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1  Samenvatting

Gedurende de laatste jaren wordt een nieuwe klasse geneesmiddelen ontwikkeld; medicijnen op basis van
eiwitmoleculen. Naar verwachting zullen in de nabije toekomst 300 tot 500 nieuwe medicijnen op eiwitbasis
(bijvoorbeeld tegen kanker en hart- en vaatziekten) een toelating verkrijgen. De eiwitmoleculen voor deze
medicijnen worden op dit moment geproduceerd door zoogdier celculturen of door genetisch
gemodificeerde organismen in fermentoren. Aangezien van deze medicijnen vaak relatief grote
hoeveelheden nodig zijn (veel per patiént of voor grote groepen patiénten), verwacht men dat de
productiecapaciteit in fermentoren in de toekomst niet toereikend zal zijn. Naast de momenteel vrij dure
productiemethode zal een tekort aan productiecapaciteit de ontwikkeling van nieuwe medicijnen remmen.
Een potentieel grote markt komt daarmee in gevaar. Naar schatting kan deze markt in 2010 een omzet van
10 miljard dollar bedragen. Er is dringend behoefte aan nieuw productieplatvorm dat een aantal
eigenschappen moet hebben: veilig, ingeperkt gebruik, geen gebruik van dierlijke componenten, flexibel,
snel op te schalen tot grote hoeveelheden en af te stemmen op “time-to-market”.

Momenteel worden een aantal alternatieven ontwikkeld voor de productie van medicijnen op basis
van eiwitmoleculen. Voorbeelden van dergelijke alternatieven zijn de ontwikkeling van genetisch
gemodificeerde zoogdieren die in hun melk medicinale eiwitten produceren en de ontwikkeling van
genetisch gemodificeerde planten die medicinale eiwitten produceren in hun zaden of bladeren. Er kleven
echter nadelen aan het gebruik van deze alternatieven. Aan het gebruik van genetisch gemodificeerde
zoogdieren kleven ethische bezwaren. Daarnaast bestaat altijd een kans dat een dergelijk systeem
ongewenste componenten overbrengen (virussen, prionen). Aan de teelt van genetisch gemodificeerde
planten op akkers kleeft het risico van uitkruising (ongewilde verspreiding van de genen die coderen voor
geneesmiddelen naar de natuurlijke populatie) en een gebrek aan draagvlak onder de bevolking. Teelt van
genetisch gemodificeerde planten in kassen (ingeperkt gebruik) zou aan deze bezwaren tegemoet kunnen
komen. Echter, in vergelijking met teelt van genetisch gemodificeerde planten in kassen, biedt het gebruik
van genetisch gemodificeerde paddestoelen voor de productie van medicinale eiwitten een aantal extra
voordelen.

- Inperking. Paddestoelen worden gedurende het gehele jaar in een gesloten systeem geteeld. Een
gesloten systeem is ideaal omdat dan voorkomen wordt dat genetisch gemodificeerde organismen
in het milieu kunnen worden geintroduceerd. Hierdoor is het enerzijds waarschijnlijk gemakkelijker
om een vergunning te krijgen en zijn anderzijds de productieomstandigheden heel goed in de hand
te houden.

Productie-efficientie. Paddestoelen, en in het bijzonder de champignon, zijn in staat in een relatief
korte tijd een enorme hoeveelheid biomassa te produceren, meer dan met planten mogelijk is.
Opschaling is dus relatief makkelijk en time-to-marketis kort.

Een aantal paddestoel soorten kunnen in principe op een gedefinieerd en steriel substraat
geproduceerd worden (zie verderop in dit rapport). Dat voorkomt een enorme toename veroorzaakt
door eisen van substraatcetrificering.

Ultgangsmateriaal. Het uitgangsmateriaal (ent-materiaal) voor de paddestoelproductie wordt
vegetatief vermeerderd. Ten opzichte van planten heeft dit het voordeel dat het niet nodig is om
eerst zaad te produceren voordat een grootschalige teelt kan worden uitgevoerd. Mycelium van
genetisch gemodificeerde paddestoelen kan lang in vioeibare stikstof worden opgeslagen en naar
behoefte worden ontdooid.

Productiesnelheid. Ook de snelle productiecyclus van paddestoelen is een pluspunt. Er kunnen tot
7 teelten per jaar worden uitgevoerd. Hierdoor is er een gelijkmatiger productie jaarrond te
realiseren en kan, indien nodig, tussentijds sneller op verandering in de marktbehoefte worden
ingespeeld.

Genetisch modificeren. Er zijn relatief efficiénte methoden beschikbaar voor het maken van
genetisch gemodificeerd mycelium van paddestoelen. Hierdoor is het in principe mogelijk om in
relatief korte tijd een genetisch gemodificeerd mycelium voor de productie van medicinale eiwitten
te construeren. Het productieniveau van medicinale eiwitten door genetisch gemodificeerde
schimmels is momenteel nog te laag voor industriéle toepassing. Dit onderzoeksgebied is echter
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nog relatief nieuw en verbeteringen zijn in de loop van de tijd te verwachten.

Onderscheidend van gewassen bedoeld voor voedselketen. De Europese wetgeving geeft duidelijk

de voorkeur aan het gebruik van transgene gewassen die niet voor de voedselketen worden

gebruikt of gewassen die duidelijk zijn te onderscheiden van voedingsgewassen. In principe kunnen
paddestoelsoorten gebruikt worden die niet gegeten worden maar wel in de huidige
productiesystemen te produceren zijn. Het is zelfs mogelijk om het beoogde eiwit/medicijn alleen
te winnen uit het doorgroeide substraat. In dit geval is menging met de voedselketen zelfs
onmogelijk.

Welk productiesysteem door de industrie als alternatief gebruikt kan/zal worden zal afthangen van
een aantal factoren. In de procedure voor toelating van een medicinaal eiwit als geneesmiddel wordt de
toelating verleend op de combinatie van geproduceerd eiwit en het producerende organisme. Aangezien de
toelatingsprocedure voor medicijnen lang en kostbaar is, is de keuze van de meest optimale combinatie van
medicinaal eiwit en producerend organisme van groot strategisch belang. Indien voor de productie een
ander producerend organisme wordt gekozen, moet een nieuwe (kostbare en tijdrovende) toelating worden
aangevraagd. Gezien het feit dat momenteel nog geen enkel recombinant eiwit door paddestoelvormende
schimmels wordt geproduceerd, zal het naar verwachting ruwweg 2 decennia duren voordat grootschalige
productie van medicinale eiwitten in genetisch gemodificeerde paddestoelen op teeltbedrijven aan de orde
is.

Indien een farmaceutisch bedrijf er voor kiest om medicinale eiwitten in genetisch gemodificeerde
paddestoelen te produceren, moet er een productieketen worden georganiseerd. Het ligt voor de hand dat
een dergelijk productiesysteem een volledig geintegreerd systeem wordt (van substraat/broed
productie/teelt tot winning van het medicijn in één bedrijf en volledig afgesloten van de productieketen voor
consumptie paddestoelen.

Een keten voor productie van medicinale eiwitten heeft met meerdere systemen van regelgeving te
maken. Een deel van de regelgeving hangt samen met het specifieke eindproduct van de productieketen;
een medicijn. De eisen die aan het productieproces van medicinale eiwitten uit genetisch gemodificeerde
gewassen worden gesteld, worden voor een groot deel bepaald door instanties als de European Agency for
the Evaluation of Medicinal Products (EMEA), de United States Department of Agriculture (USDA), de Food
and Drug Administration (FDA) en het College ter Beoordeling van Geneesmiddelen (CBG). Het Committee
on herbal medicinal products van het EMEA werkt aan een voorstel voor een systeem van Good Agricultural
Practice regels die ook van toepassing kunnen zijn voor productie van medicinale eiwitten uit paddestoelen.
Als er gewerkt wordt met genetisch gemodificeerde organismen is ook de regelgeving uit het Besluit
genetisch gemodificeerde organismen Wet milieugevaarlijke stoffen van toepassing. Hierin worden
werkvoorschriften en inrichtingseisen voor gebouwen in een dergelijke keten beschreven. Deze zijn primair
gericht op het voorkomen van ongewilde introductie van genetisch gemodificeerde paddestoelen in het
milieu. Daarnaast moet rekening worden gehouden met de eisen die farmaceutische industrie stelt aan de
kwaliteit van de geleverde paddestoelen. Deze eisen zijn gericht op het garanderen van een zo constant
mogelijk product dat als basis dient voor de extractie en zuivering van medicinale eiwitten. Boven alles staat
de kwaliteit van het medicinale eiwit dat uit paddestoelen gehaald kan worden en daarna de opbrengst per
kilogram paddestoelen.

Als medicijnen met paddestoelen geproduceerd gaan worden zal een beperkt aantal bedrijven nodig zijn
voor de productie van één eiwit. Dit aantal kan oplopen tot enkele tientallen bedrijven als er een grote vraag
naar het medicinale eiwit bestaat. Als er meerdere verschillende medicinale eiwitten in paddestoelen
geproduceerd gaan worden, zal in de toekomst een aanzienlijk aantal bedrijven betrokken zijn bij de
productie. Deze schattingen zijn echter gebaseerd op productieniveau’s zoals die momenteel op
commercieel opererende teeltbedrijven worden behaald.

Men verwacht dat de markt voor farmaceutische eiwitten zich in de komende jaren flink zal uitbreiden en
voorspelt wordt dat voor 2010 een omzet is bereikt van 125 miljard dollar met een jaarlijkse groei van 15-
20%.

Genetisch gemodificeerde paddestoelen kunnen ook gebruikt worden voor de productie van eiwitten die
geen medische toepassing hebben (eiwitten voor diagnostische testen, enzymen met een industriéle
toepassing e.d). De ontwikkeling en marktintroductie van dergelijke niet-farmaceutisch eiwitten zal
waarschijnlijk minder tijd in beslag nemen. Voor niet-medische toepassingen zal mogelijk over een tiental
jaren grootschalige productie een realiteit kunnen zijn.
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Het moge duidelijk zijn dat als paddestoelen als productieplatvorm gebruikt gaan worden voor de productie
van medicinale eiwitten, dit een ander teeltsysteem vereist dan het huidige. De initiatieven en ideeén met
betrekking tot systeeminnovatie in de paddestoelteelt sluiten hierop al voor een gedeelte aan. Een voor een
groot gedeelte geautomatiseerd teeltsysteem op alternatieve, goed te standaardiseren, substraten past
goed in het type bedrijf dat nodig is voor de productie van medicinale eiwitten uit paddestoelen. Daar zal
een sector niet op korte termijn al profijt van hebben maar, indien uitontwikkeld en beschermd, biedt dit
voor de Nederlands paddestoelen sector mogelijk een lucratief alternatief om een technisch vooraanstaand
productiesysteem in te zetten voor producten met een enorme toegevoegde waarde. Zodra blijkt dat
paddestoelen de potentie hebben om een goed productieplatvorm te worden voor farmaceutische eiwitten
is het aan te bevelen om in een vroegtijdig stadium een alliantie aan te gaan met R&D bedrijven die
geneesmiddelen ontwikkelen. Op deze manier wordt voorkomen dat een bedrijf alleen een rol gaat spelen
bij de “productie in opdracht van”, wat een minder profijtelijke businessis.
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2  Begrippenlijst

Antilichaam

Antigen

Biopharming

Cellijn

COGEM

GMO-status

Hybridoma cellijnen

Recombinant

Antilichamen (antistoffen) zijn eiwitten die door de mens en andere gewervelde
dieren worden geproduceerd als antwoord op het binnendringen van een
lichaamsvreemde stof of lichaamsvreemde cellen, antigenen. Ze vormen een
belangrijk onderdeel van het immuunsysteem en specifiek gericht op één type
antigen. Antilichamen komen voor in het bloed en in de extracellulaire vloeistof in
weefsels voor.

Een antigen is een (macro)molecuul dat in staat is een immuunrespons op te
wekken waarbij antistoffen worden aangemaakt. Hiervoor geldt dat een antigeen
molecuul of zelf voldoende groot moet zijn of, als het klein is, door een ander
molecuul, b.v. een eiwit, moet worden gebonden waardoor de combinatie groot
genoeg wordt om een antistofreactie op te wekken. Voor een optimale werking
zijn vaak combinaties nodig met “hulpstoffen” die het aangeboren immuunsysteem
ook stimuleren. Cellen in het dierlijk lichaam bevatten een groot aantal stoffen en
uitstekende molecuul-uiteinden op de buitenkant van hun membraan die als
antigenen kunnen fungeren. Bekende zijn 0.a. de bloedgroepantigenen, maar er
zijn er vele andere. Deze antigenen zijn er de oorzaak van dat transplantaties niet
tussen iedere donor en ontvanger mogelijk zijn: als geen bijzondere voorzorgen
worden getroffen zal een nieuwe cel van een ander vrijwel altijd worden herkend
als lichaamsvreemd.

Planten kunnen tegenwoordig zodanig genetisch worden gemodificeerd dat zij
farmaceutische middelen produceren zoals vaccins, antilichamen en andere
biofarmaceutica. Deze productiewijze, biopharming genaamd, wordt door velen
beschouwd als een aantrekkelijke manier om geneesmiddelen te produceren
waarvan grote groepen mensen, ook in de Derde Wereld, kunnen profiteren.

Een cellijn bestaat uit een verzameling genetisch gelijke cellen en kan bijna net zo
gemakkelijk gekweekt en gehanteerd worden als een bacteriecultuur. Het is dus
minder bewerkelijk en kostbaar dan het werken met dieren. Zo is bijvoorbeeld een
cellijn ontwikkeld uit ovariumcellen van de Chinese hamster (de CHO cellijn).
Commissie Genetische Modificatie (COGEM). De COGEM is een organisatie die de
regering adviseert over mogelijke risico’s van productie en handelingen met
genetische gemodificeerde organismen (ggo’s) voor mens en milieu. Tevens
informeert de COGEM betrokken ministers over ethisch-maatschappelijke aspecten
verbonden aan genetische modificatie. De taken van de COGEM zijn vastgelegd in
de Wet Milieubeheer. Het werkveld van de COGEM omvat alle gebieden in de
biotechnologie, van landbouw tot medische toepassingen en van laboratoria tot
commerciéle introductie. Echter de COGEM adviseert niet over voedsel- of
veevoederveiligheidsvraagstukken of over mogelijke risico’s voor behandelde
patiénten bij medische toepassingen.

