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Streszczenie: Rosliny genetycznie modyfikowane (GM) stanowia wydajna oraz bezpieczna plat-
forme¢ do produkcji rekombinowanych bialek o przeznaczeniu terapeutycznym, przy relatywnie
niskich naktadach zasobow kapitalowych. Dzigki ro§linnym systemom ekspresji uzyskano juz
wiele roznych grup terapeutykow, w tym antygeny stanowiace podjednostki tradycyjnych oraz
stosowanych doustnie szczepionek, przeciwciata, toksyny czy tez enzymy. Wsérod stabych stron
ro$linnego systemu produkcji rekombinowanych biatek nalezy wymieni¢ odmienny od typowego
dla ssaczych komorek wzor glikozylacji biatek, co moze wywotywaé niepozadana immunogennos¢
biofarmaceutykow. Uporanie si¢ z niedoskonato§ciami roslinnego systemu ekspresyjnego skut-
kowato pojawieniem si¢ na rynku pierwszego leku produkowanego z uzyciem roslin GM — glu-
kocerebrozydazy, stosowanej w leczeniu choroby Gaucher’a. Ponadto na zaawansowanych etapach
badan klinicznych znajduje si¢ obecnie szereg potencjalnych lekéw. Co wigcej, dostrzezono potenc-
jat aplikacyjny ros$lin transgenicznych w walce z wirusem SARS-CoV-2, ktory wywotat pandemig
w 2019 roku. W zwiazku z powyzszym, w niniejszej pracy przedstawiono molekularne aspekty
tworzenia platform ekspresyjnych opartych o rosliny genetycznie modyfikowane, wraz z opisem
silnych i slabych stron tego systemu. Opisano takze najnowsze dane dotyczace badan klinicznych
rekombinowanych bialek terapeutycznych produkowanych w roslinach. Az wreszcie przedstawiono
mozliwe aspekty uzycia roslin GM w walce z wirusem SARS-CoV-2.

Stowa kluczowe: ro$liny transgeniczne, biofarmaceutyki, bioreaktory, roslinny system ekspresji,
wirus SARS-CoV-2
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Summary: Genetically modified (GM) plants are considered as low-cost, efficient, and safe plat-
form for production of recombinant proteins with pharmacological properties. With the use of plant
expression systems, many different groups of therapeutics have already been obtained, including
antigens constituting subunits of traditional and per os vaccines, antibodies, toxins, or enzymes.
Among disadvantages of this system, it should be mentioned that the glycosylation pattern of pro-
teins differs from that typical of mammalian cells, which may induce undesirable immunogenicity
of biopharmaceuticals. Up to now only one drug is produced with the use of GM plants — glucoce-
rebrosidase, used in the treatment of Gaucher’s disease. However, a number of potential drugs are
currently at advanced stages of their clinical trials. Moreover, the application of transgenic plants
in the fight against the SARS-CoV-2 virus has been noticed. Therefore, this paper presents the mo-
lecular aspects of creating expression platforms based on genetically modified plants, along with
a description of the advantages and disadvantages of this system. The latest clinical trials data of
recombinant therapeutic proteins produced in plants are also described. Finally, the possible aspects
of the use of GM plants in the fight against the SARS-CoV-2 virus have been presented.

Keywords: transgenic plants, bioreactors, plant expression system, virus SARS-CoV-2

WSTEP

Przez wiele wiekow wiedza na temat zastosowania roslin w medycynie rosta. Na-
ukowecy stale odkrywajg nowe zwigzki pochodzenia roslinnego oraz ich wszechstronne
zastosowanie terapeutyczne. Powstanie przed kilkudziesigcioma laty inzynierii gene-
tycznej, umozliwiajacej manipulacje genami oraz transformacj¢ komorek, nastgpnie
zsekwencjonowanie ludzkiego genomu, nakreslito nowe mozliwosci wykorzystania
ro$lin jako systemow ekspresyjnych. Wspotczesnie rosliny genetycznie modytikowa-
ne (GM) uznawane s za alternatywe dla bakteryjnych, drozdzowych systemow eks-
presyjnych oraz ssaczych linii komérek w produkcji biatek heterologicznych. Coraz
czesciej wskazuje sie rosliny transgeniczne jako zrodlo zréznicowanych biatek re-
kombinowanych o whasciwosciach farmakologicznych [37]. Dlatego celem niniejszej
pracy jest przyblizenie molekularnych aspektow tworzenia platform ekspresyjnych
z zastosowaniem ro$lin GM, poréwnanie genetycznie modyfikowanych ros$lin oraz
pozostatych najczesciej stosowanych organizméw jako zrodta rekombinowanych bia-
fek wykorzystywanych w medycynie. W pracy poruszane sa takze aspekty wykorzy-
stania roslinnych systemow ekspresji w walce z wirusem SARS-CoV-2, ktéry w 2019
spowodowal pandemi¢ COVID-19 na catym §wiecie.

OPTYMALIZACJA PROCESU PRODUKCJI BIALEK
W ROSLINACH GENETYCZNIE MODYFIKOWANYCH

Roélinne kultury in vitro w tzw. bioreaktorach oraz uprawa transgenicznych
odmian roslin w szklarniach lub na polu w kontrolowanych warunkach to naj-
powszechniejsze kierunki wykorzystania roslin w przemysle biotechnologicznym
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[12]. Popularna stata si¢ koncepcja upraw molekularnych, polegajaca na odpo-
wiednim przygotowaniu roslin do produkcji biatek o znaczeniu farmakologicz-
nym i przemyslowym na szeroka skale [50]. Produkcja biatek rekombinowanych
z wykorzystaniem roslin GM wymaga starannego zaplanowania catego procesu
i obejmuje wybodr gatunku rosliny-gospodarza i metody transformacji ro§liny oraz
kasety ekspresyjnej wraz z przygotowaniem wektora do transformacji. Na wcze-
snych etapach planowania uwzglednia si¢ ponadto przyszlg lokalizacj¢ ekspresji
biatka rekombinowanego w obrebie poszczegodlnych tkanek rosliny [17]. Regu-
lacja ekspresji transgendw w przypadku produkcji biatek rekombinowanych jest
zlozonym, wieloetapowym procesem. Aby zapewni¢ wydajng ekspresj¢ bialek
w transgenicznej roslinie, konieczna jest optymalizacja kazdego z etapdw proce-
su na poziomie molekularnym. Optymalizacja ta obejmuje zagadnienia takie jak
wybor promotora, otrzymanie stabilnego transkryptu oraz uzyskanie wydajnego
procesu translacji. Sortowanie biatka do odpowiednich kompartmentéw oraz ich
akumulacja stanowig kluczowe etapy dla uzyskania efektywnej produkcji biatek
heterologicznych [35].

