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Streszczenie

Ostatnie lata, przynosza systematyczny wzrost zainteresowania o$rodkéw naukowych opracowa-
niem wydajnych, roslinnych systeméw ekspresji heterologicznych biatek o szerokim zastosowa-
niu. Stanowig alternatywe wobec systeméw tradycyjnych wykorzystujacych komérki bakteryjne,
drozdzowe, owadzie czy ssacze. Techniki identyfikacji, charakteryzowania i izolacji genéw oraz
skuteczne metody transformacji genetycznej roslin pozwalajg na poszerzanie Zrédet pozyskiwania
produktéw biatkowych. Duze nadzieje wiaze sie z mozliwo$cia wykorzystania ro$lin jako swoistych
bioreaktoréw do produkcji biatek o znaczeniu terapeutycznym. Metoda ma wiele zalet, z ktérych
najwazniejsze to: mozliwo$¢ znaczacego obnizenia kosztéw produkcji, bezpieczeristwo stosowa-
nia otrzymanych produktdéw, czy tzw. obrdbka potranslacyjna biatka typowa dla komdérek euka-
riotycznych. Grupg biatek budzacych najwieksze zainteresowanie sa liczne farmaceutyki, a wiele
udanych do$wiadczen potwierdza mozliwo$¢ uzyskiwania heterogennych biatek o potencjale tera-
peutycznym. Naleza do nich m.in.: przeciwciata monoklonalne, antygeny szczepionkowe czy rézne
cytokiny. W pracy oméwiono wybrane rekombinowane biatka nalezace do trzech wymienionych
grup, ktérych ekspresje uzyskano w komérkach roslinnych. Biatka te moga w przysztosci znalez¢
zastosowanie w terapii lub prewencji wielu chordéb wirusowych, bakteryjnych czy nowotworowych.
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Summary

Inrecent years, there has been an increased interest of researchers in developing efficient plant he-
terologous expression systems of proteins for a wide range of applications. It represents an alterna-
tive to the traditional strategy utilizing bacterial, yeast, insect or mammalian cells. New techniques
of identification and characterization and effective methods of plant genetic transformation allow
the range of recombinant protein products to be expanded. Great expectations are associated with
the use of plants as bioreactors for the production of specific proteins of therapeutic interest. This
strategy offers a number of advantages, the most important being: the possibility of a significant
reduction in production costs, the safety of the products obtained and full eukaryotic post-trans-
lational modifications of proteins. A group of proteins of special interest is pharmaceuticals, and
a number of successful experiments have confirmed the possibility of obtaining heterogeneous
proteins with therapeutic potential: monoclonal antibodies, vaccine antigens, and a variety of cy-
tokines. This work is focused on selected recombinant proteins belonging to those groups expres-
sion of which was achieved in plant cells. These proteins may be used in the future for therapy or
prevention of viral, bacterial or cancer diseases.

transgenic plants - antibodies - vaccines - cytokines - therapeutic proteins
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AIDS - zespét nabytego niedoboru odpornosci, bnMAb VRCO1p — monoklonalne przeciwciata
o szerokim zakresie neutralizacji przeciwko wirusowi HIV-1, CDC - Centrum Zwalczania i Zapobie-
gania Chorobom, EHEC - enterokrwotoczne szczepy E. coli, FDA — Agencja ds. Zywnosci i Lekow,
GD12 - pochodne przeciwciat przeciwrycynowych, GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytéw i makrofagéw, HBS — wirus zapalenia watroby typu B, HC — krwotoczne
zapalenie okreznicy, HER2 - receptor typu 2 ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu, HbsAg
- antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B, HbsAg - antygen powierzchniowy
wirusa zapalenia watroby typu B, HPV — wirus brodawczaka ludzkiego, HUS - zespét hemolityczno-
-mocznicowy, IFN - interferon, IgG - jedna z klas przeciwciat, IL - interleukina, mAb - przeciwciata
monoklonalne, NHL - chtoniak nieziarniczy, OspA, OspA - T-antygeny przeciwko boreliozie,
rhEPO - rekombinowana ludzka erytropoetyna, TBI - ludzki wirus niedoboru odpornosci, TNF —
czynnik martwicy nowotwordw, TSP — catkowite biatko rozpuszczalne (total soluble protein), VEP
— biatko otoczki wirusa zapalenia mézgu (encephalitis virus envelope protein), VLP - czasteczki
wirusopodobne (virus-like particles).

Wsrep

0d lat biofarmaceutyki sg integralng cze$cig szeroko
rozumianego systemu ochrony zdrowia. Nalezy do nich
bardzo wiele biatek, podstawowych zwiazkéw wykorzy-
stywanych w terapii licznych schorzen. Ich szczegdlne
cechy czynig je atrakcyjnymi w poréwnaniu z lekami
nalezacymi do innych grup zwigzkdéw. Bialka te sg: 1)
bardzo swoiste, wykazujac ztozony mechanizm dziata-
nia, czesto niemozliwy do zastgpienia przez inne czg-
steczki, 2) rzadko zakldécajg naturalne procesy fizjolo-
giczne, wykazujac minimalne dziatania niepozadane,
3) zwykle dobrze tolerowane przez organizm, rzadko
indukujac niepozadane odpowiedzi uktadu immunolo-
gicznego, 4) w przypadku chordb o podtozu genetycz-
nym, moga by¢ skutecznym remedium, ograniczajac
konieczno$¢ stosowania terapii genowej, 5) czas po-
trzebny do wprowadzenia terapeutycznego biatka do
uzycia bywa krétszy w poréwnaniu do lekéw innych
grup, 6) unikatowo$¢ struktury i funkeji biatek zapew-
nia im skuteczna ochrone patentows, istotng m.in. ze
wzgledéw ekonomicznych [41].

Wraz z intensywnym rozwojem nowych technologii
(w tym inzynierii genetycznej) pula bardziej skutecz-
nych i mniej szkodliwych terapeutykdéw stale sie posze-
rza. Mozliwo$¢ transferu informacji genetycznej miedzy
niespokrewnionymi gatunkami stworzyla szanse eks-
presji pozadanego biatka poza organizmem naturalnego
gospodarza, co dato alternatywe wobec produkcji tera-
peutykéw uzyskiwanych tradycyjnymi metodami [50].

