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TRANSGENICZNE ZWIERZETA | ROSLINY JAKO BIOREAKTORY PRZYSZtOSCI

WSTEP

Postep w metodach rekombinacji genow i
inzynierii genetycznej umozliwia obecnie two-
rzenie organizméw transgenicznyeh, wyposazo-
nychw nowe cechy lub w nowe, nie wystepujace
w przyrodzie kombinacje cech. Organizmy
transgeniczne — zwierzeta i rosliny — tworzy
sie wprowadzajac do ich komdrek obce geny lub
konstrukcje genowe. Dzieki zastosowaniu od-
powiednich sekwencji regulacyjnych — promo-
torow— ekspresje tych genéw mozna skierowaé
do wybranych komoérek i narzadéw transgeni-
cznego organizmu; na przykiad, do gruczotu
mlecznego zwierzat, czy, w przypadku roslin, do
czesci jadalnych — ziaren, bulw i innych. Pro-
dukcja aktywnych biologicznie biatek, na przy-
ktad ludzkich biatek leczniczych, bedzie niewat-
pliwie jednym z pierwszych zastosowan trans-
genicznych roslin i zwierzat. Zapotrzebowanie
na takie biatka jest bardzo duze, a ich podaz
zawsze niewystarczajgca. Niektoére z prostszych
ludzkich biatek, na przykiad insuline czy hor-
mon wzrostu, mozna wytwarzaé¢ w rekombino-
wanych bakteriach. Jednak bakterie nie sg
zdolne do przeprowadzenia wiekszosci potrans-
lacyjnych modyfikacji, stad tez bardziej skom-
plikowane biatka, wymagajgce do swojej aktyw-
nosci glikozylacji, fosforylacji, a-karboksylacji
czy aktywacji przez proteolize, moga by¢ wytwa-
rzane jedynie w komdrkach eukariotycznych.
Wiele z tych biatek obecnie izoluje sie z ludzkiej
krwi (co wymaga ogromnych ilosci krwi pobra-
nej od dawcow), albo z hodowanych in vitro
ludzkich komérek (co z kolei wymaga stosowa-
nia bardzo skomplikowanych i kosztownych
bioreaktorow komérkowych). Zwierzeta i rosli-
ny wyposazone w geny struktury ludzkich bia-
tek moga same, bez specjalnej interwencji czto-
wieka, wytwarza¢ duze ilosci tych biatek. Co
wiecej, transgeniczne organizmy na ogot prze-

kazujg te ceche swojemu potomstwu, dzieki
czemu taka ,fabryka farmaceutyczna” bedzie
sie sama odtwarzata, bez angazowania duzych
pieniedzy na inwestycje. Pozwoli to na wytwo-
rzenie kazdej potrzebnej ilosci biatek o znacze-
niu leczniczym.

Jednym z najbardziej perspektywicznych
»Zywych bioreaktorow”jest niewatpliwie gruczot
mleczny. Komérki gruczotu mlecznego zwierzat,
same wyspecjalizowane w produkcji skompli-
kowanych bialek, sg takze zdolne do przepro-
wadzania modyfikacji potranslacynych biatek
kodowanych przez transgeny. Uzyskano juz
transgeniczne zwierzeta; krowy, kozy, owce i
kroliki wytwarzajace w gruczole mlecznym lu-
dzkie biatka lecznicze takie jak: al-antytrypsy-
na, antytrombina lll, czynniki krzepliwosci krwi
VI i IX, aktywator plazminogenu. Niektore z
tych biatek wytwarzane sg w ilosciach wystar-
czajacych, zeby rozwazaé ich komercyjne wyko-
rzystanie. Produkcja biatek leczniczych w mle-
ku transgenicznych zwierzat ma takze inne za-
lety. Ograniczy na przyktad mozliwos¢ nieumy-
Slnego rozprzestrzenienia wirusa HIV lub wiru-
sa z6haczki, zmniejszy zagrozenie Srodowiska
przez przemyst chemiczny czy farmaceutyczny.
Niektdrzy autorzy uwazajg co prawda, ze stoso-
wanie w medycynie biatek produkowanych
przez zwierzeta sprowadzi niebezpieczenstwo
zarazenia chorobami odzwierzecymi, na przy-
ktad BSE (choroba szalonych kréw). Jednakze,
jako ,bioreaktoiy” bedg na pewno wykorzysty-
wane tylko zwierzeta wszechstronnie przebada-
ne i oczywiscie zdrowe.

Transgeniczne rosliny sg takze uwazane z
bardzo wazne i przysztosciowe Zzrédto rekom-
binowanych biatek, w szczegélnosci takich, kté-
re moga by¢ wykorzystane jako leki. Produkcja
farmaceutykéw w transgenicznych roslinach
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ma wiele zalet. Pod wzgledem wyposazenia
technicznego i kosztow o wiele tatwiej jest wy-
twarza¢ obce biatka w transgenicznych rosli-
nach, niz u transgenicznych zwierzat. Juz od
kilku lat prébuje sie wytwarza¢ w roslinach
biatka o potencjalnym znaczeniu leczniczym —
ludzkg albumine krwi, interferon, enkefaliny,
hemoglobing, przeciwciata, antygeny wirusowe
i bakteryjne, a nawet takich produktow jak
poliestry, stosowane jako plastikowe opakowa-
nia (Moffat 1992). Szczegoblnie ekscytujgcajest
mozliwos¢ produkcji aktywnych immunologicz-
nie antygenéw. Wykazano na zwierzetach do-
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Swiadczalnych, ze niektdre z tych antygenéw sg
aktywne po podaniu doustnym. Stwarza to mo-
zliwos¢ wykorzystana w przysztosci transgeni-
cznych roslin do masowej produkcji jadalnych
szczepionek. W transgenicznych roslinach
mozna takze wytwarza¢ praktycznie kazde
przeciwciato. Takie roslinne przeciwciala (ang.
plantibodies) mozna nastepnie izolowac i wyko-
rzystywa¢ w diagnostyce i w leczeniu ludzi i
zwierzat. Mozna je takze wykorzystywac in situ
w roslinach, jako jadalne szczepionki lub bez-
posrednio do ochrony roslin przed patogenami.