SELEKCJA ODPOWIEDNIEGO GATUNKU
ROSLINY JAKO PLATFORMY PRODUKCYJNEJ

Wybdr rosliny-gospodarza jest kluczowym czynnikiem determinujacym suk-
ces catego procesu produkcji biofarmaceutykow. Roslina taka stanowi¢ bedzie
platforme ekspresji oraz akumulacji rekombinowanych biatek. Czynniki ekono-
miczne to gtowne aspekty rozwazane podczas wyboru rosliny i zazwyczaj planujac
proces produkcyjny jako pierwsze poddaje si¢ je pod rozwazanie [50]. Czynniki
te obejmuja zagadnienia takie jak biomasa plonow, wtasciwosci ich przechowy-
wania czy latwos$¢ transportowania, warto$¢ produkowanego rekombinowanego
biatka per se, koszty kapitalowe zasobow niezbednych do rozpoczecia produkcji,
koszty utrzymania hodowli, wymagana powierzchnia uprawy transgenicznych ro-
$lin, jadalno$¢, dtugos¢ cyklu produkeyjnego, a takze tatwos¢ transformacji oraz
regeneracji [15, 63]. Co wigcej, gatunki roslin samopylnych sa bardziej poza-
dane niz te, ktore wymagaja zapylenia krzyzowego, ze wzgledu na konieczno$¢
ograniczenia rozpowszechniania pytku pochodzgcego z roslin GM. Majac to na
uwadze w wielu przypadkach wybierane sg gatunki, ktorych uprawe mozna prze-
prowadzi¢ w warunkach izolacji, na przyktad pomidory hodowane w szklarniach
[17]. Do gatunkow roslin najcz¢sciej wykorzystywanych do produkeji biatek he-
terologicznych naleza Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, Arabidopsis
thaliana, Medicago sativa, Glycine max, Solanum tuberosum, Oryza sativa, Vigna
unguiculata, Zea mays, Daucus carota oraz Solanum lycopersicum [49, 17].

Jednymi z czg$ciej wybieranych tkanek roslinnych w celu ekspresji 1 akumu-
lacji biatka heterologicznego sa zielone czesci rosliny, zazwyczaj liscie oraz tkan-
ki todygi. Konstytutywna ekspresja transgenu w tych organach jest relatywnie
prosta do osiggniecia, a poziom biosyntezy biatka bardzo wysoki [17]. Gtownag
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wada zwigzang z wyborem zielonych organéw jest ich krotki okres trwatosci po
zebraniu, co wigze si¢ z koniecznoscia przeprowadzenia mozliwie jak najszyb-
szego procesu ich przetworzenia i oczyszczenia bialek rekombinowanych [15].
Utrudniony jest tez sam proces izolacji transgenicznego bialka z tkanek zielo-
nych ze wzgledu na skomplikowany i Zzmudny proces oczyszczania masy lisci ze
specyficznych zwigzkow, takich jak barwniki, alkaloidy i inne metabolity wtdrne
[17]. Podatnos¢ na szereg technik transformacji oraz tatwos¢ regeneracji czynia
rosliny z rodzaju Nicotiana, gtowna platforme produkcji biofarmaceutykéw w li-
$ciach [71]. Tyton posiada rowniez wickszos¢ cech pozadanych z ekonomicznego
punktu widzenia, np. wysoki poziom biomasy plonéow, mozliwo$¢ zwigkszania
skali produkcji, doktadnie opracowane protokoty transformacji czy catoroczny
wzrost oraz zbior plonow [64, 67]. Liczne zalety roslin z gatunkéow N. tabacum
oraz N. benthamiana sprawiaja, ze sg one najczesciej wybieranymi roslinami
w uprawach molekularnych w celu produkcji najistotniejszych z medycznego
punktu widzenia biatek, takich jak przeciwciata, szczepionki czy cytokiny [10,
71]. Jednakze tyton zawiera duze ilo$ci toksycznych substancji, jak nikotyna czy
inne alkaloidy, ktore musza zosta¢ usunigte w trakcie procesu oczyszczania bio-
farmaceutykow z tkanek rosliny [50]. Ze wzgledu na zmudny proces oczyszczania
biatek rekombinowanych z liSci oraz negatywng opini¢ spoleczenstwa odnosnie ty-
toniu jako szkodliwej uzywki, poszukiwane sa alternatywne systemy ekspresji dla
produkcji 1 akumulacji biofarmaceutykow w lisciach. Obecnie jako bioreaktory dla
upraw molekularnych eksplorowane sa rosliny takie jak lucerna siewna (Medicago
sativa) czy salata siewna (Lactuca sativa) [59].

Nasiona takze sg czesto wybierane jako miejsce ekspresji oraz akumulacji bia-
lek rekombinowanych. Szczegdlnie dotyczy to gatunkow roslin, ktorych nasiona
gromadza znaczne ilo$ci biatek. Transgen wprowadza si¢ na wektorach pod kontro-
la promotorow specyficznych dla nasion, gwarantujagc wysoki poziom biosyntezy
biatka. Proces oczyszczania biatek z tkanek nasion jest znacznie mniej skompliko-
wany niz w przypadku lisci. Ponadto, biatka moga by¢ przechowywane w nasio-
nach w temperaturze otoczenia przez dtuzszy czas [35]. Wada przy wykorzystaniu
tego organu jest dtugi czas oczekiwania na wytworzenie nasion przez rosling, w za-
leznosci od jej cyklu zyciowego. Wérdd roslin, ktorych nasiona najczesciej stosuje
si¢ w uprawach molekularnych znajduje si¢ soja (Glycine max) [49], a takze ryz
(Oryza sativa), pszenica (Triticum aestivum) oraz kukurydza (Zea mays) [34]. Ja-
dalna szczepionka Muco-Rice CTB przeciwko wirusowi cholery, wyprodukowana
w ryzu, wykazuje stabilno$¢ w temperaturze pokojowej przez 8 miesigcy, co wie-
cej jest odporna na trawienie pepsyna [48]. Natomiast rekombinowana szczepionka
przeciw enterotoksynogennemu szczepowi paleczki okreznicy, stworzona za po-
srednictwem nasion soi, pozostaje stabilna przez okres 4 lat [49].

Szczegdlnym znaczeniem dla produkcji lekow rekombinowanych wykazuje
sic mech Physcomitrella patens, ktoéry posiada ugruntowany status organizmu
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modelowego w badaniach nad ewolucjg, rozwojem i fizjologig roslin. Physco-
mitrella patens jest roslina, w ktorej z powodzeniem wycisza si¢ geny kodujace
biatka szlaku glikozylacji metodg “knock-out” [11]. Zaleta mchow jest takze rela-
tywnie niski koszt hodowli w fotobioreaktorach lub na szalkach Petriego. Ponadto
komorki, a takze cate tkanki P. patens charakteryzuja si¢ wysoka zdolnos$cia rege-
neracji po zastosowaniu procedury transformacji genetycznej [70].