Obecnie stosunkowo niewiele biatek terapeutycznych
jest pozyskiwanych ze Zrédet naturalnych. Zaawansowa-
ne technologie rekombinowanego DNA pozwalaja opty-
malizowaé wytwarzanie bialek w tak réznych systemach
ekspresyjnych jak: komérki bakteryjne [88], drozdzowe
[82], owadzie [12], ssacze [29]. Oprécz wymienionych,
duze zainteresowanie budzg sposoby produkcji biofar-
maceutykéw w komdérkach rolinnych (w tab. 1. zebrano
dane nt. wybranych aspektéw produkcji heterologicz-
nych biatek w réznych systemach ekspresyjnych).

0O atrakcyjnosci roélin jako potencjalnych miejsc syn-
tezy rekombinowanych biatek decydujg: 1) szczegdl-
ne mozliwos$ci biosyntezy zwigzkdéw organicznych
(fotosynteza) umozliwiajace szybki przyrost biomasy
oraz akumulacji biatek przy stosunkowo niskich na-
ktadach finansowych, 2) mozliwo$¢ prowadzenia po-
translacyjnych modyfikacji biatek, istotnych w przy-
padku pozyskiwania aktywnych biatek organizméw
eukariotycznych, 3) mozliwo$¢ zastosowania réznych
skali i uktadéw (kultury zawiesinowe, hodowla in vitro,
uprawa polowa), 4) brak ryzyka przenoszenia ludzkich
czy zwierzecych patogendw, co podnosi bezpieczen-
stwo produktu, 5) obnizenie kosztéw zwigzanych z ko-
nieczno$cia zastosowania wyspecjalizowanych metod
oczyszczania finalnego produktu, 6) mozliwo$¢ wyboru
komdrek i organéw docelowych (nasiona, bulwy, liscie),
w ktérych produkt jest najbardziej stabilny i wystepu-
je w duzych stezeniach, 7) mozliwo$¢ niemal catkowi-
tej automatyzacji produkcji biatek i szybko$¢ uzyska-
nia biatka z biomasy (kilka tygodni), co jest niezwykle
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Tabela 1. Zestawienie systemow ekspresji rekombinowanych biatek (wg [17])

System ekspresji Koszt produkgji

Mozliwos¢ produkdji

Ryzyko zanieczyszczenia Koszt przechowywania

w duzej skali
Bakterie niski duza endotoksyny $rednie
Drozdze Sredni duza niskie Srednie
Komérki owadzie wysoki umiarkowana wysokie wysokie
Kultury komdrek ssaczych wysoki bardzo mata wirusy, priony wysokie
Transgeniczne zwierzeta wysoki mata wirusy, priony wysokie
Roslinne kultury komdrkowe niski duza niskie niskie
Transgeniczne rosliny bardzo niski bardzo duza niskie niskie

istotne w warunkach zwiekszonego zapotrzebowania
na biofarmaceutyki (np. okres pandemii) [85].

PRZECIWCIALA MONOKLONALNE

Jednym z terapeutykéw uzyskiwanych z powodzeniem
w systemach roélinnych sa przeciwciata. To immuno-
globuliny wytwarzane przez limfocyty B (komdrki pla-
zmatyczne), bedace czescia systemu odpornosciowego
kregowcdédw. Wykazujg zdolno$¢ rozpoznawania epito-
péw antygendw oraz ich skutecznej neutralizacji. Prze-
ciwciala monoklonalne (mAb) sg identycznymi kopiami
czasteczek immunoglobulin, majacymi te samg strukture
i identyczna swoisto$¢ wobec danego epitopu. Znajduja
szerokie zastosowanie w diagnostyce i leczeniu choréb
zakaznych czy nowotworowych. Pierwszy lek oparty na
przeciwciatach monoklonalnych dopuszczono do stoso-
wania przez Amerykariskg Agencje ds. Zywnosci i Lekéw
w 1986 r. Muromonab jest mysim przeciwciatem mono-
klonalnym klasy IgG, swoistym dla antygenu DC3 limfo-
cytédw T, stosowanym w przeszlo$ci w terapii immuno-
supresyjnej u pacjentéw z reakcja odrzutu przeszczepu.
0d tego czasu na rynku farmaceutycznym pojawita sie
szeroka gama produktéw, rutynowo stosowanych w te-
rapii wielu schorzen. Przeciwciata sa drugg po szczepion-
kach grupg terapeutykéw produkowana na duzg skale,
co dodatkowo uzasadnia prowadzenie zaawansowanych
badan [11]. Zalety ro$linnych systemdéw ekspresyjnych,
otwieraja mozliwo$ci wydajnego Zrédta ich pozyskiwa-
nia. W 1989 r. pojawito sie pierwsze doniesienie o udanej
transformacji genetycznej N. tabacum. Wprowadzony do
tytoniu DNA, kodowat taricuchy gamma i kappa immuno-
globulin. W transgenicznej roélinie uzyskano pozadany
wynik w postaci jednoczesnej ekspresji obu wymienio-
nych peptydéw. Funkcjonalne przeciwciato, wystepuja-
ce w wysokim stezeniu (do 1,3% TSP, tj. catkowitej puli
biatek rozpuszczalnych), wykazywato wszystkie cechy
analogicznych przeciwciat, pochodzacych z mysich ko-
mérek hybrydoma [31]. Powyzsze do§wiadczenie ucho-
dzi za znaczace osiagniecie wspdtczesnej biotechnologii,
potwierdza nowe mozliwo$ci pozyskiwania przeciwciat

monoklonalnych w alternatywnych do tradycyjnie sto-
sowanych uktadach ekspresyjnych.

Przeciwciata monoklonalne wytwarzane w roélinach
(plantibodies), mozna uzyskiwaé w wyniku ekspresji
stabilnej lub przej$ciowej, w gatunkach jedno- lub dwu-
lidciennych, takze w kulturach zawiesinowych komérek
ro$linnych. Waznym osiggnieciem bylo opracowanie me-
tody magnifekcji wykorzystujacej infiltracje prézniowa
Agrobacterium, jako systemu wprowadzania do komdrek
ro$linnych replikonédw wirusa roslinnego [21]. Jej wa-
lorem jest wysoki poziom ekspresji pozadanego biatka
w bardzo krétkim czasie [32].

