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Wstep

Gwaltowny rozwoj biologii molekularnej w ostatnich latach umozliwit wykorzysta-
nie ro$lin, jako bioreaktorow do produkcji niemal nieograniczonej ilosci zrekom-
binowanych biatek, ktére znajduja zastosowanie w medycynie (diagnostyka, pro-
filaktyka, leczenie chorob), przemysle (biopolimery, enzymy) i ochronie srodowiska
(fitoremediacja). Tyton byt i jest gldowng rosling wykorzystywang w tzw. rolnictwie
molekularnym (ang. molecular farming). Wynika to z bardzo wydajnej transformacji
genetycznej, oraz duzej ilosci wytwarzanej biomasy. Swiatowy popyt na rekom-
binowane biatka ros$nie szybciej niz mozliwosci tradycyjnych systemow produk-
cyjnych. Dotyczy to zarowno biatek wykorzystywanych w przemysle farmaceutycznym
jak rowniez enzymow przemystowych i wtornych metabolitow. Tradycyjne systemy
produkcyjne wykorzystujace mikroorganizmy lub hodowle komérkowe sg ograniczone
trudno$ciami w zwigkszaniu skali proceso6w oraz duzymi kosztami produkcji, szcze-
golnie w odniesieniu do potrzeby stosowania bardzo skomplikowanej i1 kosztownej
aparatury, ale rowniez drogimi etapami koncowego oczyszczania produktu. Produk-
cja zrekombinowanych biatek w roslinach pozwala na tatwe i tanie zwigkszenie skali
produkcji, a poza tym zapewnia mozliwosci niedostgpne w tradycyjnych systemach.
Rosliny, jako zielone bioreaktory, posiadajg zdolnos¢ do przeprowadzania potransla-
cyjnych modyfikacji biatek — glikozylacji, lub tworzenia mostkéw dwusiarczkowych,
ktore sg czgsto niezbedne do aktywnosci biologicznej biatek wielu ssakow (60, 38).
Przy wykorzystaniu ro$lin jako zielonych bioreaktorow, szczegodlnie w przemysle
farmaceutycznym, nie ma ryzyka zanieczyszczenia wirusami i patogenami ludzkimi,
poniewaz nie sg znane przypadki zakazania roslin przez ludzkie patogeny. Uprawa
ro$lin jest tania w poréwnaniu do kosztow prowadzenia hodowli komoérkowych, a jako
zrodlo energii wykorzystywane jest §wiatto stoneczne, co dodatkowo redukuje ko-
szty. Wykazuje rowniez duze stgzenia biatek rozpuszczalnych, co stanowi atrakcyjng
ceche dla wykorzystania tej rosliny jako platformy do produkcji zrekombinowanych
bialek. Tyton umozliwia wykorzystanie r6znych systemow ekspresyjnych: ze stabilnie
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wbudowanym transgenem w genom jadrowy (rosliny transgeniczne) lub chloroplas-
towy (rosliny transplastomiczne) lub z przejsciowa ekspresja transgendw opartg na
zakazaniu ro$lin i namnazaniu zrekombinowanego wirusa.

Systemy ekspresji genow

Stabilna transformacja genomu jadrowego:

Jest prowadzona najczgsciej przy uzyciu patogena roslinnego Agrobacterium
tumefaciens, ktory wydajnie przenosi rDNA do genomu jadrowego komorek
ro$linnych. Miejsce integracji gendw przenoszonych za pomoca Agrobacterium jest
przypadkowe. Szczepy Agrobacterium wykorzystywane w transformacji zostaly
technikami inzynierii genetycznej zmodyfikowane w taki sposob, aby wyeliminowac
geny wirulencji powodujace u zakazonych roslin guzowato$¢ korzeni, jednoczesnie
pozostawiajac te, ktore sg odpowiedzialne za wydajny transfer rDNA. Alternatywng
metodg wprowadzania DNA do komorki roslinnej jest mikrowstrzeliwanie (ang.
biolistic, gene gun). Jest to metoda bezposredniego (bezwektorowego) wprowa-
dzania obcego DNA. W tej metodzie rDNA optaszcza ztote kulki (zwykle ok. 1um
$rednicy), ktore sg wstrzeliwane do tkanki roslinnej przy uzyciu sprezonego helu. Tak
wprowadzone rDNA ulega nastepnie intergracji z genomem. Taki sposdb wprowa-
dzania rDNA czesto skutkuje wigksza liczba kopii genu, ktora czesciej ulega inte-
gracji z genomem niz w przypadku stosowania Agrobacterium.

Stabilna transformacja genomu chloroplastowego

rDNA wprowadza si¢ do chloroplastow najczgéciej stosujac metode mikro-
wstrzeliwania lub przy uzyciu wektora. Jako wektor najczesciej stosuje si¢ pochodne
wektoréw E.coli zawierajace sekwencje plastydowe diugosci 1-2 kb, ktére na obu
koncach otaczajg gen selekcyjny i wprowadzany rDNA. Takie wektory namnazane
sa w E.coli, a nastgpnie wprowadzane do plastydow, gdzie gen markerowy i wpro-
wadzany rDNA ulegaja integracji z genomem chloroplastowym (64). Zaleta trans-
formacji genomu chloroplastowego jest wysoka zawarto$¢ produkowanych rekom-
binowanych biatek — nawet do 46% ogo6tu biatek rozpuszczalnych TSP (ang. total
soluble protein) (87).

Ekspresja przej$ciowa

Polega na wprowadzeniu do rosliny zrekombinowanego DNA za pomoca wek-
tora wirusowego. W tym celu wykorzystuje si¢ odpowiednio przygotowane wirusy,
gdzie w genom wirusa wbudowuje si¢ TDNA. Nastepnie rosling zakaza si¢ tak
spreparowanym wirusem. W efekcie w zakazonej roslinie poza biatkami wirusa
produkowane jest rowniez biatko kodowane przez wprowadzony gen. Wprowa-
dzany gen w tej metodzie nie ulega integracji z materialem genetycznym ro$liny
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(87). Wykorzystanie ekspresji przejsciowej pozwala na bardzo szybkie wytworze-
nie duzych ilosci zrekombinowanych bialek w krotkim czasie. Metode t¢ mozna
wykorzysta¢ na przyktad do szybkiego reagowania podczas wybuchu pandemii (np.
ostatnia pandemia grypy A/HIN1) (99).