Przy rozwazaniu wykorzystania roslin w produkcji biatek o znaczeniu tera-
peutycznym lub diagnostycznym warto wspomnie¢ o kulturach in vitro komo-
rek roslinnych, ktére to posiadajg wigkszo$¢ zalet roslinnych systemow ekspre-
syjnych, a w szczegdlnosci mozliwos¢ produkowania skomplikowanych biatek,
ktore sg prawidtowo glikozylowane oraz faldowane bez ryzyka kontaminacji pa-
togenami czy endotoksynami [75]. Chociaz kultury komorek roslinnych nie za-
pewniaja produkcji na tak szeroka skale jak uprawa catych transgenicznych roslin
na polach, to pozbawione sa szeregu problemow charakterystycznych dla kon-
wencjonalnych upraw, zwigzanych ze zmiennos$cia pogody, szkodnikami, gleba
czy przeplywem gendéw do srodowiska [57]. Ze wzgledu na krotki cykl wzrostu
komorek w zawieszonej kulturze, czas potrzebny do wyprodukowania rekombi-
nowanych bialek z ich uzyciem liczony jest w dniach lub tygodniach, w odr6z-
nieniu od miesiecy, ktore zajmuje produkcja w catych transgenicznych roslinach
[79]. Hodowanie komorek roslinnych w sterylnych i kontrolowanych warunkach
in vitro umozliwia doktadny nadzor nad warunkami wzrostu komorek, utyliza-
cja promotoréw indukowanych chemicznie czy wektoréw wirusowych [78, 75].
Kultury komorek roslinnych daja mozliwosé sekrecji rekombinowanych biatek
bezposrednio do podloza, co wigze si¢ z niskim kosztem przetwarzania i oczysz-
czania produkowanych bialek. CzeSciowo rekompensuje to niski uzysk biatek
rekombinowanych produkowanych w hodowlach in vitro komorek roslinnych
i zwigzane z tym wysokie koszty kapitatowe [57, 62]. Najczesciej uzywane linie
komorek roslinnych w celu produkcji biofarmaceutykdéw otrzymywane sg z kalu-
sa siewek tytoniu [79]. Linie te posiadaja pozadane cechy takie jak szybki wzrost,
synchronizacje cyklu komorkowego oraz tatwos¢ transformacji za posrednictwem
Agrobacterium [53, 87]. Inne szeroko stosowane linie komorek roslinnych pocho-
dza z jadalnych gatunkow takich jak ryz (Oriza sativa), soja (Glycine max), lucer-
na siewna (Medicago sativa), marchew (Daucus carota) czy pomidor (Lycopersi-
con esculentum) [79]. Linie komorek marchwi (D. carota) s uzywane przez firme
Protalix w celu produkowania ludzkiej glukocerebrozydazy, ktéra jest pierwszym
biofarmaceutykiem produkowanym z uzyciem roslinnego systemu ekspresyjnego
zaakceptowanym do wypuszczenia na rynek [66].

WYBOR PROMOTORA DO KASETY EKSPRESYJNEJ
W osiagnieciu wysokiego poziomu transkrypcji transgenu wazng role¢ odgry-
waja sita oraz profil inicjacji transkrypcji, co osiagga si¢ poprzez zastosowanie
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odpowiedniego promotora. Promotory konstytutywne indukujg ekspresje ge-
noéw niezaleznie od $rodowiska komorki, pozwalajac na ciagla synteze biatka
we wszystkich tkankach roslinnych. Przyktadami promotoréw konstytutywnych
stosowanych do produkcji biatek w roslinach jest promotor CaMV 35S wirusa
mozaiki kalafiora charakterystyczny dla ro$lin dwuliciennych oraz promotor
ubikwityny-1 z kukurydzy dla jednolisciennych [74]. Promotor CaMV 35S jest
z powodzeniem wykorzystany do produkcji antygenow, m.in. podjednostki B tok-
syny cholery (CTB) [31], czy glikoproteiny S wirusa SARS [36]. Szereg biatek,
przykladowo aprotynina [80], czy antygen powierzchniowy WZW B (HBsAg)
[33] zostaty wyprodukowane w ro$§linnych systemach ekspresyjnych przy uzy-
ciu promotora ubikwityny-1. Jednakze konstytutywna ekspresja rekombinowa-
nego biatka moze negatywnie oddziatywaé na plony i prowadzi¢ do ograniczenia
wzrostu transformowanych roslin [27]. Alternatywnym rozwigzaniem jest stoso-
wanie promotorow specyficznych, wykorzystywanych w celu regulacji ekspre-
sji transgenow w tkankach lub organach takich jak: bulwa, nasiona badz owoce
[74]. Przyktadem promotora specyficznego jest promotor gluteliny ryzu GluA-2
(Gt-1), ktéry zapewnia specyficzng ekspresje w nasionach ryzu oraz kukurydzy
[77]. Najwydajniejszg za$ produkcje biatek rekombinowanych w nasionach roslin
umozliwiaja promotory lektyny i glycytyny soi, leguminy groszku (legA) oraz
nieznanego biatka nasion bobu (ang. unknown seed protein; USP) [61, 46, 35].

Dziatanie promotoréw moze by¢ wspomagane szeroko pojetymi czynnikami
transkrypcyjnymi, ktore dziataja jako wzmacniacze aktywno$ci promotorow [50].
Przyktadem sg regiony przytaczenia macierzy jadrowych (MAR), ktére moga od-
dzialywaé z regulatorowymi biatkami macierzy jadrowej, stanowigc element re-
gulatorowy cis w selektywnej ekspresji genow [73]. MAR tacza si¢ z sasiednimi
loci regionow, w ktorych znajduja sie sekwencje odpowiedzialne za rekrutacje
czynnikow transkrypcyjnych dla promotorow [17].

WZMACNIANIE STABILNOSCI REKOMBINOWANEGO BIALKA

Najwazniejsze z technik pozwalajacych na zwigkszenie stabilno$ci oraz aku-
mulacji rekombinowanego biatka jest jego kierowanie do stabilnego przedzialu
komorkowego lub fuzja z innym biatkiem, cechujacym si¢ wysoka stabilnoscia
[3]. Rekombinowane biatka kodowane przez transgeny integrujace si¢ z genomem
jadrowym moga by¢ kierowane do okreslonych kompartmentow komorki takich
jak chloroplasty, mitochondria, wakuole, oleosomy czy apoplast [35]. Kierowa-
nie biatek rekombinowanych na droge sekrecji skutkuje znacznym zwigkszeniem
wydajnosci upraw, niz ma to miejsce w przypadku ich akumulacji w cytozolu
[72]. Mozna to osiagnac poprzez dotaczenie peptydowej sekwencji sygnatowej do
N-konca biatka kodowanego przez transgen, co sprawia, iz powstajace biatko jest
kotranslacyjnie przenoszone do systemu endomembranowego [8]. Biatko skiero-
wane na szlak sekrecyjny migruje przez retikulum endoplazmatyczne oraz aparat
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Golgiego, az do osiaggniecia macierzy zewnatrzkomorkowej lub wakuoli w przy-
padku obecnosci wakuolarnej sekwencji sygnatowej w pierwotnej sekwencji bial-
ka [3]. Bialka rekombinowane trafiajace do ER moga zosta¢ w nim zatrzymane,
mig¢dzy innymi poprzez dotaczenie do C-konca sekwencji sygnatowej (K/H)DEL,
zatrzymujacej biatka w ER [43]. Taki zabieg wplywa pozytywnie na stabilizacjg
biatka, co zaobserwowano w przypadku produkcji w roslinnych systemach eks-
presyjnych m.in. antygenowego biatka S koronawirusa SARS [58].