Wsréd wielu medycznych zastosowan przeciwciat otrzy-
mywanych w rolinach, wyjatkowo obiecujaca wydaje sie
mozliwo$¢ ich uzycia do celéw biernej immunizacji. Obec-
nie, mozliwe jest wytwarzanie przeciwcial, ktére moga
by¢ stosowane w prewengji i terapii chordb wirusowych
czy bakteryjnych. Nakanishi i wsp. opisujg ekspresje di-
merycznych, hybrydowych przeciwcial IgG/1gA, wykazu-
jacych zdolno$¢ neutralizacji toksyny Shiga 1 (Stx-1) wy-
twarzanej przez enterokrwotoczne szczepy E. coli (EHEC)
i bedacej powodem krwotocznego zapalenia okreznicy
oraz zespotu hemolityczno-mocznicowego (odpowiednio
HC, HUS) [56]. Infekcje enterokrwotocznymi szczepami E.
coli wraz z zakazeniami Shigella dysenteriae wystepuja pra-
wie u 150 mln 0séb rocznie bedac przyczyna okoto 3 mln
zgondw, stad opracowanie skutecznej ochrony wydaje
sie niezwykle istotne [56]. Zakazenia takie sg szczegblnie
niebezpieczne u dzieci ponizej 10 roku zycia oraz u oséb
w wieku podesztym, ze wzgledu na najwieksze prawdo-
podobienistwo wystapienia HUS, prowadzacego do ostrej
niewydolnosci nerek, anemii oraz matoptytkowosci [47].
W pracy wykazano ekspresje hybrydowych przeciwciat
w transgenicznych ro$linach A. thaliana, przy zachowaniu
biologicznej aktywno$ci immunoglobulin do neutralizacji
holotoksyny Stx1 in vitro. Dowodzi to mozliwo$ci genero-
wania transgenicznych gatunkéw jadalnych roslin w celu
ochrony przed zatruciami pokarmowymi wywolywanymi
przez te toksyne.
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Tabela 2. Wybrane przeciwciata wytwarzane w réznych systemach ekspresyjnych roslin

Przeciwciato Gospodarz Miejsce ekspresji Pismiennictwo

Guy's 13 N. tabacum kﬁ:::; ‘;\g‘?\z:isli(g:’vjze’ [70]

(-1 N. benthamiana liscie [81]
BR55-2 N. tabacum liscie [71

2612 Z.mays nasiona [62]

2F5 N. tabacum cv. Bright yellow 2 (BY-2) kultury zawiesinowe [68]
MAK 33 N. tabacum kalus [15]
MAK33 A.thaliana liscie [16]
GAN4B.5 A.thaliana (afaroslina (6]
(B.Hep1 N. tabacum siewki [80]

Przyktadem mozliwo$ci neutralizacji toksycznego dzia-
tania zwigzkéw wystepujacych w otoczeniu cztowieka sg
wyniki badaf O’Hary i wsp. [57]. Potwierdzaja one moz-
liwo$¢ produkcji w tytoniu (N. benthamiana) chimerycz-
nych pochodnych przeciwciat przeciwrycynowych GD12
(cGD12), ktérych regiony zmienne taticuchéw ciezkich
i lekkich potgczono ze strukturg ludzkich przeciwciat
klasy IgG,. Wykazano jednocze$nie potencjat tych biatek
w neutralizacji toksyny w warunkach in vitro oraz in vivo.
Rezultaty badati potwierdzaja zalety ro$linnego systemu
wytwarzania przeciwcial i otwieraja mozliwo$¢ wykorzy-
stania takich biatek przeciwko zatruciom toksyna.

Rycyna to niebezpieczne dimeryczne biatko wydzielane
przez racznika pospolitego (R. communis L.). Po przedosta-
niu sie do ustroju (zakwalifikowane do kategorii B w skali
zagrozet bioterrorystycznych przez CDC - Centrum Zwal-
czania i Zapobiegania Chorobom), moze doprowadzi¢ do
$mierci, co uzasadnia prace nad modelami profilaktyki
i terapii chorych poddanych intoksykacji tym biatkiem.
Réwniez grozne neurotoksyny botulinowe, wytwarza-
ne przez liczne serotypy Clostridium botulinum moga by¢
neutralizowane w podobny sposdb, tj. dzieki produktom
uzyskiwanym w transgenicznych ro$linach [2]. Omawiany
system umozliwia wydajng ekspresje jednotaicuchowych
fragmentéw zmiennych scFV C25 zdolnych w warunkach
in vitro do neutralizowania toksyny BoNT/A.

Oprécz prac opisujacych uzyskanie przeciwciat o wtasci-
wosciach neutralizujacych szkodliwe dla zdrowia toksyny,
obszarem o duzym potencjale aplikacyjnym jest uzyski-
wanie ,,roélinnych” przeciwciat antywirusowych. HIV jest
wirusem, ktéry zakaza na $wiecie okoto 2 mln ludzi rocz-
nie i mimo intensywnych dziatan nad powstrzymaniem
jego transmisji, skuteczno$¢é metod jest niewielka, co sta-
wia go na czele listy najgroZniejszych patogenéw (gtéwnie
w krajach rozwijajacych sie). Zapotrzebowanie na sze-

roko dostepne, bezpieczne i tanie metody profilaktyki
przedekspozycyjnej jest wiec bardzo duze. Skutecznym
czynnikiem profilaktycznym okazaly sie monoklonalne
przeciwciata o szerokim zakresie neutralizacji przeciwko
wirusowi HIV-1 (bnMAb VRCO1p). Mozliwosci ich pozy-
skania oparte o wykorzystanie N. benthamiana przedsta-
wia Hamorsky i wsp. [27]. Potwierdzono ich efektywna
ekspresje w czasie kilku dni, przy zachowaniu neutrali-
zujacych whasciwoséci wobec wirusa. Otrzymane immuno-
globuliny wykazywaly tez synergiczne, przeciwwirusowe
wiasciwo$ci m.in. z lektyng GRFT, co stwarza mozliwosci
opracowania kombinowanej terapii przeciwko epidemii
wirusa HIV-1. Rosenberg i wsp. réwniez przedstawili me-
tode szybkiego otrzymywania w tytoniu 6 przeciwciat
monoklonalnych (b12, 2G12, 2F5, 4E10, m43, VRCO1) neu-
tralizujacych wirusa HIV [65].

