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Genetycznie modyfikowany tyton — szansa
czy zagrozenie dla palaczy?

Tyton (Nicotiana sp.) jest jedng z
najczesciej wykorzystywanych roslin
modelowych w badaniach w wielu
dziedzinach jak fizjologia, biochemia,
biologia molekularnaiinzynieria gene-
tyczna. Tyton byt pierwszym gatunkiem
roslin poddanym transformacji gene-
tycznej - w roku 1983 roslinie tej wsz-
czepiono gen opornosci na kanamycy-
ne. Rozwdj nowoczesnych technik in-
zynierii genetycznej stwarza nowe,
dotychczas niespotykane, perspekty-
wy wykorzystania tej rosliny. Jak sie
okazuje tyton, to nie tylko zrédto rako-
tworczego dymu, ale takze roslina, kto-
ra dzieki modyfikacjom genetycznym
moze zosta¢ w pozytywny sposéb wy-
korzystana w medycynie i naukach bio-
logicznych. Obecnie w internetowej
bazie PubMed odnotowuje sie blisko
trzy i pot tysigca publikacji dotycza-
cych transgenicznego tytoniu, z cze-
go blisko dwiescie prac zostato opu-
blikowanych w biezacym roku. Artykut
jest proba podsumowania wynikéw
dotychczasowych badan nad rolg ge-
netycznie modyfikowanych roslin z
rodzaju Nicotiana w przemysle tytonio-
wym oraz poddaje ocenie mozliwe
skutki takiego dziatania. Réwnolegle
ukazuje takze proby zastosowania
transgenicznych roslin tego gatunku
we wspotczesnej medycynie i ochro-
nie srodowiska. Opisuje potencjalne
mozliwosci wykorzystania genetycznie
zmodyfikowanego tytoniu do produk-
cji szczepionek przeciwwirusowych i
przeciwbakteryjnych, interferonu,
przeciwcial i innych.

Wstep

Wedtug prawodawstwa polskiego pod
pojeciem organizmu genetycznie zmodyfi-
kowanego [19] rozumie sie organizm inny
niz organizm cztowieka, w ktérym materiat
genetyczny zostat zmieniony w sposob nie-
zachodzacy w warunkach naturalnych
(wskutek krzyzowania lub naturalnej rekom-
binacji) w szczegodlnosci przy zastosowaniu:

a) technik rekombinacji DNA z uzyciem
wektoréw, w tym tworzenia materiatu gene-
tycznego poprzez wiaczenie do wirusa, pla-
zmidu lub kazdego innego wektora czaste-
czek DNA wytworzonych poza organizmem
i wtgczenie ich do organizmu biorcy, w kto-
rym w warunkach naturalnych nie wystepu-

Przeglad Lekarski 2007 / 64 / 10

Tobacco (Nicotiana sp.) is of the
most often used model plants for re-
search in the field of physiology, bio-
chemistry, molecular biology and ge-
netic engineering. Tobacco was also
the first plant subject to genetic trans-
formation - in 1983 the plant was in-
troduced with the kanamycin resist-
ance gene. The internet database
PubMed includes roughly 3 500
records concerning transgenic to-
bacco, out of which nearly 200 works
were published this year. Advance-
ment of state-of-the-art techniques of
genetic engineering offers new, as yet
unprecedented opportunities to take
advantage of tobacco. Apparently to-
bacco is not only a source of carcino-
genic tobacco smoke, but also a plant
which due to genetic modifications
may be used in a positive way in medi-
cine and biological sciences. The aim
of the article is to summarize the role
of genetically modified Nicotiana ge-
nus plants in modern medicine and
environmental protection. The publica-
tion describes the usage of transgenic
plants in the tobacco industry and
evaluates possible effects of such ap-
plications. Moreover, potential possi-
bilities of deployment of genetically
modified tobacco for production of
anti-virus and antibacterial vaccina-
tions, interferon, antibodies, etc. have
been characterized.

ja, ale w ktérym sg zdolne do ciagtego po-
wielania,

b) technik stosujacych bezposrednie
wigczenie materiatu dziedzicznego przygo-
towanego poza organizmem, a w szczegol-
nosci: mikroiniekcji, makroiniekcji i mikro-
kapsutkowania,

c) metod niewystepujacych w przyrodzie
potaczenia materiatu genetycznego co naj-
mniej dwdch réznych komoérek, w wyniku
ktérych powstaje nowa komorka zdolna do
przekazywania swego materiatu genetycz-
nego, odmiennego od materiatu wyjsciowe-
go, komérkom potomnym.

Rosliny z rodzaju Nicotiana sa bardzo
dogodnym materiatem do transformacji ge-
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netycznych z powodu duzej podatnosci na
transformacje za pomocg bakterii Agrobac-
terium (tatwa i czesto wykorzystywana me-
toda). Ponadto, tyton jest rosling mato wy-
magajacg w czasie hodowli, dos¢ dobrze
rozwijajaca sie w warunkach szklarniowych
przy zachowaniu krétkiego czasu genera-
cji, wynoszacego od 3 do 4 miesiecy. Waz-
nym czynnikiem jest duzy rozmiar tej rosli-
ny, w przypadku, ktérego tatwo daje sie za-
obserwowac ewentualne zmiany fenotypo-
we, a takze, co istotniejsze, zapewnia on
duzg ilo$¢ materiatu, z ktérego mozna po-
zyskac np. zmodyfikowane biatko [3,7].