TRANSGENICZNE ZWIERZETA

Na temat transgenicznych zwierzat i mozli-
wosci ich wykorzystania jako ,zywych” biore-
aktoréw napisano wiele publikacji przeglgdo-
wych (Janne i wspotaut. 1994, Lubon 1998,
Houdebine 1995, Zwierzchowski 1998), a na-
wet opublikowano na ten temat ksigzke (Hou-
debine 1998).

Najpowszechniej stosowang technikga wpro-
wadzania nowej informacji genetycznej do ge-
nomu zwierzat jest mikroiniekcja DNA do me-
skiego przedjadrza zygoty (Ryc. 1). Z nieliczny-
mi wyjatkami, tg wtasnie technike wykorzysty-
wano do uzyskania transgenicznych zwierzat
gospodarskich. Inne metody stosowano rzadko,
a ich skutecznos¢ nie zostatajeszcze sprawdzo-
na. Prébowano wprowadza¢ DNA bezposrednio
do komérek zarodkéw za pomoca elektropora-
cji. Jako wektory do transferu genéw wykorzy-
stywano rekombinowane retrowirusy lub ple-
mniki optaszczone DNA. Po krétkiej hodowli in
vitro zarodki przenoszono do matek zaste-
pczych, gdzie rozwijaty sie az do porodu, dajac
poczatek transgenicznym zwierzetom. Jedna z
podstawowych trudnosci, najaka napotyka sie
przy uzyskiwaniu transgenicznych zwierzat go-
spodarskich, jest niewielka ilos¢ zarodkéw do-
stepnych do manipulacji, szczegblnie w przy-

padku zwierzat, ktére rodza zazwyczaj tylko
jedno miode, na przyktad bydta. Mozna te trud-
nos¢ oming¢ wykorzystujac oocyty pozyskane z
rzezni, ktére zaptadnia sie in vitro. W ten sposéb
uzyskano transgeniczne krowy wytwarzajgce w
mleku ludzkg eiytropoetyne i bydio (buhaja) z
genem ludzkiej laktoferyny. Takie zarodki,
przed przeniesieniem ich do zastepczych ma-
tek, mozna dodatkowo ,seksowac” pobierajac
jeden, dwa blastomeiy i oznaczajgc ich ptec
metoda PCR. Zwiekszy to znacznie prawdopo-
dobienstwo uzyskania transgenicznych zwie-
rzat o pozadanej pici, na przykitad samic wytwa-
rzajacych ludzkie biatka w gruczole mlecznym.

Obecnie duze nadzieje wigze sie z mozliwo-
Scig wykorzystania klonowania do szybkiego, a
by¢ moze takze tanszego, wytwarzania transge-
nicznych zwierzat. Obce geny mozna wprowa-
dzi¢ do rosngcych in vitro komoérek, na przyktad
ptodowych fibroblastéw, a nastepnie jadra tych
komorek transplantowaé¢ do enukleowanych
oocytéw w celu uzyskania klonéw transgenicz-
nych zwierzgt. Doniesionojuz o uzyskaniu tym
sposobem transgenicznej owcy wyposazonej w
gen IX czynnika krzepliwosci krwi (Schnieke |
wspétaut. 1997).

GRUCZOt MLECZNY JAKO BIOREAKTOR

Gruczot mlecznyjest atrakcyjnym celem dla
inzynierii genetycznej. Jest on czyms$ w rodzaju
naturalnej fabryki biatek, ktore sg syntetyzowa-
ne w ogromnych ilosciach i wydzielane na zew-
natrz, co umozliwia ich odzyskanie bez konie-
cznosci zabijania zwierzecia. Gruczot mleczny
jest miejscem potranslacyjnej modyfikacji bia-
tek, ktora bardzo czesto jest niezbedna dla ich
biologicznej aktywnosci. Jak jednak wykazano,
nie zawsze obce gatunkowo biatka syntetyzowa-
ne w gruczole mlecznym transgenicznych zwie-

rzat podlegajg prawidtowym modyfikacjom po-
translacyjnym. Na przykiad tylko okoto 1/3
ludzkiego biatka C wytwarzanego przez trans-
geniczne myszy i Swinie jest aktywna biologicz-
nie. Prawdopodobienstwo prawidtowej modyfi-
kacji potranslacyjnej biatka mozna zwiekszyc¢
wprowadzajac dodatkowy gen, ktérego produkt
— enzym — uczestniczy w modyfikacji biatek.
Jak wykazali Drews i wspotaut. (1995) wpro-
wadzenie do genomu transgenicznych zwierzat
wytwarzajgcych ludzkie biatko C dodatkowego
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genu fuiyny, enzymu modyfikujgcego na dro-
dze specyficznej proteolizy biatka krwi, pozwo-
lito na zwiekszenie ilosci aktywnego biologicznie
biatka C.

125

uzyskano wiele transgenicznych myszy, do ge-
nomu ktéiych wprowadzono obce geny biatek
mleka lub konstrukcje genowe wyposazone w
promotory gendéw biatek mleka. Mysz byta tez

TRANSGENICZNE ZWIERZETA
JAKO BIOREAKTORY

TRANSGENICZNE ZWIERZETA

- krowy
- owce
- kozy
- $winie
- kréliki
- kury

Ryc. 1 Transgeniczne zwierzeta.

