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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Roéliny od wiekéw sa dla cztowieka Zrédtem substancji leczniczych. Zdobycze dzisiejszej
nauki, w tym biotechnologii molekularnej, pozwalajg w coraz wiekszym stopniu korzystaé
z ich ogromnego potencjatu. Staty sie m.in. obiecujaca platformg wykorzystywang do wy-
twarzania cennych zwigzkéw o charakterze biofarmaceutykéw. Wérdd réznych systeméw
ro$linnych stosowanych do tego celu znajduja sie réwniez kultury korzeni wto§nikowatych,
od pewnego czasu wykorzystywane do produkcji rekombinowanych biatek i metabolitéw
wtérnych. Komérki rolinne pochodzace z gatunkéw do tego przeznaczonych sg poddawane
procesowi transformacji genetycznej z wykorzystaniem wybranych szczepéw Agrobacterium
rhizogenes bedacych nos$nikiem pozadanych gendw. Nastepne etapy prac zmierzaja do uzy-
skania trwatlej i wydajnej ekspresji tych genéw. Kultury korzeni wtosnikowatych wyréznia
wiele cech preferujacych je zaréwno wobec wielu systeméw pro-, jak i eukariotycznych,
w tym réwniez innych modeli ro$linnych. Ich najwazniejszymi zaletami sg: relatywnie ni-
skie koszty wytwarzania, tatwo$¢ skalowania produkcji zwiazkéw, typowa dla komdérek eu-
kariotycznych obrébka potranslacyjna biatek, biologiczne bezpieczenistwo, a w wielu przy-
padkach réwniez brak konieczno$ci stosowania ztozonych technik oczyszczania finalnego
produktu. Liczne zwiazki, ktére z powodzeniem sg uzyskiwane za pomoca wspomnianych
kultur naleza do cennych farmaceutykéw. Do grupy tej nalezg m.in. wybrane cytokiny, an-
tygeny szczepionkowe czy przeciwciata.

korzenie wiosnikowate - biofarmaceutyki - Agrobacterium rhizogenes

Summary

Plants have been exploited as a source of medicinal substances for years. Nowadays, achieve-
ments of modern science, including molecular biotechnology, allow their huge potential to be
utilized. They have become a promising platform for the production of valuable compounds
such as biopharmaceuticals. Among the various plant systems used for this purpose, hairy root
cultures are also applied for the production of recombinant proteins and secondary metaboli-
tes. For this purpose plant cells of selected species are genetically transformed using different
strains of Agrobacterium rhizogenes carrying the desired genes. The next steps of this process
include stable and efficient expression of these genes. Hairy root cultures exhibit a number
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of features which make them attractive compared to various pro- and eukaryotic cell systems
including other plant models. Their main advantages are: relatively low production costs,
ease of scale-up, production of compounds typical for eukaryotic cells with post-translational
modifications, biological safety, and in many cases there is no need for complex purification
techniques of the final product. Several compounds that are successfully obtained using this
production strategy are valuable pharmaceuticals. This group includes selected cytokines,
vaccine antigens and antibodies.
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Wsrtep

Systemy oparte na wykorzystaniu komdrek roslinnych
coraz cze$ciej staja sie atrakcyjna alternatywg wobec
wcze$niej stosowanych modeli eukariotycznych i bak-
teryjnych, wykorzystywanych w wytwarzania i pozyski-
waniu réznorodnych bioczasteczek. Do grupy tych zwigz-
kéw, obok wielu cennych metabolitéw wtérnych, zaliczy¢
mozna m.in. rekombinowane biatka o cechach farmaceu-
tykéw. O zaletach ro$lin w omawianym kontekscie decy-
duje kilka podstawowych czynnikéw. Przede wszystkim;
wyréznia je szybki przyrost biomasy przy stosunkowo
niskich kosztach. System produkcyjny, w zalezno$ci od
potrzeb, mozna do$¢ tatwo przeskalowaé, co w kontekscie
docelowej produkcji na skale przemystowy jest bardzo
istotne. Kolejnymi walorami uktadéw ro$linnych s ich
petne mozliwosci w zakresie potranslacyjnej modyfikacji
(czesto warunkuje ich aktywno$¢ i swoisto$é), typowej dla
wielu biatek pochodzenia eukariotycznego. Taki sposéb
wytwarzania bialek eliminuje tez ryzyko przenoszenia
zwierzecych badz ludzkich patogenéw, czynigc produkt
bardziej bezpieczny. Zapewnia ponadto mozliwo$¢ wybo-
ru tkanki/organu, w ktérej pozadany produkt ma by¢ ku-
mulowany. Z komercyjnego punktu widzenia wspomnie¢
nalezy réwniez o cennej mozliwoéci obnizenia kosztéw
produkgji niektérych biatek wynikajacej z braku koniecz-
nosci stosowania skomplikowanych i kosztownych pro-
cedur ich oczyszczania [77].

