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Plants as the reactors for production of biopharmaceuticals
Summary

Modern biotechnology is looking for a new source of high quality
pharmaceuticals. Interestingly, many of such pharmaceuticals are often natural
products provided by plants. An example is a vast array of secondary metabo-
lites. Apart from extraction of these compounds from plant material, many dif-
ferent strategies have been proposed to efficiently produce some of them, us-
ing suspension cell cultures. Plants are also a good source of many recombinant
proteins, offering a possibility of posttranslational modifications which are lim-
ited in prokaryotes. Efficient systems of stable and transient heterologous pro-
tein expression for the industrial scale were developed. Here, we briefly intro-
duce such strategies and give examples of different plant products obtained by
applying them.
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1. Wstep

Istotng konsekwencja niezwykle dynamicznego rozwoju
nauk biomedycznych jest coraz powszechniejsze stosowanie wy-
soko przetworzonych preparatéw pochodzenia naturalnego (bio-
farmaceutykéw) zarowno w leczeniu choréb (leki hormonalne,
przeciwnowotworowe), jak i w ich profilaktyce (antygeny wiru-
sowe i bakteryjne stosowane w szczepionkach, gotowe przeciw-
ciafa). Istotng zaletg biofarmaceutykow jest ich duza skutecznos¢,
a podstawowa wada wysokie koszty produkcji. W rezultacie,
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jednym z najwazniejszych wyzwan, przed jakimi stanefa nowoczesna, ,czerwona”
biotechnologia jest znalezienie tanich i wydajnych metod pozyskiwania r6znego
typu produktéow naturalnych dla potrzeb medycyny.

Szczegéblnie cennymi i trudno dostepnymi sktadnikami lekéw czy szczepionek sa
biatka. Przez dlugi czas gtéwnym sposobem ich produkcji byta ekspresja kodujgcych
je genéw w komorkach bakteryjnych. Niestety uzyskane tg droga proteiny sg czesto
nieaktywne. Dzieje sie tak, gdy w petni dojrzala forma biatka powstaje dopiero po
zajsciu specyficznych modyfikacji potranslacyjnych, do ktérych nie dochodzi w ko-
morkach prokariotycznych. Problemu tego mozna unikng¢ stosujac eukariotyczne
systemy ekspresyjne, np. hodowle komoérek owadzich, zwierzecych czy ludzkich.
Prowadzenie hodowli komérkowych wiaze sie jednak z bardzo wysokimi kosztami.
Wynikajg one przede wszystkim z konieczno$ci przestrzegania niezwykle wyrafino-
wanych wymogéw technologicznych. Innym rozwigzaniem jest otrzymanie transge-
nicznych zwierzat. Jednakze taki sposéb produkgji biatek nie redukuje znaczaco
kosztéw, dodatkowo budzi wiele watpliwosci natury etycznej i prawnej. W tej sytu-
acji jednym z najciekawszych rozwiazan, jest jak sie wydaje, wykorzystanie gene-
tycznie zmodyfikowanych roslin jako naturalnych reaktoréw do produkcji biofarma-
ceutykow.

Inng, niezwyklig cecha roslin wyzszych jest zdolno$¢ do syntezy szerokiej gamy
produktow okreslanych mianem metabolitow wtérnych. Sa to zwiazki, ktére odgry-
waja wazng role w interakcjach roslin ze srodowiskiem. Pefnig miedzy innymi funk-
cje antybakteryjne czy przeciwgrzybiczne. Zidentyfikowano, jak dotad, ponad sto
tysiecy tego rodzaju zwigzkow, a tylko czes$¢ z nich ma blizej znang strukture (1).
W zalezno$ci od szlaku biosyntetycznego mozna je podzieli¢ zasadniczo na trzy kla-
sy: terpenoidy, alkaloidy oraz zwigzki fenolowe. Te niskoczasteczkowe, czesto zto-
zone strukturalnie zwigzki bardzo szybko staly sie obiektem zainteresowan ludzi,
z racji swoich wlasciwosci, np. smaku, zapachu czy barwy. Wiele sposréd nich jest
cennymi farmaceutykami, np. taxol, winkrystyna, winblastyna. Niestety skompliko-
wana budowa metabolitow wtérnych sprawia, ze ich chemiczna synteza jest nie tyl-
ko trudna, ale i nieoptacalna ekonomicznie. W efekcie wiekszo$¢ farmaceutykéw
wywodzgcych sie z metabolitow wtornych lub ich prekursoréw produkowana jest
bezposrednio w roslinach.