Jako model doswiadczalny do testowania
technik transgenezy wykorzystano myszy, naj-
lepiej poznane i najtatwiejsze do hodowli zwie-
rzeta laboratoryjne. Pierwsze myszy transgeni-
czne, wytwarzajace w mleku obce gatunkowo
biatko, uzyskali uczeni z Edynburga — Simons
i wspétaut. (1987). Wytwarzaty one w gruczole
mlecznym owczg (3-laktoglobuling, biatko ser-
watki, ktére nie wystepuje normalnie w mleku
giyzoni. Od tego czasu, w wielu laboratoriach

SKLONOWANY LUDZKI GEN
(Konstrukcja genowa)

WPROWADZENIE OBCEGO DNA
- mikroiniekcja

- wektory wirusowe

- plemniki

- elektroporacja

ZARODKI
(zygoty, zarodki 1-, 2- komdrkowe)

HODOWLA IN VITRO

TRANSFER DO MATKI
ZASTEPCZEJ

LUDZKIE BIALKA
WYDZIELANE DO:

pierwszym transgenicznym zwierzeciem wytwa-
rzajacym w gruczole mlecznym ludzkie biatko
lecznicze — ludzki tkankowy aktywator plazmi-
nogenu (Gordon i wspotaut. 1987). W mleku
transgenicznych myszy uzyskano takze ekspre-
sje wielu innych biatek ludzkich, o potencjal-
nym znaczeniu leczniczym (literatura — patrz
Zwierzchowski 1998). W wiekszosci, badania te
miaty na celu przetestowanie ré6znych konstru-
kcji genowych i promotoréw zapewniajacych
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wysoka ekspresje wprowadzonego genu po to,
zeby takie same konstrukcje wykorzysta¢ na-
stepnie do tworzenia transgenicznych zwierzat
gospodarskich.
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ktoglobuliny, IX czynnik krzepniecia krwi czto-
wieka lub ludzka al-antytiypsyne (Simons i
wspétaut. 1988). Poczatkowo stezenie ludzkich
biatek w mleku owiec bylo stosunkowo niskie

Tabela 1 Ekspresja ludzkich biatek w mleku transgenicznych zwierzat gospodarskich.

Biatko Zwierze Ekspresja
Tkankowy aktywator Krélik 50 ng/ml
plazminogenu Koza 3 pg/mi
Interleukina-2 Krélik 430 ng/ml
a-Glukozydaza Krélik b.d.1
IGF-I Krolik 1mg/ml
NGF Krolik 50-250 (ig/ml
Dysmutaza
nadtlenkowa Krélik 3 mg/ml
GH Krolik 50 pg/mi
Koza 12-60 ng/ml
a l-antytrypsyna Oweca 35-60 mg/mi
Czynnik IX Oweca 0,25mg/mi
. Owca b.d.
Czynnik Vil Swinia 2,7 Jig/ml
Erytropoetyna Owca 0,5mg/mli
Krowa b.d.
Krélik 50 mg/ml
Antytrombina 11l Koza b.d.
Albumina krwi Koza 16 mg/mi
Laktoferyna Krowa 1mg/ml
Brak danych

W ciggu kilkunastu lat jakie uptynetly od
pierwszych doswiadczen nad transgeneza, nie
tylko uzyskano wiele zwierzat transgenicznych
— laboratoryjnych i gospodarskich — produku-
jacych w mleku ludzkie biatka, ale powstat caty
nowy przemyst farmaceutyczny oparty na wy-
korzystaniu transgenicznych zwierzat jako
~bioreaktoréw”. Tylko w Stanach Zjednoczo-
nych istnieje co najmniej tuzin takich przedsie-
biorstw, z budzetem ocenianym na 3 mid dola-
row rocznie. Wyniki badan prowadzonych w
laboratoriach tych przedsiebiorstw rzadko sg
publikowane. Liste (zapewne niepetng) transge-
nicznych zwierzat gospodarskich wytwarzaja-
cych w gruczole mlecznym ludzkie biatka lecz-
nicze pokazano w Tabeli 1

Jako pierwsze uzyskano w Roslyn koto
Edynburga transgeniczne owce wytwarzajgce w
mleku, pod kierunkiem promotora owczej (3-a-

Aktywnos¢ biologiczna: ewentualne dziatanie lecznicze

Proteaza przeksztatcajgca plazminogen w plazming;
rozpuszczanie zakrzepéw

Stymulacja proliferacji komoérek T; powstawanie
odpowiedzi immunologicznej

Metabolizm glikogenu: leczenie genetycznie
uwarunkowanych zaburzenn odktadania glikogenu —
choroba Pompea

Wzrost i réznicowanie komoérek i tkanek; wzrost
organizmu

Pobudzanie wzrostu neuronéw; dysfunkcje neurologiczne
centralnego i obwodowego uktadu nerwowego

Przeksztatcenie anionéw nadtlenkowych w H202; liczne
zastosowania terapeutyczne zwigzane z obnizaniem
stezenia wolnych rodnikéw

Wzrost i réznicowanie komorek; regulacja wzrostu
organizmu; kartowatos¢ i starzenie

Hamowanie aktywnosci elastazy; zapobieganie
uszkodzeniom tkanek przez tg proteaze; mukowiscydoza,
choroba pecherzykéw ptucnych

Krzepniecie krwi; hemofilia typu B

Krzepniecie krwi; hemofilia typu A

Pobudzanie proliferacji i dojrzewania macierzystych
komdrek krwiotwdérczych; erytropoeza, tworzenie
czerwonych ciatek krwi; anemia; zwiekszenie wydolnosci
fizycznej

Hamowanie aktywnosci
przeciwzakrzepowy

trombiny; czynnik

Skiadnik krwi; transfuzje

Dziatanie przeciwbakteryjne; transport zelaza od matki
do potomstwa; sktadnik odzywek dla dzieci; sepsis