Genetisch gemodificeerde organismen (genetically modified organisms) worden
ingedeeld in risicoklassen. Belangrijke overwegingen daarbij zijn pathogeniciteit
voor mensen, besmettelijkheid en mogelijkheid tot behandeling van ziekten. Er
wordt bij voorkeur gewerkt met organismen die een zo laag mogelijk risico met
zich meerbrengen.

Een hybridoma is een cel die ontstaat door celfusie tussen een antilichaam
producerende B-lymfocyt en een kankercel (myeloma). Hierdoor ontstaat een
cellijn waarvan de cellen allen identiek zijn en waarvan de cellen zich blijven
delen.

Recombinant-DNA-techniek is een biotechnologische methode om DNA-fragmenten
te wijzigen door inlassing van een vreemd stukje DNA (bijv een menselijke gen)
waardoor een nieuwe combinatie (= re-combinatie) ontstaat van met
oorspronkelijke DNA. Als een stukje recombinant DNA in cellen van een organisme
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wordt binnengebracht ontstaat een recombinant organisme, ook wel genetisch
gemodificeerd organisme genoemd.

Transgeen Het DNA van planten, dieren en micro-organismen kan met behulp van
transformatietechnieken worden veranderd met lichaamsvreemd (transgeen) DNA.
Er kunnen genen worden uitgeschakeld, veranderd, aangeschakeld of toegevoegd.
Wanneer een organisme op een dergelijke manier genetisch is veranderd noemen
we dat een transgeen organisme.

Vaccin Een vaccin is een middel dat bij de patiént een immuunrespons opwekt zonder
hem ziek te maken. Hierdoor is de gevaccineerde beter tegen de ziekteverwekker
bestand waar het vaccin voor bedoeld is dan zonder de behandeling.

Er bestaan verschillende soorten vaccins:
¢ vaccins die levende verzwakte organismen bevatten (bv sommige
poliovaccins)en
e vaccins bestaand uit (delen van) gedode organismen; de laatste kunnen dan
weer
o uit de echte ziekteverwekker bereid zijn (bijvoorbeeld difterie) of
o door middel van genetische manipulatie synthetisch zijn bereid
(bijvoorbeeld eetbare vaccins).
Vaccins worden in het algemeen intramusculair of subcutaan als een injectie
toegediend; sommige levende vaccins kunnen worden geslikt of in een krasje op
de huid worden gewreven. Bij de meeste vaccinaties is na een maand een tweede
dosis nodig (boosterdosis), soms na nog enige maanden een derde
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3 Inleiding

Het is al tientallen jaren mogelijk om met behulp van recombinant DNA technieken organismen
lichaamsvreemde moleculen te laten produceren. Een bekend voorbeeld is de productie van menselijk
insuline door bacterién. Het menselijk gen (stukje DNA) voor insuline is hiervoor in een bacterie geplaatst.
Door deze genetisch gemodificeerde bacterién in groter fermentoren te kweken kan op grote schaal en dus
goedkoop menselijk insuline worden geproduceerd. In vergelijking met het oude product, gemodificeerd
varkensinsuline, veroorzaakt deze insuline geen bijwerkingen.

Het is inmiddels mogelijk om via recombinant DNA technieken lichaamsvreemde eiwitten te laten
produceren door een groot aantal verschillende organismen. Voor productie van dergelijke eiwitten worden
vaak micro-organismen (bacterién, schimmels of gisten) gebruikt. Er wordt echter ook gewerkt aan
alternatieven voor micro-organismen.

Stier “Herman” van het Leidse biotechnologie bedrijf Pharming is een bekend voorbeeld. Het erfelijk
materiaal van deze stier bevat een menselijk gen dat codeert voor lactoferrine. Lactoferrine is een infectie-
remmend eiwit. Het lactoferrine gen is ingebracht in de cellen van het embryo dat uitgroeide tot Herman. Dit
werd gedaan in de hoop dat vrouwelijke nakomelingen van Herman deze stof in aanzienlijke hoeveelheden in
hun melk zouden hebben. De bedoeling was dan om lactoferrine uit de melk te winnen en als geneesmiddel
op de markt te brengen voor mensen met een verzwakt immuunsysteem (zoals HIV-patiénten).

Met aanzienlijk meer inspanning wordt sinds de jaren 80 van de vorige eeuw gewerkt aan de mogelijkheden
om planten zodanig genetisch te modificeren dat zij farmaceutische middelen produceren zoals vaccins,
antilichamen en biofarmaceutica. Deze productiewijze wordt biopharming genaamd.

Het doel van voorliggende studie is het in kaart brengen van de randvoorwaarden om paddestoelen te
gebruiken als productieplatvorm voor farmaceutische eiwitten. We zullen ons daarbij eerst richten op
technische aspecten van een dergelijke productiemethode. Daarna willen we kijken naar de markt en de
economische haalbaarheid voor een dergelijke productiemethode. Vervolgens willen we de
maatschappelijke en juridische voorwaarden voor een dergelijke productiemethode in kaart brengen: hoe
kijkt de maatschappij aan tegen een dergelijk productiesysteem en wat is de relevante wetgeving op dit
gebied. Tot slot willen we inzichtelijk maken in hoeverre de productie van genetisch gemodificeerde
paddestoelen voor de farmaceutische industrie afwijkt van de productie van paddestoelen voor menselijke
consumptie.

3.1 Productie van eiwitten m.b.v. genetisch gemodificeerde
organismen.

Om een goed inzicht te kunnen geven in de mogelijkheden en beperkingen die verbonden zijn aan de
productie van eiwitten door genetisch gemodificeerde organismen, is het noodzakelijk om in grote lijnen te
bespreken hoe eiwitten door organismen gemaakt worden. Aangezien we eiwitten willen produceren voor
gebruik in het zoogdier “mens”, is het daarbij verstandig om te kijken hoe eiwitten in zoogdiercellen wordt
geproduceerd.

Eiwitmoleculen bestaan uit een snoer van met elkaar verbonden aminozuur-moleculen. Er zijn twintig
verschillende aminozuren beschikbaar voor het maken van eiwitten. De volgorde waarin de aminozuren op
het snoer wordt geregen, is vastgelegd in het erfelijk materiaal (het DNA) dat in de kern van de cel ligt
opgeslagen. Het DNA vormt dus een bouwtekening voor het maken van eiwitten.

De snoer van aminozuren (ofwel het eiwitmolecuul) wordt in de cel aaneengeregen en opgevouwen tot de
juiste ruimtelijke structuur. Om dit vouwingsproces te begeleiden en te vergemakkelijken maakt een
zoogdiercel gebruik van een aantal gespecialiseerde “vouw-eiwitten” (chaperones).

Naast het correct vouwen van een eiwitmolecuul kunnen er nog een aantal andere bewerkingen van het
oppervlak van het eiwitmolecuul plaatsvinden. Een van de belangrijkste daarvan is de glycosylering van een
eiwit. Glycosylering houdt in dat er suikerstructuren aan het eiwit worden gekoppeld. Deze suikerstructuren
kunnen grote effecten hebben op de biologische functie van het eiwit. De suikerketens kunnen bijvoorbeeld
effecten hebben op het correct vouwen van het eiwitmolecuul, op de mogelijkheid van het eiwit om te
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binden aan andere eiwitten, op de stabiliteit van het eiwitmolecuul, op de snelheid waarmee het eiwit uit de
bloedbaan wordt verwijderd of op het transport van het eiwit naar specifieke weefsels in het lichaam.
Verschillende eiwitten worden verschillend geglycosyleerd. Sommige eiwitten (zoals insuline) worden niet
geglycosyleerd.

Om een organisme een speciaal door ons gewenst eiwit te laten produceren, moet het genetisch
gemodificeerd worden. Dat wil zeggen dat er een stukje DNA, de bouwtekening voor het eiwit, ingebouwd
moet worden dat codeert voor het betreffende eiwit. De cellen van het organisme moeten vervolgens aan
het werk om een eiwit te produceren. Deze techniek werkt nu al voor bacterién, gisten, losse
zoogdiercellen, dieren (insecten, koeien, schapen, konijnen), losse plantecellen en hele planten.

Er blijken echter verschillen te bestaan in de manier waarop deze verschillende groepen organismen met de
bouwtekening omgaan. Bacterién zijn bijvoorbeeld niet in staat om een glycosylering uit te voeren. Gisten
kunnen wel glycosyleren, maar maken andere (en daardoor onbruikbare) suikerstructuren. Zoogdieren
kunnen wel de glycosylering uitvoeren die voor menselijke toepassingen nodig is.

Omdat niet elk genetisch gemodificeerd organisme is in staat om eiwitten correct te vouwen of om de juiste
suikers aan het eiwit te hangen hebben de geproduceerde eiwitten een mindere kwaliteit of zijn zelfs niet
werkzaam.

Welk organisme gekozen wordt om een productiesysteem te ontwikkelen is dus erg belangrijk. Niet alleen
hangt de kwaliteit van het product hiervan af maar ook andere factoren zijn belangrijk als een eiwit op
commerciéle schaal geproduceerd moet worden. Dit zijn productiekosten, de aanlooptijd die nodig is om de
productie op te kunnen starten, de mogelijkheid om productieomvang op te schalen en het risico dat het
product verontreinigd raakt met ziektenverwekkers.

Tabel 1 geeft een overzicht van de verschillen tussen de diverse productiesystemen die gebruikt kunnen
worden voor de aanmaak van recombinante eiwitten. leder productiesysteem blijkt zijn voors en tegens te
kennen. Zoogdiercellijnen, gisten en bacterién worden momenteel op industriéle schaal gebruikt voor de
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Bacterién Laag Kort Groot Laag Geen Endotoxinen Gemiddeld
Gist Middelmatig  Middelmatig Groot Middelmatig Incorrect Laag risico Gemiddeld
. " . Virussen, prionen en
Zoogdiercelllijn Hoog Lang Erg klein Erg hoog Correct oncogeen DNA Duur
Transgene . Virussen, prionen en
dieren Hoog Erg lang Klein Erg hoog Correct oncogeen DNA Duur
. . . . . . . Kleine .. .
Plantcellijn Middelmatig  Middelmatig ~ Middelmatig Hoog verschillen Laag risico Gemiddeld
Transgene Kleine .
Erg laag Lang Erg hoog Hoog verschillen Laag risico Goedkoop

planten

Tabel 1. Vergelijking van productiesystemen voor recombinante eiwitten voor gebruik als geneesmiddel
(aangepast naar Ma ef a/,, 2003).

productie van recombinante eiwitten. Transgene dieren, plantencellijnen en transgene planten worden
bestudeerd als alternatieve productiesystemen. Vooral een productiesysteem van transgene planten kent
een zeer veelbelovende combinatie van eigenschappen. De kansen die de teelt van transgene planten t.b.v.
de productie van recombinante eiwitten kunnen bieden voor de Nederlandse Tuinbouwsector werden al in
2002 geinventariseerd (Creemers-Molenaar et al., 2002). Over de mogelijkheden en voorwaarden
waaronder transgene planten door de Canadese agro-industrie zouden kunnen worden geteeld verscheen in
2004 een overzichtsrapport (Arcand & Arnison, 2004).
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3.2 Welke farmaceutische eiwitten kunnen m.b.v. genetisch
gemodificeerde organismen geproduceerd worden?

In principe kan een heel breed scala aan verschillende eiwitten m.b.v. genetisch gemodificeerde organismen
worden geproduceerd. De meeste interesse bestaat echter voor de productie van antilichamen
(Biotechnology Industry Organization, geciteerd in Food & Drug Letter (2003) 668 p.2). Antilichamen zijn
eiwitten die door cellen van het immuunsysteem worden geproduceerd. Deze eiwitten zijn in staat om
ziekteverwekkers zoals virussen en bacterién te herkennen en er aan te binden. Hierdoor worden de
ziekteverwekkers als het ware “gelabeld”. Aan het label kunnen andere cellen van het immuunsysteem zien
welke cellen/deeltjes opgeruimd moeten worden. Ook kankercellen kunnen door antilichamen worden
herkend en door het immuunsysteem worden opgeruimd.

Het vermogen om ziekteverwekkende deeltjes en zieke cellen te herkennen kan op tweeérlei wijze in de
geneeskunde worden gebruikt. Enerzijds kun je van antilichamen gebruik maken om te proberen iemand te
genezen, bijvoorbeeld door injectie van antilichamen tegen kanker (therapeutische toepassing). Anderzijds
kun je van antilichamen gebruik maken om er achter te komen wat iemand mankeert. Antilichamen kunnen
zodanig ontworpen worden dat ze bijvoorbeeld maar één type virus herkennen. In een diagnostische test
kun je van een dergelijk antilichaam gebruik maken om te kijken met welk virus iemand is geinfecteerd
(diagnostische toepassing).

Antilichamen worden momenteel geproduceerd door genetisch gemodificeerde hybridoma-cellijnen (die
bijvoorbeeld afkomstig kunnen zijn van de Chinese hamster) te kweken in enorme fermentoren. Daarnaast
wordt een nieuwe techniek gebruikt (faag display) waarin met behulp van bacterievirussen specifieke
antilichamen worden gemaakt (voor een begrijpelijke uitleg van deze fascinerende techniek zie:
http://www.kennislink.nl/web/show?id=120036).