Kultury korzeni wlto$nikowatych, obok wymienionych za-
let, maja réwniez swoje ograniczenia w poréwnaniu np.
do kultur zawiesinowych. Wykazuja wolniejszy wzrost,
wolniejszy tez bywa proces powstawania niektérych bia-
tek (np. przeciwciat), ale charakteryzuje je cenna, diugo-
terminowa stabilno$é [59].

Wytwarzanie w komérce ro$linnej pozadanego biatka,
poprzedza wprowadzenie do niej stosownego genu, na-
stepnie jego integracja z genomem gospodarza i stabilna
ekspresja na zadowalajacym poziomie. Miejscem doce-
lowej lokalizacji transgenu po transformacji wykonywa-
nej z wykorzystaniem szczepdw Agrobacterium moze by¢
genom jadrowy lub chloroplastowy, a ostateczne efekty
w postaci wytwarzania biatek mogg wynikac z ekspresji
trwalej lub alternatywnej ekspresji przejsciowej uzyski-
wanej zwykle w wyniku agroinfiltracji. Zaleta tego po-
dejscia jest mozliwo$¢ uzyskania biatka znacznie szybciej
niz w przypadku ekspresji trwatej. Inna z transformacji
polega na zakazeniu ro$liny nietransformowanej wiru-
sem ro$linnym, do genomu ktérego wprowadzono gen
odpowiadajacy za ekspresje wybranego biatka. Obok pod-
stawowych modeli transformacji, stosuje sie tez réznego
rodzaju modyfikacje wynikajace z indywidualnych cech
gatunkéw wybranych do transformacji, rodzaju tkanki
oraz wlasciwosci produkowanego w nich biatka [5].

Gatunkiem uznawanym za modelowy w omawianych ba-
daniach jest od lat Nicotiana tabacum (tyton szlachetny)
i pokrewny mu Nicotiana benthamiana. Bogata wiedza na
ich temat w potaczeniu z licznymi zaletami tych gatun-
kéw sprawiaja, ze to wlasnie one sa czesto stosowane jako
swoista platforma do wytwarzania zréznicowanych biatek
terapeutycznych. Tyton jest tez gatunkiem, na ktérym
opracowano skuteczne i efektywne metody transformacji
genetycznej, regeneracji roslin jak réwniez metody upraw
polowych, szklarniowych, warunki hodowli kultur ko-
mdrkowych, metody ekspresji obcych biatek, uzyskiwano
tez wysoka wydajnos$¢ biomasy [45,70,73]. Podobnie jak
inne komérki roélinne réwniez te maja zdolno$¢ petne;
potranslacyjnej obrébki biatek, a cenne zwiazki otrzy-
mywane byly zaréwno na drodze ekspresji trwatej, jak
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i przejsciowej. W pierwszym przypadku transgen integru-
je sie zgenomem jadrowym lub chloroplastowym, w dru-
gim jest wprowadzany do komdrki z wektorem poprzez
agroinfekcje lub infekcje wirusowg i nie wbudowuje sie
w genom gospodarza. Spektrum rekombinowanych bia-
tek otrzymanych w tkankach tytoniu jest bardzo szerokie.
Na liscie tej znajduja sie m.in. liczne przeciwciata, rézno-
rodne cytokiny lub antygeny o charakterze szczepionek
[5,6,7,13,36]. Ograniczajac sie jedynie do ostatniej z wy-
mienionych grup, do bardziej spektakularnych osiggnieé
zaliczy¢ mozna wyprodukowanie w komdrkach tytoniu
antygenu powierzchniowego HbsAg wirusa hepatitis B,
biatka kapsydu wirusa Norwalk (NVCP), hemaglutyniny
wirusa odry (MV-H), podjednostki B toksyny Vibrio chole-
rae (CTB), biatka L1 kapsydu HPV11 (wszystkie w wyniku
trwalej ekspresji genomu jadrowego); biatka L1 otoczki
wirusa HPV brodawczaka ludzkiego, biatka HEV E2 wirusa
zapalenia watroby typu E, biatka powierzchniowe OspA
Borellia burgdorferi (ekspresja trwata, genom chloroplasto-
wy); antygenu hemaglutyninowego (AH) wirusa grypy,
antygenu wirusa grypy ptasiej H5/HA1, epitopu HPV16
wirusa brodawczaka ludzkiego (wynik ekspresji przej-
$ciowej z udziatem wektora, infekcja Agrobacterium) czy
biatka kapsydu rotawirusa, glikoproteiny wirusa wécie-
klizny, onkoproteiny E7 brodawczaka ludzkiego typu 16
(ekspresja przejéciowa wywotana infekcjg wirusowa) [5].

