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Wstęp

Gwałtowny rozwój biologii molekularnej w ostatnich latach umożliwił wykorzysta-
nie roślin, jako bioreaktorów do produkcji niemal nieograniczonej ilości zrekom-
binowanych białek, które znajdują zastosowanie w medycynie (diagnostyka, pro-
filaktyka, leczenie chorób), przemyśle (biopolimery, enzymy) i ochronie środowiska 
(fitoremediacja). Tytoń był i jest główną rośliną wykorzystywaną w tzw. rolnictwie 
molekularnym (ang. molecular farming). Wynika to z bardzo wydajnej transformacji  
genetycznej, oraz dużej ilości wytwarzanej biomasy. Światowy popyt na rekom-
binowane białka rośnie szybciej niż możliwości tradycyjnych systemów produk-
cyjnych. Dotyczy to zarówno białek wykorzystywanych w przemyśle farmaceutycznym 
jak również enzymów przemysłowych i wtórnych metabolitów. Tradycyjne systemy 
produkcyjne wykorzystujące mikroorganizmy lub hodowle komórkowe są ograniczone 
trudnościami w zwiększaniu skali procesów oraz dużymi kosztami produkcji, szcze-
gólnie w odniesieniu do potrzeby stosowania bardzo skomplikowanej i kosztownej 
aparatury, ale również drogimi etapami końcowego oczyszczania produktu. Produk-
cja zrekombinowanych białek w roślinach pozwala na łatwe i tanie zwiększenie skali 
produkcji, a poza tym zapewnia możliwości niedostępne w tradycyjnych systemach. 
Rośliny, jako zielone bioreaktory, posiadają zdolność do przeprowadzania potransla-
cyjnych modyfikacji białek – glikozylacji, lub tworzenia mostków dwusiarczkowych, 
które są często niezbędne do aktywności biologicznej białek wielu ssaków (60, 38). 
Przy wykorzystaniu roślin jako zielonych bioreaktorów, szczególnie w przemyśle 
farmaceutycznym, nie ma ryzyka zanieczyszczenia wirusami i patogenami ludzkimi, 
ponieważ nie są znane przypadki zakażania roślin przez ludzkie patogeny. Uprawa 
roślin jest tania w porównaniu do kosztów prowadzenia hodowli komórkowych, a jako 
źródło energii wykorzystywane jest światło słoneczne, co dodatkowo redukuje ko-
szty. Wykazuje również duże stężenia białek rozpuszczalnych, co stanowi atrakcyjną 
cechę dla wykorzystania tej rośliny jako platformy do produkcji zrekombinowanych 
białek. Tytoń umożliwia wykorzystanie różnych systemów ekspresyjnych: ze stabilnie 
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wbudowanym transgenem w genom jądrowy (rośliny transgeniczne) lub chloroplas-
towy (rośliny transplastomiczne) lub z przejściową ekspresją transgenów opartą na 
zakażaniu roślin i namnażaniu zrekombinowanego wirusa.

Systemy ekspresji genów

Stabilna transformacja genomu jądrowego: 
Jest prowadzona najczęściej przy użyciu patogena roślinnego Agrobacterium  

tumefaciens, który wydajnie przenosi rDNA do genomu jądrowego komórek 
roślinnych. Miejsce integracji genów przenoszonych za pomocą Agrobacterium jest 
przypadkowe. Szczepy Agrobacterium wykorzystywane w transformacji zostały 
technikami inżynierii genetycznej zmodyfikowane w taki sposób, aby wyeliminować 
geny wirulencji powodujące u zakażonych roślin guzowatość korzeni, jednocześnie 
pozostawiając te, które są odpowiedzialne za wydajny transfer rDNA. Alternatywną 
metodą wprowadzania DNA do komórki roślinnej jest mikrowstrzeliwanie (ang.  
biolistic, gene gun). Jest to metoda bezpośredniego (bezwektorowego) wprowa-
dzania obcego DNA. W tej metodzie rDNA opłaszcza złote kulki (zwykle ok. 1µm 
średnicy), które są wstrzeliwane do tkanki roślinnej przy użyciu sprężonego helu. Tak 
wprowadzone rDNA ulega następnie intergracji z genomem. Taki sposób wprowa-
dzania rDNA często skutkuje większą liczbą kopii genu, która częściej ulega inte-
gracji z genomem niż w przypadku stosowania Agrobacterium. 

Stabilna transformacja genomu chloroplastowego
rDNA wprowadza się do chloroplastów najczęściej stosując metodę mikro-

wstrzeliwania lub przy użyciu wektora. Jako wektor najczęściej stosuje się pochodne 
wektorów E.coli zawierające sekwencje plastydowe długości 1-2 kb, które na obu 
końcach otaczają gen selekcyjny i wprowadzany rDNA. Takie wektory namnażane 
są w E.coli, a następnie wprowadzane do plastydów, gdzie gen markerowy i wpro-
wadzany rDNA ulegają integracji z genomem chloroplastowym (64). Zaletą trans-
formacji genomu chloroplastowego jest wysoka zawartość produkowanych rekom-
binowanych białek – nawet do 46% ogółu białek rozpuszczalnych TSP (ang. total 
soluble protein) (87).

Ekspresja przejściowa
Polega na wprowadzeniu do rośliny zrekombinowanego DNA za pomocą wek-

tora wirusowego. W tym celu wykorzystuje się odpowiednio przygotowane wirusy, 
gdzie w genom wirusa wbudowuje się rDNA. Następnie roślinę zakaża się tak 
spreparowanym wirusem. W efekcie w zakażonej roślinie poza białkami wirusa 
produkowane jest również białko kodowane przez wprowadzony gen. Wprowa-
dzany gen w tej metodzie nie ulega integracji z materiałem genetycznym rośliny 
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(87). Wykorzystanie ekspresji przejściowej pozwala na bardzo szybkie wytworze-
nie dużych ilości zrekombinowanych białek w krótkim czasie. Metodę tę można 
wykorzystać na przykład do szybkiego reagowania podczas wybuchu pandemii (np. 
ostatnia pandemia grypy A/H1N1) (99).