Przeciwwirusowa aktywno$¢ przeciwciat pozyskanych
z roélin opisano tez wzgledem rotawiruséw. Zakazenia
nimi sg powaznym problemem ze wzgledu na mozli-
wo$¢ ciezkiego przebiegu choroby w postaci martwi-
czego lub krwotocznego zapalenia jelit, trzustki, mézgu
i mézdzku czy kamicy uktadu moczowego prowadza-
cej do niewydolnosci nerek [48]. W nasionach transge-
nicznego ryzu doprowadzono do ekspresji fragmentéw
przeciwciatl (MucoRice-ARP1), wykazujacych zdolno$é
neutralizacji rotawiruséw [78]. Co wazne, biatka te za-
chowuja swoja aktywno$¢ nawet po rocznym okresie
przechowywania oraz obrdbce termicznej (94°C/30’).
Do$wiadczenia te moga by¢ przyktadem nowego podej-
$cia w leczeniu schorzeri wywotanych tymi wirusami,
szczeg6lnie w sytuacjach przeciwskazan do podawania
szczepionek. Opracowana technologia moze sie okazad
przydatna do wytwarzania przeciwciat przeciw innym
patogenom lub schorzeniom jelitowym innego pocho-
dzenia. Poza wspomnianymi przykladami, istnieja tez
liczne doniesienia na temat przeciwciat przeciwko takim
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patogenom jak wirus wécieklizny [20,43], wirus Zachod-
niego Nilu [30,40] czy Ebola [59].

W opisywang problematyke wpisuja sie tez badania nad
czynnikami terapeutycznymi w chorobach nowotworo-
wych. I tak, w liSciach N. tabacum uzyskano nimotuzumab
- nieglikozykowane przeciwciata blokujace receptory epi-
dermalnego czynnika wzrostu komérki [63]. Wykazano,
ze modyfikowane przeciwciata wykazuja farmakokinetyke
ibiodystrybucje poréwnywalng z odpowiednikami pocho-
dzacymi z komérek ssakéw. Nimotuzumab dopuszczono
do stosowania w wielu krajach azjatyckich (Tajlandia,
Birma, Kambodza, Indonezja, Filipiny) w terapii wysoce
ztosliwego glejaka oraz w raku ptaskonabtonkowym gtowy
i szyi. Opisano tez ekspresje trastuzumabu, rekombino-
wanego, humanizowanego przeciwciata monoklonalnego
klasy Ig1, ktére wybidrczo taczy sie z receptorem naskér-
kowego czynnika wzrostu typu 2 (HER2) [37]. Przeciwcia-
ta te wykorzystano w leczeniu raka piersi z nadekspresja
receptorowego biatka HER2 lub amplifikacja genu HER2.
Uzyskany trastuzumab pochodzacy z roélin (PMT) wy-
kazywat spowalnianie wzrostu komdérek ludzkiego raka
jajnika SKOV3 Her2+[38].

Szczepionki

Choroby zakaZne pozostajg ogromnym problem dzisiej-
szego $wiata. Kazdego roku prawie jedna trzecia wszyst-
kich zgondw jest spowodowana przez réznorodne czynni-
ki zakazne. Szacuje sie, ze ponad 15 z 57 milionéw zgonéw
rocznie ma bezpo$rednie powigzanie z chorobami zakaz-
nymi [54]. Szczepienia, zapewniajac masowa profilaktyke,
ciagle pozostaja jednym z bardziej skutecznych dziatat
w zakresie ochrony zdrowia. Dzieki nim wyeliminowano
lub znacznie ograniczono wptyw licznych choréb zakaz-
nych, znaczaco zwiekszyto to dtugo$¢ zycia i poprawito
jego jako$¢. Jednoczesnie jednak koszty szczepien nadal
pozostaja wysokie, co jest szczeglnie dotkliwe w spote-
czetistwach krajéw rozwijajacych sie. Potrzeba uproszcze-
nia dotychczasowych procedur uzyskiwania szczepionek
i zwigzana z tym szansa obnizenia rosnacych kosztéw
produkgji sktonily badaczy do poszukiwan alternatyw-
nych strategii wobec metod tradycyjnych [86]. Dzieki tym
potrzebom powstata koncepcja wykorzystania do tego
celu roélin.

Z perspektywy minionych lat wydaje sie, ze uzyskiwanie
szczepionek tym sposobem jest jedng z bardziej spekta-
kularnych mozliwosci wykorzystania roslin do produkcji
rekombinowanych biatek. Poza wymienionymi wcze$niej
czynnikami preferujacymi systemy roslinne, w przypad-
ku szczepionek pochodzenia roslinnego, warto wymie-
ni¢ mozliwo$¢ wykorzystania jadalnych cze$ci roélin jako
szczepionki doustnej. Istotng role odegraé powinna tez
powszechna dostepnosé, tatwos¢ transportu i przechowy-
wania takich szczepionek, bez koniecznosci korzystania
z pomocy kwalifikowanego personelu medycznego. Dla
milionéw ludzi, gtéwnie w ubogich krajach afrykanskich
i azjatyckich, gdzie zapotrzebowanie na szczepienia jest
najwieksze, mogg stanowi¢ wielka nadzieje [33].

Rosliny moga pelnié role bioreaktordw, a dzieki zastoso-
waniu technologii inzynierii genetycznej doprowadzié
w nich mozna do profilowanej odpowiedzi immunolo-
gicznej. Historia badan nad biatkami pochodzenia ro$lin-
nego mogacymi petni¢ role szczepionek (plant-derived
vaccine) ma wieloletnig tradycje. Lista takich preparatéw
uzyskiwanych w laboratoriach jest niezwykle bogata (tab.
3). Obejmuje wiele peptydéw wywotujacych bezposrednia
odpowiedz immunologiczna, takich jak konwencjonalne
szczepionki badZ zwiekszajace immunogenno$é po wia-
$ciwym szczepieniu. Liczba gatunkéw, w ktérych podjeto
préby wytwarzania takich biatek jest znaczaca (m.in. po-
midor, ziemniak, banan, marchew, satata, ryz), a pozycje
lidera zajmuje tyton, modelowa ro$lina w tym profilu
badan. Nie wszystkie gatunki okazaty sie odpowiednie do
produkgji szczepionek. Na podstawie zdobytych doswiad-
czen uzasadnione nadzieje budza np. satata czy marchew,
ktére mozna spozywaé na surowo (wykorzystane np. do
wytwarzania antygenu wirusa zapalenia watroby typu B,
dopuszczonego do badati przedklinicznych). Udane préby
przeprowadzono na ryzu, ktérego zaleta, poza powszech-
ng obecnoscia w diecie milionéw ludzi, jest tez gromadze-
nie rekombinowanego biatka w nasionach i mozliwo$ci
umiejscowienia rekombinowanego biatka w nasionach,
co ze wzgledu na malg aktywno$¢ proteaz zapewnia im
doskonate warunki przechowywania [33]. Wtasnie w ryzu
z powodzeniem wyprodukowano kilka antygenéw w tym
m.in. biatko otoczki wirusa zapalenia mézgu (VEP), ktére
uzyte jako szczepionki dawaty wyzszy poziom immuno-
globulin IgG i IgA, niz odpowiedZ na tradycyjne, rekom-
binowane biatko pochodzace z E. coli [84].