Wytwarzanie bialek terapeutycznych w tytoniu

Tyton nie jest jadalny dla cztowieka i dla zwierzat, co minimalizuje ryzyko
wprowadzenia do tancucha zywieniowego materialu modyfikowanego genetycznie.
Te cechy sprawity, ze tyton idealnie nadaje si¢ do wykorzystania jako zielony bio-
reaktor do produkcji biofarmaceutykow. Obecnie prowadzonych jest wiele badan
nad produkcja biatek terapeutycznych w transgenicznych roslinach tytoniu, a nie-
ktore przechodza wtasnie etap badan klinicznych na cztowieku (99).

Produkcja przeciwcial

Przeciwciata stanowig duza grupe nowych lekow (Tab. 1). Monoklonalne
przeciwciata tradycyjnie produkowane sg w hodowlach linii komoérkowych hybry-
doma. Utrzymywanie takich hodowli jest kosztowne. Produkcja w ro$linach jest
wiec tanig alternatywa. Tyton byl pierwszg rosling wykorzystang do tego celu. Juz
w 1989 roku Hiatt i in.(36)uzyskali w nim w pelni funkcjonalne przeciwciato
monoklonalne 6D4. W tym celu uzyli dwoch transgenicznych roslin rodzicielskich,
z ktorych jedna wytwarzata cigzki tancuch, a druga lekki tancuch przeciwciala. Proste
skrzyzowanie tych roslin spowodowato, ze w pokoleniu F1 rosliny wytwarzaty
w pehi funkcjonalne, ztozone z ci¢zkich i lekkich tancuchow, przeciwciato. Biatka
te byly wytwarzane z do$¢ duza wydajnoscia i stanowily 1,3% ogotu biatek roz-
puszczalnych (TSP) (ang. fotal soluble protein).

Innym rodzajem przeciwcial uzyskanych w tytoniu byty przeciwciata sekrecyjne
IgA (SIgA) (ang. secretory IgA) o bardziej skomplikowanej budowie, sktadajace si¢
z kompleksu 2 jednostek IgA (2 cigzkie i 2 lekkie tancuchy), potaczonych tancuchem
J oraz z tancucha wydzielniczego (43). Sg to przeciwciata naturalnie produkowane
przez organizm, wydzielane na powierzchni¢ bton §luzowych, w celu ochrony
przed infekcjami i toksynami. Produkcja tego typu zrekombinowanych biatek
przy wykorzystaniu linii komoérkowych ssakow jest bardzo droga i skomplikowa-
na z uwagi na konieczno$¢ stosowania dwoch niezaleznych oraz mieszanych linii
komorkowych i statego nadzoru nad prowadzeniem tej hodowli (99). Zastosowanie
tytoniu do wytwarzania tego typu przeciwcial bardzo uproscilo ten proces oraz
ograniczylo jego koszty. W ten sposéb udato si¢ uzyskaé w tytoniu humanizowane
(o cechach zblizonych do przeciwciat ludzkich) mysie przeciwciato sekrecyjne IgA 1
(Guy’s 13 SIgA-G). Mysie przeciwcialo monoklonalne IgG1 (Guy’s 13) rozpoznaje
antygeny I/II (SA I/I1) Streptococcus mutans — gtdwnego sprawcy prochnicy zgbow,
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a jego uzycie terapeutyczne zapobiega kolonizacji jamy ustnej przez t¢ bakterie
(101). Uzyskanie humanizowanego SIgA-G byto mozliwe poprzez wyprowadze-
nie niezaleznych linii tytoniu z ekspresja odpowiednio: lekkich tancuchow Guy’s
13 IgG, cigzkich tancuchéw przeciwciata hybrydowego IgG-A, mysiego tancucha
J oraz szczurzego tancucha wydzielniczego. Nastepnie, dzigki serii krzyzowan tych
linii, uzyskano tyton wytwarzajacy w pelni funkcjonalng wielkoczgsteczkowa mysig
immunoglobuling Guy’s13 SIgA-G z wydajnoscia dochodzaca nawet do 500 pg na
gram lisci (58). Badania kliniczne na ludziach potwierdzity skutecznos¢ w zapobie-
ganiu kolonizacji jamy ustnej przez S. mutans pozyskiwanych z tytoniu przeciwciat
SIgA-G (59). Od 2005 roku dostepny jest juz na rynku komercyjny preparat o naz-
wie CaroRx™ bazujacy na uzyskiwanych w tytoniu przeciwciatach SIgA-G (99).

Tyton moze by¢ rowniez wykorzystany do wytwarzania fragmentéw przeciwcial
m.in. fragmentow przeciwciat (Fab) (ang. antibody-binding fragment), czy zmien-
nych fragmentéw jednotancuchowych przeciwciat (scFv) (ang. single-chain
variable fragment). Te male syntetyczne przeciwciala sa w pelni funkcjonalne
i posiadaja zdolnos$¢ specyficznego wigzania antygenu. Wykorzystywane sa zarow-
no w diagnostyce jak i leczeniu (92). W tytoniu udato si¢ uzyskac przeciwciata skie-
rowane przeciwko ErbB-2 (HER 2, Neu) — biatku receptorowemu zaliczanemu do
ludzkich nabtonkowych czynnikow wzrostu (EGF) (ang. epidermal growth factor)
(27). Biatko ErbB-2, szczegdlnie aktywne u pacjentek z nowotworami piersi, sprzyja
proliferacji komorek i wydtuzeniu ich czasu przezycia, poza tym hamuje powstawa-
nie przerzutow (51). W badaniach wykorzystano dwa niezalezne systemy ekspresji
konstruktu zawierajgcego gen kodujacy ErbB-2. System ze stabilnie wbudowanym
transgenem w genom jadrowy wykorzystano przy uzyciu roslin tytoniu uprawnego
Nicotiana tabacum, a system z przejsciowa ekspresja u dzikiego gatunku Nicotiana
benthamiana. 1lo§¢ wytwarzanych przeciwcial w przypadku systemu ze stabilnie
wbudowanym transgenem wynosit 0,6-0,8 g/g tkanki, za§ w systemie przejsSciowym
800 png/g (26,27). W ostatnich latach prowadzone sg rowniez badania nad tytoniem
niosgcym w jednym genomie transgeny kodujace przeciwciata skierowane przeciwko
neurotoksynie botulinowej (jadowi kietbasianemu) i waglikowi (2). Ma to ogromne
znaczenie, szczegolnie w obecnym czasie, kiedy ryzyko wykorzystania broni bio-
logicznej jest wysokie. Tyton moze stac si¢ zrodtem pozyskiwania tanich i szybkich
w produkgcji skutecznych przeciwciat.

