lead to the accumulation of intermediates of pathways and incre-
ased synthesis of desirable products. Best results will be obtained when the
overproduced enzyme activity is clearly the rate-limiting step in the pathway.
Therefore, better knowledge of the limiting steps of the pathways is required.
The successful of biosynthetic pathways regulation may also be achieved by
expressing antisense RNA which is complementary to the mRNA encoding pa-
thway enzyme or by genetic manipulation of degradative pathways. It should be
mentioned that genetic engineering also plays a role in the development of
novel plant-derived drugs. As secondary metabolites are important in the defen-
se of plants against pathogens, such engineered plants may show an increase in
resistance against pathogens.
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1. Wprowadzenie

Wykorzystanie hodowanych in vitro komorek, tkanek i orga-
now roélinnych do biosyntezy metabolitow wtdrnych jest jedng
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z bardziej dynamicznie rozwijajacych sie dziedzin biotechnologii roslin. Wynika to
stad, ze rosliny sg producentami wielu cennych dla lecznictwa zwigzkéw (np. pakli-
taksel, digoksyna, niektdre alkaloidy). Czesto jednak zawarto$¢ metabolitéw wtér-
nych w kulturach jest niska, a niektore zwiazki nie sg wcale syntetyzowane w wa-
runkach in vitro (np. przeciwnowotworowe alkaloidy - winkrystyna, winblastyna).

Ostatnio, dzieki osiggnieciom w zakresie transformacji genetycznej, stato sie
mozliwe wprowadzenie do komorek roslinnych jednego lub wiecej genéw, zaanga-
zowanych w biosynteze metabolitdéw wtdrnych. Podstawowe cele tych prac to:

1) stymulacja ekspresji wiasnych genéw dla uzyskania zwigkszonej biosyntezy
okreslonych produktéw;

2) osiagniecie ekspresji obcych dla danej rosliny gendw, odpowiedzialnych za
biosynteze wartosciowych produktéw, w tym takze zwigzkéw nowych nie wyste-
pujacych w roslinie nietransformowanej;

3) inaktywacja okreslonych genéw i zahamowanie niektorych szlakdw metabo-
licznych.

W pracy przedstawiony zostanie aktualny stan wiedzy dla kazdego z wymienio-
nych Kierunkéw badar w odniesieniu do biosyntezy alkaloidéw (skopolaminy, chini-
dyny i ajmalicyny) oraz innych metabolitéw (serotoniny, szikoniny).

2. Modyfikacje genetyczne prowadzace do stymulacji ekspresji wlasnych
gendw, nadprodukcji prekursoréw i zwiekszonej biosyntezy
okreslonych metabolitow

2.1. Biosynteza skopolaminy

Skopolamina jest cenionym w lecznictwie alkaloidem tropanowym o dziataniu
parasympatykolitycznym; dziata réwniez na osrodkowy uktad nerwowy. Alkaloidy
tropanowe (hioscyjamina, skopolamina, atropina) syntetyzowane sg w korzeniach
niektoérych roslin z rodziny Solanaceae {Hyoscyamus, Atropa, Datura, Duhoisia). Kultu-
ry korzeni otrzymane z tych rodlin po transformacji Agrobacterium rhizogenes,
(w przeciwienstwie do kultur zawiesinowych), charakteryzuja sie wysoka zawartos-
cig alkaloidéw tropanowych, ale syntetyzujg gtéwnie hioscyjamine, na ktérag zapo-
trzebowanie jest 10 razy mniejsze niz na skopolamine. Szlak biosyntezy skopolami-
ny w roslinach nie do konca zostat poznany, ale wiadomo, ze powstaje ona z hioscy-
jaminy przy udziale 6-p-hydroksylazy hioscyjaminy (H6H). Enzym ten przeksztatca
hioscyjamine w 6-p-hydroksyhioscyjaming, a nastepnie bierze udziat w epoksydaciji
6-p-hydroksyhioscyjaminy do skopolaminy (rys. 1).
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Rys. 1. Biokonwersja hioscyjaminy do skopolaminy w roslinach; reakcje katalizuje enzym 6-p-hydro-
ksylaza hioscyjaminy (HG6H).

