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Gléwne osiggnigcie naukowo - badawcze

Doustna szczepionka
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Rozdzial 1. Wprowadzenie.

Do niedawna biotechnologig roslin utozsamiano z tzw. zielong biotechnologia, zwigzang
z wykorzystaniem w rolnictwie GMO (Genetically Modified Organisms) czyli roslin
modyfikowanych genetycznie. Obecnie coraz czgsciej opracowywane sg bioprocesy luzno
badz weale nie zwigzane z rolnictwem. Cz¢$¢é nowych biotechnologii wykorzystuje naturalny
potencjal roslin w bioenergetyce, fitoremediacji czy do otrzymywania naturalnych substanc;ji
leczniczych na skale przemystowa. Natomiast kategorig¢ biotechnologii roslin o najwigkszym
stopniu wykorzystania inzynierii genetycznej i jednoczesnie technologii bioprocesowych,
stanowi tzw. biofarming czyli zastosowanie ro$linnych ukladéw ekspresyjnych jako
bioreaktorow produkujacych zupelnie nowe dla ,natury” roslin substancje heterologiczne,
przede wszystkim biofarmaceutyki.

Biofarmaceutyki to najczesciej biatka, rzadko inne zwiazki, o znaczeniu medycznym, w
tym terapeutycznym, profilaktycznym i diagnostycznym. Rosliny transgeniczne i/lub
pochodne kultury tkankowe oraz rosliny-gospodarze dla zrekombinowanych wiruséw moga
wytwarza¢ m. in. niektére sktadniki krwi, hormony, immunomodulatory, w tym cytokiny i
limfokiny, anty- i koagulanty, nutraceutyki i inne. Jednak najwazniejszymi, a zarazem
najczescie] otrzymywanymi i badanymi biofarmaceutykami pozostajg przeciwciala i
szczepionki przeciwko chorobom cztowieka i zwierzat. Do tej pory wytworzono ponad sto
réznych bialek antygenowych o znaczeniu szczepionkowym w okolo stu réznych roslinnych
uktadach ekspresyjnych, co opisano w kilkuset publikacjach naukowych (Daniell i in. 2009,
Tiwari i in. 2011, Kwon i in. 2012).

Rozwoj badan nad wykorzystaniem roslin do produkcji szczepionek wynikat z kilku
postulatow. Roéliny moga wydajnie syntetyzowa¢ r6zne biatka heterologiczne,
poréwnywalnie z innymi systemami ekspresyjnymi. Bialka te wyst¢puja w formie natywnej i
aktywnej biologicznie, co czgsto bylo i jest problematyczne w przypadku bakterii i innych
mikroorganizméw. Szczepionki ‘roslinne’ powinny byé tez naturalnie bezpieczne, gdyz
rodliny nie zawieraja toksyn bakteryjnych i nie przenoszg ludzkich i zwierzgcych czynnikow
infekcyjnych. Najwazniejszym jednakze zalozeniem otrzymywania szczepionek w roslinach
byla mozliwo$¢ immunizacji droga doustng, a poczatkowo rosliny wytwarzajace biatka
antygenowe mialy by¢ wrecz stosowane jako ‘szczepionki jadalne’. Doustna droga podania
antygenu implikowala ograniczenie lub nawet eliminacjg¢ obrobki materiatu roslinnego,
przede wszystkim oczyszczania bialek. Ponadto prosta i bezbolesna metoda szczepienia
wykluczala uzycie dodatkowego sprzetu jak strzykawki, rgkawiczki itp. oraz stwarzala

mozliwos¢ ograniczenia obstugi medycznej. Postulowano réwniez, ze szczepionki w




roslinach beda trwale, a zatem przechowywane i rozprowadzane w warunkach temperatury
otoczenia. Mialo to skutkowa¢ eliminacja koniecznosci dystrybucji w warunkach
chtodniczych czyli tzw. zimnego tancucha (cold chain) i dalszym ograniczeniem kosztow.
Dodatkowym waznym argumentem za podjeciem okolo 20 lat temu badan nad
‘szczepionkami jadalnymi’, byly niewystarczajgce wowcezas wyniki tradycyjnych szczepien
poprzez iniekcje parenteralng, tj. domig$niowa, podskérng lub dootrzewnowa. Typowym
przyktadem programow szczepien o niepelnej skutecznosci bylo 1 pozostaje nadal
zapobieganie wirusowemu zapaleniu watroby typu B (wzw B, hepatitis B).

Otrzymanie szczepionki przeciwko wzw B, opartej na inaktywowanym wirusie z krwi
nosicieli, bylo przelomem w walce z tq chorobg (Krugman 1982). Wkrotce potem,
wprowadzenie  wysoce  efektywnej  szczepionki  podjednostkowe]  zawierajace]
rekombinowany antygen powierzchniowy wirusa (McAleer i in. 1984) zrewolucjonizowato
profilaktyke tej choroby i umozliwilo powszechne szczepienia. Jednak pomimo 10 lat
programOw masowych szczepien, wzw B bylo w latach 90-tych nadal jedna z najbardziej
rozpowszechnionych i groznych choréb (Hollinger 1996, Engler i in. 2001), gdyz cena
szczepionki, a przede wszystkim stworzenie odpowiedniej infrastruktury medycznej okazalto
sie by¢ barierg dla wielu krajéw rozwijajacych sig. Stad, potencjalnie tanie i ogélnodostgpne
szczepionki pochodzenia roslinnego mogly byé istotna alternatywg dla tradycyjnych
szczepionek iniekcyjnych, szczegdlnie w ubogich regionach. Jednakze, pomimo wielu lat
badan nie udato si¢ jeszcze wdrozy¢ zadnej szczepionki pochodzenia roslinnego do praktyki
klinicznej. Z drugiej strony, prace sa ciggle prowadzone i zaowocowaly rozwojem badan
podstawowych 1 aplikacyjnych nad wytwarzaniem ro6znych biatek w  roslinnych
bioreaktorach, otrzymywaniem szczepionek z materialu roslinnego oraz mechanizmami
immunizacji doustnej. Klasycznym przykladem ewolucji pogladéw odnosnie ‘szczepionek
roslinnych’ jest wlasnie szczepionka przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu B (Hepatitis
B Virus, HBV).

Idea wytwarzania szczepionek w roslinach pojawita si¢ na poczatku lat 90-tych XX
wieku. Badania w tym kierunku zostaly zainicjowane w Polsce przez prof. Andrzeja
Plucienniczaka, w ramach projektu ,,Ekspresja antygenu powierzchniowego (HBsAg ) wirusa
zOttaczki zakaznej typu B w komorkach roslin.” (KBN, Nr 4 4379 91 02, 1992-95), ktorego
celem bylo otrzymanie szczepionki przeciwko HBV. Jednak pierwsze wyniki dotyczace
wytwarzania w roslinach podstawowego dla szczepien biatka wirusa, tj. matego antygenu
powierzchniowego (S-HBsAg, Small Hepatitis B surface Antigen), zostaty opublikowane

przez naukowcdéw amerykanskich (Mason i in. 1992, Lam i Arntzen 1996). Szczepionka




przeciwko HBV szybko stata si¢ sztandarowym przyktadem ‘szczepionek roslinnych’, mimo
ze poczatkowo ‘roslinny’ S-HBsAg byl po wstepnym oczyszczeniu aplikowany poprzez
iniekcje (Thanavala i in. 1995), a wige byt tylko potencjalnym zamiennikiem powszechnie
stosowanych szczepionek otrzymywanych z drozdzy i komorek ssaczych, np. Engerix B,
Euvax, HB-Vax, Twinrix itp. (Brocke i in. 2005).

Wkrétce jednak wypracowano koncepcje uzycia roslin jako tzw. ‘szczepionek
jadalnych’. Poczatkowo do szczepienia poprzez spozycie surowych tkanek wykorzystywano
rosliny zawierajace bialka o wlasciwosciach silnych adiuwantow $luzowkowych (Holmgren 1
in. 1994), pochodzace z patogenow atakujacych jelito, jak Lt-B (heat-labile enterotoxin
subunit B) z Escherichia coli, czy CTB (cholera toxin subunit B) z Vibrio cholerae (Haq i in.
1995, Arakawa i in. 1998, Mason i in. 1998). Natomiast wraz z doktorem Jozefem Kapusta i
innymi wspdlpracownikami, w Pracowni Biologii Molekularnej Roélin kierowanej przez prof.
Andrzeja Legockiego w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, wykazano po
raz pierwszy, ze ‘szczepionki jadalne’ moga by¢ efektywne takze przeciwko chorobom
przenoszonym przez krew, jak m. in. hepatitis B. Kontynuujac badania prof. Ptucienniczaka i
wnoszac swoj wklad do prac nad ‘szczepionka rodlinng’ przeciwko HBV, jako nos$nik
szczepionki zaproponowano i otrzymano salatg siewng (Lactuca sativa L.), a takze kalus
tubinu (Lupinus luteus L.) wytwarzajace S-HBsAg. Po zjedzeniu kalusa badZz lisci,
odpowiednio przez myszy lub ochotnikéw, obserwowano we krwi obecnos¢ specyficznych
przeciwcial anty-HBs (Kapusta i in. 1999). Tym wynikiem udowodniono, ze mozliwe jest
wywotanie ogélnoustrojowej humoralne; odpowiedzi immunologicznej wylacznie przez
kontakt antygenu bezposrednio z blong Sluzowa jelita, a $cislej z komorkami ukladu
immunologicznego zwiazanego z przewodem pokarmowym (GALT, Gut Associated
Lymphoid Tissue).

Sukces, chociaz przelomowy, byl jednak czgdciowy. Poziom odpowiedzi
immunologicznej byl niski, osiagajac miano przeciwciat anty-HBs w surowicy krwi tylko
kilkanascie mIU/ml (International Units), podczas gdy za minimalny poziom ochronny
przyjmuje si¢ 10 mIU/ml (International Group 1988), a za przyjety w praktyce klinicznej
realnie skuteczny 100 mIU/ml (Hollinger 1996). Jedna z przyczyn niskiej odpowiedzi
immunologicznej mogta by¢ niewielka zawartos¢ S-HBsAg w satacie badz kalusie tubinu,
odpowiednio tylko do 35 lub 140 ng/ g sw. masy. Jakkolwiek udato si¢ ustali¢ wplyw
schematu immunizacji, tj. dawkowania i odstgpow czasowych miedzy podaniami antygenu,
na odpowiedz immunologiczng, szczepienie poprzez spozywanie tkanki roslinnej zawierajace]

S-HBsAg okazalo si¢ zabiegiem o niewielkim stopniu powtarzalnosci (Kapusta 1 in. 2001).



