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Plants as the reactors for production of biopharmaceuticals

S u m m a r y

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. Wstêp

Istotn¹ konsekwencj¹ niezwykle dynamicznego rozwoju
nauk biomedycznych jest coraz powszechniejsze stosowanie wy-
soko przetworzonych preparatów pochodzenia naturalnego (bio-
farmaceutyków) zarówno w leczeniu chorób (leki hormonalne,
przeciwnowotworowe), jak i w ich profilaktyce (antygeny wiru-
sowe i bakteryjne stosowane w szczepionkach, gotowe przeciw-
cia³a). Istotn¹ zalet¹ biofarmaceutyków jest ich du¿a skutecznoœæ,
a podstawow¹ wad¹ wysokie koszty produkcji. W rezultacie,
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jednym z najwa¿niejszych wyzwañ, przed jakimi stanê³a nowoczesna, „czerwona”
biotechnologia jest znalezienie tanich i wydajnych metod pozyskiwania ró¿nego
typu produktów naturalnych dla potrzeb medycyny.

Szczególnie cennymi i trudno dostêpnymi sk³adnikami leków czy szczepionek s¹
bia³ka. Przez d³ugi czas g³ównym sposobem ich produkcji by³a ekspresja koduj¹cych
je genów w komórkach bakteryjnych. Niestety uzyskane t¹ drog¹ proteiny s¹ czêsto
nieaktywne. Dzieje siê tak, gdy w pe³ni dojrza³a forma bia³ka powstaje dopiero po
zajœciu specyficznych modyfikacji potranslacyjnych, do których nie dochodzi w ko-
mórkach prokariotycznych. Problemu tego mo¿na unikn¹æ stosuj¹c eukariotyczne
systemy ekspresyjne, np. hodowle komórek owadzich, zwierzêcych czy ludzkich.
Prowadzenie hodowli komórkowych wi¹¿e siê jednak z bardzo wysokimi kosztami.
Wynikaj¹ one przede wszystkim z koniecznoœci przestrzegania niezwykle wyrafino-
wanych wymogów technologicznych. Innym rozwi¹zaniem jest otrzymanie transge-
nicznych zwierz¹t. Jednak¿e taki sposób produkcji bia³ek nie redukuje znacz¹co
kosztów, dodatkowo budzi wiele w¹tpliwoœci natury etycznej i prawnej. W tej sytu-
acji jednym z najciekawszych rozwi¹zañ, jest jak siê wydaje, wykorzystanie gene-
tycznie zmodyfikowanych roœlin jako naturalnych reaktorów do produkcji biofarma-
ceutyków.

Inn¹, niezwyk³¹ cech¹ roœlin wy¿szych jest zdolnoœæ do syntezy szerokiej gamy
produktów okreœlanych mianem metabolitów wtórnych. S¹ to zwi¹zki, które odgry-
waj¹ wa¿n¹ rolê w interakcjach roœlin ze œrodowiskiem. Pe³ni¹ miêdzy innymi funk-
cje antybakteryjne czy przeciwgrzybiczne. Zidentyfikowano, jak dot¹d, ponad sto
tysiêcy tego rodzaju zwi¹zków, a tylko czeœæ z nich ma bli¿ej znan¹ strukturê (1).
W zale¿noœci od szlaku biosyntetycznego mo¿na je podzieliæ zasadniczo na trzy kla-
sy: terpenoidy, alkaloidy oraz zwi¹zki fenolowe. Te niskocz¹steczkowe, czêsto z³o-
¿one strukturalnie zwi¹zki bardzo szybko sta³y siê obiektem zainteresowañ ludzi,
z racji swoich w³aœciwoœci, np. smaku, zapachu czy barwy. Wiele spoœród nich jest
cennymi farmaceutykami, np. taxol, winkrystyna, winblastyna. Niestety skompliko-
wana budowa metabolitów wtórnych sprawia, ¿e ich chemiczna synteza jest nie tyl-
ko trudna, ale i nieop³acalna ekonomicznie. W efekcie wiêkszoœæ farmaceutyków
wywodz¹cych siê z metabolitów wtórnych lub ich prekursorów produkowana jest
bezpoœrednio w roœlinach.