2. Zalety stosowania roslin jako bioreaktoréw

W przeprowadzonych w ostatnich latach badaniach ujawniono wiele niezwykle
istotnych zalet roslinnych systemoéw ekspresyjnych. Pokazano, ze systemy takie sg
bardzo ekonomiczne — powstanie biomasy wymaga jedynie energii stonecznej
i podtoza mineralnego. Dodatkowo zbior roslin oraz ich obrobka przemystowa nie
wymagaja opracowania nowych technologii, stosowane obecnie sg bowiem dosta-
tecznie efektywne. Z dotychczasowych doswiadczen wynika, ze z jednego hektara
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uprawy mozna uzyskac¢ do 20 kg czystego biatka. Ponadto w wielu przypadkach ist-
nieje mozliwo$¢ pominiecia skomplikowanych procedur oczyszczania biatek. Doty-
czy to przede wszystkim sytuacji, gdy preparat biatkowy dostarczany jest drogg po-
karmowa. W ostatnich latach wykazano na przykiad, ze spozycie rosliny transge-
nicznej, w ktérej wytwarzane sg antygeny wirusowe tak samo indukuje odpowiedz
immunologiczna, jak klasyczna doustna szczepionka przeciw polio (2).

Kolejng niezwykle istotng zaletg roslinnych systeméw ekspresyjnych jest ich ste-
rylno$¢ wykluczajaca mozliwo$¢ zanieczyszczenia produktu groznymi patogenami,
np. HIV, HCV czy prionami. Wage tego zagadnienia doskonale ilustruje problem
produkgji preparatéw krwiopochodnych, zawierajacych przeciwciata. Gotowe prze-
ciwciata czesto podawane sa pacjentom poddanym immunosupresji, np. podczas le-
czenia choroby nowotworowej. Aby otrzymac pojedynczg dawke, tj. okoto 1 g prze-
ciwciat nalezy pobrac krew od prawie 2 tysiecy oséb. W rezultacie koszt otrzymania
leku jest bardzo wysoki, podobnie jak i ryzyko zakazenia pacjenta jakim$ patoge-
nem (wirusem, bakterig czy prionem). Stad tez w ostatnich latach prowadzone sg
szczegoblnie intensywne badania zmierzajgce do opracowania systeméw roslinnych
umozliwiajacych przemystowa produkcje przeciwciat.

3. Metody produkcji biatek w komérkach roslinnych

Generalnie wyr6zni¢ mozna dwie podstawowe metody ekspresji obcych (egzo-
gennych) gen6w w komorkach roslinnych. Pierwszg z nich jest ekspresja stata zwana
konstytutywna. Uzyskuje sie ja na drodze transformacji komérek roslinnych obcym
materialem genetycznym. W jej wyniku DNA kodujgcy wybrane biatko zostaje trwa-
le wprowadzony do genomu roslinnego i jest przekazywany nastepnym pokole-
niom. Dochodzi w ten sposéb do powstania rosliny transgenicznej. Druga metoda
jest ekspresja przejSciowa. Wymaga ona wprowadzenia wybranego genu do
uksztattowanego juz organizmu. Dodatkowo nalezy znalez¢ sposéb umozliwiajgcy
powielanie sie obcego materiatu genetycznego i jego rozprzestrzenianie w catlej
ro$linie.