Wytwarzanie białek terapeutycznych w tytoniu

Tytoń nie jest jadalny dla człowieka i dla zwierząt, co minimalizuje ryzyko 
wprowadzenia do łańcucha żywieniowego materiału modyfikowanego genetycznie. 
Te cechy sprawiły, że tytoń idealnie nadaje się do wykorzystania jako zielony bio-
reaktor do produkcji biofarmaceutyków. Obecnie prowadzonych jest wiele badań 
nad produkcją białek terapeutycznych w transgenicznych roślinach tytoniu, a nie-
które przechodzą właśnie etap badań klinicznych na człowieku (99). 

Produkcja przeciwciał

Przeciwciała stanowią dużą grupę nowych leków (Tab. 1). Monoklonalne 
przeciwciała tradycyjnie produkowane są w hodowlach linii komórkowych hybry-
doma. Utrzymywanie takich hodowli jest kosztowne. Produkcja w roślinach jest 
więc tanią alternatywą. Tytoń był pierwszą rośliną wykorzystaną do tego celu. Już  
w 1989 roku H i a t t  i  i n. (36) uzyskali w nim w pełni funkcjonalne przeciwciało 
monoklonalne 6D4. W tym celu użyli dwóch transgenicznych roślin rodzicielskich,  
z których jedna wytwarzała ciężki łańcuch, a druga lekki łańcuch przeciwciała. Proste 
skrzyżowanie tych roślin spowodowało, że w pokoleniu F1 rośliny wytwarzały  
w pełni funkcjonalne, złożone z ciężkich i lekkich łańcuchów, przeciwciało. Białka 
te były wytwarzane z dość dużą wydajnością i stanowiły 1,3% ogółu białek roz-
puszczalnych (TSP) (ang. total soluble protein).

Innym rodzajem przeciwciał uzyskanych w tytoniu były przeciwciała sekrecyjne 
IgA (SIgA) (ang. secretory IgA) o bardziej skomplikowanej budowie, składające się 
z kompleksu 2 jednostek IgA (2 ciężkie i 2 lekkie łańcuchy), połączonych łańcuchem 
J oraz z łańcucha wydzielniczego (43). Są to przeciwciała naturalnie produkowane 
przez organizm, wydzielane na powierzchnię błon śluzowych, w celu ochrony 
przed infekcjami i toksynami. Produkcja tego typu zrekombinowanych białek 
przy wykorzystaniu linii komórkowych ssaków jest bardzo droga i skomplikowa-
na z uwagi na konieczność stosowania dwóch niezależnych oraz mieszanych linii 
komórkowych i stałego nadzoru nad prowadzeniem tej hodowli (99). Zastosowanie 
tytoniu do wytwarzania tego typu przeciwciał bardzo uprościło ten proces oraz 
ograniczyło jego koszty. W ten sposób udało się uzyskać w tytoniu humanizowane 
(o cechach zbliżonych do przeciwciał ludzkich) mysie przeciwciało sekrecyjne IgA1 
(Guy’s 13 SIgA-G). Mysie przeciwciało monoklonalne IgG1 (Guy’s 13) rozpoznaje 
antygeny I/II (SA I/II) Streptococcus mutans – głównego sprawcy próchnicy zębów, 
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a jego użycie terapeutyczne zapobiega kolonizacji jamy ustnej przez tę bakterię 
(101). Uzyskanie humanizowanego SIgA-G było możliwe poprzez wyprowadze-
nie niezależnych linii tytoniu z ekspresją odpowiednio: lekkich łańcuchów Guy’s 
13 IgG, ciężkich łańcuchów przeciwciała hybrydowego IgG-A, mysiego łańcucha 
J oraz szczurzego łańcucha wydzielniczego. Następnie, dzięki serii krzyżowań tych 
linii, uzyskano tytoń wytwarzający w pełni funkcjonalną wielkocząsteczkową mysią 
immunoglobulinę Guy’s13 SIgA-G z wydajnością dochodzącą nawet do 500 µg na 
gram liści (58). Badania kliniczne na ludziach potwierdziły skuteczność w zapobie-
ganiu kolonizacji jamy ustnej przez S. mutans pozyskiwanych z tytoniu przeciwciał 
SIgA-G (59). Od 2005 roku dostępny jest już na rynku komercyjny preparat o naz-
wie CaroRx™ bazujący na uzyskiwanych w tytoniu przeciwciałach SIgA-G (99).

Tytoń może być również wykorzystany do wytwarzania fragmentów przeciwciał 
m.in. fragmentów przeciwciał (Fab) (ang. antibody-binding fragment), czy zmien-
nych fragmentów jednołańcuchowych przeciwciał (scFv) (ang. single-chain 
variable fragment). Te małe syntetyczne przeciwciała są w pełni funkcjonalne  
i posiadają zdolność specyficznego wiązania antygenu. Wykorzystywane są zarów-
no w diagnostyce jak i leczeniu (92). W tytoniu udało się uzyskać przeciwciała skie-
rowane przeciwko ErbB-2 (HER 2, Neu) – białku receptorowemu zaliczanemu do 
ludzkich nabłonkowych czynników wzrostu (EGF) (ang. epidermal growth factor) 
(27). Białko ErbB-2, szczególnie aktywne u pacjentek z nowotworami piersi, sprzyja 
proliferacji komórek i wydłużeniu ich czasu przeżycia, poza tym hamuje powstawa-
nie przerzutów (51). W badaniach wykorzystano dwa niezależne systemy ekspresji 
konstruktu zawierającego gen kodujący ErbB-2. System ze stabilnie wbudowanym 
transgenem w genom jądrowy wykorzystano przy użyciu roślin tytoniu uprawnego 
Nicotiana tabacum, a system z przejściową ekspresją u dzikiego gatunku Nicotiana 
benthamiana. Ilość wytwarzanych przeciwciał w przypadku systemu ze stabilnie 
wbudowanym transgenem wynosił 0,6-0,8 g/g tkanki, zaś w systemie przejściowym 
800 µg/g (26,27). W ostatnich latach prowadzone są również badania nad tytoniem 
niosącym w jednym genomie transgeny kodujące przeciwciała skierowane przeciwko 
neurotoksynie botulinowej (jadowi kiełbasianemu) i wąglikowi (2). Ma to ogromne 
znaczenie, szczególnie w obecnym czasie, kiedy ryzyko wykorzystania broni bio-
logicznej jest wysokie. Tytoń może stać się źródłem pozyskiwania tanich i szybkich 
w produkcji skutecznych przeciwciał.