Gléwng przyczyng byt najprawdopodobniej diugi czas ekspozycji antygenu wobec komérek
GALT, wynikajacy w naturalny sposdb ze spozywania pokarmu roslinnego. Ujawnily sie
rowniez inne negatywne aspekty ‘jadalnej szczepionki’. Niski poziom ekspresji antygenu w
roslinach powodowat konieczno$¢ aplikowania stosunkowo duzej biomasy tkanki, co
dodatkowo wymuszato jej przedtuzone spozywanie przez ochotnikow. Taki sposdb
immunizacji ‘pokarmowej’ byl nie tylko skrajnie niedogodny, ale przede wszystkim byt
najbardziej prawdopodobng przyczyna niskiej odpowiedzi immunologicznej. Nietrwalogé
surowej tkanki i praktycznie niemozliwe okreslenie dawki antygenu w aplikowanej ilosci
materiatu skutkowaty brakiem kontroli procedury immunizacji. W konsekwencji ‘szczepionki
Jadalne’ cechowaly si¢ bardzo niskg efektywnoscig oraz stwarzaly powazne ryzyko nabycia
tolerancji pokarmowej na podawany antygen.

Ujawnione problemy wymusity rewizj¢ pierwotnych pogladéw odnosnie ‘szczepionek
jadalnych’, w tym szczepionki przeciwko HBV. Dalsze badania, podjete wg nowo
zdefiniowanych zalozen, mialy doprowadzi¢ do otrzymania efektywnej i mozliwej do
stosowania w praktyce szczepionki doustnej pochodzenia roslinnego przeciwko wirusowi

zapalenia watroby typu B.

Rozdzial 2. Cel prowadzonych badan.
Celem prac, ktorych wyniki staty si¢ podstawa publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe
habilitacyjna, byto:

1. Otrzymanie roslin wydajnie wytwarzajacych biatka powierzchniowe HBV, gldwnie
podstawowe dla szczepien biatko S-HBsAg, tj. maly antygen powierzchniowy HBV oraz
pozostale: sredni i duzy antygen powierzchniowy, tj. M-HBsAg i L-HBsAg (publikacje I,
Viv),

2. Opracowanie formy efektywnej i praktycznej w uzyciu szczepionki doustnej pochodzenia
roslinnego przeciwko HBV (publikacje IV, V i VI),

3. Rozpoznanie warunkow indukeji efektywnej odpowiedzi immunologicznej na drodze
jelitowo-§luzowkowej i opracowanie odpowiedniej metodologii immunizacji doustne;j
(publikacje II, III, IV, VI).

Powyzsze zagadnienia Scisle lacza si¢ ze soba. Stad badania nad nimi cechowaly sig

wielotorowoscia 1 prowadzono je najczgsciej rownolegle. Ponizej omoéwiono ogdlnie

uwarunkowania, zalozenia 1 rezultaty badan wilasnych na tle prac innych autordw.

Szczegotowe wyniki 1 prowadzone dyskusje sa przedmiotem publikacji naukowych,

sktadowych niniejszej rozprawy.




Rozdzial 3. Wytwarzanie antygenéw powierzchniowych HBV w roslinach.

Wyniki badai wlasnych nad otrzymywaniem roslin  produkujacych antygeny
powierzchniowe HBV dla potrzeb szczepionki doustnej przeciwko HBV przedstawiono w
publikacjach I, IV i V, bedacych podstawa niniejszej rozprawy. Tto badan podejmowanych w
wielu odrodkach na $wiecie oraz wyniki innych autoréw zebrano i przedstawiono
szezegdtowo w publikacji przegladowej ,,Is an oral plant-based vaccine against Hepatitis B
Virus possible?” Curr Pharm Biotechnol 2012, 13: 2692-2704, réwniez skiadajacej si¢ na
niniejsza rozprawe (publikacja VI). Ponizej przedstawiono ogblnie najwazniejsze tezy lub
wyniki opisane w wymienionych publikacjach.

Wiriony HBV zbudowane sa z otoczki oraz nukleokapsydu, zlozonego z kapsydu i
ukrytego wewnatrz DNA razem z wirusowa polimerazg DNA. Kapsyd HBV zbudowany jest
7 tzw. biatka rdzeniowego C, bedacego antygenem o wiasciwosciach silnego immunogenu
(Hepatitis B core Antigen, HBcAg). HBcAg jest jednak zarazem wskaznikiem poznej fazy
zakazenia HBV. Stad moze by¢ rozpatrywany wylacznie jako tzw. szczepionka terapeutyczna
dla chronicznych nosicieli HBV (Bécher i in. 2001) lub noénik dla epitopéw innych
antygenow (Chen i in. 2004, Sominskaya i in. 2010). Natomiast szczepionki profilaktyczne
przeciwko HBV oparte sg na antygenie powierzchniowym wirusa.

Antygen powierzchniowy HBV (Hepatitis B surface Antigen, HBsAg) sktada si¢ z
trzech biatek podjednostkowych, traktowanych czgsto jak odrgbne antygeny: maty (small, S-
HBsAg), sredni (medium, M-HBsAg) i duzy (large, L-HBsAg). Antygeny te stanowia
odpowiednio 80-95%, 5-15% i 1-2% bialek otoczki i jako jej sktadniki sa w pierwszej
kolejnosci rozpoznawane przez komorki ukladu immunologicznego. Kolejnym czynnikiem
determinujacym silng antygenowos¢ i immunogennos¢ biatek powierzchniowych HBV jest
ich zdolno$¢ do samoorganizacji w czastki subwiralne (Bruss 2007). Czastki takie (SubViral
Particles, SVPs), sa strukturami wielkosci kilkunastu - kilkudziesieciu nm, w ktorych
immunogenne epitopy wirusa sa znacznie zwielokrotnione. Najczestszymi typami SVPs sa
czastki wirusopodobne (Virus-Like Particles, VLPs), tworzone przez biatka powierzchniowe
oraz czastki kapsydopodobne (Capsid-Like Particles, CLPs) formowane przez biatka kapsydu.
Czasem, jak w przypadku HBV, tworzenie czastek subwiralnych jest czescig naturalnego
cyklu zyciowego. Jednak generalnie SVPs sg strukturami tworzonymi samoczynnie przez
biatka strukturalne wirusa, niezaleznie od tworzenia wirionow potomnych. Z tego powodu
SVPs moga byé wytwarzane w roznych ukladach ekspresyjnych, wiaczajac rosliny. SVPs

jako struktury nie zawierajace materialu genetycznego, sq nieinfekcyjne. Natomiast z powodu




trwatosci, wielkosci i struktury przypominajacej natywne wiriony, sg one silnymi
immunogenami. Stad od pierwszych prob ich wykorzystania (Boisgerault i in. 2002), SVPs
roznych wiruséw zyskujg na znaczeniu jako samodzielne szczepionki lub nogniki dla rdéznych
epitopow lub catych antygenéw (Sominskaya i in. 2010, Chen i Lai 2013, Zeltins 2013).

S-HBsAg samodzielnie formuje si¢ w czastki wirusopodobne o srednicy ok. 22 nm i
zawierajace ok. 100 czasteczek biatka, zaréwno podczas infekcji HBV jak i w sztucznych
uktadach ekspresyjnych. Rekombinowane drozdze sq gtéwnym producentem VLPs ztozonych
z antygenu S-HBsAg, podstawowego skladnika powszechnie stosowanych iniekcyjnych
szezepionek przeciwko HBV. W warunkach naturalnych, u zakazonych pacjentow, VLPs
zawierajg czesto takze M-HBsAg, a niekiedy L-HBsAg. Same biatka M- i L-HBsAg w
naturalnych warunkach nie tworzg rzeczywistych czastek wirusopodobnych, ale w sztucznych
ukiadach ekspresyjnych tacza sig w kilku- lub kilkunastoczasteczkowe agregaty, a niekiedy
czastki (Imamura i in. 1987, Yamada i in. 2001, Bruss 2007). Najprawdopodobniejsza
przyczyna ograniczonego formowania czastek subwiralnych przez sredni i duzy antygen
powierzchniowy HBV jest wielko$¢ czasteczek i wynikajace stad przeszkody przestrzenne.
Wszystkie biatka powierzchniowe HBV zawieraja domene S o wielkosci 226 aminokwasow
(aa). Podczas gdy S-HBsAg jest zbudowany wylgcznie z tej domeny, M-HBsAg zawiera
dodatkowo N-koricowg domeng preS2 o wielkosci 55 aa, a L-HBsAg poza preS2 jeszcze
preS1 zlozong ze 108-124 aa, w zaleznodci od szczepu HBV. Dodatkowe domeny, chociaz
utrudniajg tworzenie VLPs, decydujg zarazem o zwigkszonej antygenowosci M- i L-HBsAg
(Blanchet i Sureau 2007). Szczepionki zawierajace oprocz S-HBsAg takze jeden lub dwa
pozostate biatka powierzchniowe HBV sg bardziej immunogenne od klasycznych, opartych
tylko na S-HBsAg. Nowe szczepionki III generacji s coraz szerzej wdrazane do profilaktyki,
szczegblnie w sytuacjach zwigkszonego ryzyka lub braku reakcji pacjentéw na tradycyjne
szezepionki (Young i in. 2001, Madalinski i in. 2002, Rendi-Wagner i in. 2006). Ponadto
antygeny powierzchniowe wirusa, przede wszystkim M- i L-HBsAg, wspélnie z antygenem
rdzeniowym HBcAg sg stosowane w pilotazowych badaniach nad terapig chronicznej postaci
wzw B (Yuen i in. 2001, Chen i in. 2004, Sominskaya i in. 2010).

