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Summary

At present the most classical pharmaceutical technologies have reached a 
high level of industrial perfection. The best example of those achievements is 
the biotechnology of penicillins. Biosynthetic penicillin production using highly 
productive strains of Penicillium chrysogeniim is followed by enzymatic hydrolysis 
of the product using microbial penicillin acylase, the best sources of which are 
recombinant strains of Escherichia coli. The resulting 6-aminopenicillanic acid is 
the starting material for chemical synthesis of a large number of semisynthetic 
penicillins. Research and development of the biotechnology of antibiotics gave 
solid foundations to other biotechnological processes in the pharmaceutical in
dustry, i.e. production of amino acids, organic acids, enzymes and enzyme inhi
bitors, vitamins, alkaloids, dextran, steroid drugs and others.

In addition to the continuous improvement of the classical technology, 
completely new bioprocesses were introduced to the pharmaceutical industry 
in the recent years as a result of unprecedented progress in genetic engineer
ing, hybridoma techniques and cell cultures in vitro. The new group of polypep
tide/protein biopharmaceuticals includes peptide hormones (e.g. insulin, gro
wth hormones, gonadotropins), growth factors (e.g. insulin-like growth factors, 
epidermal growth factors), haematopoietic growth factors (e.g. erythropoietin, 
colony stimulating factors), blood proteins (e.g. clotting factors VIII, IX, XII and 
XIII, tissue plasminogen activator, streptokinase), cytokines (e.g. interferons, in- 
terleukines and tumor necrosis factor) and monoclonal antibodies. Another new 
area of genetic engineering and biotechnology is the production of nucleic acid 
drugs, which are proposed for both gene and antisense therapy.
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1. Wprowadzenie: zakres i perspektywy biotechnologii farmaceutycznej

Biotechnologia leków została zainicjowana w czasach 11 wojny światowej bardzo 
spektakularnym sukcesem - opracowaniem wielkoprzemysłowej produkcji penicy
liny, co dało początek biotechnologii antybiotyków. Dzisiaj wiemy, że sukces bio
technologii antybiotyków i antybiotykoterapii jest połowiczny, a na skutek szybko 
narastającej i rozprzestrzeniającej się oporności bakterii na wprowadzane do lecz
nictwa antybiotyki, problem chorób zakaźnych nie może być ostatecznie roz
wiązany.

Badania i wdrożenia przemysłowe w zakresie biotechnologii antybiotyków stwo
rzyły solidny fundament pod rozwój innych biotechnologii przemysłu farmaceutycz
nego; dały również początek nowej dyscyplinie - inżynierii biochemicznej (biopro- 
cesowej). Dalszymi bioproduktami wprowadzanymi do lecznictwa były aminokwasy, 
kwasy organiczne, enzymy, inhibitory enzymów, witaminy, alkaloidy, dekstran, leki 
steroidowe (tab. 1). Istotny postęp w rozwoju technologii tych ostatnich dokonał 
się w latach 50. i 60. przez wprowadzenie do technologii chemicznej etapów bio
logicznych - przeprowadzanych przy udziale drobnoustrojów lub wyizolowanych en
zymów. Procesy biotransformacji (biokatalizy enzymatycznej) znalazły zastosowa
nie w wielu innych złożonych technologiach, np. w produkcji półsyntetycznych an
tybiotyków p-laktamowych oraz zostały wykorzystane do opracowania całkowicie 
nowych technologii w innych gałęziach przemysłu, np. biotransformacji skrobi do 
cyklodekstryny lub kilkuetapowego enzymatycznego procesu produkcji syropu wy- 
sokofruktozowego - również ze skrobi.

Nowy rozdział w biotechnologii leków został otwarty w latach osiemdziesiątych 
dzięki szybkim postępom inżynierii genetycznej. Techniki biologii molekularnej od 
początku były traktowane jako wyjątkowo korzystna droga do opracowania nowych 
technologii wytwarzania biofarmaceutyków - leków o budowie polipeptydo- 
wej/białkowej (1). Leki, takie jak insulina (w leczeniu cukrzycy), hormon wzrostu (ko
rekta wzrostu), interferony i interleukiny (nowotwory, infekcje), czynnik V111 krzep
nięcia krwi (hemofilia), tkankowy aktywator plazminogenu (degradacja zakrzepów 
krwi) czy erytropoetyna (anemia, uszkodzenia nerek, wspomaganie transfuzji krwi), 
stały się głównymi tematami badawczymi w wielu zespołach naukowych oraz nowo 
powstających firmach biotechnologicznych. Dzięki inżynierii genetycznej zaistniała 
możliwość biotechnologicznej produkcji leków drogich i trudno dostępnych, na 
które istnieje duże zapotrzebowanie.

Realizacja przemysłowa najważniejszych projektów badawczych nastąpiła bar
dzo szybko (rys. 1): pierwsze leki wytwarzane metodami rekombinowanego DNA 
pojawiły się w latach osiemdziesiątych; początek dała insulina w roku 1982 (2). 
Od tego czasu zrealizowano tysiące projektów badawczych i wdrożono do pro
dukcji kilkadziesiąt biofarmaceutyków. W początkowym etapie rozwoju inżynie
rii genetycznej i nowego kierunku biotechnologii oczekiwano, że przyniesie on 
szybko znacznie więcej rozwiązań przemysłowych. Problemy techniczne, biolo-
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Tabela 1

Produkty biotechnologiczne dla ochrony zdrowia

Technologie Grupy produktów Przykłady produktów

mikrobiologiczne szczepionki przeciwbakteryjne

produkt)' metabolizmu drobnoustrojów

produkt) biotransformacji (biokataliz))

biofarmaceutyki - białkowe produk
ty technologii mikrobiologicznych z uży
ciem rDNA

szczepionki przeciw gruźlicy, durowi 
brzusznemu, cholerze, krztuścowi 

antybiotyki, aminokwasy, witaminy, 
dekstran, enzymy, inhibitory enzymów, 
immunomodulatory, kwasy organiczne 

leki steroidowe, kwasy organiczne, 
półprodukty do syntezy witaminy C 

insulina, hormony wzrostu, interfero
ny, interleukiny, tPA, czynniki krzep
nięcia krwi, czynniki troinbolityczne, 
nowe generacje szczepionek

enzymowe różne leki steroidowe, kwasy organiczne, 
kwas 6-aminopenicylanowy

z użyciem kultur zwierzęcych in vitro szczepionki przeciwwirusowe

produkty białkowe

szczepionki przeciw chorobie Heinego- 
-Medina, odrze, różyczce, śwince 

przeciwciała monoklonalne, białka krwi, 
interferony, enzymy

z użyciem kultur roślinnych in vitro biologicznie akt)wne metabolity wtórne ginsenozydy, kwas rozmarynowy, 6-me- 
tylodigoksyna, paklitaksel, szikonina

giczne i medyczne sprawiły, że ten ważny dział biotechnologii rozwija się nieco 
wolniej niż zakładano, niemniej jest on obecnie najbardziej dynamiczny. Obok do
tychczasowych osiągnięć opracowywane są nowe bioprodukty i nowe koncepcje le
czenia.