2. Zalety stosowania roœlin jako bioreaktorów

W przeprowadzonych w ostatnich latach badaniach ujawniono wiele niezwykle
istotnych zalet roœlinnych systemów ekspresyjnych. Pokazano, ¿e systemy takie s¹
bardzo ekonomiczne – powstanie biomasy wymaga jedynie energii s³onecznej
i pod³o¿a mineralnego. Dodatkowo zbiór roœlin oraz ich obróbka przemys³owa nie
wymagaj¹ opracowania nowych technologii, stosowane obecnie s¹ bowiem dosta-
tecznie efektywne. Z dotychczasowych doœwiadczeñ wynika, ¿e z jednego hektara
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uprawy mo¿na uzyskaæ do 20 kg czystego bia³ka. Ponadto w wielu przypadkach ist-
nieje mo¿liwoœæ pominiêcia skomplikowanych procedur oczyszczania bia³ek. Doty-
czy to przede wszystkim sytuacji, gdy preparat bia³kowy dostarczany jest drog¹ po-
karmow¹. W ostatnich latach wykazano na przyk³ad, ¿e spo¿ycie roœliny transge-
nicznej, w której wytwarzane s¹ antygeny wirusowe tak samo indukuje odpowiedŸ
immunologiczn¹, jak klasyczna doustna szczepionka przeciw polio (2).

Kolejn¹ niezwykle istotn¹ zalet¹ roœlinnych systemów ekspresyjnych jest ich ste-
rylnoœæ wykluczaj¹ca mo¿liwoœæ zanieczyszczenia produktu groŸnymi patogenami,
np. HIV, HCV czy prionami. Wagê tego zagadnienia doskonale ilustruje problem
produkcji preparatów krwiopochodnych, zawieraj¹cych przeciwcia³a. Gotowe prze-
ciwcia³a czêsto podawane s¹ pacjentom poddanym immunosupresji, np. podczas le-
czenia choroby nowotworowej. Aby otrzymaæ pojedyncz¹ dawkê, tj. oko³o 1 g prze-
ciwcia³ nale¿y pobraæ krew od prawie 2 tysiêcy osób. W rezultacie koszt otrzymania
leku jest bardzo wysoki, podobnie jak i ryzyko zaka¿enia pacjenta jakimœ patoge-
nem (wirusem, bakteri¹ czy prionem). St¹d te¿ w ostatnich latach prowadzone s¹
szczególnie intensywne badania zmierzaj¹ce do opracowania systemów roœlinnych
umo¿liwiaj¹cych przemys³ow¹ produkcjê przeciwcia³.

3. Metody produkcji bia³ek w komórkach roœlinnych

Generalnie wyró¿niæ mo¿na dwie podstawowe metody ekspresji obcych (egzo-
gennych) genów w komórkach roœlinnych. Pierwsz¹ z nich jest ekspresja sta³a zwana
konstytutywn¹. Uzyskuje siê j¹ na drodze transformacji komórek roœlinnych obcym
materia³em genetycznym. W jej wyniku DNA koduj¹cy wybrane bia³ko zostaje trwa-
le wprowadzony do genomu roœlinnego i jest przekazywany nastêpnym pokole-
niom. Dochodzi w ten sposób do powstania roœliny transgenicznej. Drug¹ metod¹
jest ekspresja przejœciowa. Wymaga ona wprowadzenia wybranego genu do
ukszta³towanego ju¿ organizmu. Dodatkowo nale¿y znaleŸæ sposób umo¿liwiaj¹cy
powielanie siê obcego materia³u genetycznego i jego rozprzestrzenianie w ca³ej
roœlinie.

