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Plant biotechnology in human healthcare
Summary

Biotechnology is one of science, technique and economic areas, which de-
velops quickly and continuously. Important role in pharmaceutical sciences plays
plant biotechnology which is advanced technology applying productive poten-
tial of alive cells in industrial processes, or serving for improvement of plants
using genetic or epigenetic methods. It also gives many possibilities for obtain-
ing new sources of secondary metabolites and opens up new areas in health-
care. Apart from many medicines produced by chemical synthesis, plant-derived
natural substances are still of great importance in medicine. Such substances
tend to have complicated chemical structures so that their chemical synthesis is
uneconomic. Plant biotechnology offers an opportunity to exploit cells, tissues
and organs or whole plants by growing them in vitro and to genetically manipu-
late them to obtain desired compounds.

The development of new areas of molecular biology, for example functional
genomic, gives a possibility of comprehensive investigations of biological sys-
tems. It could contribute to enhancing the production of known and novel sec-
ondary metabolites in plant cells.

Moreover, an important branch of studies is the use of genetically modified
plants to obtain edible vaccines in plants, antibodies, plant-derived recombi-
nant proteins and biologically active substances.
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1. Wstep

Biotechnologia jest jednym z szybko i ciggle rozwijajacych
sie obszaréw nauki, techniki i gospodarki. Zgodnie z klasyfikacja
przyjeta przez Organizacje Wspolpracy Gospodarczej i Rozwoju
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(ang. Organization for Economic Co-Operation and Development) jak i Unie Europejska
mozna wyr6zni¢ nastepujace umowne obszary biotechnologii, czesto oznaczane ko-
lorami: biotechnologie zielong zwiazang przede wszystkim z rolnictwem, biotech-
nologie czerwong wykorzystywana w ochronie zdrowia, biotechnologie biatg wyko-
rzystujaca systemy biologiczne w produkcji przemystowej i ochronie §rodowiska
oraz biotechnologie niebieska, ktora zajmuje sie biotechnologia alg i innych foto-
syntetyzujacych form morskich (39,42).

Biotechnologia, dzieki zastosowaniu nowoczesnych technik biologii molekular-
nej jest dzisiaj interdyscyplinarng dziedzing wiedzy, o wielkich mozliwosciach ryn-
kowych. Z tradycyjnej biotechnologii fermentacyjnej, przeksztalcita sie w gtowna
technologie stuzacg poszukiwaniu nowych srodkéw leczniczych, szczepionek i $rod-
kéw diagnostycznych (20).

2. Znaczenie biotechnologii roSlin w ochronie zdrowia cztowieka

Biotechnologia roslin zaliczana jest do obszaru biotechnologii zielonej. Realng
szansg dla biotechnologii zielonej jest wykorzystanie jej w produktach biotechnolo-
gii czerwonej i biatej (39).

Biotechnologia roslin jest to zaawansowana technologia wykorzystujaca poten-
cjal produkcyjny zywych komoérek w procesach przemystowych badz stuzy do ulep-
szania ro$lin przy uzyciu metod genetycznych lub epigenetycznych.

Rosliny sg zrédiem cennych metabolitéw wtérnych powstajacych w komorkach
roslinnych na drodze wyspecjalizowanej przemiany materii. Do najwazniejszych far-
maceutykéw pochodzenia roslinnego naleza: ajmalicyna, artemisyna, ajmalina, ber-
beryna, chinina, digoksyna, diosgenina, kamptotecyna, kapsaicyna, kastanospermi-
na, kodeina, kolchicyna, eliptycyna, emetyna, forskolina, ginsenozydy, morfina, podo-
filotoksyna, rezerpina, sanguinaryna, szikonina, paklitaksel oraz winkrystyna i win-
blastyna (36). Wiele z tych zwigzkéw otrzymywanych jest juz metodami biotechno-
logicznymi (1-4,6-8,12,14,31,32,35,36,44,45).

Poza wieloma lekami produkowanymi metoda syntezy chemicznej duze znacze-
nie w medycynie majg nadal substancje naturalne uzyskiwane z roslin. Czesto sg to
fizjologicznie silnie dzialajace potaczenia, ktére z chemicznego punktu widzenia
majg tak skomplikowang strukture, ze ich synteza chemiczna jest nieoptacalna (5).
Przyktadem jest paklitaksel, ktéry wprawdzie otrzymano, z r6zng wydajnoscia, na
drodze catkowitej syntezy (17,25). Jednak, na proces syntezy paklitakselu sktada sie
az 39 etapow, co powoduje, ze nie jest on optacalny ekonomicznie (30).

