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WYKORZYSTANIE ROSLIN DO WYTWARZANIA BIOFARMACEUTYKOW

WPROWADZENIE

Wykorzystanie roslin w medycynie byto po-
wszechne od poczatku rozwoju cywilizacji. Zi-
dentyfikowano czynniki farmakologicznie ak-
tywne wielu roSlin, a obecnie okolo jedna
czwarta dostepnych lekow jest pochodzenia
roslinnego. Nowoczesna biotechnologia stwa-
rza mozliwoSci szerszego wykorzystania
wlasnoscileczniczych roslin (GIDDINGS 2001).

Od wielu lat mikroorganizmy wykorzysty-
wane sa jako system ekspresji biatek
(CARTRAIN i wspotaut. 2000). Wybor ten uwa-
runkowany jest stosunkowo niska cena oraz
wygodnym systemem produkcyjnym. Jedna-
kze bakterie nie posiadaja zdolnoSci do wick-

szoSci post-translacyjnych modyfikacji nie-
zbednych dla aktywnoSci wielu bialek ssakow.
Natomiast uzyskiwanie biatek z komorek ssa-
kow jest procesem kosztownym. Ograniczenia
te zdecydowaly o zwréceniu uwagi i prowa-
dzeniu badan nad roSlinnymi systemami eks-
presyjnymi, jako stosunkowo tania, bezpieczna
oraz efektywna alternatywa.

O wyborze roslin jako systemow ekspresyj-
nych zadecydowal rozwoj technologii rekom-
binowanego DNA, metod molekularnych w
medycynie i technologii transgenezy roslin,
tzn. otrzymywania roslin genetycznie modyfi-
kowanych.

OTRZYMYWANIE W ROSLINACH TRANSGENICZNYCH REKOMBINOWANYCH
BIOFARMACEUTYKOW

W anglojezycznej literaturze naukowej cze-
sto spotykane jest okreSlenie ,molecular far-
ming” okreslajace produkcje, przy wykorzysta-
niu roslin, bialek o wtasciwosSciach farmakolo-
gicznych, a takze tych uzytecznych w przemys-
le, rolnictwie czy weterynarii. Termin ten od-
nosi sie do produkgcji polowej rekombinowa-
nych bialek przez roSliny, nie dotyczy za$ kul-
tur in vitro, takich jak zawiesiny komorkowe,
kalus czy korzenie. Niewatpliwie technologia
in vitro stala sie impulsem dla powstania idei
wykorzystania roSlin do wytwarzania biatek o
wlaSciwoSciach farmakologicznych, a w chwili
obecnej kultury in vitro stanowia laboratoryj-
ne poletko doswiadczalne.

Zaleta otrzymywania w roSlinach genetycz-
nie modyfikownanych biofarmaceutykow jest
ekonomiczna atrakcyjnos¢ produkowanych
biatek (DORAN 2000). Dzieki temu mozliwe
jest wytwarzanie na skale produkcyjna aktyw-
nego oraz bezpiecznego farmakologicznie
biatka w atrakcyjnej dla klienta cenie. Wyroz-
nia si¢ dwa etapy otrzymywania rekombinowa-
nych biofarmaceutykow w roSlinach transge-
nicznych: (1) optymalizacja systemu ekspresji,
(2) produkcja biatka na szeroka skale w celach
komercyjnych.

Produkcje rekombinowanych bialek o
wlasciwoSciach terapeutycznych lub diagno-
stycznych przy wykorzystaniu roSlin upraw-
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nych poprzedza faza przygotowania, pole-
gajaca na identyfikacji biatka posiadajacego
pozadana aktywnoS¢ terapeutyczna lub dia-
gnostyczna, jego molekularnej charakterystyce
i ostatecznie ekspresji w hetorologicznym sys-
temie.

Po raz pierwszy ekspresj¢ rekombinowane-
go farmaceutyku uzyskano w 1986 r. Bylo nim
biatko fuzyjne ludzkiego hormonu wzrostu wy-
twarzane w komorkach kalusa transformowa-
nego tytoniu oraz stonecznika.

Obecnie zapotrzebowanie na rekombino-
wane biatka jest ogromne. Wciaz odkrywane sa
nowe wlasnosci farmakologiczne bialek.