Matsuda i wsp. (1) wyizolowali cDNA dla 6-p-hydroksylazy hioscyjaminy (gen h6h)
z kultur korzeni lulka czarnego (Hyoscyamus niger). Nastepnie, gen ten pod kontrolg
wirusa mozaiki kalafiora (35SCaMV) w ukfadzie binarnym Agrobacterium rhizogenes,
zostat wprowadzony do bogatych w hioscyjamine korzeni pokrzyku {Atropa belladon-
na) (2). W wyniku zwigkszonej ekspresji genu héh i nadprodukcji P-hydroksylazy
hioscyjaminy uzyskano kultury korzeni wytwarzajace hioscyjamine, (1 mg/g suchej
masy) i skopolamine (3 mg/g suchej masy). 110$¢ skopolaminy w tych korzeniach byta
5-krotnie wyzsza niz w korzeniach transformowanych dzikim szczepem A. rhizoge-
nes. Doswiadczenie to otworzytlo mozliwosci przenoszenia genu li6h takze do in-
nych roslin, ktére sa lepszym niz Atropa belladonna zrodtem skopolaminy. Ostatnio,
jouhikainen i wsp. (3), aby zwiekszy¢ biosynteze skopolaminy, wprowadzili gen Héh
do korzeni lulka {Hyoscyamus muticus). Do transformacji badacze wykorzystali dwa
szczepy A. rhizogenes (LBA9402 i 15834), do ktdrych wprowadzono plazmid pLAL21
z genem h6h potaczonym z promotorem pochodzacym z wirusa mozaiki kalafiora
(35SCalVIV). W przeprowadzonej analizie molekularnej (PCR) wykazano integracje
genu héh z genomem komorek w wiekszosci otrzymanych klondw (65%). Klony te
roznity sie ekspresjg wprowadzonego genu, aktywnos$cig enzymu 6-p-hydroksylazy
hioscyjaminy, a takze morfologig oraz zawartoscig hioscyjaminy i skopolaminy. Me-
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tocig hybrydyzacji typu Northern udowodniono, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy po-
ziomem ekspresji genu héh a biosyntezg skopolaminy. Najbardziej produktywna li-
nia wytwarzata 17 mg/l skopolaminy, tj. ponad 100 razy wiecej niz korzenie kontrol-
ne - 0,12 mg/l) oraz 180 mg/l hioscyjaminy. Hioscyjamine znaleziono réwniez w in-
nych analizowanych klonach, w ilosci od 0,1 do 288 mg/l. Obecnos¢ tego alkaloidu
Swiadczy, ze przeksztatcenie hioscyjaminy w skopolamine w transformowanych ko-
rzeniach H. muticus nie byto catkowite. Zdaniem autoréw mozliwa jest dalsza kon-
wersja hioscyjaminy w skopolamine, pod warunkiem zwiekszenia poziomu ekspre-
sji genu héh (3).

2.2. Biosynteza alkaloidéw indolowych i chinolinowych

Przyktadem innych waznych dla lecznictwa metabolitow sg alkaloidy barwinka
r6zowego (Catharanthus roseus) oraz alkaloidy chinolinowe, wystepujace w korze
drzew nalezacych do rodzaju chinowiec, gtownie w gatunkach Cinchona officinalis
i C. succirubra. Catharanthus roseus gromadzi w liSciach i korzeniach alkaloidy indolo-
we 0 strukturze monomerycznej i dimerycznej. Zwigzki monomeryczne, takie jak
serpentyna i ajmalicyna stosowane sg w kardiologii, jako $rodki obnizajace cisnienie
krwi i poprawiajgce krgzenie obwodowe (4). Szczegdlnie cenne, z uwagi na dzia-
fanie przeciwnowotworowe, sg alkaloidy dimeryczne Catharanthus roseus (winkrysty-
na i winblastyna). Z alkaloidéw chinolinowych w lecznictwie wykorzystywane sg chi-
nina (Srodek przeciwgoraczkowy i przeciwbolowy) oraz chinidyna (jeden z najlep-
szych lekéw przeciwarytmicznych) (4).