Szczepionki

Szczepienie to podawanie antygenu (szczepionki), w celu produkeji przez or-
ganizm odpowiednich przeciwcial zapewniajacych odporno$¢ na choroby. Szcze-
pienie jest najbardziej efektywna i skuteczng formg zapobiegania chorobom zakaznym.
W szczepionce moga by¢ podawane zaréwno atenuowane (wywolujace odpowiedz
immunologiczna, ale niezdolne do wywotania choroby) jak i martwe formy patogenow
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Tabela 1
Przyklady przeciwcial uzyskanych w tytoniu
Choroba/Patogen Uzyskane przeciwciato| Maks. zawarto$¢ Literatura
20 mg/kg $wiezych
Botulina Anti-BoNT/A scFv lisci Almquist i in., 2006 (2)
HIV 2G12 mAb 1% Floss i in., 2009 (22)
HIV 2F5 mAb Sack i in., 2007 (86)
Nowotwor
(chloniak z komoérek B) | Idiotypowo specyficzne | b.d. McCormick i in., 2008 (70)
Nowotwor piersi i jelita 30 mg/kg $wiezych

Brodzik i in., 2006 (8)

Nowotwory 1,1 mg/kg $wiezych

(szerokie spektrum) H10 mAb lisci Vilanni i in., 2009 (104)

Nowotwor jelita

grubego CO17-1A mAb 0,02% TSP Ko iin., 2005 (48)

Nowotwor skory TheraCIM® 1,2pglg Rodriguez i in., 2005 (82)

Powiazany z guzami

nowotworowymi mozgu 100 mg/kg swiezych

— antygen tenascyny-C | H10 mAb lisci Villani i in., 2009 (104)

Streptococcus mutans | Guy’s 13 mAb b.d. Daniell i in., 2004 (14)
80 mg/kg §wiezych

Streptococcus mutans | CaroRX™ lisci Maiin., 1998 (59)

Makvandi-Nejad i in., 2005

Salmonella Anti-LPS scFv 41,7 ng/g (62)

Waglik Anti-PA mAb b.d. Hull i in., 2005 (40)

Wicieklizna R12 mAb 0,5 mg/l Girard i in., 2006 (29)

W $cieklizna SO57 mAb 0,07% TSP Ko iin., 2003 (47)

Zapalenie watroby typu

B (HBV) B294, B303 mAb Sg/kg $wiezych lisci | Gleba i in., 2005 (30)

Zapobieganie

odrzucaniu przeszcze-

poéw LO-BM2 0,29% TSP De Muynck i in., 2009 (17)