Szczepionki

Szczepienie to podawanie antygenu (szczepionki), w celu produkcji przez or-
ganizm odpowiednich przeciwciał zapewniających odporność na choroby. Szcze- 
pienie jest najbardziej efektywną i skuteczną formą zapobiegania chorobom zakaźnym. 
W szczepionce mogą być podawane zarówno atenuowane (wywołujące odpowiedź 
immunologiczną, ale niezdolne do wywołania choroby) jak i martwe formy patogenów 
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Tabela 1
Przyklady przeciwciał uzyskanych w tytoniu

Choroba/Patogen Uzyskane przeciwciało Maks. zawartość Literatura

Botulina Anti-BoNT/A scFv
20 mg/kg świeżych 
liści Almquist i in., 2006 (2)

HIV 2G12 mAb 1% Floss i in., 2009 (22)
HIV 2F5 mAb Sack i in., 2007 (86)
Nowotwór  
(chłoniak z komórek B) Idiotypowo specyficzne b.d. McCormick i in., 2008 (70)
Nowotwór piersi i jelita 
grubego Anti-Lewis Y mAb

30 mg/kg świeżych 
liści Brodzik i in., 2006 (8)

Nowotwory  
(szerokie spektrum) H10 mAb

1,1 mg/kg świeżych 
liści Vilanni i in., 2009 (104)

Nowotwór jelita  
grubego CO17-1A mAb 0,02% TSP Ko i in., 2005 (48)
Nowotwór skóry TheraCIM® 1,2µg/g Rodriguez i in., 2005 (82)
Powiązany z guzami 
nowotworowymi mózgu 
– antygen tenascyny-C H10 mAb

100 mg/kg świeżych 
liści Villani i in., 2009 (104)

Streptococcus mutans Guy’s 13 mAb b.d. Daniell i in., 2004 (14)

Streptococcus mutans CaroRX™
80 mg/kg świeżych 
liści Ma i in., 1998 (59)

Salmonella Anti-LPS scFv 41,7 µg/g
Makvandi-Nejad i in., 2005 
(62)

Wąglik Anti-PA mAb b.d. Hull i in., 2005 (40)
Wścieklizna R12 mAb 0,5 mg/l Girard i in., 2006 (29)
W ścieklizna SO57 mAb 0,07% TSP Ko i in., 2003 (47)
Zapalenie wątroby typu 
B (HBV) B294, B303 mAb 5g/kg świeżych liści Gleba i in., 2005 (30)
Zapobieganie 
odrzucaniu przeszcze-
pów LO-BM2 0,29% TSP De Muynck i in., 2009 (17)