3.1. Ekspresja konstytutywna — roS$liny transgeniczne

Obecnie jest to najbardziej rozpowszechniony spos6b wytwarzania biatek hete-
rologicznych, wykorzystujgcy rosliny transgeniczne jako naturalne bioreaktory.
Wprowadzenie do genomu roslinnego DNA kodujacego obce biatko i zapewnienie
wysokiego poziomu jego ekspresji nie jest jednak zabiegiem prostym (rys. 1).
W pierwszym etapie sklonowany wczes$niej gen wprowadzony zostaje do specjalne-
go plazmidu posiadajgcego zdolnos$¢ do rekombinacji z genomem roslinnym (pla-
zmid Ti, ang. Tumor inducing plasmid). Wraz z genem do plazmidu wstawione zo-
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Rys. 1. Schemat obrazujacy proces wytwarzania roslin transgenicznych. A. Transformacja roslin. In-
teresujgcy gen wprowadzony zostaje do plazmidu posiadajacego zdolnos$¢ do rekombinacji z genomem
roslinnym oraz wyposazonego w gen warunkujgcy opornosc na uzywany do selekgji antybiotyk lub her-
bicyd (plazmid Ti). Uzyskany plazmid umieszczany jest w bakterii Agrobacterium tumefaciens charaktery-
zujacej sie zdolnoscig do infekcji komorek roslinnych. Nastepnie fragment rosliny zostaje zakazony
szczepem bakteryjnym. B. Selekcja i regeneracja roslin. Zainfekowane komérki roslinne umieszczane sg
na pozywce selekcyjnej zawierajacej antybiotyk lub herbicyd. Przezywaja i namnazajg sie tylko te ko-
morki, w ktorych gen selekcyjny (a wraz z nim transgen) ulega ekspresji. Nastepnie z pojedynczych
transformowanych komoérek odtworzone zostajg cale rosliny w procesie zwanym regeneracja.
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staja sekwencje regulatorowe (tj. promotor warunkujacy odpowiednio wysoki po-
ziom transkrypcji genu i terminator transkrypcji) oraz gen umozliwiajacy selekcje
transformantow (zwykle jest to gen zapewniajgcy opornosc na antybiotyk lub herbi-
cyd). Nowo powstaly plazmid umieszczany jest w bakterii charakteryzujacej sie
zdolnoscia do infekcji komérek roslinnych, np. Agrobacterium tumefaciens. W kolej-
nym etapie fragment roéliny zostaje zakazony szczepem bakteryjnym. Nastepnie
plazmid Ti wnika do komorki roslinnej i kaseta zawierajgca obcy gen, sekwencje re-
gulatorowe oraz gen selekcyjny ulega integracji z genomem gospodarza. Miejsce in-
tegracji ,wybierane” jest w spos6b losowy.

Kolejny etap polega na selekgcji transformantéw. Zainfekowane komorki roslinne
umieszczane sg na pozywce zawierajacej antybiotyk lub herbicyd. W rezultacie
przezywajg i namnazaja sie tylko te komorki, w ktorych gen selekcyjny (a wraz z nim
gen obcy) ulega ekspresji. Nastepnie z pojedynczych transformowanych komorek
odtworzone zostajg cale rosliny w procesie zwanym regeneracja. W ostatnim etapie
uzyskane rosliny transgeniczne poddawane sg szczegétowym badaniom. Poniewaz
obcy gen integruje sie w réznych miejscach genomu roslinnego nalezy stwierdzic¢
czy ulega on wydajnej ekspresji oraz czy jego obecno$¢ nie wptywa negatywnie na
funkcjonowanie rosliny, np. uniemozliwia jej kwitnienie lub wytwarzanie nasion.
Dopiero odpowiednio wyselekcjonowane rosliny moga zosta¢ wykorzystane jako
bioreaktory.

W ostatnich latach otrzymano szereg roslin transgenicznych wytwarzajacych
ludzkie biatka. Podstawowe informacje dotyczace zastosowanych systeméw ekspre-
syjnych przedstawione zostaty w tabeli 1.