bakteryjnych, czy wirusowych. Opracowanie szczepionek opartych na wykorzystaniu
specyficznych biatek zamiast catych patogenow stwarza mniejsze ryzyko wystapienia
dziatan niepozadanych. Zastosowanie nowoczesnych technik inzynierii genetycznej
uproscito ten proces. Podobnie jak przeciwciala szczepionki sg obecnie produkowane
w bakteriach, drozdzach i z wykorzystaniem linii komorkowych ssakow. Jednak tyton
w ostatnich latach staje si¢ nowoczesng alternatywa dla systemow tradycyjnych (Tab. 2).
Warto wspomnie¢ o wytwarzanych w tytoniu szczepionkach przeciwko wirusowi
HIV (ang. human immunodeficiency virus), wirusowemu zapaleniu watroby typu
B, cholerze, wirusowi ostrego zespotu niewydolnosci oddechowej (SARS) (ang.
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severe acute respiratory syndrome), czy wirusowi Epsteina-Barr wywotujagcemu
mononukleozg zakazng. Wiele z tych szczepionek wyszlo juz z fazy testow labo-
ratoryjnych i znajduje si¢ na etapie badan na zwierzgtach, poprzedzajacych testy
kliniczne na cztowieku. Przykladem takiej szczepionki moze by¢ szczepionka
przeciwko ospie prawdziwej. Udato si¢ uzyska¢ w tytoniu biatko BS z domeng
antygenowa, pBS5. Zastosowanie tej szczepionki u myszy wywolywalo silng
odpowiedz immunologiczng organizmu i wytworzenie odpowiednich przeciwciat
chronigcych przed chorobg (31). Tyton zostat rowniez wykorzystany do produk-
cji biatka SARS-CoV S1. Podanie tego biatka myszy prowadzito do wytworzenia
specyficznych przeciwcial zabezpieczajacych zwierze przed zakazeniem wirusem
SARS (80). Innym przyktadem moze by¢ szczepionka przeciwko waglikowi (Bacillus
anthracis). W tradycyjnych systemach szczepionke uzyskuje si¢ przez izolacjg
z podtoza hodowlanego antygenu ochronnego (PA) (ang. protective antigen).
Koya i in. (50) uzyskali ten antygen w transgenicznym tytoniu. Ekspresja genu
pagA kodujacego biatko PA zachodzita w chloroplastach. Produkowane w transge-
nicznym tytoniu biatko PA stanowito do 14,2% ogotu biatek rozpuszczalnych rosliny
(TSP). W ostatnim czasie udato si¢ uzyska¢ w roslinach Nicotiana benthamiana
kompleks immunologiczny Ebola (EIC) (ang. Ebola immune complex) (79). Ebola
nalezy do najniebezpieczniejszych wirusow $wiata. Przez amerykanskie Centrum
Kontroli Choréb zostat razem z wirusem Marburg zaklasyfikowany do kategorii
A, oznaczonej jako stwarzajace zagrozenie dla bezpieczenstwa narodowego. Wirusy
te wywotuja goraczki krwotoczne, a $miertelno$¢ po zakazeniu dochodzi do 90%.
Glikoproteina GP1 wirusa Ebola zostala potaczona z C-koncem cigzkiego tancucha
humanizowanej immunoglobuliny 6D8 IgG — przeciwciala monoklonalnego specy-
ficznie wigzacego si¢ z liniowym epitopem na powierzchni GP1. Wspolna ekspresja
kompleksu GP1-cigzki tancuch 6D8 IgG oraz lekkiego tancucha 6D8 w Nicotiana
benthamiana pozwolito na uzyskanie funkcjonalnej immunoglobuliny (EIC). Testy
in vitro przeprowadzone na myszach BALB/C, ktorym podano oczyszczony EIC,
wykazaty produkcje przeciwcial anti-Ebola. Pokazuje to potencjat jaki daje pro-
dukcja EIC w tytoniu, w celu wytwarzania szczepionki dla ludzi. Ro$liny Nicotiana
benthamiana zostaly rowniez wykorzystane, jako zielone bioreaktory do uzyskania
rekombinowanych podjednostek hemaglutyniny (HA) pochodzacej od szczepow
grypy HIN1 i H5N1 (91). Szczepienie jest preferowanym sposobem zapobiegania
grypie. Obecnie wykorzystywana metoda wytwarzania hemaglutyniny nie zapewnia
wystarczajacej wydajnosci 1 szybkosci produkcji, wystarczajacej dla zaspokojenia
$wiatowego zapotrzebowania, szczego6lnie w odniesieniu do nowych potencjalnie
niebezpiecznych szczepoéw mogacych wywotac¢ pandemie. Shoji i in. (91) udato
si¢ uzyskac¢ w roslinach Nicotiana benthamiana 90 mg hemaglutyniny z 1 kg bioma-
sy. Obiecujace wyniki dotyczace wykorzystania tytoniu jako zielonego bioreaktora
sktonily naukowcow do proby wykorzystania u pacjentdéw cierpiacych na chioniaki
nieziarnicze, produkowanych w tytoniu personalizowanych przeciwcial typu scFv
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jako szczepionek (69, 70). Z guzéw pacjentdw pobierano material, ktory postuzyt do
wydzielenia regionéw o zmiennej sekwencji, nastepnie domeny idiotypowe taczono
za pomocg polilinkera (krétki odcinek DNA zawierajgcy wiele miejsc rozpoznawa-
nych przez rozne enzymy restrykcyjne) i klonowano do zmodyfikowanego genomu
wirusa mozaiki tytoniowej (TMV). Tak spreparowany wirus stuzyt do zakazania
roslin tytoniu, ktore w nastepstwie infekcji wirusowej produkowaty sperso-
nalizowane przeciwciata. System ten pozwala na szybkie pozyskiwanie przeciwciat
1 immunizacj¢ pacjentow ich wlasnymi indywidualnymi terapeutycznymi anty-
genami.

Tyton wykorzystywany jest rowniez do produkcji szczepionek stosowanych
w weterynarii. Przykladem moze by¢ szczepionka przeciwko zakaznemu zapale-
niu zotadka i jelit swin wywolywanemu przez Coronavirus (TGEV) (ang. Transmi-
ssible Gastroenteritis Virus). W tytoniu uzyskano N-koncowg domene glikoproteiny
S (N-gS), zawierajaca gtdéwne miejsca antygenowe biatka (100). Po podaniu $winiom
szczepionki zawierajacej N-gS wytwarzata ona przeciwciata przeciw TGEV. W ty-
toniu uzyskano rowniez biatko H kodowane przez wirusa ksiggosuszu bydta (RPV)
(ang. Rinderpest Virus). Choroba ta charakteryzuje sie blisko 100% $miertelnoscia.
Dootrzewnowe podanie myszom biatka H powodowalo produkcje przeciwcial
rozpoznajacych wirus RPV (46). W ostatnim czasie, w USA, firma DOW Agro-
Sciences uzyskata zgode Departamentu Rolnictwa na wprowadzenie do sprzedazy
szczepionki wytworzonej w tytoniu, stosowanej przeciw rzekomemu pomorowi
drobiu (choroba Newcastle) (102).

Cytokiny

Cytokiny to mate biatka lub glikoproteiny produkowane przez wiele typow
komorek. Sa silnymi immunoregulatorami. Poprzez stymulacje lub hamowanie ak-
tywacji, proliferacji i roznicowania komorek oraz regulacje sekrecji przeciwciat lub
innych cytokin, wplywaja na intensywnos$¢ i dtugos$¢ trwania odpowiedzi immuno-
logicznej (77). Cytokiny moga dziata¢ zar6wno na komorki, ktore je wydzielaja,
komorki w najblizszym sasiedztwie, jak réwniez na komorki w innych narzadach.
Cytokiny moga dziata¢ zaréwno synergistycznie jak i antagonistycznie oraz moga
wywotywaé kaskady sprzgzen dodatnich i ujemnych (32). Cytokiny dzielimy na:
interleukiny, interferony, hemopoetyny, chemokiny, czasteczki TNF (ang. tumor
necrotic factor) i inne. Rekombinowane cytokiny sa szeroko testowane jako farma-
ceutyki w leczeniu infekcji, choréb autoimmunologicznych i nowotworow (57, 76,
108). Obecnie na rynku dostepnych jest wiele rekombinowanych cytokin, ale sa one
bardzo drogie przez co mato dostgpne dla zastosowan terapeutycznych. Poza tym wiele
znich — produkowanych w E. coli —nie jest glikozylowanych. Glikozylacja jest bardzo
waznym procesem wptywajacym na faldowanie biatek, stabilizujagcym ich strukture
oraz wptywajacym na ich funkcje (99). W ostatnich latach poczyniono duze postepy
w modyfikacji genetycznej enzymow bioracych udziat w procesie glikozylacji.
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Dzieki temu mozliwe stato sie¢ dodawanie lub usuwanie pozadanych grup cukrowych
i uzyskiwanie biatek z pozadanym wzorem cukrowym zblizonym do ludzkiego (18,
63). W efekcie stato sie mozliwe wykorzystanie roslin, w szczego6lnosci tytoniu do
produkcji tanich zrekombinowanych cytokin (Tab. 3).