Powyzsze rezultaty uzyskiwano z wykorzystaniem wielu
systeméw. Jednym z nich jest mozliwo$é tworzenia re-
kombinowanych biatek w kulturach korzeni wto§nikowa-
tych (hart root cultures, HR) [80]. Ich potencjat w opisy-
wanym aspekcie zostal dostrzezony stosunkowo pézno.
Wczeéniej proces generowania korzeni wlo$nikowatych
byt kojarzony gtéwnie ze stratami w uprawach roélin
dwuli$ciennych, powodowanymi infekcjami wywotanymi
przez Gram-ujemne bakterie glebowe rodzaju Agrobacte-
rium, a wérdd nich najlepiej poznane Agrobacterium rhizo-
genes. Oprécz genomowego DNA zawierajg one czasteczki
megaplazmiddéw, ktérych wielko$¢ oscyluje w granicach
150-200 tys. pz, cho¢ zdarzaja sie i takie, ktére osiggaja 800
tys. pz [18]. W ich strukturze zlokalizowano geny decy-
dujace o szczegblnych cechach tych bakterii. W procesie
agroinfekeji kluczowg role odgrywaja sekwencje obecne
w trzech regionach. Sg to: T-DNA, w ktérym sg umieszcza-
ne transgeny majace docelowo trafi¢ do komdrek roéliny,
a takze geny odpowiedzialne za wywotywanie sympto-
méw choroby, metabolizm auksyn, cytokin oraz synteze
opin. Kolejnym jest region wirulencji z zespotem genéw
vir, podobnie jak poprzedni zlokalizowany w strukturze
plazmidu. Trzeci region istotny dla procesu agroinfekcji
to chy, obecny w chromosomie bakteryjnym, odpowia-
da za przytwierdzenie bakterii do powierzchni roéliny
[18,75]. Elementy te nadaja komérkom Agrobacterium ce-
chy pozwalajace na ich szerokie wykorzystanie w proce-
sach transformacji genetycznej.

Indywidualne cechy gatunkéw sprawiaja, ze niektére
z nich wykazuja oporno$¢ wzgledem transformacji pro-
wadzonej tym sposobem, ponadto nie kazdy szczep bak-
teryjny cechuje poréwnywalny stopieri wirulencji wobec

okreslonego gatunku roélin. Dlatego niezwykle istotnym
czynnikiem powodzenia eksperymentu jest interakcja
na linii ro§lina-bakteria i wynikajaca z niej kwestia wta-
$ciwego doboru gatunku i szczepu bakteryjnego, wyko-
rzystywanego do agroinfekcji. Pozadana jest wiec jego
wysoka wirulencja, a jednocze$nie, wywolywany przez
nig swoisty szok w komdérkach roéliny nie moze prowa-
dzi¢ do zaburzeti prawidtowego przebiegu jej proceséw
zyciowych [32].

SzczeY A. RHIZOGENES W GENETYCZNE) TRANSFORMACI

Podstawa klasyfikacji szczepdw A. rhizogenes jest rodzaj
kodowanych w nich opin. Biorgc powyzsze pod uwa-
ge, wyrdznia sie szczepy: agropinowe (przedstawiciele
to m.in.: A4, 15834, 1855, LBA 9402), indukujace wytwa-
rzanie agropiny, mannopiny i kwasu atropinowego; po-
nadto szczepy mannopinowe oraz kukumopinowe [4].
Opiny to metabolity pojawiajace sie w komédrkach ro-
$linnych w wyniku ekspresji genéw otrzymanych po in-
fekcji Agrobacterium. Nie sa przyswajane przez roéline,
stanowig natomiast zrédto azotu i wegla dla bakterii [75].
Do tej pory brak jednoznacznych danych pozwalajacych
wyjasnié czy i ewentualnie jaki zwigzek zachodzi miedzy
rodzajem wytwarzanej opiny a cechami poszczegdlnych
szczepdw bakterii. Wydaje sie jednak, ze moze miec zwia-
zek z poziomem ich zjadliwo$ci [35]. W plazmidach szcze-
péw oktopinowych potwierdzono np. obecno$é genu wi-
rulencji virF, ktérego sa pozbawione szczepy nopalinowe
i w ktérym upatruje sie wpltywu na zjadliwo$ci bakterii
wobec testowanych gatunkdéw rolin (znaczaco wyzsza
u oktopinowych).

Geny wirulencji maja zasadniczy wplyw na powodzenie
procesu transformacji. Szczepy okre$lane jako superwi-
rulentne (zawierajg dodatkowe geny vir) transformuja
ro$liny bardziej efektywnie. Ma to szczegélne zastoso-
wanie w odniesieniu do roslin jednoli$ciennych, ogélnie
uznawanych za wysoce oporne na transformacje z wy-
korzystaniem Agrobacterium [2,43,85]. Wprowadzenie do-
datkowych genéw wirulencji, np. do szczepu LBA4404
Agrobacterium tumefaciens pozwolito na wysoce wydajna
transformacje Vigna unguiculata, ro$liny mato podatne;j
na transformacje z wykorzystaniem wspomnianej bak-
terii [61].