Z dotychczasowych ustaler wynika, ze poczatkowy etap w tancuchu biosyntezy
alkaloidéw indolowych i chinolinowych jest wspélny. Prekursorem obu typu zwigzkéw
jest 3a-(s)-stryktozydyna, produkt kondensacji sekologaniny i tryptaminy (rys. 2).
Reakcja katalizowana jest przez syntaze stryktozydynowa. Gen str kodujgcy ten en-
zym sklonowano z rauwolfii zmijowej (Rauwolfia serpentina) (5) i Catharanthus roseus
(6). Zidentyfikowano i wyizolowano (z C. roseus) réwniez gen tdc kodujacy dekarbok-
sylaze tryptofanowg, enzym odpowiedzialny za przeksztatcanie tryptofanu w trypta-
mine (7). Na bazie szczepu LBA9402 Agrobacterium rhizogenes, skonstruowano wek-
tor binarny zawierajacy geny str i tdc z promotorem pochodzacym z wirusa mozaiki
kalafiora, genem reporterowym gus dla p-glukuronidazy i genem selekcyjnym wa-
runkujagcym opornos$¢ na higromycyne (koduje fosfotransferaze higromycyny). Wek-
tor ten uzyto do transformacji korzeni Cinchona officinalis (C. ledgeriana) (8). Sposréd
otrzymanych klonéw, wyselekcjonowano linie charakteryzujacg sie wysoka ekspre-
sja genow tdc i str, wysoka zawartoscig tryptaminy (1200 pg/g suchej masy), strykto-
zydyny (1950 pg/g suchej masy) i alkaloidu chinidyny (1000 pg/g suchej masy). Po-
ziom chinidyny byt 3-5-krotnie wyzszy niz w korzeniach kontrolnych, tj. korzeniach
wiosnikowatych C. officinalis nietransformowanych genami tdc i str, korzenie te byly
otrzymane przez Hamilla i wsp. w 1989 r. (9). W przeciwienstwie do chinidyny, za-
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biogeneza skfadnika

biogeneza skfadnika monoterpenowego
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CKOH
kwas szikimowy
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OGlc
3a-(s) - stryktozydyna
alkaloidy ~_alkaloidy
indolowe {Cantharanthus) chinolinowe (Cinchona)

Rys. 2. Poczatkowe etapy biosyntezy alkaloidéw indolowych i chinolinowych; TDC - dekarboksyla-
za tryptofanowa; STR - syntaza stryktyzydynowa.
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wartos$¢ innych alkaloidéw (chininy, cynchoniny i cynchonidyny) w korzeniach C. offi-
cinalis stransformowanych genami tdc i str pozostawata na tym samym poziomie co
w korzeniach kontrolnych (np. zawarto$¢ chininy wynosita 500 pg/g suchej masy)
(8).

Udato sie réwniez otrzymaé kultury zawiesinowe Cathoranthus roseus transfor-
mowane plazmidem Agrobacterium tumefaciens, niosgcym geny tdc i str (10). Ekspre-
sja tych genéw doprowadzita w niektorych liniach komdrkowych do stymulacji bio-
syntezy alkaloidu ajmalicyny. Zawarto$¢ tego metabolitu osiggneta 300 mg/l w litrze
kultury i byta kilkakrotnie wyzsza niz w nietransformowanych liniach komérkowych
C. roseus (77 mg/l). Oprocz ajmalicyny, komorki syntetyzowaly réwniez inne mono-
meryczne alkaloidy indolowe: serpentyne, katarantyne i tabersoning. Ogélna zawar-
tos$¢ alkaloidéw w tych kulturach wynosita 0,2% w odniesieniu do suchej masy.

W opisanych doswiadczeniach wskazuje sie, ze mozliwe jest otrzymanie kultur
Cinchona officinalis i Catharanthus roseus z ekspresjg obu wprowadzonych gendéw (str
i tdc). Klopoty wystepujg z uzyskaniem wysokiej i stabilnej ekspresji tych genéw. Po-
ziom ekspresji zwigzany jest z miejscem integracji T-DNA (efekt pozycji) (11) oraz
liczbg kopii wprowadzonego genu (12) i moze by¢ rézny w poszczegdlnych liniach
komorkowych i korzeniowych. Dlatego konieczne jest przeprowadzenie selekcji
i wybranie kultury z odpowiednim poziomem ekspresji genow i wysokg biosyntezg
pozadanych metabolitow, jednak wydajnosci bioproduktow osiagane w komérkach
transformowanych, chociaz wyzsze niz w kulturach nietransformowanych, sg z re-
guly nizsze niz w roslinie macierzystej (tab. 1).