Tabela 2
Przyktady szczepionek uzyskanych w tytoniu
Choroba/ ,, .
Patogen Uzyskany antygen Max. zawarto$¢ Literatura
Amebioza | lecA 6,3% TSP Chebolu i Daniell 2007 (11)
Podjednostka B toksyny cholery
Cholera potaczona z ludzka proinsuling | 16% TSP Ruhlman i in., 2007 (84)
(CTB-Pins)
Cholera ctxB 4,1% TSP Daniell i in., 2001 (13)
Podjednostka B toksyny cholery
Cholerai | (CTB) polaczonazantygenem 13 )y, 416 1o, | payoodi-Semiromi i in., 2010
. AMA-1 malarii lub CTB pota-
malaria L . . | TSP (15)
czona z biatkiem powierzchnio-
wym merozoitoéw (MSP)
Ebola kompleks immunologiczny EIC | 50 pg/g lisci Phoolcharoen i in., 2011 (79)
E. coli o 13 pg/g Swiezej ..
0157-H7 Intimina masy lidci Judge i in., 2004 (44)
E. coli .. N ..
szczep K88 FaeG of K88 fantygen fimbii 0,15% TSP Huang i in., 2003 (39)
Gruzlica Ag85b 4% TSP Floss i in., 2010 (23)
Grypa
(HINTI, HACI, HAI-05 90 i 50 mg/kg lisci| Shoji i in., 2011 (91)
H5N1)
200 mg/kg swiezej s
Grypa HA masy lidci Shoji i in., 2008 (90)
HBV HbsAg (HepB) 3% TSP Thanavala i in., 1995 (96)
HCV Biato rdzenia (Hep C) b.d. Nianiou i in., 2008 (75)
HIV p24 biatko ptaszcza 0,0035% TSP Zhang i in., 2002 (109)
HIV-Nef 0,7% TSP Marusic i in., 2007 (65)
HIV 2G12 1% TSP Floss i in., 2009 (22)
Wirus
brodawczaka L1 bialko plaszeza 0,5% TSP Biemelt i in., 2003 (4)
ludzkiego P 1 mg/kg Kohl i in., 2006 (49)
(HPV)
Wirus
brodayvczaka HPV-16 L1 24% TSP Fernandez-San Millan i in., 2008
ludzkiego (21)
(HPV)
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Tabela 2. cd.
Malaria Pfs25 400mg/kg SWIE | Farrance i in., 2011 (20)
zych lisci
Malaria PyMSP4/5 10% TSP Webster i in., 2009 (107)
Ospa L
prawdziwa pB5 100 mg/kg Golovkin i in., 2007 (31)
Rotavirus VP6 3% TSP Birch-Machin i in., 2004 (6)
Toksyna ¢ 25% TSP Tregoning i in., 2003 (98)
tgzcowa
. Watson i in., 2004 (106)
o )
Waglik PA 14.2% TSP Koya i in., 2005 (50)
Wirus o .
Norwalk VLP 0,23% Mason i in., 1996 (66)
Epidemiczna
biegunka Biatko spike 2,1% TSP Kang i in., 2005 (45)
swin (PED)
Parwowirus | g o151 GEP-2L21 33,1% TSP Molina i in., 2004, 2005 (72, 73)
psow (CPV)
Parwowirus o
Swii (PPV) VP2 0,3% TSP Rymerson, 2003 (85)
Pryszczyca | VP1 biatko plaszcza 51% TSP Lentz i in., 2010 (56)
Tabela 3
Przyktady cytokin uzyskanych w tytoniu
Grupa cytokin Cytokina Maks. zawarto$¢ Literatura
Hematopoetyny Erytropoetyna 0,0026% TSP Matsumoto i in., 1995 (67)
Erytropoetyna 0,05% TSP Conley i in., 2009 (12)
G-CSF 105 pg/l Hong iin., 2002 (37)
GM-CSF 0,03% TSP Sardana i in., 2002 (88)
GM-CSF 2% TSP Zhou i in., 2006 (111)
Interferony IFN-y 6% TSP Leelavathi i Reddy, 2003a (53)
IFN-a2b 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 Mai in., 2005 (61)
IL-10 37 pg/g lisci 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 dziatanie plejotropowe wywotujac zarowno
prozapalng jak i przeciwzapalng odpowiedz immunologiczng (19). Mozliwe jest jej
wykorzystanie do leczenia wielu choréb m.in. cukrzycy typu I (T1DM) (99). Dotych-
czasowe, tradycyjne systemy pozyskiwania rekombinowanej IL-13 sa mato wydajne
(97). Dodatkowo IL-13 pozyskiwana z E. coli nie jest glikozylowana, przez co nien-
atywna, co oznacza konieczno$¢ wprowadzenia dodatkowych etapow jej obrobki:
pakowanie do cial inkluzyjnych, dodatkowe rozpuszczanie i renaturacja (97). Dodat-
kowe etapy powoduja zwigkszenie kosztow pozyskiwania tej cytokiny. Alternatywa
moze by¢ wykorzystanie jako gospodarza do produkcji rekombinowanej I1L-13 nis-
konikotynowej i niskoalkaloidowej odmiany tytoniu 81V9 (105). Ludzka IL-13 byta
tu produkowana w wielu formach molekularnych w ilosci ok. 0,15% ogétu biatek
rozpuszczalnych. Réznorodne formy IL-13 wynikaty z roznej glikozylacji N-konca
biatka. W testach laboratoryjnych polegajacych na trawieniu trypsyna potwierdzono
wiekszg odpornos¢ glikozylowanych form IL-13 na trawienie, w stosunku do form
nieglikozylowanych. Testy biologiczne prowadzone w warunkach in vitro wykazaty,
ze zastosowanie uzyskanej w tytoniu IL-13, w hodowli czynnikozaleznej ludzkiej
erytroleukemicznej linii komérkowej, zachowuje funkcje biologiczne identyczne
z autentyczng IL-13. Wyniki te sugeruja, ze wykorzystanie transgenicznego tytoniu
do produkcji ludzkiej IL-13 jest bardziej odpowiednie niz konwencjonalnych sys-
temow ekspresyjnych.