Naast de antilichamen bestaat nog een hele reeks aan andere eiwitten met medische toepassingen. Daarbij
moet men denken aan groeihormoon, interferon (voor behandeling van hepatitis B en C), bloedstollings-
remmers, EPO (erythropoietine, bij bloedarmoede, stimuleert vorming rode bloedcellen), en vele anderen.
Traditioneel worden dergelijke farmaceutische eiwitten geproduceerd via extractie uit dierlijke of humane
weefsels. Momenteel wordt verreweg de grootste gewichtshoeveelheid aan farmaceutische eiwitten (ca.
99% van de jaarlijkse totaalproductie van ruim 1 miljoen kg eiwit) gewonnen uit natuurlijke bronnen. Daarvan
wordt een groot deel, voornamelijk albumine en gammaglobuline gezuiverd uit menselijk bloed, een klein
deel (met name pancreatine) uit dierlijke bron en een verwaarloosbaar deel uit plantaardig weefsel. In 1999
ging het om een totaal van 38 verschillende eiwitten, waarvan er 18 uit menselijk bloed en urine, 18 uit
dierlijk weefsel en 2 uit planten komen (Creemers-Molenaar et al., 2002). De extractie en zuivering van deze
eiwitten uit hun natuurlijke bronnen (zoals bloed of organen) kan echter moeilijk en duur zijn. Daarnaast zijn
er risico’s verbonden aan het gebruik van eiwitten uit deze bronnen als geneesmiddel. Veel mensen hebben
bijvoorbeeld onbedoeld een ziekte opgelopen door het gebruik van virus besmette bloedproducten of
hormonen.

Een totaal andere mogelijkheid is de productie van vaccins. Zoals hierboven al is opgemerkt kan het
immuunsysteem via antilichamen een reeks aan bacterién en virussen herkennen. Het antilichaam bindt
daarbij aan eiwitten die door de bacterie of het virus worden geproduceerd en die “uniek” zijn voor dat
organisme. Vaccinatie wordt al decennia lang toegepast en het meest bekende voorbeeld is dat waarin een
verzwakte vorm van de ziekteverwekker wordt geinjecteerd. Het immuunsysteem herkent de
ziekteverwekker en bouwt een afweerreactie op. Als de afweerreactie voorbij is blijven enkele cellen met
een “immunologisch geheugen” achter. Deze cellen zorgen er voor dat bij een hernieuwde infectie met de
ziekteverwekker het immuunsysteem sneller en effectiever kan reageren.

Door eiwitfragmenten van een ziekteverwekker te laten produceren door een genetisch gemodifideerd
organisme, kan men grote hoeveelheden antigenen verkrijgen. Deze stimuleren de afweer maar zijn zelf
onschadelijk.

Indien men het antigen door een genetisch gemodificeerd voedselgewas zou laten produceren bestaat in
principe de mogelijkheid om eetbare vaccins te maken. Dergelijke vaccins kunnen grote voordelen bieden
ten opzichte van de traditionele vaccins. Eetbare vaccins kunnen waarschijnlijk veel goedkoper
geproduceerd worden. Voor traditionele vaccins is een dure kweek van de ziekteverwekker in een fermentor
nodig, gevolgd door een zuivering. Voor eetbare vaccins is alleen teelt van het transgene gewas nodig.
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De traditionele vaccins moeten vanaf moment van productie tot moment van toediening voortdurend koel
bewaard worden. Vooral in ontwikkelingslanden waar vaccinaties in het binnenland moeten worden
uitgevoerd kan dat een groot probleem vormen. Een eetbare vaccin kan bij omgevingstemperatuur worden
opgeslagen en vervoerd. Een derde voordeel is het gemak waarmee een eetbaar vaccin kan worden
toegediend. Het feit dat niet geinjecteerd hoeft te worden maakt voor de patient een groot verschil.

De ontwikkeling van farmaceutische eiwitten in diverse productiesystemen is momenteel in volle gang.

Product

Bedrilf

Gebruikt organisme

Bloedstollingsfactoren VII, VIl en IX

Calcitonine

DNase (cystic fibrosis)

Erythropoietine (EPO)

Darbepoietine

Follikel stimulerend hormone (FSH)
Luteiniserend hormoon (LH)
Gonadotropine

Glucagon

Glucocerebrosidase (ziekte van Gaucher)
Groeihormonen (somatotropines)

Eutropine (groeihormoon derivaat)
Groeifactoren (GCSF, GMCSF)

Platelet derived growth factor (PDGF)
PDGF-antagonist
Hepatitis B vaccin

Hirudin (stollingsremmer)
Insuline

Interferon-alfa
Interferon-beta

Interferon-gamma

Oprelvekin (interleukine 11 antagonis)
OP-1 (osteogenic, neuroprotective factor)
Plasminogeen activator

Stam cel factor

Novo-Nordisk/Bayer/Centeon
Genetics Baxter/Centeon/Wyeth
Unigene

Roche
Janssen-Cilag/Amgen/Boehringer
Amgen

Serono/Organon

Serono

Serono

Novo-Nordisk

Genzyme

Pharmacia & Upjohn/Lilly/Novo-
Nordisk/Ferring/Genentech
Serono/Bio-Technology General Corp
Serono

LG Chemical
Novartis/Essex/Amgen/Roche
Chugai Pharmaceuticals
Janssen-Cilag

ZymoGenetics

GlaxoSmithKline

Rhein-Biotech

Aventis/Novartis
Bio-Technology General Corp
Novo-Nordisk
Roche/Essex/Yamanouchi
Schering

Biogen/Serono
Amgen/Boehringer

Wyeth

Curis/Striker
Genentech/Roche/Boehringer
Amgen

BHK cellen

CHO cellen

E. coli (bacterie)/CHO cellen
CHO cellen

CHO cellen

CHO cellen

CHO cellen

CHO cellen

CHO cellen

S. cerevisiae (bakkersgist)
CHO cellen

E. coli (bacterie)

CHO cellen

Muizencellijn

S. cerevisiae (bakkergist)

E. coli (bacterie)

CHO cellen

. cerevisae (bakkersgist)
. cerevisae (bakkersgist)
. cerevisae (bakkersgist)
. polymorpha (gist-soort)
. cerevisae (bakkersgist)
. coli (bacterie)

. cerevisae (bakkersgist)
. coli (bacterie)

. coli (bacterie)

CHO cellen

E. coli (bacterie)

Humane cellijin ROMI 8866
E. coli (bacterie)

CHO cellen

CHO cellen

mMmMwmMWmITIWmB;LOD

Tumor necrose factor

Boehringer

E. coli (bacterie)

Tabel 2. Overzicht van in 2004 commercieel beschikbare farmaceutische eiwitten en de genetisch
gemodificeerde organismen waarmee ze geproduceerd worden (overgenomen van Schmidt, 2004). De
farmaceutica zijn min of meer geordend naar toepassingsgebied. Antilichamen (in de meeste gevallen
geproduceerd met hybridoma-cellijnen) zijn niet opgenomen in de lijst. BHK staat voor cellen die
oorspronkelijk uit baby hamster kidney (nier) zijn geisoleerd. CHO staat voor cellen die oorspronkelijk uit de
baarmoeder van Chinese hamster werden geisoleerd.

Diverse auteurs hebben in de wetenschappelijke literatuur overzichten gepubliceerd van in ontwikkeling
zijnde geneesmiddelen. Tabel 2 geeft een overzicht van momenteel commercieel beschikbare
farmaceutische eiwitten die m.b.v. genetisch gemodificeerde organismen worden geproduceerd.

Walsh (2003) heeft in 2003 het aantal farmaceutische eiwitten geinventariseerd die een toelating voor
gebruik als geneesmiddel in de Europese Unie hadden en kwam op een totaal aantal van 88 verschillende
producten. Hiervan waren 6 producten bedoeld voor gebruik als diergeneesmiddel. Al deze farmaceutische
eiwitten worden geproduceerd in fermentoren. Verreweg de meeste van deze eiwitten werden
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geproduceerd door transgene £scherichia colf (een darmbacterie), Saccharomyces cerevisiae (bakkersgist)
en zoogdiercellijnen (oorspronkelijk afkomstig uit hamsters).

3.3 Ontwikkeling van de markt voor farmaceutische eiwitten.

Men verwacht dat de markt voor farmaceutische eiwitten zich in de komende jaren flink zal uitbreiden
(Arcand & Arnison, 2004). Men voorspelt voor 2010 een omzet van 125 miljard dollar met een jaarlijkse
groei van 15-20%. Vele nieuwe producten zijn in ontwikkeling. Afhankelijk van de bron zijn 300 tot 500
nieuwe producten op basis van recombinante eiwitten in een vergevorderd stadium van ontwikkeling
(Steiner, 2005; Walsh, 2000, 2003). Volgens de Biotechnology Industry Organization (BIO, geciteerd in
Food & Drug Letter (2003) 668 p.2) zijn er zelfs meer dan 1000 op eiwit gebaseerd geneesmiddelen in
ontwikkeling. Het merendeel van deze eiwitten zijn monoklonale antilichamen. Van deze monoklonale
antilichamen is het merendeel geschikt voor kankertherapie, gevolgd door antilichamen met
ontstekingsremmende werking en antilichamen ter bestrijding van infecties.

Men voorspelt dat de vraag naar monoklonale antilichamen ter bestrijding van kanker het hoogst zal zijn. Er
zijn naar schatting 2.6 miljoen kankerpatiénten in de G7 landen. Men gaat uit dat 82% van deze patiénten
met monoklonale antilichamen behandeld kunnen worden. Naar schatting is daar per patiént 6.5 gram per
jaar voor nodig. Uitgaande van deze gegevens kan berekend worden dat er een vraag naar 14000 kg aan
verschillende monoklonale antilichamen per jaar bestaat voor de bestrijding van kanker. Gerekend aan de
huidige prijs van ongeveer $6000 per gram betreft het een markt van $84 miljard.

Voor de behandeling van kanker zijn momenteel 8 monoklonale antilichamen op de markt. Een aantal van
68 monoklonale antilichamen zit momenteel in de klinische testfase. Uitgaande dat 40% van deze
antilichamen deze testfase met succes afsluit, kunnen in de komende jaren nog 27 extra monoklonale
antilichamen verwacht worden. Een aantal van 75 monoklonale antilichamen bevindt zich nog in de
experimentele en preklinische test fase. Uitgaande van een succespercentage van 10% zijn hier nog 8
aanvullende monoklonale antilichamen van te verwachten. In de toekomst zullen dus waarschijnlijk voor de
behandeling van kanker 43 verschillende monoklonale antilichamen beschikbaar zijn. Uitgaande van een
behoefte van 14000 kg per jaar (zie boven) is er in de toekomst gemiddeld een jaarlijkse behoefte aan
ongeveer 325 kg per monoklonaal antilichaam (Steiner 2005).

Echter, de vraag naar antilichamen is product specifiek en erg variabel (Steiner 2005). De vraag naar de
monoklonale antilichamen Enbrel (ter behandeling van reumatoide artritis), Rituxan (ter behandeling van Non-
Hodgkinlymfomen) en Remicade (tegen ziekte van Crohn) is het hoogst (300-500 kg/jaar). De totale omzet
aan monoklonale antilichamen in 2004 bedroeg 1800 kg/jaar met een waarde van $13 miljard.

(Het ligt in de lijn der verwachting dat naarmate de productietechnieken verbeteren de prijs per gram zal
dalen. Bij een productieschaal van 1000 kg per jaar ligt de prijs op ongeveer $1500 per gram).

3.4 Problemen die bij het bedienen van de markt verwacht
worden.

De productie van recombinante eiwitten krijgt naar alle verwachting in de toekomst te maken met een
tweetal problemen die te maken hebben met de gebruikte productiesystemen; een gebrek aan
productiecapaciteit en de hoge prijzen van de producten (Arcand & Arnison, 2004).

3.4.1 Voorspelling van tekorten in productie capaciteit.

Momenteel wordt het grootste deel van alle recombinante eiwitten (waaronder monoklonale antilichamen)
geproduceerd in zoogdiercellen die in grote fermentoren worden gekweekt (Walsh, 2003; Wurm, 2004). De
zoogdiercellen worden genetisch gemodificeerd met het gen dat codeert voor het te maken product. Deze
cellen scheiden het recombinant eiwit uit in de kweekvloeistof tot een concentratie die in uitzonderlijke
gevallen op kan lopen tot 4.7 g/L (Wurm, 2004). Voor monoklonale antilichamen ligt het gemiddelde
productieniveau op 600 mg/L (Arcand & Arnison, 2004).

In hoeverre de huidige fermentorsystemen een tekort aan productie capaciteit gaan vertonen hangt van een
aantal factoren af. Allereerst heeft het aantal verschillende antilichamen dat in de toekomst voor
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therapeutisch gebruik geproduceerd gaat worden een invloed. Als veel producten tegelijkertijd een toelating
verkrijgen kan een tekort aan productiecapaciteit ontstaan. Een andere factor die invloed heeft is de
productie capaciteit van de gebruikte cellijnen. Wurm (2004) stelt dat er nog voldoende mogelijkheden zijn
om de productiviteit van zoogdiercellen te verbeteren. Hierdoor zal het gebrek aan productie capaciteit
minder groot zijn. Daarnaast hebben een aantal bedrijven het voornemen om hun productiecapaciteit uit te
breiden met meerdere fermentoren(Arcand & Arnison, 2004).

Velen zijn echter van mening dat de toename van de productiecapaciteit erg laag zal zijn en dat de
bestaande infrastructuur niet toereikend zal zijn om aan de toekomstige vraag te voldoen. Arcand & Arnison
(2004) citeren de website van BIO (http://www.bio.org/healthcare.old/pharmaceutical/pmp/factsheet3.asp)
met Enbrel als voorbeeld van een recombinant eiwit met een hogere vraag dan aanbod.

Enbrel werd eind 1998 geintroduceerd door Immunex Corporation (in juli 2002 overgenomen door Amgen)
en werd een van de meest succesvolle uit biotechnologie voortgekomen behandelingen. Enbrel was
ontworpen voor de behandeling van patiénten met middelmatige tot zware reumatoide artritis, een pijnlijke
ontsteking van gewrichten met alleen al in de VS meer dan twee miljoen patiénten. In 2002 werd Enbrel
door 82000 patiénten in the VS gebruikt voor de behandeling van reumatoide artritis.

Enbrel is een genetische kopie van enkele ontstekingsremmende eiwitten. Deze eiwitten worden
geproduceerd in bioreactoren met hamster cellen. De resultaten van een behandeling met Enbrel waren zo
goed dat de vraag naar het product explosief steeg, ondanks de kosten voor de patiénten (51,000 tot
$1,200 per maand). Er ontstond een productietekort in het begin van 2001 en rond maart 2002 was
inmiddels een wachtlijst van 13000 patiénten ontstaan.