Kompartmenty komorki roslinnej takie jak jadro komorkowe czy chloroplasty
rowniez sg wybierane jako lokalizacja akumulacji biatek rekombinowanych. Nie-
trwala termicznie toksyna Lt-B pochodzaca z enterotoksygennego szczepu E. coli
wykazywala wiekszy poziom akumulacji w ziarnach kukurydzy po zmianie jej
posttranslacyjnej lokalizacji z cytozolu na jadro komoérkowe, poprzez dodanie ja-
drowego sygnatu lokalizowania wirusa SV40 [69]. Ksylanaza pochodzaca z grzy-
ba Trichoderma reesei wykazywata wysoki poziom akumulacji w liciach 4. tha-
liana, gdy kierowano ja do chloroplastow, wykorzystujac sekwencje sygnatowa
aktywazy RuBisCo [28]. W stromie chloroplastow zachodza pewne modyfikacje
posttranslacyjne takie jak multimeryzacja czy formowanie mostkéw disiarczko-
wych [9], co sprawia, iz stroma chloroplastéw stanowi odpowiednie srodowisko
dla biatek, ktére nie wymagaja dla swojej aktywnos$ci skomplikowanych modyfi-
kacji, na przyktad glikozylacji, typowej dla $ciezki sekrecyjnej [3].

Fuzja biatka rekombinowanego z innym biatkiem stabilizujagcym moze row-
niez okaza¢ si¢ pomocna we wzmacnianiu stabilnosci czy poprawnego fatdowa-
nia. B-glukuronidaza, lucyferaza czy podjednostka toksyny B cholery osiggnely
wysoki poziom akumulacji w li§ciach transgenicznego tytoniu czy ziemniaka po
fuzji z ubikwityna [45].

POROWNANIE SYSTEMOW EKSPRESYJNYCH
STOSOWANYCH W PRODUKCJI BIOFARMACEUTYKOW

Wsréd ogromu mozliwos¢ jakie niosto za sobg opracowanie metody klonowania
gendw jak réwniez transformacji genetycznej, wytonita si¢ idea produkcji w bakte-
riach transgenicznych ludzkich bialek o przeznaczeniu terapeutycznym. Pierwszymi
ludzkimi biatkami, ktore z powodzeniem produkowano w komorkach bakterii E. coli
byly insulina oraz somatostatyna [29, 20]. W 1982 roku na rynku pojawita si¢ rekom-
binowana insulina — pierwszy lek opracowany z wykorzystaniem zmodyfikowanych
genetycznie bakterii [18]. Kolejnym osiagnigciem tej dziedziny nauki byta pierwsza
udana ekspresja ludzkich przeciwcial w transgenicznym tytoniu Nicotiana tabacum
[26]. Roéwnolegle opracowywano platformy do produkcji biofarmaceutykow, ktore
oparte bylty na liniach genetycznie modyfikowanych komorek ssakow, grzybow czy
innych niz E. coli gatunkach bakterii. Systemy te do dzi$ posiadaja ugruntowang po-
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zycje jako szeroko stosowane platformy ekspresji rekombinowanych biatek o whasci-
wosciach terapeutycznych. Szybko zauwazono jednak, ze roslinne systemy ekspresji
heterologicznych bialek posiadaja szereg potencjalnych zalet, ktore sprawiaja, iz sa
one bardziej wydajne w poréwnaniu z pozostalymi systemami [26]. Poréwnanie zalet
i wad linii genetycznie modyfikowanych komorek ssakow, grzybkow, bakterii oraz
roslinnych systemow ekspresji biatek rekombinowanych przedstawiono w tabeli 1.

TABELA 1 Poréwnanie systemow ekspresyjnych stosowanych w celu produkcji rekombinowanych
bialek. Na podstawie [67]
TABLE 1 Comparison of expression systems used for recombinant protein production. Table is

based on [67]

System
ekspresyjny Zalety Wady
Wysoki poziom ekspres;ji Brak modyfikacji
Kroétki czas realizacji produkcji potranslacyjnych
Bakterie Niskie koszty produkcji Nieprawidlowe faldowanie
Latwos¢ zwigkszania skali produkcji rekombinowanych biatek
Latwos$¢ manipulacji genetycznych Wysokie ryzyko kontaminacji
Ugruntowane procedury regulacyjne endotoksynami bakteryjnymi
Szybki wzrost oraz mozllw9§c zwigkszania Nieprawidtowy wzér glikozylaci
skali produkc;ji . .
. . .. ekspresjonowanych biatek
Latwo$¢ manipulacji genetycznych . X .
.. . . . Utrudniona dezintegracja
Drozdze Niedrogie podtoza hodowlane , 2 .
. f . . komorek — obecno$¢ twardej
Nieskomplikowane warunki hodowli L orubei sciany komérkowe
Obecno$¢ niezbednych modyfikacji grubey Y !
potranslacyjnych
Prawidlowe faldowanie oraz szlaki Wysokie koszty produkcji
Kultury ssaczych modyfikacji potranslacyjnych Ryzyko kontaminacji ssaczymi
komérek produkowanych bialek wirusami, prionami oraz
Ugruntowane procedury regulacyjne onkogennym DNA
Kroétki czas produkceji biatek
rekombinowanych
Niskie kqszty utrzymama.hodowll Brak ugruntowanych procedur
. Zoptymalizowane warunki wzrostu .
Transgeniczne . , . . regulacyjnych
- Brak zanieczyszczen szkodliwymi dla .
rosliny ludzmi patosenami Odmienny od ssaczego szlak
patog glikozylacji biatek

Latwos¢ zwigkszenia skali produkcji
Modyfikacje potranslacyjne niemal
identyczne jak w systemach ssaczych
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Systemy ekspresyjne oparte o transgeniczne drozdze, bakterie czy tez linie
ssaczych komorek obarczone sa wadami, ktorych nie obserwuje si¢ w przypadku
produkcji biofarmaceutykéw w roslinach GM. Przyktadem moze by¢ brak lub zni-
kome ryzyko zanieczyszczenia biofarmaceutykow podczas produkcji w roslinach
GM szkodliwymi dla zdrowia ludzi patogenami, takimi jak wirusy czy endotok-
syny bakteryjne [1]. Transgeniczne rosliny moga stanowi¢ platforme¢ do ekspresji
bialek, ktore nie mogg by¢ wydajnie produkowane w liniach ssaczych komorek
ze wzgledu na swoja cytotoksycznos¢. Takim przykladem jest wiskumina, kto-
ra jest lektyng o wlasciwos$ciach antynowotworowych [81]. Co wigcej, roslinne
platformy ekspresyjne tacza zalety systemow opartych o eukariotyczne komorki,
w ktorych zachodza odpowiednie modyfikacje potranslacyjne biatek, a takze za-
lety systemow bakteryjnych, ktore cechuje niski stopien komplikacji oraz niskie
koszty kapitalowe. Aspekty ekonomiczne stanowig jedna z najwazniejszych de-
terminant wyboru systemu ekspresyjnego biatka podczas projektowania proce-
su produkcji. Rosliny GM jako bioreaktory wymagaja najnizszego udziatu za-
sobow kapitatowych w porownaniu z pozostalymi systemami [23]. Wigze si¢ to,
po pierwsze, z tatwoscig przeniesienia upraw roslin GM do wielotonowej skali,
z laboratorium na pola czy tez do szklarni, gdzie powierzchnia uprawy moze zaj-
mowac nawet kilka tysiecy hektarow. Drugim aspektem jest niski koszt magazy-
nowania oraz transportu roslin GM, ktére mozna przechowywac¢ w temperaturze
pokojowej, natomiast warunki dla pozostalych systemow sa znacznie bardziej ry-
gorystyczne: dla drozdzy i bakterii wymagana jest temperatura -20°C, a kultury
ssaczych komoérek musza by¢ przechowywane w ciekltym azocie [14].