Interleukina IL-10 jest cytoking o silnym dziataniu przeciwzapalnym. Stosuje
si¢ ja w leczeniu chordb zapalanych i niektorych choréb autoimmunologicznych.
W badaniach wykorzystano system ekspresji oparty zar6wno na statej ekspres-
ji wynikajacej z wbudowania genu kodujacego IL-10 do genomu tytoniu jak tez
z systemu ekspresji tymczasowej. Zastosowano dwa rodzaje 1L-10 — od myszy
oraz bardzo zblizong do niej (wykazujaca 84% identyczno$ci sekwencji amino-
kwasowej) pochodzaca od wirusa Epsteina-Barr (7). W roslinach tytoniu zawartos¢
IL-10 wynosita odpowiednio 37 ng/g i 10,8 pg/g $wiezej masy lisci. Uzyskane inter-
leukiny w obu przypadkach byty zdolne aktywowac¢ $ciezke sygnatowa IL-10 oraz
indukowac¢ specyficzna odpowiedz przeciwzapalng w makrofagach J744 myszy.

Hematopoetyny

Ludzka erytropoetyna (EPO) bierze udziat w procesie powstawania erytrocytow,
ale posiada rowniez druga aktywnos$¢ — ochrony uszkodzonych tkanek poprzez ha-
mowanie apoptozy, thumienie stanéw zapalnych, stymulacje angiogenezy (28).
Kanadyjscy badacze przy wykorzystaniu systemu tymczasowej ekspresji wytwo-
rzyli w roslinach tytoniu zrekombinowang ludzka erytropoetyne. Wytwarzana byta ona
w ilosci 0,05 % ogotu biatek rozpuszczalnych. Wytworzona w ten sposob erytropoetyna
wykazywata zwigkszone powinowactwo do tgczenia si¢ z receptorem i byta zdolna do
ochrony komorek nablonkowych nerki przed $miercig indukowana cytokinami (12).



Tyton — zielony bioreaktor 143

W tytoniu uzyskano rowniez czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-mak-
rofagowe (GM-CSF) (ang. granulocyte, macrophage colony stimulating factor).
GM-CSF jest szeroko stosowang cytoking w leczeniu neutropenii, niedokrwistosci
aplastycznej oraz jest stosowana w ograniczaniu infekcji po przesz-czepie sz-
piku kostnego. Jej roczna produkcja wynoszaca ok. 157g byla warta w 2003 r.
77 milionow $ (111). Badania dotyczace produkcji ludzkiego GM-CSF w syste-
mach roslinnych prowadzone sa juz od kilku lat, gtdbwnie w hodowlach zawiesino-
wychkomorek ro§linnych. Niestety wydajnos¢ produkejijestbardzoniska (41,52, 89).
Zhou i in. (111), wykorzystujac jako wektor zmodyfikowany wirus PVX
niosacy w swoim genomie gen kodujacy GM-CSF, zakazajac nim rosliny Nicotiana
benthamiana, uzyskali zadowalajagcg wydajnos¢ produkcji tej glikoproteiny na
poziomie 2% ogotu biatek rozpuszczalnych. Zauwazyli oni, ze wiek liSci znaczaco
wpltywa na zawartos¢ GM-CSF. W mtodych lisciach koncentracja GM-CSF byta
2,6 razy wieksza. Aktywno$¢ biologiczna uzyskanego rekombinowanego ludzkiego
GM-CSF zostata potwierdzona przez stymulacje wzrostu ludzkich komoérek TF-1.

Czynniki wzrostu

Kwasny czynnik wzrostu fibroblastow (aFGF=FGF 1) (ang. acidic fibroblast
growth factor) to cytokina produkowana w wielu narzadach: mozgu, nerkach, siat-
kéwcee, migsniach gladkich i komorkach srodibtonka (9). Matsuo 1 in. (68)
zaproponowali wykorzystanie zmodyfikowanego wirusa mozaiki ogorkowej (CMV)
(ang. cucumber mosaic virus) jako wektora niosacego gen kodujacy aFGF. Genom
tego wirusa stanowia 3 nici RNA (RNA 1-3). W czasteczce RNA 2 zastagpiono gen
kodujacy biatko 2a fragmentem zawierajacym miejsca restrykcyjne Stul, Miul
i Spel, tworzac w ten sposob wektor C2-H1. Nastepnie gen aFGF umieszczono
w wektorze C2-H1. Takim zmodyfikowanym wirusem sztucznie zakazano ro§liny
Nicotiana benthamiana. Zainfekowane rosliny wykazywaty wysoki poziom produk-
cji aFGF dochodzacy az do 8 % TSP.