Szczepionki w postaci podjednostek rozmaitych biatek
petniacych role antygendéw czy ich epitopéw moga wywo-
tywaé kompleksowg reakcje organizmu w postaci zaréw-
no tzw. odpowiedzi miejscowej (generuja przeciwciata IgA
w blonach $luzowych), jak i systemicznej, tj. wytwarza-
nie przeciwciat gléwnie klasy IgG we krwi. Odnotowano,
ze w przypadku szczepionki przeciwko wirusowi polio,
dochodzi dodatkowo do indukgji reakcji cytotoksycznej
limfocytéw skierowanych do zwalczania komérek zaka-
zonych wirusem.

Réznorodnosé patogendw, przeciwko ktérym moga by¢
wykorzystywane szczepionki pochodzenia ro$linnego jest
bardzo duza i obejmuje choroby pochodzenia bakteryjne-
g0, wirusowego czy te wywolywane przez pierwotniaki.
Uzasadnione nadzieje budza tez w terapii nowotworowej
czy cukrzycy (szacuje sie, ze okoto 15% raka zotadka, wa-
troby czy szyjki macicy powoduja zakazne mikroorgani-
zmy), a takze w indywidualizacji terapii [1].

W pracach nad omawianymi biatkami stosunkowo dtugo po-
waznym ograniczeniem byl niski poziom ich ekspresji w sys-
temach ro$linnych (nie przekraczat granicy 0,1- 0,2% TSP).
Oparte byly gléwnie na genomach jadrowych [28,35,51].
Zdobywane do$wiadczenia pozwolity na pokonanie tej ba-
riery i obecnie wiele bialek jest wytwarzanych ze znacznie
lepszg wydajno$cia siegajaca kilku-kilkunastu procent TSP.
Przyktadami sa m.in. blonowe antygeny przeciw cholerze
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Tabela 3. Wybrane przyktady szczepionek, ktorych ekspresje uzyskano w roslinach

Tworzone na bazie genoméw jgdrowych przeciw chorobom

Bakteryjnym
Antygen Roslina/poziom ekspresji % TSP" Choroba Pismiennictwo
podjedn. B termolabilnej enterotoksyny E.coli (LT-B) marchew /0,3% biegunka [64]
peptyd PA toksyny Bacillus anthracis tytor/b.d. waglik [5]
podjednostka B toksyny Vibrio cholereae (CTB) cholera [60]
bTP ;);;oﬁr:;li;;ag ?:nr:ltz?oitgﬁiksyn tytoi/0,15% btonica tezec, krztusiec [8]
Wirusowym
z:;:l)llg:ir; Fxg:::)z;r};:yg (\:i’it::/-s\z) m.in. pomidor/0.85% zapalenie watroby typu B [77]
biatko kapsydu rotawirusa (VP6) ziemniak/0,4% ostra biegunka [53]
bialko CoV wirusa SARS pomidor, tytor/0,1% zesp6t ostrej niewyfiolnos'ci (03]
oddechowej
glikoproteina B cytomegalowirusa (HMCV) Tytori/0,14% choroba central. ukt. nerw. [75]
Tworzone na bazie genoméw chloroplastowych przeciw chorobom
Bakteryjnym
biatka OspA, OspA-T Borellia burgdorferi tytori/10% borelioza [23]
biatko B toksyny (CtxB) Vibrio cholereae safata 9,4% cholera [61]
biatko fuzyjne CaF1-LerV wirusa Yersinia pestis tytoi/14,8% dzuma ptucna [4]
Wirusowe
biatko L1 wirusa HPV tytori/26% brodawczak ludzki [18]
biatko HEV E2 wirusa zapalenia watroby typu E tytori/b.d. zapalenie watroby typu E [90]
p24-Nef - biatko fuzyjne wirusa HIV tytori/40% AIDS [89]
Pierwotniakowym
biatko fuzyjne CTBama1-CTBmsp1 tytor/12,3% malaria [61]

*TSP- catkowite biatko rozpuszczalne

imalarii czy podjednostka proinsuliny ludzkiej (biatka fuzyj-
ne odpowiednio: CTB:ama-1, CTB-msp-1i CTB:Pins) [14,66].
Korzystne dziatanie osiagnieto wieloma sposobami, m.in.
przez dobdr odpowiednich promotoréw, konkretnego osob-
nika czy organu. Jednak gtéwna role odegrato wykorzysta-
nie chloroplastéw jako miejsca docelowej ekspresji biatek.

Transplastomiczne podejscie wydaje sie obiecujaca strate-
gia, pozwala bowiem na uzyskanie bardzo duzej wydajno-
$ci (> 10% TSP) [10]. Plastydy nie sa oczywidcie systemem
idealnym (nie zachodzi tu np. tzw. potranslacyjna obrébka
bialek ztozonych nadajaca czesci z nich finalng aktywno$é
biologiczng), niemniej lista oraz réznorodno$¢ antygenéw
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Cytokiny

™\ N\
Interleukiny: ( Interferony:
IL-1,IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,IL-6, IL-7, IL-8 IL-9, Typu l: IFN-O, IFN-B
IL-10, IL-11, IL- 12, IL-13, IL-18 iinne L Typu II: IFN-Y )
e N A
Czynniki hematopoetyczne: ( . R ,
Czynniki martwicy nowotworéw:
G-CSF, M-CSF, GM-CSF, erytropoetyna,
L3 L TNF-oL, TNF-R
N J J
N
Chemokiny:
CXC, CC, C, CX3C
\ J

Ryc. 1. Podziat cytokin ze wzgledu na petnione funkcje komdrkowe (wg [76], zmodyfikowano)

uzyskiwanych tym sposobem jest dzi$ dluga. Poza wymienio-
nymi wyzej pozytywne wyniki uzyskano takze dla antyge-
ndéw przeciw pateczkom dzumy Yersinia pestis [4], antygenéw
HIV-1[89], antygenéw OspA, OspA-T przeciw boreliozie [23],
antygenu Pag przeciw laseczkom waglika Bacillus anthra-
cis [39] oraz antygendw L1 przeciw wirusowi brodawczaka
ludzkiego HPV [18]. W wiekszosci przypadkéw do tego celu
wykorzystywano chloroplasty tytoniu, lecz zadowalajace
wyniki uzyskano takze w przypadku sataty i glonu Chlamy-
domonas reinhardtii [66,83].

