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Genetyczne modyfikacje roslin dla medycyny.
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Genetic modifications of plants for medicine. I. Vaccines in modified plants

ZENON STEPLEWSKI "%/, ZYGMUNT STEPLEWSKI %/, KATARZYNA STEPLEWSKA 3/

1 Department of Cancer Biology and Biotechnology Foundation Laboratories, Thomas Jefferson University

2/ Wyzsza Szkota Umiejetnosci im. Stanistawa Staszica w Kielcach

3/ Katedra i Zaktad Patomorfologii Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Przedstawiamy przeglad wynikéw aktualnych badan istniejgce dziedzinie
genetycznie modyfikowanych roslin do produkcji szczepionek.
Szczepionki otrzymywane poprzez uzycie genetycznie zmodyfikowanych
roslin maja przewage nad klasycznie produkowanymi szczepionkami.
Nalezy tu zaliczy¢ bezpieczefistwo (rosliny nie maja prionéw czy
rakotworczych wiruséw), niskie koszta produkcji oraz globalny dostep
do takich szczepionek. Szczepionki izolowane z roslin transgenicznych
moga by¢ kierowane przeciw antygenom wiruséw, bakterii i komorek
nowotworowych.

Stowa kluczowe: szczepionki z roslin, wscieklizna, waglik, szczepionki
przeciwrakowe

The review of the present research in the field of genetically modified
plants is presented. Plant derived vaccines have advantages over other
methods of vaccine production. These include safety (plants have no
prions or cancerogenic viruses), low costs and gobal availability. Plant
derived vaccines may be derivected against immunogenic antigens of
viruses, bacteria and cancer cells.
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Dotychczas istniejace metody produkeji szczepio-
nek wymagaja duzych naktadow finansowych. Do od-
legtych miejsc w krajach trzeciego $wiata szczepionki
nie zawsze docieraja, a ich skutecznos¢ nie zawsze jest
zachowana z braku sprzetu i z braku pelnej wiedzy.
Mimo to, ospa i polio zostalty wyeliminowane wlasnie
dzigki klasycznym szczepionkom. Nowe choroby za-
kazne — takie, jak: AIDS (aquired immunodeficiency
syndrom) czy SARS (severe acute respiratory syndrom)
— s3 obecnie na warsztatach wielu o§rodkéw — jak do-
tychczas bez wyraznych efektow:

Ostatnio ogromny wstrzas przezyto srodowisko
naukowe wiele sobie obiecujace po nowej szczepion-
ce przeciw HIV proponowanej przez znang firme far-
maceutyczna Merck. Szczepionka sktada si¢ ze zmo-
dyfikowanego adenowirusa zawierajacego trzy geny
wirusa HIV. Celem byta aktywacja przeciwwirusowej
aktywnosci komérek T (T killer cells). Pierwsza ana-
liza 1500 uczestnikéw préb klinicznych (potowa
otrzymata szczepionke a potowa otrzymata placebo)
nie wykazato zadnej r6znicy w ilosci nowych zaka-

zen (uczestnikami tych préb byli mezczyzni homo-
seksualni). Wszystkie poszukiwania szczepionki
przeciw wirusowi HIV znalazly si¢ znowu w punk-
cie bliskim poczatku [1].

Pozostaje réwniez problem dotarcia do odlegtych,
zacofanych miejsc z klasycznymi oraz nowymi szcze-
pionkami, jak réwniez problemy ekonomiczne, takie
jak stale rosngce koszty produkcji wynikajace nie tyl-
ko z inflacji, ale réwniez z coraz wigkszych wymagan
FDA (Federal Drug Administration) i innych orga-
néw kontrolnych. Stare, klasyczne szczepionki uzy-
te do eliminacji polio czy ospy nie uzyskatyby dzis zgo-
dy zadnego z tych organéw. Nawet kraje wysoce roz-
winiete musza si¢ liczy¢ z kosztami produkeji.