Het bleek heel moeilijk om het productietekort te voorkomen. Enerzijds had men de enorme toename van
de vraag niet zien aankomen. Anderzijds gaat er veel geld en tijd zitten in het bouwen van een
productiefaciliteit (naar schatting $450 miljoen en 4-7 jaar voor een productiefaciliteit van 500 kg per jaar
(Teli & Timko, 2004)). Een dergelijk financieel risico gaat men niet aan als de vraag nog niet duidelijk is.
Analisten voorspellen dan ook dat dergelijke tekorten aan biotech geneesmiddelen vaker voor kunnen
komen.

3.4.2 Te hoge prijzen.

Het tweede probleem betreft de hoge prijzen van de recombinante eiwitten. Een belangrijke component in
de totstandkoming van de prijs zijn de productiekosten. Bij productie van farmaceutische eiwitten in dierlijke
cellijnen variéren de productiekosten van $300 tot $1000 per gram ongezuiverd bulkproduct. Dit betekent
dat voor de farmaceutische eiwitten de productiekosten ongeveer 15% van de verkoopprijs bedragen. Ter
vergelijking; voor geneesmiddelen uit de fijnchemische industrie is dat 3 tot 5%.

Door deze hoge verkoopprijzen valt te verwachten dat voor de meeste landen zal gelden dat de regeringen
en ziektenkosten verzekeringsmaatschappijen niet de financiéle middelen zullen hebben om tegen de
huidige prijzen op grote schaal recombinante eiwitten als geneesmiddelen aan te schaffen. Omschakelen
naar goedkopere productiesystemen is een mogelijkheid om de prijs te verlagen. Een voorbeeld is de
productie van eiwitten in recombinante planten (zie ook Tabel 1). Niet elk eiwit kan zomaar in een ander
productiesysteem gemaakt worden. Dat komt doordat niet elk organisme in staat is om een eiwit correct te
vouwen of er de juiste suikers aan te hangen. Daardoor kunnen onverwachte en ongewenste effecten
ontstaan, zoals antigene activiteit. Om die reden wordt een eiwit, gemaakt in een nieuwe productiesysteem,
beschouwd als een nieuw geneesmiddel en moet dus het preklinische en klinische onderzoek opnieuw
worden uitgevoerd. Dat houdt in dat kostbaar onderzoek over een periode van ongeveer 10 jaar herhaald
moet worden.

3.5 Het ideale systeem voor de productie van farmaceutische
eiwitten?

Zoals in paragraaf 3.4 duidelijk is geworden, dient dus al bij het ontwikkelen van het farmaceutische eiwit
rekening gehouden te worden met het toekomstige productiesysteem. Dat productiesysteem moet
goedkoop zijn, moet zich naar behoefte gemakkelijk en zonder exorbitante kosten snel laten opschalen en
moet veilige eiwitten van een hoge kwaliteit kunnen produceren.

Uit de vergelijking van productiesystemen zoals die is weergegeven in Tabel 1, blijkt dat productie van
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farmaceutische eiwitten in planten de meeste gunstige eigenschappen in zich verenigt. Er bestaat dus een
redelijke kans dat farmaceutische industrie voor de ontwikkeling van toekomstige producten gebruik zal
maken van planten als productie-organismen. Op dit moment bevinden zich 3 vaccins die in planten zijn
geproduceerd in de klinische testfasen.

3.5.1 Productie van farmaceutische eiwitten in planten.

Vooral het gebruik van transgene landbouwgewassen biedt voordelen met betrekking tot de praktische
uitvoering, de kosten en de kwaliteit en risico’s van het geleverde product. Wat men als het grote voordeel
van de productie van farmaceutische eiwitten in planten ziet, is de gemakkelijke en snelle opschaling van de
productie als de vraag in korte tijd explosief toeneemt (Enbrel!) Het is vrij simpel en zonder exorbitante
kosten te regelen dat meer hectaren landbouwgrond met transgene planten worden ingezaaid.

Ter vergelijking, het duurt vier tot zeven jaar en kost omstreeks $450 miljoen om een faciliteit te bouwen
voor een jaarlijkse productie van 500 kg antilichamen in dierlijke cellen (volgens een woordvoerder van BIO
(geciteerd in the Food & Drug Letter (2003) 668 p. 2) zelfs $500 tot $700 miljoen). Dezelfde hoeveelheid
product zou geproduceerd kunnen worden in mais op ongeveer 200 hectare landbouwgrond en gezuiverd
in een fabriek van $80 miljoen die in 3 tot 5 jaar operationeel zou kunnen zijn. Afhankelijk van de
productieschaal zouden de kosten van monoklonale antilichamen kunnen dalen van $350-51200 (dierlijke
cellen) naar $80-$250 (mais) (Teli & Timko, 2004).

Een ander groot voordeel van expressie van recombinante eiwitten in transgene planten is de veiligheid van
het geproduceerde product. Bij gebruik van planten is er geen risico van de aanwezigheid van prionen,
virussen of endotoxinen in het eindproduct.

De aantrekkelijkheid van transgene planten als productiesysteem van transgene eiwitten (Plant derived
Pharmaceuticals) komt ook tot uiting in het aantal recent verschenen overzichtsartikelen in de
wetenschappelijke pers over dit onderwerp (Fisher et al, 2004; Horn et al., 2004; Howard & Hood, 2005:
Ma et al., 2003; Ma et al,, 2005; Schmidt 2004; Teli & Timko, 2004, Twyman et al., 2003). Het gebruik
van transgene planten (en dieren) voor de productie van recombinante eiwitten wordt in deze artikelen vaak
aangeduid als “molecular farming”, “biopharming” of “pharming”. De met transgene planten verbonden
industrie staat nog in de kinderschoenen en omvat een beperkt aantal bedrijven. De belangrijkste bedrijven
die zich bezighouden met ofwel ontwikkeling ofwel het uitbaten van molecular farming staan weergegeven in
Tabel 3.

Arcand & Arnison (2004) berekenen dat als de totale wereldproductie van recombinante eiwitten in planten
in Canada zou plaatsvinden, daarvoor in 2013 in totaal 16000 hectare landbouwgrond voor nodig zou zijn.
Deze schatting hebben zij bewust gebaseerd op heel optimistische uitgangspunten om de grootst mogelijke
omvang in te schatten. Aangezien Canada een landbouwareaal van 67.5 miljoen hectare heeft, zou dus
0.02% van het landbouwareaal gebruikt worden voor de productie van farmaceutische eiwitten. Vergeleken
met het areaal dat gebruikt wordt voor de teelt van transgene gewassen voor gebruik in voedingsstoffen
en/of als veevoer gaat het dus om een zéér beperkt areaal.

Er kleven echter ook bezwaren aan het gebruik van transgene landbouwgewassen voor de productie van
geneesmiddelen. Een uitgebreide afweging van de voor- en nadelen van de productie van farmaceutische
eiwitten in transgene planten vindt U in hoofdstuk 4. Het voornaamste bezwaar van de productie van
farmaceutische eiwitten in landbouwgewassen is het risico op besmetting van de voedselketen. Dit kan
enerzijds gebeuren door het vermengen van “farmaceutisch” gewas met “voeding” gewas. Anderzijds
kunnen de “lichaamsvreemde genen” door uitkruising ontsnappen uit het “farmaceutisch” gewas.

Een manier om dit te voorkomen is een strikte scheiding tussen de voedselproductieketen en de
productieketen voor het farmaceutisch eiwit. Daarnaast kan teelt in een afgesloten ruimte (fysieke inperking)
voorkomen dat erfelijk materiaal in de natuur vermengd raakt met “lichaamsvreemde genen”.

Zoals de haalbaarheidsstudie van Creemers-Molenaar et a/. (2002) aan geeft biedt teelt van
“farmaceutisch”gewas in plantenkassen in Nederland goede mogelijkheden.

3.5.2 Productie van farmaceutische eiwitten in paddestoelen.

Analoog aan de teelt van transgene planten in kassen, zouden farmaceutische eiwitten ook in paddestoelen
kunnen worden geproduceerd. Paddestoelen (champignons in het bijzonder) hebben op het eerste gezicht

een aantal pluspunten voor gebruik als organisme waarin farmaceutische eiwitten kunnen worden gemaakt
(Romaine, 2005).
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Paddestoelen worden gedurende het gehele jaar in een gesloten systeem geteeld. Na de oogst worden
kweekcellen met stoom behandeld zodat er geen levend materiaal meer aanwezig is. Een ideaal systeem
dus voor de productie van medicijnen via transgene biomassa onder “ingeperkt gebruik” condities.
“Ingeperkt gebruik” condities voorkomen dat transgene biomassa in het milieu wordt geintroduceerd. Om
het risico van een onbedoelde introductie van genetisch gemodificeerd materiaal in het milieu verder te
beperken zou gebruik kunnen worden gemaakt van sporenloze rassen (zie Figuur 4).

Bedrijf/organisatie

Agrenvec

Agrisoma Biosciences Inc.
AltaGen Bioscience

Bayer CropScience, BioScience
Bevo Farms

Center for Genetic Engineering and Biotechnology

Centocor

Chlorogen

Chromatin

Controlled Pharming Ventures LLC
CropTech

Dow AgroSciences

Dow BioPharma

Epicyte

ERA Plantech

Fraunhofer IME

Fraunhofer USA

Geneart

Greenovation Biotech

Icon Genetics

Large Scale Biology Corporation
LevTech

Maltagen

Medicago

Meristem Therapeutics
Monsanto Protein Technologies
Nexgen

ORF Genetics

Phytomedics

Planet Biotechnology

Plant Research International
Plantigen

Planton

Prodigene

Saponin Inc.

SemBioSys

Syngenta

Unicrop

Land van herkomst
Spanje

Canada

USA

Canada
Cuba
USA/Nederland
USA
USA
USA
Australie
USA
USA
USA
Spanje
Duitsland
USA
Duitsland
Duitsland
Duitsland
USA
USA
Duitsland
Canada
Frankrijk
USA
Korea
1Jsland
USA
USA
Nederland
Canada
Duitsland
USA
Canada
Canada
Zwitserland
Finland

Tabel 3. Bedrijven en organisaties die betrokken zijn bij ontwikkeling ofwel het uitbaten van transgene
planten als productiesysteem voor farmaceutische eiwitten. Daarnaast zijn nog tal van universitaire

onderzoeksgroepen werkzaam op dit veld.

Een tweede pluspunt van paddestoelen, en in het bijzonder de champignon, is dat ze in staat zijn in een
relatief korte tijd een enorme hoeveelheid biomassa te produceren. Zhang et a/. (2005) schatten dat de
biomassa output van champignon 5.5 keer hoger is dan die van tabak.
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Een derde voordeel is dat paddestoelen vegetatief worden vermeerderd. Ten opzichte van planten heeft dit
het voordeel dat het niet nodig is om eerst zaad te produceren voordat een grootschalige teelt kan worden
uitgevoerd. Mycelium van genetisch gemodificeerde paddestoelen kan in principe voor onbeperkte tijd in
vloeibare stikstof worden opgeslagen en naar behoefte worden ontdooid.

Een vierde voordeel wordt geboden door de snelle productiecyclus van paddestoelen. Er worden tot 7
teelten per jaar uitgevoerd. Dat betekent een gelijkmatiger productie jaarrond en men kan, indien nodig,
tussentijds sneller op verandering in de marktbehoefte inspelen. De productiecyclus zou eventueel nog
verder kunnen worden verkort door de paddestoelen meteen op het broed te laten produceren. Voor een
teelt als voedingsgewas is een dergelijke teeltmethode veel te duur, maar voor een teelt van biomassa voor
farmaceutische toepassing zou de afweging van kosten en baten anders kunnen uitvallen. Omdat de drager
in broed (graan) volledig gesteriliseerd is wordt dit als een extra voordeel gezien. Het is zelfs in principe
mogelijk om het doorgroeide substraat te gebruiken om het beoogde eiwit/medicijn te produceren. Dit
heeft uiteraard als voordeel dat vermenging/verwisseling met de voedselketen niet snel zal plaatvinden. Dit
kan ook worden bereikt door paddestoel-soorten te gebruiken die niet gegeten worden maar wel in de
huidige productiesystemen te produceren zijn.

Als vijfde voordeel kan genoemd worden dat er relatief efficiénte methoden zijn om genetisch gemodificeerd
mycelium te maken. Hierdoor is het in principe mogelijk om in relatief korte tijd een genetisch
gemodificeerd mycelium voor de productie van farmaceutische eiwitten te maken. Onderzoek naar deze
mogelijkheid is op meer dan één plaats in de wereld lopende (Velcko et al., 2004, Zhang et al., 2004)
Samengevat kan worden gezegd dat het gebruik van genetisch gemodificeerde paddestoelen voor de
productie van farmaceutische eiwitten naast alle voordelen van plant-gebaseerde systemen een aantal
unieke extra voordelen biedt.

Deze toekomstverkenning is uitgevoerd om de aantrekkelijkheid van paddestoelen als productieplatform
beter in kaart te brengen.
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4 Ethische en maatschappelijke aspecten van de teelt
van farmaceutische gewassen.

Op het moment dat dit rapport geschreven wordt
bestaat de teelt van farmaceutische gewassen in
Nederland alleen nog maar uit een experimentele
teelten bij onderzoeksgroepen. Ook in andere
Europese landen worden op dit moment geen
genetisch gemodificeerde gewassen voor de markt
geteeld. Tot eind 2001 was er binnen de EU een
moratorium op de milieutoelating van genetisch
gemodificeerde organismen. Elders in de wereld
staan de ontwikkelingen op dit gebied echter niet

De Commissie Genetisch Modificatie (COGEM,).
De COGEM is een organisatie die de regering
adviseert over mogelijke risico’s van productie en
handelingen met genetische gemodificeerde
organismen (ggo's) voor mens en milieu. Tevens
informeert de COGEM betrokken ministers over
ethisch-maatschappelijke aspecten verbonden aan
genetische modificatie. De taken van de COGEM
zijn vastgelegd in de Wet Milieubeheer. Het
werkveld van de COGEM omvat alle gebieden in de

stil. In de Verenigde Staten is de ontwikkeling van
dergelijke teelten al in volle gang. Nederland zal
naar verwachting vroeg of laat met teelt van
farmaceutische gewassen of met de producten van
deze teelt worden geconfronteerd.

biotechnologie, van landbouw tot medische
toepassingen en van laboratoria tot commerciéle
introductie. (voor meer informatie zie
http://www.cogem.net/ ).