Poszukiwania optymalnych warunkéw do wysokiej i sta-
bilnej ekspresji omawianych biatek nie ograniczaly sie do
wykorzystania genoméw jadrowego czy chloroplastowego.
Podejmowano prdby transformacji trwalej (stable transfor-
mation) wykorzystujacej zwykle mechanizm agroinfekcji
badz transformacji przejéciowej (transient transformation)
infekujac rosliny rekombinowanymi wirusami czy szczepa-
mi A.tumefaciens (jej modyfikacja jest wydajna magnifekcja)
[22]. Jedna z zalet drugiego z wymienionych modeli okazat
sie krétki czas niezbedny do uzyskania wynikéw, czyli eks-
presji antygendéw (kilka-kilkanascie dni wobec kilkunastu
miesiecy w przypadku transformacji trwatej) [9].

Ciekawym nurtem, a jednocze$nie nowym etapem w rozwo-
ju szczepionek roélinnych stata sie mozliwo$¢ konstrukgji
iwykorzystania chimerycznych biatek. Tym sposobem uzy-
skiwano skuteczne szczepionki o podwéjnym dziataniu, jak
np. przeciw wirusowemu zapaleniu watroby typu B i zespo-
towi nabytego niedoboru odpornosci (AIDS). Shchelkunov
iwsp. opisali wytwarzanie w pomidorze fuzyjnego peptydu
HBS-TBI zawierajacego powierzchniowe biatko wirusa za-
palenia watroby typu B (HBS) i epitopy env i gag ludzkiego
wirusa niedoboru odpornoéci (TBI), a podawanie myszom

pokarmu z suszonymi pomidorami zawierajacymi to biatko
wywotato u nich wyrazng odpowied? immunologiczna, za-
réwno w surowicy jak i w btonie §luzowej [71]. Jako rodzaj
platformy fuzyjnej stosowano tez model VLP (virus-like par-
ticles) oparty o wykorzystanie czasteczek wirusopodobnych.
Strategie wykorzystywano w produkcji heterologicznych
antygendw jako szczepionki przeciw HIV. Spektakularnym
przyktadem jest peptyd zawierajacy osiem epitopéw biatek
gag i pol z HIV-1 tworzacych fuzje z biatkiem powierzch-
niowym wirusa HBV w celu wytworzenia HIV-1-HBV VLP.
Zadawalajacy poziom ekspres;ji takiego zrekombinowanego
biatka uzyskano w N. tabacum i A.thaliana [25].

Zainteresowanie badaczy tym kierunkiem badati jest duze
istale ro$nie, a przyktadami szczepionek pochodzenia roélin-
nego, ktére pomyslnie przeszly etap badan klinicznych sa
dzi§ m.in.: antygen powierzchniowy HbsAg wirusa zapalenia
watroby typu B, podjednostka B termolabilnej enterotoksy-
ny z E.coli wywotujaca biegunke, glikoproteina wirusa wécie-
klizny czy jednotaricuchowy peptyd Fv przeciw chtoniakowi
nieziarniczemu (NHL) [87].

Cytokiny

Cytokiny to najwieksza i najbardziej heterogenna grupa
omawianych biatek. Tworza ja rozpuszczalne, niewielkie
glikoproteiny bedace sktadnikiem uktadu odpornos$cio-
wego czlowieka. Wytwarzane sg gtéwnie w leukocytach,
lecz ich obecno$¢ potwierdzono takze w fibroblastach
i komdrkach $rédbtonka [76]. Kontrolujg tak wazne pro-
cesy jak m.in. odporno$¢ wrodzona i nabyta, procesy he-
matopoetyczne czy zapalne. Cytokiny oddziatuja zaréw-
no na komdrki, ktére je wydzielajg oraz te znajdujace sie
w bezposrednim ich sgsiedztwie, jak réwniez na komdrki
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innych narzadéw (dziatanie autokrynowe, parakrynowe
i endokrynowe). Moga by¢ wydzielane zaréwno podczas
odpowiedzi immunologicznej organizmu, jak i podczas
zdarzeni nieimmunologicznych.

Zwiazki tej grupy taczg trzy podstawowe cechy: plejotro-
pia, tj. zdolno$¢ do oddzialywania na rézne typy komérek,
redundancja - wywotywanie tego samego skutku przez
rézne typy cytokin oraz , multifunkcjonalno$¢” tj. moz-
liwo$¢ regulowania réznych funkcji immunologicznych
przez te samg cytokine [76]. Dzialajg za po$rednictwem
receptordw, ktérych zewnatrzkomdérkowe domeny, od-
powiadaja za swoisto$¢ wigzanych przez nie ligandéw
i reguluja przekaz sygnatu juz po zwigzaniu sie z odpo-
wiednig cytokina.

Wczesniejsze opracowania, uwzgledniajac rodzaj komd-
rek wydzielajacych cytokiny dzielity je na: limfokiny (wy-
dzielane przez limfocyty) i monokiny (makrofagi i mono-
cyty). Nowsze podzialy, uwzgledniaja funkcje petnione
przez grupy cytokin i wyrézniaja wérdd nich: interleu-
kiny, chemokiny, interferon, czynniki hematopoetyczne
oraz czynniki martwicy nowotwordw (ryc.1) [76].

Rezultaty licznych badani potwierdzity skutecznosé cy-
tokin w leczeniu raka, choréb autoimmunologicznych
czy podczas infekcji [79]. Pozytywne wyniki testéw kli-
nicznych sprawily, ze wiele tych zwigzkéw dopuszczono
do uzycia, a pierwszym z nich byl interferon [76]. Inne
przyktady cytokin zarejestrowanych jako leki to: Intron A,
Imukin oraz Proleukine [24]. Problemami, ograniczajacy-
mi szersze ich zastosowanie sg wysokie koszty produkeji
(w tym oczyszczania), a takze to, ze wiekszo$¢ komercyj-
nie dostepnych cytokin jest wytwarzana w komdrkach
E.coli, co pozbawia je istotnego wyniku glikozylacji. Wady
tej sg pozbawione systemy ro$linne. Ponadto, podobnie
jak w przypadku innych rekombinowanych biatek, rosliny
i tu stwarzaja nadzieje taniej produkcji, nietoksycznych
cytokin [79].

W dalszej cze$ci pracy, eksponujac role systeméw roélin-
nych wykorzystywanych do ekspresji, zaprezentowano
przyktady wybranych cytokin, reprezentujacych kilka
podstawowych grup.