W tym opracowaniu dokonano podsumowania najbardziej spektakularnych o- 
siągnięć współczesnej biotechnologii wdrożonych do przemysłu farmaceutycznego 
i praktyki medycznej. Skrótowo zasygnalizowane zostały również nowe horyzonty 
rozwoju biotechnologii farmaceutycznej.
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Wartość sprzedaży (min USD) 
w roku 1995

in sutina 845

hGh • 635

IFNa 750

jzczef ionka wzw © 300

tPA 300

EPO 1000

IL-2 © 50
IFNy ® 50

czynn ik VIII ©

CSF © 250

rok ‘82 ‘85 ‘88 ‘91 ‘95

Rys. 1. Biofarmaceutyki wprowadzone do lecznictwa ludzi na przestrzeni pierwszych dziesięciu lat 
wytwarzania leków przy udziale inżynierii genetycznej. hGH - ludzki hormon wzrostu, IFN - interfe
ron, IL - interleukina, t-PA - tkankowy aktywator plazminogenu, EPO - erytropoetyna, CSF - czyn
nik stymulujący kolonizację.

2. Przykłady postępu w tradycyjnych biotechnologiach przemysłu 
farmaceutycznego

Technologie przemysłu farmaceutycznego rozwijały się w ostatnich pięćdziesię
ciu łatach w sposób dynamiczny osiągając obecnie bardzo wysoki poziom dzięki do
skonaleniu szczepów drobnoustrojów przemysłowych, ulepszaniu sposobów i wa
runków prowadzenia bioprocesów oraz technik wydzielania i oczyszczania biopro- 
duktów. Ważnym momentem było zastowanie w łatach siedemdziesiątych, obok 
stosowanej wcześniej mutagenezy, techniki fuzji protoplastów do doskonalenia 
szczepów produkcyjnych. W opracowaniu tym ograniczymy się do zaprezentowania 
postępu jaki dokonał się za sprawą rozwoju enzymołogii i nowych procesów bioka- 
tałizy oraz przy udziale inżynierii genetycznej. Postęp w biotechnologii aminokwa
sów dokonał się dzięki rozwojowi badań genetycznych i enzymołogiczno-metabo- 
licznych używanych drobnoustrojów (3,4), zwłaszcza producentów kwasu glutami
nowego i lizyny (Corynebacterium glutaniicum, Brevibacterium fJavuni, B. lactofermen- 
tum) oraz dzięki zastosowaniu technologii rekombinowanego DNA, np. w biosynte
zie kwasu asparaginowego, treoniny i tryptofanu (E. coli) czy histydyny (Serratia mar- 
cescens). Również inne biotechnologie korzystają z rozwoju enzymołogii i inżynierii 
genetycznej: przykładem jest propozycja alternatywnego sposobu produkcji kwasu 
askorbinowego (5). Przytoczone zostaną wybrane przykłady ilustrujące ten postęp 
w tradycyjnych technologiach farmaceutycznych; szczególnie dobrym przykładem 
jest tu biotechnologia antybiotyków.
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2.1. Biotechnologia antybiotyków

Największe osiągnięcia w doskonaleniu procesów i produktów ma technologia 
antybiotyków p-laktamowych. Dużym postępem było wprowadzenie w latach sześć
dziesiątych enzymatycznej deacylacji (rys. 2) penicyliny do kwasu 6-aminopenicyla- 
nowego (kwas 6-AP). Produkt ten jest wykorzystywany do chemicznej syntezy peni
cylin pólsyntetycznych (6). Reakcję enzymatyczną prowadzi się z użyciem amidohy- 
drolazy (acylazy, amidazy) penicylinowej, która jest dość powszechnie wytwarzana 
przez bakterie i grzyby, a jej najbardziej wydajnymi producentami są zrekombino- 
wane bakterie Escherichia coli. Hydrolizę penicyliny można prowadzić z użyciem im- 
mobilizowanych komórek, jednak korzystniejszym rozwiązaniem jest użycie immo- 
bilizowanego enzymu. Reakcja jest odwracalna; w środowisku alkalicznym (pH 
7,5-8,5) zachodzi hydroliza, natomiast w środowisku kwaśnym (pH ok. 6) - synteza 
penicyliny. Niedostateczna wydajność reakcji syntezy sprawiła, że acylazy używane 
do wytwarzania kwasu 6-AP z penicyliny biosyntetycznej nie mogły być wykorzysta
ne do syntezy penicylin modyfikowanych. Do produkcji pólsyntetycznych penicylin 
(ampicyliny i amoksycyliny) zaproponowano inne, bardziej wydajne enzymy, np. 
acylazę z Pseudomonas melanogenes i hydrolazę estrów aminokwasowych z Xantomo- 
nas citri (7).

Dużym postępem w biotechnologii antybiotyków było również opracowanie mi
krobiologicznych metod wytwarzania produktów pośrednich do syntezy półsynte- 
tycznych cefalosporyn. Chemiczna hydroliza biosyntetycznej cefalosporyny C do 
kwasu 7-aminocefalosporanowego (kwas 7-AC) jest uciążliwa, a enzymatyczna nie 
jest możliwa z powodu braku odpowiedniego enzymu. Opracowano jednak, i wdro
żono do skali przemysłowej (8), kilkuetapową technologię enzymatyczną (rys. 3)

\ //
CH2 —CO—NH-

O
penicylina G

CH-,

COOH

acylaza (amidaza) 
penicylinowa

\ // CH2 — COOH -f- H2N
S

•CH3

O COOH

kwas 6-AP

Rys. 2. Enzymatyczna hydroliza penicyliny do kwasu 6-aminopenicylinowego.
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HOOC.
\

-5-oksopentano-7-AC

acylaza (amidaza) 
gl utarylo-7-cefemowa

O O
HOOC— C— (CH2)3 — C— OH

H2N—I----

I CH2 — O—C—CH3
kwas 7-AC COOH

Rys. 3. Przemiana cefalosporyny C do kwasu 7-aminocefalosporanowego z udziałem reakcji enzyma
tycznych.

Z udziałem oksydazy D-aminokwasowej z drożdży Trigonopsis variabilis lub Rhodoto- 
rula gracilis i acylazy (amidazy) glutarylo-7-cefemowej z bakterii Arthrobacter sp., Co- 
mamonas sp. lub Pseudomonas sp. W pierwszym etapie zachodzi deaminacja reszty 
aminoadypionoilowej w cefalosporynie do reszty 5-karboksy-5-oksopentanoilowej. 
Następnie pod działaniem H2O2 następuje Jej dekarboksylacja do reszty glutaroiło- 
wej, która może już być łatwo odszczepiona enzymatycznie z wytworzeniem wolne
go kwasu 7-AC (9). Niewątpliwym sukcesem było skonstruowanie zrekombinowa- 
nych szczepów Penicillium chrysogenum (producenta penicyliny), wzbogaconych o ge
ny enzymów szlaku biosyntezy cefalosporyn (10), zdolnych do bezpośredniej bio
syntezy kwasu 7-AC oraz kwasu 7-aminodeacetoksycefalosporanowego (kwas 
7-ADC) (rys. 4). Postęp technologiczny dzięki rozwojowi enzymologii i wykorzysta
niu technik inżynierii genetycznej obserwuje się również w innych grupach antybio
tyków (6,11).