Rosliny transgeniczne produkujace duze
ilosci bezpiecznych oraz funkcjonalnych
biatek rekombinowanych, moga by¢ wykorzy-
stane do wytwarzania tych biatek na duza skale.
Obecnie metody biotechnologii roslinnej oraz
system ekspresji rekombinowanych biatek wy-
korzystywany jest do produkcji sktadnikow
krwi (MAGNUSON i wspotaut. 1998) czy szcze-
pionek (ARNTZEN 1997, KAPUSTA i wspotaut.
1999). Ostatnio, wszechstronny przeglad pis-
miennictwa naukowego dotyczacego tych za-
gadnien przedstawil DANIEL i wspotaut.
(2001).

FARMACEUTYKI UZYSKANE W KOMORKACH ROSLINNYCH

Dzieki sekwencjonowaniu genomu ludz-
kiego oraz prowadzonym na szeroka skale ba-
daniom medycznym wzrasta wiedza dotyczaca
medycznego oraz biologicznego podtoza wielu
chorob oraz identyfikuje si¢ wiele bialek o
wlasciwoSciach  terapeutycznych.  Liczba
bialek uzyskanych w komorkach roslinnych
wciaz roSnie. Liste wybranych biofarmaceuty-
koéw uzyskiwanych w komorkach roslinnych
przedstawiono w Tabeli 1. Swiatowe zapotrze-
bowanie na biofarmaceutyki jest ogromne, np.
roczne zapotrzebowanie na ludzka albumine
osocza (HSA) (FISCHER i wspotaut. 1999a, b),
ktora jest nieglikolizowanym biatkiem, si¢ga

550 ton (dane dotycza oczyszczonego biatka).
Koszt biatka pozyskiwanego z krwi ludzkiej
jest bardzo wysoki. Ponadto, wyizolowana ta
metoda albumina osocza moze niesS¢ ryzyko za-
kazenia wirusowego. A zatem istnieje potrzeba
zastosowania alternatywnego systemu produk-
cyjnego eliminujacego wymienione niedogod-
noSci oraz zagrozenia. Mozna do tego celu wy-
korzystac rosliny. Albumina osocza moze byc¢
bezpiecznie wytwarzana w komorkach roSlin-
nych, podobnie jak interleukiny, interferony
oraz enzymy ludzkie. Obecnie oczyszczanie
bialek z materialu roslinnego jest procesem
trudnym i pracochtonnym.

PRODUKCJA PRZECIWCIAL. O WEASNOSCIACH TERAPEUTYCZNYCH W ROSLINACH

Przeciwciala stanowia przyklad biatek o
wlaSciwoSciach farmakologicznych, ktorych
ekspresje uzyskano w roSlinach. Po raz pierw-
szy uzyskano ekspresj¢ funkcjonalnych prze-
ciwcial w liSciach tytoniu (HIATT i wspotaut.
1989). Wage tego wydarzenia podkresla fakt,
ze rekombinowane przeciwciata (rAbs) stano-
wia niezbedne terapeutyczne oraz diagno-
styczne narzedzie wykorzystywane w medycy-
nie, naukach biologicznych oraz biotechnolo-
gii. Techniki rekombinacji DNA oraz wytwa-
rzania rekombinowanych przeciwcial pozwo-
lity na produkcje nowych polipeptydow o
pozadanych cechach oraz izolacj¢ rAbs rozpo-
znajacych niemal kazdy antygen. Przeciwciata
z cala pewnoscia beda odgrywaty w przysztoSci
wazna role w terapii i diagnostyce medycznej
(ZIEGLER i wspotaut. 2000).

Nie ustalono dotychczas, ktore gatunki ro-
slin, badz ktore tkanki roslinne bylyby najbar-