ZastosowaNie KuLtur HR

Trzy ostatnie dekady to okres wiekszego zainteresowania
mozliwo$ciami wykorzystywania Agrobacterium rhizoge-
nes do szerokich zastosowari. Wéréd nich wymienia sie
badania szlakéw biosyntezy i proceséw fizjologicznych,
wytwarzanie czasteczek pochodzenia ro$linnego, meta-
bolitéw wtérnych (m.in. alkaloidéw, fenoli, terpenéw),
zastosowanie do proceséw fitoremediacji (np. substancji
toksycznych i barwnikéw reaktywnych) oraz do tworze-
nia w nich rekombinowanych biatek (np. interferonu,
interleukin) [12,33,38]. Kultury korzeni wlo$nikowatych
sa tez poddawane regeneracji, w efekcie ktérej mozna
otrzyma¢ odmienny fenotyp, np. rosliny o niewielkich
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rozmiarach. Uchodzg one ponadto za przydatny model do
badan genetycznego i biochemicznego podtoza licznych
szlakéw biochemicznych, systeméw wigzania azotu, nie-
doboru zelaza, toksyczno$ci metali czy badania interakcji
patogen-gospodarz [42].

Opisywarne kultury sa réwniez wykorzystywane w pro-
cesach biotransformacji rozumianych jako regioselek-
tywne i stereoswoiste chemiczne przeksztatcenia, kata-
lizowane za pomoca systeméw biologicznych przez ich
enzymy. Szeroka gama produktéw naturalnych moze by¢
biotransformowana i wykorzystywana do tworzenia bi-
bliotek zwigzkédw analogowych przez enzymy komérek
ro$linnych. W kulturach tych przeprowadza sie wiele
réznorodnych reakeji chemicznych, w tym: hydroksyla-
cja, glikozylacja, glukozylacja, uwodornienie, hydroliza,
acetylowanie, metylacja, izomeryzacja i estryfikacja. Pro-
wadza one do nadania pozadanych aktywnosci cennym
biologicznie zwigzkom [3].

Korzenie wlo$nikowate wyrdznia charakterystyczna bu-
dowa, ktéra odréznia je od korzeni fizjologicznie wyste-
pujacych w rolinach, a jednoczesnie sprawia, ze jej cechy
umozliwiajg wykorzystanie ich do celéw omawianych
w prezentowanej pracy. Wérdd nich wymieni¢ mozna pla-
giotropizm, tj. rodzaj ukierunkowanej reakcji na bodzce
oraz rozrost korzeni bocznych. Plagiotropizm podczas
prowadzenia tych kultur wynika z wigkszego napowie-
trzenia w pozywce plynnej oraz zwiazang z tym szybka
akumulacje biomasy [75]. Istotng przewagg korzeni wlo-
$nikowatych nad innymi kulturami (np. zawiesinowymi)
jest ich wysoka stabilno$¢ genetyczna (w innych obser-
wowana jest np. zmienno$¢ somaklonalna), wazna w sy-
tuacjach, kiedy hodowle sg prowadzone przez dtuzszy
czas. Zaleta jest tez brak koniecznosci dodawania do pod-
toza hormonéw wzrostu w trakcie hodowli i mozliwo$¢
jej prowadzenia w $cisle kontrolowanych warunkach, co
zapewnia wytwarzanie rekombinowanych biatek zgodnie
z wymogami GMP (Dobra Praktyka Produkcyjna) [59].
Duzym utatwieniem podczas procesu produkcyjnego jest
takze mozliwo$¢ sekrecji produktu do podtoza. Rezultaty
prac Gaume i wsp. wykazaly, ze zawarto$¢ ludzkiej fosfata-
zy alkalicznej uzyskiwanej w akumulowanej w kulturach
korzeni wto$nikowatych i korzeniach przybyszowych Ni-
cotiana tabacum byta bardzo podobna, za to ilo$¢ biatka
wydzielanego do podtoza w przypadku kultur HR byta
kilkukrotnie wieksza [11].

Wytwarzanie rozmaitych zwigzkéw uzyskiwanych w opi-
sywanych kulturach zwieksza dodatek do podtoza licz-
nych elicytordéw, z ktérych kilka wymieniono w tab.1.
Naleza do nich zaréwno zwiazki o charakterze biotycz-
nym, jak i abiotycznym, ktére indukuja wytwarzanie me-
tabolitéw wtdrnych jako przejaw reakcji obronnej roslin,
w wyniku ekspresji genédw zwigzanych ze szlakami syn-
tezy produktu [14].

Jednym zkryteriéw podziatu kultur korzeni wio$nikowa-
tych sa okolicznosci ich powstania, tj. czy wigze sie ono
z procesami transformacji genetycznej, czy tez nie. Nie-