De houding van de Nederlandse samenleving ten opzichte van de teelt van genetisch gemodificeerde
gewassen is in het algemeen negatief. Bij sommige groepen binnen de samenleving is er een hoge
weerstand die zich uit in het met enige regelmaat vernietigen van proefvelden met genetisch gemodifeerde
gewassen. Binnen de andere landen van de Europese Unie bestaat zo mogelijk nog meer weerstand tegen
de teelt van genetisch gemodificeerde gewassen (Eurobarometers 52.1 (2000) and 224 (2005))

Daar staat tegenover dat er veel meer waardering bestaat voor het gebruik van genetisch gemodificeerde
organismen ten behoeve van onderzoek voor medicinale toepassingen (Eurobarometers 52.1 (2000). De
ontwikkeling van farmaceutische gewassen bevindt zich dus op het snijvlak van twee trends in de
toepassing van gen-technologie, op de productie van voedsel en op de productie van geneesmiddelen.

De COGEM (Commissie Genetische Modificatie) heeft een advies voor een standpunt over de ontwikkeling
van de productie van farmaceutische eiwitten door genetisch gemodificeerde gewassen (biopharming)
gegeven aan de Nederlandse regering. In dit advies geeft de COGEM een overzicht van de argumenten die
pro en contra gebruikt worden in de discussie omtrent de wenselijkheid van deze ontwikkeling (COGEM,
2004). Een opsomming van de argumenten pro en contra staat weergegeven in Tabel 4. Bij het opstellen
van deze tabel heeft de COGEM gebruik gemaakt van de ervaringen met de ontwikkelingen in de Verenigde
Staten. In de Verenigde Staten bestaat al langer en op grotere schaal ervaring met biopharming.

In de loop van komende tijd zal moeten blijken of de in Tabel 4 genoemde voor- en nadelen wel terecht zijn.
Niet alle argumenten zullen even zwaarwegend blijken te zijn. De COGEM verwacht dat veiligheid,
economische voordelen en het belang voor de verbeterde gezondheid van mensen, belangrijke factoren
zullen zijn in de uiteindelijke afweging over biopharming. De COGEM komt tot de conclusie dat de productie
van farmaceutische eiwitten in planten (biopharming) een ontwikkeling is die zowel kansen biedt, als
mogelijk belangen schaadt.

Om de gevolgen van de introductie van farmaceutische gewassen te kunnen inschatten, heeft volgens de
COGEM een ketenperspectief de voorkeur. De voor- en nadelen van biopharming kunnen zich op allerlei
momenten in de keten voordoen. Daarom dienen zaadproductie, teelt, opslag, transport, het
productieproces, de afvalverwerking en het eindproduct, zowel in de bespreking van de ethische en
maatschappelijke aspecten als in de risico-analyse in beschouwing te worden genomen. Daardoor kunnen
ook de verschillende belanghebbenden bij biopharming worden geidentificeerd; producenten
(biotechnologiebedrijven), telers, consumenten en patiénten.

De COGEM concludeert dat biopharming door velen wordt beschouwd als een aantrekkelijke manier om
geneesmiddelen te produceren waarvan grote groepen mensen, ook in de Derde Wereld, kunnen profiteren.
Biopharming is naar verwachting goedkoper dan conventionele geneesmiddelenproductie, biedt een hogere
opbrengst, vergt lagere investeringen en bouwt voort op bestaande agrarische know-how.
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Argumenten pro

Argumenten contra

Economische voordelen voor producenten:
o goedkopere productie

hogere relatieve opbrengst

flexibel productieniveau

kostenreductie bij de verwerking

gunstige opslagvoorwaarden

goede afzetmogelijkheden

lagere investeringen

Technologische innovatie:
e aansluiten bij en uitbouwen van bestaande
know-how
e aansluiting houden met internationale
onderzoekstrends en de eigen positie
daarin versterken

Voordelen voor patiénten:
e geneesmiddelen goedkoper
e geneesmiddelen sneller op de markt
o geneesmiddelen breder beschikbaar, ook
voor zeldzame ziekten
e geneesmiddelen inherent veiliger

Voordelen voor telers:
e nieuw perspectief
e voortbouwen op bestaande expertise

Derde Wereld beschikt over goede en goedkope
vaccins

Geen aantasting van de integriteit van dieren

Economische nadelen door bijv. schadeclaims of
boetes na contaminatie van de voedselketen.

Productie duurder door veiligheidseisen

Maatschappelijke zorg:

o elke vermenging van voedselketen is
ongewenst, ook als er geen risico is voor
gezondheid of welzijn van mens en dier.

[ )

Onbedoelde negatieve gevolgen voor derden:

¢ industrie, boeren, producenten, alternatieve
productiemethoden, consumenten,
keuzevrijheid, dieren e.d.

[ ]

Economische afhankelijkheid van teler:

e geen productie van eigen zaaigoed,

e geen “farmers privilege”

[ ]

Eetbare vaccins blijken risico in Derde Wereld ten
gevolge van locale productiewijze en gebrek aan
toezicht en controle

Aantasting van de integriteit van planten

Aantasting van de culturele waardering van
voedselproductie

Aantasting van de culturele waardering van voedsel
als onbesmet en geloofwaardig product

Vervaging van grens tussen voedsel en
geneesmiddel

Breuk met traditie, verhouding mens-natuur

Tabel 4. Overzicht van door diverse belanghebbenden genoemde argumenten pro en contra de productie
van farmaceutische eiwitten in planten. In de loop van de tijd zal moeten blijken of de nu geclaimde voor- en
nadelen wel terecht zijn. De opgesomde argumenten zullen niet allen even zwaarwegend blijken te zijn. De
COGEM verwacht dat veiligheid, economische voordelen en het belang voor de verbeterde gezondheid van
mensen, belangrijke factoren zullen zijn in de uiteindelijke afweging over biopharming (COGEM, 2004).

De belangrijkste risico’s van biopharming zijn enerzijds verontreiniging van de menselijke en dierlijke
voedselketens met farmaceutische eiwitten en anderzijds uitkruising naar voedings- en voedergewassen.
Verontreiniging van zowel de menselijke als dierlijke voedselketens heeft bijvoorbeeld in de Verenigde
Staten reeds enkele malen plaatsgevonden (Arcand & Arnison, 2004). In September 2000 werden DNA
fragmenten van een recombinant eiwit gevonden in taco-schelpen (deegproduct) in de VS. Deze vondst
suggereerde dat genetisch gemodificeerde maisplanten met een verhoogde resistentie tegen insecten
(Starlink) gebruikt waren om de taco-schelpen te produceren. Het gebruik van dit type maisplanten was wel
toegestaan voor gebruik in veevoeder, maar niet in voedsel voor mensen.

In Nebraska in de Verenigde Staten werden in najaar 2002 transgene maisplanten van het bedrijf Prodigene
gevonden in een veld met soja dat bestemd was voor menselijke consumptie. De transgene mais was
genetisch gemodificeerd om een vaccin voor varkens te produceren. Deze “besmetting” kon plaatsvinden
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doordat achtergebleven zaden uit een proef in het voorgaande jaar ontkiemden. In lowa werden kort
daarvoor de experimentele planten gevonden in een maisveld, bestemd voor het voederen van dieren.

Het vermoeden bestaat dat deze mais besmet werd doordat stuifmeel van een nabijgelegen proefveld de
mais heeft bestoven. ProdiGene heeft voor de 'ontsnapping' van de experimentele mais van het
Amerikaanse landbouwministerie USDA een boete van 250.000 dollar gekregen. Voor het vernietigen van
de besmette mais en soja moet ProdiGene verder 2,8 miljoen dollar betalen. Tevens verplicht de
Amerikaanse overheid het bedrijff om een obligatie-emissie van 1 miljoen dollar uit te brengen, waarmee een
veiligheidsprogramma wordt ontwikkeld om toekomstige ongelukken met farmaceutische gentech-
gewassen te voorkomen (Gillis, 2003).

In Canada kwamen 3 genetisch gemodificeerde varkens (zeugen) van het bedrijf TGN Biotech per ongeluk in
de menselijke voedselketen terecht. Deze varkens waren genetisch gemodificeerd om een eiwit in het
sperma te produceren.

In al deze gevallen was het zeer onwaarschijnlijk dat de volksgezondheid er door in gevaar kwam. Het zijn
echter wel gevallen die het consumentenvertrouwen in de voedselveiligheid in gevaar brengen.

Ook van uitkruising zijn voorbeelden te noemen. Bij de teelt van genetisch gemodificeerde gewassen mag
er vanuit worden gegaan dat er genetisch materiaal uitkruist naar verwante wilde soorten. Via bijvoorbeeld
stuifmeel van de gemodificeerde planten is het niet uit te sluiten dat de genen voor farmaceutische eiwitten
op nauw verwante wilde soorten worden overgebracht. In 2004 publiceerde de “Union of Concerned
Scientists” (Mellon & Rissler, 2004) een wetenschappelijk onderbouwd rapport waarin aannemelijk wordt
gemaakt dat het erfelijk materiaal dat via genetische modificatie in transgene gewassen wordt
geintroduceerd, inmiddels ook in het zaad van normale gewassen is te vinden.

Het risico op uitkruising kan sterk worden verkleind door teelt onder “ingeperkt gebruik condities” in kassen
en kweekcellen. De Union of Concerned Scientist (UCS) is een non-profit organisatie van wetenschappers
die milieu problemen analyseert en zich inzet voor duurzame landbouw. Zij hebben zaaizaden uit het
handelscircuit van traditionele rassen mais, soja en canola (een variant van koolzaad) ge-analyseerd op de
aanwezigheid van het erfelijk materiaal dat gebruikt werd om genetisch gemodificeerde rassen te maken
(gericht op resistentie tegen herbicide of insecten). Op basis van hun resultaten schatten ze dat 0.05 tot 1
procent van de zaden “besmet” is met genetisch gemodificeerd materiaal. Hoe de besmetting heeft
plaatsgevonden is niet duidelijk. Ook in dit geval is er geen gevaar voor de volksgezondheid ontstaan. In de
Europese Unie mag tot 0.9% genetisch gemodificeerd materiaal in voedingsmiddelen aanwezig zijn zonder
dat dit op het etiket hoeft te worden vermeld.

Om bovenstaande problemen te voorkomen adviseert de COGEM, wanneer farmaceutische gewassen
worden toegelaten in Europa, een strikte ketenregulering c.q. ketenscheiding. In het kader van risico-
management kunnen daarnaast, in tegenstelling tot de huidige trend in de Verenigde Staten, voedings- of
veevoedergewassen beter niet als uitgangspunt gekozen worden voor farmaceutische productie. Uiterlijke
herkenbaarheid kan een middel zijn om onbedoelde consumptie te voorkomen.

Om het risico van uitkruising te beperken kan de teelt van farmaceutische gewassen onder “ingeperkt
gebruik condities” in kassen en teeltcellen worden uitgevoerd. Onder deze condities wordt voorkomen dat
reproductieve delen van het organisme in het milieu terecht komen.

De COGEM signaleert dat contaminatie van de voedselketen, ook als er geen veiligheidsrisico mee is
gemoeid, het maatschappelijk draagvlak voor biopharming zal schaden. Ook dit vormt een argument voor
het strikt navolgen van ketenscheiding.
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5  Van toepassing zijnde regelgeving

5.1 Regelgeving m.b.t. de teelt van recombinante gewassen.

Genetisch gemodificeerde gewassen kunnen geteeld worden onder de regelgeving die is bestudeerd door
de Commissie Genetische Modificatie (COGEM). De COGEM constateert in haar advies en signalering over
de productie van farmaceutische eiwitten door genetisch gemodificeerde gewassen (biopharming) aan de
Staatsecretaris van VROM d.d. 14 december 2004 (COGEM, 2004) dat de huidige wetgeving betreffende
de voeder- en voedselveiligheid en de milieuveiligheid van de teelt van genetisch gemodificeerde gewassen
afdoende is om de veiligheid van mens en milieu te waarborgen en dat er geen noodzaak is voor nieuwe
regelgeving. Farmaceutische gewassen zijn onderdeel van de teelt van genetisch gemodificeerde
gewassen. De teelt van farmaceutische gewassen onder veldomstandigheden kan met behulp van de
huidige wetgeving gebaseerd op de EU richtlijn 2001/18, beoordeeld en gereguleerd worden. Indien
voedselgewassen gebruikt worden als productiemiddel zal ook een beoordeling door de Europese Autoriteit
voor Voedselveiligheid (EFSA) in het kader van de voedselveiligheid plaatsvinden op basis van de EU
Verordening 1820/2003/EG, ook wanneer deze planten niet voor consumptie bedoeld zijn.

Toelating van kweek van genetisch gemodificeerde planten onder strikt ingeperkte omstandigheden zoals
kweekcellen en plantenkassen wordt beoordeeld onder het Besluit genetisch gemodificeerde organismen
Wet milieugevaarlijke stoffen. Afspraken en reguleringsmaatregelen die van toepassing worden verklaard op
coéxistentie van GGO-teelt, conventionele teelt en biologische teelt zullen eveneens onverkort op
farmaceutische gewassen van toepassing zijn.

Informatie over vergunning verlening en betrokken wetgeving zoals onder is weergegeven is te vinden op
website http://www.vrom.nl/ggo-vergunningverlening.

Veel van de benodigde vergunningen zullen waarschijnlijk geregeld worden door het farmaceutisch bedrijf
dat voornemens is om farmaceutische eiwitten in paddestoelen te gaan produceren.