Oprécz wymogdw sterycznych, do tworzenia stabilnych czastek subwiralnych przez
antygeny powierzchniowe HBV konieczna jest dostepno$é lipidow blon retikulum
endoplazmatycznego komorki gospodarza i mozliwo$é kumulacji badz wydzielania
uformowanych czastek. Wtasciwosci biatek i warunki tworzenia przez nie struktur WYZSZego
rzedu decyduja o mozliwosci i skali syntezy w ukladach ekspresyjnych. O ile S-HBsAg moze

by¢ wytwarzany przez drozdze, gtéwnym zrédiem pozostatych antygenow powierzchniowych
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HBYV sg linie komoérek ssaczych, np. CHO (Chinese Hamster Ovary), (Brocke i in. 2005).
Natomiast rosliny sa zdolne do syntezy wszystkich antygenow powierzchniowych HBV, ale

poziom ekspresji poszczegdlnych bialek moze wykazywac znaczne zréznicowanie.

Wytwarzanie antygendw powierzchniowych HBV, byto procesem najintensywniej
badanym w przypadku podstawowego antygenu o znaczeniu szczepionkowym, tj. S-HBsAg.
Oprécz znaczenia medycznego, biatko to poprzez swojg wilasciwos$é tworzenia trwatych
czastek wirusopodobnych, jest zaréwno doskonalym obiektem badawczym, jak i wydaje si¢
by¢ predestynowane do wydajnej produkeji w roslinach, podobnie jak w innych uktadach
ekspresyjnych. Pierwsze wyniki tych prac byly jednak niesatysfakcjonujace. Zawarto$¢ S-
HBsAg w roslinach transgenicznych wynosita od zaledwie kilkudziesigciu ng (Kapusta i in.
1999) do maks. 2 - 3 pug/g $w. masy tkanki (Mason i in. 1992). Zwigkszenie akumulacji S-
HBsAg probowano osiagnaé réznymi sposobami, wsrdd ktérych mozna wyrdznié kierunek
Hfizjologiczny” i ,molekularny”. Do pierwszego mozna zaliczy¢ proby doboru
odpowiedniego gatunku-gospodarza oraz rodzaju ukladu ekspresyjnego, tj. kompletnych
roslin, kultur tkankowych lub zawiesinowych, a takze optymalizacji ich warunkoéw wzrostu.
Drugi kierunek obejmuje wszelkie modyfikacje przenoszonych do roslin za posrednictwem
Agrobacterium sp. kaset ekspresyjnych zawierajacych sekwencj¢ kodujaca S-HBsAg. Poziom
ekspresji S-HBsAg probowano zwigkszy¢ poprzez zastosowanie m. in. i/ wysoce aktywnych
promotoréw konstytutywnych z dodatkowymi enhancerami lub promotoréw organo- badz
fizjologicznie specyficznych, ii/ oryginalnych badz pochodzacych z wirusow roslinnych
sekwencji UTR wzmacniajacych transkrypeje, iii/ sekwencji sygnatowych np. kierujacych do
retikulum endoplazmatycznego lub wakuoli, czy wreszcie iv/ optymalizacje sekwencji
kodujacej antygen pod katem uzycia kodonéw (codon usage) wlasciwego dla roélin. Peten
przeglad i omoéwienie wynikow zarysowanych dziatan, podejmowanych przez réznych
autoréw 1 opisanych w kilkudziesigciu pracach, stanowi czgs¢ publikacji przegladowe;j,
sktadajacej sie na niniejsza rozprawg (publikacja VI).

W pracach wiasnych prowadzono badania wpisujace si¢ w obydwa ww. kierunki dziatan
zmierzajacych do zwigkszenia wydajnosci produkeji S-HBsAg. Dzigki optymalizacji
warunkow wzrostu kalusa poprzez modyfikacje skladu pozywek, czgstosci pasazy itp., udalo
sie uzyska¢ wzrost akumulacji antygenu do ok. 6 pg/g $w. masy (publikacja I). Byla to
warto$é porébwnywalna, a czesto wyzsza od wynikéw innych autoréw, opisywanych dla kultur
tkankowych i zawiesinowych, a niekiedy catych roslin. Tylko w nielicznych przypadkach, w

ustabilizowanych kulturach zawiesinowych tytoniu lub soi uzyskiwano kilku- lub
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kilkunastokrotnie wyzsze wyniki (Smith i in. 2002, Sojikul i in. 2003, Sunil Kumar i in.
2005), jednakze w tych przypadkach stosowano rowniez modyfikowane kasety ekspresyjne
(por. wyzej). Otrzymany kalus stosunkowo wydajnie wytwarzajacy S-HBsAg mdgl byc
zastosowany w pilotazowych badaniach na zwierzgtach nad immunizacja doustna.
Niezaleznie jednak od osiggnietego postgpu uznano, ze w bliskiej perspektywie konieczna jest
zmiana roslinnego producenta-no$nika antygenu, ktory nie wymagalby kultur in vitro w fazie
ustabilizowanego wzrostu i umozliwialby otrzymywanie prostej w stosowaniu i skutecznej
szczepionki.

Odpowiednie badania rozpoczgto w projekcie pt. ,Ekspresja antygenow HBV w
roslinach transgenicznych dla potrzeb rekombinowanej szczepionki nowej generacji
przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby typu B.” (MNil, Nr 2 P04B 001 27, 2004-07).
Podjete prace zmierzaly do otrzymania roslin transgenicznych wydajnie produkujacych
wszystkie biatka antygenowe HBV, tj. antygeny powierzchniowe S-, M- i L-HBsAg oraz
antygen rdzeniowy HBcAg. Ekspresja ostatniego z wymienionych antygenow jako nosnika
epitopdw i potencjalnego skiadnika szczepionki wylacznie terapeutycznej, jest zagadnieniem
odrebnym i nie wchodzi w zakres niniejszej rozprawy.

Wg zalozen ww. projektu, gtdéwnym no$nikiem szczepionki pozostata salata, ale do
wytwarzania S-HBsAg zastosowano ulepszong kasetg ekspresyjna. W poréwnaniu do innych
autoréw przyjeto jednak catkowicie odmienne podejscie do tego problemu. Analiza danych
literaturowych wskazywata bowiem, ze wyposazanie kaset ekspresyjnych w dodatkowe
elementy czesto nie gwarantowalo wydajnej ekspresji. Mozna bylo nawet zalozy¢, ze
stosowanie wysoce aktywnych promotoréw czy dodatkowych wirusowych sekwencji UTR
itp., teoretycznie zwigkszajacych intensywnosé transkrypcji, najprawdopodobniej skutkowato
wyciszaniem wprowadzonych transgenéw (gene silencing). Skonstruowano zatem mozliwie
najprostsza kasete ekspresyjna, gdzie sekwencj¢ S-HBsAg, ograniczona $cisle do czgdei
kodujacej, polaczono bezposrednio z krotka sekwencjg 5°-UTR konstytutywnego promotora
35S z pojedynczym enhancerem oraz terminatorem NOS (publikacja IV). Bylo to podejécie
jeszcze bardziej restrykcyjne niz poprzednio zastosowana kaseta (publikacja I), gdzie
sekwencja S-HBsAg posiadata naturalne sekwencje 5°- 1 3’-UTR, pochodzace z wirusa HBV.

Przyjete zalozenie okazalo si¢ stuszne. S-HBsAg byl wydajnie akumulowany w lisciach
salaty — $rednio do 20, a maks. do 60 pg/g $§w. masy i poziom ten utrzymywal si¢ w
pierwotnym i potomnym pokoleniu transformantow. Byty to wartosci pordéwnywalne, a czgsto
kilkukrotnie wyzsze od dotychezas uzyskiwanych wynikéw (por. publikacja IV i zestawienie

w publikacji VI). Ponadto, jak wykazaty analizy immunoenzymatyczne, S-HBsAg byt
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syntetyzowany w formie natywnej i sktadal si¢ w czastki wirusopodobne, obserwowane
bezposrednio w mikroskopie transmisyjnym. Podobne wyniki zostaly opublikowane dopiero
w ostatnim czasie. Poziom S-HBsAg osiagajacy do 71 pg/g masy uzyskano w nasionach
kukurydzy po zastosowaniu kilkakrotnie zmultiplikowanego promotora globuliny, jednego z
bialek zapasowych (Hayden i in. 2012a, 2012b). Nalezy réwniez podkresli¢, ze omawiane
wyniki sg jak dotad najwyzszymi uzyskanymi dla roslin transgenicznych. Kilkakrotnie
wyzsza wydajnosé produkeji S-HBsAg - do 295 pg/g $w. masy (Huang i in. 2008), uzyskano
bowiem wylgcznie w ukladzie ekspresji przejsciowej wykorzystujacej system MagnICON®,
czesciowo wykorzystujacy wektory wirusowe i ich zdolno$¢ do masowej propagacji (Gleba i
in. 2005). Jednak w tym przypadku, rosliny wykorzystano jedynie jako bioreaktor
produkujacy S-HBsAg w formie VLPs do pdzniejszego oczyszczania i stosowania jako
szczepionki iniekcyjnej, a nie doustnej. Ponadto, wspomniane niewatpliwe osiagnigcie
pozostalo odosobnionym przypadkiem, gdyz metody ekspresji przejsciowej w odniesieniu do

S-HBsAg jak dotad nie udalo si¢ zastosowaé na szeroka skale.