Tabela 1

Zawarto$¢ alkaloidéw chinolinowych w kulturach in vitro i rodlinach Cinchona officinalis (8,13)

Materia! Zawarto$¢ alkaloidéw chinolinowych (mg/g suchej masy)

Kultury in vitro:

zawiesina 0,001

kalus 0,01

pedy 1,0

korzenie nietransformowane 0,1

korzenie transformowane dzikim szczepem 4. rhizogenes 0,5*

korzenie transformowane genami tdc i str 2,0

Kora drzewa 150,0

‘dotyczy alkaloidu chininy

Wazne jest uzyskanie stabilnej ekspresji transgenéw. W badaniach prowadzo-
nych z kulturami korzeni Cinchona officinalis transformowanych genami str i tdc wy-
kazano, ze po roku kultura catkowicie utracita zdolno$¢ do wytwarzania alkaloidow
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chinolinowych (8). W przeprowadzonej analizie molekularnej (PCR, hybrydyzacja
typu Southern) wykazano ,.wyciszenie genu” tdc {gene silencing), co przejawiato sie
utratg aktywnosci dekarboksylazy tryptofanowej i byto prawdopodobnie powodem
zahamowania biosyntezy alkaloidow. DNA, ktdre integruje z genomem moze byc in-
aktywowane w rdzny sposob, najczesciej poprzez metylacje (14). Jednak zastosowa-
nie, jako czynnika demetylujacego 5-azacytydyny, nie doprowadzito do aktywacji
genu tdc w komdrkach korzeni C. officinalis i przywrdcenia biosyntezy alkaloidow.
Wedtug Geerlingsa i wsp. (8) utrata ekspresji tego genu byla prawdopodobnie spo-
wodowana zjawiskiem kosupresji. Z danych literaturowych wynika, ze zjawisko to
jest czestym powodem inaktywacji czesciowo homologicznych transgenow (15).

Canel i wsp. (10) uwazajg, ze stabilno$¢ ekspresji wprowadzonych do komérek
C. roseus gendw tdc i str i zwigzana z tym stabilno$¢ biosyntezy alkaloidéw jest uwa-
runkowana epigenetycznie. Wedtug tych autor6w genetyczna interwencja w szlaki
biosyntezy moze da¢ pozytywne rezultaty jedynie przy zapewnieniu komérkom od-
powiednich warunkéw hodowli. Udowodniono m.in., ze ekspresja genow tdc i str
jest hamowana przez auksyny (16).

Szczeg6lnie interesujaca, jak sie wydaje, jest mozliwos$¢ genetycznej ingerencji
w biosynteze winblastyny i winkrystyny, dimerycznych alkaloidéw barwinka rézo-
wego. Te roslinne leki przeciwnowotworowe osiggaja na rynku bardzo wysokie
ceny, dochodzace do 20 tysiecy USD/g. W przeprowadzonych badaniach izotopo-
wych wykazano, ze bezposrednimi prekursorami alkaloidéw dimerycznych w Catha-
ranthus roseus sg alkaloidy, windolina i katarantyna (17). Dobrym zrodtem kataranty-
ny sg kultury in vitro (zawiesiny lub korzenie wto$nikowate) C. roseus. jednak windo-
lina w warunkach in vitro jest syntetyzowana tylko w bardzo matych ilosciach. Wia-
domo juz, ze w roslinie alkaloid ten powstaje z tabersoniny (17). Warunkiem wstep-
nym, aby mozna bylo metodami inzynierii genetycznej stymulowac biosynteze di-
merycznych alkaloidéw w kulturach C. roseus, jest poznanie genoéw i enzymow u-
czestniczacych w konwersji tabersoniny w windoling (proces ten obejmuje co naj-
mniej 4 reakcje enzymatyczne).