3.1. Ekspresja konstytutywna – roœliny transgeniczne

Obecnie jest to najbardziej rozpowszechniony sposób wytwarzania bia³ek hete-
rologicznych, wykorzystuj¹cy roœliny transgeniczne jako naturalne bioreaktory.
Wprowadzenie do genomu roœlinnego DNA koduj¹cego obce bia³ko i zapewnienie
wysokiego poziomu jego ekspresji nie jest jednak zabiegiem prostym (rys. 1).
W pierwszym etapie sklonowany wczeœniej gen wprowadzony zostaje do specjalne-
go plazmidu posiadaj¹cego zdolnoœæ do rekombinacji z genomem roœlinnym (pla-
zmid Ti, ang. Tumor inducing plasmid). Wraz z genem do plazmidu wstawione zo-
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Rys. 1. Schemat obrazuj¹cy proces wytwarzania roœlin transgenicznych. A. Transformacja roœlin. In-
teresuj¹cy gen wprowadzony zostaje do plazmidu posiadaj¹cego zdolnoœæ do rekombinacji z genomem
roœlinnym oraz wyposa¿onego w gen warunkuj¹cy opornoœæ na u¿ywany do selekcji antybiotyk lub her-
bicyd (plazmid Ti). Uzyskany plazmid umieszczany jest w bakterii Agrobacterium tumefaciens charaktery-
zuj¹cej siê zdolnoœci¹ do infekcji komórek roœlinnych. Nastepnie fragment roœliny zostaje zaka¿ony
szczepem bakteryjnym. B. Selekcja i regeneracja roœlin. Zainfekowane komórki roœlinne umieszczane s¹
na po¿ywce selekcyjnej zawieraj¹cej antybiotyk lub herbicyd. Prze¿ywaj¹ i namna¿aj¹ siê tylko te ko-
mórki, w których gen selekcyjny (a wraz z nim transgen) ulega ekspresji. Nastêpnie z pojedynczych
transformowanych komórek odtworzone zostaj¹ ca³e roœliny w procesie zwanym regeneracj¹.



staj¹ sekwencje regulatorowe (tj. promotor warunkuj¹cy odpowiednio wysoki po-
ziom transkrypcji genu i terminator transkrypcji) oraz gen umo¿liwiaj¹cy selekcjê
transformantów (zwykle jest to gen zapewniaj¹cy opornoœæ na antybiotyk lub herbi-
cyd). Nowo powsta³y plazmid umieszczany jest w bakterii charakteryzuj¹cej siê
zdolnoœci¹ do infekcji komórek roœlinnych, np. Agrobacterium tumefaciens. W kolej-
nym etapie fragment roœliny zostaje zaka¿ony szczepem bakteryjnym. Nastepnie
plazmid Ti wnika do komórki roœlinnej i kaseta zawieraj¹ca obcy gen, sekwencje re-
gulatorowe oraz gen selekcyjny ulega integracji z genomem gospodarza. Miejsce in-
tegracji „wybierane” jest w sposób losowy.

Kolejny etap polega na selekcji transformantów. Zainfekowane komórki roœlinne
umieszczane s¹ na po¿ywce zawieraj¹cej antybiotyk lub herbicyd. W rezultacie
prze¿ywaj¹ i namna¿aj¹ siê tylko te komórki, w których gen selekcyjny (a wraz z nim
gen obcy) ulega ekspresji. Nastêpnie z pojedynczych transformowanych komórek
odtworzone zostaj¹ ca³e roœliny w procesie zwanym regeneracj¹. W ostatnim etapie
uzyskane roœliny transgeniczne poddawane s¹ szczegó³owym badaniom. Poniewa¿
obcy gen integruje siê w ró¿nych miejscach genomu roœlinnego nale¿y stwierdziæ
czy ulega on wydajnej ekspresji oraz czy jego obecnoœæ nie wp³ywa negatywnie na
funkcjonowanie roœliny, np. uniemo¿liwia jej kwitnienie lub wytwarzanie nasion.
Dopiero odpowiednio wyselekcjonowane roœliny mog¹ zostaæ wykorzystane jako
bioreaktory.