Biotechnologia roslin daje wiele mozliwosci otrzymywania zrédet wtérnych me-
tabolitow i substancji naturalnych biologicznie czynnych. Sg to: rosliny lecznicze
uzyskane w hodowli in vitro (z uwzglednieniem gatunkoéw zagrozonych, wysoko wy-
dajnych odmian roslin modyfikowanych pod wzgledem metabolicznym), kultury tka-
nek i organow roslinnych: hodowla zawiesinowa, pedow, korzeni (z uwzglednie-

BIOTECHNOLOGIA 4 (75) 116-123 2006 117



Agnieszka Pietrosiuk, Mirostawa Furmanowa

niem hodowli na wiekszg skale), nowe Zrédta, takie jak algi i inne fotosyntetyzujace
formy morskie, korzenie transgeniczne, rosliny genetycznie modyfikowane wytwa-
rzajace przeciwciata i szczepionki (13).

Prowadzone sg badania dotyczace zastosowania genetycznie modyfikowanych
ro$lin w leczeniu najbardziej wyniszczajacych choréb, takich jak, cukrzyca, choroby
nowotworowe czy wirusowe jak wscieklizna, AIDS.

Powszechnie biotechnologia roslin utozsamiana jest z organizmami genetycznie
modyfikowanymi (GMO). Jednakze nie mniej wazng i stosowang juz od ponad pie¢-
dziesieciu lat jest starsza czes¢ biotechnologii zwana metoda kultur in vitro.

Metody mikrorozmnazania ro$lin zaréwno leczniczych jak i uzytkowych maja
duze znaczenie praktyczne. Sa alternatywna metoda do pozyskiwania roslin z wa-
runkoéw naturalnych i upraw w gruncie, a ponadto posiadajg wiele zalet. Sg uniezalez-
nione od pér roku, warunkow klimatycznych, pozwalajg na zwiekszenie wspo6tczyn-
nika mnozenia roslin, otrzymanie jednorodnych genotypéw, otrzymanie roslin wol-
nych od wiruséw, mnozenie ros$lin nie wytwarzajacych nasion, otrzymanie roslin
o zmienionej liczbie chromosomoéw, wyselekcjonowanie roslin o danym fenotypie
lub genotypie, ochrone gatunkéw zagrozonych wyginieciem. W Katedrze i Zakta-
dzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Warszawie prowa-
dzone sg badania, w ktorych wykorzystywane sg techniki biotechnologiczne do mi-
krorozmnazania, otrzymywania kultur komérkowych, kultur tkankowych, somatycz-
nych nasion oraz organéw transgenicznych wielu roslin leczniczych (5,7-9,12-14,17,
25,27,28,30-34,40,44-46).

Mnozenie roslin w kulturze in vitro moze nastepowac bezposrednio poprzez
paki szczytowe i boczne oraz zarodki, czyli z istniejgcych merystemoéw lub posred-
nio przy udziale tkanki kalusowej lub powstajgcych bezposrednio na eksplantatach
merystemow przybyszowych. Z praktycznego i farmaceutycznego punktu widzenia,
mnozenie roslin z istniejacych tkanek merystematycznych nie jest trudne pod wzgle-
dem technicznym, a otrzymane tym sposobem ro$liny sa identyczne pod wzgledem
genetycznym z ro$linami, od ktérych pobrano tkanki.

Bardziej wydajng metoda, dajaca wiekszy wskaznik, jest mnozenie przy udziale
tkanki kalusowej, lecz w przeciwienstwie do regeneracji roslin z istniejagcych mery-
stemoOw istnieje tutaj niebezpieczenstwo zaistnienia zmian somaklonalnych, czyli
uzyskania roslin zmienionych genetycznie. Zjawisko zmiennosci somaklonalnej jest
czesto wykorzystywane przez hodowcow do otrzymywania nowych odmian, zwtasz-
cza roslin ozdobnych.