Interferony

Interferony to grupa zwiazkéw nalezacych do cytokin, ktore hamuja replikacje
wirusow i wzrost komorek oraz wzmacniajag odpowiedz immuologiczng organizmu.
Dlatego tez znajduja szerokie zastosowanie w zwalczaniu zakazen wirusowych.
Interferony stanowig trzecig pod wzgledem produkcji grupe biofarmacetykow po
insulinie i erytropoetynie. Niestety $redni roczny koszt leczenia jednego pacjenta
zakazonego wirusem zapalenia watroby typu C wynosi ok. 26000 $, co mocno
ogranicza ich stosowanie, szczegélnie w krajach rozwijajacych si¢ (3). W ostatnim
czasie udato si¢ uzyska¢ w roslinach tytoniu w pehi funkcjonalny ludzki interfe-
ron IFN-a2b. Gen kodujacy interferon wprowadzano do DNA chloroplastowego.
Uzyskano bardzo wysoka wydajno$¢ produkcji tego biatka wynoszaca do 20%
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ogo6tu biatek rozpuszczalnych, co w przeliczeniu dawato ok. 3 mg interferonu na
1 g $wiezej masy lisci tytoniu. Warto tu podkresli¢, ze doswiadczenia te prowadzono
w warunkach polowych (3).

Inne farmaceutyki

Kolagen jest szeroko stosowany w medycynie do wspomagania regeneracji
tkanek. Tradycyjnie pozyskiwany jest z materiatu zwierzecego lub ze zwtok, ale nie-
sie to ze soba ryzyko ewentualnych niebezpieczenstw zwigzanych z alergennoscia
oraz zakazeniem patogenami. Ostatnio do produkcji ludzkiego kolagenu typu
I wykorzystano tyton (94). W tym celu, do genomu tytoniu wprowadzono 2 ludzkie
geny kodujace zrekombinowany heterotrimeryczny kolagen typu I (thCOL1) oraz
geny kodujace ludzkie enzymy: P4H (ang. prolyl-4-hydroxylase) 1 LH3 (ang. lysyl
hydroxylase 3), odpowiedzialne za kluczowe modyfikacje potranslacyjne. Uzyskany
kolagen tworzyt stabilne struktury potrdjnych spirali i wykazywat biofunkcjonalnos¢
zblizong do ludzkiego kolagenu. Biatka kolagenu stanowity 2% TSP.

De Marchis iin. (16) wykorzystali tyton do produkcji ludzkiej a-mannozydazy
(MAN2BI1). Niedobory tego enzymu powodujg u ludzi a-mannozydoze, polegajaca
na gromadzeniu si¢ oligosacharydow zawierajacych mannozg¢ i objawiajaca si¢
nieprawidlowos$ciami w budowie szkieletu, cechami dysmorficznymi twarzy,
upo$ledzeniem stuchu i opdznieniem umystowym. Produkowany enzym byt gliko-
zylowany, a wydajno$¢ osiagneta 10,2 jednostki na gram swiezych lisci.

Innym przyktadem wykorzystania tytoniu do produkcji biofarmacetykow jest
pozyskiwanie ludzkiej somatotropiny (hST) (ang. human somatotropin) (93). So-
matotropina jest produkowanym przez przysadke hormonem wzrostu. Wytwo-
rzone biatko wykazywalo prawidlowsg aktywnos$¢ biologiczng oraz posiadato
prawidlowg konformacj¢ przestrzenna z wytworzonymi mostkami dwusiarczko-
wymi. Wykorzystanie transplastomicznego systemu ekspresji pozwolilo osiggnaé
duza wydajnos$¢ produkcji biatka — 7% TSP. Podobny gen przeniesiony do genomu
jadrowego pozwolit juz tylko na 300-krotnie nizszg produkcje tego biatka.

Wytwarzanie biopolimerow i enzymoéw

Tyton coraz czesciej zaczyna by¢ wykorzystywany nie tylko do produkcji bio-
farmaceutykow, ale rowniez biopolimerow, enzyméw bakteryjnych lub grzybowych.
Przyktadem moze by¢ uzyskiwanie polihydroksyalkanolanéw (PHA) (74). Zwiazki te
naleza do grupy alifatycznych poliestrow pochodzenia mikrobiologicznego, bedacych
odnawialnym zrodtem biodegradowalnych termoplastikow. Znajduja zastosowanie m.in.
do produkcji implantow. Konstrukcjami zawierajacymi geny phad,, , phaB,, pochodzace
od Ralstonia eutropha i phaC, z Aeromonas caviae transformowano jadra komorkowe
tytoniu. W efekcie transgeniczny tyton produkowat PHA w ilosci dochodzacej do 1500 ppm.
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Podejmowane sg rowniez kroki wykorzystania tytoniu do produkcji celulazy,
ktora bylaby wykorzystywana do uzyskiwania bioetanolu na cele energetyczne. Ce-
luloza jest jednym z najliczniej wystepujacych zwigzkow organicznych. W formie
nieprzetworzonej znajduje zastosowanie w przemys$le papierniczym i tekstylnym.
Celuloza moze jednak znalez¢ zastosowanie jako substrat do produkcji etanolu.
Obecnie enzym celulaza wykorzystywany do hydrolizy celulozy w procesie produkcji
etanolu pozyskuje si¢ z grzyba Trichoderma reesei. Pozyskiwana w ten sposéb celu-
laza jest droga, a jej produkcja mato wydajna. Jin 1 in. (42), chcac obnizy¢ koszty
jej wytwarzania, transformowali ros$liny tytoniu wprowadzajac do ich genomu gen
el, kodujacy domeng katalityczng termotolerancyjnej celulazy endo-1,4-B-D glu-
kanazy E1 z Acidothermus cellulolyticus. Poddany transformacji tyton wykazywat
wysoki poziom produkcji celulazy.

Bardzo cieckawym jest réwniez pomyst wykorzystania tytoniu do produk-
cji wlokien nici pajeczej. Wiokna takie cechuje duza wytrzymato$¢ potaczona
z elastyczno$cia, przez co znalazlyby one zastosowanie w produkcji sztucznych
Sciegien 1 wiezadel, podlozy komoérkowych dla kosci i chrzastek, a takze im-
plantow i biodegradowalnych mikroszwéw. M enassa i1 in. (71) transformo-
wali tyton kostruktami zawierajagcymi geny MaSp1 i MaSp2 pochodzace od Nephila
clavipes. W konstruktach zastosowano dwa rézne promotory: wzmocniony CaMV
35S oraz nowy tCUP. Obydwa geny z powodzeniem ulegaly ekspresji, co w efekcie
prowadzito do wytworzenia odpowiednich biatek nici pajecze;.