5.1.1 Ingeperkt gebruik

Teelt van farma-paddestoelen onder ingeperkt gebruik condities, kweekcellen, kan waarschijnlijk
gemakkelijker plaatsvinden dan teelt op het veld, omdat de veiligheid van mens en milieu onder ingeperkte
condities beter gewaarborgd blijft. Afhankelijk van de soort waarin het farmaceutische eiwit tot expressie
wordt gebracht zullen er strengere eisen aan de kweekcelvoorschriften worden gesteld. In Appendix C van
de regeling genetisch gemodificeerde organismen en richtlijnen van de COGEM bij deze regeling (1998)
staan alle soorten beschreven waar in Nederland een vergunning voor is verleend, met de daarbijbehorende
inperkingsmaatregelen. Deze maatregelen zorgen ervoor dat het transgen niet kan ontsnappen naar het
milieu. Er vindt dus geen uitkruising plaats, noch kan een plant verwilderen. Diepgaande informatie van het
transgen is in geval van ingeperkt gebruik ook niet noodzakelijk, m.a.w. de risicoanalyse is onafhankelijk van
het type farmaceutisch eiwit. Champignon (Agaricus bisporus) en oesterzwam (Pleurotus ostreatus) staan in
Appendix C vermeld als gastheren die geschikt zijn voor de vervaardiging van genetisch gemodificeerde
organismen.

De eisen die worden gesteld aan de kassen (teeltruimten) waarin de genetisch gemodificeerde planten
geteeld worden staan beschreven in de door VROM gepubliceerde Integrale versie van de Regeling
genetisch gemodificeerde organismen en het Besluit genetisch gemodificeerde organismen. De teelt van
genetisch gemodificeerde planten en daarmee ook de teelt farmagewassen onder ingeperkt gebruik is
geregeld onder het Besluit genetisch gemodificeerde organismen.

5.2 Regelgeving m.b.t. registratie van medicijnen.

Ook registratie van medicijnen die door genetisch gemodificeerde organismen worden geproduceerd, zal
door het ontwikkelende farmaceutische bedrijf worden verzorgd. Goedkeuring voor de productie van
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medicijnen via genetisch gemodificeerde organismen kan alleen worden verstrekt door de
“gecentraliseerde” EU procedure zoals beschreven in EU wet 2309/93. Een uitgebreid dossier moet de
aanvraag voor een medicijn afkomstig uit genetisch gemodificeerde organismen ondersteunen. Drie soorten
data moeten worden verzameld voor dit dossier: kwaliteitsdata, preklinische data en klinische data (zie ook
Figuur 2). De dossieropbouw wordt begeleid door de European Medicine Agency (EMEA).

Medicinale producten voor gebruik door mensen worden ingedeeld in twee categorién via EU wet 92/26;
voorgeschreven en niet voorgeschreven medicijnen. Voorgeschreven medicijnen kunnen alleen door
apothekers worden verstrekt. De niet voorgeschreven medicijnen kunnen zonder doktersvoorschrift
verkregen worden. Verschillende criteria bepalen of een medicijn een “niet voorgeschreven” status krijgt.
Daaronder vallen de veiligheid van een medicijn en het vermogen van een patient om zonder of met weinig
professionele instructies tot zelfdiagnose en zelfmedicatie te komen.

Ook voor registratie van medicinale producten voor dierlijk gebruik dient een dossier te worden opgebouwd
dat vergelijkbaar is met dat voor menselijk gebruik.

© Praktijkonderzoek Plant & Omgeving B.V. 25



6  Beschrijving van een mogelijke productie-keten voor
farmaceutische eiwitten uit paddestoelen.

6.1

Overzicht van de betrokken partijen.

In Figuur 1 wordt een overzicht gegeven van een hypothetische productieketen voor farmaceutische
eiwitten uit genetisch gemodificeerde paddestoelen. Aan de hand van deze hypothetische productieketen
kunnen we de diverse praktische aspecten van de productie van farmaceutische eiwitten met genetisch
gemodificeerde paddestoelen toelichten.

Bedrijfsleven dat medicinale eiwitten in genetisch
gemodificeerde”-paddestoelen wil gaan produceren.

Levering schimmelstam

A 4

Broedproducent

WETGEVING

\ REGISTRATIE

!

PROTOCOLLEN

Substraatproducent [«

Levering broed

Levering substraat

\

/

Verbruikt substraat | ¢—| .
Teeltbedrijf
y
Vernietiging
A Levering product
Afval van de
extractie van . L
farmaceutische +——| Verwerkende industrie [«
eiwitten

A 4

Levering
farmaceutisch eiwit

Figuur 1. Organisatie van een denkbeeldige productieketen voor farmaceutisch eiwit uit genetisch
gemodificeerde paddestoelen.
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6.2 De farmaceutische industrie.

Momenteel worden farmaceutische eiwitten geproduceerd met behulp van genetisch gemodificeerde micro-
organismen of cellijnen die in fermentoren worden opgekweekt. Het verwachte tekort aan
productiecapaciteit noopt de farmaceutische bedrijven om te kijken naar alternatieve productiemethoden. Er
zijn diverse alternatieven in ontwikkeling (zie Tabel 1). Bij de keuze voor een productiesysteem spelen
productiekosten een rol, maar ook te verwachten problemen ten gevolge van wet- en regelgeving. Een
complicerende factor is dat de wet- en regelgeving voor de productie van medicinale eiwitten in genetisch
gemodificeerde organismen nog niet helemaal is uitgekristalliseerd. Dit is te wijten aan het feit dat het een
relatief nieuwe techniek is waarbij de risico’s nog niet helemaal in kaart zijn gebracht.

Zodra een farmaceutisch bedrijf gekozen heeft voor een productiesysteem kan de ontwikkeling van een
medicijn op basis van recombinant eiwit van start gaan. Met de ontwikkeling en toelating van
farmaceutische eiwitten als medicijn is een grote investering in tijd en financiéle middelen gemoeid (Figuur
2). Indien men een vanuit medisch oogpunt interessant eiwit heeft gekozen, moet het in een genetisch
gemodificeerd organisme tot ontwikkeling worden gebracht. Het geproduceerde recombinante eiwit kan
vervolgens gebruikt worden om preklinische testen te doen. Hiermee start een proces dat ruwweg 14 jaar
kan duren.

Ontdekking (2-10 jaar)
Preklinische testen (laboratorium en dierproeven)
Fase 1 (20-30 gezonde vrijwilligers voor bepalen veiligheid en dosering)

Fase 2 (100-300 patient-vrijwilligers voor bepaling werkzaamheid
en bijwerkingen)

Fase 3 (1000-5000 patient vrijwilligers voor
bepaling reactie op langdurig gebruik

Beoordeling en
oedkeuring door FDA
Testen na
marktintro
ductie

0 2 4 6 8 10 12 14 16 jaren

Figuur 2. Voorbeeld van een tijdschema voor de ontwikkeling en marktintroductie van een geneesmiddel
(overgenomen uit Arcand & Arnison, 2004).

Aangezien de farmaceutische industrie op het moment dat dit wordt geschreven nog niet in staat is om een
keuze te maken voor een productiesysteem (productie in planten, productie in paddestoelen, productie in
zoogdieren), zal het nog meer dan 15 jaar duren voordat grootschalige productie van medicinale eiwitten in
paddestoelen realiteit kan zijn. Productie van medicinale eiwitten in paddestoelen wordt op dit moment nog
niet als een serieuze optie overwogen. De voornaamste reden daarvoor is dat de ontwikkeling van een
teeltbare paddestoelstam die een farmaceutisch eiwit produceert nog niet ver genoeg gevorderd is.

In eerste gesprekken met bedrijven uit de farma en bedrijven die grondstoffen maken voor de
farmaceutische industrie is door hen wel aangegeven dat zij serieuze interesse hebben voor paddestoelen
als productieplatvorm voor medicinaal toe te passen eiwitten.

Bijlage 1 beschrijft de technische stand van zaken m.b.t. de ontwikkeling van een stam waarmee via
paddestoelen farmaceutische eiwitten geproduceerd kunnen worden. Op het moment dat dit rapport
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geschreven wordt is de lage productie van recombinant eiwit het voornaamste obstakel in de ontwikkeling.
Om genetisch gemodificeerde paddestoelen als serieus alternatief productiesysteem te kunnen presenteren
is onderzoek om de productie van recombinant eiwit te verhogen noodzakelijk.

De onderstaande beschrijving van een mogelijke productieketen voor medicinale eiwitten beschrijft dus een
situatie zoals die er over een kleine twee decennia uit zou kunnen zien. We gaan er van uit dat de
farmaceutische industrie of een conglomeraat van farmaceutische industrie en onderzoeksinstellingen zorg
hebben gedragen voor de ontwikkeling van een farmaceutisch eiwit producerende paddestoelstam en voor
de registratie van het geproduceerde eiwit als medicijn.

Gedurende het in Figuur 2 getoonde ontwikkelingsproces zijn steeds grotere hoeveelheden van het te
ontwikkelen geneesmiddel nodig om de benodigde experimenten te doen. Het wordt tijdens dit proces
steeds belangrijker om vorm te geven aan een productieproces dat het mogelijk maakt om grootschalig
farmaceutische eiwitten te produceren.

De eisen die aan dit productieproces worden gesteld, zullen voor een groot deel ingegeven worden door de
regelgeving die door instanties als de European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA) en
het College ter Beoordeling van Geneesmiddelen (CBG) wordt opgesteld. De werkgroep Herbal Medicinal
Products van het EMEA heeft in 2005 een werkdocument opgesteld m.b.t. kwaliteitsaspecten van
geneesmiddelen die uit genetisch gemodificeerde planten worden geisoleerd (EMEA, 2005). De items die in
dit werkdocument worden besproken zijn ook op de productie van farmaceutische eiwitten uit genetisch
gemodificeerde paddestoelen van toepassing. Ze kunnen de basis vormen voor de ontwikkeling van Good
Manufacturing Practices richtlijnen. De bedoeling van deze richtlijnen is er voor te zorgen dat het
uiteindelijke geneesmiddel op een reproduceerbare en goed gedocumenteerde manier wordt
geproduceerd. Dit is nodig om de hoogst mogelijke kwaliteit, veiligheid en best mogelijke werkzaamheid te
kunnen garanderen. Het is belangrijk dat de opeenvolgende batches van het farmaceutische eiwit
betrouwbaar en met de voorspelde medicinale eigenschappen geproduceerd kunnen worden. Als gevolg
van die eis moet het hele productieproces in detail worden beschreven, beginnende bij de manier waarop
de farmaceutisch eiwitproducerende schimmelstam uit een collectie wordt gehaald en vermeerderd voor
gebruik. De eisen beslaan dus de gehele productieketen en vinden hun weerslag in diverse protocollen
waarin de bijzonderheden van het gehele productieproces worden vastgelegd.

6.3 Broedproducent.

Nadat de farmaceutisch eiwitproducerende schimmelstam uit een collectie is gehaald, begint het
productieproces met de vermeerdering van de stam als startmateriaal (de broedproductie). Productie van
broed houdt een vermeerdering in van een genetisch gemodificeerd organisme. EU wet 90/219 richt zich
op het gebruik van genetisch gemodificeerde micro-organismen binnen een afgesloten gebied, zoals een
fermentor in een fabriek. Het dossier dat moet worden ingediend om een vergunning te verkrijgen moet
onder andere moleculaire data over het ingebrachte gen en data over de veiligheid van het organisme
bevatten. Aangezien productie van broed een vermeerdering van het transgene organisme met zich
meebrengt, moet de broedbereiding onder “ingeperkt gebruik” condities worden uitgevoerd. De aard van
het proces leent zich daar overigens uitstekend voor. In principe betreft de broedbereiding een vaste stof
fermentatie van vooraf gesteriliseerde zaden.

Naast de bovenbeschreven maatregelen die bedoeld zijn om te voorkomen dat het genetisch
gemodificeerde organisme in het milieu terecht komt, zijn er ook maatregelen die moeten voorkomen dat
het broed tijdens productie, opslag en vervoer verontreinigd kan raken (bijvoorbeeld door besmetting met
andere schimmels). Er zullen procedures moeten worden ontwikkeld om een zo constant mogelijke kwaliteit
broed te kunnen leveren. Om een indruk te krijgen van zaken die in deze procedures vastgelegd moeten
worden verwijzen we naar paragraaf 5.4.

In verband met de gewenste strikte ketenscheiding zal de organisatie die het transgeen broed produceert
alleen aan die bedrijven mogen leveren die onderdeel uitmaken van de “transgene keten”. Als de
broedproducent meerdere transgene paddestoelstammen, ieder gericht op een ander farmaceutische eiwit,
beheert, zullen werkprocedures dienen te worden ontwikkeld om verwisseling van stammen te voorkomen.
Als het broed geproduceerd is moet het naar het teeltbedrijf worden vervoerd. Om te voorkomen dat
genetisch gemodificeerde organismen onbedoeld in het milieu worden geintroduceerd moeten de auto’s
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waarmee het transgene broed vervoerd wordt uitsluitend voor dit doel worden gereserveerd. Tevens
moeten handelingsprotocollen beschikbaar zijn indien een verpakking beschadigd raakt. Voor het vervoer
van genetisch gemodificeerde schimmels geldt bijlage 9 (onder punt 2: vervoer buiten de inrichting) van de
Regeling genetisch gemodificeerde organismen. Volgens deze regels kan broed met genetisch
gemodificeerde schimmel vervoerd worden in een gesloten scheurvrije zaaddichte zak die in een
breukvaste tweede houder wordt geplaatst. Op de container of in de begeleidende papieren dient te zijn
aangegeven dat het vervoer betreft van genetisch gemodificeerde organismen. Daarnaast zijn de
bepalingen in de wet vervoer gevaarlijke stoffen van toepassing.

Aangezien de omvang van de transgene keten naar verwachting vrij klein zal zijn, is het waarschijnlijk dat
een productiebedrijf ook de broedproductie zal doen.