transformowane kultury korzeni wlosnikowatych moga
stuzy¢ m.in. jako bogate Zrédto zwigzkéw fitochemicz-
nych. Nie w kazdej sytuacji transformacja genetyczna
przynosi jednak pozadane rezultaty. Wykazano np., ze
ilo§¢ solaniny, cennego zwiazku indukujacego apoptoze
komdrek nowotworowych, wytwarzana w transformowa-
nych i nietransformowanych korzeniach Solanum nigrum
byta podobna [55]. Poszczegdlne czedci roslin regenero-
wanych z korzeni transformowanych wyrézniata ponad-
to nizsza akumulacja tego metabolitu niz w przypadku
korzeni nietransformowanych [64]. Podobnie sytuacja
wygladata w przypadku transformacji Duboisia z uzyciem
A. rhizogenes, ktére wytwarzaly mniej skopolaminy i hio-
scyjaminy niz ro$liny nietransformowane [52]. Przyktady
te dowodza, ze transformacja z uzyciem A. rhizogenes nie
zawsze prowadzi do zwiekszenia akumulacji pozadanego
produktu. Zdecydowana wiekszo$¢ opisanych przypad-
kéw wskazuje jednak, ze korzenie transformowane staja
sie bardziej wydajne do wytwarzania i pozyskiwania cen-
nej substancji. Przykladem moga by¢ m.in. kultury Ajuga
reptans, w ktérych uzyskano 4-krotnie wieksze stezenie
20-hydroksyekdysteronu (zwigzek zwiekszajacy reten-
cje azotu w organizmie i przyspieszajacy tempo syntezy
biatek) w poréwnaniu do ro$lin dzikich [75]. Z kolei Wang
i wsp. poprzez infekcje za pomoca A.rhizogenes wprowa-
dzili do Catharantus roseus nowe geny G10H i ORCA3 w celu
modyfikacji szlaku syntezy katarantyny, zwiazku, ktérego
pochodne wyréznia znaczacy potencjat przeciwnowotwo-
rowy. W transformowanych korzeniach wtosnikowatych
zanotowano znaczacy wzrost jej stezenia, ponad 6,5 razy
wyzszy wobec kultur niemodyfikowanych [72].

Wyciag z korzenia dzwonkowca (Codonopsis lanceolata)
jest zrédlem cennych zwigzkéw o wtadciwosciach far-
makologicznych. Wsréd nich sg m.in. saponiny, zwigz-
ki o bardzo szerokim zakresie dziatania i mozliwo$ciach
aplikacyjnych (aktywno$¢ przeciwgrzybicza, przeciwbak-
teryjna, przeciwzapalna, a takze przeciwnowotworowa)
[40,68]. Kultury korzeni wto§nikowatych tego gatunku
wykorzystywano np. do produkcji saponin triterpeno-
idowych. Transformacja z wykorzystaniem A. rhizogenes
(szczep R1000) przyniosta znaczaco wyzsza synteze wspo-
mnianych zwiagzkéw w poréwnaniu do kultur korzeni
nietransformowanych. Wobec lancemazydu A, jednego
z wyodrebnionych triterpendw, oprécz jego wtasciwosci
przeciwzapalnych, wykazano réwniez aktywno$¢ prze-
ciwnowotworowa [28]. Przyktady te potwierdzajg mozli-
wo$¢ wykorzystywania transformowanych kultur HR do
wytwarzania cennych zwiazkéw terapeutycznych.

Niekiedy pozytywne efekty przynosi prowadzenie ho-
dowli omawianych kultur w warunkach $wietlnych. Kla-
syczne hodowle sa prowadzone w ciemnosci, co stanowi
imitacje warunkéw naturalnych, kiedy korzenie rosng
w glebie. Alternatywe wobec tej metody stanowia zielo-
ne korzenie wto$nikowate, ktérych hodowla jest prowa-
dzona na $wietle i moze by¢ wykorzystana do produkgji
zwiazkéw syntetyzowanych przez organy zawierajace
chlorofil. W tym celu wykorzystywane byly np. rodliny
rodzaju Asteraceae, Solanaceae i Cucurbitaceae czy kultury
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korzeni wto$nikowatych Echinacea purpurea, rosliny boga-
tej w pochodne kwasu kawowego oraz alkamidéw [75]. Na
szczegdlng uwage zastuguje kwas cykoriowy wykazujacy
wiasciwosci antywirusowe, inhibuje integraze HIV-1 oraz
replikacje tego wirusa. W kulturach HR odnotowano zna-
czgcy wzrost akumulacji pochodnych kwasu kawowego
w warunkach $wietlnych w poréwnaniu do hodowli pro-
wadzonych w ciemnosci [1].

REKOMBINOWANE BIALKA OTRZYMYWANE W KULTURACH KORZENI
WEOSNIKOWATYCH

Wsrdd licznych i réznorodnych zwigzkéw produkowa-
nych w systemach HR i znajdujacych, badZz mogacych
znalez¢, zastosowanie w terapii wielu choréb znaczaca
pozycje stanowig rekombinowane biatka. Mozna znalez¢
wérdd nich m.in. przedstawicieli cytokin, przeciwciat,
antygendw czy enzymdw. Ponizej krétko zaprezentowa-
no wybrane przyktady tego rodzaju czasteczek, ktérych
ekspresje uzyskano w kulturach korzeni wlo§nikowatych
kilku gatunkdéw roélin.