Dla przemystu papierosowego modyfi-
kacje genetyczne tytoniu stwarzajg mozli-
wos¢ sterowania fizjologig rosliny, w tym in-
gerencji na szlaki syntez alkaloidow (przede
wszystkim nikotyny) i substancji aromatyzu-
jacych, skracania czasu wegetacji, wszcze-
piania gendw odpornosci na choroby roslin-
ne czy ochrony przed szkodnikami.

Celem pracy byta krytyczna ocena za-
stosowania transgenicznego tytoniu w prze-
mysle papierosowym, ale takze ukazanie
szerokiej perspektywy wykorzystania go w
medycynie i naukach biologicznych.

Zastosowanie genetycznych
modyfikacji tytoniu przez przemyst
papierosowy

Mozliwos¢é wiasciwie nieograniczonego
ingerowania w metabolizm i fizjologie rosli-
ny stanowi wielka pokuse dla producentow
papierosow. Biologia molekularna jest na-
rzedziem, ktéra w rekach naukowcéw za-
trudnionych przez koncerny tytoniowe, moze
postuzyé np. do modyfikowania, blokowa-
nia a nawet dodawania szlakéw syntez wie-
lu zwigzkéw produkowanych przez rosline.
Jedng z pierwszych prob zastosowania zdo-
byczy nowoczesnej inzynierii genetycznej
podczas hodowli tytoniu byta ingerencja w
szlaki syntez alkaloidéw.

Sktadnikiem uzalezniajgcym w dymie
tytoniowym jest nikotyna, a rozwdj uzalez-
nienia u palacza jest sitg napedowg prze-
mystu tytoniowego. Jednakze firmy tytonio-
we zainwestowaty znaczace srodki finanso-
we w opracowanie produktow zawierajacych
genetycznie zmodyfikowany tyton o obnizo-
nej zawartosci nikotyny. Przyktadami takich
produktéw sg papierosy Next (Phillip Mor-
ris, 1989) czy Quest (Vector Tobacco Inc.,
2003). Wymienione produkty poczatkowo
byty promowane jako papierosy ,0 mniejszej
szkodliwosci”. Obecnie w Swietle nowych
badan i regulacji prawnych, papierosy te
okresla sie jako produkty ,0 zmniejszonym
ryzyku” (ang. risk reduced) albo takze jako
produkty ,0 potencjalnie ograniczonej eks-
pozycji” (ang. potentially reduced exposure
products — PREPs) [14].

Préby opracowania produktéw tytonio-
wych o obnizonej zawartosci alkaloidow
(ang. alkaloid reduced tobacco — ART) byty
podejmowane juz na poczatku XX w. Po-
czatkowo usitowano uzyska¢ zmodyfikowa-
ny tyton przez zastosowanie odpowiednich
technik hodowli roslin, przez krzyzowanie
réznych gatunkow z rodzaju Nicotiana. Ni-
kotyna byta tez na ré6zne sposoby usuwana
z tytoniu w procesie przetwarzania (ekstrak-
cja rozpuszczalnikami, destylacja z para
wodna, dezaktywacja w procesie fermenta-
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Gji itp.). W roku 1986 laboratoria firmy Philip
Morris zweryfikowaty okoto 100 patentow
pozwalajgcych uzyskac tzw. denikotyzowa-
ny tyton [6]. Te klasyczne metody denikoty-
nizowania tytoniu (jak np. ekstrakcja, desty-
lacja) wykazywaty szereg wad, poniewaz w
wiekszosci przypadkéw prowadzity do uzy-
skania produktu o gorszych wtasciwosciach
organoleptycznych, m.in. o stabszym aro-
macie. Tyton, uzyskany z roslin na drodze
krzyzowania czy innych zabiegéw hodow-
lanych, byt réwniez gorszy jako$ciowo, po-
niewaz szlak syntezy nikotyny sprzezony byt
ze szlakami syntez innych zwigzkow, w tym
o wiasciwosciach aromatyzujacych. W kon-
sekwencji rozwoju biotechnologii pojawity sie
proby zastosowania metod inzynierii gene-
tycznej do obnizenia zawartosci nikotyny w
tytoniu poprzez zablokowanie szlaku jej syn-
tezy. Zastosowanie metod genetycznych,
przez precyzyjne zablokowanie na poziomie
molekularnym tylko szlaku syntezy nikoty-
ny, dato mozliwos¢ otrzymania tytoniu o
obnizonej zawartosci tego alkaloidu przy
zachowaniu innych pozadanych przez kon-
sumentéw cech produktu.