Kolejng zaleta roslinnych platform ekspresyjnych jest relatywnie krotki odci-
nek czasu od rozpoczecia procesu produkeji do uzyskania kompletnego biofarma-
ceutyku. Zastosowanie transformacji roslin z wykorzystaniem metody infiltracji
z Agrobacterium i/lub wprowadzenia wektoréw wirusowych umozliwia osiagnie-
cie przejsciowej ekspresji rekombinowanych biatek nawet w 8 tygodni po otrzy-
maniu odpowiadajgcej biatku sekwencji DNA [55, 19]. Mozliwo$¢ skrocenia cza-
su potrzebnego do wyprodukowania biofarmaceutykow pozwala na produkcje tak
zwanych ,,szczepionek szybkiej odpowiedzi”. Szczepionki takie wykorzystywane
sa w obliczu epidemii w zwigzku z konieczno$cia niezwlocznego opracowania te-
rapii skierowanej przeciw patogenowi, dla ktorego brak jest skutecznej terapii lub
w przypadku, gdy epidemia zostata wywotana przez nowy, nieznany dotychczas
szczep patogenu. W przesztosci, w celu uzyskania szybkiej i skutecznej terapii
wykorzystano transgeniczny tyton (N. benthamiana), w ktérym uzyskano ekspre-
sje grupy przeciwciat skierowanych przeciw wirusowi Ebola, a nastepnie poda-
wano w formie koktajlu w trakcie epidemii goraczki krwotocznej w 2014 roku
w Zachodniej Afryce [38].
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PROBLEMY ZWIAZANE Z N-GLIKOZYLACJA
SSACZYCH BIALEK W KOMORKACH ROSLINNYCH

Jedna z najistotniejszych wlasciwosci ro§linnych platform ekspresyjnych dla
produkcji biofarmaceutykow jest mozliwos$¢ przeprowadzenia w roslinnych ko-
morkach wigkszosci modyfikacji potranslacyjnych. Modyfikacje te sg niezbedne
dla poprawnego fatdowania biatka, a to z kolei jest konieczne dla otrzymania sta-
bilnych oraz aktywnych na wskazanym poziomie ssaczych biatek. Dzigki temu
w roslinnych platformach ekspresyjnych z powodzeniem dokonuje si¢ ekspresji
biatek o skomplikowanej strukturze, na przyktad przeciwcial monoklonalnych
czy tez biatek blonowych [63, 25]. Z drugiej strony réznice wystepujace w szla-
ku N-glikozylacji biatek w komoérkach roslinnych oraz ssaczych stanowig jedno
z najwigkszych wyzwan w produkcji biofarmaceutykow z zastosowaniem trans-
genicznych roslin. N-glikany, ktore charakterystyczne sa dla komorek roslinnych
sprawiaja, ze ssacze glikoproteiny produkowane w roslinnych systemach eks-
presyjnych posiadajg wlasciwos$ci immunogenne, a takze moga nie wykazywacé
pozadanej bioaktywnosci. Aplikacja pacjentowi biofarmaceutyku, ktory posiada
inny niz ssaczy wzor N-glikozylacji, skutkowa¢ moze wystgpieniem reakcji aler-
gicznej, a nawet wstrzasem anafilaktycznym [22].

Proces N-glikozylacji w komoérkach eukariotycznych rozpoczyna dotaczenie
oligosacharydowego prekursora do reszty asparaginy, w obrebie specyficznej se-
kwencji Asn-X-Ser/Thr (gdzie X oznacza dowolny aminokwas z wylaczeniem
proliny). Wraz z transportem powstatej glikoproteiny przez szlak sekrecyjny,
N-glikan poddawany jest szeregowi reakcji dojrzewania. Poczatkowe etapy
N-glikozylacji zachodzace w ER sa wspolne dla roslin i zwierzat, jednak roéznice
pojawiaja si¢ podczas syntezy bialka w aparacie Golgiego (AG), gdzie enzymy
zwane glikozylotransferazami przylaczaja oligocukrowe reszty do wybranych
aminokwasow tancucha biatkowego poprzez utworzenie wigzan glikozydowych
[35]. Gléwne roznice polegaja na tym, ze w AG komorek ssakéw fukoza dotgcza-
na jest do cukrowego tancucha wigzaniem a(1,6) oraz terminalnie dotaczany jest
kwas sjalowy, natomiast u roslin do rdzenia cukrowego dotaczana jest ksyloza
wigzaniem [(1,2), a fukoza wigzaniem a(1,3) [21]. W celu pokonania przeszkod
zwigzanych z brakiem bioaktywnosci oraz immunogenno$cia produkowanych
biofarmaceutykéw na skutek nieprawidtowego wzoru glikozylacji, opracowano
roslinne systemy ekspresji umozliwiajace przeprowadzenie autentycznego szlaku
glikozylacji rekombinowanych bialek, typowego dla komorek ludzkich [24, 42].

Jedna z metod obejmuje fuzj¢ sekwencji sygnalowej KDEL zatrzymujacej
biatko w $wietle ER, wraz z sekwencja kodujaca biatko heterologiczne, co po-
zwala na ograniczenie glikozylacji przeciwciat produkowanych w ro$linie do
wylacznie przytaczania N-glikanu o wysokiej zawarto$ci mannozy [16]. Kolejna
strategia oparta jest na hamowaniu ro$linnych glikozylotransferaz, ktére odpo-
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wiedzialne sg za dojrzewanie N-glikanu w AG [54]. Usuni¢cie gendéw kodujacych
a(1,3)-fukozylotransferazy oraz B(1,2)-ksylozylotransferazy u Physcomitrella
patens skutecznie zapobiegto produkcji specyficznych dla roslin glikoepitopoéw
bez oddziatywania na proces sekrecji biatka heterologicznego przy jednocze-
snym braku negatywnego wplywu na wzrost roslin [32]. W celu zahamowania
roslinnych glikozylotransferaz wykorzystano z powodzeniem interferujagce RNA
(RNAI1) u gatunkow takich jak Lemna minor, Nicotiana benthamiana, Medicago
sativa, a takze Oryza sativa. Badania profilu N-glikozylacji rekombinowanych
glikoprotein pochodzacych z ros$lin, u ktéorych zahamowano swoiste glikozylo-
transferazy, wykazaly znaczny spadek zawartosci a(1,3)-fukozy oraz B(1,2)-k-
sylozy w tancuchach oligosacharydowych [60]. W$rod najnowszych osiagnieé
z zakresu glikoinzynierii nalezy wymieni¢ usuniecie technika knock-out’n dwoch
gendw P(1,2)-ksylozylotransferazy oraz 4/5 genow a(1,3)-fukozylotransferazy
u N. benthamiana poprzez zastosowanie systemu edycji genomu CRISPR/Cas9
przez dwie niezalezne grupy badaczy w 2017 roku [24, 42].