Postęp w biotechnologii antybiotyków ma na celu poprawienie ich właściwości 
farmakologicznych, ale jest wymuszany przede wszystkim szybko powstającą i roz
przestrzeniającą się opornością drobnoustrojów na te leki. Wprowadza się nowe 
pochodne półsyntetyczne, a także nadal pozyskuje się nowe produkty pochodzenia 
drobnoustrojowego (12,13) - antybiotyki (np. karbapenemy) i inhibitory enzymów 
inaktywLijących antybiotyki (np. kwas klawulanowy). Nowych produktów antybio- 
tycznych poszukuje się nie tylko w świecie drobnoustrojów, ale także w organi
zmach wyższych; jednymi z pierwszych odkrytych substancji tego typu były defensy- 
ny - polipeptydowe czynniki układu immunologicznego biorące udział w niszcze
niu komórek bakteryjnych w procesie fagocytozy (14). Metabolity peptydowe o ak-
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Rys. 4. Wytwarzanie półproduktów do syntezy cefalosporyn półsyntetycznych.
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tywności antybiotycznej są wytwarzne nie tylko w organizmach ssaków, ale także 
płazów i owadów (15,16). Występują one w błonach śluzowych, fagocytach, hemo- 
limfie. Bardzo interesujące, jak się okazało, są metabolity występujące w skórze żab 
(17); należą do nich np. magaininy. Pod względem chemicznym antybiotyczne pro
dukty organizmów wyższych są najczęściej liniowymi polipeptydami o charakterze 
kationów, zawierającymi przeciętnie dwadzieścia kilka reszt aminokwasowych. In
gerując w strukturę błony cytoplazmatycznej, powodują utratę jej ważnej cechy, 
jaką jest bariera dla transportu, m.in. wielu związków i jonów zawartych w cytosolu. 
Następuje wówczas niekontrolowany wypływ składników cytosolu z komórki i w efek
cie - jej śmierć. Polipeptydy wytwarzane w organizmach wyższych pełnią „od zaw
sze” funkcje obronne przed bakteriami, a mimo to nie powstały mechanizmy opor
ności patogenów na te metabolity, co bardzo zachęca do intensywnych prac badaw
czych i technologicznych nad ich wykorzystaniem. Możliwa jest synteza chemiczna 
polipeptydów antybiotycznych, ale jest to metoda opłacalna na razie tylko dla krót
kich łańcuchów polipeptydowych, zawierających do 20 reszt aminokwasowych. Dła 
dłuższych polipeptydów, zwłaszcza zawierających ponad 30 reszt aminokwaso
wych, jak się wydaje, najbardziej uzasadniona może być technologia biosyntezy 
tych produktów w zrekombinowanych bakteriach lub drożdżach, ewentualnie w ro
ślinach lub zwierzętach transgenicznych.

2.2. Inne biotechnologie tradycyjne

Inne działy klasycznych biotechnologii przemysłu farmaceutycznego rozwijają 
się mniej dynamicznie. Przykładem postępu jest nowa technologia produkcji kwasu 
askorbinowego przy użyciu zrekombinowanych szczepów Erwinia herbicola ze sklo
nowanym genem reduktazy 2,5-dioksoglukonianowej z Brevibacteriiim sp. (5,18). 
W jednym procesie mikrobiologicznym przekształcają one glukozę do kwasu 2-okso- 
gulonowego - bezpośredniego prekursora witaminy C, przez co eliminuje się kilka 
etapów chemicznych (rys. 5).

W biosyntezie L-lizyny użycie zrekombinowanych klonów Corynebacterium gluta- 
miciim ze zwiększoną ilością aspartokinazy (pierwszy enzym szlaku) niewrażliwej 
(w wyniku mutagenezy) na hamowanie lizyną i zwiększoną ilością syntazy dihydro- 
dipikolinianowej (pierwszy enzym odgałęzienia szlaku w kierunku lizyny) umożli
wiło uzyskanie nagromadzenia tego produktu w ilości 120 g/l (3,4,18). Połączenie 
tradycyjnej mutagenezy i selekcji z technikami inżynierii genetycznej pozwoliło 
również na zwiększenie efektywności produkcji do poziomu 100 g/l innych amino
kwasów, np. L-argininy, L-proliny, L-treoniny (18). Przez wiele lat do przemysłowej 
produkcji kwasu 1-asparaginowego wykorzystywano mutanty E. coli o zwiększonej 
(nie podlegającej represji) syntezie aspartazy. Prace genetyczne polegały na sklono- 
waniu genu kodującego aspartazę w celu zwiększenia liczby jego kopii w komór
kach bakterii. W projekcie zrealizowanym w Polsce (19) zaprojektowano (na podsta-
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C=0

I
HO-C-H

I
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I
HO-C-H

I
CH2OH

kwas
askorbinowy

Rys. 5. Synteza witaminy C metodą klasyczną (A) oraz zastosowaniem zrekombinowanego szczepu 
E. herbicola (B); ch - reakcja chemiczna.

wie znajomości sekwencji nukleotydowej genu aspartazy) i zsyntetyzowano startery 
(primery), które umożliwiły pozyskanie genu aspartazy z genomu wysoko produk
tywnego mutanta E. coli w wyniku polimerazowej reakcji łańcuchowej. Uzyskany 
produkt PCR sklonowano, a następnie wbudowano do wektora ekspresyjnego z sil
nym promotorem T7 umożliwiającym wydajną ekspresję genu znajdującego się pod 
jego kontrolą. Klony E. coli z tym wektorem wyróżniały się kilkakrotnym wzrostem 
szybkości reakcji przekształcenia fumaranu w kwas asparaginowy.

3. Nowe produkty technologii reombinowanego DNA

Głównym nurtem zastosowań nowoczesnych technik genetycznych w biotechno
logii leków jest konstruowanie transgenicznych drobnoustrojów i linii komórko
wych, zdolnych do wydajnej biosyntezy leczniczych białek ludzkich (1). Niektóre 
z leków tej grupy były pozyskiwane wcześniej od ludzi lub zwierząt. Otrzymywanie 
tego typu bioproduktów od ludzi ma bardzo ograniczone możliwości, natomiast 
produkty zwierzęce czasami różnią się od ludzkich, np. insulina świńska różni się 
od ludzkiej jedną resztą aminokwasową, co powoduje określone problemy farmako-
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logiczne. Produkcja insuliny przy użyciu zrekombinowanych bakterii lub drożdży 
zapewnia identyczność produktu przemysłowego z hormonem ludzkim. Jeżeli koń
cowy produkt dla uzyskania pełnej aktywności podlega modyfikacji potranslacyjnej, 
np. glikozylacji, wówczas najlepszym rozwiązaniem może być użycie zrekombino
wanych linii komórek eukariotycznych, np. linii CHO (Chinese Hamster Ovary).

3.1. Podstawy sukcesów

Rozwój nowych kierunków współczesnej biotechnologii leków stał się możliwy 
dzięki stworzeniu, na przestrzeni ostatniego ćwierćwiecza, warsztatu laboratoryj
nego obejmującego nowoczesne techniki biologii molekularnej, które umożliwiają 
przeprowadzanie manipulacji materiałem genetycznym poza komórką. Punktem 
wyjścia do opracowania nowej technologii z wykorzystaniem rDNA jest gen prze
znaczony do klonowania. Na przestrzeni ostatniego ćwierćwiecza opracowano wie
le sposobów pozyskiwania DNA do tego celu (rys. 6). Dzięki rozwojowi techniki se- 
kwencjonowania zasad azotowych w DNA (w uproszczeniu sekwencjonowanie DNA)
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i aminokwasów w białkach (sekwencjonowanie białek) poznano strukturę bardzo 
wielu genów i ich produktów białkowych, które interesują biotechnologów. Stało 
się to podstawą do upowszechnienia metody syntezy chemicznej krótkich polinu- 
kleotydów i enzymatycznego łączenia ich w syntetyczny gen. Tak przygotowano in
formację genetyczną dotyczącą struktury obu łańcuchów insuliny, pierwszego ludz
kiego hormonu polipeptydowego wyprodukowanego w hodowli bakteryjnej.