Tabela 1
Ekspresja wybranych rekombinowanych biatek w réinych ro$linach transgenicznych
Zrekombinowane biatko Poziom ekspresji Tkanka roslinna Literatura
1 2 3 4
B-glukuronidaza 0,4-0,7% TSP* | nasiona (kukurydza) (3)
B-glukuronidaza 10% TSP liscie (tyton) 4)
awidyna 5,7% TSP nasiona (kukurydza) (5)
lizozym 5-45% TSP nasiona (ryz) ©)
biatko nici pajeczej 2% TSP bulwa (ziemniak), liscie (tyton) @
biatko nici pajeczej 2% TSP nasiona (tytor) (8)
ludzka somatotropina 0,16% TSP bulwa (ziemniak) liScie )
albumina osocza ludzkiego 0,2% TSP kultura komoérkowa (10)
albumina osocza ludzkiego 0,2% TSP tyton (11)
ludzki kolagen 0,1 mg/g liscie (tytori) (12)
ludzka o-laktalbumina 5 ug/g liscie (tytor) (13)
podjednostka B enterotoksyny z E. coli 13 pg/g bulwa (ziemniak) (14)
termostabilna -glukanaza 0,1-5,4% TSP nasiona (jeczmien) (15)
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1 2 3 4
ludzka interleukina-2 115 U/g bulwy (ziemniak) (16)
aprotynina 0,17% TSP nasiona (kukurydza) (17)
trypsyna bydleca 3,3% TSP nasiona (kukurydza) 18)
[B-kazeina 0,01% TSP liscie (ziemniak) (19)
podjednostka B toksyny cholery 0,3% TSP lis¢, bulwa (ziemniak) (20)
biatko p-24 wirusa HIV 0,35% TSP liscie (tyton) 21)
antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby B | 0,33-16 pg/g bulwa (ziemniak) (22)
ludzka laktoferyna 0,1% TSP bulwa (ziemniak) (23)
ludzka laktoferyna 0,5% nasiona (ryz) (24)
ludzka laktoferyna nieznany nasiona (kukurydza) (25)
ludzka laktoferyna 4,3% TSP kultura komérkowa (tytori) (26)
ludzka laktoferyna 3% TSP kultura komérkowa (zenszen) 27)
glikoproteina B ludzkiego cytomegalowirusa 1% TSP nasiona (tyton) (28)
przeciwciata monoklonalne 0,01-0,25%TSP | liscie (tytori) (29)
przeciwciata monoklonalne 0,5 mg/g liscie (tytori) (30)
przeciwciata monoklonalne 1% TSP lucerna (31)
przeciwciata monoklonalne 11,7 ng/g ryzosekrecja (tytor) (32)
scFv 0,01-6,8% TSP | liScie, nasiona (tyton) (33)
scFv 30 pug/g liscie, nasiona (pszenica, ryz) (34)
scFv 1% TSP Petunia hybrida (35)
scFv 36,5% TSP nasiona (Arabidopsis) (36)
diabody 0,5 mg/kg liscie (tytori) 37)
ludzki interferon-o. 560 1U/g ziemniak (38)
giowna proteina L1 kapsydu wirusa HPV 0,2-0,5% TSP bulwa (ziemniak), liScie (tytoii) (39)
ludzka interleukina-18 0,05% TSP liscie (tytor) (38)
ludzka glukocerebrozydaza 1 mg/g liscie (tytori) (40)
podjednostki o i B ludzkiej hemoglobiny 0,05% TSP nasiona (tyton) (41)
ludzka al antytrypsyna 18,2-24 mg/g | kultura komérkowa (ryz) (42)
ludzka alkaliczna fosfataza fozyskowa 20-28 ug/g ryzosekrecja (tyton) (43)
ludzki naczyniowo-Srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) | 30 mg/L kultura komoérkowa (mech Ph. pa-| (44)

tens)