(rzedu kilku ng/ml). Jednak z pézniejszych do-
niesien z tego samego laboratorium wynika, ze
udato sie uzyskaé transgeniczne owce wytwa-
rzajace srednio 35 g, a maksymalnie az 60 g
ludzkiej a-antytiypsyny na litr mleka (Wright i
wspotaut. 1991). Biatko bylo w petni aktywne
biologicznie. W innych laboratoriach uzyskano:
owce produkujgace VIII czynnik krzepliwosci
krwi, kozy produkujgce ludzki hormon wzro-
stu, tkankowy aktywator plazminogenu (tPA)
lub antytrombine, krowy wytwarzajace laktofe-
ryne lub erytropoetyne, Swinie wytwarzajace
biatko C lub VIII czynnik krzepliwosci krwi oraz
kroliki wytwarzajace interleukine-2, ludzki tPA
lub IGF-I. Aby skierowa¢ ekspresje obcych ga-
tunkowo biatek do gruczotu mlecznego stoso-
wano promotoiy réznych genéw biatek mleka.
Jako jeden z pierwszych wykorzystano do tego
celu promotor owczej (3-laktoglobuliny, ktéry
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okazat sie ,silny” i specyficzny. U wiekszosci
zwierzat transgenicznych ekspresja genéw lu-
dzkich biatlek potaczonych z tym promotorem
zachodzita w gruczole mlecznym. W innych do-
Swiadczeniach wykorzystano promotoiy mysie-
go i kroliczego genu kwasnego biatka serwatki
— WAP, kazeiny Bkrdlika, bydlecej kazeiny aS 1,
LTR wirusa MMTV i inne.

Wysokie stezenie ludzkich biatek w mleku
niektorych z tych transgenicznych zwierzat ro-
kuje nadzieje na rychte praktyczne wykorzysta-
nie transgenezy do produkcji ludzkich farma-
ceutykow. Chociaz, o ile mi wiadomo, zadne z
biatek produkowanych w ten sposo6b nie zostato
jeszcze dopuszczone na rynek farmaceutyczny,
to niektoére z nich (np. antytrombina wytwarza-
na przez transgeniczne kozy) pomysinie prze-
szty pierwsze testy kliniczne.

Planuje sie wykorzystanie jako ,,zywych bio-
reaktorow” roznych gatunkéw zwierzat, ale
przede wszystkim tych, uwazanych za typowe
zwierzeta mleczne — kréw, koéz i owiec. Jednak
brane sg pod uwage takze inne — na przykiad
Swinie i kréliki. Oczywiscie mleczna krowa by-
taby najlepszym ,bioreaktorem”. Szacuje sie, ze
krowa wyposazona w ludzki gen potaczony z
promotorem genu kazeiny — aS 1bytaby zdolna
wyprodukowac rocznie 60-80 kg ludzkiego biat-
ka (oczywiscie pod warunkiem, ze ekspresja
tego biatka doréwnywataby ekspresji kazeiny
krowiej). Taka krowa mogtaby zaspokoi¢ cate
Swiatowe zapotrzebowanie na biatko lecznicze.
Trzeba jednak wzig¢ pod uwage, ze uzyskanie
transgenicznej krowy jest bardzo kosztowne.
Koszty wytworzenia jednej krowy z aktywnym
transgenem szacuje sie na 300-500 tys. dola-
row. Jesli zas w poczatkowym etapie uzyskamy
transgenicznego samca, jak to miato miejsce w
przypadku buhaja Hermana z genem ludzkiej
laktofeiyny (Krimpenfort i wspotaut. 1991), to
na jego laktujgce corki trzeba bedzie czekac
kilka lat.

Wydaje sie, ze optymalnymi ,bioreaktorami”
mogtyby by¢ transgeniczne kozy lub owce.
Zwierzeta te mozna tatwiej hodowaé, szybciej
rozmnazac, aich utrzymanie jest znacznie tan-
sze niz utrzymanie krow. Wytwarzajg one dos¢
duze, w stosunku do swoich rozmiaroéw, ilosci
mleka. Niektorzy autorzy (Velander i wspotaut.

1997) uwazaja, Ze to Swinia ma najwiecej zalet

zaréwno jako model doswiadczalny, jak i przy-
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szty producent ludzkich farmaceutykow. Krot-
ka cigza, krotki odstep miedzypokoleniowy i
liczne mioty powoduja, ze wytworzenie transge-
nicznych swin zajmuje mniej czasu niz genety-
czna modyfikacja innych gatunkoéw zwierzat
gospodarskich. Chociaz Swinia nie jest typo-
wym zwierzeciem mlecznym, to od laktujacej
maciory mozna uzyskac okoto 300 litréw mleka
rocznie.

Planuje sie takze wykorzystaniejako zywych
Lbioreaktoréw” znacznie mniejszych zwierzat
transgenicznych, na przyktad krélikéw. Steze-
nie biatkaw mleku krélikajest trzy razy wieksze
niz w mleku krowy, a poza tym, transgeniczne
kroliki mozna tatwiej otrzymac a nastepnie roz-
mnozyé¢, niz inne zwierzeta. Kréliki mozna doi¢
mechanicznie i, podobno, uzyska¢ nawet do
100 ml mleka dziennie od jednej karmigcej
samicy. Oblicza sie, ze przy wydajnosci ekspre-
sji ludzkiego biatka rzedu 1 g/1 mleka, do pro-
dukgcji 4 kg czynnika krzepliwosci IX (tak sza-
cuje sie zapotrzebowanie w USA na to biatko
lecznicze) trzeba bedzie wykorzysta¢ 1 transge-
niczng krowe, 13 owiec, 7 kdz, 10 swin lub 714
krélikéw. Do wytworzenia 21 kg antytrombiny
Il trzebaby juz uzy¢ 3 transgenicznych krow
lub az 3750 kroélikéw (Warnr i wspoétaut. 1997).
Rachunek ekonomiczny zdecyduje, ktére trans-
geniczne zwierzeta zostana wykorzystane jako
bioreaktory. Wydaje siejednak, ze w wielu przy-
padkach taniej i szybciej bedzie uzy¢ do tego
celu krolikow.