Cytokiny i hormon wzrostu - cytokiny stanowia zréznicowa-
na grupe biatek biorgcych udziat w takich procesach, jak
m.in. proliferacja, réznicowanie i ruch komérek. Zaan-
gazowane sg w odpowiedz immunologiczng, hemopoeze,
proces gojenia ran czy procesy zapalne, aktywne sa takze
w morfogenezie tkanek [41]. Naleza do nich tak cenne
zwiazki, jak: interleukiny, hemopoetyny, nadrodzina cza-
steczek TNF, interferony [50]. Obecnie, wiekszo$¢é cytokin
dla przemystu farmaceutycznego jest wytwarzana w ko-
mdrkach E.coli. Ograniczeniem tego systemu jest jednak
brak mozliwosci glikozylacji zwiazkéw, modyfikacji klu-
czowej dla prawidtowej aktywno$ci wielu biatek eukario-
tycznych. Produkcja cytokin, m.in. w zwiazku z koniecz-
noscig ich oczyszczania, jest tez dosy¢ kosztowna, a szansy
unikniecia tych problemdéw upatruje sie w zastosowaniu
do tego celu systemdéw ro$linnych [70].

Do cytokin sa tez zaliczane interferony klasyfikowane
w trzy podstawowe typy. Typ I jest reprezentowany przez
16 przedstawicieli, w tym interferony a i B, typ II (interfe-
rony) oraz typ Ill (rodzina interferonu A) [16]. Wszystkie
stanowia etap odpowiedzi komdrki na infekcje wirusowe.
Wyréznia je zdolno$¢ indukowania fagocytozy, wptyw na
wytwarzanie przeciwciat przez limfocyty B oraz stymu-
lacja proliferacji komérek. Jako terapeutyk sg stosowane
w leczeniu 0séb zakazonych wirusem zapalenia watroby,
wirusem HPV oraz podczas leczenia nowotworéw nerki,
pecherza, jajnika. Interferon ludzki z powodzeniem jest
wytwarzany w kulturach korzeni wlo$nikowatych. Ma-
tvieieva i wsp. przeprowadzili transformacje komérek
Cichorium intybus L. oraz Lactuca sativa L. z wykorzysta-
niem A. rhizogenes i uzyskali trwalg ekspresje ludzkiego
interferonu a2b. Ekstrakt pozyskany z korzeni wlosni-
kowatych powstatych w wyniku agroinfekcji wykazywat
wysoka aktywno$¢ przeciwwirusowa wobec wirusa pe-
cherzykowego jamy ustnej (Vesicular stomatitis virus, VSV)
(1620-54001U/g) [38]. Luchakivskaya i wsp. podjeli prébe
ekspresji interferonu a2b w komérkach Daucus carota L.

Badania byty prowadzone z udzialem kultur zawiesino-
wych, kalusa oraz korzeni wlo$nikowatych. Wykazano,
ze aktywno$¢ przeciwwirusowa ma bezposredni zwigzek
z rodzajem wektora stosowanego w transformacji. Jego
promotor wyrézniat specyficzno$é wobec komérek ko-
rzenia. Poziom aktywnos$ci okazat sie znaczgco wyzszy
dla promotora Mll niz w przypadku tradycyjnie wykorzy-
stywanego promotora 355 CaMV. Aktywno$¢ interferonu
w kulturach zawiesinowych byta zblizona i niemal potowe
wyzsza niz w kulturze kalusa [34].

Natomiast interleukiny sa zaangazowane w regulacje od-
powiedzi immunologicznej, procesy hematopoetyczne,
indukcje proliferacji komdrek NK, limfocytéw T, B [41].
Wykorzystywane sa w leczeniu takich schorzen, jak: za-
palenie kosci i stawéw, choroba Crohna, tuszczyca, astma
czy czerniak [50]. W kulturach korzeni wlo$nikowatych
N. tabaccum uzyskano trwata ekspresje mysiej interleuki-
ny-12, ktéra moze by¢ stosowana w terapiach przeciwno-
wotworowych, a takze jako rodzaj adiuwanta w szczepion-
kach. Interleukina-12 jest cytoking prozapalna dziatajaca
na limfocyty B i T oraz komérki NK. Potencjalnie moze
by¢ tez stosowana w leczeniu chorych na raka ze wzgledu
na silna inhibicje angiogenezy i tumorogenezy. Wyniki
badan Liu i wsp. potwierdzity mozliwo$¢é wytwarzania
interleukin za pomoca kultur korzeni wlo$nikowatych
N. tabacum w hodowlach prowadzonych w bioreaktorach,
gdzie stosunkowo tatwo zoptymalizowa¢ warunki pod ka-
tem wytwarzania bialek na szeroka skale [33].

Hormon wzrostu - w kulturach korzeni wto§nikowatych
N. tabacum uzyskano réwniez ekspresje somatotropiny,
hormonu, ktérego niedobory powodujg powazne stany
patologiczne, takie jak m.in.: zwolniony wzrost, hipogli-
kemig czy zéttaczke [56]. Préba otrzymania tego zwigzku
w kulturach korzeni wtosnikowatych N. benthamiana z wy-
korzystaniem wektora 30B-hGH (oparty na strukturze
wirusa mozaiki tytoniu), przyniosta pozytywne i trwate
rezultaty. W wyniku transformacji osiagnieto zadowala-
jace rezultaty w postaci uzyskania 3-6 mg/kg hormonu
wzrostu w $wiezej masie [60].