# TSP Catkowita ilo$¢ bialek rozpuszczalnych (ang. Total Soluble Proteins)

3.2. Ekspresja przejSciowa

W pierwszej chwili mozna by sadzi¢, ze ekspresja przejsciowa obcej informagji
genetycznej w dojrzatej roslinie jest zadaniem niezwykle trudnym. Szczegoélnie
skomplikowane jest, jak sie wydaje, zagadnienie rownoczesnego dostarczenia obce-
go genu do wielu komoérek czy tkanek. Niewatpliwym przetlomem w badaniach nad
mozliwoscig prowadzenia ekspresji przejsciowej bylo zastosowanie zmodyfikowa-
nych wiruséw (tzw. wektoréw wirusowych) jako nosnikéw obcej informacji gene-
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Rys. 2. Schematyczny opis przejSciowej ekspresji obcych genéow prowadzonej przy uzyciu wektora
wirusowego: TMV wirus mozaiki tytoniu (ang. Tobacco mosaic virus). Skroty: TMVPol, Polimeraza TMV;
MP biatko umozliwiajace systemiczng infekcje (ang. movement protein); CP, biatko plaszcza (ang. coat pro-
tein); TP, gen kodujacy interesujgce biatko (ang. Target protein), ¥ pozadany produkt biatkowy.

tycznej (rys. 2). Wykorzystywane w praktyce wektory z reguty zbudowane sg z RNA,
gdyz az 99% wszystkich wirusowych patogenéw roslinnych stanowig wirusy RNA. Ich
niewielki genom (zwykle 6-10 tysiecy nukleotydow) wystepuje najczesciej w formie
pojedynczej nici RNA (ssRNA, ang. single stranded RNA). U niektorych wiruséw skiada
sie z dwoch, trzech lub nawet czterech jednoniciowych RNA. Najprostsze wirusy ko-
dujg zaledwie kilka biatek: niezbedna do replikacji genomu zalezng od RNA polime-
raze RNA (RdRp, ang. RNA-dependent RNA polymerase), biatko umozliwiajace syste-
miczng infekcje (MP, ang. movement protein) oraz strukturalne biatko plaszcza (CP,
ang. coat protein). Istniejg rowniez bardziej ztozone wirusy RNA, ktorych genomy ko-
dujg wiele biatek.

Na podstawie dotychczasowych badan przypuszcza sie, zZe najlepszym mate-
riatem do konstrukcji wektorow sg wirusy o jednoniciowym genomie, posiadajgcym
polarnos¢ mRNA ((+)RNA wirusy). Wysoki poziom ich akumulacji w zainfekowanej
tkance (do 8,6 mg wirionu / g $wiezej masy), jak rowniez naturalna zdolnos¢ do roz-
przestrzeniania sie i przetaczania metabolizmu rosliny na niezwykle wydajng synteze
wiasnych komponentéw biatkowych (synteza miligramowych ilosci biatka / g tkanki
roslinnej) czynia z uktadu wirus RNA — gospodarz roslinny, system o olbrzymim po-
tencjale produkcyjnym — wydajnos$¢ syntezy produktu moze siega¢ 80% rozpusz-
czalnych biatek rosliny (45). Jego dodatkowa zaletg jest mozliwo$¢ manipulowania

BIOTECHNOLOGIA 3 (74) 53-66 2006 59



Michat Jasinski i inni

klonami cDNA genoméw wirusowych, co w pofgczeniu z ich niewielkimi wymiarami,
w znacznym stopniu ulatwia prace oraz skraca czas konstruowania zrekombinowa-
nych czastek wektora do kilku tygodni. Kolejnym walorem wymienionego systemu,
jest mozliwo§¢ wyboru momentu infekcji wirusem. Mozna jej dokona¢ w sposob
kontrolowany podczas dowolnego etapu rozwoju rosliny. Ma to szczegélne znacze-
nie w przypadku syntezy biatek toksycznych dla metabolizmu gospodarza. Wszyst-
kie wymienione zalety w polaczeniu z szerokim zakresem gospodarzy roslinnych
(rosliny jedno- i dwuliscienne) czynig wirusowe wektory RNA niezwykle atrakcyjnym
rozwigzaniem umozliwiajacym synteze bialek o znaczeniu terapeutycznym. Nie
mniej wazna pozostaje kwestia biobezpieczenstwa systemu. Ze wzgledu na dos¢
niskg stabilno$¢ wektora RNA, faworyzujgca dryf potomstwa wirusowego w kierun-
ku typu dzikiego, ryzyko wymbkniecia sie takiego uktadu spod kontroli jest ograni-
czone.