W ostatnich latach otrzymano szereg roœlin transgenicznych wytwarzaj¹cych
ludzkie bia³ka. Podstawowe informacje dotycz¹ce zastosowanych systemów ekspre-
syjnych przedstawione zosta³y w tabeli 1.

T a b e l a 1

Ekspresja wybranych rekombinowanych bia³ek w ró¿nych roœlinach transgenicznych

Zrekombinowane bia³ko Poziom ekspresji Tkanka roœlinna Literatura

1 2 3 4

�-glukuronidaza

�-glukuronidaza

awidyna

lizozym

bia³ko nici pajêczej

bia³ko nici pajêczej

ludzka somatotropina

albumina osocza ludzkiego

albumina osocza ludzkiego

ludzki kolagen

ludzka �-laktalbumina

podjednostka B enterotoksyny z E. coli

termostabilna �-glukanaza

0,4-0,7% TSP*

10% TSP

5,7% TSP

5-45% TSP

2% TSP

2% TSP

0,16% TSP

0,2% TSP

0,2% TSP

0,1 mg/g

5 �g/g

13 �g/g

0,1-5,4% TSP

nasiona (kukurydza)

liœcie (tytoñ)

nasiona (kukurydza)

nasiona (ry¿)

bulwa (ziemniak), liœcie (tytoñ)

nasiona (tytoñ)

bulwa (ziemniak) liœcie

kultura komórkowa

tytoñ

liœcie (tytoñ)

liœcie (tytoñ)

bulwa (ziemniak)

nasiona (jêczmieñ)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)
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1 2 3 4

ludzka interleukina-2

aprotynina

trypsyna bydlêca

�-kazeina

podjednostka B toksyny cholery

bia³ko p-24 wirusa HIV

antygen powierzchniowy wirusa zapalenia w¹troby B

ludzka laktoferyna

ludzka laktoferyna

ludzka laktoferyna

ludzka laktoferyna

ludzka laktoferyna

glikoproteina B ludzkiego cytomegalowirusa

przeciwcia³a monoklonalne

przeciwcia³a monoklonalne

przeciwcia³a monoklonalne

przeciwcia³a monoklonalne

scFv

scFv

scFv

scFv

diabody

ludzki interferon-�

g³ówna proteina L1 kapsydu wirusa HPV

ludzka interleukina-18

ludzka glukocerebrozydaza

podjednostki � i � ludzkiej hemoglobiny

ludzka a1 antytrypsyna

ludzka alkaliczna fosfataza ³o¿yskowa

ludzki naczyniowo-œródb³onkowy czynnik wzrostu (VEGF)

115 U/g

0,17% TSP

3,3% TSP

0,01% TSP

0,3% TSP

0,35% TSP

0,33-16 �g/g

0,1% TSP

0,5%

nieznany

4,3% TSP

3% TSP

1% TSP

0,01-0,25%TSP

0,5 mg/g

1% TSP

11,7 �g/g

0,01-6,8% TSP

30 �g/g

1% TSP

36,5% TSP

0,5 mg/kg

560 IU/g

0,2-0,5% TSP

0,05% TSP

1 mg/g

0,05% TSP

18,2-24 mg/g

20-28 �g/g

30 mg/L

bulwy (ziemniak)

nasiona (kukurydza)

nasiona (kukurydza)

liœcie (ziemniak)

liœæ, bulwa (ziemniak)

liœcie (tytoñ)

bulwa (ziemniak)

bulwa (ziemniak)

nasiona (ry¿)

nasiona (kukurydza)

kultura komórkowa (tytoñ)

kultura komórkowa (¿eñszeñ)

nasiona (tytoñ)

liœcie (tytoñ)

liœcie (tytoñ)

lucerna

ryzosekrecja (tytoñ)

liœcie, nasiona (tytoñ)

liœcie, nasiona (pszenica, ry¿)