Ponadto w celu przeprowadzenia szlaku N-glikozylacji w komoérkach roslin-
nych mozliwie jak najbardziej zblizonego do tego, ktory ma miejsce w komor-
kach ludzkich, dokonano transformacji roslin wektorem niosagcym geny kodujace
ssacze glikozylotransferazy oraz kodujace enzymy odpowiedzialne za sjalicylacje
produkowanych biatek [60]. Z sukcesem dokonano ekspresji ludzkich enzymow
B(1,4)-galaktozylotransferazy oraz a(1,6)-fukozylotransferazy w N. benthamiana
z wyciszong ekspresjg genow kodujacych roslinne glikozylotransferazy [6, 68].
Brak kwasu sjalowego w N-glikanach ludzkich glikoprotein moze powodowac
ograniczenie ich funkcjonalnosci [30]. U niektérych gatunkow roslin wprawdzie
kwas sjalowy wystepuje w wolnej postaci, jednakze nie jest on dotaczany do syn-
tezowanego tancucha oligocukrowego na szlaku N-glikozylacji. Ponadto w ko-
morkach roslinnych nie wystepuja enzymy szlaku biosyntezy CMP-kwas sjalowy,
ktory stanowi aktywowana forme kwasu sjalowego, enzymu odpowiedzialnego za
transport CMP-kwas sjalowy z cytoplazmy do aparatu Golgiego, a takze enzymu
a(2,6)-sialylotransferazy, ktory odpowiada za przytaczenie CMP-kwas sjalowy
do N-glikanu w komorkach ludzi [60]. Aby umozliwi¢ produkcje w transgenicz-
nych roslinach ludzkich bialek, ktore wymagajg sjalicylacji, dokonano koekspre-
sji trzech ludzkich enzymoéw niezbednych do syntezy aktywowanej formy kwasu
sjalowego (CMP-kwas sjalowy) u Arabidopsis thaliana. W efekcie zaobserwo-
wano w komorkach transformowanych roslin obecno$¢ znaczacych ilosci CMP-
-kwas sjalowy jak i wolnego kwasu sjalowego [7]. Kolejnym krokiem na drodze
do sjalicylacji N-glikanow ludzkich biatek produkowanych w roslinach GM byta
synteza enzymu transportujagcego do AG, atakze przylaczajacego CMP-kwas
sjalowy do tancucha oligocukrowego. W tym celu do komorek N. benthamiana
(AXT/FT) wprowadzono sze$¢ ludzkich gendw, ktore koduja wszystkie niezbed-
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ne enzymy znajdujace si¢ na szlaku biosyntezy, transportu oraz przytaczania CM-
P-kwas sjalowy do N-glikanu. PrzejSciowa superekspresja powyzszych sze$ciu
gendOw w tytoniu wraz z rownolegta ekspresja przeciwcial monoklonalnych 2G12
stosowanych przeciw wirusowi HIV-1, skutkowata produkcja w petni funkcjonal-
nych przeciwcial, ktorych N-glikany pozbawione byty roslinnych glikoepitopow,
a takze zawieraly czasteczki kwasu sjalowego. Udowodniono, ze przeciwciata
wyprodukowane w ten sposob posiadajg taka sama zdolno$¢ do neutralizacji wi-
rusa HIV w warunkach in vitro, jak przeciwciala C2G12 produkowane z uzyciem
ssaczych linii komorkowych [41].

PRZEGLAD REKOMBINOWANYCH BIALEK
TERAPEUTYCZNYCH PRODUKOWANYCH W ROSLINACH

Posrod biatek o zastosowaniu farmakologicznym, ktore produkowane sg w ro-
slinach transgenicznych nalezy wymieni¢ przeciwciata oraz ich pochodne, w tym
wydzielnicze immunoglobuliny A (sIgA), immunoglobuliny klasy M (IgM) oraz
klasy G (IgG), podjednostki szczepionek, jak réwniez czasteczki wirusopodob-
ne (ang. virus-like particles, VLP), terapeutyczne enzymy czy tez toksyny [38].
Obecnie jedynym dostgpnym na rynku lekiem wyprodukowanym z wykorzysta-
niem roslinnego systemu ekspresyjnego jest enzym glukocerebrozydaza, stoso-
wany w przypadku choroby Gaucher’a [65]. Lek zostal zaakceptowany przez
amerykanskg Agencje Zywnosci i Lekow w 2012 roku. Zestawienie biofarmaceu-
tykow produkowanych w roslinnych systemach ekspresyjnych, ktére znajduja si¢
na zaawansowanych etapach badan klinicznych zestawiono w tabeli 2.

NAJNOWSZE DANE O SZCZEPIONKACH
I PRZECIWCIALACH PRODUKOWANYCH W ROSLINACH

Poczawszy od szczepionek przeciw wirusowi HBV (Hepatitis B Virus),
wsciekliznie, wirusowi HIV (Human Immunodeficiency Virus), toksynie B prze-
cinkowca cholery, wirusom grypy, wirusowi SARS-CoV-1, az do szczepionek
przeciw nowotworom, na przestrzeni ostatnich 30 lat wyprodukowano za pomoca
ro$lin GM jako platform ekspresyjnych, wiele antygenow stanowigcych sktad-
niki szczepionek kandydujgcych do badan klinicznych, a nawet komercyjnego
uzytku [37]. Szczegdtowe informacje dotyczace takich badan zestawiono m.in.
w pracy przegladowej Lucka iin. 2015 [39]. Wérod najnowszych biofarmaceu-
tykéw pochodzenia ros$linnego, ktoérych badania kliniczne przyniosty obiecujace
wyniki, znajduje si¢ kwadriwalentna szczepionka zawierajaca czasteczki podob-
ne wirusom grypy (ang. QVLPs) produkowana w N. benthamiana. Sktadniki tej
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szczepionki oparte sg o podtypy wirusa odpowiadajace za sezonowe epidemie
grypy (Yamagata i Victoria). W trakcie drugiej fazy badan klinicznych szczepion-
ki QVLP przeciw wirusom grypy przeprowadzono dwa randomizowane badania
w grupach os6b od 18 do 49 roku zycia (identyfikator badania: NCT02233816)
oraz od 50 roku zycia (identyfikator badania: NCT02236052), ktorych wyniki
pozwolity ustali¢ dawki szczepionki niezbedne do wytworzenia u badanych od-
powiedzi odpornosciowej humoralnej i komoérkowej. W 2019 roku szczepionka ta
zostala zakwalifikowana do trzeciego etapu badan klinicznych [56, 82, 83].