Przeciwciala - przeciwciata monoklonalne o $cisle okre-
$lonej swoisto$ci, polegajacej na taczeniu sie z epitopem
antygenu, sa powszechnie wytwarzane w laboratoriach
[57]. Ich celem jest wywotlanie dziatania immunosupre-
syjnego. Stosowne przeciwciata sg wykorzystywane
w terapii m.in. nowotworu pecherza [20], trzustki, gle-
jaka, glowy [63], chordb autoimmunologicznych, astmy
czy osteoporozy [47]. Pierwszym gatunkiem ro$lin wy-
korzystanym do produkcji pelnego przeciwciata (IgG)
byt tytori [23]. Od tego czasu (1988 r.) otrzymano w nim
przeciwciala monoklonalne kilku klas - 1gG, wydzielni-
cze IgA (sIgA) oraz fragmentaryczne przeciwciata scFv
i VHH sg projektowane z myslg o zwalczaniu takich cho-
réb, jak: AIDS, waglik, wicieklizna, préchnica zebéw czy
licznych postaci nowotwordw (raka jelita grubego, ptuc,
piersi, glejaka). Przeciwciata produkowane w tytoniu
maja podobne wiasciwosci jak ich odpowiedniki wytwa-
rzane obecnie w komdrkach ssaczych, niemniej wysokie
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koszty i ograniczona skala ich produkgcji, sprawia inten-
syfikacje staran nad opracowaniem nowych technolo-
gii produkgji tych bialek, w tym réwniez przeniesienia
jej whasnie do komérek roslinnych (gtéwnie N. tabacum
i N. benthamiana) [23].

Pierwsze do$wiadczenia z bardziej znaczaca produkcja
przeciwciat w kulturach korzeni wlonikowatych siegaja
lat 90 XX w. Wongsamuth i Doran wykorzystali do tego
celu komérki N. tabaccum, do ktérych z uzyciem A. rhi-
zogenes wprowadzono gen kodujacy mysie przeciwcia-
ta monoklonalne IgG, i uzyskano w petni funkcjonalne
i stabilne przeciwciato. Obecno$¢ w podtozu hodowlanym
poliwinylopirolidonu i zelatyny pozwolita podnie$¢ wy-
dajno$¢ do poziomu 43% biatka w catkowitej puli biatek
rozpuszczalnych [78].

Prace Sharpa i Dorana dowiodly, ze te same przeciwcia-
ta otrzymywane w kulturach wto$nikowatych tytoniu sa
kumulowane w ilosci 6,5 razy wiekszej niz w kulturach
zawiesinowych. Dodatek antybiotyku bacytracyny do obu
tych kultur spowodowat stymulacje tempa wzrostu bio-
masy o ponad 50% [58]. Efektywno$¢ produkcji réwniez
innych biatek byta pobudzana wprowadzaniem do pod-
toza zwigzkéw o charakterze stymulatoréw oraz takich,
ktére zapewniaty ich sekrecje do podtoza.

W tytoniu, w wyniku udanej agroinfekcji, wywotano
takze ekspresje kolejnego z przeciwciat - M12 wyka-
zujagcego zdolno$¢ wigzania witronektyny, biatka oso-
cza krwi zaangazowanego w procesy adhezji i migra-
cji komdrek. Wptywa ono na hemostaze nowotworu
ijego przerzutédw. Autorom badan udato sie zwiekszy¢
30-krotnie efekt sekrecji przeciwciat przez dodanie do
podtoza KNO,, 1-naftalenooctowego oraz poliwinylopi-
rolidonu jako $rodka stabilizujacego. Do podtoza wy-
dzielonych zostato ostatecznie 57% przeciwciat z ogdl-
nej puli przeciwciat produkowanych w komérkach (5,9
mg/) [19],

Antygeny - konsekwencje wirusowego zapalenia watroby
typu B w postaci przewleklej bywaja bardzo powazne,
moga spowodowaé marsko$cig watroby, a nawet raka (sto-
sowne statystyki odnotowujg 0,5-1 mln zgonéw rocznie)
[43]. W hodowlach korzeni wto$nikowatych ziemniaka
opracowano metode produkcji antygenu powierzchnio-
wego wirusa zapalenia watroby typu B (HBsAg), a ekspre-
sja tego biatka osiggneta poziom bliski 100 ng/g $wiezej
masy [67]. Wspomniany antygen udalo sie takze otrzymaé
w korzeniach wio$nikowatych N. tabacum na poziomie
0,01% wszystkich rozpuszczalnych biatek [53]. W tytoniu
udato sie ponadto otrzymaé powierzchniowy antygen
ochronny, ktéry poddano fuzji z podjednostka B toksyny
cholery [30].