Rosliny moga by¢ regenerowane na drodze somatycznej embriogenezy, czyli
wskutek podziatéw mitotycznych pojedynczych roslinnych komérek somatycznych,
ktore moga by¢ indukowane do wytworzenia zarodka, a nastepnie catej rosliny. So-
matyczny zarodek jest identyczny jak zarodek powstaly z zaptodnienia komorki ja-
jowej. Embrioidy tworzg sie zwykle z powierzchniowych komorek tkanki kalusowej
lub obwodowych w kulturach zawiesinowych. Istotny wplyw na wytwarzanie sie
tzw. kalusa embriotwérczego mogg mie¢ zwigzki azotowe czy tez auksyny, np. kwa-
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sy: a-naftalenooctowy, 2,4-dichlorofenoksyoctowy, B-naftoksyoctowy czy B-indoli-
looctowy. Rodzaj uzytej auksyny do wytworzenia kalusa embriotwoérczego, jej ste-
zenie i sposob stymulowania tkanek do tworzenia somatycznych embrioidow jest
zalezny od badanego gatunku. Somatyczng embriogeneze zaobserwowano u ponad
150. gatunkéw. Somatyczna embriogeneza jest jedna z najwydajniejszych metod
mnozenia ro$lin in vitro, np. metoda rozmnazania Carum carvi drogg somatycznej
embriogenezy znacznie zwieksza wskaznik mnozenia, pozwala na otrzymanie 2000
roslin, z 1 g kalusa (14,41).

Opracowano technologie otrzymywania syntetycznych nasion wielu roslin lecz-
niczych. Nasiona, somatyczne zarodki, merystemy pedéw lub korzeni, ziarna pytku
moga by¢ zatapiane w sztucznych otoczkach, np. z alginianu wapnia z dodatkiem
substancji odzywczych. Nasiona te z powodzeniem sg wykorzystywane do mikroroz-
mnazania, dtuzszego przechowywania oraz transportu roslin, co ma zastosowanie
praktyczne (14,46).

Tkanka kalusowa moze wytwarza¢ wtérne metabolity, jak w przypadku Arnebia
euchroma lub moze by¢ uzyta do zatozenia kultury zawiesinowej (35).

Biotechnologiczna produkcja zwigzkéw naturalnych w kulturach komérek ros-
linnych jest atrakcyjng alternatywa ich pozyskiwania, jakkolwiek produkcja w takiej
kulturze jest bardzo niska. Dlatego niezbedne jest zastosowanie okresowych ho-
dowli dwuetapowych. W pierwszym etapie stosuje sie pozywki wzrostowe powo-
dujgce namnozenie duzej ilosci biomasy az do osiggniecia fazy stacjonarnej, w dru-
gim natomiast ptynne podioza produkcyjne — stymulujagce wytwarzanie pozada-
nych zwigzkéw (33).

W wielu przypadkach mozna zwiekszy¢ wytwarzanie metabolitéw przez zasto-
sowanie w hodowli elicytoréw, takich jak jasmonian metylu, kwas salicylowy czy
sole metali ciezkich lub poprzez biotransformacje z tanich prekursoréw, np. pro-
dukcja salidrozydu i rozawiny w hodowli zawiesinowej Rhodiola rosea (10,11). Kla-
sycznym przyktadem biotransformacji byto otrzymanie beta-metylodigoksyny z be-
ta-metylodigitoksyny w kulturze komérkowej Digitalis lanata (1).

Hodowla zawiesinowa moze by¢ prowadzona w kolbach na wytrzgsarkach, a tak-
ze na wieksza skale w bioreaktorach. Niektére wtorne metabolity produkowane sa
w skali przemystowej przez roslinne kultury komoérkowe. Sg to szikonina, purpury-
na, berberyna, polisacharydy, winkamina, kwas rozmarynowy, geraniol (4,6).

Kultura zawiesinowa do tej pory odniosta tylko ograniczony sukces komercyjny.
Spowodowane jest to tym, ze nieznane sg jeszcze wszystkie szlaki biosyntezy meta-
bolitéw wtornych w komorkach roslinnych. Rozwoéj nowych dziedzin biologii mole-
kularnej, np. genomiki funkcjonalnej stwarza mozliwo$¢ szczegétowych badan syste-
mow biologicznych, w tym biosyntezy metabolitow wtérnych. Techniki stosowane
w genomice funkcjonalnej moga wplynac¢ na zwiekszenie produkcji znanych i odkry-
cie catkiem nowych metabolitow wtornych nie spotkanych wczes$niej w naturze (26).