Nalezy zada¢ pytanie, dlaczego firmy
tytoniowe poswigcaty tak wiele wysitku i
Srodkéw w opracowanie denikotyzowanego
tytoniu? Odpowiedz na to pytanie nie jest
oczywista. Przeciez to wtasnie obecnos¢
nikotyny w tytoniu sprawia, ze palacz siega
po kolejnego papierosa, a postepujacy roz-
woj uzaleznienia palaczy przynosi firmom
tytoniowym rosnace z roku na rok zyski.
Mozna z duzym prawdopodobienstwem
przypuszczac, ze koncerny tytoniowe wi-
dziaty w produktach o obnizonej zawartosci
nikotyny szanse na pozyskanie nowej gru-
py klientow. W powszechnym przekonaniu
palaczy, to wtasnie nikotyna jest gtéwnym
czynnikiem toksycznym dymu tytoniowego
i to w niej upatruje sie najwiekszego wroga
zdrowia osoby uzaleznionej. W swiadomo-
Sci spotecznej przekonanie to jest tak gte-
boko zakorzenione, ze stworzenie produk-
tu o obnizonej zawartosci ,ztej” nikotyny
moze by¢ dla palacza potencjalnie atrakcyj-
ne. Przez zastosowanie prostego (ale oczy-
wiscie ztudnego) zestawienia: ,mniej niko-
tyny to mniejsza szkodliwo$¢ papierosa”, ist-
niata z jednej strony mozliwos¢ pozyskania
nowej grupy odbiorcow dla tego typu pro-
duktu, a z drugiej strony mozliwos¢ wypro-
mowania atrakcyjnego produktu skierowa-
nego do palaczy, ktérzy sg Swiadomi szko-
dliwosci natogowego palenia tytoniu. Taka
grupa palaczy mogtaby poszukiwaé produk-
tu ,mniej szkodliwego”, albo mogacego
(przez mniejszg zawartos$¢ nikotyny) przy-
czyni¢ sie do rzucenia przez nich natogu
palenia tytoniu. Analizujac tendencje na ryn-
ku tytoniowym lat osiemdziesiatych anality-
cy marketingowi zatrudnieni w firmach tyto-
niowych mogli upatrywa¢ w nowym produk-
cie beznikotynowym wielkg szanse na stwo-
rzenie nowych rynkéw zbytu.

Nalezy jednak zdecydowanie podkresilic,
ze redukcja zawartosci nikotyny w tytoniu
czy dymie tytoniowym nie przyczynia sie do
uzyskania produktu o obnizonym ryzyku
zdrowotnym, w poréwnaniu z papierosem
konwencjonalnym [5].

Zmodyfikowany genetycznie tyton o ob-
nizonej zawartosci nikotyny zastosowano w

papierosach Quest (Vector Tobacco Inc.).
Produkty oznaczone Quest 1, 2 i 3 zawiera-
ja odpowiednio 0,6, 0,3 i nie wiecej niz 0,05
mg nikotyny. Tak niska zawarto$¢ nikotyny
pozwala zakwalifikowac papierosy Quest 3
jako beznikotynowe. Nie mniej jednak de-
klarowana przez producenta zawarto$¢ sub-
stancji smolistych wynosi 10 mg na papie-
ros. Oprécz obnizonej zawartosci nikotyny,
papierosy Quest posiadajg wszystkie cechy
zwyktych papierosow: wygladaja, spalaja sie
oraz wydzielajg dym jak inne (konwencjo-
nalne) papierosy. Palenie takich papierosow
przez palaczy uzaleznionych skutkuje zwy-
kle zwiekszeniem liczby wypalanych papie-
rosow i gtebszym zacigganiem sie. Omawia-
ne papierosy sa dostepne jako Full Flavour
oraz jako Menthol. Firma Vector Tobacco
reklamuje swoje papierosy jako ,pierwszg
marke, ktéra pozwala swoim klientom cie-
szyC sie petnym smakiem papierosa przy
jednoczesnie obnizonej zawartosci nikoty-
ny” [16]. Sa to papierosy przeznaczone dla
dorostych palaczy poszukujgcych typowych
doznan zwigzanych z paleniem papieroséw
przy jednoczes$nie ograniczonej ekspozycji
na nikotyne. Firma Quest, cho¢ obecnie
jeszcze tego nie reklamuje, czyni pewne sta-
rania, aby wykorzystywaé¢ beznikotynowe
papierosy jako produkty wspomagajace w
terapii antynikotynowej