Szybkim i stosunkowo prostym sposobem pozyskiwania genów do klonowania 
z organizmów eukariotycznych jest enzymatyczna synteza, za pomocą odwrotnej 
transkryptazy, komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy mRNA izolowanego z tka
nek wyspecjalizowanych w biosyntezie określonego białka. Postępy genomiki i zna
jomość sekwencji nukleotydowych dużych fragmentów genomów wielu organiz
mów żywych doprowadziły do sytuacji, w której wygodną metodą pozyskiwania ge
nów do klonowania z organizmów prokariotycznych jest użycie techniki PCR. Wyko
rzystuje się w tym zakresie powszechną dostępność i łatwość syntezy starterowych 
(primerowych) sekwencji ołigonukleotydowych komplementarnych do charaktery
stycznych, np. końcowych fragmentów poszukiwanego genu. Doskonalenie i rozwój 
zastosowań polimerazowej reakcji łańcuchowej sprawiły, że metoda ta stała się 
jedną z głównych technik inżynierii genetycznej, wykorzystywaną zarówno w pra
cach biotechnologicznych, jak i w badaniach podstawowych biologii molekularnej 
(20,21).

Pozyskany materiał genetyczny musi być wprowadzony do komórek odpowied
niego biorcy. Wybór Escherichia coli jako głównego obiektu inżynierii genetycznej 
wynikał z dobrej znajomości genetyki, biochemii i biologii tych bakterii, dużej szyb
kości ich rozmnażania się oraz powszechnego wykorzystywania w pracach laborato
ryjnych, a także sprawdzenie przydatności do procesów wielkoprzemysłowych (pro
dukcja acylazy penicylinowej czy kwasu asparaginowego). Dla E. coli opracowano ol
brzymią liczbę wektorów do klonowania i ekspresyjnych, z możliwością uruchamia
nia ekspresji genu w określonej fazie hodowli.

Bakterie E. coli mają jednak ograniczenia i wady technologiczne, ponieważ po
zbawione są dobrze rozwiniętych mechanizmów sekrecji białka poza komórkę i naj
częściej gromadzą produkty białkowe w jej wnętrzu w postaci granul (ciałek inklu- 
zyjnych) lub w przestrzeni peryplazmatycznej. Produkt biosyntezy jest wówczas nie
jednorodny (tworzy dimery, trimery, itd.), najczęściej nieaktywny biologicznie, trud
ny do oczyszczenia z enterotoksyn bakteryjnych. Od wielu lat proponowane są za
tem inne bakterie, zwłaszcza z rodzajów: Bacillus, Brevibacterium, Clostridium, Lacto
bacillus, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces.

Zwrócono także uwagę na komórki grzybów - drobnoustrojów eukariotycz
nych. Najwcześniej w manipulacjach genetycznych znalazły zastosowanie drożdże 
Saccharomyces cerevisiae. jako drobnoustroje eukariotyczne, a przy tym zdolne do 
wydzielania produktów białkowych poza komórkę, bardzo szybko zostały wyko>rzy- 
stane w nowoczesnych procesach biotechnologicznych przemysłu farmaceutyczne
go (np. w produkcji szczepionki antygenowej przeciwko wirusowemu zapaleniu
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wątroby typu B, insuliny, interferonów). Nie bez znaczenia był fakt, że gatunek S. ce- 
revisiae był od najdawniejszych czasów „udomowiony” i wykorzystywany na olbrzy
mią skalę w tradycyjnych przemysłach fermentacyjnych; jest to jeden z najdogod
niejszych modeli badawczych i najlepszych organizmów przemysłowych, dla które
go operacje technologiczne zostały już wcześniej doskonale opracowane. Gatunek 
S. cerevisiae został użyty w wielu projektach biotechnologicznych w skali laborato
ryjnej do biosyntezy innych białek ludzkich (np. tkankowego aktywatora plazmino- 
genu), a także zwierzęcych (np. chymozyny cielęcej), roślinnych (np. a-amylazy), wi
rusowych (np. białka IgD wirusa opryszczki), jak również bakteryjnych (np. celulazy, 
glukoamylazy, czy p-laktamazy). Spośród innych drożdży na szczególną uwagę za
sługuje szybko rosnący i dobrze poznany gatunek Hanseniila polymorplm, a także 
Kluyveromyces lactis i Pichia pastoris, a spośród grzybów strzępkowych - rodzaj /I5- 
pergillus (np. A. nidulans, A. oryzae, /ł. nłger). Z reguły heterologiczne białka syntety
zowane w komórkach grzybów są prawidłowo zwinięte i biologicznie aktywne, 
a ponadto wydzielane poza komórkę. Wadą może być niewłaściwa glikozylacja pro
duktów biosyntezy.

Perspektywicznym kierunkiem rozwoju nowoczesnej biotechnologii jest wyko
rzystanie hodowli komórkowych do manipulacji genetycznych i produkcji białek 
leczniczych (1,20,21). Są one najlepszym środowiskiem do ekspresji genów eukario
tycznych, prowadzą właściwe modyfikacje potranslacyjne dając prawidłowy, biolo
gicznie aktywny produkt. Ograniczeniem rozwoju tego kierunku jest jeszcze sto
sunkowo mała wydajność wytwarzania produktów oraz trudna i droga technologia 
(zwłaszcza duży koszt podłoża hodowlanego). W nielicznych technologiach (np. 
produkcji szczepionek wirusowych) wykorzystuje się hodowle komórek ssaków i wek
tory wirusowe. Sprawiają one jednak pewne trudności technologiczne i, jak dotych
czas, istnieje zbyt mało opracowanych efektywnych systemów ekspresji tego rodza
ju. Pewne nadzieje wiąże się z opracowaniem systemów opartych na komórkach 
owadzich i bakulowirusach (22).

3.2. Biofarmaceutyki - nowe leki polipeptydowe

Dzięki rozwojowi inżynierii genetycznej możliwa stała się przemysłowa produk
cja wielu cennych leków polipeptydowych/białkowych (20,21), takich jak: hormony 
(np. insulina, hormony wzrostu, gonadotropiny), cytokiny (np. interferony, interleu- 
kiny, czynnik nekrozy nowotworów), czynniki wzrostu (np. insulinopodobny czyn
nik wzrostu, czynnik wzrostu skóry, erytropoetyna), białka hemostazy (czynniki 
krzepnięcia V111, IX, XII i X111), czynniki trombolityczne (np. tkankowy aktywator 
plazminogenu, streptokinaza, stafylokinaza, a-l-antytrypsyna). Klasycznym przykładem 
nowych technologii, dobrze opisanym w piśmiennictwie biotechnologicznym (dlate
go pominiemy tutaj szczegóły dotyczące klonowania i procesu biosyntezy), jest bio
synteza ludzkiej insuliny. W organizmie człowieka powstaje preproinsulina, która
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Rys. 7. Potranslacyjna modyfikacja insuliny w komórkach ludzkich.

ulega następnie degradacji do aktywnego hormonu, składającego się z dwóch łańcu
chów A i B (rys. 7). W utworzonej specjalnie w tym celu biotechnologicznej firmie 
Genentech opracowano pierwszą mikrobiologiczną biosyntezę insuliny, wdrożoną 
do produkcji przemysłowej przez farmaceutyczną firmę Eli Lilly & Co. w roku 1982 
(2). W zrekombinowanych komórkach E. coli możliwa jest produkcja proinsuliny lub 
oddzielnie łańcuchów A i B. W celu uzyskania właściwego połączenia łańcuchów A 
i B insuliny przeprowadza się je najpierw w pochodne S-sulfonowe, a następnie che
micznie (tioliza i utlenienie) łączy je w aktywny hormon. W technologii, w której 
produktem biosyntezy jest proinsulina, a właściwie białko fuzyjne zawierające pro- 
insulinę, normalnie otrzymuje się hormon o złej konfiguracji. Zastosowanie wstę
pnej tlenowej sulfotiolizy mostków disiarczkowych umożliwia prawidłowe pofałdo
wanie się półproduktu, po czym odtwarza się te mostki, otrzymując produkt o właś
ciwej konfiguracji. Z wytworzonej proinsuliny usuwa się enzymatycznie (proteoliza 
przy udziale trypsyny i karboksypeptydazy) łańcuch C. Obok amerykańskiej biotech
nologii z udziałem bakterii E. coli, w Europie (Novo Nordisk, Dania) opracowano pro
ces biosyntezy insuliny w oparciu na zrekombinowanych drożdżach S. cerevisiae (1).