Rozw¢j technik genetycznych stworzyt nowe mozliwosci w zakresie biotechno-
logii ro$linnej, m. in. poprzez rozwdj kultur organéw transgenicznych, takich jak
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korzenie transformowane lub teratomy pedowe. Technologia transformacji roslin
stata sie wielofunkcyjnym systemem dla hodowli i ulepszania roslin leczniczych, jak
rowniez dla badan funkcji genéw w roslinie.

Zdolnos¢ do produkcji wtornych metabolitéw zwiazana jest z procesem organo-
genezy — tkanki zr6znicowane roslin otrzymane w hodowli in vitro zawieraja wiek-
sze ilosci wtornych metabolitow niz tkanka niezorganizowana, jaka jest kalus.

W korzeniach wielu gatunkéw roélin przebiega proces biosyntezy oraz groma-
dza sie metabolity wtorne. Dlatego tez korzenie transformowane sg cennym mate-
rialem roslinnym. Korzenie transgeniczne uzyskuje sie, m. in. w wyniku transforma-
¢ji materiatu ros$linnego przy uzyciu bakterii z rodzaju Agrobacterium — A. rhizogenes
jako naturalnego wektora lub przez bezposrednie wprowadzenie T-DNA z plazmidu
Ri A. rhizogenes do tkanki roslinnej. W wyniku ekspresji genéw znajdujacych sie
w T-DNA zmienia sie metabolizm komorki roslinnej w nastepstwie, czego powstajg
korzenie. Przyrost biomasy korzeni uzyskanych tg metodg nastepuje bardzo szybko.
Sa one rowniez zdolne do syntezy wtornych metabolitow charakterystycznych dla
korzeni rosngcych w gruncie. Ponadto hodowla korzeni transformowanych jest eko-
nomicznie korzystna, gdyz korzenie te nie wymagajg regulatorow wzrostu oraz
rosng na pozywkach o obnizonej zawarto$ci mikro- i makroelementéw. W kulturach
korzeni transformowanych znaleziono takie wazne dla lecznictwa zwigzki jak: alka-
loidy tropanowe (skopolamine i hioscyjamine), alkaloidy indolowe, chinolinowe (chi-
nine), glikozydy kardenolidowe, poliacetyleny i tiofeny, ginsenozydy, antrachinony,
naftochinony, paklitaksel. Korzenie transformowane sa réwniez zdolne do regene-
racji catych roslin i utrzymania ich genetycznej stabilnosci podczas dalszego pasa-
zowania i regeneracji ro$lin (7,15,29,31-34,38).

Rosliny transgeniczne mozna réwniez otrzymac poprzez wprowadzenie do ge-
nomu rosliny obcego genu za pomocg zrekombinowanych plazmidéw Agrobacterium
tumefaciens i nastepujaca regeneracje calej rosliny z pojedynczej komérki. Wprowa-
dzony gen moze zawiera¢ sekwencje DNA warunkujace nowe pozyteczne cechy, ta-
kie na przykiad, jak odpornos¢ na herbicydy, szkodniki, choroby roslin.

Waznym kierunkiem badawczym jest takze wprowadzanie transgenicznych ros-
lin do produkgcji szczepionek doustnych i rekombinowanych biatek oraz srodkéw
i preparatow leczniczych (43).

Podjecie tych badan byto mozliwe dzieki opracowaniu efektywnych metod trans-
formagji roslin uzytkowych, a takze dzieki zidentyfikowaniu wysoce immunogen-
nych epitopow biatek wirusowych oraz antygenéw mikroorganizméw chorobotwor-
czych dla ludzi i zwierzat. Biatka powstajgce w komorce roslinnej na matrycy egzo-
gennego DNA majg identyczny skiad aminokwasow, ulegaja podobnym modyfika-
cjom i wykazujg analogiczne wtasciwosci jak te pojawiajace sie w procesach patoge-
nezy w organizmie gospodarza (18,19,22).