W odréznieniu od malego antygenu powierzchniowego S-HBsAg, ekspresja w roslinach
pozostatych antygenéw otoczki HBV — $redniego i duzego — M- i L-HBsAg, byta badana w
znacznie mniejszym zakresie (por. zestawienie w publikacji VI). Przyczynami mniejszego
natgzenia prac nad wytwarzaniem ww. biatek mogto by¢ to, ze pomimo swojego znaczenia
medycznego, sa one rzadziej wykorzystywane w prewencji wzw B niz S-HBsAg, ktory
pozostaje podstawowym skladnikiem szczepionek. Ponadto antygeny M- i L-HBsAg tylko w
ograniczonym stopniu 1aczg sie w czgstki wirusopodobne, tworzac raczej agregaty (Imamura i
in. 1987, Bruss 2007). Niemniej, w badaniach prowadzonych przez roznych autorow
podejmowano proby zwigkszenia wydajnosci wytwarzania M/L-HBsAg z wykorzystaniem
podobnych rozwigzan z zakresu inzynierii genetycznej, jak dla S-HBsAg (por. wyzej).
Natomiast we wlasnych badaniach zastosowano konsekwentnie ,,minimalistyczny” schemat
konstrukcji kasety ekspresyjnej, tj. bezposrednie potaczenie $cisle kodujacej sekwencji M- lub
L-HBsAg z promotorem 35S i terminatorem NOS (publikacja V). Podobnie, uzyskano
stosunkowo wysoka, tj. do 17 pg/g $w. masy, akumulacj¢ antygendw w lisciach salaty oraz
tytoniu, kilkakrotnie lub kilkunastokrotnie wyzszg od dotychczasowych wynikéw innych
autoréw (por. publikacja V 1 zestawienie w publikacji VI). W sposéb posredni, za pomocq
odpowiednio opracowanych testow immunoenzymatycznych, wykazano obecnos¢ agregatow

i/lub czastek VLPs, formowanych przez M- lub L-HBsAg o natywnej strukturze.
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Reasumujac, osiagnigte rezultaty wlasnych prac plasujg sie w czoléwee wynikow badan
nad wydajnym wytwarzaniem w roslinach poszczeg6lnych antygenéw powierzchniowych
HBV. Otrzymane rosliny sataty stanowity odpowiedni punkt wyjScia do dalszych etapow prac
badawczych nad przygotowaniem doustnej szczepionki pochodzenia roslinnego przeciwko
wzw B. Jednakze do osiagnigcia powyzszego celu konieczne bylo opracowanie odpowiedniej

formy szczepionki i metodologii efektywnej immunizaciji doustne;j.

Rozdzial 4. Liofilizowana tkanka ro§linna jako podstawowy skladnik efektywnej i
praktycznej szczepionki doustnej pochodzenia roslinnego przeciwko HBV,

Wyniki badan wlasnych nad formg szczepionki doustnej pochodzenia roslinnego
przeciwko HBV przedstawiono w publikacjach IV i V, bedacych podstawq niniejszej
rozprawy. Relacj¢ badan wlasnych do prac innych autoréw przedstawiono szczegolowo w
publikacji VI, pracy przegladowej ,,Is an oral plant-based vaccine against Hepatitis B Virus
possible?” (Curr Pharm Biotechnol 2012, 13: 2692-2704). Ponizej przedstawiono ogélnie
najwazniejsze tezy lub wyniki opisane ww. publikacjach.

Szczepienie poprzez spozycie tkanki roslinnej zawierajgcej okreslony antygen bylo
pierwotng koncepcja wykorzystania roslin jako nosnikow szczepionek, takze w przypadku
szczepionki przeciwko wzw B. Ten sposob immunizacji byt przez diugie lata praktykowany i
dominowat w literaturze, przede wszystkim za sprawa zespotu Charlesa Arntzen’a z Arizona
State University w Stanach Zjednoczonych (Richter i in. 2000, Kong i in. 2001, Thanavala i
in. 2005). Jednak pomimo pewnej efektywnosci, powyzszg procedur¢ mozna uznaé za
problematyczng albo wprost niepraktyczna z powodu uzycia jako szczepionki surowych bulw
ziemniaka z dodatkiem podjednostki B toksyny cholery.

W badaniach prowadzonych w Polsce, w grupie dr Jozefa Kapusty, zaproponowano
satatg siewna jako gatunek rosliny produkujgcej biatka HBV dla potrzeb szczepionki
przeciwko wzw B. Wybdr ten, oprécz mozliwosci latwego uzyskiwania roslin
transgenicznych, wynikat z zalozenia, ze nosnikiem szczepionki powinna by¢ roélina, w
calosci lub czgsci spozywana na surowo, nie zawierajaca Zadnych substancji
antyzywieniowych i przez to nie budzaca kontrowersji. Jednak, pomimo ze pierwsze proby
‘immunizacji pokarmowej’ byly czesciowo pomyslne, dos¢ szybko zdecydowano, ze taki
sposéb szczepienia jest niemozliwy do zastosowania w praktyce, przynajmniej w odniesieniu
do ludzi. Oprocz niskiej efektywnogci ‘szczepionki jadalnej’ (por. rozdz. 1 i 5), gléwnym

problemem byla nietrwalo$é¢ tkanki i zwigzany z tym brak kontroli dawki antygenu i catej
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procedury. Nie bez znaczenia byla réwniez skrajna niewygoda stosowania wynikajaca z
koniecznosci spozycia duzej ilosci tkanki.

W kolejnych projektach zainicjowano zatem i rozwijano prace nad przetwarzaniem
biomasy do odpowiedniej formy szczepionki doustnej. Podstawowym zalozeniem tych badan
byla znaczna redukcja objetosci przy zachowaniu natywnych antygenow HBsAg
ustrukturalizowanych w immunogenne czastki VLPs. Taka forma szczepionki zapewnitaby
fatwa i kontrolowang aplikacje antygendéw, w tym dawkowanie oraz krotszy czas
przechodzenia przez jelito, co jest niezmiernie wazne dla efektywnosci immunizacji (por.
rozdz. 5). Przyjeto, ze procesem umozliwiajacym odpowiednig konwersje tkanki bedzie
liofilizacja, tym bardziej, ze rownolegle przeprowadzone proby suszenia tkanki nie daty
pozytywnego efektu. Warto jednoczes$nie podkresli¢, ze badania nad liofilizacja tkanek
rodlinnych zawierajacych antygeny HBsAg, jak i w ogodle ustrukturalizowanych w VLPs
mialy w duzej mierze charakter pionierski, gdyz jak dotad sposrdd roslin wytwarzajacych
antygeny, liofilizowano te zawierajace bialka mono- lub co najwyzej oligomeryczne, jak np.
Lt-B (Rosales-Mendoza i in. 2009) czy hemaglutynina wirusa odry (Webster i in. 2006).

Wstegpne badania nad przetworzeniem tkanki roslinnej zawierajacej S-HBsAg i
ofrzymaniem prototypu szczepionki przyniosty obiecujgce rezultaty (publikacja [V).
Przetestowano kilka profili liofilizacji tj. kombinacji temperatury, czasu i ci$nienia. Salata
ponownie okazala si¢ wlasciwym wyborem, gdyz usunigcie wody z lisci poprzez liofilizacje
okazalo si¢ nieskomplikowane i powodowalo ok. 20-krotne zmniejszenie ich masy. Po
zmieleniu i sproszkowaniu, objg¢tos¢ preparatu wynosita zaledwie 1/50 pierwotnej objetosci
lisci. Natomiast zasadniczym problemem, ktéry si¢ ujawnit i bgdzie wymagal rozwiazania w
dalszych badaniach, byt znaczny stopien degradacji czastek VLPs. Okoto 90% czastek
ulegato dezintegracji, jakkolwiek antygen S-HBsAg zachowywal si¢ niemal w calosci,
prawdopodobnie w formie dimerow, ktore sa podstawowa jednostka budulcowa VLPs. Mimo
rozpadu wigkszosci czastek, zawartos¢ VLPs osiagnela ok. 10 pg/g masy liofilizatu, ktéra
pozostawala trwata w temperaturze pokojowej przez wiele miesigcy. Liofilizat o powyzszych
wlasciwosdciach mogl zatem stuzy¢ do doswiadczen nad immunizacjg doustna, a takze byc
wykorzystany jako potprodukt do otrzymywania réznych postaci szczepionki przeznaczonej
dla ludzi.

Niewielki objgtosciowo, sproszkowany liofilizat mogt by¢ tatwo podawany per os w
postaci zawiesiny zwierzgtom doswiadczalnym np. myszom, zaréwno w prébach immunizacji
na drodze wylacznie Sluzdéwkowej (publikacje II i IV) lub jako komponent doustny w

immunizacji parenteralno-sluzéwkowej (publikacja VI). W zaleznosci od procedury, liofilizat
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zawierajacy S-HBsAg indukowal lokalng i/lub ogélnoustrojows humoralng odpowiedz
immunologiczng o réznej intensywnosci, zawsze jednak przekraczajgcg minimalne miano
przeciwcial anty-HBs 10 mIU/ml (por. rozdz. 5). Natomiast po dodaniu roznych lepiszczy,
substancji wypetniajacych, powlekajacych itp. mégt byé formowany w upostaciowane
preparaty, np. saszetki, granulaty, kapsutki czy tabletki (por. zestawienie w publikacji VI).

W wyniku realizowanych zadan, we wspdlpracy z Instytutem Roglin i Przetworéw
Zielarskich (obecnie Instytut Wiokien Naturalnych i Roslin Zielarskich) opracowano i
wykonano prototyp szczepionki doustnej przeciwko wzw B w postaci tabletki (publikacja
IV). Pierwsze tabletki byly standardowe - charakteryzowaly sie soczewkowatym ksztaltem i
wymiarami 10 mm x 3 mm. Jedna tabletka zawierata 2,3 pug S-HBsAg w formie VLPs, co
stanowi ponad 1/10 dawki antygenu w standardowej szczepionce dla osoby dorostej (20 pg).
Jakkolwiek otrzymane tabletki charakteryzowaly si¢ ‘podstawows formuta’, taka postaé
szezepionki doustnej zapewnia rowniez plastyczno$é w zakresie kompozycji sktadu. Oprocz
tkanki roslinnej — nosnika szczepionki i substancji umozliwiajacych techniczng formulacje,
sktad tabletki mozna bowiem poszerza¢ o np. protektanty, adiuwanty, immunomodulatory
itp.,, co oméwiono w zataczonych publikacjach IV i VI. Nalezy réwniez dodaé, ze w
przeciwienstwie do dotychczasowych rozwigzan, salata wykorzystana do otrzymania doustne;
szezepionki nie zawierata gendw markerowych determinujacych oporno$é na antybiotyki (npt
II'lub hpt), ale gen opornosci na herbicydy fosfinotricynowe (bar). W konsekwencji, doustne
stosowanie ~ wyjsciowych rodlin i pochodnych preparatéw nie niosto ryzyka
antybiotykoopornosci komensali jelitowych wskutek horyzontalnego transferu genow.
Otrzymane tabletki stanowily zatem rzeczywisty prototyp szczepionki doustnej przeciwko
wzw B 1 mogly by¢ potencjalnie wykorzystane do immunizacji ochotnikéw. Wykorzystanie
sataty jako producenta bialek szczepionkowych i otrzymanie z liofilizatu tabletki jako
pochodnej formy szczepionki wskazywato, wpisywato si¢ i wzmacnialo réwniez kierunek
bada nad preparatami doustnymi przeciwko innym chorobom, czego przykladem jest

proponowana forma szczepionki przeciwko gruzlicy w formie kapsulki (Lakshmi i in. 2013).