6.4 Substraatproducent.

Welk substraat gebruikt zou kunnen worden voor de teelt van genetisch gemodificeerde paddestoelen is
van een aantal factoren afhankelijk. De gebruikte paddestoelensoort bepaalt welk substraat gebruikt kan
worden. Voor de substraatproducent zullen de eisen die de uiteindelijke afnemer stelt aan de
geproduceerde paddestoelen veel belangrijker zijn. De mogelijkheid bestaat dat de afnemer van de
farmaceutische paddestoelen een teelt op steriel substraat wil uitvoeren om meer controle op mogelijke
besmetting met “onkruidschimmels” te kunnen uitoefenen. In dat geval bestaat de kans dat men zal trachten
de paddestoelen direct op het broed te laten ontwikkelen.

De kwaliteit van het geproduceerde substraat heeft grote invioed op opbrengst en kwaliteit van de
paddestoelen. Ook hier zal volgens protocollen gewerkt moeten worden en zal het substraat een constante
en goed gedefinieerde samenstelling moeten hebben. Dat is op dit moment beter te realiseren door
paddestoelen op broed te produceren dan op compost. Onderzoek naar alternatieve, beter te reproduceren
substraten is wenselijk.

In het geval dat de substraatproducent doorgroeid substraat zal gaan produceren, moeten alle maatregelen
die van toepassing zijn op de vermeerdering van genetisch gemodificeerde organismen door de
substraatfabrikant moeten worden overgenomen (vergunningen, maatregelen voor ingeperkt gebruik, etc.).

6.5 Teeltbedrijf

Met de keuze voor een klant komen zowel het te produceren recombinant eiwit als de paddestoelsoort
waarin geproduceerd gaat worden vast te liggen. Het is de klant die op grond van de in hoofdstuk 3
genoemde factoren een keuze heeft gemaakt voor het eiwitproduct, de expressietechnologie, de
toepassing en de daarmee samenhangende bewerkings- en zuiveringstappen. Door de specifieke eisen die
de klant aan de geproduceerde paddestoelen stelt, zal hij een grote invloed hebben op de manier van telen
en de handelingsvrijheid van de individuele teler.

6.5.1 Inrichtingseisen

De eisen die aan de inrichting van een teeltbedrijf gesteld worden voor productie van genetisch
gemodificeerde schimmels hangen af van de GMO status van de geproduceerde paddestoelen en aan de
eisen die gesteld worden door het bedrijf dat de paddestoelen tot medicinale producten verwerkt. Om een
indruk te krijgen van mogelijke inrichtingseisen is een oriénterend gesprek gevoerd met het Bureau
Genetisch Gemodificeerde Organismen (Bureau GGO). Dit bureau verzorgt de vergunningverlening voor
werkzaamheden met genetisch gemodificeerde organismen. Leidraad voor de inrichtingseisen is de
preventie van verspreiding van het organisme. Grootste zorgpunt daarbij is sporenvorming. Als
sporenvorming onvermijdelijk is kunnen bij grootschalige teelt problemen optreden (ingeperkt gebruik
moeilijker te garanderen). Bureau GGO ziet het liefst een gesloten systeem tussen productiebedrijf en
verwerker. Voor een inschatting van het inrichtingsniveau heeft Bureau GGO specifieke biologische kennis
nodig. In het adviesgesprek is uitgegaan van sporenloze stammen of gesloten champignons waarbij een
beperkte productie of geen productie van sporen plaatsvindt.

Bureau GGO doet de aanbeveling om bij een eventuele aanvraag voor vergunning het inperkingsniveau PC-
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als basis nemen, aangepast voor deze specifieke toepassing.

Om te voldoen aan inperkingsniveau PC-l moet de kweekcel uit een permanente ruimte bestaan, waarvan de
werkoppervlakken, vloeren, wanden en deuren zijn afgewerkt met een niet-absorberend materiaal. De
werkoppervlakken en wanden moeten bestand zijn tegen water, zuren, basen, oplosmiddelen,
desinfectiemiddelen en ontsmettingsreagentia en gemakkelijk schoon te maken. De kweekcel moet
afsluitbaar zijn en voorzien van een deur waarop de aanduiding staat dat het om een PC- kweekcel gaat.
Daarnaast moeten de namen en telefoonnummers van ten minste één voor de ruimte verantwoordelijk
persoon en van de biologische veiligheidsfunctionaris op de deur vermeld staan.

Een zorgpunt is het mogelijke transport van sporen met medewerkers die teeltruimte in en uitgaan. Om die
reden moet in de teeltruimte een wastafel of douche beschikbaar zijn (niet nodig bij sporenloos ras).
Daarnaast moet de teeltruimte in onderdruk worden gehouden om te voorkomen dat bij het openen van
deuren sporen buiten de teeltruimte terecht kunnen komen.

Het afvalwater van de teeltruimte moet kunnen worden verzameld in een bezinkput en de in het afvalwater
voorkomende organismen moeten kunnen worden afgedood (er moet een voorschrift zijn hoe gevalideerd
kan worden dat alles dood is (bijvoorbeeld met chloortabletten)).

De in en uitgaande lucht in de teeltruimte moet worden gefiltreerd om sporen weg te vangen. Sporen van
champignon zijn ongeveer 4-7 pm lang en 4-6 ym breed (Phillips, 1981), sporen van oesterzwam zijn 7-10
um lang en 3-4 um breed (Hilber, 1982). Een zogeheten Hepa-filter zou daar geschikt voor zijn. HEPA is een
filtratie standaard geautoriseerd door US ATOM. HEPA filter medium heeft bewezen meer dan 99,97% van
alle deeltjes tot 0,3 micron tegen te houden (de deeltjes grootte van sigarettenrook is ongeveer 0,5 micron)
en HEPA is voor meer dan 95% effectief voor deeltjes tot O, 1 micron ( = 1/10.000-ste van een millimeter).
HEPA staat dus niet voor de naam van het filter. Er dienen protocollen ontwikkeld te worden voor een het
verwisselen van de filters en het verwerken van de gebruikte filters. Hieruit blijkt wel dat sporenloze rassen
de voorkeur hebben,

Daarnaast is het mogelijk dat het bedrijf dat de geproduceerde paddestoelen verwerkt aanvullende eisen
stelt aan de inrichting. Daarbij valt te denken aan de mogelijkheid om het geoogste product meteen na
oogst in te vriezen (zodat kwaliteit van geproduceerd eiwit niet achteruit gaat t.g.v. naoogst processen).

6.5.2 Werkvoorschriften

Niet alleen moet de inrichting van het gebouw er op gericht zijn om ontsnapping van het genetisch
gemodificeerde organisme te voorkomen, ook het personeel moet daar naar kunnen handelen. Dat houdt in
dat werkprotocollen moeten worden opgesteld om te zorgen dat voldaan wordt aan de eisen die de diverse
regelingen en de afnemer van de paddestoelen stelt. Met betrekking tot van toepassing zijnde regelingen
valt te denken aan de bepalingen in de hinderwetvergunning, de EU richtlijnen over voedselhygiéne, de
Europese Richtlijn over Good Manufacturing Practice (91/356/EEC) en de richtlijnen die door de EMEA
(European Medicines Agency) worden voorgesteld.

Dergelijke werkprotocollen dienen alle aspecten van de teelt te beslaan. Teelt handelingen en manier van
oogsten moeten in detail beschreven zijn, evenals de procedures voor het bepalen of
gewasbeschermingsmaatregelen nodig zijn en het uitvoeren van dergelijke maatregelen. Daarnaast valt het
aan te bevelen om methoden te ontwikkelen en toe te passen om de opbrengst van het te produceren eiwit
tijdens de teelt te monitoren. Bij de teelt van paddestoelen voor de productie van farmaceutische eiwitten is
het eiwitgehalte en de kwaliteit van het geproduceerde eiwit leidend. Dit vergt hoogstwaarschijnlijk een
andere manier van telen dan het produceren van zoveel mogelijk biomassa. De criteria voor het tijdstip
waarop de oogst kan beginnen moeten goed gedefinieerd zijn en er moet goed beschreven zijn hoe het
geoogste materiaal verpakt en bewaard moet worden.

Ook voor het behandelen van het verbruikte substraat en de methode van verwerking dienen protocollen
ontwikkeld te worden. Na doorgroeiing bevat het substraat immers genetisch gemodificeerde organismen
die niet in het milieu mogen worden geintroduceerd. Na afdoding van alle levende organismen moet bepaald
worden hoe het verbruikte substraat verwerkt kan worden. Mogelijk bevat het mycelium/substraat nog
geneesmiddelen (farmaceutische eiwitten) waardoor de opties voor verwerking en afzet worden beperkt.
Daarnaast moeten protocollen ontwikkeld worden voor de benodigde uitrusting en de manier waarop de
uitrusting wordt onderhouden. De uitrusting moet gemakkelijk schoon te maken zijn om het risico op
verontreinigingen te verkleinen. Machines om pesticiden toe te dienen moeten regelmatig geijkt worden.
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6.5.3 Personeel

Het personeel moet voldoende opgeleid zijn voor de gekwalificeerde taken. Van het personeel moet een
hoge mate van persoonlijke hygiéne geéist worden (waartoe ruimtes met wastafels gelegenheid moeten
bieden). Personeel dat lijdt aan besmettelijke ziekten die via het voedsel verspreid kunnen worden, zoals
griep, of personen die verspreiders zijn van deze ziekten, moeten geweerd worden van de verwerking
plaats vindt of moet voldoende beschermende kleding dragen

6.5.4 Documentatie

Alle uitgangsmateriaal en alle verwerkingsstappen inclusief de plaats waar gekweekt wordt moeten
gedocumenteerd worden. Het is essentieel om het type genetisch gemodificeerde paddestoel, de
hoeveelheid en de oogstdatum te registreren. Ook het gebruik van pesticiden moet gedocumenteerd
worden. Alle processen en procedures die een effect kunnen hebben op de kwaliteit van het product
moeten opgenomen worden in de batchdocumentatie (i.v.m. traceerbaarheid). Speciale omstandigheden die
de chemische samenstelling van de paddestoelen zouden kunnen veranderen, zoals ziekten en plagen,
moeten gedocumenteerd worden..

Daarnaast moeten de resultaten van audits worden gedocumenteerd in een Audit Rapport dat minimaal 10
jaar bewaard moet worden.
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/ Patentsituatie

Patenten geven aan de eigenaar ervan het exclusieve recht anderen uit te sluiten om de uitvinding te

reproduceren, te gebruiken of te verkopen. Het recht van de eigenaar van het patent is alleen geldig in de
landen waar het is ingediend. Om een overzicht te verkrijgen over mogelijk van toepassing zijnde patenten
is gebruik gemaakt van Espace.net (http://ep.espacenet.com/). De resultaten staan weergegeven in Tabel
5. Er is niet uitgezocht in hoeverre ook rechten aan de beschreven patenten kunnen worden ontleend. Een
dergelijke zoektocht naar patenten, maakt ook duidelijk welke organisaties en onderzoekers expertise op dit

gebied hebben.

Voor de constructie van genetisch gemodificeerde schimmelstammen die farmaceutische eiwitten
produceren zijn een groot aantal verschillende technieken nodig. Een aantal van deze technieken zijn zo
cruciaal dat ze door de ontwikkelaar van de techniek zijn gepatenteerd.

Met betrekking tot transformatietechnieken die tot doel hebben lichaamsvreemd erfelijk materiaal in
schimmels te introduceren en de schimmels vervolgens lichaamsvreemd eiwit te laten produceren zijn
patenten bekend van Unilever, Penn State University en van Horticulture Research International.

Zoals beschreven in paragraaf 3.1 is het voor sommige functies van het geproduceerde eiwit belangrijk dat
de juiste suikerstructuren op het eiwit worden aangebracht. Met betrekking tot dergelijke
glycosyleringsreactie zijn een groot aantal patenten gevonden waaronder enkele van Plant Research

International (WUR).

Bedrijf Uitvinder Patent nr. Titel van het patent

Unilever (NL/GB) Beijersbergen A.G., Bundock | EP0973917 Agrobacterium mediated transformation of
P., Gouka R.J., de Groot moulds, in particular those belonging to the
M.J. A., Hooykaas P.J. genus Aspergillus

Penn State Res Romaine C.P., Chen X US2005070007 | Methods and compositions for highly

Found (US) efficient transformation of filamentous fungi

Horticulture Res Burton K., Challen M., Elliott | EP1563076 Selective expression in filamentous fungi

Internat (GB) T., Sreenivasaprasad S.,

Eastwood D., Malloy S.
Plant Res Internat | Bakker H.A.C., Bosch H.J. MXPA02004142 | Mammalian-type glycosylation in plants
(NL)
Wildt S., Miele R.G., Nett US2005170452 | Method to engineer mammanlian-type
J.H., Davidson R.C. carbohydrate structures
Plant Res Internat | Bakker H.A.C., Florack EP1485486 Optimizing glycan processing in plants
(NL) D.E.A., Bosch H.J,,
Rouwendal G.J.A.

Flanders Contreras R., Callewaert W00200856 Protein glycosylation modification in pichia

Interuniversity Inst | N.L.M., Geysens S.C.J. pastoris

(BE)

GLYCOFIINC Gerngross T.U. W00200879 Methods for humanizing glycosylation of
recombinant glycoproteins expressed in
lower eukaryotes

Hamilton S.R. Hamilton S.R. W02004074497 | Endomannosidases in the modification of

glycoproteins in eukaryotes

Tabel 5. Beschreven patenten met betrekking tot de productie van farmaceutische eiwitten in
paddestoelen. De lijst is opgesteld a.h.v. resultaten van zoekacties in de databases van Espace.net
(http://ep.espacenet.com/). Er is in dit overzicht niet gestreefd naar volledigheid.

© Praktijkonderzoek Plant & Omgeving B.V.

32



http://ep.espacenet.com/
http://ep.espacenet.com/

8  Toekomst verkenning; wanneer kan mushfarming
operationeel zijn en wat produceert het?

De studie van Creemers-Molenaar et al. (2002) naar de haalbaarheid van de productie van farmaceutische
eiwitten in planten beschrijft de opties van een dergelijk productiesysteem. Voor de productie van
farmaceutische eiwitten in paddestoelen gelden grotendeels dezelfde overwegingen. Om die reden is een
groot deel van de onderstaande tekst ontleend aan deze studie en aangepast aan de situatie voor de
productie van farmaceutische eiwitten in paddestoelen.