Tabela 4
Przyktady biomaterialow i enzymow uzyskanych w tytoniu
Produkt Uzyty gen Maks. zawarto$¢ Literatura
Bioelastyczny polimer biatkowy
(PBP) aadA, EG121 b.d. Guda i in., 2000 (33)
Ksylanaza xynZ 25,5 pngl/g Chatterjee i in., 2010 (10)
Leelavathi i in., 2003b
Ksylanaza xynA 6% TSP (54)
Monelina — stodkie biatko 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)
Polihydroksymaslan (PHB) phbA, phbB, phbC| 1,7 % TSP Lossl i in., 2003 (55)

Wykorzystanie w ochronie Srodowiska

Zdegradowane, zanieczyszczone tereny stanowig obecnie duzy problem. Doty-
chczas stosowane fizykochemiczne metody remediacji sa kosztowne, za$ fitoreme-
diacja jest przyjazng dla srodowiska, potencjalnie efektywniejsza i tansza metoda
oczyszczania gleby z zanieczyszczen niz metody tradycyjne (1). Niektore rosliny
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majg naturalng zdolno$¢ do pobierania zanieczyszczen z gleby i ich degradacji
(przeksztalcania) w mniej toksyczne substancje. W celu zwigkszenia stopnia natu-
ralnej remediacji mozliwe jest umieszczenie w genomie roslin genéw bakteryjnych
odpowiedzialnych za oczyszczanie gleby z niektoérych zanieczyszczen takich jak
rte¢, czy 2,4,6-Trinitrotoluen (TNT) (material wybuchowy).

Zanieczyszczenia rtecig spowodowane sa gltownie przez zwigzki metalo-
organiczne — odpady z rolnictwa, gornictwa i przemyshu. Niektore bakterie Gram-
ujemne posiadaja zdolno$¢ do detoksykacji zwigzkéw metaloorganicznych przez
konwersje metylowanej rtgci do rteci metalicznej, ktora jest mniej toksyczng forma
rteci (95). Geny biorgce udziat w detoksyfikacji rteci to: merA i merB. Gen merB
koduje liaze odpowiedzialng za rozrywanie wigzan C-Hg, co prowadzi do uwal-
niania jonow Hg?*. Gen merA koduje reduktaze, ktora przeksztatca jony Hg?" do
formy metalicznej Hg? (95). Abdel Rahman i in. (1) transformowali tyton
odmiany Gold Leaf za pomoca Agrobacterium, niosacg plazmid Ti zawierajacy geny
merA i merB. Odporno$¢ na zwiazki rteci testowano na podtozach zawierajacych fe-
nylooctan rtgciowy (PMA) (ang. phenyl mercuric acetate) i chlorek rteci (IT) HgCL,.
Transgeniczny tyton wykazywal dlugo$¢ korzeni i suchg mase¢ korzeni odpowiednio
60 1 17 razy wicksza w stosunku do tytoniu nietransformowanego, co umozliwia
lepsze pobieranie sktadnikdéw, w tym wigkszej ilosci zwigzkow rteci 1 kumulowanie
ich w roslinie (1).

Transgeniczny tyton moze by¢ uzyty takze do fitoremdiacji terenéw skazonch
materiatami wybuchowymi. Trotyl (TNT) jest jednym z najbardziej toksycznych
matrialdow wybuchowych. Gram-ujemna bakteria Enterobacter cloacae jest zdol-
na do degradacji trotylu (5). Gen nsfl wyizolawany z E. cloacae koduje enzym
nitroreduktazg (NR), ktory jest odpowiedzialny za redukcje grup nitrozowych tro-
tylu, co w efekcie prowadzi do wytworzenia hydroksyaminodinitrotoluenu i amino-
dinitrotoluenu (24). Hannink i in. (35) przeniesli bakteryjny gen nsfl do tyto-
niu. Transgeniczny tyton tolerowat stezenie trotylu do 0,5 mM, co jest jednoczesnie
granicg rozpuszczalno$ci trotylu w wodzie. W innych badaniach tyton byt transfor-
mowany konstruktem zawierajacym gen onr rowniez pochodzacym od E. cloacae.
Gen ten koduje reduktaze tetraazotanu (V) pentaerytrytu (PETN) (25). Reduktaza
PETN redukuje PETN i nitrogliceryn¢ do azotynow. Transgeniczny tyton wzrastal
na podtozu zawierajacym 1 mM nitrogliceryny, co byto toksycznym st¢zeniem dla
tytoniu nietrasformowanego. Dowiedziono, Ze transgeniczny tyton zawierajacy geny
nitroreduktazy (NR) i reduktazy PETN nie tylko toleruja wysokie stezenia trotylu,
nitrogliceryny i tetraazotanu (V) pentaerytrytu, ale rowniez pobieraja go z podloza
i degraduja, czynigc fitodetoksyfikacje mozliwg do zastosowania w oczyszczaniu
terenow zanieczyszczonych materiatami wybuchowymi
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Podsumowanie

Roéliny to skuteczne i wydajne zielone bioreaktory, uzyteczne do produkcji

rekombinowanych bialek w celach medycznych, przemystowych oraz dla potrzeb
ochrony srodowiska. Roslinne systemy ekspresji sg alternatywa dla obecnie pow-
szechnie stosowanych, tradycyjnych systemow opartych na hodowlach bakterii
lub grzyboéw. Wsrod roslinnych systemow ekspresyjnych, tyton wyrdznia si¢
fatwoscia we wprowadzaniu obcych gendow oraz duza produkcjg biomasy. Przy
dalszym dynamicznym rozwoju biotechnologii, tyton moze sta¢ si¢ rosling, ktora
nie bedzie kojarzona z dymem papierosowym, ale jako roslina poprawiajaca jakos¢
zycia nas wszystkich.

10.

11.
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