Petunia hybrida

nasiona (Arabidopsis)

liœcie (tytoñ)

ziemniak

bulwa (ziemniak), liœcie (tytoñ)

liœcie (tytoñ)

liœcie (tytoñ)

nasiona (tytoñ)

kultura komórkowa (ry¿)

ryzosekrecja (tytoñ)

kultura komórkowa (mech Ph. pa-

tens)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(38)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

* TSP Ca³kowita iloœæ bia³ek rozpuszczalnych (ang. Total Soluble Proteins)

3.2. Ekspresja przejœciowa

W pierwszej chwili mo¿na by s¹dziæ, ¿e ekspresja przejœciowa obcej informacji
genetycznej w dojrza³ej roœlinie jest zadaniem niezwykle trudnym. Szczególnie
skomplikowane jest, jak siê wydaje, zagadnienie równoczesnego dostarczenia obce-
go genu do wielu komórek czy tkanek. Niew¹tpliwym prze³omem w badaniach nad
mo¿liwoœci¹ prowadzenia ekspresji przejœciowej by³o zastosowanie zmodyfikowa-
nych wirusów (tzw. wektorów wirusowych) jako noœników obcej informacji gene-
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tycznej (rys. 2). Wykorzystywane w praktyce wektory z regu³y zbudowane s¹ z RNA,
gdy¿ a¿ 99% wszystkich wirusowych patogenów roœlinnych stanowi¹ wirusy RNA. Ich
niewielki genom (zwykle 6-10 tysiêcy nukleotydów) wystêpuje najczêœciej w formie
pojedynczej nici RNA (ssRNA, ang. single stranded RNA). U niektórych wirusów sk³ada
siê z dwóch, trzech lub nawet czterech jednoniciowych RNA. Najprostsze wirusy ko-
duj¹ zaledwie kilka bia³ek: niezbêdn¹ do replikacji genomu zale¿n¹ od RNA polime-
razê RNA (RdRp, ang. RNA-dependent RNA polymerase), bia³ko umo¿liwiaj¹ce syste-
miczn¹ infekcjê (MP, ang. movement protein) oraz strukturalne bia³ko p³aszcza (CP,
ang. coat protein). Istniej¹ równie¿ bardziej z³o¿one wirusy RNA, których genomy ko-
duj¹ wiele bia³ek.

Na podstawie dotychczasowych badañ przypuszcza siê, ¿e najlepszym mate-
ria³em do konstrukcji wektorów s¹ wirusy o jednoniciowym genomie, posiadaj¹cym
polarnoœæ mRNA ((+)RNA wirusy). Wysoki poziom ich akumulacji w zainfekowanej
tkance (do 8,6 mg wirionu / g œwie¿ej masy), jak równie¿ naturalna zdolnoœæ do roz-
przestrzeniania siê i prze³¹czania metabolizmu roœliny na niezwykle wydajn¹ syntezê
w³asnych komponentów bia³kowych (synteza miligramowych iloœci bia³ka / g tkanki
roœlinnej) czyni¹ z uk³adu wirus RNA – gospodarz roœlinny, system o olbrzymim po-
tencjale produkcyjnym – wydajnoœæ syntezy produktu mo¿e siêgaæ 80% rozpusz-
czalnych bia³ek roœliny (45). Jego dodatkow¹ zalet¹ jest mo¿liwoœæ manipulowania
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Rys. 2. Schematyczny opis przejœciowej ekspresji obcych genów prowadzonej przy u¿yciu wektora
wirusowego: TMV wirus mozaiki tytoniu (ang. Tobacco mosaic virus). Skróty: TMVPol, Polimeraza TMV;
MP bia³ko umo¿liwiaj¹ce systemiczn¹ infekcjê (ang. movement protein); CP, bia³ko p³aszcza (ang. coat pro-
tein); TP, gen koduj¹cy interesuj¹ce bia³ko (ang. Target protein), � po¿¹dany produkt bia³kowy.