Szereg przyktadéw skutecznego zastosowania wektoréow wirusowych do pro-
dukgji biatek przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
PrzejSciowa ekspresja przy udziale wektoréw wirusowych

Zrekombinowane biatko Poziom ekspresji Wektor Gospodarz Literatura
reduktaza dihydrofoliowa 8 ug g! CaMVvs rzepa (46)
metalotioneina II 0,5% TSP CaMV rzepa 47)
interferon o8 2 g g! CaMv rzepa (48)
interferon y 0,5% TSP BMV?# protoplasty tytoniu (49)
ScFv 12-30 pg gl TMV 3 N. benthamiana (50)
przeciwciata monoklonalne nieznany ™V N. benthamiana 51D
glikoproteina D z BHV-1 20 pg gt T™MV N. benthamiana (52)
o-amylaza 5% TSP T™V N. benthamiana (53)
alergen pytkowy Bet v1 0,2 mg g! T™MV N. benthamiana (54)
GFP, DsRed 5 mgg! T™MV N. benthamiana (55)
ludzka laktoferyna 0,6% TSP PVttt N. benthamiana (56)

* wirus mozaiki tytoniu (ang. Cauliflower mosaic virus), ** wirus mozaiki stoklosy (ang Brome mosaic virus), *** wi-
rus mozaiki tytoniu (ang Tobacco mosaic virus), **** wirus X ziemniaka (ang Potato virus X).