Biotechnologia tkankowego aktywatora plazminogenu (tPA) - czynnika prze
kształcającego plazminogen w plazminę i zapoczątkowującego w ten sposób proces 
degradacji fibryny w zakrzepach krwi, została oparta na użyciu zrekombinowanych 
linii komórkowych CHO {Chinese Hamster Ovary), w których sklonowano gen tego 
białka pozyskany z linii komórkowej czerniaka (1). Biosynteza, opracowana i opa
tentowana w roku 1987 przez Genentech, przebiega w bioreaktorze o pojemności 
10 m^. Komórki wydzielają produkt biosyntezy do podłoża, skąd tPA jest wyodrę
bniany chromatograficznie z czystością ponad 99% (23).

Alternatywna metoda produkcji tPA polega na użyciu zrekombinowanych bakte
rii E. coli (1, 23). Otrzymuje się zmodyfikowany tPA, zawierający zamiast 527 tylko 
355 reszt aminokwasowych i pozbawiony podstawników glikozylowych, który w pełni 
zachowuje aktywność inicjującą fibrynolizę. Bakterie gromadzą produkt w postaci 
ciałek inkluzyjnych wewnątrz komórek; wydzielenie go wymaga zatem ich rozerwa
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nia. Po rozpuszczeniu ciał inkluzyjnyh i renaturacji produktu oczysza się go stosując 
chromatografię powinowactwa i jonowymienną, zatęża metodą ultrafiltracji i usuwa 
zanieczyszczenia drobnocząsteczkowe poprzez dializę (1).

3.3. Zrekombinowane wirusy i bakterie - postęp w biotechnologii szczepionek

Tradycyjne technologie szczepionek polegają na namnożeniu patogenów (zjadli
wych lub atenuowanych) w zwierzętach (najstarsze szczepionki przeciwwirusowe), 
w kulturach komórek zwierzęcych (druga generacja szczepionek przeciwwiru- 
sowych) i w hodowlach bakteryjnych (szczepionki przeciwbakteryjne). Produkcja szcze
pionek przy wykorzystaniu zwierząt budzi zastrzeżenia natury etycznej, a poza tym 
jest niebezpieczna. Niebezpieczne są również technologie z namnażaniem patoge
nów w bioreaktorach. Nowe bezpieczne technologie szczepionek, zwłaszcza prze- 
ciwwirusowych, opracowywane są przy wykorzystaniu technologii rekombinowane- 
go DNA (1,20,21,24-27). Możliwe jest wytwarzanie osłabionych szczepów wirusów, 
które utraciły swoją zjadliwość w wyniku delecji w określonych miejscach genomu. 
Prowadzi się mikrobiologiczną biosyntezę białek antygenowych w komórkach bez
piecznych bakterii lub drożdży. W roku 1986 wprowadzono rekombinowaną szcze
pionkę przeciwko wirusowemu zapaleniu wątroby typu B, wyprodukowaną przy 
użyciu drożdży (1). Gen antygenu powierzchniowego, HBsAg, sklonowano w bakte
riach E. coli, drożdżach S. cerevisiae oraz w różnych liniach komórkowych ssaków. 
Ostatecznie opracowano biotechnologię z użyciem drożdży, uzyskując dobrą eks
presję genu oraz prawidłową strukturę cząsteczki antygenu, co warunkuje powsta
nie odpowiedzi immunologicznej.

Opracowano także technologię konstruowania zrekombinowanych wirusów, któ
rych genom wirusa niechorobotwórczego zostaje uzupełniony fragmentem DNA wi
rusa chorobotwórczego, kodującym jego białko o pożądanych właściwościach anty
genowych. Szczególnie interesujące jest użycie zmodyfikowanego wirusa krowianki 
(28,29) namnażanego w hodowli komórek zwierzęcych. Wybór wirusa krowianki 
jako biorcy obcego DNA był podyktowany wieloma przesłankami, takimi jak: brak 
cechy chorobotwórczości dla człowieka, łatwe namnażanie w organizmie człowieka 
oraz w hodowlach komórkowych in vitro, a także zaprzestanie stosowania tego wi
rusa do uodporniania ludzi przeciwko ospie. Również w stosunku do chorób bakte
ryjnych proponowane są rekombinowane szczepionki bezpiecznych bakterii, np. 
odzjadliwionych szczepów Salmonellla typhimuriiim lub S. typhi, zawierających hete- 
rologiczne antygeny bakterii chorobotwórczych (29,30).

Kolejną propozycją jest immunizacja genetyczna (31,32), która polega na bezpo
średnim wprowadzeniu DNA do organizmu pacjenta (np. metodą pistoletu genowe
go lub iniekcji). W jednej szczepionce mogą być podane geny różnych antygenów. 
Mechanizm działania szczepionki DNA przypomina infekcję wirusową, gdyż do wy
tworzenia obcego białka immunogenu wykorzystywany jest potencjał metaboliczny
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pacjenta. Dobrą ekspresję informacji genetycznej można uzyskać przy użyciu sil
nych promotorów wirusowych. Szczepionki genetyczne są bardzo stabilne, łatwe 
do wytworzenia i tanie. Prowdzone są prace nad szczepionkami DNA m.in. wirusów 
zapalenia wątroby typu B i C, grypy, wścieklizny, AIDS, prątków gruźlicy.

4. Biotechnologie z użyciem kultur komórkowych in vitro

Równolegle z postępem inżynierii genetycznej rozwijał się inny dział współcze
snej biotechnologii, oparty na hodowli in vitro komórek organizmów wyższych. 
Znaczne sukcesy odniosła biotechnologia komórek i tkanek ssaków (1,21,33). Po
czątkowo wykorzystywane były tylko kultury pierwotne, każdorazowo izolowane 
z tanek organizmów żywych. Rozwój technik in vitro i badania z zakresu biologii ko
mórki doprowadziły do wdrożeń technologicznych z użyciem hodowli wtórnych 
oraz ustabilizowanych i transformowanych linii komórkowych, w tym także linii ko
mórek nowotworowych. Perspektywicznym kierunkiem jest użycie zrekombinowa- 
nych linii komórkowych, w których klonowane są określone geny odpowiedzialne 
za syntezę pożądanych produktów polipeptydowych/białkowych (34).

Dwa najważniejsze dotychczasowe osiągnięcia biotechnologii komórek zwierzę
cych to: klasyczna już produkcja szczepionek przeciwwirusowych w bioreaktoro- 
wych hodowlach komórek ludzkich i zwierzęcych oraz produkcja przeciwciał mono- 
klonalnych w hybrydowych kulturach międzygatunkowych. Do produkcji szczepio
nek wykorzystuje się ustalone linie komórkowe (często wyprowadzone z tkanek no
wotworowych lub otrzymane w wyniku transformacji normalnych komórek w ho
dowli in vitro). Produkcja przeciwciał możliwa jest zarówno w zwierzętach jak i w ho
dowlach komórkowych in vitro. W obu przypadkach opiera się ona na wytworzeniu 
komórek mieszańcowych (hybrydoma), powstających w wyniku fuzji komórek no
wotworowych z komórkami plazmatycznymi syntetyzującymi określone przeciw
ciała. Komórki mieszańcowe w celach produkcyjnych można wszczepiać zwierzę
tom lub namnażać je w bioreaktorach. Względy etyczne przemawiają za tym drugim 
rozwiązaniem.