dziej przydatne dla produkcji tych zwiazkow
na skal¢ przemystowa. Wi¢kszoS¢ uzyskanych
do tej pory przeciwcial uzyskano w tytoniu —
roslinie modelowej, chociaz ostatnio sukce-
sem zakonczyly si¢ takze proby przeprowadzo-
ne z wykorzystaniem ryzu oraz pszenicy
(STOGER 2000). Najwicksza korzyScia ptynaca z
wykorzystania tkanki roSlinnej jest tatwosc jej
produkgji. Dla przyktadu, potencjalna biomasa
rocznych plonéw lucerny i tytoniu to odpo-
wiednio 20 ton/ha oraz ponad 100 ton/ha. W
przypadku ziaren pszenicy, ryzu, czy kukury-
dzy to odpowiednio okoto 3 tony/ha, 6 ton/ha
oraz 12 ton/ha. Kolejnymi zaletami wykorzy-
stania roSlin jest fatwoS¢ ich genetycznej mody-
fikacji oraz produkcja duzej iloSci nasion (cza-
sami okoto 1 mln w przypadku jednej rosliny).
Jednym z przyktadow przeciwcial uzyski-
wanych na tej drodze jest testowane obecnie
na cztowieku chimeryczne przeciwciato prze-
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ciwko powierzchniowemu antygenowi Strep-
tococcus mutans — sIgA (CaroRXTM), bakterii,
ktora jest gtownym sprawca prochnicy zebow.
Przeciwciata uzyskane w tytoniu zaaplikowano
nazebnie. Ich efektywnos¢ byla porownywal-
na do przeciwcial uzyskiwanych w hodowlach

miast, ze przeciwciala te chronily zeby przed
kolonizacja S. mutans (MA i wspotaut. 1998).
Druga i trzecia faza prob klinicznych nad pre-
paratem CaroRx™ prowadzona jest obecnie
na Uniwersytecie Kalifornijskim w San Franci-
sco (School of Dentistry). Badania te finanso-

Tabela 1. Produkcja biofarmaceutykow w roslinach transgenicznych i ich potencjalne wykorzystanie

w terapii choréb u cztowieka.

Potencjalne zastosowanie Roslina trans- Biatko Poziom Literatura
geniczna ekspresji*

Zapalenie watroby Ryz Interferon a nd** DANIELL
typu Bi C i wspotaut. 2001
Hormon wzrostu Tyton Somatotropina 7 STAUB

2000
Inhibitor trypsyny, zabiegi Kukurydza Aprotynina nd GIDDINGS
transplantacji 2000
Krwotok Ryz a l-antytrypsyna nd TERASHIMA

i wspotaut. 1999
Regulacja uktadu Tytoni Interleukina-2 oraz  nd MAGNUSON
immunologicznego interleukina-4 i wspotaut. 1998
Sktadniki krwi Tyton Hemoglobina 0,05 DIERYCK

i wspotaut. 1997
Antykoagulant Tyton Biatko C <0,01 CRAMER

i wspotaut. 1996
Anemia Tyton Erytropoetyna 0,01 MATSUMOTO

i wspotaut. 1995
Inhibitor trombiny Tyton Hirudyna nd PLERMENTER

i wspotaut. 1995
Oparzenia, zabiegi Tyton Albumina osocza 0,02 SITMONS

chirurgiczne

i wspotaut. 1990

*poziom biatka okreslony zostal jako % catkowitej puli biatek rozpuszczalnych, **niedostepne dane

komorkowych uzywanych w celu zabezpiecze-
nia przed kolonizacja S. mutans. Wstepne ba-
dania kliniczne nie wykazatly lokalnej ani syste-
mowej toksycznosci s-IgA. Stwierdzono nato-

wane s3 przez amerykanska firme Planet Bio-
technology (Mountain View, CA, USA)
(LARRICK i wspotaut. 1998).

SZCZEPIONKI UZYSKANE W ROSLINACH

Szczepienia ochronne to niewatpliwie jed-
no z najwi¢kszych osiagnie¢ w naukach me-
dycznych XX wieku. Z pewnoScia przyczynity
sic one do wydluzenia zycia oraz poprawy
zdrowia i zycia czlowieka. Z drugiej jednak

strony w skali globalnej, szczepienia sa jedna z
najkosztowniejszych form ochrony zdrowia
(wg WHO) iz tego m.in. wzgledu ich zasieg jest
ograniczony, gtownie w krajach rozwijajacych
sie¢.
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Naukowcy w wielu laboratoriach na Swie-
cie pracuja nad szczepionkami doustnymi i do-
ustng forma lekow.