Podobnie jak w przypadku antygenow, jest wiele przyktadéw przeciwciat
wyprodukowanych w roslinnych systemach ekspresji [67]. Tyton (N. tabacum)
byl pierwszym organizmem ro$linnym wybranym do ekspresji rekombinowanego
kompletnego monoklonalnego przeciwciata anty-mysiego IgG,(6D4) o wiasci-
wosciach katalitycznych [26]. Od tego czasu, w roslinnych systemach ekspresyj-
nych wyprodukowano wiele r6znych typow przeciwciat i ich fragmentéw, migdzy
innymi: jednotancuchowe fragmenty zmienne (scFv), fragmenty Fab, IgG, chime-
ryczne przeciwciata wydzielnicze typu IgA (sIgA) czy przeciwciata jednodome-
nowe (sdAb) [50]. Ponadto w ostatnich latach kilka obiecujacych biofarmaceuty-
kéw opartych o przeciwciata, produkowane w roslinach, wkroczyto w faze badan
klinicznych. Przyktadem takich biofarmaceutykow jest chimeryczne przeciwciato
SIgA-G o nazwie CaroRx™, skierowane przeciw bakterii Streptococcus mutans,
powodujacej prochnice zebow czy tez Avicidin, preparat zawierajacy przeciwciata
klasy IgG skierowane przeciw biatku EpCAM zaprojektowany w celu leczenia
raka jelita grubego [40]. Badania nad tymi produktami zatrzymaty si¢ na etapie 11
fazy badan klinicznych. CaroRx™ po obiecujacych wynikach badan zostat wpro-
wadzony na terenie Unii Europejskiej nie jako lek, lecz jako wyréb medyczny,
natomiast Avicidin pomimo potwierdzonych efektow antynowotworowych zostat
wycofany z badan ze wzglgedu na powazne skutki uboczne (niezwiazane z ro$lin-
nym pochodzeniem leku) [40, 37].

Wsrod obecnie najlepiej rokujacych przeciwcial produkowanych przez ro-
slinne systemy ekspresji nalezy wymieni¢ przeciwciata monoklonalne P2G12,
ekspresjonowane w N. benthamiana skierowane przeciw wirusowi HIV-1, ktore
w 2015 roku przeszty pomyslnie pierwsza faze badan klinicznych [41]. Planowa-
ne sg rowniez dalsze badania majace na celu ustalenie optymalnego dawkowania
przeciwcial P2G12 (identyfikator badania: NCT02923999) [85]. Innym przykta-
dem jest lek ZMapp, czyli koktajl sktadajacy si¢ z trzech przeciwcial skierowa-
nych przeciwko powierzchniowej glikoproteinie wirusa Ebola produkowany w V.
benthamiana, ktorego 1 12 faza badan klinicznych zakonczyta sie¢ w 2019 roku
(identyfikator badania: NCT02363322) wraz z rozpoczeciem fazy 2/3 (identyfi-
kator badania: NCT03719586) [84, 86].



TABELA 2 Przyktady biofarmaceutykow pochodzenia ro§linnego znajdujacych si¢ na etapie badan klinicznych
Iub wprowadzonych na rynek. Na podstawie [37] oraz [38]
TABLE 2 Examples of plant-derived biopharmaceuticals at various stages of clinical development. Table is

based on [37] and [38]

Produkt biatkowy

Zastosowanie

Roslinny system

Status badan

ekspresji klinicznych

Szczepionki
Podj'ednostka PA.83 toksyny Szczgplonka podje'dnostkowa N benthamiana | Faza 1
Bacillus anthracis przeciw waglikowi
eVLP sktadajace si¢ Kwadriwalentna szczepionka
z czterech antygenéw wirusa | przeciw wirusom grypy: HIN1, .
grypy: H1/Cal, H3/Vic, B/ H3N2 oraz wirusowi grypy typu B N. benthamiana | Faza 2,3
Bris, B/Mass (linie: Yamagata i Victoria)
Idiotypowe scFv Pochodzqce Indyvs.zlduah.la jszc.zeppnka przeciw | o miana | Faza 1
Z nowotworu pacjenta chtoniakowi nieziarniczemu
Podj.ednostka B toksyny Szcze.plonka podjednostkowa 0. sativa Faza |
Vibrio cholerae przeciw cholerze
Antygen powierzchniowy Szczepionka podjednostkowa S tuberosum Faza |

HBV (HBsAg)

przeciw HBV

Biatko S1 wirusa
SARS-CoV-1

Szczepionka podjednostkowa
przeciw SARS-CoV-1

S. lycopersicum
N. tabacum

Przedkliniczne bada-
nia na zwierzetach

Przeciwciala

Koktajl trzech przeciwciat

Terapia infekcji wywotanej

monoklonalnych (13C6, 2G4, L. . N. benthamiana Faza 1,2
zakazeniem wirusem Ebola
4G7)
Przeciwcialo monoklonalne | Terapia infekcji wywotane;j
P2G12 wirusem HIV-1 N- tabacum Faza 1
Przeciwcialo monoklonalne | Inhibitor wzrostu raka jelita Przedkliniczne bada-
N. tabacum . .
CO17-1A grubego nia na zwierzetach
Inne biofarmaceutyki
Enzymatyczna terapia zast¢pcza Zaakceptowany do
Glukocerebrozydaza dla pacjentow z choroba Gaucher’a D carota uzytku przez FDA
Laktoferyna Lek st'osowany W l?rzypadku O. sativa Faza 2
chronicznych stanéw zapalnych
Alfa-galaktozydaza A Enzymatyczna terapia zastgpeza P. patens Faza 1

dla pacjentéw z choroba Fabry’ego
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WYKORZYSTANIE ROSLINNYCH SYSTEMOW
EKSPRESJI W WALCE Z WIRUSEM SARS-CoV-2
Zastosowanie roslin GM stanowi jeden z kluczowych aspektow badan nad lekami
przeciwwirusowymi, przeciwciatami oraz szczepionkami, ktore sg obecnie prowadzo-
ne w zwigzku z pandemig wirusa SARS-CoV-2 (Rye. 1), ktéry pojawit si¢ w grudniu
2019 roku w miescie Wuhan w Chinach i szybko rozprzestrzenit si¢ na caty §wiat [5].
W styczniu 2020 sekwencja genomowa SARS-CoV-2 zostala udostepniona, dostar-
czajac niezbegdnych informacji do opracowania strategii walki z tym wirusem [76].
Lomonossoff oraz Peyret wykorzystuja roslinny system ekspresji w badaniach
nad uniwersalnym odczynnikiem diagnostycznym majacym na celu udoskonalenie
testu na obecnos¢ SARS-CoV-2 opartego o reakcje Real Time-PCR. Odczynnik
ten ma stanowi¢ kontrole pozytywna w powyzszej reakcji i bazuje na czastecz-
kach wirusopodobnych (VLPs), uzyskanych z wirusa mozaiki tytoniu, ktore za-
wierajg regiony sztucznego genomu wirusa SARS-CoV-2 [5]. Wtoska firma bio-
technologiczna Diamante stosuje tyton jako zrédto antygendw opartych o domeng

Odczynniki diagnostyczne
wykrywajace SARS-CoV-2

—_) \ﬁﬁ\ﬁﬁﬁﬁ Produkcja przeciwciat
anty-SARS-CoV-2

Szczepionki

- - ‘
OMW"— przeciwko SARS-CoV-2

——) Lektyny neutralizujgce
SARS-CoV-2
Roslina transgeniczna

jako platforma produkcyjna

RYCINA 1 Potencjalne zastosowanie roslin transgenicznych, otrzymanych metodami stalej jak
i przej$ciowej transformacji, w walce z wirusem SARS-CoV-2. Na podstawie [5]. Rycina zawiera
obrazy pochodzace z bazy Servier Medical Art. Database (https://smart.servier.com) na warunkach
licencji Creative Commons Attribution 3.0