klonami cDNA genomów wirusowych, co w po³¹czeniu z ich niewielkimi wymiarami,
w znacznym stopniu u³atwia pracê oraz skraca czas konstruowania zrekombinowa-
nych cz¹stek wektora do kilku tygodni. Kolejnym walorem wymienionego systemu,
jest mo¿liwoœæ wyboru momentu infekcji wirusem. Mo¿na jej dokonaæ w sposób
kontrolowany podczas dowolnego etapu rozwoju roœliny. Ma to szczególne znacze-
nie w przypadku syntezy bia³ek toksycznych dla metabolizmu gospodarza. Wszyst-
kie wymienione zalety w po³¹czeniu z szerokim zakresem gospodarzy roœlinnych
(roœliny jedno- i dwuliœcienne) czyni¹ wirusowe wektory RNA niezwykle atrakcyjnym
rozwi¹zaniem umo¿liwiaj¹cym syntezê bia³ek o znaczeniu terapeutycznym. Nie
mniej wa¿n¹ pozostaje kwestia biobezpieczeñstwa systemu. Ze wzglêdu na doœæ
nisk¹ stabilnoœæ wektora RNA, faworyzuj¹c¹ dryf potomstwa wirusowego w kierun-
ku typu dzikiego, ryzyko wymkniêcia siê takiego uk³adu spod kontroli jest ograni-
czone.

Szereg przyk³adów skutecznego zastosowania wektorów wirusowych do pro-
dukcji bia³ek przedstawiono w tabeli 2.

T a b e l a 2

Przejœciowa ekspresja przy udziale wektorów wirusowych

Zrekombinowane bia³ko Poziom ekspresji Wektor Gospodarz Literatura

reduktaza dihydrofoliowa

metalotioneina II

interferon ��

interferon �

ScFv

przeciwcia³a monoklonalne

glikoproteina D z BHV-1

�-amylaza

alergen py³kowy Bet v1

GFP, DsRed

ludzka laktoferyna

8 �g g-1

0,5% TSP

2 �g g-1

0,5% TSP

12-30 �g g-1

nieznany

20 �g g-1

5% TSP

0,2 mg g-1

5 mg g-1

0,6% TSP

CaMV*

CaMV

CaMV

BMV**

TMV***

TMV

TMV

TMV

TMV

TMV

PVX****

rzepa

rzepa

rzepa

protoplasty tytoniu

N. benthamiana

N. benthamiana

N. benthamiana

N. benthamiana

N. benthamiana

N. benthamiana

N. benthamiana

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

* wirus mozaiki tytoniu (ang. Cauliflower mosaic virus), ** wirus mozaiki stok³osy (ang. Brome mosaic virus), *** wi-

rus mozaiki tytoniu (ang. Tobacco mosaic virus), **** wirus X ziemniaka (ang. Potato virus X).