Szczepionki podjednostkowe zawieraja oczyszczone preparaty rozmaitych anty-
genow lub kombinacje réznych antygenéw. Obecnie, otrzymuje sie je ze zrekombi-
nowanych wiruséw, bakterii lub drozdzy. Mozliwe jest rbwniez wytwarzanie szcze-
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pionek podjednostkowych, tzn. zawierajacych antygeny lub epitopy antygen6w mi-
kroorganizméw chorobotwoérczych, w roslinach. Podanie roslinnej szczepionki dro-
g3 doustng ma duze znaczenie z uwagi na zdolnos¢ kompletnej immunizacji ogol-
noustrojowej, a takze specyficzng odpowiedz Sluzéwkowa obejmujaca wszystkie
btony §luzowe organizmu. Inng zaletg szczepionek jadalnych jest mniejsze prawdo-
podobienstwo wystapienia odczynow alergicznych, ktore jako skutek sladowych za-
nieczyszczen, mogg powstawac po podaniu domiesniowym szczepionek wyprodu-
kowanych w mikroorganizmach lub kulturach komérkowych. Szczepionki takie moz-
na produkowac lokalnie, w miejscu zapotrzebowania. Roslinne szczepionki jadalne
sg bezpieczne, poniewaz w roSlinie zawarte jest pojedyncze biatko lub fragment
biatka drobnoustroju chorobotworczego, dla ktérego szczepionka jest przeznaczo-
na. Duze znaczenie majg rowniez takie zalety jak bezbolesna forma ,,zaszczepienia”
oraz niski koszt produkgji, ktéry jest wielokrotnie nizszy niz koszt szczepionek wy-
twarzanych dotychczasowymi metodami (18,37).

Istniejg dwie metody otrzymywania szczepionek w roslinach. Pierwsza wykorzy-
stuje rosliny transgeniczne; polega ona na stabilnej transformacji, w wyniku ktorej
nastepuje integracja zrekombinowanego DNA z genomem jadrowym lub chloropla-
stu komorki roslinnej. Druga metoda polega na nadprodukcji w roslinie antygenu,
ktorego sekwencja zostaje wprowadzona w odpowiednie miejsce genomu wirusa
roslinnego w taki sposéb, ze w rekombinowanym wirusie biatko antygenowe ekspo-
nowane jest na jego powierzchni. Wirus roslinny namnaza sie w zainfekowanej ros-
linie, w wyniku, czego powstaje réwniez antygen. Do pierwszych szczepionek ros-
linnych uzyto roslin tytoniu, pomidora, ziemniaka, tubinu, sataty, bananowca. Uzy-
skano: transgeniczne rosliny tytoniu, w ktérym zachodzita ekspresja antygenu
powierzchniowego (HBsAg) wirusa zapalenia watroby typu B, transgeniczne rosliny
pomidora, w ktorych obecne byto bialko powierzchniowe wirusa wscieklizny, trans-
geniczne bulwy ziemniaka produkujgce enterotoksyne Escherichia coli, czy tez trans-
geniczne linie kalusa tubinu oraz transgeniczna satate, w ktorych zachodzita ekspre-
sja immunogennego biatka powierzchniowego HBV. Badania na zwierzetach do-
$wiadczalnych, a nastepnie na ochotnikach, potwierdzity skuteczno$¢ zastosowa-
nych transgenicznych tkanek roslinnych do immunizacji na drodze pokarmowej
(18,19,21-24).

Obecnie w Instytucie Pasteura w Paryzu, na Uniwersytetach Mediolanskim i na
Florydzie prowadzone sg badania nad roslinnymi szczepionkami przeciwnowotwo-
rowymi. Identyfikowane sg specyficzne epitopy charakterystyczne dla ludzkich no-
wotworéw, np. dla czerniaka ztosliwego (37).

Udalo sie rowniez uzyskac ekspresje przeciwcial monoklonalnych — pelnej se-
kwencji mysich przeciwcial w transgenicznej roslinie (16).

Waznym kierunkiem rozwoju biotechnologii roslin jest produkowanie w rosli-
nach naturalnych substancji biologicznie czynnych, takich jak: hormony, wybrane
sktadniki krwi, czy immunomodulatory (cytokiny, limfokiny). Przyktadem tego kie-
runku jest ekspresja w roslinach ludzkiego hormonu wzrostu w nasionach Nicotiana
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tabacum czy tez niskoczasteczkowego biatka hirudyny w nasionach Brasica napus. Hi-
rudyna jest antykoagulantem uzywanym w przemysle farmaceutycznym (18).

Dynamiczny rozwéj biotechnologii roslin wskazuje na jej wazng role w naukach

farmaceutycznych, daje wiele mozliwosci otrzymywania wtérnych metabolitéw, stu-
zy poszukiwaniu nowych srodkéw leczniczych, szczepionek i substancji naturalnych
biologicznie czynnych oraz otwiera nowe obszary w ochronie zdrowia.
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