Podobnie jak dla S-HBsAg, prowadzono réwniez wstepne badania nad liofilizacjg sataty
wytwarzajacej M- i L-HBsAg (publikacja V). Z powodu obecnosci dodatkowych
eksponowanych domen preS, szczegélnie duzych w przypadku L-HBsAg, a przez to
ograniczonej zdolnosci formowania czastek subwiralnych (por. rozdz. 3), biatka te generalnie
okazaly si¢ bardziej wrazliwe na przemiany fizykochemiczne zachodzace podczas liofilizacji.

Ponadto poszczegolne domeny (S, preS) i formy biatka (mono- i dimery vs. agregaty i VLPs)
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byly w odmiennym stopniu podatne na zmiany temperatury, wilgotnosci, cisnienia itp. W
trakcie liofilizacji miala miejsce znaczna dezintegracja czastek VLPs i czgéciowa degradacja
budujacych je czasteczek bialek. Procesy te postgpowaly, chociaz z mniejszym natgzeniem,
podczas przechowywania preparatéw i podobnie jak w trakcie liofilizacji, byly zalezne od
wyjsciowe] zawartosci M/L-HBsAg w komorkach roslinnych. Pomimo niekorzystnych
zjawisk, w wybranych wariantach dos$wiadczalnych udato si¢ otrzymaé preparaty o
zadowalajacych charakterystykach. Lepsze wyniki uzyskano w przypadku M-HBsAg, gdyz
po przechowywaniu przez 3 miesiagce w temp. pokojowej zawartos¢ antygenu z zachowang
domeng preS2 i w formie VLPs wynosita ok. 2 pg/g masy liofilizatu. Natomiast dla L-
HBsAg, wartosci dla antygenu z preS1/preS2 i formy VLPs najczgsciej nie korelowaly.
Stosunkowo najkorzystniejszym wariantem okazato si¢ przechowywanie w 4°C, gdzie ilo$¢
antygenu z preS i formy VLPs oscylowata wokot 1 pg/g liofilizatu. Znaczenie badan nad
liofilizacja tkanek zawierajacych M/L-HBsAg polega przede wszystkim na rozpoznaniu
niektorych z warunkow wplywajacych na wydajno$¢ otrzymywania preparatow
zawierajacych immunogenne formy M- i L-HBsAg, jak np. material wyjsciowy, parametry
liofilizacji, znaczenie wilgotnosci dla trwatoscei preparatu. Wiedza ta stanowi zatem podstawe
do podjecia prac optymalizacyjnych. Wydaje si¢ rowniez, ze nawet na obecnym etapie,
charakterystyki liofilizatow z M/L-HBsAg sa wystarczajace do pilotazowych badan

immunizacyjnych.

Doswiadczenia na zwierzgtach prowadzono z wykorzystaniem liofilizatu z S-HBsAg,
jako preparatu o zdecydowanie najlepszych wlasciwosciach i podstawowego znaczenia tego
antygenu dla szczepionki przeciwko HBV. Immunizacja doustna jest jednak niezwykle
ztozonym zagadnieniem i prace nad nig ciggle jeszcze maja w duzej mierze charakter badan

podstawowych.

Rozdzial 5. Immunizacja doustna jako element szczepienia przeciwko HBV.

Powstanie koncepcji doustnej szczepionki pochodzenia roslinnego przeciwko HBV, rys
historyczny, ewolucje pogladéw i podejécia badawcze, najwazniejsze wyniki, a takze relacjg
badan wiasnych do prac innych autoréw przedstawiono szczegbtowo w publikacji VI - pracy
przegladowej ,,Is an oral plant-based vaccine against Hepatitis B Virus possible?” (Curr
Pharm Biotechnol 2012, 13: 2692-2704). Badania wiasne nad immunizacjg doustng
opublikowano w pracach II, IIL, IV i VI. Ponizej przedstawiono ogdlnie najwazniejsze wyniki

lub tezy opisane ww. publikacjach.
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Idea ‘szczepionek jadalnych’, ktora pojawia si¢ w latach 90-tych XX wieku, szybko
wywolata spore zainteresowanie i entuzjazm wielu naukowcow. Mozliwos¢ szczepienia
poprzez $luzéwke jelita fascynowata, tym bardziej, ze wydawala si¢ stanowi¢ panaceum w
walce z wieloma chorobami, w tym wzw B. Ide¢ ta mocno wspieraly niektére udane proby
immunizacji doustnej, w pierwszym rzedzie sukces szczepionki przeciwko polio,
opracowanej przez profesora Hilarego Koprowskiego (Koprowski i in. 1952). Jakkolwiek
szczepionke ta stanowit oczyszczony i atenuowany kompletny wirus, zaktadano, ze rownie
skuteczne beda szczepionki podjednostkowe. Opierajac si¢ na znanych woéwezas faktach o
funkcjonowaniu jelitowego ukfadu immunologicznego - GALT (Peng i in. 1989),
postulowano prosty i skuteczny mechanizm immunizacji poprzez $luzéwkg jelita (Langridge
2000). Uznano, ze taki sposob immunizacji bedzie efektywny szczegolnie w przypadku
struktur rozpoznawanych jako ‘niebezpieczne’, czyli np. imitujacych wirusy czastek
subwiralnych (Matzinger 1994), formowanych m. in. przez antygeny wirusow
hepatotropowych (Li i in. 2001). Niektére dane z kolei sugerowaly, ze szczepionki
sluzéwkowe, w tym jelitowe — inaczej doustne, mogg by¢ skuteczne nie tylko przeciwko
chorobom wywolywanym przez patogeny zasiedlajace btony Sluzowe jak np. cholera czy
biegunka, ale rdwniez przenoszonym z krwia, wiaczajac HBV (Moss i in. 1984, Lubeck i in.
1989). Poniewaz wiadomo juz bylo, ze antygen powierzchniowy HBV moze by¢ wytwarzany
w roélinach (Mason i in. 1992), istnialy solidne przestanki podjecia badan nad roslinng
szczepionka doustna, czy poczatkowo ‘jadalna’, przeciwko wzw B.

Droga podania szczepionki poprzez przewod pokarmowy rodzita jednak oczywiste
pytania o jej skutecznogé. Obawiano sig, ze antygen zostanie strawiony zanim wejdzie w
kontakt z komérkami M w kepkach Peyera i wywota lokalna reakcj¢ GALT, a tym bardziej
ogdlnoustrojowa odpowiedz immunologiczna. Prawdopodobnie z tej przyczyny powstato
przekonanie o koniecznosci aplikowania doustnie duzych dawek antygenow. W przypadku
HBsAg poglad ten przyjat sig i utrwalil (Streatfield 2005) za sprawa wynikéw grupy Charlesa
Arntzena (Richter i in. 2000, Kong i in. 2001, Thanavala i in. 2005). W badaniach tego
zespolu, stosowano dawki S-HBsAg wynoszace nawet kilkadziesiat pg/mysz lub kilkuset
nglosobg, aplikowane w  krétkich, cotygodniowych odstgpach czasu. Wywotywana
odpowiedz immunologiczna byta wysoka, miano przeciwcial anty-HBs w surowicy osiagato
miano 700-5000 mlIU/ml. Oparta na aplikowaniu duzych dawek antygenu procedura
immunizacji byla réwniez z podobnym skutkiem zastosowana w przypadku M-HBsAg
(Youm i in. 2007) czy ostatnio dla S-HBsAg ekstrahowanego z nasion kukurydzy i zgrubnie

oczyszezonego (Hayden i in. 2012a). Nalezy jednak wyraznie podkresli¢, ze ‘immunizacja

18




pokarmowa’ byla tutaj tylko jednym z etapéw calego procesu szczepienia, ktory obejmowat
rowniez jedna lub wiecej iniekcji domigsniowych klasyczng szczepionkg przeciwko HBV.
Ponadto warunkiem niezbgednym efektywnej immunizacji doustnej okazal sie dodatek silnego
adiuwanta sluzowkowego, przede wszystkim CTB lub Lt-B. Gdy do ‘mieszanej’ immunizacji
iniekcyjno-pokarmowej uzyto material roslinny bez CTB, miano przeciwcial osiagnglto
zaledwie 40 mIU/ml (Kong i in. 2001). Podsumowujge, mimo niezaprzeczalnej efektywnosci
i wynikajacej stad dominujacej pozycji w literaturze przedmiotu, ww. opisana procedura
immunizacji nie mogta zosta¢ wdrozona do praktyki ze wzgledu na forme i rodzaj materiatu
roslinnego — najczgsciej surowych bulw ziemniaka oraz uzytego adiuwanta — pochodna

toksyny bakteryjnej i wynikajacych z tego mozliwych kontrowersji (Williamson i in. 1999).

