Streszczenie

Uzyskiwanie biatek o znaczeniu biomedycznym, w tym antygendw z materiatu
roslinnego, jest obiecujgca alternatywa dla bakteryjnych i drozdzowych systemdw ekspresji.
Jednak stosowanie roslin transgenicznych czesto wigze sie z problemem niedostatecznej
ekspresji i problemami legislacyjnymi. Ponadto stosowanie doustnych szczepionek
pochodzenia roslinnego napotyka bariere niewystarczajgcej odpowiedzi immunologicznej, w
tym tolerancji pokarmowej. Proponowanym i obecnie testowanym rozwigzaniem
wspomnianych probleméw jest stosowanie oczyszczonych biatek, jako szczepionek
iniekcyjnych oraz liofilizowanego materiatu roslinnego w postaci doustne;j.

W wyniku wczesniejszych prac uzyskano odporne na herbicydy linie transgenicznych
roslin sataty stabilnie wytwarzajgce poszczegdlne biatka HBV, w tym antygen rdzeniowy HBcAg
(Hepatitis B core Antigen). W projekcie wykorzystano wczes$niej pozyskane rosliny
transgeniczne oraz rosliny po agroinfiltracji - jednej z metod przejSciowej ekspres;i
zoptymalizowanej dla tego konkretnego biatka.

Technologia przejsciowej ekspresji jest obiecujgcg metodg otrzymywania duzych ilosci
biofarmaceutykdéw przy stosunkowo niskich kosztach. Wektory uzyte do przejsciowej ekspresji
umozliwiajg skuteczna replikacje i transkrypcje wprowadzonego genu do komérek gospodarza
oraz wysoki poziom ekspresji biatka. W badaniach wykorzystano wektory, gtdwnie oparte na
plazmidzie pEAQ otrzymanym od prof. G. P. Lomonossoff’a (John Innes Centre, Wielka
Brytania). Wektory te umozliwiajg wydajng ekspresje antygendw HBV - zwtaszcza HBcAg, oraz
czastek chimerycznych z przytagczonymi epitopami antygenu powierzchniowego HBV i innych
biatek w roslinie Nicotiana benthamiana.

Antygeny pochodzgce z roélin transgenicznych i po przejSciowej ekspresji oczyszczono
za pomocg zoptymalizowanej procedury. Przetestowano kilka metod fizycznego oczyszczania
czgstek z ekstraktu roslinnego. W wyniku tych badan opracowano metode oczyszczania
czgstek do analiz mikroskopowych, w tym w mikroskopie elektronowym. Ostatnim etapem
projektu jest weryfikacja immunogennosci otrzymanych preparatéw w modelu zwierzecym.
Wyniki eksperymentéw na myszach wskazujg na wysokg immunogennosé otrzymanych
czgstek, poréwnywalng z komercyjnymi preparatami oraz ich zdolnos¢ do aktywacji
immunologicznej odpowiedzi komérkowej i humoralnej.

Dodatkowo oczyszczone czastki kapsydopodobne pochodzace z przejsciowej ekspres;ji
zostaty wykorzystane, jako sktadnik bionanoczgstek w pracach prowadzonych wspdlnie z
zespotem prof. Michaela Giersiga w Centrum Zaawansowanych Technologii UAM. Czgstki
kapsydopodobne HBcAg wykazujg zdolno$¢ do enkapsulacji funkcjonalizowanych nanoczgstek
tlenku zelaza, a mozliwos¢ modyfikacji powierzchni czgstki wskazuje na ich potencjalne
wykorzystanie do organo-specyficznego kierowania nanoczgstek m.in. do obrazowania czy
terapii przeciwnowotworowych.