Interleukiny

Klase te tworzg liczne rodziny biatek zaangazowanych
w procesy regulacji odpowiedzi immunologicznej, induk-
cji proliferacji komérek NK, limfocytéw T i B czy stany
zapalne i hematopoetyczne [44]. Interleukiny znalazty
szerokie zastosowanie w leczeniu takich schorzen jak:
choroba Crohna, zapalenie kosci i stawdw, astma, tusz-
czyca, czerniak [24]. Przyktadem komercyjnie dostepnych
interleukin jest m.in. Oprelvekin (Neumega), bedacy po-
stacia rekombinowanej ludzkiej IL-11, ktérg od naturalnej
IL-11 r6zni brak wspomnianej glikozylacji.

Jednym z pierwszych biatek tej klasy wytwarzanych
w systemach ro$linnych byty IL-2 i IL-4. Ich ekspresje

uzyskano w 1998 r. w kulturze zawiesinowej tytoniu, nie-
stety jej wydajno$¢ byta niezadowalajaca (0,101 0,18 ug/
ml) [49]. Obecna skuteczno$¢ jest znaczaco lepsza. Przy-
ktadem jest nadmierne wytwarzanie IL-10 z wykorzysta-
niem wektora z promotorem gluteinowym i jej gromadze-
nie w ziarniakach ryzu. Opisang interleukine, w postaci
niekowalencyjnych dimeréw, cechowata 10-krotnie wiek-
sza aktywno$¢ niz komercyjne preparaty otrzymywane
z E. coli. Zaleta ,,roélinnej” IL-10 byto tez znikome zanie-
czyszczenie endotoksynami, co stwarza szerokie mozli-
wodci klinicznego jej stosowania [19].

Czynniki hematopoetyczne

Erytropoetyna, hormon wytwarzany w nerkach, ktéry
znaczgco wptywa na tworzenie czerwonych krwinek, jest
stosowany podczas leczenia anemii oraz choréb nerek.
Najnowsze badania wykazaty, ze systematyczne podawa-
nie wysokich dawek hormonu zwieksza tez regeneracje
watroby [26] oraz wplywa na regeneracje ko$ci zwigza-
na z mezenchymalnymi komérkami macierzystymi [55].
Prace Matsumoto i wsp. zapoczatkowaly rozwdj badar
nad otrzymywaniem ludzkiej erytropoetyny w syste-
mach ro$linnych [52]. Ekspresje tego biatka uzyskano
m.in. w komérkach tytoniu (N. benthamiana) transfor-
mowanych A.tumefaciens, gdzie jednoczesna koekspre-
sja ludzkich genéw odpowiedzialnych za przytaczenie
grupy sialowej, pozwolita zwiekszy¢ stabilno$é rekom-
binowanej erytropoetyny (rhEPO). Uzyskany produkt
stanowit okoto 2% wszystkich rozpuszczalnych biatek,
podczas gdy we wczes$niejszych pracach wydajno$é byta
stokrotnie nizsza [36].

Ciekawy przyktad zwiekszania ekspresji biatek w syste-
mie ro$linnym opisano na podstawie wytwarzania czyn-
nika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytéw
i makrofagéw (GM-CSF). Poczatkowo byt produkowany
w komérkach zawiesinowych tytoniu transformowanych
z uzyciem wektora pod kontrola promotora CaMV 35S.
Maksymalne stezenie GM-CSF jakie uzyskiwano siegato
0,5% wydzielonych biatek [34]. Dodanie do podloza po-
limeréw stabilizujgcych (gtéwnie zelatyne) zapobiegaja-
cych skutkom degradacji GM-CSF, doprowadzito do niemal
3-krotnego wzrostu poziomu ekspresji tego biatka [42].
Najlepsze rezultaty uzyskano w kulturach zawiesinowych
ryzu (az 25% wszystkich wydzielanych biatek), stosujac
transformacje z uzyciem wektora pod kontrolg amylazo-
wego promotora 3D [72].

Interferony

Interferony a, B, y zaleznie od typu, sg wydzielane od-
powiednio przez monocyty, fibroblasty i limfocyty T, co
stanowi odpowied? na infekcje wirusowe. Zakres ich ak-
tywnoéci obejmuje hamowanie proliferacji komdrek, re-
gulowanie wytwarzania przeciwciat przez limfocyty B
oraz wzmaganie fagocytozy. Jako terapeutyki sa czesto
stosowane w leczeniu choréb nowotworowych nerki, pe-
cherza, jajnika oraz podczas leczenia wirusowego zapale-
nia watroby typu B oséb zakazonych wirusem HPV.
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W poczatkach lat 90 XX w. podjeto préby uzyskania eks-
presji interferonu w komérkach roélinnych. Sukcesem
byto otrzymanie IFN-a po transformacji protoplastéw
ryzu metoda lipofekcji [91]. Wykazano jednoczesnie, ze
transformacja chloroplastéw moze wywota¢ bardzo wy-
soka ekspresja interferonu, co potwierdzono na przykta-
dzie tytoniu wytwarzajacego IFN-a2b na poziomie 20%
wszystkich rozpuszczalnych biatek (hodowle prowadzo-
no tez w warunkach polowych). Aktywno$¢ uzyskanego
interferonu byta poréwnywalna do komercyjnie dostep-
nego preparatu PEG-Intron™. Chronit on komérki przed
replikacja wirusa pecherzykowatego zapalenia jamy ust-
nej oraz hamowat wczesne fazy infekcji wirusa HIV [3].
Wielokrotnie otrzymywano ekspresje interferonu w réz-
nych gatunkach roslin m.in.: w marchwi (Daucus carota),
w kapuscie rzepaku (Brassica napus), a takze w aloesie (Aloe
vera) [45,46,69].

Czynnik martwicy nowotworéw

TNF, czynnik martwicy nowotwordéw jest wytwarzany
gtéwnie przez monocyty i makrofagi. Stymuluje cytotok-
syczno$¢ i proliferacje komérek NK, pobudza wydzielanie
wielu innych cytokin i ma dziatanie antynowotworowe,
awraz zIL-2, zwieksza cytotoksyczno$¢ monocytéw i ma-
krofagéw. Literatura naukowa poruszajgca problem eks-
presji TNF w systemach ro$linnych nie jest tak bogata jak
w przypadku wcze$niej omawianych cytokin, niemniej,
udang prébe opisano w ziemniaku (Solanum tuberosum)
transformowanego dwoma réznymi konstruktami. Pierw-
szy, zawierat m.in. promotor CaMV 35S oraz wzmacniacz
translacji TMV Q, drugi byt dodatkowo wzbogacony na
koricu 5’0 sekwencje nukleotydowa z genu kodujacego
legumine oraz sekwencje SEKDEL na koricu 3’. Dziatania
miaty na celu zwiekszenie stabilno$ci produktu w komér-
kach roslinnych, uzyskane wyniki nie byly jednak zado-
walajace. Poziom ekspresji TNF-a otrzymany w ziemniaku
wydaje sie jednak wystarczajacy do wykorzystania takie-
go systemu do zastosowan klinicznych [58].