Inny kierunek badari nad transgenezg gru-
czotu mlecznego to zastosowanie inzynierii ge-
netycznej do modyfikacji sktadu mleka tak, aby
uzyskac bardziej wartosciowy produkt spozyw-
czy. Planuje sie na przyktad ,humanizacje” mle-
ka przezuwaczy przez wprowadzenie do geno-
mu tych zwierzat dodatkowych genéw biatek
mleka cziowieka, a nawet zastgpienie genéw
bydlecych genami ludzkimi (literatura — patrz
Zwierzchowski 1998). W odniesieniu do zwie-
rzat gospodarskich sag to na razie tylko plany.
Skomplikowane manipulacje genetyczne prze-
prowadzano dotychczas tylko na myszach. Wy-
miane genéw mozna przeprowadzi¢ u zwierzat
jedynie metodg homologicznej rekombinaciji,
wykorzystujac linie pierwotnych komoérek za-
rodkowych (ESC); takie komorki sg, jak na
razie, dostepne tylko u myszy.

INNE ZWIERZECE BIOREAKTORY

Nie tylko gruczot mleczny transgenicznych
zwierzat moze by¢ miejscem syntezy obcych
gatunkowo biatek. Badania nad produkcjg lu-

dzkich biatek we krwi zwierzat takze maja juz
dos¢ dtugg tradycje. Doswiadczenia przeprowa-
dzone na myszach przez Brinstera i wspétaut.
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(1983) wykazaly, ze zwierzeta transgeniczne
mogq by¢ producentami aktywnych ludzkich
przeciwciat. Przypuszczalnie, mozliwe bedzie
wiec takze wytwarzanie funkcjonalnych czgste-
czek immunoglobulin przez zwierzeta gospo-
darskie. Takie zwierzeta bedzie mozna uzyskac
przez wprowadzanie konstrukcji genowych
sktadajacych sie z gendw kodujacych ciezki i
lekki tancuch immunoglobuliny lub zwierzat
wyposazonych tylko w jeden gen — taricucha
ciezkiego albo lekkiego — a nastepnie ich krzy-
zowanie w celu otrzymania zwierzat wytwarza-
jacych kompletne przeciwciata. Mozna bedzie w
ten sposéb wytwarzac specyficzne przeciwciata
— poli- lub monoklonalne, ktére beda wykorzy-
stywane do leczenia ludzi lub w diagnostyce
chorob. Uzyskano juz transgeniczne swinie i
owce wykazujgce ekspresje IgA w plazmie krwi
lub w limfocytach w ilosci okoto 1 mg przeciw-
ciata na ml krwi. Przeciwciata te miaty zdolnosc¢
wigzania odpowiednich antygenéw (Weidle i
wspotaut. 1991).

Krew transgenicznych zwierzat moze by¢
takze zrédtem ludzkich biatek krwi, na przyktad
hemoglobiny. Uzyskano transgenicze $winie
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wytwarzajgce w komérkach krwi okoto 9% lu-
dzkiej hemoglobiny o zdolnos$ci wigzania tlenu
identycznej,jak dla hemoglobiny z krwi cztowie-
ka (Swanson i wspétaut. 1992).

Kerr i wspétaut. (1998) wykazali, ze biore-
aktorem moze by¢ takze pecherz moczowy
transgenicznych zwierzat. Uzyskali oni transge-
niczne myszy z genem hormonu wzrostu (GH)
cztowieka, wyposazonym w promotor genu uro-
plakiny Il, ktére wytwarzaty w moczu do 500
ng/ml ludzkiego biatka. Autorzy, nie bez stusz-
nosci argumentuja, ze pecherz moczowy jest
lepszym bioreaktorem niz gruczot mleczny,
gdyz umozliwia wykorzystanie zwierzat obu
pici, a nie tylko laktujagcych samic. Ponadto, w
moczu jest niewiele biatek, co pozwoli na ta-
twiejsze oczyszczenie produktu transgenu. W
publikacjach przeglagdowych wspomina sie tak-
ze o mozliwosci produkcji ludzkich biatek w
innych wydzielinach zwierzat, na przyktad w
slinie lub w produktach zwierzecych, na przy-
ktad w jajach kurzych. Jajko pochodzace od
transgenicznej kuiy mogtoby by¢ niejako goto-
wa do uzytku kapsutg z lekiem. Takich mozli-
wosci jednak na razie jeszcze nie zrealizowano.

TRANSGENICZNE ROSLINY JAKO BIOREAKTORY

O mozliwosci wykorzystania transgenicz-
nych roélin jako producentéw rekombinacyj-
nych biatek pisat miedzy innymi Franken i
wspétaut. (1997).

Wektorem najczesciej wykorzystywanym do
genetycznej transformacji roslin jest plazmid Ti
Agrobacterium tumefaciens, bakterii powoduja-
cej powstawanie narosli nowotworowych u ro-
slin dwulisciennych (Ryc. 2). Inne metody, takie
jak bezposrednia elektroporacja DNA do proto-
plastow roslinnych, transfekcja przy pomocy
glikolu polietylenowego, ko-precypitacja DNA z
chlorkiem wapnia, ,bombardowanie” catych ro-
Slin lub ich komérek, za pomoca specjalnych
dziatek genowych, sa stosowane do wprowadza-
nia gendéw do ros$lin jednolisciennych. Wie-
kszos¢ z tych metod wprowadzania obcego DNA
wymaga izolacji protoplastéw, ich hodowli in
vitro, a nastepnie odtwarzania catych roslin.