2.3. Biosynteza serotoniny

Berlin i wsp. (18) wprowadzili gen tdc do komérek ruty syryjskiej (inaczej poga-
nek stepowy, Pegonum harmala) i po przeprowadzeniu selekcji otrzymali stabilng li-
nie komorkowa, w ktorej aktywnos$¢ dekarboksylazy tryptofanowej i zawartos¢ se-
rotoniny nie zmieniata sie podczas dtugotrwatej hodowli. Serotonina jest aming bio-
genng o charakterze neurohormonu, wazna w fizjologii i farmakologii osrodkowego
uktadu nerwowego (4). W komorkach P. harmala powstaje ona z tryptofanu, ktéry
przez dekarboksylaze tryptofanowg przeksztalcany jest w tryptamine, a ta przy
udziale hydroksylaz w serotonine (5-hydroksytryptamine) (rys. 3). Ekspresja genu
tdc prowadzita do znacznego zwiekszenia biosyntezy serotoniny. Nietransformowa-
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COOH HO
TDC
N NH, N NH, N NH,
H H H
tryptofan tryptamina serotonina

Rys. 3. Przemiany tryptofanu do serotoniny w kulturze in vitro Peganum harmala; TDC - dekarboksy-
laza tryptofanowa.

ne kultury komoérkowe P. harmala wytwarzaty 0,1-1 mg serotoniny w Ig suchej
masy, podczas gdy w kulturach transformowanych genem tdc poziom tego zwigzku
wynosit 10-25 mg/g suchej masy. W tych kulturach réwniez egzogenny tryptofan
ulegat dekarboksylacji do tryptaminy, o czym Swiadczy dalszy wzrost poziomu sero-
toniny (7-8%, w przeliczeniu na suchg mase), po dodaniu 10 mg tryptofanu. Efektu
tego nie obserwowano w nietransformowanych liniach komérkowych (18).
Prawdopodobnie, tryptamina jest rowniez prekursorem alkaloidéw indolowych
z grupy p-karboliny, syntetyzowanych w korzeniach P. harmala (rys. 4). jednak ani
w kulturach korzeni, ani w zawiesinach P. harmala ekspresja genu tdc nie doprowa-
dzita do zwiekszenia biosyntezy tych zwiazkéw. Swiadczy to, ze biosynteza alkalo-
idow P-karbolinowych w kulturze in vitro P. harmala nie jest limitowana aktywnoscig
dekarboksylazy tryptofanowej (18). Nie mozna jednak wykluczy¢ niekorzystnego
wplywu serotoniny na biosynteze tych alkaloidéw. W korzeniach P. harmala trans-
formowanych genem tdc stosunek alkaloiddw do serotoniny wynosit 1:2-1:3
i ksztattowat sie zupetnie inaczej niz w kulturach korzeni transformowanych dzikim
szczepem 4. rhizogenes (2:1-3:1) (18). Zmodyfikowane genetycznie korzenie i kultury
zawiesinowe P. harmala moga by¢ doskonatym modelem badawczym dla lepszego
poznania szlaku biosyntezy alkaloidéw karbolinowych. Dotychczas nie zostato jesz-
cze rozstrzygniete, czy te alkaloidy i serotonina majg wspolny prekursor i czy jest
nim na pewno tryptofan. W przypadku pozytywnej odpowiedzi ustalenia wymaga
mechanizm dystrybucji tryptofanu do biosyntezy obu typow metabolitow.

alkaloidy p-karbolinowe

Ri R? R3 Rd
harmarol  OH H H- H?
harmalina OCH, H H? H7
harmol OH H H H
harmina OCH, H H H
ruina OCH3 0-Glu H H

Rys. 4. Struktura chemiczna alkaloidéw p-karbolinowych wykrytych w roélinach i kulturach in vitro
Peganum harrnala.
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3. Modyfikacje genetyczne prowadzace do ekspresji obcych gendw,
zmiany szlakéw metabolicznych i biosyntezy nowych zwigzkow

3.1. Biosynteza szikoniny

COOH COOH

HO
OH

COOH

COOH

COOH

COOH

Ryc. 5. Biosynteza kwasu 4-hydroksybenzoesowego (4HB) w komérkach Lithospermum erythrorhizon;

A - w rodlinie i kulturze nietransformowanej; B - w korzeniach transformowanych genem ubiC, ko-
dujacym pirogroniano-liaze choryzmianowg (CPL); ! — kwas szikimowy; Il - kwas choryzmowy; Il —

kwas prefenowy: IV - fenyloalanina; V - kwas cynamonowy; VI - kwas 4-hydroksybenzoesowy.

I
J
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Rys. 6. Menisdauryna.