4. Produkcja metabolitéw wtornych w komérkach roslinnych

Przez dlugi czas jedynym zrédtem stosowanych w medycynie metabolitéw wtor-
nych byly rosliny wystepujgce w $rodowisku naturalnym. Uprawy takich roslin sa
czesto czasochtonne i dodatkowo charakteryzuje je niska wydajnos¢ produktu o wy-
sokiej jakosci (57). Stad interesujaca alternatywa dla pozyskiwania naturalnych pro-
duktow staly sie roslinne hodowle in vitro. Techniki propagacji komérek roslinnych
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sg znane juz od ponad 50. lat. Takie hodowle oferujg dobre Zr6dto homogennego
materiatu w stosunkowo krotkim czasie przy wykorzystaniu syntetycznych pozywek
o kontrolowanym skfadzie. Istnieje kilka r6znych typoéw materiatu roslinnego in vitro.
Obok hodowli takich jak transformowane korzenie wio$nikowe, najwiekszg popu-
larno$cia cieszg sie hodowle komérek w zawiesinie, ktére mogg by¢ propagowane
na duzg skale w bioreaktorach. Obecnie znanych jest wiele takich linii komorko-
wych m.in. z: Arabidopsis thaliana (58), Taxus cuspidata (59), Catharantus roseus (60),
a takze tytoniu (61), ryzu (62) i fasoli (63). Mimo niewatpliwych korzysci, jakie daja
hodowle komérkowe w poréwnaniu z uprawa roslin, czesto rowniez i w tym przy-
padku wydajno$¢ produkcyjna tych systemow jest niska (64). Tylko nieliczne z ros-
linnych hodowli komérkowych nadajg sie do produkcji metabolitow na skale prze-
mysfowa (tab. 3). Celem poprawienia wydajnosci linie komérkowe sg poddawane
modyfikacjom przy wykorzystaniu inzynierii genetycznej. Podstawowym wyzwa-
niem nadal pozostaje jednak lepsze poznanie szlakow metabolicznych oraz mecha-
nizmoéw i genow je regulujacych. To zadanie realizujg np. projekty profilowania
transkryptéw wielu genéw jednoczesnie w okreslonych warunkach przy wykorzy-
staniu mikromacierzy. Pozwala to na identyfikacje nowych genow biatek szlakow
metabolicznych oraz okre$lenie poziomu ich ekspresji w obecnos$ci np. egzogen-
nych induktoréw. Informacje uzyskane dzieki badaniom podstawowym sg wykorzy-
stywane do stworzenia szeregu strategii majacych na celu zwiekszenie wydajnosci
hodowli komoérkowej, np. poprzez: 1) obnizenie katabolizmu interesujacego nas
produktu, 2) wzmocnienie ekspresji genow z interesujgcego nas szlaku metabolicz-
nego lub genu kodujacego giéwny enzym tego szlaku, 3) zapobiegnie inhibicji pod-
stawowych enzyméw w szlaku metabolicznym przez produkt koncowy tzw. zjawi-
sko sprzezenia zwrotnego (ang. feedback) (57). Niska wydajnos¢ produkcji metaboli-
tow wtornych wynika takze z ich naturalnej toksycznosci dla wytwarzajacych je ko-
morek. Dlatego wazne jest zapewnienie dystrybucji produktu koncowego w okres-
lonych organellach (np. wakuoli) czy jego sekrecja na zewnatrz komorki. Przykia-
dem tego typu podejscia moze by¢ nadekspresja w tytoniu drozdzowego genu
PDR5 z Saccharomyces cerevisiae kodujacego transporter typu ABC. Aktywno$¢ tego
btonowego biatka transportujgcego alkaloidy na zewnatrz komérki, przyczynita sie
do obnizenia stezenia toksycznej nikotyny oraz innych alkaloidéw w komorkach
transgenicznego tytoniu (74). Endogenne biatka typu ABC biorgce udzial w transpor-
cie metabolitéw wtoérnych, takich jak berberyna czy sclareol, zostaly zidentyfikowa-
ne u Coptis japonica i Nicotiana plumbaginifolia (75,76). Dziatania majace na celu wy-
dajng produkcje okreslonego zwigzku schematycznie przedstawiono na rysunku 3.
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Tabela 3
Wydajnosé ro$linnych systeméw produkujacych metabolity wtérne
Produkt Gatunek rosliny Wydajnos¢ (% s.m.*) Literatura
kwas rozmarynowy Salvia officinalis 36,0 (65)
kwas rozmarynowy Coleus blumei 21,4 (66)
berberyna Thalictrum minus 10,6 67)
jatroryzyna Berberis wilsonae 10,0 (68)
antocyjany Perilla frutescens 8,9 (69)
berberyna Coptis japonica 7,5 (70)
diosgenin Dioscorea deltoidea 3,8 71)
sangwinaryna Papaver somniferum 2,5 (72)
serpentyna Catharanthus roseus 2,2 (73)

*s.m. sucha masa

indukcja syntezy metabolitow

—_— wtornych za pomocag
np. JM, KS

v

profilowanie metabolitéw

- - roslina wyjéciowa np. GC-MS, HPLC
izolacja

i oczyszczanie ¢
produktu

identyfikacja i izolacja genéw
kodujgcych biatka uczestni-
czgce w badanym szlaku
metabolicznym,
np. mikromacierze, RACE

v

analiza funkcjonalna,
“— < transformacja wybranymi
2
-/

wyprowadzenie
linii komorkowej

genami

masowa wydajna
produkcja produkcja
w bioreaktorach okreslonego
zwigzku

Rys. 3. Przyktadowy schemat dziatan majgcych na celu uzyskanie wydajnych systeméw do produkcji
metabolitéw wtérnych w hodowlach komérkowych. Skréty: JM, jasmonian metylu; KS, kwas salicylowy;
GC-MS, chromatografia gazowa i spektroskopia mas (ang. Gas Chromatography Mass Spektrometry); HPLC,
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High-performance Liquid Chromatography); RACE, szybka
amplifikacja koncow c¢DNA (ang. Rapid Amplification of cDNA Ends).
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Przyktadem skutecznego wykorzystania hodowli komoérkowych na skale prze-
mysfowa jest produkcja taxolu, naturalnego leku przeciwrakowego uzyskiwanego
z komorek Taxus cuspidata (77). System ten jest tansza alternatywa dla proceséow
ekstrakcji tego zwiazku z kory Taxus brevifolia (57).