Dla przykladu — zapobieganie przenoszeniu
wicieklizny mogloby uratowac tysigce ludzi w roz-
wijajacych sie krajach poprzez eliminacje zrodet za-
kazenia takich, jak bezpanskie psy lub dzikie
zwierzeta (szopy, lisy, nietoperze, itp). W poréwna-
niu z wydatkami na kontrole wicieklizny poprzez im-
munizacj¢ potencjalnych nosicieli zwierze¢cych
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w krajach rozwinigtych, budzety krajéw rozwijaja-
cych si¢ nie sg w stanie im sprostac.

Tego typu prewencyjne szczepienia kosztujg kra-
je zachodnie okolo 230 milionéw a nawet bilion dola-
row rocznie [2]. Z wyliczen wynika ze zabezpiecze-
nie od wscieklizny jednego ludzkiego zycia kosztuje
od 10 tysiecy do 100 milionéw dolaréw [ 3].

[stnieje zatem potrzeba taniej, bezpiecznej, no-
woczesnej metody produkeji nowych szczepionek na
bazie genomics i proteomics.

Rosliny transgeniczne zostaty obecnie podniesio-
ne do rangi takich nowoczesnych bioreaktoréw pro-
dukujgcych tanie, bezpieczne i wysoce aktywne szcze-
pionki [4].

Najnowsze technologie skutecznie wprowadzaja
do genomu roslin geny zwierzece, wirusowe i bakte-
ryjne. Wysoka ekspresje tych genéw uzyskuje si¢ po-
przez zakazanie roslin zmodyfikowanym wirusem
choroby mozaikowej tytoniu TMV ' (tobacco mosaic
virus) albo alfalfa mosaic virus (AMV'). Taka przej-
Sciowa ekspresja obcych genéw daje jednorazowo
bardzo duzg ilo$¢ nowego biatka [4]. Wprowadze-
nie nowych genéw do roslin za pomoca Agrobacte-
rium tumefaciens prowadzi do stabilnej, trwatej trans-
formacji roslin w wysoce wydajne bioreaktory no-
wych, biologicznie czynnych biatek [ 5] w nastepnych
generacjach genetycznie zmodyfikowanych roslin.
Nowe biatka mogg by¢ izolowane z wyciggow z lisci,
kwiatow, nasion lub catych roslin.

[zolacja oraz oczyszczanie antygenowych biatek
jest tatwa, wysoce wydajna, a koszty dziesigcio- a na-
wet stokrotnie nizsze. Technologia ekspresji dobrze
scharakteryzowanych, immunogennych biatek jako
szczepionek jest obecnie bardzo zaawansowana
i mozliwa na duzg skale.

Dotychczas taka ekspresje antygenéw biatko-
wych (polipeptydowych) uzyskano dla powierzch-
niowego antygenu wirusa hepatitis B [6,12], termo-
labilnej enterotoksyny E. coli [7], glikoproteiny
wirusa wscieklizny [8,11], biatka kapsydowego wi-
rusa Norvalk [ 9] oraz ludzkiego RSV (respiratory syn-
cytial virus) [13].

W laboratoriach Biotechnology Foundation w Fi-
ladelfii w ostatnich kilku latach genetycznie zmody-
fikowane rosliny zostaty uzyte do produkeji serii no-
woczesnych szczepionek.

Wscieklizna

Chimeryczny wektor zawierajacy antygenowe de-
terminanty wirusa wscieklizny — amplifikowane bia-
tko G (aminokwasy 253-275) oraz nukleoproteina N
(aminokwasy 408-418) zostat sklonowany w bialko
otoczki alfalfa mosaic virus (AIMV). Taki klon biatka
otoczki (CP) AIMV zostal wprowadzony do rosliny
tytoniu (Nicotiana taboccum) albo szpinaku.