Przeprowadzone w 2003 roku wstepne
badana dotyczace przydatnosci papierosow
Quest w walce z natogiem palenia pozwoli-
ty stwierdzic¢, ze 33% oséb stosujacych pa-
pierosy Quest 3 zachowato abstynencje
przez okres kolejnych 4 tygodni od momen-
tu zaprzestania palenia. Ponadto badania
przeprowadzono na 45 palaczach podzie-
lonych na 3 grupy, z ktérych pierwsza gru-
pa palita papierosy Quest 1, 2 i 3, druga i
trzecia pality tylko papierosy Quest 3, przy
czym u palaczy z grupy drugiej dodatkowo
stosowano nikotynowa terapie zastepcza w
postaci plastréw transdermalnych [16]. Naj-
lepszy wynik (wyrazony jako stosunek licz-
by 0s6b, ktére rzucity natdég palenia, do licz-
by oséb, ktére w wyniku przeprowadzonej
"terapii" z natogiem nie zerwaty) uzyskano
w grupie trzeciej. Dodatkowo, odsetek osob,
ktore stosowaty papierosy Quest 3 i po 13
tygodniach od zerwania z natogiem zacho-
watly abstynencje wynosit 54%. Producent
omawianej marki papierosow zwrocit sie juz
do FDA (Food and Drug Administration,
USA) z prosbg o wskazanie wymaganych
dodatkowych badan, ktére pozwolityby za-
rejestrowac Quest jako produkt terapeutycz-
ny w leczeniu natogu palenia papierosow.

Oprécz préb kontrolowania zawartosci
nikotyny w lisciach tytoniu, prace zespotow
badawczych skupiajg sie takze na zmniej-
szeniu zawartosci specyficznych dla tytoniu
nitrozoamin (ang. tobacco specific nitrosa-
mines — TSNA). Ekspozycja na tytoniowe
nitrozoaminy jest bezposrednio wigzana z
zachorowalnoscig palaczy na szereg cho-
réb nowotworowych. TSNA powstajg gtow-
nie w czasie procesu suszenia i fermentacji
lisci tytoniu poprzez utlenianie alkaloidow.
Jedna z proponowanych metod obnizania
zawartosci nitrozoamin w tytoniu jest taka
modyfikacja rosliny, aby produkowata ona
w swoim organizmie zwiekszone ilosci oksy-
dantéw, ktére reagujac z alkaloidami, ogra-
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Tabela |

Charakterystyka zalet i wad papieroséw produkowanych z genetycznie zmodyfikowanego tytoniu.
Pros and cons of the cigarettes manufactured of genetically modified tobacco.

Papierosy produkowane z genetycznie zmodyfikowanego tytoniu

0 obnizonej zawartosci nikotyny

0 podwyzszonej zawartosci nikotyny

0 obnizonej zawartosci kancerogenéw

zmiana warunkéw wypalania papieroséw

redukcja dawki nikotyny

obnizenie dawki kancerogennych

— glebsze i dluzsze zaciggniecia
— wzrost dawki toksycznych skiadnikow dymu tytoniowego
— wzrost ryzyka zdrowotnego

+ pro utatwienie zerwania z natogiem - plytsze i krétsze zaciagniecia skfadnikéw dymu tytoniowego
— obnizenie dawki toksycznych sktadnikow — obnizenie ryzyka zdrowotnego
dymu tytoniowego
— obnizenie ryzyka zdrowotnego
zmiana warunkéw wypalania papierosow
- contra kompensacja dawki nikotyny wyzszy potencjat uzalezniajacy brak

niczatyby tworzenie sie niepozgadanych
TSNA. Metoda opracowana przez zespot
badawczy firmy Philip Morris USA Inc. sta-
ta sie przedmiotem zgtoszenia patentowe-
go [18]. Poprzez umieszczenie w genomie
rosliny tytoniu sekwencji nukleotydowej ko-
dujacej polipeptyd katalizujgcy produkcije
aktywnych form tlenu uzyskano transgenicz-
ny tyton posiadajacy zmniejszong zawartos¢
specyficznych dla tej rosliny nitrozoamin.
Charakterystyke korzysci i wad produk-
tow zawierajacych tyton zmodyfikowany
genetycznie przedstawiono w tabeli I.

Transgeniczny tyton a nowotwory

i choroby wirusowe

Na obecnym etapie rozwoju technik in-
zynierii genetycznej nie wydaje sie jeszcze
prawdopodobne wyprodukowanie tytoniu,
ktérego wypalanie nie powodowatoby nie-
pozadanych efektdw zdrowotnych, w tym
takze chorob nowotworowych. Nie mniej
jednak, postep biotechnologii stwarza moz-
liwosci wykorzystania tej rosliny jako sprzy-
mierzenca w walce z tego rodzajem cho-
réb. Przykladem moze by¢ wykorzystanie
tytoniu do produkgiji interferonu. Interferony
typu 1 (INF) nalezg do grupy biologicznie
aktywnych czasteczek, ktdre posiadajg wia-
Sciwosci hamujace replikacje wiruséw, a
ponadto wzmagajg odpowiedz uktadu im-
munologicznego. Substancje te maja bar-
dzo wiele klinicznych zastosowan. Niestety
zastosowanie ich u pacjenta wcigz wiaze
sie z ogromnymi kosztami. Przeprowadzo-
no proby ekspresji genéw odpowiedzialnych
za produkcje interferonu przez chloroplasty
genetycznie zmodyfikowanego tytoniu [1].
W wyniku eksperymentéw wyhodowano ro-
sliny, w ktérej tkankach zawartos¢ INF-al-
fa2b (popularnego sktadnika preparatow ko-
mercyjnych) wynosita az 3 mg na gram
Swiezych lisci. Zbadano zdolno$¢ pozyska-
nego z genetycznie zmodyfikowanego tyto-
niu INF-alfa2b do hamowania replikacji wi-
rusowej in vivo, w tym zdolnosci hamowa-
nia wczesnej postaci infekcji wirusem HIV.
Zaobserwowano, ze transgeniczny INF-al-
fa2b posiadat podobna aktywnos$¢ biologicz-
na w poréwnaniu do preparatu komercyj-
nego. Opisano réwniez wiasciwosci prze-
ciwnowotworowe i immunomodulujgce ro-
slinnego INF-alfa2b. Pozyskany z chloropla-
stow interferon zwiekszat ekspresje biatek
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gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej kla-
sy | (MHC 1) oraz zwiekszat ilos¢ komorek
NK (ang. natural killers). Powyzsze informa-
cje wskazuja na realng szanse przysztego
zastosowania transgenicznych interferonéw
pozyskanych z roslin w praktyce klinicznej
u ludzi.