Szikonina jest naftochinonem syntetyzowanym w korzeniach Lithospermum ery-
throrhizon. Ma wiasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwzapalne i przeciwnowotwo-
rowe (19,20); wykorzystywana jest rowniez w kosmetyce (jako barwnik w pomad-
kach do ust), jest pierwszym wtérnym metabolitem otrzymywanym na skale prze-
mystowg z roslinnych kultur komérkowych (21).

Skrocenie szlaku biosyntezy szikoniny uzyskano przez wprowadzenie bakteryj-
nego (z Escherichia coli) genu ubiC do korzeni Lithospermum erythrorhizon (22). Gen
ubiC koduje pirogroniano-liaze choryzmianows (CPL). Enzym ten przeksztatca cho-
ryzmian bezposrednio w kwas 4-hydroksybenzoesowy (4HB) (rys. 5B), z ktorego wy-
wodzi sie pierscien benzoilowy szikoniny. Normalnie gen ubiC nie wystepuje w ro-
$linach i powstawanie kwasu 4HB jest procesem wieloetapowym, w ktérym bierze
udziat kilka enzymow (rys, 5A). Ekspresja genu ubiC doprowadzita do nadprodukcji
kwasu 4HB w korzeniach transformowanych L. erythrorhizon. Efektem transformacji
byto réwniez 5-krotne zwiekszenie zawartosci menisdauryny (rys. 6), prawdopodob-
nie produktu przemian tyrozyny. Nie obserwowano natomiast znacznego zwigksze-
nia akumulacji szikoniny (22). By¢ moze dla zwigkszenia produkcji szikoniny ko-
nieczna jest aktywacja enzymOw zaangazowanych w dalsze etapy biosyntezy tego
naftochinonu, tj. na odcinku miedzy 4HB a produktem koricowym. Uwaza sie, ze
gtéwnymi enzymami biosyntezy szikoniny sg reduktaza 3-hydroksy-3-metylogluta-
rylo-koenzymu A (reduktaza HMG-CoA) (23) i geranyto-transferaza kwasu 4-hydroksy-
benzoesowego (24). Ten ostatni enzym przez przytgczenie kolejnych czasteczek di-
fosforanu geranylu do kwasu 4-hydroksybenzoesowego prowadzi do powstania pie-
rScienia chinidowego w strukturze szikoniny.

Gen ubiC z Escherichia coli wprowadzono réwniez do komérek tytoniu (Nicotiana
tabacLim) (25). Transgeniczne rosliny wykazywaty wysoka aktywno$¢ pirogroniano-tiazy
choryzmianowej i wysoka produkcje 4HB. Metabolit ten gromadzony byt w postaci
(3-glukozydu, w ilosci 0,52% w przeliczeniu na suchg mase. 110S¢ ta byta 1000 razy wyz-
sza od iloSci kwasu 4HB wystepujacego w nietransformowanych roslinach tytoniu.
Z praktycznego punktu widzenia wazne moze byc to, ze estry kwasu 4-hydroksyben-
zoesowego wykazuja aktywnos¢ przeciwbakteryjna, naleza do fitoaleksyn i stymu-
luja produkcije biatek obronnych w Nicotiana tabacum (26). Mozliwe jest zatem w wy-
niku ekspresji genu ubiC, uzyskanie roslin o zwiekszonej odpornosci na patogeny.
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HO CH =

Rys. 7. Resweratrol.

W celu otrzymania roslin bardziej odpornych na infekcje wprowadzono do ko-
morek tytoniu réwniez gen dla syntazy stilbenu, wyizolowany wczesniej z Arachis
hypogea i Vitis vinifera (27,28). W wyniku ekspresji tego genu uzyskano transgenicz-
ne kalusy i rosliny tytoniu wytwarzajace resweratrol (rys. 7), fitoaleksyne z grupy
stilbenéw o wiasciwosciach grzybobodjczych i antyagregacyjnych. Zwigzku tego nie
wykryto w nietransformowanych roslinach N. tabacum. Obecnie najwiecej uwagi po-
Swieca sie otrzymywaniu transgenicznych rosélin wyposazonych w geny warunkujace
produkcje nowych cennych zwigzkéw polipeptydowych (przeciwciata, szczepionki,
nowe leki) (29-31).