Wspoluczestniczac w pracach grupy dr Kapusty, a pdzniej w badaniach wilasnych
przyjeto 1 rozwijano odmienne koncepcje. Wedlug pierwotnych zalozen, potencjalna
‘szczepionka jadalna’ nie powinna wymagaé¢ dodatkowych iniekcji ani adiuwantow, w
szczegblnosei typu Lt-B czy CTB. W pierwszej probie udalo si¢ wywotaé ponad minimalng
(10 mIU/ml) ogdlnoustrojowa odpowiedZz humoralng u ludzi — do ok. 18 mIU/ml, za pomoca
surowych lisci salaty zawierajacych stosunkowo niskie dawki antygenu S-HBsAg, tj. ok. 1
pg/osobe 1 podawanych w dluzszych odstgpach czasu — co 4 tygodnie (Kapusta i in. 1999).
Kolejne doswiadczenia wykazaly istotno$¢ interwalow czasowych pomiedzy kolejnymi
podaniami antygenu. Gdy S-HBsAg byl podany dwukrotnie w ciggu tygodnia, odpowiedz
immunologiczna nie osiggng¢ta wymaganego minimum (Kapusta i in. 2001).

Wyniki te wpisywaly si¢g w oOwczesny stan wiedzy o funkcjonowaniu GALT.
Poczatkowo w reakcji na antygen podawany dojelitowo pojawiajg si¢ specyficzne
wydzielnicze przeciwciata klasy IgA czyli S-IgA (Brandtzaeg 2003). Jednak w dalszej
kolejnosei, w zaleznoéci od dawkowania i ekspozycji antygenu, reakcja GALT moze
prowadzi¢ do czynnej humoralnej odpowiedzi ogdlnoustrojowej lub rozwoju tolerancji
pokarmowej (Swarbrick i in. 1979, Garside i Mowat 2001, Strobel 2001, Mowat 2003). Wiele
z mechanizméw i procesow zwiazanych z tolerancjg pokarmowsg czeka jeszcze na catkowite
poznanie. Wiadomo jednak, ze tolerancja rozwija sig wobec rozpuszczalnych biatek
(Richman i in. 1978), a takze wywotuje ja czgsty lub przedtuzony kontakt komorek M ukladu
GALT z danym biatkiem-antygenem i/lub jego obecnos¢ w duzych ilosciach (Friedman i
Weiner 1994, Heath i Carbone 2001). Ryzyko tolerancji w odpowiedzi na antygen obecny w
‘szczepionce jadalnej’ podnoszono zreszta co najmniej kilkakrotnie w pracach przegladowych

(Kirk i in. 2005, Mestecky i in. 2007, Wang i Coppel 2008). Takze dla szczepionki przeciwko
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wzw B, mimo ze w odréznieniu od wielu innych bialek S-HBsAg jako ustrukturalizowany w
VLPs moégt by¢ immunogenny wobec sluzowki jelita (Matzinger 1994), aplikowanie
‘szczepionki jadalnej’ najprawdopodobniej sprzyjato indukcji tolerancji. Dawka antygenu w
surowym materiale roslinnym pozostawala jedynie szacunkowa, a w rzeczywistosci
nieustalona, ze wzgledu na niemozno$¢ dokladnych oznaczen w duzej ilosci biomasy.
Ponadto, ze wzgledu na spozywanie ‘szczepionki jadalnej’ poczatkowa dawka antygenu
ulegata rozbiciu na nieokre$lone mniejsze, przez dtugi czas eksponowane wobec GALT.

Opierajac si¢ na powyzszych faktach, prowadzono badania w dwdch uzupetniajacych
sic kierunkach — opracowania formy szczepionki na bazie liofilizatu oraz ustalenia
odpowiedniej procedury immunizacji doustnej z jego uzyciem. Liofilizacja materiatu
roslinnego opisana w poprzednim rozdziale byla zatem, oprécz znaczenia praktycznego,
kluczowa przede wszystkim ze wzgledu na kontrolg aplikowania antygenu oraz potencjalne
zwigkszenie jego immunogennosci wobec komoérek GALT z jednoczesnym ograniczeniem
dziatania jako induktora tolerancji. W badaniach nad ustaleniem warunkow efektywnej
immunizacji doustnej i zjawisk towarzyszacych, opierajgc si¢ na danych literaturowych i
wezesniej uzyskanych wynikach, jako podstawowe zatozenie przyjg¢to ‘niskodawkowy’ (low-
dose) rezim immunizacji tj. aplikowanie niewielkich dawek S-HBsAg w stosunkowo dtugich,
kilkutygodniowych odstgpach.

W pierwszych doswiadczeniach (publikacja II), wykonywanych we wspolpracy z
Instytutem Pasteur’a w Paryzu, wykazano jednoznacznie, ze doustne podanie antygenu
zwiazanego z tkankg roslinna, stymuluje wzrost populacji limfocytéw regulatorowych - Treg,
ktore sa podstawowym mediatorem w supresji odpowiedzi immunologicznej i rozwoju
tolerancji pokarmowej (Taams i in. 1998). Co wigcej, wzrost populacji limfocytéw Treg byt
skorelowany ze zwiekszeniem dawki antygenu oraz masy towarzyszacej tkanki roslinne;j.
Pewna stymulacje limfocytéw Treg wywolywala nawet tkanka kontrolna nie zawierajgca S-
HBsAg. Mogto to oznaczaé, ze tolerancja wywolana przez naturalne substancje roslinne w
blizej nieznany sposob rozszerza si¢ na np. towarzyszace heterologiczne biatka, jak w tym
przypadku S-HBsAg. Obserwowano rowniez, ze stymulacji Treg towarzyszyla skorelowana
produkcja S-IgA wydzielanych przez sluzowke jelita, co de facto podwazalo dotychczasowy
poglad, ze doustna immunizacja moze rozszerzy¢ barier¢ ochronna przed infekcja HBV.
Generalnie, uzyskane wyniki potwierdzaty hipoteze, ze efektywna immunizacja doustna
wymaga niskiego dawkowania antygenu w mozliwie minimalnej ilosci tkanki roslinne;j.

Wilasciwe badania nad okresleniem zakresu efektywnego dawkowania S-HBsAg

rozpoczgto od doswiadezen nad immunizacjg doustng za pomoca klasycznej szczepionki,
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zawierajacej antygen oczyszczony i zaadsorbowany na drobinach wodorotlenku glinu
pelnigcego jednoczesnie role adiuwanta (publikacja IIT). Jakkolwiek udato sig wywola¢
istotng  statystycznie odpowiedz immunologiczng, produkeji przeciwcial we krwi
towarzyszylo pozytywnie skorelowane wydzielanie przeciwciat S-IgA przez sluzowke jelita.
Mimo tego najprawdopodobniej nickorzystnego zjawiska, udowodniono, ze poziom produkcji
specyficznych przeciweial w odpowiedzi na antygen byt odwrotnie proporcjonalny do dawki
antygenu i korelowal z dlugoscia okresu pomigdzy immunizacjami NajwyZzsze miano
przeciwciat w surowicy — do 30 mIU/ml, obserwowano po podaniu tylko 5 - 10 ng S-HBsAg
aplikowanego per os nawet co 8 tygodni.

Wyniki do$wiadezen z uzyciem oczyszczonego i adiuwantowanego antygenu
wykorzystano w prébach immunizacji myszy za pomocg zawiesiny liofilizatu satlaty
zawierajacego 100 ng S-HBsAg i podawanego dozoladkowo przez tubke gastryczna, co
imituje potykanie tabletek przez ludzi (publikacja IV). Ze wzglgdu na zamknigcie S-HBsAg
wewnatrz liofilizowanych komorek, jego dawka zostala zwigkszona, aby niejako
zrownowazy¢ zmniejszona dostepnos¢ antygenu dla komérek M uktadu GALT. Niemniej
ogolna wielko$¢ dawki miescita si¢ w niskim zakresie, szczegoOlnie w poréwnaniu z
kilkudziesiecioma mikrogramami stosowanymi przez innych autoréw (Richter i in. 2000,
Kong i in. 2001, Thanavala i in. 2005, Youm i in. 2007, Hayden i in. 2012a). W omawianym
do$wiadczeniu wykazano, ze podany doustnie liofilizat zawierajacy S-HBsAg wywolywat
odpowiedz ogdlnoustrojowa na poziomie do 20 mIU przeciwciat anty-HBs/ml surowicy,
nawet nieco wyzszg od identycznej dawki oczyszezonego antygenu, a ponadto intensywnosé
reakcji korelowata z wydluzeniem odstgpu czasowego pomigdzy immunizacjami. Jednak,
mimo ze miano przeciwcial przekraczalo minimum ochronne, poziom odpowiedzi mozna
bylo uzna¢ za zbyt niski dla potrzeb praktycznych. Ponadto odpowiedz $luzowkowa
przewyzszata ogélnoustrojows, co wg wezesniejszych wynikow sugerowalto zainicjowanie
proceséw zwigzanych z tolerancja pokarmowa.

Proby poprawienia efektywnodci immunizacji doustnej z uzyciem liofilizatu
zawierajacego S-HBsAg podje¢to w projekcie badawczym ,JImmunizacja $luzowkowo-
jelitowa myszy jako zwierzat modelowych za pomocg preparowancgo materialu roslinnego
zawierajacego S-HBsAg dla potrzeb szczepionki doustnej przeciwko wirusowemu zapaleniu
watroby typu B.” (MNiSW, Nr N302 157837, 2009-12). Wigkszos¢ uzyskanych wynikéw
czeka na pelng analize statystyczng, stad opublikowano jedynie podstawowa ezgit
osiagnietych wynikéw (publikacja VI). Jednakze zasadnicze ustalenia ww. zrealizowanego

projektu wymagajg przedstawienia w niniejszej rozprawie.
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Do$wiadczenia zaplanowane w projekcie mialy na celu dokladne ustalenie rezimu
efektywnej immunizacji doustnej czyli podawania preparowanego materiatu roslinnego
zawierajacego S-HBsAg w formie VLPs. Jednak w szeregu doswiadczen osiagnieto wyniki
podobne do poprzednich. Po podaniu liofilizatu, a takze ekstraktu roslinnego, wg réznych
schematoéw czasowych, tj. z odstgpami co 2 - 6 tygodni oraz jednolitego lub zréznicowanego
dawkowania z zakresu 10 — 500 ng, a takze z uzyciem adiuwantoéw, obserwowano odpowied?
ogollnoustrojowq przeciwcial jedynie na poziomie oscylujacym wokél minimalnego miana
ochronnego 10 mIU/ml, niekiedy dochodzacg do 20 mIU/ml. Jednocze$nie obserwowano
intensywng odpowiedz $§luzowkowa, wyrazajacg si¢ w indukcji wydzielniczych przeciwcial
S-IgA na Srednim poziomie do 80, a maks. 150 mIU/ml. Uznano zatem ostatecznie, ze
odpowiedz $luzéwkowa jest niekorzystnym procesem, konkurencyjnym w stosunku do
odpowiedzi ogolnoustrojowej. Niezaleznie od ewentualnego =zwiazku z tolerancja,
pojawiajgce si¢ podczas odpowiedzi $luzdwkowej przeciwciala S-IgA po pierwotnym
podaniu antygenu (priming), mogly przy podaniu wtérnym czyli przypominajacym (boosting)
wigza¢ S-HBsAg, uniemozliwiajac w ten sposob interakcje antygenu z komérkami GALT i
dalej intensywniejsza odpowiedz ogélnoustrojowa.