Immunoterapia nowotworéw

w oparciu o przeciwciata

produkowane przez tyton

Jedng z form terapii antynowotworowe;j
jest immunoterapia z zastosowaniem prze-
ciwciat monoklonalnych. Przeciwciata takie
sq specyficzne dla okreslonej grupy komo-
rek, posiadajacych na swojej powierzchni
odpowiednie antygeny. Standardowa proce-
dura produkgiji klinicznie uzytecznych prze-
ciwciat monoklonalnych jest prowadzona
przy zastosowaniu hodowli komdérkowych.
Innym sposobem jest wytwarzanie przeciw-
ciat w organizmach zwierzat, gtéwnie my-
szy. Wspdlng wadg obu wymienionych me-
tod jest stosunkowo wysoki koszt produkciji,
ktéry w znaczacy sposob wptywa na osta-
teczng cene tak uzyskanych preparatéw
leczniczych. Przeciwciata monoklonalne nie
moga by¢ wytwarzane z zastosowaniem ho-
dowli bakteryjnych czy grzybowych, poniewaz
organizmy te nie posiadajg potranslacyjnych
szlakéw enzymatycznych, ktdre pozwalajg uzy-
skac¢ w petni funkcjonalne biatko.

W obszarze zainteresowan badaczy
poszukujacych przeciwciat monoklonalnych
zdolnych do niszczenia komérek nowotwo-
rowych znalazta sie takze Nicotiana taba-
cum. Specjalnie wyhodowany transgenicz-
ny tyton (Nicotiana tabacum cv. LAMDG609)
posiada zdolnos$¢ do produkcji biologicznie
funkcjonalnego przeciwciata monoklonalne-
go, oznaczonego jako BR55-2, ktére spe-
cyficznie wigze sie z nieproteinowym oligo-
sacharydowym antygenem (Lewis Y), do
ktérego nadekspresji dochodzi w komoérkach
nowotworowych raka piersi oraz okreznicy.

Wprowadzenie genéw odpowiedzial-
nych za produkcje przeciwciat BR55-2 do
organizmu roslinnego pozwolitoby w nieba-
gatelny sposéb obnizy¢ koszty ich produk-
cji, poniewaz nakfady na prowadzenie ho-
dowli roslinnej sg duzo nizsze w poréwna-
niu od hodowli zwierzat, czy prowadzenia
hodowli komérkowych. W przypadku hodow-
li roslin transgenicznych duzo prostsze i tan-

Przeglad Lekarski 2007 / 64 / 10

sze jest powigkszanie skali produkgji, tak
wazne z komercyjnego punktu widzenia.

Przeprowadzone eksperymenty wyka-
zaty, ze poziom ekspresji przeciwciat w
transgenicznym tytoniu byt wysoki (okoto 30
mg biatka na 1 kg swiezych lisci) [2]. Otrzy-
mane przeciwciata monoklonalne charakte-
ryzowaly sie podobnga specyficznoscia, cy-
totoksycznoscig i aktywnoscig w poréwna-
niu do przeciwciat otrzymanych z hodowli
mysich i mogty zosta¢ zastosowane do pro-
wadzenia skutecznej immunoterapii.