Zmodyfikowane genetycznie roSliny moga
wytwarza¢ wiele immunogennych antygenow.
Wysuni¢to propozycje indukcji komorkowe;j
odpowiedzi immunologicznej (tj. odpowiedzi,
w ktorej biora udziat limfocyty B oraz T) wyko-
rzystujac rosliny jako zZrodto ,jadalnych szcze-
pionek” (nie nalezy literalnie odczytywac
szczepienia jako ,jedzenia szczepionek”),
gdzie antygeny stanowiace podstawe szczepio-
nek bylyby spozywane w owocach lub suro-
wych warzywach (WALMSLEY i ARTZEN 2000).
Szczepionki tego typu nie wymagatyby prze-
chowywania w niskich temperaturach oraz
wyrafinowanych ekspertyz w celu ich dystry-
bucji oraz wykorzystania w krajach rozwi-
jajacych sie. AktywnoSci jadalnych szczepio-
nek zostaly udowodnione dla transgenicznych
ziemniakow wytwarzajacych podjednostke
termolabilnej enterotoksyny B enterotoksycz-
nej E. coli (MA i wspotaut. 1998). U myszy kar-
mionych surowym transgenicznym ziemnia-
kiem zaobserwowano indukcje odpowiedzi
immunonologicznej na antygen. Inne prace
wykazaly, iz jadalne szczepionki moga funkcjo-
nowac chroniac przed wirusem wscieklizny,
wirusem zapalenia watroby typu B czy toksyna
cholery. W Polsce uzyskano takze efektywna ja-

dalna szczepionke przeciwko wirusowi zapale-
nia watroby typu B. Wykazano ekspresj¢ po-
wierzchniowego antygenu HBsAg w transge-
nicznym hubinie oraz salacie. Myszy, a nastep-
nie ludzie karmieni transgenicznymi roSlinami
wytwarzali specyficzne przeciwciala przeciw-
ko zottaczce (KAPUSTA i wspotaut. 1999). Prze-
transformowano wiele roslin w celu uzyskania
jadalnych szczepionek; pomidory oraz banany
(otrzymanie linii roSlin transgenicznych trwa
w przypadku tej rosliny drzewiastej kilka do
kilkunastu lat!) wydaja si¢ by¢ jednak najbar-
dziej atrakcyjnymi producentami jadalnych
szczepionek dla ludzi, podczas gdy zboza wy-
daja sie¢ odpowiedniejsze dla immunizacji
zwierzat.

Aby jadalne szczepionki mogly miec szer-
sze zastosowanie nalezy rozpatrzyC szereg za-
gadnien. Jadalne szczepionki bede potrzebo-
waly odpowiedniej organizacji ich dystrybucji
[w Polsce wykorzystanie organizmow gene-
tycznie zmodyfikowanych reguluje Ustawa z
dnia 22 czerwca 2001r. (Dz.U. z 2001 r. Nr 76,
poz. 811] i udostepniania ludziom, aby zapew-
ni¢ ich efektywnos$¢ porownywalna z obecnie
stosowanymi szczepionkami. Co wiecej, nie-
zbedna bedzie wewnetrzna kontrola poziomu
ekspresji antygenu, jego stabilnoSci oraz efek-
tywnosci w kazdej roSlinie.

ZALETY I WADY OTRZYMYWANIA W ROSLINACH GENETYCZNIE MODYFIKOWANYCH
REKOMBINOWANYCH BIOFARMACEUTYKOW

Systemy ekspresji roslin wydaja si¢ by¢
atrakcyjniejsze w poroéwnaniu z systemami eks-
presji klasycznej opartej na komorkach bakte-
rii, drozdzy oraz zwierzat.

Po pierwsze, posiadaja one eukariotyczne
szlaki syntezy biatek. Komorki bakteryjne nie
posiadaja zdolnoSci produkcji kompletnych
biatek ssakow oraz modyfikacji post-translacyj-
nych wystepujacych w komorkach Eukaryota.
Po drugie, w przypadku produkcji roslinnej
nie ma mozliwoSci zanieczyszczenia bialek
ludzkimi czy zwierzecymi patogenami (wirus
HIV, wirus z6ttaczki) czy patogenami krwi, co
moze mieC miejsce w przypadku zwierzecych
systemOw ekspresyjnych.