bakteryjnych, czy wirusowych. Opracowanie szczepionek opartych na wykorzystaniu 
specyficznych białek zamiast całych patogenów stwarza mniejsze ryzyko wystąpienia 
działań niepożądanych. Zastosowanie nowoczesnych technik inżynierii genetycznej 
uprościło ten proces. Podobnie jak przeciwciała szczepionki są obecnie produkowane  
w bakteriach, drożdżach i z wykorzystaniem linii komórkowych ssaków. Jednak tytoń  
w ostatnich latach staje się nowoczesną alternatywą dla systemów tradycyjnych (Tab. 2).  
Warto wspomnieć o wytwarzanych w tytoniu szczepionkach przeciwko wirusowi 
HIV (ang. human immunodeficiency virus), wirusowemu zapaleniu wątroby typu 
B, cholerze, wirusowi ostrego zespołu niewydolności oddechowej (SARS) (ang. 
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severe acute respiratory syndrome), czy wirusowi Epsteina-Barr wywołującemu 
mononukleozę zakaźną. Wiele z tych szczepionek wyszło już z fazy testów labo-
ratoryjnych i znajduje się na etapie badań na zwierzętach, poprzedzających testy 
kliniczne na człowieku. Przykładem takiej szczepionki może być szczepionka 
przeciwko ospie prawdziwej. Udało się uzyskać w tytoniu białko B5 z domeną 
antygenowa, pB5. Zastosowanie tej szczepionki u myszy wywoływało silną 
odpowiedź immunologiczną organizmu i wytworzenie odpowiednich przeciwciał 
chroniących przed chorobą (31). Tytoń został również wykorzystany do produk-
cji białka SARS-CoV S1. Podanie tego białka myszy prowadziło do wytworzenia 
specyficznych przeciwciał zabezpieczających zwierzę przed zakażeniem wirusem 
SARS (80). Innym przykładem może być szczepionka przeciwko wąglikowi (Bacillus 
anthracis). W tradycyjnych systemach szczepionkę uzyskuje się przez izolację  
z podłoża hodowlanego antygenu ochronnego (PA) (ang. protective antigen). 
K o y a  i  i n. (50) uzyskali ten antygen w transgenicznym tytoniu. Ekspresja genu 
pagA kodującego białko PA zachodziła w chloroplastach. Produkowane w transge-
nicznym tytoniu białko PA stanowiło do 14,2% ogółu białek rozpuszczalnych rośliny 
(TSP). W ostatnim czasie udało się uzyskać w roślinach Nicotiana benthamiana 
kompleks immunologiczny Ebola (EIC) (ang. Ebola immune complex) (79). Ebola 
należy do najniebezpieczniejszych wirusów świata. Przez amerykańskie Centrum 
Kontroli Chorób został razem z wirusem Marburg zaklasyfikowany do kategorii  
A, oznaczonej jako stwarzające zagrożenie dla bezpieczeństwa narodowego. Wirusy 
te wywołują gorączki krwotoczne, a śmiertelność po zakażeniu dochodzi do 90%. 
Glikoproteina GP1 wirusa Ebola została połączona z C-końcem ciężkiego łańcucha 
humanizowanej immunoglobuliny 6D8 IgG – przeciwciała monoklonalnego specy-
ficznie wiążącego się z liniowym epitopem na powierzchni GP1. Wspólna ekspresja 
kompleksu GP1-ciężki łańcuch 6D8 IgG oraz lekkiego łańcucha 6D8 w Nicotiana 
benthamiana pozwoliło na uzyskanie funkcjonalnej immunoglobuliny (EIC). Testy 
in vitro przeprowadzone na myszach BALB/C, którym podano oczyszczony EIC, 
wykazały produkcję przeciwciał anti-Ebola. Pokazuje to potencjał jaki daje pro-
dukcja EIC w tytoniu, w celu wytwarzania szczepionki dla ludzi. Rośliny Nicotiana 
benthamiana zostały również wykorzystane, jako zielone bioreaktory do uzyskania 
rekombinowanych podjednostek hemaglutyniny (HA) pochodzącej od szczepów 
grypy H1N1 i H5N1 (91). Szczepienie jest preferowanym sposobem zapobiegania 
grypie. Obecnie wykorzystywana metoda wytwarzania hemaglutyniny nie zapewnia 
wystarczającej wydajności i szybkości produkcji, wystarczającej dla zaspokojenia 
światowego zapotrzebowania, szczególnie w odniesieniu do nowych potencjalnie 
niebezpiecznych szczepów mogących wywołać pandemię. S h o j i  i  i n. (91) udało 
się uzyskać w roślinach Nicotiana benthamiana 90 mg hemaglutyniny z 1 kg bioma-
sy. Obiecujące wyniki dotyczące wykorzystania tytoniu jako zielonego bioreaktora 
skłoniły naukowców do próby wykorzystania u pacjentów cierpiących na chłoniaki 
nieziarnicze, produkowanych w tytoniu personalizowanych przeciwciał typu scFv 
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jako szczepionek (69, 70). Z guzów pacjentów pobierano materiał, który posłużył do 
wydzielenia regionów o zmiennej sekwencji, następnie domeny idiotypowe łączono 
za pomocą polilinkera (krótki odcinek DNA zawierający wiele miejsc rozpoznawa-
nych przez różne enzymy restrykcyjne) i klonowano do zmodyfikowanego genomu 
wirusa mozaiki tytoniowej (TMV). Tak spreparowany wirus służył do zakażania 
roślin tytoniu, które w następstwie infekcji wirusowej produkowały sperso- 
nalizowane przeciwciała. System ten pozwala na szybkie pozyskiwanie przeciwciał 
i immunizację pacjentów ich własnymi indywidualnymi terapeutycznymi anty- 
genami.

Tytoń wykorzystywany jest również do produkcji szczepionek stosowanych  
w weterynarii. Przykładem może być szczepionka przeciwko zakaźnemu zapale-
niu żołądka i jelit świń wywoływanemu przez Coronavirus (TGEV) (ang. Transmi-
ssible Gastroenteritis Virus). W tytoniu uzyskano N-końcową domenę glikoproteiny  
S (N-gS), zawierającą główne miejsca antygenowe białka (100). Po podaniu świniom 
szczepionki zawierającej N-gS wytwarzała ona przeciwciała przeciw TGEV. W ty-
toniu uzyskano również białko H kodowane przez wirusa księgosuszu bydła (RPV) 
(ang. Rinderpest Virus). Choroba ta charakteryzuje się blisko 100% śmiertelnością. 
Dootrzewnowe podanie myszom białka H powodowało produkcję przeciwciał 
rozpoznających wirus RPV (46). W ostatnim czasie, w USA, firma DOW Agro-
Sciences uzyskała zgodę Departamentu Rolnictwa na wprowadzenie do sprzedaży 
szczepionki wytworzonej w tytoniu, stosowanej przeciw rzekomemu pomorowi 
drobiu (choroba Newcastle) (102).

Cytokiny

Cytokiny to małe białka lub glikoproteiny produkowane przez wiele typów 
komórek. Są silnymi immunoregulatorami. Poprzez stymulację lub hamowanie ak-
tywacji, proliferacji i różnicowania komórek oraz regulacje sekrecji przeciwciał lub 
innych cytokin, wpływają na intensywność i długość trwania odpowiedzi immuno-
logicznej (77). Cytokiny mogą działać zarówno na komórki, które je wydzielają, 
komórki w najbliższym sąsiedztwie, jak również na komórki w innych narządach. 
Cytokiny mogą działać zarówno synergistycznie jak i antagonistycznie oraz mogą 
wywoływać kaskady sprzężeń dodatnich i ujemnych (32). Cytokiny dzielimy na: 
interleukiny, interferony, hemopoetyny, chemokiny, cząsteczki TNF (ang. tumor  
necrotic factor) i inne. Rekombinowane cytokiny są szeroko testowane jako farma-
ceutyki w leczeniu infekcji, chorób autoimmunologicznych i nowotworów (57, 76, 
108). Obecnie na rynku dostępnych jest wiele rekombinowanych cytokin, ale są one 
bardzo drogie przez co mało dostępne dla zastosowań terapeutycznych. Poza tym wiele 
z nich – produkowanych w E. coli – nie jest glikozylowanych. Glikozylacja jest bardzo 
ważnym procesem wpływającym na fałdowanie białek, stabilizującym ich strukturę 
oraz wpływającym na ich funkcję (99). W ostatnich latach poczyniono duże postępy  
w modyfikacji genetycznej enzymów biorących udział w procesie glikozylacji. 
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Tabela 2
 Przykłady szczepionek uzyskanych w tytoniu