Myszy immunizowane doustnie takim rekombi-
nowanym wirusem roslinnym staty si¢ odporne na
infekcje dzikim wirusem wscieklizny. U ludzkich
ochotnikéw; uprzednio szczepionych przeciw wiru-
sowi wicieklizny, spozycie zielonego szpinaku zaka-
zonego rekombinowanym wirusem AIMYV, znalezio-
no znamienny wzrost poziomu przeciwciat anty-wi-
rusowych [14].

SARS (Severe Acute Respiratory Syndrom)

SARS-coronavirus (CoV) spike protein (biatko
S) jest jednym z kandydatéw na skuteczng szczepion-
ke anty-wirusowg. N-terminal — fragment tego bial-
ka S (S1) —wprowadzono do genomu ro$lin pomido-
row. Z wyselekcjonowanych linii transgenicznego po-
midora izolowany antygen indukowat systemowa
i sluzéwkowa odpowiedz immunologiczng u myszy.
W surowicy myszy wykazano wysokie miano CoV
specyficznych immunoglobulin A (IgA) po doust-
nym podaniu transgenicznych pomidoréw, a w suro-
wicy myszy po parenteralnym podaniu trangenicz-
nego antygenu wykazano obecno$¢ immunoglobuli-

ny G (IgG) specyficznej dla biatka S1 [15].

Waglik (Anthrax)

Alfalfa Mosaic Virus (AIMV) zostat uzyty dla
ekspres;ji 15-aminokwasowego epitopu 4-domeny an-
tygenu (PA-D4s) bakterii waglika Bacillus anthracis.
Ten rekombinant wirusa AIMV z fatwosciag byt pro-
dukowany przez zakazone rosliny tytoniu. Izolowa-
ny wirus indukowatl u myszy mocng odpowiedz im-
munologiczng. Surowice immunizowanych myszy

zawieraly przeciwciata rozpoznajace zaréwno natyw-
ny antygen PA jak i AIMV CP [16].

Nowotwory

Olbrzymi postep w leczeniu nowotworéw pozwa-
la na ,wyleczenie” wcze$nie rozpoznanych nowo-
tworéw klasycznymi metodami chrurgicznymi, ra-
dioterapig i chemioterapiag. Ale w grupie pacjentow
wysokiego ryzyka okoto potowie grozi nawrét choro-

by po okoto 5 latach [17].

Nawrét choroby nowotworowej jest zwykle
znacznie trudniejszy do leczenia i czesto jest oporny
na terapie.

Zapobieganie nawrotom choroby nowotworowej
staje sie zatem zasadniczym problemem nowoczesnej
onkologii. Aktywna i pasywna immunoterapia nowo-
twordw staje si¢ nowym narzedziem onkologii. Szcze-
pionki przeciwnowotworowe maja wigc szanse na wy-
wotanie odpowiedzi immunologicznej przeciwrakowej.

Pojedyncze, rozsiane komoérki nowotworowe sg
zwykle niewykrywalne i czgsto niewrazliwe na tera-
pi¢ adjuwantows. Metody immunoterapeutyczne s
skuteczne w takich przypadkach tym bardziej, ze
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eliminacja komérek raka jest mozliwa bez wzgledu
na ich status mitotyczny.

Kilka dobrze scharakteryzowanych TAA’s
(Tumor Associated Antigens) maja szanse staé si¢ no-
woczesnymi szczepionkami przeciwrakowymi. Jed-
nym z nich jest EpCAM ( Epithelial Cell Adhesion Mo-
lecule), antygen wykryty przez monoklonalne prze-
ciwciata CO17-1A i noszacy nazwe GA72-2. Anty-
gen ten zostal sklonowany przez Szale [20] i dosko-
nale scharakteryzowany [ 18-21]. Ekspresja tego an-
tygenu w ro$linach okazata si¢ dos¢ tatwa [22]. Izo-
lowany antygen EpCAM jest wysoce immunogenny
i wywoluje odpowiedz immunologiczng — tak humo-
ralng jak i komérkows. Ostatnie do§wiadczenia wy-
kazaty, ze antygen indukuje immunoglobuliny, ktére
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