Enzymy - w$rdd nich cholinoesterazy moga by¢ wyko-
rzystywane w oczyszczaniu organizmu z estréw kwaséw
fosforowych, co ma znaczenie w terapii oséb narazonych
na ekspozycje bojowych §rodkéw chemicznych oraz pe-
stycyddw. W systemach HR N. benthamiana uzyskano eks-

presje tego enzymu na poziomie 3,3% wszystkich roz-
puszczalnych biatek, co stanowito niemal 3 razy wieksza
produkcje niz uzyskiwana w komérkach osobnikéw ro-
dzicielskich [79].

Innym enzymem, ktéry udato sie otrzymaé w kulturach
korzeni wlo$nikowatych N. tabacum jest fosfataza alkalicz-
na. We wspomnianych kulturach udato sie wytworzy¢ 280
ug enzymu/g suchej masy [11].

Aktywator ludzkiego tkankowego plazminogenu to po-
lipeptyd bioracy udziat w fibrynolizie. Przeksztatca pla-
zminogen w plazmine, a ta rozkltada skrzepy fibryny
w naczyniach krwionos$nych. Biatko to wyprodukowano
w kulturach korzeni wto$nikowatych Cucumis melo. Skon-
struowano do tego celu wektory zawierajace zwielokrot-
niony promotor genu rolD, dzieki czemu osiagnieto zado-
walajgcy poziom wytwarzania aktywatora plazminogenu
(ok. 0,17 pug/mg) [15].

Kultury HR sa dzi$ przede wszystkim wydajnym uktadem
do otrzymywania szerokiej gamy metabolitéw wtérnych
o charakterze biofarmaceutykéw czemu poswiecono wie-
le odrebnych artykutéw [8,44,62]. Na tym polu biotech-
nologia roslin notuje najbardziej znaczace dokonania.
W tabeli 2 przedstawiono przyktady wybranych zwiaz-
kéw o cechach biofarmaceutykéw, ktére sag wytwarzane
w systemach hodowli HR uzyskanych z wykorzystaniem
do tego celu szczepdw A. rhizogenes.

PobsumowaNiE

Na tle znaczacych efektéw zwigzanych z wykorzystaniem
kultur HR do wytwarzania cennych metabolitéw wtér-
nych, skale produkcji rekombinowanych biatek terapeu-
tycznych ciaggle nalezy uznaé za stosunkowo niewielka.
Niemniej przytoczone w pracy przyktady wskazuja, ze
takie mozliwosci istniejg, a potencjal jakim omawiane
systemy dysponujg nie zostat jeszcze w petni wykorzy-
stany. Swiadczy o tym np. bardzo szerokie spektrum
réznorodnych biatek, ktére juz udato sie wyprodukowaé
dzieki zastosowaniu szczepéw Agrobacterium rhizogenes do
infekcji roslin. Wéréd nich wskazaé¢ mozna: szczepionki
(np. antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby),
przeciwciata (m.in. 1gG,), enzymy (fosfataza alkaliczna,
cholinoesteraza), interleukiny (IL-12), hormon wzrostu
czy ludzki interferon. Wydaje sie tez, ze coraz bardziej
znaczgcy udziat w opisywanych badaniach mogg mieé
gatunki inne niz najchetniej wykorzystywane do tego
celu N. tabacum i N. benthamiana. Zalety i bogate do$wiad-
czenia wyniesione z prac prowadzonych na tytoniu nadal
czynig go najbardziej atrakcyjnym roélinnym modelem
w opisywanych badaniach. Jednak niedawne, i co wazne,
udane eksperymenty z innymi gatunkami roslin otwieraja
szersze niz dotychczas mozliwosci ich stosowania i wska-
zujg, ze poszukiwania idace réwniez w tym kierunku stale
sa podejmowane. W grupie roslin, w ktérych osiggnieto
zadowalajace rezultaty ekspresji i sekrecji pozadanych
biatek mozna wymieni¢ np.: Cucumis melo (wytworzenie
aktywatora ludzkiego plazminogenu tkankowego), Dau-
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cus carota (produkcja ludzkiego interferonu a2b), Cicho-
rium intybus uzyty do wytwarzania tego samego biatka
czy Datura metel do produkgji skopolaminy i hyoscjaminy
w kulturach HR.

Koncern Pfizer jako pierwszy wprowadzit ludzki tera-
peutyk produkowany w systemie roslinnym na rynek.
Enzym taliglukaraza alfa bedzie stosowany w terapii za-
stepczej choroby Gauchera i jest wytwarzany w komér-
kach Daucus carota. Produkt otrzymat akceptacje Agencji
Zywnodci i Lekéw (Food and Drug Administration, FDA).

PismiennicTwo

Inne tego typu farmaceutyki sa na réznych etapach ba-
dat klinicznych [80].

Biorac pod uwage przytoczone fakty zwigzane z wyko-
rzystaniem systeméw korzeni wto$nikowatych do pro-
dukcji zwigzkéw o cechach biofarmaceutykéw, a takze
og6lne zalety przypisywane roslinnym systemom eks-
presyjnym, mozna przypuszczaé, ze ten kierunek prac
badawczych nadal bedzie rozwijany, czemu towarzyszy¢
powinno rosngce zainteresowanie ze strony przemystu
farmaceutycznego.
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