Choroba/
Patogen Uzyskany antygen Max. zawartość Literatura

Amebioza lecA 6,3% TSP Chebolu i Daniell 2007 (11)

Cholera
Podjednostka B toksyny cholery 
połączona z ludzką proinsuliną 
(CTB-Pins)

16% TSP Ruhlman i in., 2007 (84)

Cholera ctxB 4,1% TSP Daniell i in., 2001 (13)

Cholera i 
malaria

Podjednostka B toksyny cholery 
(CTB) połączona z antygenem 
AMA-1 malarii lub CTB połą-
czona z białkiem powierzchnio-
wym merozoitów (MSP)

13,2% i 10,1% 
TSP

Davoodi-Semiromi i in., 2010 
(15)

Ebola kompleks immunologiczny EIC 50 µg/g liści Phoolcharoen i in., 2011 (79)
E. coli 
0157:H7 Intimina 13 µg/g świeżej 

masy liści Judge i in., 2004 (44)

E. coli 
szczep K88 FaeG of K88 fantygen fimbii 0,15% TSP Huang i in., 2003 (39)

Gruźlica Ag85b 4% TSP Floss i in., 2010 (23)
Grypa 
(H1N1, 
H5N1)

HAC1, HAI-05 90 i 50 mg/kg liści Shoji i in., 2011 (91)

Grypa HA 200 mg/kg świeżej 
masy liści Shoji i in., 2008 (90)

HBV HbsAg (HepB) 3% TSP Thanavala i in., 1995 (96)
HCV Biało rdzenia (Hep C) b.d. Nianiou i in., 2008 (75) 

HIV p24 białko płaszcza
HIV-Nef

0,0035% TSP
0,7% TSP

Zhang i in., 2002 (109)
Marusic i in., 2007 (65)

HIV 2G12 1% TSP Floss i in., 2009 (22)
Wirus 
brodawczaka 
ludzkiego 
(HPV)

L1 białko płaszcza 0,5% TSP
1 mg/kg

Biemelt i in., 2003 (4)
Kohl i in., 2006 (49)

Wirus 
brodawczaka 
ludzkiego 
(HPV)

HPV-16 L1 24% TSP Fernández-San Millán i in., 2008 
(21)

Dzięki temu możliwe stało się dodawanie lub usuwanie pożądanych grup cukrowych 
i uzyskiwanie białek z pożądanym wzorem cukrowym zbliżonym do ludzkiego (18, 
63). W efekcie stało się możliwe wykorzystanie roślin, w szczególności tytoniu do 
produkcji tanich zrekombinowanych cytokin (Tab. 3).
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Malaria Pfs25 400mg/kg świe-
żych liści Farrance i in., 2011 (20)

Malaria PyMSP4/5 10% TSP Webster i in., 2009 (107)
Ospa  
prawdziwa pB5 100 mg/kg Golovkin i in., 2007 (31)

Rotavirus VP6 3% TSP Birch-Machin i in., 2004 (6)
Toksyna 
tężcowa tetC 25% TSP Tregoning i in., 2003 (98)

Wąglik PA 14,2% TSP Watson i in., 2004 (106)
Koya i in., 2005 (50)

Wirus  
Norwalk VLP 0,23% Mason i in., 1996 (66)

Epidemiczna 
biegunka 
świń (PED)

Białko spike 2,1% TSP Kang i in., 2005 (45)

Parwowirus 
psów (CPV) CTB-2L21 GFP-2L21 33,1% TSP Molina i in., 2004, 2005 (72, 73)

Parwowirus 
świń (PPV) VP2 0,3% TSP Rymerson, 2003 (85)

Pryszczyca VP1 białko płaszcza 51% TSP Lentz i in., 2010 (56)

Tabela 2. cd.
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Tabela 3 
Przykłady cytokin uzyskanych w tytoniu

Grupa cytokin Cytokina Maks. zawartość Literatura
Hematopoetyny Erytropoetyna 0,0026% TSP Matsumoto i in., 1995 (67)

Erytropoetyna 0,05% TSP Conley i in., 2009 (12)
G-CSF 105 μg/l Hong  i in., 2002 (37)
GM-CSF 0,03% TSP Sardana i in., 2002 (88)
GM-CSF 2% TSP Zhou i in., 2006 (111)

Interferony IFN-γ 6% TSP Leelavathi i Reddy, 2003a (53)
IFN-α2b 20% TSP Arlen i in., 2007 (3)

Czynniki wzrostu aFGF (FGF-1) 8% TSP Matsuo i in., 2007 (68)
Interleukiny IL-2 b.d. Redkiewicz i in., 2012 (81)

IL-4 0,086% TSP Patel i in., 2007 (78)
IL-4 0,1% TSP Ma i in., 2005 (61)
IL-10 37 µg/g liści Bortesi i in., 2009 (7)
IL-10 0,27% TSP Patel i in., 2007 (78)
IL-12 40 ng/g Gutierrez-Ortega i in., 2004 (34)
IL-13 0,15% TSP Wang i in., 2008 (105)
IL-18 0,051% Zhang i in., 2003 (110)
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Interleukiny
Ludzka interleukina IL-13 ma działanie plejotropowe wywołując zarówno 