4. Produkcja metabolitów wtórnych w komórkach roœlinnych

Przez d³ugi czas jedynym Ÿród³em stosowanych w medycynie metabolitów wtór-
nych by³y roœliny wystêpuj¹ce w œrodowisku naturalnym. Uprawy takich roœlin s¹
czêsto czasoch³onne i dodatkowo charakteryzuje je niska wydajnoœæ produktu o wy-
sokiej jakoœci (57). St¹d interesuj¹c¹ alternatyw¹ dla pozyskiwania naturalnych pro-
duktów sta³y siê roœlinne hodowle in vitro. Techniki propagacji komórek roœlinnych
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s¹ znane ju¿ od ponad 50. lat. Takie hodowle oferuj¹ dobre Ÿród³o homogennego
materia³u w stosunkowo krótkim czasie przy wykorzystaniu syntetycznych po¿ywek
o kontrolowanym sk³adzie. Istnieje kilka ró¿nych typów materia³u roœlinnego in vitro.
Obok hodowli takich jak transformowane korzenie w³oœnikowe, najwiêksz¹ popu-
larnoœci¹ ciesz¹ siê hodowle komórek w zawiesinie, które mog¹ byæ propagowane
na du¿¹ skalê w bioreaktorach. Obecnie znanych jest wiele takich linii komórko-
wych m.in. z: Arabidopsis thaliana (58), Taxus cuspidata (59), Catharantus roseus (60),
a tak¿e tytoniu (61), ry¿u (62) i fasoli (63). Mimo niew¹tpliwych korzyœci, jakie daj¹
hodowle komórkowe w porównaniu z upraw¹ roœlin, czêsto równie¿ i w tym przy-
padku wydajnoœæ produkcyjna tych systemów jest niska (64). Tylko nieliczne z roœ-
linnych hodowli komórkowych nadaj¹ siê do produkcji metabolitów na skalê prze-
mys³ow¹ (tab. 3). Celem poprawienia wydajnoœci linie komórkowe s¹ poddawane
modyfikacjom przy wykorzystaniu in¿ynierii genetycznej. Podstawowym wyzwa-
niem nadal pozostaje jednak lepsze poznanie szlaków metabolicznych oraz mecha-
nizmów i genów je reguluj¹cych. To zadanie realizuj¹ np. projekty profilowania
transkryptów wielu genów jednoczeœnie w okreœlonych warunkach przy wykorzy-
staniu mikromacierzy. Pozwala to na identyfikacjê nowych genów bia³ek szlaków
metabolicznych oraz okreœlenie poziomu ich ekspresji w obecnoœci np. egzogen-
nych induktorów. Informacje uzyskane dziêki badaniom podstawowym s¹ wykorzy-
stywane do stworzenia szeregu strategii maj¹cych na celu zwiêkszenie wydajnoœci
hodowli komórkowej, np. poprzez: 1) obni¿enie katabolizmu interesuj¹cego nas
produktu, 2) wzmocnienie ekspresji genów z interesuj¹cego nas szlaku metabolicz-
nego lub genu koduj¹cego g³ówny enzym tego szlaku, 3) zapobiegnie inhibicji pod-
stawowych enzymów w szlaku metabolicznym przez produkt koñcowy tzw. zjawi-
sko sprzê¿enia zwrotnego (ang. feedback) (57). Niska wydajnoœæ produkcji metaboli-
tów wtórnych wynika tak¿e z ich naturalnej toksycznoœci dla wytwarzaj¹cych je ko-
mórek. Dlatego wa¿ne jest zapewnienie dystrybucji produktu koñcowego w okreœ-
lonych organellach (np. wakuoli) czy jego sekrecja na zewn¹trz komórki. Przyk³a-
dem tego typu podejœcia mo¿e byæ nadekspresja w tytoniu dro¿d¿owego genu
PDR5 z Saccharomyces cerevisiae koduj¹cego transporter typu ABC. Aktywnoœæ tego
b³onowego bia³ka transportuj¹cego alkaloidy na zewn¹trz komórki, przyczyni³a siê
do obni¿enia stê¿enia toksycznej nikotyny oraz innych alkaloidów w komórkach
transgenicznego tytoniu (74). Endogenne bia³ka typu ABC bior¹ce udzia³ w transpor-
cie metabolitów wtórnych, takich jak berberyna czy sclareol, zosta³y zidentyfikowa-
ne u Coptis japonica i Nicotiana plumbaginifolia (75,76). Dzia³ania maj¹ce na celu wy-
dajn¹ produkcjê okreœlonego zwi¹zku schematycznie przedstawiono na rysunku 3.
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T a b e l a 3

Wydajnoœæ roœlinnych systemów produkuj¹cych metabolity wtórne

Produkt Gatunek roœliny Wydajnoœæ (% s.m.*) Literatura

kwas rozmarynowy

kwas rozmarynowy

berberyna

jatroryzyna

antocyjany

berberyna

diosgenin

sangwinaryna

serpentyna

Salvia officinalis

Coleus blumei

Thalictrum minus

Berberis wilsonae

Perilla frutescens

Coptis japonica

Dioscorea deltoidea

Papaver somniferum

Catharanthus roseus

36,0

21,4

10,6

10,0

8,9

7,5

3,8

2,5

2,2

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

*s.m. sucha masa
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Rys. 3. Przyk³adowy schemat dzia³añ maj¹cych na celu uzyskanie wydajnych systemów do produkcji
metabolitów wtórnych w hodowlach komórkowych. Skróty: 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 koñców cDNA (ang. Rapid Amplification of cDNA Ends).