Przeciwciała monoklonalne - używane w pracach badawczych (analitycznych, 
preparatywnych) oraz w medycynie - do celów diagnostycznych, proponowane są 
również jako leki (1,35) w chorobach nowotworowych, infekcyjnych, autoimmuno- 
logicznych, w rozpuszczaniu zakrzepów krwi, a także w transplantologii. Przykła
dem tego ostatniego zastosowania (w USA od roku 1986) jest przeciwciało Orthoc- 
lone OKT-3 (1). Wprowadzone dożylnie do organizmu pacjenta wiąże się z antyge
nem CD-3 na powierzchni limfocytów? i blokuje ich normalne funkcjonowanie (a ta
kże prowadzi do ich eliminacji) w układzie komórkowej obrony immunologicznej, 
polegające w tym przypadku na obronie organizmu przed obcą tkanką czy organem, 
co prowadzi do odrzuceniu przeszczepu. Preparat Orthoclone OKT-3 stosowany jest 
przede wszystkim przy transplantacji nerek. W badaniach klinicznych znajdują się
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bispecyficzne przeciwciała wykazujące powinowactwo równocześnie do leku i do 
antygenów występujących, np. na komórkach nowotworowych luh do domen anty
genowych zakrzepów (1). W ten sposóh do tkanki nowotworowej można skierować 
nie tylko cytotoksyczny lek, ale także białkowe i komórkowe składniki układu obro
ny immunologicznej organizmu pacjenta.

Do biosyntezy innych biofarmaceutyków kultury komórkowe ssaków były i są 
wykorzystywane w mniejszym stopniu. Rozwój tego działu biotechnologii związany 
Jest z wykorzystaniem technik rDNA do konstruowania produkcyjnych linii komór
kowych. Użycie zwierzęcych kultur in vitro do biosyntezy biofarmaceutyków Jest 
uzasadnione prawidłową strukturą i wysoką aktywnością biologiczną tak otrzymy
wanych produktów, zwłaszcza. Jeżeli Jest konieczna ich modyfikacja potranslacyjna, 
np. glikozylacja. Problemem są trudności technologiczne (większe niż w innych bio
technologiach) oraz stosunkowo mała wydajność produktów.

Atrakcyjnym modełem technologicznym do biosyntezy farmakologicznie aktyw-' 
nych metabolitów wtórnych oraz do specyficznych biotransformacji enzymatycz
nych są kultury roślinne in vitro (36). Najszerzej wykorzystywane są kultury zawiesi
nowe, ale w ostatnim czasie duże zainteresowanie wzbudzają także kultury orga
nów, a zwłaszcza korzeni transformowanych z użyciem bakterii glebowych Agrobac- 
terium tumefaciens. Istnieje pewna liczba projektów badawczych, które zakończyły 
się opracowaniem technologii w skali produkcyjnej. Jednakże wdrożeń przemys
łowych Jest tu Jeszcze niewiele. Problem tkwi w dużych kosztach inwestycyjnych 
i produkcyjnych biotechnologii, przewyższających koszty pozyskiwania substancji 
farmakologicznie czynnych z materiału roślinnego. Zastosowanie metod biotechno
logicznych Jest uzasadnione tylko w przypadku bardzo drogich substancji o zasadni
czym znaczeniu dla lecznictwa, na które istnieje bardzo duże zapotrzebowanie. Do 
takich należą m.in. cenne leki przeciwnowotworowe - winblastyna i winkrystyna 
- alkaloidy barwinka (Catharanthus roseus) oraz taksany - paklitaksel {Taxol) i Jego 
pochodne pozyskiwane z cisa (Taxus brevifolia, T. baccata). Tych pierwszych nie uda
je się niestety syntetyzować w kulturach in vitro, natomiast możliwa Jest biotechno
logia związków diterpenoidowych z grupy taksanów.

Najstarszą technologią przemysłową z wykorzystaniem kultur komórek roślin
nych Jest biosynteza szikoniny (37) - czerwonego barwnika o właściwościach anty- 
septycznych, stosowanego w produktach kosmetycznych. W kulturach in vitro pro
dukowana Jest również biomasa żeńszeniowa (Panax ginseng) zawierająca aktywne 
farmakologicznie saponiny (38). Uważa się, że opłacalność biotechnologii z użyciem 
komórek roślinnych wymaga końcowego stężenia produktu w hodowli powyżej 
1 g/l i co najmniej kilku °^Jego zawartości w suchej masie. Do najbardziej wydajnych 
procesów, w których te wartości są osiągane, a nawet znacznie przekraczane, nale
ży m.in. biosynteza kwasu rozmarynowego z użyciem kultur zawiesinowych Coleus 
bliimei (39) i Salvia officinalis (40) oraz korzeni transformowanych Hyssopus officinalis 
(41). Poza wieloetapowymi procesami biosyntezy w kulturach roślinnych możliwe są 
również Jednoetapowe biotransformacje produktów naturalnych lub ksenobioty-
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ków. Proces biokatalizy z użyciem komórek Digitalis lanata umożliwia, np. prze
kształcenie (hydroksylację) bardzo toksycznej metylodigitoksyny do metylodigoksy- 
ny (42) - cennego leku nasercowego.

5. Dokąd zmierza biotechnologia leków?

Ostatnie dziesięciolecie charakteryzuje się dynamicznym rozwojem bioinforma- 
tyki, genomiki i farmakogenomiki (43,44); tworzone są komputerowe bazy danych 
dotyczące genomów różnych organizmów (45). Do najważniejszych realizowanych 
obecnie programów badawczych należy poznanie genomu człowieka oraz wystę
pujących w tym zakresie subtelnych różnic molekularnych (różnic w pojedynczych 
nukleotydach). Oczekuje się, że na bazie biologii molekularnej będzie zachodził dal
szy postęp w technologii biofarmaceutyków na początku XXI w. Technika kompute
rowa umożliwia gromadzenie, przetwarzanie i technologiczne wykorzystywanie ol
brzymiego zasobu wiedzy o molekularnych podstawach procesów biologicznych, 
chorobowych oraz leczeniu chorób. Dotyczy to zwłaszcza analizy funkcjonowania 
genów i ich produktów białkowych, identyfikacji molekularnych mechanizmów pro
cesu chorobowego i mechanizmów działania leków, poznanie struktury miejsc re
ceptorowych (miejsc działania leków) i projektowania nowych leków z wykorzysta
niem techniki molekularnego modelowania komputerowego.

Poszukiwanie i analiza subtelnych różnic genetycznych (polimorfizmu pojedyn
czych nukleotydów w określonych genach) ludzi, będące przedmiotem farmakoge
nomiki, służą określaniu osobniczej podatności na choroby, różnic w metabolizmie 
leków u poszczególnych pacjentów oraz efektywności procesu leczenia. Określenie 
profilu genetycznego pacjenta może być w nadchodzącym wieku podstawą do indy
widualnego postępowania leczniczego (personalized medicine) (46), wyboru optymal
nego leku i proponowania najbardziej właściwych jego dawek. Badania te prowadzą 
również do koncepcji tworzenia leków dla konkretnych pacjentów (grup pacjen
tów). Konsekwencją rozwoju farmakogenomiki są prace nad budową układów anali
tycznych zawierających sondy genetyczne (DNA-c/7/py,(47)), czyli zestawy sekwencji 
oligonukleotydowych, komplementarnych do różnych wariantów wybranych frag
mentów DNA pacjentów, już obecnie umożliwia to szybką i bardzo precyzyjną dia
gnostykę molekularną niektórych chorób o podłożu genetycznym oraz nowotworo
wym (48). Przewiduje się, że dzięki rozwojowi genomiki i bioelektroniki, diagnosty
ka medyczna oraz technologia (w tym biotechnologia) leków otrzymają w nad
chodzącym wieku potężne narzędzie w postaci genetycznego mikroprocesora za
wierającego DNA-chipy.