Tyton zostat takze wybrany do badan
nad opracowaniem szczepionki przeciwko
ludzkiej odmianie wirusa brodawczaka
(HPV) bedacego jedna z gtéwnych przyczyn
rozwoju raka szyjki macicy [12,20,21]. Rak
szyjki macicy jest drugim najczesciej obser-
wowanym na $wiecie nowotworem wyste-
pujacym u kobiet. Wystepowanie DNA HPV
obserwuje sie w wigcej niz 90% przypad-
kow wszystkich nowotwordw szyjki macicy,
a najczestszymi z typami HPV sg typy 16 i
18. Wiriony papilomawiruséw, do ktérych
zaliczany jest wirus HPV, sg wysoce immu-
nogenne. Udowodniono, ze papilomowiru-
sopodobne czagsteczki (VLP), zbudowane z
gtébwnego biatka budujgcego kapsyd wiru-
sa - L1 —sg wysoce immunogenne i wywo-
tuja trwatg odpornosé na HPV w modelach
zwierzecych i ludzkich. Miedzynarodowy
zespot kierowany przez profesora Edwarda
Rybickiego z afrykanskiego Uniwersytetu w
Cape Town stara sie opracowac szczepion-
ke przeciwko HPV z wykorzystaniem trans-
genicznego tytoniu [12,20,21]. Wprowadze-
nie genu powodujgcego ekspresje biatka
HPV L1 do genomu tytoniu (Nicotiana ta-
bacum cv. Xanthi) przy uzyciu bakterii Agro-
bacterium, spowodowato wytworzenie rosli-
ny zdolnej do produkcji antygenu, mogace-
go postuzy¢ jako o wiele tansza alternaty-
wa do produkgji szczepionki przeciwko HPV.
Obecnie sg juz dostgpne komercyjne, poli-
walentne preparaty przeciwko HPV (np.
dostepny w Polsce Silgard®, MSD, USA),
jednakze z uwagi na to, ze produkowane
sg przy uzyciu drogich w prowadzeniu trans-
genicznych hodowli drozdzy czy insektdw,
ich cena jest bardzo wysoka i pozostajg
poza zasiegiem wielu pacjentek, zwlaszcza
w krajach rozwijajacych sie.
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Transgeniczny tyton a choroby

autoimmunologiczne

Modyfikacja genetyczna Nicotiana taba-
cum w celu opracowania biatek terapeutycz-
nych, mogacych znalez¢ zastosowanie w
leczeniu choréb autoimmunologicznych,
stata sie przedmiotem badan zespotu kie-
rowanego przez profesora Henrego Da-
niell'a [4,13]. Stworzono transgeniczne linie
rodlin tytoniu i sataty, w ktérych chloropla-
stach zachodzita ekspersja biatka (posiada-
jacego wiasciwosci proleku) bedacego po-
taczeniem podjednostki B toksyny cholery i
ludzkiej proinsuliny (CTB-Pins). Zawartos¢
CTB-Pins wynosita do 16% sumy wszyst-
kich biatek rozpuszczalnych (ang. total so-
luble protein — TSP) w tytoniu. W celu oce-
ny skutecznosci otrzymanej czasteczki, pre-
parat powstaty przez sproszkowanie lisci ty-
toniu zawierajgcego CTB-Pins podawano
przez siedem tygodni per os pieciotygodnio-
wym myszom NOD (ang. non-obese diabe-
tic mices — specjalnie opracowany typ my-
szy, uzywany jako model zwierzecy w ba-
daniach nad cukrzycg typu 1). W probie
kontrolnej podawano zwierzetom potgcze-
nia CTB-GFP (ang. GFP — green fluorescent
protein), INF-GFP albo preparat otrzymany
z nietransgenicznego tytoniu.

W grupie zwierzat, ktérej podawano
CTB-Pins wyraznie zaobserwowano produ-
kujace insuline komérki beta w wyspach
trzustkowych, a poziomy glukozy we krwi i
moczu byly nizsze niz u zwierzat z grup od-
niesienia. Z trzustek zwierzat leczonych
CTB-Pins wyizolowano ponadto wyzsze ilo-
$ci immunosupresyjnych cytokin, takich jak
IL-4 czy IL-10, a w surowicy oznaczono pod-
wyzszone wartosci stezen IgG1. Opisywa-
ne badania stwarzajg (zdaniem autorow)
powazng szanse na zastosowanie opraco-
wanej metody do taniej produkc;ji biatek te-
rapeutycznych, ktére mogtyby zosta¢ zasto-
sowane u cztowieka do leczenia cukrzycy
typu 1, a w perspektywie takze innych cho-
réb o podtozu autoimmunologicznym [13].

Transgeniczny tyton a szczepionka

przeciw Bacillus anthracis (waglik)

Po ataku na World Trade Center w 2001
roku, w obliczu mozliwego zagrozenia ata-
kami bioterrorystycznymi, pojawit sie w USA
problem taniego, szybkiego i wydajnego
sposobu uzyskiwania szczepionek przeciw
mikroorganizmom chorobotwérczym, ktére
zdaniem specjalistéw mogtyby potencjalnie
zostac¢ uzyte przez terrorystow. Zespot ba-
dawczy z University of Central Florida opra-
cowat metode syntezy antygenu wywotuja-
cego immunizacje przeciw bakteriom wagli-
ka (Bacillus anthracis) z zastosowaniem
transgenicznego tytoniu [8,22].

Bacillus anthracis wytwarza toksyne,
ktora jest mieszaning ztozong z trzech bia-
tek. Pierwsze biatko (antygen PA) umozli-
wia wnikniecie toksyny waglika do wnetrza
komorki. Antygen PA jest wysoce immuno-
genny. Drugie biatko, czynnik EF, jest czg-
steczka, ktoéra powoduje zaburzenie home-
ostazy komorkowej przez zalezne od wap-
nia zwiekszenie poziomu cAMP, a tym sa-
mym zakitéca komoérkowe szlaki przekazy-
wania sygnatéw. Ostatnie z biatek, czynnik
martwicy (ang. Lethal Factor — LF), nalezy
do proteaz, ktére przecinaja kinazy z rodzi-
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ny MAPKK (ang. Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase), powodujg hamowanie ich
aktywnosci i tym samym prowadzg do za-
burzenia szlakéw przekazywania sygnatéw
w komorce, a w konsekwenc;ji do jej apop-
tozy.