FIGURE 1 Application of transgenic plants obtained by stable as well as transient transformation
methods, against SARS-CoV-2 virus. Figure is based on [5] and contains images from Servier Medical
Art. Database (https://smart.servier.com) and made available under the terms of the Creative Com-
mons Attribution 3.0 license
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wigzaca receptor — SARS-CoV-2 (ang. Receptor Binding Domain, RBD), uzywa-
nych w testach ELISA do diagnostyki wykrywania przeciwcial w surowicy krwi.
Ponadto rozwaza si¢ wykorzystanie roslin do produkcji przeciwcial skierowanych
przeciw wirusowi SARS-CoV-2 o wysokiej stabilnosci i jednoczes$nie produkcji
na szeroka skale w ciggu zaledwie kilku tygodni. Uzyskanie podobnych efektow
w liniach komorek ssaczych zajeloby najprawdopodobniej miesigce, a poprawa
wydajnosci produkcji nawet lata. Z jednej strony wykorzystanie zrekombinowa-
nych przeciwcial miatoby na celu spowolnienie tempa rozwoju infekcji w organi-
zmie czlowieka, co poparte jest niedawnym odkryciem, ze surowica pochodzaca
od ozdrowiencéw zmniegjsza nasilenie objawow choroby COVID-19 [13]. Z dru-
giej strony rosliny mogtyby produkowaé przeciwciala hamujace wysoki poziom
cytokin (tzw. burza cytokinowa), ktory towarzyszy tej infekcji w wielu przypad-
kach o najcigzszym przebiegu. Aktualnie w walce z wirusem SARS-CoV-2 testo-
wane s3 w badaniach klinicznych dwa przeciwciata skierowane przeciw recepto-
rowi interleukiny 6 (IL-6R), stosowane do tej pory w reumatoidalnym zapaleniu
stawow [5].

W walce z wirusem SARS-CoV-2 miatyby by¢ takze wykorzystywane lekty-
ny, czyli glikoproteiny wystepujace u roslin, alg morskich i bakterii. Wiele lek-
tyn hamuje replikacje wirusow poprzez interakcje z glikanami w glikoproteinach
otoczki wirusowej [5]. Wykazano, ze biatko GRFT bedace lektyna pochodzaca
z czerwonych alg rodzaju Griffithsia, hamuje namnazanie wirusoéw, dla ktorych
nie ma obecnie skutecznej szczepionki, w tym wirusa HIV [47], Ebola-Zair [2],
a takze koronawirusa odpowiedzialnego za epidemi¢ SARS-CoV oraz wirusa
MERS-CoV [51, 44]. Co istotne, lektyna ta wykazuje niskg toksycznos$¢ wzgle-
dem komorek ludzkich, a wysoka homologia miedzy biatkiem S eksponowanym
na powierzchni wirusow SARS-CoV oraz SARS-CoV-2, sugeruje mozliwg reak-
cje krzyzowa [5]. Najnowsze doniesienia z pazdziernika 2020 roku potwierdzaja,
ze GRFT jest w stanie zahamowac¢ infekcje SARS-CoV-2 w warunkach in vitro
[4]. Biatko GRFT jak réwniez inne lektyny, byly produkowane z wykorzystaniem
transgenicznych linii komoérek roslin, m.in. Nicotiana benthamiana [52]. Taka
przejsciowa ekspresja w roslinach zapewniltaby szybki dostep do terapeutykow
o0 dziataniu przeciwwirusowym na szeroka skale [5].

Najwigcej nadziei poktada sie w uzyskaniu skutecznej szczepionki przeciw
SARS-CoV-2. Obserwuje si¢ dwa kierunki badan z wykorzystaniem transge-
nicznych roslin. Pierwszy dotyczy produkcji szczepionki, w ktorej podjednostka
biatka S1 SARS-CoV-2 ma pehi¢ role antygenu. Firma Kentucky BioProcessing
(Owensboro, KT, USA), ktora jest czgscig grupy British American Tabacco, opra-
cowuje tego typu szczepionke w transgenicznych roslinach tytoniu. Drugi kieru-
nek badan nad szczepionka przeciw SARS-CoV-2 oparty jest o technologi¢ VLP.
W przypadku czasteczek wirusopodobnych nie ma niebezpieczenstwa namnoze-
nia wirusa, gdyz nie zawierajg materiatu genetycznego, ale jednoczes$nie indukuja
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odpowiedz immunologiczng. Gotowa platforma VLP oparta na transgenicznym
tytoniu stosowana jest do produkcji szczepionek przeciw grypie HIN1 przez fir-
m¢ Medicago, ktora pracuje nad wykorzystaniem tej platformy VLP do produkcji
szczepionki na SARS-CoV-2 [5].

PODSUMOWANIE

Badania zwigzane z rozwojem koncepcji roslin transgenicznych uzywanych
jako bioreaktory do produkcji biatek heterologicznych trwaja od przeszto trzydzie-
stu lat. Poczatkowo niski uzysk biofarmaceutykoéw, zmudny proces oczyszczania
biatek z materiatu roslinnego, a takze odmienny szlak glikozylacji biatek u roslin
spowodowaly spadek zainteresowania technologig produkcji w roslinach GM na
korzys¢ innych systeméw ekspresyjnych. Obecnie, dzigki opracowaniu i wdro-
zeniu nowych strategii i rozwigzan, duza cze$¢ z powyzszych trudnosci zostata
pokonana. Wraz z postepem tych badan wciaz beda pojawialy sie nowe pytania
dotyczace strategii produkcyjnej, bezpieczenstwa, immunogenno$ci, dawkowa-
nia oraz sposobow podawania lekow produkowanych w ros§linach GM, co bedzie
wymagalo zaangazowania naukowcow z wielu roznych dziedzin. Roslinne sys-
temy oparte na przej$ciowej ekspresji zapewniajg mozliwosci szybkiej produkcji
z wykorzystaniem niskich naktadéow kapitatowych, co przyciaga zainteresowa-
nie koncernow biotechnologicznych. Mozliwo$¢ przeniesienia produkcji bialek
in vitro z laboratorium do wielotonowej skali oraz wolno$¢ biofarmaceutykow
pochodzenia roslinnego od groznych dla ludzi patogenéw jest rowniez pozadang
cecha z finansowego punktu widzenia. Analizujac dynamike oraz kierunek badan,
a takze potrzeby wspotczesnego spoteczenstwa, mozna przypuszczaé, ze w nie-
dalekiej przysztosci biofarmaceutyki produkowane w roslinach transgenicznych
stanowi¢ beda zrodto relatywnie tanich lekéw oraz szczepionek pozwalajacych
na walke z wieloma chorobami. Rosliny GM umozliwia takze szybka produkcje
tanich lekow stanowigcych odpowiedz na nagle pojawiajace si¢ ogniska epidemii,
wywolane nowymi szczepami wirusow.
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