Przyk³adem skutecznego wykorzystania hodowli komórkowych na skalê prze-
mys³ow¹ jest produkcja taxolu, naturalnego leku przeciwrakowego uzyskiwanego
z komórek Taxus cuspidata (77). System ten jest tañsz¹ alternatyw¹ dla procesów
ekstrakcji tego zwi¹zku z kory Taxus brevifolia (57).

5. Podsumowanie

Unia Europejska rozpoczyna w³aœnie finansowanie serii projektów wartych kilka-
naœcie milionów euro, maj¹cych na celu produkcjê szczepionek m.in. przeciwko wi-
rusowi HIV, przy wykorzystaniu roœlin jako systemów ekspresyjnych. Rosn¹ce zain-
teresowanie komercyjne tego typu preparatami zachêca jednoczeœnie do wspó³pra-
cy oœrodki akademickie, których badania podstawowe czêsto maj¹ znacz¹cy wk³ad
w powstanie wysoko zaawansowanych produktów koñcowych. Dobór w³aœciwego
systemu ekspresji, jego udoskonalanie pod k¹tem bezpieczeñstwa, wydajnoœci
i ³atwoœci dostosowywania go do ró¿nych bia³ek docelowych to zadania, przed któ-
rymi staj¹ dziœ laboratoria biotechnologiczne. Coraz wiêksz¹ uwagê zwracaj¹ na sie-
bie systemy przejœciowej ekspresji oparte na wektorach wirusowych. S¹ one dobr¹
alternatyw¹ dla funkcjonuj¹cego obecnie modelu konstytutywnej ekspresji. Ta
ostatnia wi¹¿e siê bowiem z du¿ym nak³adem czasu potrzebnym dla uzyskania
transgenicznych roœlin i koniecznoœci¹ ich hodowli w bardzo du¿ej skali, np. na po-
lach. Wydajne systemy wirusowe pozwalaj¹ na uzyskanie wiêkszej iloœci po¿¹dane-
go bia³ka z mniejszej iloœci biomasy (hodowle szklarniowe). Co wiêcej, proces pro-
dukcyjny jest stosunkowo szybki i nie wymaga genetycznej modyfikacji roœlin.
Obecnie jednak mo¿liwa jest produkcja tylko stosunkowo ma³ych bia³ek, a systemy
do produkcji polipeptydów (np. przeciwcia³) wymagaj¹ lepszego dopracowania.
O rosn¹cym zainteresowaniu towarzysz¹cemu produkcji bia³ek w roœlinnych syste-
mach mo¿e œwiadczyæ liczba firm wykorzystuj¹cych je jako naturalne bioreaktory
(tab. 4).

T a b e l a 4

Firmy stosuj¹ce systemy roœlinne do produkcji zrekombinowanych bia³ek

Firma Strona internetowa System roœlinny

1 2 3

Biolex

Chlorogen

Dow Chemical

Greenovation

Icon Genetics

Large Scale Biology

LemnaGene

http://www.biolex.com

http://www.chlorogen.com

http://www.dow.com/plantbio/index.htm

http://www.greenovation.com

http://www.icongenetics.com

http://www.lsbc.com

http://www.lemnagene.com

rzêsa wodna

tytoñ

kukurydza

mech Phscomitrella

tytoñ

tytoñ

rzêsa 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, tytoñ

lucerna

ró¿ne

krokosz barwierski

ró¿ne

tytoñ

tytoñ

tytoñ

kukurydza

kultury komórkowe

ry¿

Praca powsta³a w ramach realizacji projektu Unii Europejskiej: MERG-CT-2005-016182.
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