W wyniku prowadzonych eksperymen-
téw gen kodujacy immunogenny antygen
przeciwwaglikowy (PAg) zostat wbudowany
do materiatu genetycznego znajdujacego sie
w chloroplastach tytoniu [22]. Integracja
nowego genu z genomem chloroplastu zo-
stata potwierdzona metodami PCR i So-
uthern blot. Uzyskany z rosliny antygen PA
charakteryzowat sie bardzo dobra stabilno-
$cig. Maksymalny poziom ekspresji pozg-
danego genu uzyskiwano hodujac rosline w
warunkach statego o$wietlenia. Ekstrakt
uzyskany z transgenicznej rosliny zawierat
do 25 pg/ml petnowartosciowego antygenu
przeciwwaglikowego. PA z chloroplastow
zmodyfikowanego tytoniu w potaczeniu z
biatkiem LF wykazywat aktywnos¢ lityczng
w stosunku do makrofagéw myszy. Srednia
wydajnos¢ procesu ekstrakcji czystego an-
tygenu wynosita 172 mg na jedng transge-
niczng rosline hodowang w warunkach
szklarniowych. Produkt uzyskany z hodowli
prowadzonej na powierzchni jednego akra
pozwolitaby uzyskaé okoto 400 milionow
dawek wolnej od zanieczyszczen szczepion-
ki. Zdaniem autoréw pracy komercyjna ho-
dowla pozwolitaby zwigekszy¢ wydajnosé
nawet o osiemnascie razy.

Kolejnym etapem badan byto sprawdze-
nie skutecznosci immunizacji myszy labo-
ratoryjnych przy uzyciu antygenu PA otrzy-
manego z chloroplastéw transgenicznie
zmodyfikowanego tytoniu [8]. Myszy labo-
ratoryjne biorgce udziat w eksperymencie
podzielono na dwie grupy. Pierwszej z nich
podawano podskoérnie antygen otrzymany z
tytoniu, natomiast drugiej antygen otrzyma-
ny z hodowli Bacillus anthracis. Przezywal-
nosc¢ zwierzat po podaniu $miertelnej dawki
toksyny waglikowej z obu poréwnywanych
grup byfa stuprocentowa, co wstepnie po-
twierdzito potencjalng przydatnos¢ szcze-
pionki uzyskanej w wyniku genetycznej mo-
dyfikacji tytoniu w immunizacji cztowieka.

Tyton zwalczajacy préchnice

Zwigzek miedzy paleniem wyrobow ty-
toniowych a rozwojem wielu choréb jamy
ustnej i chordb przyzebia jest bardzo dobrze
udokumentowany. Okazato sie jednak, ze
sam tytonn moze by¢ wykorzystany do walki
z tymi chorobami. Brytyjska firma Planet
Biotechnology wyprodukowata bowiem pre-
parat ktéry ma zastosowanie w profilaktyce
prochnicy zebdw oparty o modyfikowany
genetycznie tyton [15]. Genetyczna modyfi-
kacja tytoniu miata polega¢ na wytworzeniu
jego odmiany zdolnej do produkcji specy-
ficznych przeciwciat [23]. Przeciwciata wy-
twarzane przez tak zmodyfikowany tyton
kumulowaly sie gtéwnie w lisciach rosliny,
gdzie zlokalizowane byty w obrebie retiku-
lum endoplazmatycznego. Uzyskane z ro-
sliny, a nastepnie oczyszczone biatko stato
sie jednym ze sktadnikéw preparatu Ca-
roRcTM. Preparat ten zawiera specyficzne
przeciwciata, ktére majg zdolnos¢ wigzania
sie z powierzchnig $ciany komorkowej bak-
terii Streptococcus mutans, zasiedlajgcych

jame ustng i bedacych jednym z gtéwnych
czynnikow etiologicznych prowadzacych do
rozwoju prochnicy. Optaszczone przez ty-
toniowe przeciwciata bakterie tracg natural-
ng zdolno$¢ do przylegania do powierzchni
zebow, a tym samym przestajg by¢ zagro-
zeniem dla szkliwa. Preparat CaroRxTM
znajduje sie obecnie w Il fazie badan kli-
nicznych prowadzonych w Stanach Zjed-
noczonych. Wczesniej przeprowadzone na
zwierzetach wstepne badania kliniczne wy-
kazaly, ze zastosowanie omawianego pre-
paratu pozwala wyeliminowac¢ bakterie na
okres trwajacy do dwoch lat od zastoso-
wania [9-11].