Bakteryjne systemy ekspresji biatek zwykle
wymagaja kosztownego oraz ztozonego proce-
su oczyszczania. Bakterie bowiem wytwarzaja
trudne do usuniecia endotoksyny. Biatka re-
kombinowane uzyskiwane w komorkach bak-

teryjnych czesto wystepuja w postaci tzw. ciat
inkluzyjnych, co wymaga dodatkowych kosz-
toOw oraz pracy w celu uzyskania natywnej, tzn.
aktywnej formy biatka. Hodowla komorek ssa-
kow moze byc trudna, wymaga specjalistyczne-
go sprzetu oraz drogich podtozy hodowlanych
takich jak np. podloza zawierajace osocze. Wy-
korzystujac klasyczne metody ekspresji, nalezy
wzia¢ pod uwage koniecznoS¢ post-translacy-
jej obrobki rekombinowanych biatek oraz usu-
ni¢cie sekwencji markerowych (np. HIS-tag
lub FLAG), zanieczyszczen biatkowych oraz wi-
rusowych przed ich aplikacja terapeutyczna in
vivo.

Inne potencjalne korzySci wytwarzania w
roSlinach rekombinowanych biatek o charak-
terze biofarmaceutykOow istotnych w aplika-
cjach klinicznych przedstawiono ponize;j.

1. Systemy roSlinne sa bardziej ekono-
miczne niz technologie przemystowe wykorzy-
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stujace fermentory lub inne systemy bioreak-
cyjne.

2. Obecnie stosowane technologie rol-
nicze bez dodatkowych modyfikacji mogtyby z
powodzeniem zosta¢ wykorzystywane do ho-
dowli roslin transgenicznych na duza skale.

3. Etap oczyszczania bialek moze zo-
sta¢ pominicty jezeli rekombinowane biatka
beda podawane doustnie.

4. W przypadku roslin istnieje mozli-
woS¢ skierowania biatka do odpowiednich
wewnatrzkomorkowych przedzialow, gdzie
wykazuja one wigksza stabilnos¢ (np. chloro-
plasty).

5. IloSci rekombinowanych biatek
osiaga w roSlinach poziom produkcyjny - na-
wet do 14% calej puli biatek rozpuszczalnych.

Z pewnoscia w przysztoSci lista ta wydtuzy
sie. Jezeli chodzi o produkcje wspomnianych

biatek, rosliny wydaja si¢ stanowi¢ dobry sys-
tem jako alternatywa transgenicznych
zwierzat. Jednakze, wymienionym korzySciom
towarzysza ujemne strony. Jedna z nich jest
czas wymagany do uzyskania linii roSlin trans-
genicznych wykazujacych stala ekspresje
pozadanego genu (okres kilku-, a nawet kilku-
nastoletni), potencjalne problemy zwiazane z
wyciszaniem transgenow (WASSENEGGER i
PELISSIER 1998) oraz wciaz zbyt mata wiedza
dotyczaca procesu oczyszczania rekombino-
wanych biatek pochodzacych z roslin. W przy-
padku biatek majacych zastosowanie diagno-
styczne lub terapeutyczne stopien oczyszcze-
nia posiada niezmiernie istotne znaczenie.
Biatka nie moga wywolywac zakazenia i sta-
now zapalnych, zwlaszcza, gdy wprowadzane
sa dozylnie.

THE PRODUCTION OF BIOPHARMACEUTICALS IN PLANTS

Summary

The use of plants for medicinal purposes dates
back thousands years but genetic engineering of
plants to produce desired biopharmaceuticals is much
more recent. “Molecular farming” is the production of
recombinant proteins in plants. It is intended to in-
crease the power of agriculture to cultivate and har-
vest transgenic plants producing recombinant thera-
peutics. Molecular farming has the potential to pro-
vide diagnostic and therapeutic tools in both health
care and the life science.

In the past decade, plants have been actively con-
sidered as an important expression system and a num-
ber of recombinant proteins such as hepatitis B
(HbsAg) or cholera toxin B were produced in this sys-
tem. Plant expression system may be useful for pro-

ducing pharmaceuticals, as large amount of protein
can be produced at a relatively low cost. In addition,
plants are capable of complex post-traslational modifi-
cation as that in Eukaryota. Preliminary clinical trials
using transgenic lettuce plants expressing hepatitis B
virus surface antigen showed encouraging immune re-
sponse in human volunteers, thus suggesting that hu-
man may be immunised orally against HBV with plants
expressing the viral antigen.

Plant — derived biopharmaceuticals are cheap to
produce and store, easy to scale up for mass produc-
tion and safer than those derived from animals. Posi-
tive sides as well as possible negative concerns con-
nected with molecular farming are discussed in the ar-
ticle.
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