Przytoczone przyktady uzyskania ekspresji réznych cyto-
kin w systemach roslinnych budza uzasadnione nadzieje
badaczy. Podobnie jak w przypadku innych omawianych
biatek, réwniez tutaj istnieje petna swiadomo$é wyzwar
i problemdw, ktére nie zostaty do tej pory skutecznie
rozwigzane. Wymieni¢ nalezy problem stabilnej i dobrej
wydajnosci wytwarzania, aktywno$ci biatek czy doboru
odpowiedniego i taniego sposobu oczyszczania produktu
finalnego. Powazng przeszkoda wydaja sie takze problemy
natury prawnej [73], co najpelniej znajduje odbicie w tym,
ze zadna z cytokin nie zostala zaakceptowana przez FDA
w latach 2008-2011 [74].

PobsumowaNiE

Z organizmami GM, ktérych genom zostaje zmieniony
w celu uzyskania nowych wlasciwosci, wigze sie zaréwno
wielkie nadzieje (zwtaszcza w biologii i medycynie), jak
i obawy, zwtaszcza dotyczace niekorzystnych skutkéw dla
rolnictwa i rodowiska.

Niekwestionowane zalety roslin, jako potencjalnych pro-
ducentéw réznorodnych biatek o charakterze terapeu-
tycznym, potwierdzone mnogoscia udanych ekspery-
mentdw, kontrastuja obecnie z liczba tych, ktére przeszly
z powodzeniem etap badan klinicznych. Jednoznaczne
zdefiniowanie przyczyn nie jest tatwe, wydaje sie, ze wiek-
sze koncerny farmaceutyczne sg zainteresowane raczej
produktami przeznaczonymi dla zwierzat [7]. Produkcja
rekombinowanych biatek w ro§linach/komérkach roglin-
nych jest tania, w zwiazku z tym ewentualne dochody
mogga sie okazal zbyt niskie, zeby byly optacalne dla du-
zych firm biotechnologicznych.

Istotnym czynnikiem thumaczacym limitowane wyko-
rzystanie roélin GM jest, niezwykle ztozona, §ciezka
legislacyjna. Podstawowe znaczenie maja normy mie-
dzynarodowe, a najwazniejszymi aktami prawa zwia-
zanymi z GMO sg Konwencja z Rio de Janeiro z 1992 r.
(do polskiego porzadku prawnego wprowadzona 10 lat
pbzniej) oraz dotaczony do niej Protokét z Kartageny.
Sa podstawg wielu aktéw prawnych wydanych przez
Polske i Unie Europejska. Kazdego roku akty te wzbo-
gacane sa w nowe dyrektywy i rozporzadzenia. Wérédd
nich wymienia sie m.in. Rozporzadzenie 726/2004/WE
ustanawiajace wspdlnotowe procedury wydawania po-
zwoleti dla produktéw leczniczych stosowanych u ludzi
i nadzoru nad nimi. Inne akty to Dyrektywa 98/44/WE
w sprawie ochrony prawnej wynalazkéw biotechnolo-
gicznych czy Dyrektywa 2001/83/EC dotyczaca rekom-
binowanych biatek uzyskiwanych z transgenicznych
ro$lin w Europie i podlegajace wytycznym Europejskiej
Agencji Lekéw. Produkcje biofarmaceutykéw w ca-
tych roslinach lub w systemach komérek roslinnych
(uprawy zamkniete) reguluje Dyrektywa 2009/41EC.
Przygotowywanie wspomnianych dokumentéw zajeto
kilkanascie lat z powodu wielu watpliwosci o charak-
terze politycznym, prawnym, ekonomicznym i etycz-
nym zwigzanymi z patentowaniem wynalazkéw bio-
technologicznych.

Substancje o wlasciwosciach leczniczych sktadajace sie
z GMO lub je zawierajace musza przej$¢ procedury do-
puszczania ich na rynek, podobnie jak leki niezawierajace
GMO. Przed dopuszczeniem do obrotu $rodkéw leczni-
czych, nalezy uzyskaé zgode na uwolnienie GMO do $rodo-
wiska zgodnie z regulacjami cze$ci B Dyrektywy 2001/18.

Praca dotyczy wykorzystania ro$lin (komérek roslin-
nych), jako potencjalnego 7Zrédta pozyskiwania biatek
terapeutycznych i w tym kontek$cie mozna méwic o za-
mknietym charakterze zastosowania GMO, rozumianym
jako kazde dziatanie, ktére ma na celu modyfikacje ge-
netyczng organizméw oraz doktadny tok postepowania,
tj. warunki hodowli, przechowywania, transportu. Pod-
czas wszystkich tych proceséw musza by¢ zastosowa-
ne specjalne zabezpieczenia w celu zminimalizowania
kontaktu GMO z ludZzmi i $rodowiskiem. Oznacza to, ze
kazde do$wiadczenie przeprowadzane w laboratoriach
naukowych, musi by¢ zgtoszone i podlega dalszym pro-
cedurom.
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W Polsce, podstawowym aktem prawnym normujgcym
sprawy organizméw genetycznie modyfikowanych jest
ustawa z 22.06.2001 r. o organizmach genetycznie mody-
fikowanych (weszta w zycie 26.10.2001), ktéra obejmuje
m.in. zamkniete uzycie organizméw genetycznie zmo-
dyfikowanych. Na podstawie tej ustawy zostaly wydane
liczne akty wykonawcze.

PismiennicTwo

Powyzszy opis, w niewielkim stopniu, oddaje skale ztozonosci
omawianego problemu i wydaje sie wielce prawdopodobne,
ze wla$nie to moze by¢ waznym czynnikiem spowalniajacym
proces pojawienia sie wielu opisywanych w artykule substan-
qji jako oferty rynku farmaceutycznego. Niemniej, zebrane
réznorodne doswiadczenia pozwalajg mie¢ nadzieje, ze w nie-
odlegtej przysztosci sytuacja ulegnie korzystnej zmianie.
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