prozapalną jak i przeciwzapalną odpowiedź immunologiczną (19). Możliwe jest jej 
wykorzystanie do leczenia wielu chorób m.in. cukrzycy typu I (T1DM) (99). Dotych-
czasowe, tradycyjne systemy pozyskiwania rekombinowanej IL-13 są mało wydajne 
(97). Dodatkowo IL-13 pozyskiwana z E. coli nie jest glikozylowana, przez co nien-
atywna, co oznacza konieczność wprowadzenia dodatkowych etapów jej obróbki: 
pakowanie do ciał inkluzyjnych, dodatkowe rozpuszczanie i renaturacja (97). Dodat-
kowe etapy powodują zwiększenie kosztów pozyskiwania tej cytokiny. Alternatywą 
może być wykorzystanie jako gospodarza do produkcji rekombinowanej IL-13 nis-
konikotynowej i niskoalkaloidowej odmiany tytoniu 81V9 (105). Ludzka IL-13 była 
tu produkowana w wielu formach molekularnych w ilości ok. 0,15% ogółu białek 
rozpuszczalnych. Różnorodne formy IL-13 wynikały z różnej glikozylacji N-końca 
białka. W testach laboratoryjnych polegających na trawieniu trypsyną potwierdzono 
większą odporność glikozylowanych form IL-13 na trawienie, w stosunku do form 
nieglikozylowanych. Testy biologiczne prowadzone w warunkach in vitro wykazały, 
że zastosowanie uzyskanej w tytoniu IL-13, w hodowli czynnikozależnej ludzkiej 
erytroleukemicznej linii komórkowej, zachowuje funkcje biologiczne identyczne  
z autentyczną IL-13. Wyniki te sugerują, że wykorzystanie transgenicznego tytoniu 
do produkcji ludzkiej IL-13 jest bardziej odpowiednie niż konwencjonalnych sys-
temów ekspresyjnych.

Interleukina IL-10 jest cytokiną o silnym działaniu przeciwzapalnym. Stosuje 
się ją w leczeniu chorób zapalanych i niektórych chorób autoimmunologicznych. 
W badaniach wykorzystano system ekspresji oparty zarówno na stałej ekspres-
ji wynikającej z wbudowania genu kodującego IL-10 do genomu tytoniu jak też  
z systemu ekspresji tymczasowej. Zastosowano dwa rodzaje IL-10 – od myszy 
oraz bardzo zbliżoną do niej (wykazującą 84% identyczności sekwencji amino- 
kwasowej) pochodzącą od wirusa Epsteina-Barr (7). W roślinach tytoniu zawartość 
IL-10 wynosiła odpowiednio 37 µg/g i 10,8 µg/g świeżej masy liści. Uzyskane inter-
leukiny w obu przypadkach były zdolne aktywować ścieżkę sygnałową IL-10 oraz 
indukować specyficzną odpowiedź przeciwzapalną w makrofagach J744 myszy.

Hematopoetyny
Ludzka erytropoetyna (EPO) bierze udział w procesie powstawania erytrocytów, 

ale posiada również drugą aktywność – ochrony uszkodzonych tkanek poprzez ha-
mowanie apoptozy, tłumienie stanów zapalnych, stymulację angiogenezy (28). 
Kanadyjscy badacze przy wykorzystaniu systemu tymczasowej ekspresji wytwo- 
rzyli w roślinach tytoniu zrekombinowaną ludzką erytropoetynę. Wytwarzana była ona  
w ilości 0,05 % ogółu białek rozpuszczalnych. Wytworzona w ten sposób erytropoetyna 
wykazywała zwiększone powinowactwo do łączenia się z receptorem i była zdolna do 
ochrony komórek nabłonkowych nerki przed śmiercią indukowaną cytokinami (12).
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W tytoniu uzyskano również czynnik stymulujący kolonie granulocytarno-mak-
rofagowe (GM-CSF) (ang. granulocyte, macrophage colony stimulating factor). 
GM-CSF jest szeroko stosowaną cytokiną w leczeniu neutropenii, niedokrwistości 
aplastycznej oraz jest stosowana w ograniczaniu infekcji po przesz-czepie sz-
piku kostnego. Jej roczna produkcja wynosząca ok. 157g była warta w 2003 r. 
77 milionów $ (111). Badania dotyczące produkcji ludzkiego GM-CSF w syste- 
mach roślinnych prowadzone są już od kilku lat, głównie w hodowlach zawiesino- 
wych komórek roślinnych. Niestety wydajność produkcji jest bardzo niska (41, 52, 89).  
Z h o u  i  i n. (111), wykorzystując jako wektor zmodyfikowany wirus PVX 
niosący w swoim genomie gen kodujący GM-CSF, zakażając nim rośliny Nicotiana  
benthamiana, uzyskali zadowalającą wydajność produkcji tej glikoproteiny na 
poziomie 2% ogółu białek rozpuszczalnych. Zauważyli oni, że wiek liści znacząco 
wpływa na zawartość GM-CSF. W młodych liściach koncentracja GM-CSF była 
2,6 razy większa. Aktywność biologiczna uzyskanego rekombinowanego ludzkiego 
GM-CSF została potwierdzona przez stymulację wzrostu ludzkich komórek TF-1.

Czynniki wzrostu
Kwaśny czynnik wzrostu fibroblastów (aFGF=FGF 1) (ang. acidic fibroblast 

growth factor) to cytokina produkowana w wielu narządach: mózgu, nerkach, siat-
kówce, mięśniach gładkich i komórkach śródłbłonka (9). M a t s u o  i  i n. (68) 
zaproponowali wykorzystanie zmodyfikowanego wirusa mozaiki ogórkowej (CMV) 
(ang. cucumber mosaic virus) jako wektora niosącego gen kodujący aFGF. Genom 
tego wirusa stanowią 3 nici RNA (RNA 1-3). W cząsteczce RNA 2 zastąpiono gen 
kodujący białko 2a fragmentem zawierającym miejsca restrykcyjne StuI, MluI  
i SpeI, tworząc w ten sposób wektor C2-H1. Następnie gen aFGF umieszczono  
w wektorze C2-H1. Takim zmodyfikowanym wirusem sztucznie zakażano rośliny 
Nicotiana benthamiana. Zainfekowane rośliny wykazywały wysoki poziom produk-
cji aFGF dochodzący aż do 8 % TSP.