Niska efektywnos¢ wylacznie doustnej immunizacji spowodowala zasadnicza zmiane
zastosowania szczepionki pochodzenia roslinnego. Zdecydowano, ze szczepionka ta bedzie
uzyta na jednym z etapdéw catej procedury immunizacji parenteralno-sluzowkowej czyli
inickcyjno-doustnej.  Przyjeta metodologia szczepienia jest praktycznie unifikacja
dotychczasowych podejs¢ badawczych tj. polaczenia iniekcji i doustnego podania materiatu
szczepionkowego stosowana przez innych autoréw oraz opracowywanej wczesniej
‘niskodawkowej” immunizacji za pomocg preparatu (liofilizatu lub ekstraktu) roslinnego z S-
HBsAg. Kombinowana, tj. iniekcyjno-doustna procedura szczepienia, jak réwniez
‘niskodawkowy’ rezim doustnego podawania antygenu, okazaty si¢ w pelni efektywne. Po
primingu na drodze domigéniowej iniekcji S-HBsAg adsorbowanego na uwodnionym
wodorotlenku glinu i boostingu - kolejnych dwodch doustnych podaniach liofilizatu lub
ekstraktu zawierajgcego S-HBsAg, srednia ogélnoustrojowa odpowiedz immunologiczna
ksztaltowata si¢ na poziomie od 500 do 1000 mIU/ml przeciwcial w surowicy myszy
doswiadczalnych. Obserwowano zatem wyrazny wzrost produkeji przeciwcial po doustnych
dawkach antygenu, ze 160 mIU/ml po primingu. Koncowa odpowiedz po immunizacji
iniekeyjno-doustnej osiagngta poziom jak po immunizacji wylacznie iniekeyjnej z uzyciem
komercyjnej szczepionki. W przeprowadzonych do$wiadczeniach potwierdzono korzystny

wplyw na odpowiedZ immunologiczng niskich dawek (min. 5 ng) i dlugich interwatéw
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pomiedzy kolejnymi podaniami antygenu (min. 6 tyg.). Dotychczasowe wyniki wskazuja
takze, ze adiuwanty S$luzowkowe typu CTB lub saponiny nie zwigkszajgq istotnie
immunogenno$ci podawanego doustnie S-HBsAg. Jakkolwiek elementy odpowiedzi
humoralnej i komorkowej (podklasy przeciwcial, populacje i subpopulacje limfocytow B,
CD8+, CD4+, Thl, Th2, supresorowych Treg, produkcja cytokin itp.) sa jeszcze analizowane,
mozna jednoznacznie stwierdzié, ze immunizacja parenteralno-sluzéwkowa nie powodowata
mierzalnej $luzowkowej odpowiedzi humoralnej, konkurencyjnej dla odpowiedzi
ogolnoustrojowej i sygnalizujacej ryzyko wystapienia tolerancji pokarmowej na antygen.
Poréwnujac wyniki immunizacji kombinowanej i wylacznie doustnej mozna stwierdzi¢, ze
parenteralny priming jest konieczny, gdyz w obecnie nieznany sposob uczula GALT na S-
HBsAg docierajacy do komérek M w blonie $luzowej jelita. W konsekwencji dziata on jak
wihasciwy immunogen i wywotuje reakcje ogolnoustrojowa, a nie stymuluje tolerancji lub
odpowiedzi $luzowkowej. Podsumowujac badania realizowane w ostatnim projekcie nalezy
stwierdzi¢, ze zaproponowany schemat immunizacji iniekcyjno-doustnej byt efektywny, a
uzyskane wyniki stanowig solidng podstawg¢ do badan przedklinicznych i ewentualnie
klinicznych.

W $wietle dostepnych danych mozna tez stwierdzi¢, ze potencjalng przysztoscig
rodlinnych szczepionek doustnych przeciwko HBV jest stosowanie ich jako szczepionek
przypominajgcych. Jest mozliwe, ze iniekcyjny komponent szczepionki lub samodzielna
szczepionka iniekcyjna przeciwko wzw B moglaby rowniez pochodzi¢ z roslin. Jak
wielokrotnie wykazano, antygeny HBsAg moga by¢ stosunkowo wydajnie oczyszczane i
aplikowane w formie zastrzyku, bedac rownie immunogennymi jak komercyjne szczepionki
otrzymywane z drozdzy i komoérek ssaczych (Thanavala i in. 1995, Sojikul i in. 2003, Huang i
in. 2005, Huang i in. 2008). W tym rozumieniu rosliny w dalszym ciagu mogg stuzy¢ jako
zrédlo szczepionek: i/ iniekcyjnych skierowanych przeciwko réznym patogenom i
uzyskiwanych poprzez oczyszczanie antygendéw produkowanych stale lub przejsciowo przez
rosliny, ii/ kombinowanych iniekcyjno-doustnych uzyskiwanych wg sposobow opisanych
powyzej i o podobnym przeznaczeniu jak szczepionki iniekcyjne lub iii/ szczepionek
wylacznie doustnych skierowanych wobec patogenéw wnikajacych przez blony sSluzowe
ukltadu pokarmowego, jak np. szczepionka przeciwko cholerze (Hamorsky i in. 2013). Czgs¢
wynikéw ostatniego projektu, jak i zarysowane powyzej tezy przedstawiono szczegélowo w

publikacji VI, bedacej zwieniczeniem dotychczasowych badan i podstawg niniejszej rozprawy.

23




Rozdzial 6. Podsumowanie.

Badania nad szczepionkg pochodzenia roslinnego przeciwko wzw B prowadzitem od ich
samego poczatku, bedac jednym ze wspottworcow i realizatorow tego projektu naukowego.
Badania wlasne, przedstawione w rozprawie i zalaczonych publikacjach, zapoczatkowane
zostaly zmiang pierwotnej koncepcji szczepionek jadalnych na rzecz szczepionek doustnych.
Do najbardziej znaczacych osiggnigé, otrzymanych samodzielnie i we wspolpracy z
naukowcami z krajowych i zagranicznych o$rodkéw naukowych, mozna zaliczy¢:

* Otrzymanie panelu roslin salaty jako materiatu wyjsciowego dla potencjalnych
szczepionek doustnych przeciwko wzw B, tj. zawierajacych gen opornosci na herbicydy
fosfinotricynowe i charakteryzujacych sie jedng z naj wyzszych wydajnosci wytwarzania
antygenow powierzchniowych HBV - od kilkunastu pg/g $w. masy dla M/L-HBsAg do
kilkudziesigciu pg/g $w. masy dla S-HBsAg.

¢ Koncepcj¢ formy szczepionki doustnej przeciwko wzw B na bazie liofilizatu roslinnego
wraz z otrzymaniem preparatdw o znaczacej zawartosci (pg/g preparatu) natywnych
biatek HBsAg w immunogennej formie czastek wirusopodobnych VLPs lub agregatow.

* Zaproponowanie ustrukturalizowanej postaci szczepionki doustnej, umozliwiajacej
kontrolg procedury szczepienia poprzez zdefiniowana ilos¢ czynnika szczepionkowego i
ewentualnie substancji pomocniczych oraz prosta w stosowaniu forme, jak rowniez
wykonanie prototypu szczepionki doustnej przeciwko HBV w formie tabletki.

* Doswiadczalne potwierdzenie zasadniczej roli tolerancji pokarmowej jako bariery dla
szezepionek doustnych, szczegdlnie przeciwko patogenom przenoszonym przez krew,
jak m. in. HBV.

¢ Opracowanie ‘niskodawkowego’ schematu immunizacji doustnej zmniejszajacego ryzyko
tolerancji pokarmowej, opartego na aplikacji niewielkich dawek antygenu w dhugich
odstepach czasu i w niewielkiej objetosci liofilizatu roslinnego.

* Opracowanie skutecznej metody immunizaciji parenteralno-§luzéwkowej, polegajacej na
pierwotnym szczepieniu przez iniekcje i wtérnym szczepieniu  doustnym wg

opracowanego wezesniej schematu ‘niskodawkowego’.

Wiele z przedstawionych wyzej rezultatdw, zamykajac pewien etap badan, otwiera
zarazem pole do dalszych prac. W szczegdlnosci konieczne bytoby opracowanie rutynowej
metody otrzymywania iniekcyjnego komponentu szezepionki z roslin wytwarzajacych

antygeny HBsAg w technologii ekspresji przejéciowej, gdyz jak dotad udato si¢ tylko
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jednokrotnie otrzyma¢ S-HBsAg wg tej metody (Huang i in. 2008). Poprawienie
efektywnosci jest nieodzowne w przypadku liofilizacji i trwalosci przechowywanych
preparatéw. Optymalizacja immunizacji iniekcyjno-doustnej np. przez zastosowanie szeregu
adiuwantéw $luzéwkowych opartych na innych substancjach niz toksyny bakteryjne, np.
ISCOMATRIX (Wee i in. 2008) jest pozadana. Natomiast szczegélowa analiza odpowiedzi
immunologicznej, bezpieczefistwo 1 biorébwnowazno$¢ iniekcyjno-doustnej metody
szczepienia, jest nieodzowna. Prezentowane osiagnigcie, tj. prototyp doustnej
przypominajacej szczepionki pochodzenia roélinnego przeciwko HBV, mozna jednak uznac
za zasadnicze i wyjéciowe dla zarysowanych wyzej przysztych badan.