4. Modyfikacje genetyczne prowadzace do obnizenia lub zablokowania
biosyntezy metabolitow wtornych

Zablokowanie biosyntezy mozna osiagna¢ poprzez wprowadzenie uczest-
niczacego w taincuchu biosyntezy genu w orientacji antysensowej, tj. o sekwencji
komplementarnej do wybranego fragmentu DNA lub mRNA. Transkrypcja wprowa-
dzonego cDNA spowoduje wytworzenie antysensowego, czyli komplementarnego
do mRNA polinukleotydu, zdolnego do hybrydyzacji z natywnym mRNA. Utworzona
hybryda, antysensowy RNA/natywny mRNA, blokuje proces biosyntezy biatka zako-
dowanego w blokowanym fragmencie RNA. Prowadzi to do obnizenia poziomu
okreslonego enzymu. W odniesieniu do metabolitow wtornych, strategie antysensu
zastosowano po raz pierwszy pod koniec lat osiemdziesigtych. Celem tych badan
byta zmiana barwy kwiatow petunii {Petunia hybryda), przez wprowadzenie antysen-
sowego DNA syntazy chalkonowej (CHS) do komorek tej rosliny (32). Syntaza chal-
konowa (CHS) katalizuje reakcje kondensacji jednej czasteczki kumarylo-CoA z trze-
ma czasteczkami malonylo-CoA (rys. 8). Zablokowane genu syntazy chalkonowej an-
tysensowym konstruktem uniemozliwito biosynteze chalkonu naryngeniny - pre-
kursora flawonoid6w, w tym takze antocyjandw (rys. 8). W konsekwencji otrzymano
transgeniczne petunie o biatych kwiatach (32). Podobne do$wiadczenia przeprowa-
dzono dla tytoniu (32), gerbery (33) i torenii (34). Uwaza sie, ze technika antysensu
moze w przysztosci doprowadzi¢ do otrzymywania roslin z nizszg zawartoscia nie-
ktérych alkaloidéw, np. kofeiny w nasionach kawy, czy nikotyny w lisciach tytoniu.
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5. Podsumowanie

Najwazniejszym obecnie aspektem badan dotyczacych genetycznych modyfikacji
drog wtornego metabolizmu w roslinnych kulturach in vitro jest poszerzenie wiedzy
na temat genow i enzyméw uczestniczacych w szlakach metabolicznych oraz me-
chanizmow ich regulacji. Pomimo znacznych postepdw w tej dziedzinie, dotychczas
jedynie szlak prowadzacy z fenyloalaniny do flawonoidéw zostat poznany na pozio-
mie molekularnym (35).

Przedstawione w tekScie przyklady Swiadczg, ze wykorzystujgc metody inzynie-
rii genetycznej mozna takze otrzymac¢ kultury in vitro (zawiesiny, korzenie wio$ni-
kowate) z wyzsza wydajnoscig niektorych produktow. Obserwowany efekt zalezy
w duzym stopniu od funkcji wprowadzonego genu w tancuchu biosyntezy. Najlep-
sze rezultaty osigga sie gdy sklonowany gen steruje synteza enzymu bioracego
udziat w koncowym etapie biosyntezy danego metabolitu. Na przykfad dla biosynte-
zy skopolaminy takim genem, jest h6h, kodujagcy hydroksylaze hioscyjaminy.
Osiggane wydajnosci sg jeszcze zbyt niskie, aby mozna byto wykorzystaé zmodyfi-
kowane genetycznie kultury do produkcji metabolitéw na skale przemystowa. Moz-
na sie jednak spodziewac, ze postep w dziedzinie transformacji i konstrukcje wek-
toréw umozliwiajagcych wprowadzanie do genomdw roéliny duzych fragmentéw
DNA, niosacych geny fragmentéw lub nawet catych szlakéw metabolicznych, stwo-
rzy nowe mozliwosci i przyspieszy praktyczne wykorzystanie transgenicznych kul-
tur do biosyntezy szczeg6lnie cennych metabolitow. Nadzieje wigze sie réwniez
z opracowaniem systemow opartych na ekspresji roslinnych genéw w mikroorganiz-
mach. Jest jeszcze jednak wiele zagadnien zwigzanych z rozwojem tego kierunku
badan. Wynikajg one m.in. ze ztozonosci drég metabolicznych w roslinie. S to zwy-
kle procesy wieloetapowe, kontrolowane przez wiele genéw i enzymow, powigzane
z réznicowaniem i rozwojem komorek.
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