Interferony
Interferony to grupa związków należących do cytokin, które hamują replikacje 

wirusów i wzrost komórek oraz wzmacniają odpowiedź immuologiczną organizmu. 
Dlatego też znajdują szerokie zastosowanie w zwalczaniu zakażeń wirusowych. 
Interferony stanowią trzecią pod względem produkcji grupę biofarmacetyków po 
insulinie i erytropoetynie. Niestety średni roczny koszt leczenia jednego pacjenta 
zakażonego wirusem zapalenia wątroby typu C wynosi ok. 26000 $, co mocno 
ogranicza ich stosowanie, szczególnie w krajach rozwijających się (3). W ostatnim 
czasie udało się uzyskać w roślinach tytoniu w pełni funkcjonalny ludzki interfe-
ron IFN-α2b. Gen kodujący interferon wprowadzano do DNA chloroplastowego. 
Uzyskano bardzo wysoką wydajność produkcji tego białka wynoszącą do 20% 
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ogółu białek rozpuszczalnych, co w przeliczeniu dawało ok. 3 mg interferonu na  
1 g świeżej masy liści tytoniu. Warto tu podkreślić, że doświadczenia te prowadzono  
w warunkach polowych (3).

Inne farmaceutyki

Kolagen jest szeroko stosowany w medycynie do wspomagania regeneracji 
tkanek. Tradycyjnie pozyskiwany jest z materiału zwierzęcego lub ze zwłok, ale nie-
sie to ze sobą ryzyko ewentualnych niebezpieczeństw związanych z alergennością 
oraz zakażeniem patogenami. Ostatnio do produkcji ludzkiego kolagenu typu  
I wykorzystano tytoń (94). W tym celu, do genomu tytoniu wprowadzono 2 ludzkie 
geny kodujące zrekombinowany heterotrimeryczny kolagen typu I (rhCOL1) oraz 
geny kodujące ludzkie enzymy: P4H (ang. prolyl-4-hydroxylase) i LH3 (ang. lysyl 
hydroxylase 3), odpowiedzialne za kluczowe modyfikacje potranslacyjne. Uzyskany 
kolagen tworzył stabilne struktury potrójnych spirali i wykazywał biofunkcjonalność 
zbliżoną do ludzkiego kolagenu. Białka kolagenu stanowiły 2% TSP.

D e  M a r c h i s  i  i n. (16) wykorzystali tytoń do produkcji ludzkiej α-mannozydazy 
(MAN2B1). Niedobory tego enzymu powodują u ludzi α-mannozydozę, polegającą 
na gromadzeniu się oligosacharydów zawierających mannozę i objawiającą się 
nieprawidłowościami w budowie szkieletu, cechami dysmorficznymi twarzy, 
upośledzeniem słuchu i opóźnieniem umysłowym. Produkowany enzym był gliko-
zylowany, a wydajność osiągnęła 10,2 jednostki na gram świeżych liści.

Innym przykładem wykorzystania tytoniu do produkcji biofarmacetyków jest 
pozyskiwanie ludzkiej somatotropiny (hST) (ang. human somatotropin) (93). So-
matotropina jest produkowanym przez przysadkę hormonem wzrostu. Wytwo-
rzone białko wykazywało prawidłową aktywność biologiczną oraz posiadało 
prawidłową konformację przestrzenną z wytworzonymi mostkami dwusiarczko-
wymi. Wykorzystanie transplastomicznego systemu ekspresji pozwoliło osiągnąć 
dużą wydajność produkcji białka – 7% TSP. Podobny gen przeniesiony do genomu 
jądrowego pozwolił już tylko na 300-krotnie niższą produkcję tego białka.

Wytwarzanie biopolimerów i enzymów

Tytoń coraz częściej zaczyna być wykorzystywany nie tylko do produkcji bio-
farmaceutyków, ale również biopolimerów, enzymów bakteryjnych lub grzybowych. 
Przykładem może być uzyskiwanie polihydroksyalkanolanów (PHA) (74). Związki te 
należą do grupy alifatycznych poliestrów pochodzenia mikrobiologicznego, będących 
odnawialnym źródłem biodegradowalnych termoplastików. Znajdują zastosowanie m.in. 
do produkcji implantów. Konstrukcjami zawierającymi geny phaARe, phaBRe pochodzące 
od Ralstonia eutropha i phaCAc z Aeromonas caviae transformowano jądra komórkowe 
tytoniu. W efekcie transgeniczny tytoń produkował PHA w ilości dochodzącej do 1500 ppm. 
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Podejmowane są również kroki wykorzystania tytoniu do produkcji celulazy, 
która byłaby wykorzystywana do uzyskiwania bioetanolu na cele energetyczne. Ce-
luloza jest jednym z najliczniej występujących związków organicznych. W formie 
nieprzetworzonej znajduje zastosowanie w przemyśle papierniczym i tekstylnym. 
Celuloza może jednak znaleźć zastosowanie jako substrat do produkcji etanolu. 
Obecnie enzym celulaza wykorzystywany do hydrolizy celulozy w procesie produkcji 
etanolu pozyskuje się z grzyba Trichoderma reesei. Pozyskiwana w ten sposób celu-
laza jest droga, a jej produkcja mało wydajna. J i n  i  i n. (42), chcąc obniżyć koszty 
jej wytwarzania, transformowali rośliny tytoniu wprowadzając do ich genomu gen 
e1, kodujący domenę katalityczną termotolerancyjnej celulazy endo-1,4-β-D glu-
kanazy E1 z Acidothermus cellulolyticus. Poddany transformacji tytoń wykazywał 
wysoki poziom produkcji celulazy.

Bardzo ciekawym jest również pomysł wykorzystania tytoniu do produk-
cji włókien nici pajęczej. Włókna takie cechuje duża wytrzymałość połączona  
z elastycznością, przez co znalazłyby one zastosowanie w produkcji sztucznych 
ścięgien i więzadeł, podłoży komórkowych dla kości i chrząstek, a także im-
plantów i biodegradowalnych mikroszwów. M e n a s s a  i  i n. (71) transformo-
wali tytoń kostruktami zawierającymi geny MaSp1 i MaSp2 pochodzące od Nephila  
clavipes. W konstruktach zastosowano dwa różne promotory: wzmocniony CaMV 
35S oraz nowy tCUP. Obydwa geny z powodzeniem ulegały ekspresji, co w efekcie 
prowadziło do wytworzenia odpowiednich białek nici pajęczej. 