W toku prowadzonych badan poddano rewizji wezesniejsze zalozenia, zaproponowano i
zrealizowano szereg nowych koncepcji oraz otrzymano wyniki zasadnicze dla dalszych prac.
Rezultaty przedstawionych badain wiasnych przyczynily si¢ do ewolucji pogladéw na
mozliwosci szczepionek roslinnych i wywarly zauwazalny wplyw na badania nad
biofarmaceutykami, a w szczegolnosci szczepionkami doustnymi i immunizacjg sluzowkowa
przeciwko HBV oraz innym patogenom (Madalinski 2008, Azizi i in. 2010, Paul i Ma 2010,
Rybicki 2010, Buonaguro-i in. 2011, Penney i in. 2011, Tiwari i Vyas 2011, Clemente i
Corigliano 2012, Hendrickx i in. 2012, Chen i Lai 2013, Lakshmi i in. 2013, Scotti i Rybicki
2013 i in.; razem 54 cytowania wg Web of Science). Jakkolwiek do zrobienia jest jeszeze
wiele, uzyskane wyniki wlasne i innych autoréw stanowia realne naukowe podstawy
otrzymania na bazie roslinnej komponentu doustnego w immunizacji parenteralno-
§luzéwkowej lub szczepionki przypominajacej przeciwko HBV. Przedstawione badania

stanowia wlasna czastke wysitkow biotechnologéw w walce z wzw B i innymi chorobami.

Tomasz Pniewski
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Pozostale osiggnigcia naukowo — badawcze

Otrzymanie prototypu doustnej szczepionki lpochodzenia rodlinnego przeciwko HBV
bylo podstawa prezentowanej pracy naukowej. Oprocz tej dominujacej dziatalnosci
podejmowano réwniez prace nie zwigzane z biofarmingiem, jakkolwiek réwniez mieszczace
siec w obszarze biotechnologii roslin. Naleza tutaj badania nad opracowaniem metodyki
transformacji genetycznej grochu i rzepaku.

Groch siewny (Pisum sativum L.) jest jedna z najwazniejszych uprawnych roslin
motylkowatych (bobowate, Fabaceae), uzytkowang na pozywienie i pasze, przede wszystkim
w krajach o umiarkowanym klimacie. Kierunki hodowli tworczej grochu koncentrujg si¢ na
poprawieniu jakodci i zawartosci biatka, zwigkszeniu opornosci na choroby i szkodniki oraz
polepszeniu cech uprawowych. Podobnie jak w wielu innych przypadkach, postgp hodowlany
grochu probowano poszerzy¢ o metody biotechnologiczne, w tym transformacj¢ genetyczna.
Groch jednak, podobnie jak inne tzw. grubonasienne gatunki z rodziny Fabaceae, pomimo
wielu badan nalezy do obiektéw w niewielkim stopniu podatnych na manipulacje w kulturach
in vitro.

Pierwotng przyczyna podjgcia wlasnych badan nad regeneracjq i transformacjg grochu
byta koncepcja wykorzystania tego gatunku do wytwarzania bialek antygenowych
akumulowanych w nasionach. Badania nad tym zagadnieniem rozpoczgto w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN i kontynuowano po uzyskaniu stopnia doktora w Instytucie
Genetyki Roslin PAN. Wstgpem do prac nad transformacjq bylo opracowanie wydajnej
metody regeneracji. W doswiadczeniach wykorzystano 9 polskich odmian grochu o réznym
przeznaczeniu: jadalnych na $wiezo (zielono) i sucho oraz paszowych. Jakkolwiek w
badaniach opierano si¢ na danych literaturowych, opracowana procedura regeneracji
cechowala sie istotnym stopniem oryginalnosci, glownie w aspekcie skiadu i kolejnosci
pozywek oraz przebiegu regeneracji na pozniejszych etapach, {j. po stadium organogenezy.
Wykazano znaczne zréznicowanie odmian w zakresie podatnosci na tworzenie kalusa,
organogenezg, ukorzenianie lub szczepienie oraz przezywalnosé w warunkach ex vitro.
Regeneracja wg opracowanego schematu charakteryzowata si¢ znaczng efektywnoscia, tj. w
stosunku do liczby wyjsciowych eksplantatéw — od 16 do ponad 100% w zaleznosci od
odmiany, a opracowana metodyka mikropropagacji in vitro umozliwita dalsze zwiekszenie
liczby regenerantow. Wyselekcjonowano réwniez odmiany o najwyzszym catkowitym
potencjale regeneracyjnym, ktére mialy stanowi¢ glowne obiekty badawcze w dalszych

pracach.
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Opracowang procedurg regeneracji wykorzystano w doswiadczeniach nad
transformacjg grochu za pomoca Agrobacterium sp. W transformacji ,,opornych” gatunkéw
roslin kluczowe znaczenie ma dobor szezepow Agrobacterium, czgsto takze odmiany danego
gatunku rosliny. W badaniach nad transformacja grochu wykorzystano hiperwirulentne
szczepy A. tumefaciens: AgL0, AgL1 i EHA105. Wykazano natomiast, ze wysoki potencjat
regeneracyjny danej odmiany czgsto nie korelowal z podatnoscia na transformacje.
Wydajnos¢ transformacji wynosita w najbardziej efektywnych przypadkach 1,5 - 4%, co byto
wartoscig porownywalng lub dwukrotnie wyzsza od dwczesnych danych literaturowych.
Wyniki badan nad regeneracja i transformacja, opublikowane w artykutach ,,Organogenesis
and long-term micropropagation of Polish pea cultivars.” (2003) Acta Soc Bot Pol 72: 295-
302 oraz “Transformation efficiency of Polish cultivars of pea (Pisum sativum L.) varying in
regeneration capability using hypervirulent Agrobacterium tumefaciens strains.” (2005) J
Appl Genet 46: 139-147, zostaly zauwazone, a niekiedy wykorzystane przez innych badaczy
(dotychczas 8 cytowan razem). Jakkolwiek otrzymany wg opracowanej procedury
transgeniczny groch wytwarzal biatka antygenowe na bardzo niskim poziomie (dane
niepublikowane), ww. metoda transformacji okazata si¢ uzyteczna. Zostata wykorzystana m.
in. w pracy doktorskiej pt. ,,Aptitude & la régénération in vitro et a la transformation génétique
chez le pois (Pisum sativum) et le pois chiche (Cicer arietinum). Etude de I’effet de
Pexpression du gene WUSCHEL sur la régénération in vitro.” Aline Kadri z Institut
Superierur d’Agriculture de Beauvais (ISAB) w Beauvais we Francji, wykonujacej czesé
do$wiadczenn w IGR PAN. Ponadto skonstruowany woéwczas modelowy wektor pKGIB,
zawierajacy reporterowy gen GUS z intronem pod kontrolg konstytutywnego promotora 35S
oraz markerowy gen bar determinujacy oporno$¢ na niektdre herbicydy, jak réwniez
metodyka przygotowania Agrobacterium, byly pozniej wykorzystane w pracach innych

badaczy i wlasnych, w tym do transformacji rzepaku ozimego.

Rzepak (Brassica napus L.) jest pod wzgledem znaczenia trzecig rosling oleistg na
swiecie. Metody biotechnologiczne byly zatem stosunkowo wezesnie zaangazowane w
ulepszanie rzepaku, podobnie jak w przypadku soi czy kukurydzy. Transgeniczny rzepak,
gléwnie oporny na herbicydy, zajmuje obecnie ok. 20% catkowitego areatu tej rosliny.
Jednakze powyzsze dane dotycza zasadniczo rzepaku jarego. Natomiast rzepak ozimy,
ktérego uprawa dominuje w Polsce i Europie, dlugie lata pozostawal oporny na proby

transformacji genetycznej, w tym z uzyciem Agrobacterium sp.
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Badania nad transformacja rzepaku ozimego prowadzono we wspétpracy z zespolem
kierowanym przez dr hab. Teresg Cegielska-Taras z Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
w Poznaniu. Zasadniczym rezultatem badan jest opracowana procedura transformacji o
efektywnosci do 4,5% w pokoleniu Ty, kilkakrotnie wyzsza od wczesniejszych prob dla
rzepaku jarego. Umozliwia to otrzymanie z pojedynczego eksperymentu kilku linii
transgenicznych. Osiagnigciem o jeszeze wigkszym znaczeniu byla transformacja z
wykorzystaniem jako eksplantatow haploidalnych zarodkéw somatycznych, rozwijajacych sig
w kulturze in vifro z komorek pylku. Otrzymane transgeniczne rosliny rzepaku po
diploidyzacji byly zatem transgenicznymi homozygotami, a nie hemizygotami, jakie sa
uzyskiwane po rutynowej transformacji diplo- lub poliploidalnych komérek. W konsekwencji
wszystkie rosliny potomne byly transgeniczne — nie obserwowano typowej dla
transgenicznych hemizygot eliminacji transgenu u czgsci potomstwa. Przedstawione wyniki
zostaly opublikowane w pracy ,,Transformation of microspore-derived embryos of winter
oilseed rape (Brassica napus L.) using Agrobacterium tumefaciens.” (2008) I Appl Genet 49:
343-347 (5 cytowan ogdtem) oraz w rozdziale ,,The use of herbicides in biotech oilseed rape
cultivation and in generation of transgenic homozygous plants of winter oilseed rape
(Brassica napus L.).” monografii pt. “Herbicides/Book 2” red. Hasaneen MN, InTech d.o.0.,
Rijeka 2011, ISBN 978-953-307-744-4; ch. 7, pp. 125-136 (1500 pobran). Jakkolwiek
okreélenie aktywnosci i/lub wyciszania transgenu w kolejnych pokoleniach transformantéow
wymaga dalszych analiz, otrzymane wyniki stanowia podstawy takich badan. W przypadku
potwierdzenia stabilnosci transgenu, opracowana metoda otrzymywania transgenicznego i
jednocze$nie homozygotycznego rzepaku ozimego, moze przynies¢ istotne korzysci

gospodarcze.
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