Oczyszczanie gleby i Sciekow
poprzemystowych przez
transgeniczny tyton

Zmodyfikowany genetycznie tyton budzi
zainteresowanie nie tylko wsréd medykow,
ale takze wsrdd biologéw zajmujacych sie
problematyka ekologii. Z uwagi na rosnaca
skale emisji zanieczyszczen antropogenicz-
nych i zwigzanego z tym zjawiska zagroze-
nia $rodowiska naturalnego, uwaga bada-
czy z catego Swiata skupia sie na opraco-
wywaniu coraz nowszych, tanszych i sku-
teczniejszych metod ich usuwania z otocze-
nia. Jednym z pomystéw jest taka modyfi-
kacja genetyczna roslin, aby wykazywaty
one zwiekszong zdolnos¢ absorpcji metali
ciezkich z gleby, dzieki wytwarzaniu w swo-
im organizmie biatka metalotioneiny.

Metalotioneina (MT) odgrywa kluczowg
role w metabolizmie m.in. takich metali jak
cynk, miedz, kadm, rte¢, kobalt czy bizmut.
MT sktada sie z dwdch domen: alfa i beta.
Domena alfa wigze gtownie rte¢ i kadm,
metale ciezkie, ktére przedostajgc sie do
gleby, stwarzajg powazne zagrozenie dla
srodowiska. Zhang i wsp. skonstruowali
zmutowany gen mysi kodujacy biatko MT
alfa-alfa i doprowadzili do jego ekspresji w
organizmie bakterii Escherichia coli. Biatko
miato ta sama trwatosé, co naturalne, ale
dodatkowo charakteryzowato sie wiekszg
zdolnoscig do wigzania metali ciezkich [24].
Kolejnym krokiem badaczy byto umieszcze-
nie genu kodujgcego nowe biatko w organi-
zmie roslinnym. Do modyfikacji genetycz-
nej uzyto tytoniu (Nicotiana tabacum L. cv.
NCB89). Analiza Southern blot wykazata, ze
zmutowany gen MT alfa-alfa zintegrowat sie
z genomem tytoniu, a przeprowadzona ana-
liza Western blot dowiodta, ze gen jest ak-
tywny i dochodzi do jego ekspresji w uzy-
skanym organizmie zmodyfikowanej rosliny.
Wazna obserwacja byto to, ze MT alfa-alfa
uzyskana z tytoniu posiadata wiekszg tole-
rancje na metale ciezkie niz metalotioneina
naturalna. Transgeniczny tyton posiadat
wiekszg zdolno$é kumulowania w korze-
niach jonéw Cd* z gleby niz odmiana dzi-
ka, nie zwiekszajac zawartosci tego pier-
wiastka w liciach rosliny.

Wiele wysitku poswieca sie ostatnio za-
stosowaniu roslin do ekstrakcji i detoksyka-
cji organicznych zwigzkow azotowych wy-
twarzanych przez zaktady przemystowe.
Wykorzystujac transgeniczny tyton, opraco-
wano metode przemiany bardzo toksyczne-
go i trudnego do utylizacji 2,4-dinitrotoluenu
(2,4-DNT) do mniej toksycznej pochodnej
aminowej [17]. W tym celu wprowadzono do
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genomu chloroplastéw tytoniu gen koduja-
cy produkcje flawodoksyny (FId) — biatka na-
turalnie wystepujacego u cyjanobakterii,
wykazujgcego zdolno$é enzymatycznej
przemiany zwigzkéw nitrowych do amino-
wych pod wptywem $wiatta. Transformowa-
na roslina tytoniu, zwierajgca w swoich chlo-
roplastach Fld, wykazywata zwiekszong
zdolno$¢ tolerancji oraz przemiany 2,4-DNT
do aminopochodnych w poréwnaniu z od-
miang dzikg. Wyniki badan dowodza, ze
transgeniczny tyton, mogtby postuzy¢ do
oczyszczania skazonych terendw ze zwigz-
kéw nitroaromatycznych.

Podsumowanie

Niniejszy artykut jest probg zwigztego
podsumowanie tego, jak w obliczu donie-
sien naukowych ostatnich lat z dziedziny
genetyki i biologii molekularnej wykorzysty-
wana jest znana w Europie od kilku stuleci
roslina Nicotiana tabacum. Zastosowanie
tytoniu w medycynie czy ochronie srodowi-
ska na pewno nie zrownowazy szkod, jakie
do tej pory wywotat natdég palenia wyrobow
tytoniowych oraz szkéd, jakie poczyni tym i
przysztym pokoleniom. Droga do skomer-
cjalizowania przedstawionych pomystow
zastosowania transgenicznego tytoniu w
stuzbie cztowieka jest dtuga i z pewnoscia,
z roznych przyczyn, czes¢ z nich nigdy nie
opusci laboratoriéw, w ktérych powstata.
Opisane w pracy nowe zastosowania tyto-
niu, dzieki osiggnieciom nowoczesnej inzy-
nierii genetycznej, stawiajg jednak te rosli-
ne w zupetnie nowym swietle. By¢ moze w
przyszitosci tyton bedzie takze traktowany
jako roslina lecznicza, tak jak to miato miej-
sce w XVI w.
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