Poszerzeniu ulega asortyment leków możliwych do wytworzenia metodami bio
technologicznymi. Nazwę „biofarmaceutyki” zaproponowano pierwotnie w odnie
sieniu do leków o budowie polipeptydowej (białkowej). W ostatnim dziesięcioleciu 
prowadzone są również intensywne badania nad biofarmaceutykami o charakterze
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kwasów nukleinowych (1). Wśród produktów tej grupy, obok wytwarzanych i stoso
wanych Już wcześniej w medycynie sond genetycznych oraz odczynników do testów 
immunologicznych, proponowane są nowe szczepionki DNA i RNA oraz preparaty 
do terapii genowej chorób genetycznych, nowotworowych i infekcyjnych (21,49,50). 
Pierwsze próby kliniczne terapii genowej miały miejsce w roku 1990; w ciągu ostat
nich dziesięciu lat opracowano około 300 protokołów postępowania leczniczego 
i poddano terapii ponad 3500 pacjentów, głównie w badaniach klinicznych 1 i 11 fazy 
(50). W odniesieniu do chorób o podłożu genetycznym terapia genowa umożliwia 
wprowadzenie do organizmu pacjenta prawidłowej kopii uszkodzonego genu, ko
dującej pożądaną informację genetyczną. Głównym dotychczas kierunkiem klinicz
nych zastosowań terapii genowej są choroby nowotworowe. Proponuje się wprowa
dzanie in vivo genów podnoszących efektywność obrony immunologicznej pacjen
tów (np. gen interleukiny 2), powodujących apoptozę (np. gen supresorowy P53) czy 
liżę komórek nowotworowych - wirusową (np. geny adenowirusowe) lub enzyma
tyczną (np. gen kinazy tymidynowej) (50). W odniesieniu do chorób o podłożu gene
tycznym terapia genowa umożliwia wprowadzenie do organizmu pacjenta prawid
łowej kopii uszkodzonego genu, kodującej pożądaną informację genetyczną. Nową 
koncepcję leczenia poprzez ingerencję w ekspresję informacji genetycznej jest wy
korzystanie technologii antysensu. Wprowadzenie do organizmu pacjenta chemicz
nie syntezowanych specyficznych oligonukleotydów antysensowych (analogów na
turalnych sekwencji antysensowych) zapobiega ekspresji (transkrypcji lub translacji) 
określonych genów. W ten sposób proponuje się m.in. zahamowanie replikacji 
cząstek wirusowych, np. w HIV (51), czy ekspresji niektórych onkogenów w choro
bach nowotworowych (52).

Nowe możliwości rozwoju biologicznych sposobów wytwarzania leków (biofar- 
maceutyków) otwierają dokonane już udane próby konstruowania transgenicznych 
organizmów wyższych. Dzięki ekspresji egzogennej informacji genetycznej mogą 
one syntetyzować określone produkty białkowe dla lecznictwa lub innych celów 
(np. spożywczych). W nowy wiek wchodzimy zatem z koncepcją nowej generacji 
„bioreaktorów” - transgenicznych roślin i zwierząt. W ten sposób możliwa jest, 
jak się wydaje, wydajna, kontrolowana i bezpieczna produkcja wielu białek leczni
czych. Ważna jest przy tym identyczność produktów pozyskiwanych od zwierząt 
i roślin transgenicznych z białkami ludzkimi, ich prawidłowa modyfikacja potransla- 
cyjna, struktura przestrzenna i aktywność biologiczna.

Biomasa roślinna (np. bulwy ziemniaka, liście tytoniu czy sałaty), wzbogacona 
nowym produktem polipeptydowym może być źródłem leku lub szczepionki uod
porniającej na choroby zakaźne. Zależnie od rośliny, rodzaju produktu i jego prze
znaczenia, można biofaramaceutyk wyizolować w stanie czystym lub bezpośrednio 
spożywać, np. jako jadalną szczepionkę przeciwwirusową. W badaniach na zwierzę
tach stwierdzono, że tego typu szczepionka wyprodukowana w pomidorach, poda
na drogą pokarmową, wywołuje odporność przeciw wściekliźnie (54). Badania na lu
dziach (ochotnikach) pozwoliły ustalić, że jadalna szczepionka (transgeniczny ziem
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niak) zawierająca enterotoksynę Escherichia coli (55) oraz transgeniczna sałata zawie
rająca powierzchniowy antygen wirusa zapalenia wątroby typu B (56) powodują po
jawienie się specyficznych przeciwciał we krwi. Ta ostatnia propozycja pochodzi 
z polskich pracowni biotechnologicznych.

Produkcję białka wirusowego można uzyskać nie tylko w roślinach transgenicz- 
nych konstruowanych technikami inżynierii genetycznej in vitro; podobny efekt mo
żna osiągnąć w normalnych roślinach zainfekowanych odpowiednim wirusem. Poza 
antygenami wirusowymi możliwa jest biosynteza w roślinach całego szeregu pro
duktów białkowych, w tym również przeciwciał. Oczekuje się, że produkcja biofar- 
maceutyków w roślinach może okazać się w przyszłości technologicznie i ekono
micznie najbardziej uzasadniona.

W ostatnim dwudziestoleciu faktem stało się otrzymywanie zwierząt transge- 
nicznych (57-59). Pomimo początkowych trudności wynikających z małej efektywno
ści transgenezy (integracja transgenu z genomem gospodarza zachodzi z niewielką 
częstością, słaba jest również zazwyczaj ekspresja obcego genu), intensywne prace 
w wielu laboratoriach zaowocowały pozytywnymi wynikami. Dobór właściwych sil
nych promotorów (np. promotorów białek mleka) i prawidłowa konstrukcja klono
wanego DNA umożliwia późniejszą lokalizację syntezy i gromadzenia dużej ilości 
pożądanego produktu w określonych tkankach dojrzałego zwierzęcia, np. w gruczo
le mlecznym (60). Konstrukt genetyczny może być wprowadzany za pomocą mikro- 
iniekcji in vitro do zapłodnionych oocytów (zygot) lub embrionów i w tym układzie 
umieszczany w organizmie matki - biorcy. U transgenicznego potomstwa takiej 
matki dochodzi do ekspresji heterologicznego genu i produkcji obcego białka. W pro
cesach transgenezy celowe jest również użycie linii komórkowych, np. niezrożnico- 
wanych komórek embrioidalnych lub fibroblastowych komórek płodowych.