5. Podsumowanie

Unia Europejska rozpoczyna wlasnie finansowanie serii projektow wartych kilka-
nascie milionéw euro, majacych na celu produkcje szczepionek m.in. przeciwko wi-
rusowi HIV, przy wykorzystaniu roslin jako systemow ekspresyjnych. Rosnace zain-
teresowanie komercyjne tego typu preparatami zacheca jednocze$nie do wspolpra-
cy osrodki akademickie, ktorych badania podstawowe czesto majg znaczacy wkiad
w powstanie wysoko zaawansowanych produktéw koncowych. Dobér wiasciwego
systemu ekspresji, jego udoskonalanie pod katem bezpieczenstwa, wydajnosci
i latwosci dostosowywania go do r6znych biatek docelowych to zadania, przed kto6-
rymi stajg dzi$ laboratoria biotechnologiczne. Coraz wiekszg uwage zwracajg na sie-
bie systemy przej$ciowej ekspresji oparte na wektorach wirusowych. Sg one dobra
alternatywg dla funkcjonujgcego obecnie modelu konstytutywnej ekspresji. Ta
ostatnia wigze sie bowiem z duzym nakladem czasu potrzebnym dla uzyskania
transgenicznych roslin i koniecznoscig ich hodowli w bardzo duzej skali, np. na po-
lach. Wydajne systemy wirusowe pozwalajg na uzyskanie wiekszej ilo$ci pozadane-
go biatka z mniejszej iloSci biomasy (hodowle szklarniowe). Co wiecej, proces pro-
dukcyjny jest stosunkowo szybki i nie wymaga genetycznej modyfikacji roslin.
Obecnie jednak mozliwa jest produkcja tylko stosunkowo matych bialek, a systemy
do produkcji polipeptydéow (np. przeciwcial) wymagaja lepszego dopracowania.
O rosngcym zainteresowaniu towarzyszacemu produkcji biatek w roslinnych syste-
mach moze $wiadczy¢ liczba firm wykorzystujacych je jako naturalne bioreaktory
(tab. 4).

Tabela 4
Firmy stosujace systemy ros§linne do produkcji zrekombinowanych biatek
Firma Strona internetowa System roslinny
1 2 3
Biolex http://www.biolex.com rz¢sa wodna
Chlorogen http://www.chlorogen.com tyton
Dow Chemical http://www.dow.com/plantbio/index.htm kukurydza
Greenovation http://www.greenovation.com mech Phscomitrella
Icon Genetics http://www.icongenetics.com tytofl
Large Scale Biology http://www.Isbe.com tyton
LemnaGene http://www.lemnagene.com rzesa wodna
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1

2

3

Meristem Therapeutics
Medicago

Novoplant
SemBioSys

Syngenta Biopharma
Phytomedics

Planet Biotechnology
Plantigen

ProdiGene

Protalix

Ventria

http://www.meristem-therapeutics.com
http://www2.medicago.com
http://www.novoplant.com
http://www.sembiosys.ca
http://www.syngenta.com/en/biopharma/
http://www.phytomedics.com
http://www.planetbiotechnology.com
http://www.plantigen.com/
http://www.prodigene.com
http://www.protalix.com
http://www.ventriabio.com

kukurydza, tyton
lucerna

rézne

krokosz barwierski
rozne

tytofl

tyton

tyton

kukurydza

kultury komérkowe
1yZ

Praca powstata w ramach realizacji projektu Unii Europejskiej: MERG-CT-2005-016182.
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