Tabela 4 
Przykłady biomateriałów i enzymów uzyskanych w tytoniu

Produkt Użyty gen Maks. zawartość Literatura
Bioelastyczny polimer białkowy 
(PBP) aadA, EG121 b.d. Guda i in., 2000 (33)
Ksylanaza xynZ 25,5 µg/g Chatterjee i in., 2010 (10)

Ksylanaza xynA 6% TSP
Leelavathi i in., 2003b 
(54)

Monelina – słodkie białko Mon 1,3% TSP Roh i in., 2006 (83)
Polihydroksyalkanolany (PHA) ubiC 26,5% TSP Viitanen i in., 2004 (103)
Polihydroksyalkanolany (PHA) phaA, phbB, phbC 1500 ppm Nakashita i in., 2001 (74)
Polihydroksymaślan (PHB) phbA, phbB, phbC 1,7 % TSP Lössl i in., 2003 (55)

Wykorzystanie w ochronie środowiska

Zdegradowane, zanieczyszczone tereny stanowią obecnie duży problem. Doty-
chczas stosowane fizykochemiczne metody remediacji są kosztowne, zaś fitoreme-
diacja jest przyjazną dla środowiska, potencjalnie efektywniejszą i tańszą metodą 
oczyszczania gleby z zanieczyszczeń niż metody tradycyjne (1). Niektóre rośliny 
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mają naturalną zdolność do pobierania zanieczyszczeń z gleby i ich degradacji 
(przekształcania) w mniej toksyczne substancje. W celu zwiększenia stopnia natu-
ralnej remediacji możliwe jest umieszczenie w genomie roślin genów bakteryjnych 
odpowiedzialnych za oczyszczanie gleby z niektórych zanieczyszczeń takich jak 
rtęć, czy 2,4,6-Trinitrotoluen (TNT) (materiał wybuchowy). 

Zanieczyszczenia rtęcią spowodowane są głównie przez związki metalo- 
organiczne – odpady z rolnictwa, górnictwa i przemysłu. Niektóre bakterie Gram-
ujemne posiadają zdolność do detoksykacji związków metaloorganicznych przez 
konwersję metylowanej rtęci do rtęci metalicznej, która jest mniej toksyczną formą 
rtęci (95). Geny biorące udział w detoksyfikacji rtęci to: merA i merB. Gen merB 
koduje liazę odpowiedzialną za rozrywanie wiązań C-Hg, co prowadzi do uwal-
niania jonów Hg2+. Gen merA koduje reduktazę, która przekształca jony Hg2+ do 
formy metalicznej Hg0 (95). A b d e l  R a h m a n  i  i n. (1) transformowali tytoń 
odmiany Gold Leaf za pomocą Agrobacterium, niosącą plazmid Ti zawierający geny  
merA i merB. Odporność na związki rtęci testowano na podłożach zawierających fe-
nylooctan rtęciowy (PMA) (ang. phenyl mercuric acetate) i chlorek rtęci (II) HgCl2. 
Transgeniczny tytoń wykazywał długość korzeni i suchą masę korzeni odpowiednio 
60 i 17 razy większą w stosunku do tytoniu nietransformowanego, co umożliwia 
lepsze pobieranie składników, w tym większej ilości związków rtęci i kumulowanie 
ich w roślinie (1).

Transgeniczny tytoń może być użyty także do fitoremdiacji terenów skażonch 
materiałami wybuchowymi. Trotyl (TNT) jest jednym z najbardziej toksycznych 
matriałów wybuchowych. Gram-ujemna bakteria Enterobacter cloacae jest zdol-
na do degradacji trotylu (5). Gen nsfl wyizolawany z E. cloacae koduje enzym 
nitroreduktazę (NR), który jest odpowiedzialny za redukcję grup nitrozowych tro-
tylu, co w efekcie prowadzi do wytworzenia hydroksyaminodinitrotoluenu i amino-
dinitrotoluenu (24). H a n n i n k  i  i n. (35) przenieśli bakteryjny gen nsfl do tyto-
niu. Transgeniczny tytoń tolerował stężenie trotylu do 0,5 mM, co jest jednocześnie 
granicą rozpuszczalności trotylu w wodzie. W innych badaniach tytoń był transfor-
mowany konstruktem zawierającym gen onr również pochodzącym od E. cloacae. 
Gen ten koduje reduktazę tetraazotanu (V) pentaerytrytu (PETN) (25). Reduktaza 
PETN redukuje PETN i nitroglicerynę do azotynów. Transgeniczny tytoń wzrastał 
na podłożu zawierającym 1 mM nitrogliceryny, co było toksycznym stężeniem dla 
tytoniu nietrasformowanego. Dowiedziono, że transgeniczny tytoń zawierający geny 
nitroreduktazy (NR) i reduktazy PETN nie tylko tolerują wysokie stężenia trotylu, 
nitrogliceryny i tetraazotanu (V) pentaerytrytu, ale również pobierają go z podłoża 
i degradują, czyniąc fitodetoksyfikację możliwą do zastosowania w oczyszczaniu 
terenów zanieczyszczonych materiałami wybuchowymi
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Podsumowanie

Rośliny to skuteczne i wydajne zielone bioreaktory, użyteczne do produkcji 
rekombinowanych białek w celach medycznych, przemysłowych oraz dla potrzeb 
ochrony środowiska. Roślinne systemy ekspresji są alternatywą dla obecnie pow-
szechnie stosowanych, tradycyjnych systemów opartych na hodowlach bakterii  
lub grzybów. Wśród roślinnych systemów ekspresyjnych, tytoń wyróżnia się 
łatwością we wprowadzaniu obcych genów oraz dużą produkcją biomasy. Przy 
dalszym dynamicznym rozwoju biotechnologii, tytoń może stać się rośliną, która 
nie będzie kojarzona z dymem papierosowym, ale jako roślina poprawiająca jakość 
życia nas wszystkich.
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