Wytworzenie transgenicznego zwierzęcia kosztuje od kilkadziesiąt tysięcy do 
kilkuset tysięcy USD. Biorąc pod uwagę duże zyski z produkcji farmaceutycznej, nie 
są to zbyt wysokie koszty. Zachęca to do rozwijania podstawowych badań w zakre
sie gonomiki zwierząt hodowlanych (60) oraz oceniana jest ich biotechnologiczna 
przydatność (57,59,61,62). Jedna krowa może wyprodukować rocznie kilka tysięcy 
litrów mleka zawierającego kilkadziesiąt kilogramów ludzkiego białka, ale osiągnię
cie dojrzałości płciowej następuje dopiero po piętnastu miesiącach, a ciąża trwa aż 
9 miesięcy. Znacznie mniejsza (kilka kilogramów od jednej samicy), ale szybsza i tań
sza może być produkcja z użyciem kóz i owiec. Bardzo ekonomiczne mogą być rów
nież technologie z użyciem świni domowej (dojrzałość płciowa po 6 miesiącach, 
ciąża 4 miesiące, biosynteza około 1,5 kg produktu rocznie). Najszybsze efekty 
osiąga się w pracy z królikami, gdyż dojrzałość płciową osiągają one po 6 mie
siącach, a ciąża u nich trwa tylko miesiąc, jedna samica tego gatunku może dawać 
jednak tylko 100 ml mleka dziennie i rocznie może wyprodukowć zaledwie około 
20 g pożądanego białka (57).

Możliwa jest transgeniczna biosynteza bardzo małych peptydów, np. kalcytoni
ny (w białku fuzyjnym z albuminą mleka), jak również bardzo dużych złożoir/ch he-
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teropolimerów białkowych, np. czynnika VIII krzepnięcia krwi. Zróżnicowany jest 
jednak poziom ekspresji heterologicznych genów poszczególnych białek w różnych 
zwierzętach: u królików w 1 ml mleka uzyskano zaledwie 0,5 pg interleukiny, 2,5 pg 
erytropoetyny i 1 mg insułinopodobnego czynnika wzrostu 1. W mleku kozy uzyska
no jednak już 20 mg/ml antytrypsyny al, a w mleku owcy 35 mg/l tego inhibitora 
proteinazy al (59). Szacuje się, że roczne zapotrzebowanie w USA na czynnik IX 
(4 kg) może być pokryte przez produkcję z użyciem 1 krowy, 7 kóz, 10 świń, 18 
owiec lub 714 królików (62,63). Pierwszym proponowanym dla lecznictwa produk
tem, który trafił do badań klinicznych, jest antytrombina III syntetyzowana w orga
nizmie kozy; dwa kolejne to: inhibitor proteinazy - antytrypsyna al (od owcy) 
oraz enzym a-glukozydaza (od królika) (59).

Biosynteza i gromadzenie obcych białek może zachodzić również w innych, niż 
gruczoł mleczny, tkankach i organach. Prowadzone są, np. próby biosyntezy ludz
kiej hemoglobiny we krwi zwierząt transgenicznych. Już w roku 1994 udało się uzy
skać w organizmie świni (transgenicznej lochy) produkcję hemoglobiny ludzkiej (za
wierającej obie globiny ludzkie a i P), która stanowiła blisko 25% hemoglobiny znaj
dującej się w krwiobiegu zwierząt transgenicznych, a 30^ stanowiła hybrydowa he
moglobina „ludzko-świńska” (składająca się z ludzkiej globiny a i świńskiej globiny 
P) (64). Nie zaobserwowano negatywnych skutków zdrowotnych transgenezy u ba
danej lochy, a ponadto okazało się, że w drugim pokoleniu 5 prosiąt odziedziczyło 
cechę syntezy ludzkich globin. Zachowanie cechy produkcji w kolejnych pokole
niach jest bardzo ważne. Skraca to czas badań i uruchamiania potencjalnej produk
cji biofarmaceutyków oraz umożliwia szybkie uzyskanie dużych ilości produktu.

6. Zamiast podsumowania: biobezpieczeństwo i bioetyka

Rozwój nowych strategii biotechnologicznych oraz zaistniałe dokonania w zakre
sie inżynierii genetycznej, które spowodowały przekroczenie naturalnych barier gene
tycznych, zrodziły nowe problemy - nie tylko natury biologicznej i technicznej, ale 
także etycznej (65,66) i dotyczącej biobezpieczeństwa (67,68). Można stwierdzić, że 
społeczeństwo akceptuje doświadczenia genetyczne z drobnoustrojami, przy założe
niu, że cel badań nie jest skierowany przeciwko człowiekowi i środowisku przyrodni
czemu. Dotychczas nie odnotowano niekorzystnych skutków takich badań i wdrożeń. 
Niestety wiadomo, że poza działaniami na rzecz ochrony zdrowia, produkcji żywności 
czy innych działów gospodarki, przedmiotem prac genetycznych jest również broń 
biologiczna. Od dziesięcioleci były opracowywane preparaty wirusowe i bakteryjne 
masowego rażenia, a postęp biologii molekularnej i nowoczesne techniki inżynierii 
genetycznej wniosły nowe możliwości w zakresie doskonalenia broni biologicznej 
(69). To tutaj właśnie należy widzieć olbrzymie zagrożenie. Analizę biozagrożenia 
i biobezpieczeństwa, jak się wydaje, należy rozpatrywać nie na płaszczyźnie rozwoju 
nauki i technologii, ale kontroli celów i sposobów wykorzystania nowych możliwości.
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Obok manipulacji genetycznych na drobnoustrojach, w licznych laboratoriach 
prowadzone są tego typu prace z organizmami wyższymi. Opinia społeczna stosun
kowo łatwo godzi się na modyfikacje genetyczne roślin, chociaż nie jest w tym za
kresie całkowicie jednoznaczna; istnieje duże zróżnicowanie w tej kwestii w po
szczególnych krajach. Można oczekiwać akceptacji użycia transgenicznych roślin do 
produkcji leków, ale duże obawy lub niechęć budzi żywność produkowana w opar
ciu na roślinach transgenicznych. Powszechną akceptację mogą uzyskać zwierzęta 
transgeniczne jako bioreaktory do produkcji leków. Obawy natomiast dotyczą per
spektywicznych skutków klonowania zwierząt oraz tworzenia zwierząt transgenicz
nych, gdyż od opracowania technik, np. klonowania innych ssaków jest bardzo bli
sko do wykorzystania ich do klonowania człowieka. Problem etyczny polega na wy
znaczeniu granic, do których człowiekowi wolno się posunąć w swoich badaniach. 
Największy, i słuszny, sprzeciw budzi koncepcja kłonowania ludzi, nawet w celu se
lekcjonowania najlepszych cech ludzkich. Granicy akceptowalności należy szukać 
w obszarze ingerencji w ludzkie komórki rozrodcze. Akceptację natomiast znajduje 
użycie technik molekularnych do analiz diagnostycznych i naprawy wad genetycz
nych. Jednak i tutaj pojawiają się wątpliwości i niepokoje, np. dotyczące dostępno
ści wyników analiz genetycznych ludzi i wykorzystywania ich przez pracodawców, 
firmy ubezpieczeniowe i inne.

W analizie kierunków rozwoju biologii molekularnej i biotechnologii wykazuje 
się, że są one tymi dziedzinami nauki i przemysłu, które mają do spełnienia w nad
chodzącym wieku wiele społecznych oczekiwań, zwłaszcza w zakresie doskonalenia 
szeroko rozumianej ochrony zdrowia i ratowania życia ludzkiego oraz poprawy 
jego jakości. Największe dokonania końca mijającego wieku w tej dziedzinie do
tyczą diagnostyki molekularnej i produkcji farmaceutycznej. Dokonania te, a także 
możliwości wykorzystania wielu osiągnięć budzą jednak określone wątpliwości 
i niepokoje. Ocena rozwoju prac genetycznych i biotechnologicznych oraz skutków 
różnorodnych możliwości wykorzystania ich wyników wykracza poza gremia eks
pertów naukowych; biorą w niej udział również autorytety polityczne, moralne i re
ligijne; ponadto prowadzone są sondaże społeczne i referenda. Dyskusja jest nie
zbędna, a jeszcze bardziej potrzebna jest powszechna edukacja w tym zakresie.
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