O uzyskaniu pierwszych transgenicznych
roslin doniesiono w 1983 roku (Herrera-Estel-
1a i wspétaut. 1983). Od tego czasu wytworzono
wiele rekombinowanych biatek w transgenicz-
nym tytoniu, soi, pomidorze, ziemniaku i bana-

nie. Genetycznie zmodyfikowane rosliny maja
wiele zalet w poréwnaniu do innych systemoéw,
takich jak transgeniczne zwierzeta, rekombino-
wane bakterie czy transfekowane komoérki. Jed-
nak chyba najwazniejszg z tych zalet jest niski
koszt ich wytwarzania (Larrick i wspoétaut.
1998). Wyliczono w przyblizeniu koszty produ-
kcji biatek w réznych gatunkach roslin zakia-
dajac, ze zawartos¢ rekombinowanego biatka
osiggnie 10% catkowitego biatka rosliny. Naj-
tanisze bylyby koszty produkcji takich biatek w
soi (okoto 5 dolaréw USA za kilogram), niewiele
wyzsze w lucernie, kukurydzy i stoneczniku.
Cena rekombinowanego biatka wytwarzanego
w orzeszkach ziemnych osiggnetaby juz 26 do-
laréw za kilogram, a w najdrozszych pod tym
wzgledem ziemniakach — 60 dolaréw. Szacuje
sie, ze produkcja rekombinowanych biatek w
soi bytaby 10-50 razy tansza niz produkcja tego
samego biatka w bakterii E. colt Rosliny sa
najtanszym zrodtem jadalnych biatek; mozliwe,
ze w niedalekiej przysztosci beda takze najtan-
szym zrédiem biatek rekombinacyjnych.

PRZECIWCIALA

O mozliwosci wytwarzania ludzkich prze-
ciwciat w transgenicznych roslinach pisat mie-

dzy innymi Larrick i wspoOtaut. 1998. Pierwsze
przeciwciatawyprodukowali w transgenicznych
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roslinach w latach 80. dwaj niemieccy dokto-
ranci — Steiger i During (patrz Larrick i wspot-
aut. 1998). Poniewaz aktywne przeciwciata sg
zazwyczaj zbudowane z kilku tancuchoéw biat-
kowych potaczonych wigzaniami dwusiarczko-
wymi, a w pierwszych doswiadczeniach do ro-
sliny wprowadzano gen kodujacy tylko jeden
tancuch biatkowy, uzyskanie aktywnego prze-
ciwciatawymagato krzyzowania i selekcjonowa-
nia roslin potomnych. Pézniejsze doswiadcze-
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przeciwciata, ktére przechodzg w ich komor-
kach procesy potranslacyjnej modyfikacji i two-
rzenia struktur Il i Il1l-rzedowych. Jedyna rézni-
ca wynika z innego przebiegu glikozylacji; ro-
slinne przeciwciata nie zawierajg kwasu N-
acetyloneuramiminowego, ktory zazwyczaj sta-
nowi gtdwnag koncowg reszte cukrowa ztozo-
nych glikanéw u ssakoéw.

Trzy potencjalne leki o dziataniu immuno-
terapeutycznym, wytwarzane w transgenicz-

TRANSGENICZNE ROSLINY
JAKO BIOREAKTORY

SKLONOWANY LUDZKI GEN
(Konstrukcja genowa)

WPROWADZENIE OBCEGO DNA
- transtekcja z PEG

- elektroporacja

- wstrzeliwanie

- plazmid Ti Agrobacterium

PROTOPLASTY, KAWALKI ROSLIN (LISCI)

HODOWLAIN VITRO

ODTWORZENIE CALEJ
ROSLINY

TRANSGENICZNE ROSLINY
- tyton

- ziemniaki

- szpinak

- rzodkiewnik

Ryc. 2. Transgeniczne rosliny.

nia wykazaly, ze dojednej rosliny mozna wpro-
wadzi¢ geny kodujgce cate wielotaricuchowe
przeciwciata. Liste przeciwciat produkowanych
w transgenicznych roslinach przedstawiono w
Tabeli 2. Rosliny ,potrafig” wytwarza¢ gotowe

ANTYGENY
(SZCZEPIONKI)

PRZECIWCIALA
INNE BIALKA

POLIMERY

nych roslinach, przechodza obecnie testy klini-
czne. Sa to przeciwciata SIgA przeciw bakterii
Streptococcus mutans, gtdwnego patogenu jamy
ustnej, powodujacego préchnice zebow (Ma i
wspotaut. 1998). Przeciwciato to, pod nazwag
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Tabela 2. Ekspresja przeciwciat i innych biatek uktadu odpornosciowego w transgenicznych roslinach

Przeciwciato Roslina

Przeciwciata Fv (przeciw wirusowi Tyton, ziemniak

Ekspresja Aktywnos¢ biologiczna
ewentualnie dziatanie

lecznicze

4,0-6,8% BR1 Aktywne biologicznie;

mozaikowatosci) 3-4% BR w nasionach — trwate

Czynnik stymulujacy kolonie Tyton b.d. Aktywny biologicznie;

granulocytarno-makrofagowe stymuluje proliferacje

— GM-CSFT komoérek FDC-P1.

Przeciwciata monoklonalne Soja b.d. Zapobiegajg zakazeniom

przeciw wirusowi opryszczki wirusem HSV2 w pochwie
myszy

Przeciwciata 1gG Rzodkiewnik pospolity b.d. Wiagzanie odpowiednich

fragment FAB

Jednoniciowe przeciwciata Fv
przeciw haptenowi (oksazolon)

Tyton (nasiona)

Przeciwciata FAB i IgG przeciw
kinazie kreatyninowej cztowieka

Tyton

Przeciwciata dAb przeciw Tyton
neuropeptydowi — substancji P
Przeciwciata SIgA przeciw Tyton

S. mutans

Interteukina-2

Interleukina-4 in vitro)

CaroRx™, wytwarzane w transgenicznym tyto-
niu przez firme PLANET Biotech, przeszio po-
mys$lnie faze Il badan klinicznych. Inne leki
wytwarzane w transgenicznych roslinach pod-
dawane obecnie testom klinicznym, to prze-

Tyton (komorki hodowane

antygenow
do 0,67% BR Wigzanie antygenu;

w nasionach aktywne

Rzodkiewnik pospolity

przez rok
b.d. Wiazanie antygenu
b.d. Wigzanie antygenu

200 do 500 gg/g Ochrona jamy ustnej przed
bakterig S. mutans; leczenie

préchnicy zebéw u ludzi

0,28 do 0,8 a g/ml
medium

Aktywne biologicznie;
stymulacja proliferacji
komoérek CTL-2

ciwnowotworowe przeciwciata IgA produkowa-
ne przez firmy NeoRx/Monsanto i Agracetus, a
takze antygen LT E. coli, produkt firmy Boyce
Thompson.

ANTYGENY (SZCZEPIONKI)

Mozliwosciom wytwarzania jadalnych
szczepionek w roslinach poswiecono wiele arty-
kutéw przeglagdowych (m. in. Mor i wspétaut.
1998). Pomyst produkcji szczepionek w trans-
genicznych roslinach zostat przedstawiony
przez Mason i wspotaut. (1992). Od tego czasu
genetycznej transformacji poddano rézne rosli-
ny wprowadzajac do nich geny kodujace anty-
geny wirusowe i bakteryjne. Wytwarzane w ten
sposOb biatka na og6t zachowywaty swoje wia-
Sciwosci antygenowe i wywolywaly reakcje
immunologiczng po wstrzyknieciu ich zwierze-
tom doswaidczalnym. Niekiedy podobny efekt
obserwowano po podaniu doustnym.

Na ogot uzyskiwano dos¢ matg akumulacje
produkowanych biatek w tkankach roslinnych:
od 0,001% catego rozpuszczalnego biatka w
przypadku glikoproteiny wirusa wscieklizny w
transgenicznych pomidorach do 0,3% podjed-
nostki B toksyny cholery (Tabela 3). Préby zwie-
kszenia ekspresji polegajg miedzy innymi na

wykorzystaniu silnych roslinnych promotoréw
i roslinnych sekwencji regionéw 5’ i 3’ genow,
co powinno zwiekszaé tempo transkrypcji wpro-
wadzonych gendw i stabilizowa¢ mRNA. Ente-
rotoksyne LT-B E. coli wytwarzano w bulwach
transgenicznych ziemniakéw w ilosciach od
0,01% wszystkich rozpuszczalnych biatek (Haq
i wspétaut. 1995) do okoto 0,15% (Mason i
wspotaut. 1998). Poniewaz u myszy karmio-
nych transgenicznymi ziemniakami antygen
ten okazat sie aktywny i wywotywat reakcje
immunologiczng, postanowiono przetestowac
go takze na ludziach (Tacket i wspétaut. 1998).
Jest to pierwsza na Swiecie szczepionka pocho-
dzaca z transgenicznej rosliny, poddawana te-
stom klinicznym na ludziach. U ochotnikéw,
ktérzy zjadali od 50 do 100 g surowych ziemnia-
kow (odpowiednik okoto 0,5-1,0 mg LT-B), do-
chodzito do powstania przeciwciat i do odpowie-
dzi immunologicznej, zaréwno lokalnej (w $lu-
zowece jelita), jak i systemowej.
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W dotychczas przeprowadzonych doswiad-
czeniach, do produkcji szczepionek (antyge-
noéw) najczesciej wykorzystywano tyton i zie-
mniaki jako rosliny, ktére stosunkowo tatwo
poddajg sie transformacji genetycznej. Jednak
ani tyton ani nawet ziemniaki nie moga byc¢
dobrym zrédtem jadalnych szczepionek. Roslin
tych nie spozywa sie w stanie surowym, a goto-
wanie na ogdét inaktywuje wytwarzane biatka.
Co prawda uzyskano juz produkcje obcych
antygenéw w pomidorach (Macgarvey i WsSpo-
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og6t niewiele biatek, dlatego stezenie obcego
biatka takze nie moze by¢ w nich wysokie. Pod
tym wzgledem idealne wydajg sie ziarna roz-
nych roslin, w ktérych stezenie biatek jest bar-
dzo wysokie. Moga by¢ one bez szkody dla
zawartych w nich biatek przechowywane przez
dos¢ dtugi czas, a ponadto mozna je spozywaé
w stanie surowym.

Ostatnio doniesiono o wyprodukowaniu w
polskim laboratorium w Instytucie Chemii Bio-
organicznej PAN, transgenicznej sataty zawiera-

Tabela 3. Ekspresja antygen6w — potencjalnych szczepionek — w transgenicznych roslinach

Antygen Roslina

Antygeny wirusowe

Antygen wirusa zo6ttaczki B Tyton

Glikoproteiny wirusa Pomidor

wscieklizny Tyton
Szpinak

Biatko kapsydu wirusa MEV Fasola

(zapaleniajelita norki)

Biatka kapsydu wirusa Ziemniak

Norwalk Tyton

Biatko VP1 kapsydu wirusa
pryszczycy

Rzodkiewnik pospolity

Antygen wirusa z6ttaczki B Satata
Antygeny bakteryjne

Enerotoksyna LT-B E. coli Ziemniak
Toksyna CT-B przecinkowca Ziemniak

choleiy

Dekarboksylaza kwasu
glutaminowego (autoantygen
zwigzany z cukrzyca)

ibiatek rozpuszczalnych

Rzodkiewnik pospolity
Ziemniak

laut. 1995), ale byta ona bardzo niska. Trans-
formowano takze banany (Ciendennen i wspot-
aut. 1997), ktére, jak sie wydaje, moga byc¢
bardzo dobrym zrédtemjadalnych szczepionek.
Trzebajednak pamietac, ze owoce zawierajg na

INNE

W roslinach transgenicznych mozna takze
wytwarza¢ inne biatka ludzkie o potencjalnym
zastosowaniu terapeutycznym lub spozyw-
czym. Ekspresja a-laktoalbuminy w ziemniaku
i tytoniu osiggata poziom 5 pg na gram swiezych
lisci (Takase | Hagivara 1998). Biatko byto bio-
chemicznie identyczne z natywng a-laktoalbu-
ming izolowang z ludzkiego mleka. W transge-
nicznych ziemniakach uzyskano ekspresje in-
nego biatka mleka cztowieka— kazeiny BChong
i wspotaut. 1997). Bylo ono immunologicznie

Ekspresja Aktywnos¢ biologiczna, ewentualne
dziatanie lecznicze
0,01% BR1 Immunizacja myszy po podaniu

pozajelitowym

bardzo niska
(0,001% BR)

Neutralizacja przeciwciat; immunizacja
myszy po podaniu pozajelitowym

b.d. Po podaniu podskérnym uodparnia
norke przed zakazeniem wirusem MEV

10-20 pg/g U myszy, indukcja przeciwciatw btonach

0,23% BR Sluzowych i we krwi

b.d Uodpornienie myszy nawirus pryszczycy
po podaniu dootrzewnowym

b.d. Indukcja przeciwciat po zjedzeniu sataty

0,15% BR U ludzi i u myszy, indukcja przeciwciat

(3-4 pg/9) we krwi i btonach $luzowych po
zjedzeniu surowych ziemniakéw

30 pg/g Immunizacja myszy po podaniu

(0,3 % BR) doustnym

~0,4 % BR Podawane w paszy hamuje rozwoj

150 pg/g cukrzycy u myszy cukrzycowych

jacej antygen wirusa zohaczki B (Kapusta,

1999). Po dwukrotnym, w odstepie 2 miesiecy,
zjedzeniu transgenicznej sataty ludzie wytwa-
rzali przeciwciata w ilosci, ktéra powinna zapo-
biec zakazeniom wirusem.

BIALKA

identyczne z kazeing izolowana z ludzkiego mle-
ka, ajego stezeniew lisciach i bulwach osiggato
okoto 0,01% wszystkich biatek rozpuszczal-
nych. Takze laktoferyna ludzka wytwarzana w
roslinach tytoniu byta biochemicznie nieodrd6z-
nialna od natywnego biatka; wigzata sie z recep-
torami w komoérkach T i HT29-18-C1 (Salmon i
wspotaut. 1998). Co wiecej, obecnos¢ laktofery-
ny powodowata odpornos¢ tytoniu na zakazenie
bakterig Ralstonia solartacearum (Zhang i
wspotaut. 1998). Jej ekspresja byta na poziomie
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0,1-0,8% wszystkich biatek rozpuszczalnych.
Badania te wykazaly, ze mozliwajest ekspresja
biatek mleka ludzkiego w jadalnych roslinach,
co, by¢ moze, pozwoli w przysztosci wytwarzac
takie odzywki dla niemowlat, ktore beda cen-
nym substytutem ludzkiego mleka. Dodatkowo,
dzieki obecnosci laktoferyny, bedzie chronic
dzieci przed zakazeniami bakteryjnymi przewo-
du pokarmowego.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze per-
spektywy wytwarzania réznych biatek w trans-

Lech Zwierzchowski

genicznych zwierzetach i roslinach sa catkowi-
cie realne i niezbyt odlegte. Szczegdlnie ekscy-
tujaca wydaje sie mozliwos¢ wytwarzaniaw ten
sposo6b biatkowych lekéw wykorzystywanych w
medycynie. Trzeba jednak pamieta¢ o tym, ze
droga ,,od pomystu do przemystu” bywa niekie-
dy daleka. Szczegdélnie procedura testowania i
zatwierdzania lekow jest diuga i skomplikowa-
na. Dlatego, jak sadze, pierwsze transgeniczne
farmaceutyki pojawig sie na rynku nie wczes-
niej niz za okoto 5 lat.

TRANSGENIC ANIMALS AND PLANTS — BIOREACTORS OF THE FUTURE

Summary

Recombinant DNA technology has enabled construc-
tion of transgenic organisms — animals and plants. These
organisms can produce large amounts of foreign proteins,
including human proteins of potential pharmaceutical use.
Mammary gland is the most promising ,animal bioreactor”.
There is a growing list of human proteins expressed in
transgenic animals under the control of milk protein gene
promoters: blood clotting factors VIII and IX, a-antitrypsin,
tissue plasminogen activator, antithrombin and others.
Projects to produce human proteins in animal blood and

urine are also in progress. Plants can also express a wide
variety offoreign proteins. Some transgenic plants that have
been constructed, are capable of producing human proteins
of potential pharmaceutical use. These include viral and
bacterial antigens, poly- and monoclonal antibodies, and
even human milk proteins. Some antigens produced by
transgenic plants proved to be immunogenetic, upon oral
application, thus opening an exciting possibility for produc-
ing food-based ,.edible vaccines”.
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