8.1 Wanneer kan het operationeel zijn?

Een belangrijk nadeel van de productie van farmaceutische eiwitten in paddestoelen, is dat er nog geen
enkel voorbeeld is van een registratie van een dergelijk product. Dat brengt met zich mee dat zowel bjj
producent als wetgever er geringe ervaring op dit terrein is. Gevolg daarvan is dat er een risico is op extra
kosten van de toch al zeer dure registratie. Het is uitgesloten dat paddestoelsystemen de productie zullen
overnemen van “biopharmaceuticals” die op dit moment al geregistreerd zijn als producten van microbiéle
en dierlijke celcultures (zie paragraaf 3.4.2.). Voor geheel nieuwe biopharmaceuticals zal er een zeer
duidelijk voordeel moeten zijn om te kiezen voor de productie middels paddestoelen.

Figuur 2 in paragraaf 6.1 geeft een indruk van de tijd die gemoeid is met de ontwikkeling van een nieuw
biopharmaceutical dat geproduceerd wordt m.b.v. paddestoelen. Momenteel wordt nog gewerkt aan het
optimaliseren van de productie van eiwitten in genetisch gemodificeerde schimmels. Zelfs indien op dit
moment begonnen zou kunnen worden met de ontwikkeling van een biopharmaceutical, duurt het nog
minstens 14 jaar voordat productie voor een marktpartij op continue basis tot stand kan komen. Volgens
een realistische schatting duurt het nog twee decennia voordat grootschalige productie van
geneesmiddelen uit genetisch gemodificeerde paddestoelen een feit zal zijn.

Men kan genetisch gemodificeerde paddestoelen ook gebruiken voor de productie van eiwitten die geen
medische toepassing hebben. Hierbij valt te denken aan eiwitten die gebruikt worden in diagnostische tests,
enzymen met een industriéle toepassing e.d (zie ook volgende paragraaf). De ontwikkeling en
marktintroductie van dergelijke niet-farmaceutisch eiwitten zal waarschijnlijk minder tijd in beslag nemen.
Voor niet-medische toepassingen zal mogelijk over een tiental jaren grootschalige productie een realiteit
kunnen zijn.

8.2 Wat kan het produceren?

8.2.1 Eiwitten als basis van een geneesmiddel.

Tot nu toe is voornamelijk gesproken over de productie van eiwitten voor gebruik in geneesmiddelen. Een
dergelijke toepassing stelt hoge eisen aan kwaliteit en zuiverheid van het geproduceerde eiwit. Of een
dergelijke toepassing economisch haalbaar is, is lastig te voorspellen. Op de conferentie gewijd aan “Plant-
made Pharmaceuticals” die in 2005 in Montreal werd gehouden presenteerde Dr. Steiner van Bayer
CropScience een overzicht van de markt (http://archives.cpmp2005.org/). In de komende jaren zullen
vooral antilichamen tegen kanker, ontstekingsreacties en infecties op de markt worden geintroduceerd.
Echter, de vraag naar deze producten is sterk product specifiek en varieert sterk van product tot product.
Steiner geeft aan dat indien in de nabije toekomst 43 antilichamen op de markt worden geintroduceerd er
gemiddeld per antilichaam een behoefte van 325 kg bestaat.

De verkoopprijs van de antilichamen staat in relatie tot de productieschaal (Figuur 3). Bij een productie van
325 kg ligt de verkoopprijs omstreeks $1500 per gram. In dat geval wordt 325 kg antilichaam verkocht
voor een bedrag dat rond $487,5 miljoen. De productiekosten bedragen naar schatting 15% van de
verkoopprijs (paragraaf 3.4.2.) en liggen dan ruwweg rond $73 miljoen.
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Bij wijze van voorbeeld kunnen we uitrekenen wat de productiekosten zouden zijn van recombinant eiwit in
een genetisch gemodificeerde champignon. Als we aannemen dat 0.1% van alle eiwit in de champignon uit
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Figuur 3. Prijs van medicinale eiwitten die m.b.v. genetisch gemodificeerde organismen zijn geproduceerd
en de productieschaal zijn omgekeer evenredig aan elkaar. Grafiek is aangepast naar een grafiek uit de
presentatie van Dr. Steiner op de conferentie gewijd aan “Plant-made Pharmaceuticals” (Montreal, 2005).

recombinant eiwit bestaat en dat de champignon 3,5% eiwit op basis van versgewicht bevat (Abou-Heilah et
al. 1987, Beelman & Edwards 1989), dan bevat een kg genetisch gemodificeerde champignons 35 gram
eiwit en 35 milligram recombinant eiwit. Voor de productie van een kg recombinant eiwit is dan 28600 kg
champignon nodig. Om een jaarproductie van 325 kg recombinant eiwit is dan ruwweg 9.3 miljoen kg
champignon nodig ofwel 9.3 duizend ton champignons. Dat is ca. 3.5% van de huidige jaarproductie in
Nederland.

In een champignonbedrijf dat machinaal champignons oogst werden in 2002 champignons geoogst aan een
kostprijs van 0.90 Euro per kilo (Groot et a/., 2003). De productie van 9,3 miljoen kg zou in dat geval
omstreeks 8,4 miljoen Euro kosten. Het is echter onwaarschijnlijk dat in de teelt van genetisch
gemodificeerde organismen tegen dezelfde prijs kan worden geproduceerd als in de teelt van
conservenchampignons. De inrichtingseisen voor het bedrijf en de naleving van regelgeving zullen de
kostprijs zeker verhogen. Aangezien de productiekosten (€8.4 miljoen) een klein gedeelte (<2%) zijn van de
verkoopwaarde ($500 miljoen) hoeft dat nog geen bottle neck te zijn.

Een tweede onzekere factor is het gehalte aan recombinant eiwit in de champignons. In dit rekenvoorbeeld
is uitgegaan van 0,1% van het geproduceerde eiwit. Indien 1% van het geproduceerde eiwit uit recombinant
eiwit bestaat wordt 350 mg recombinant eiwit per kg champignons geproduceerd. Voor een jaarproductie
van 325 kg recombinant eiwit is dan 930.000 kg champignons nodig (productiekosten <0.2%). De kosten
worden dus zeer sterk beinvioed door het gehalte aan recombinant eiwit in de paddestoelen.

Een derde onzekere factor in de berekening is de opbrengst aan champignons. In een teelt van
voedingschampignons worden opbrengsten van 350 kg per ton substraat bereikt. Het is geenszins zeker
dat dergelijke top-opbrengsten ook gehaald worden in de teelt van genetisch gemodificeerde paddestoelen.
Enerzijds zal de kwaliteit van het geproduceerde recombinante eiwit het oogstmoment bepalen. Dat
moment hoeft niet samen te vallen met het moment waarop de meeste kilogrammen paddestoelen geoogst
kunnen worden. Anderzijds is het niet zeker dat de teelt op het huidige commercieel verkrijgbare substraat
kan worden uitgevoerd. Indien ander substraat gebruikt wordt, kunnen zowel opbrengst als kosten van het
substraat wezenlijk anders zijn.
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Als de paddestoelen met recombinant eiwit zijn geoogst, zal het recombinant eiwit ge-extraheerd en
gezuiverd moeten worden. Een schatting van de kosten van extractie en zuivering van het recombinant eiwit
voor medicinaal gebruik is moeilijk te geven. Deze kosten zullen sterk afhankelijk zijn van het gemak
waarmee de zuivering kan worden uitgevoerd en de mate van zuiverheid die bereikt moet worden.
Eiwitpreparaten voor medicinaal gebruik, vooral diegene die door injectie of via een infuus worden
toegediend, moeten volledig ontdaan zijn van de aanwezigheid van virussen, endotoxinen en andere
verontreinigingen en het uiteindelijke eiwitpreparaat dient minstens 95-98% zuiver te zijn (Headon & Walsh,
1994). Evangelista ef a/. (1998) hebben een berekening gemaakt van de kosten van het zuiveren van
recombinant B-glucuronidase enzym uit genetisch gemodificeerde mais. Zij zijn er in hun berekeningen van
uitgegaan dat mais van genetisch gemodificeerde planten tweemaal zoveel kost als normale voedingsmais.
De genetisch gemodificeerde mais bevatte 132 mg recombinant eiwit per kg. Op jaarbasis kon uit 1,74
miljoen kg genetisch gemodificeerde mais 137 kg recombinant B-glucuronidase van 83% zuiverheid worden
geproduceerd. De productiekosten bedroegen $43000 per kg recombinant B-glucuronidase. De kosten van
de gebruikte genetisch gemodificeerde mais bedroegen 6% van de productiekosten (i.e. $0,20 per kg
genetisch gemodificeerde mais).

Uitgaande van bovenstaand voorbeeld kan men concluderen dat de kosten van zuivering en extractie een
bijzonder grote invioed hebben op de kostprijs van het uiteindelijk op te leveren eiwitpreparaat. Indien een
recombinant eiwit gebruikt zou kunnen worden in een toepassing waarvoor met een minder stringente
zuivering nodig is, zou dat de kostprijs sterk kunnen drukken.

Creemers-Molenaar et a/. (2002) beschrijven in de haalbaarheidstudie die zij opstelden t.b.v. de
Glastuinbouw een profiel voor potentiéle farmaceutische eiwitten die in principe geschikt zijn voor productie
via glastuinbouw. Voor productie van recombinante eiwitten in paddestoelen gelden dezelfde overwegingen.
Wanneer de sterke eigenschappen zoveel mogelijk worden uitgebuit en de zwakke kenmerken zoveel
mogelijk worden vermeden, gaat het om:

1. Producten waarvan langdurig grote volumes omgezet kunnen worden, zodat grootschalige
productie rendabel is, en waarmee niet snel op een kortstondige marktvraag gereageerd hoeft te
worden.

2. Producten die direct toepasbaar zijn, of toepasbaar zonder dure extractie en zuiveringen, en
waarvoor dus geen registratie nodig is. Hiermee vallen dus ook alle producten met intraveneuze
toepassing af. Daarmee zou deels het probleem van schimmeltype glycosylering worden omzeild.

3. Complexe eiwitten die niet geproduceerd kunnen worden door microbiéle systemen.

8.2.2 Eiwitten voor niet-medicinaal gebruik.
Indien men de recombinante eiwitten in de genetisch gemodificeerde paddestoelen niet voor medicinaal
gebruik produceert kan men waarschijnlijk veel sneller tot een toepassing komen. Daarnaast maakt de
minder stringente zuivering dat het eiwitpreparaat goedkoper kan worden geproduceerd. Creemers-
Molenaar et al. (2002) noemen diverse productgroepen, waaronder niet-farmaceutische eiwitten, die aan dit
profiel voldoen. Voorbeelden zijn:
> Antilichamen met toepassingen a) in diagnostiek, b) in crémes (huidapplicatie en tandpasta, gericht
tegen bacterién en virussen, c) als ligand bij industriéle bioaffiniteitszuiveringen.
> Collageen en anti-microbiéle eiwitten met toepassing in cosmetica en medicinale zalven.
» Vaccins voor uitsluitend orale vaccinatie
> Digestieve enzymen voor toepassing bij spijsverteringsaandoeningen (bijv. alcoholdehydrogenase,
lactase).
> Eiwitten die gebruikt worden voor diagnostische toepassingen, en waarvan relatief grote
hoeveelheden nodig zijn en die geringe zuiverheid mogen hebben.
> Enzymen voor industriéle toepassingen (bijvoorbeeld bereiding van levensmiddelen, wasmiddelen,
polymeerchemie).
> Additieven voor diervoeder (bijvoorbeeld fytase)
> Nutraceuticals.
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9  Voorspelling van benodigde productiecapaciteit.

De benodigde productiecapaciteit en daarmee het aantal bedrijven dat betrokken zou kunnen zijn bij de teelt
van genetische gemodificeerde paddestoelen voor de productie van farmaceutische eiwitten is moeilijk te
voorspellen.
Onzekere factoren in een voorspelling zijn:

> behoefte aan het te produceren eiwit

> gehalte aan recombinant eiwit dat in genetisch gemodificeerde paddestoelen bereikt kan worden

> de paddestoelsoort die gebruikt kan gaan worden

> het teeltsysteem dat gebruikt kan gaan worden.

We hebben twee voorbeelden uitgewerkt waarbij we zijn uitgegaan van champignon en oesterzwam als te
gebruiken paddestoelsoorten in de huidige teeltsystemen. Of in de toekomst ook daadwerkelijk
recombinante eiwitten in deze soorten geproduceerd gaan worden is niet duidelijk. Het is zelfs niet duidelijk
in hoeverre de huidige teeltsystemen voldoen aan de eisen die het afnemende farmaceutische bedrijf stelt.
Indien op steriele substraten geteeld moet gaan worden of indien de teelt op granen wordt uitgevoerd,
kunnen opbrengsten en aantal teelten dat per jaar kan worden uitgevoerd sterk verschillen.

9.1 Bij gebruik van champignon als productieplatform:

Bij het berekenen van het aantal bedrijven dat mogelijk betrokken kan zijn bij het produceren van
recombinante eiwitten in genetisch gemodificeerde champignons zijn we uitgegaan van een teelt waarin
machinaal geoogst wordt. In ons rekenmodel worden de bedden gevuld met 85 kg doorgroeid substraat
per m?. We gaan uit van een champignon-opbrengst van 350 kg/ton substraat. Deze champignons bevatten
een eiwitgehalte van 3.5% van het versgewicht (Abou-Heilah et al. 1987, Beelman & Edwards 1989). Op dit
denkbeeldige bedrijf worden 7 teelten per jaar uitgevoerd. Aangezien het gehalte aan recombinant eiwit niet
bekend is, is uitgegaan van twee hypothetische gehalten aan recombinant eiwit, 0.1% en 1.0% van het
totale eiwitgehalte. De behoefte aan teeltruimte wordt weergegeven in Tabel 6.

Gehalte aan Benodigde
i Opbrengst aan jaarproductie Benodigd . ..
recombinant . . . Benodigd aantal cellen op bedrijf
L recombinant eiwit recombinant teeltopperviak
eiwit eiwit
% van totaal 2 . 2 2 bij 400 m? bij 1000 m?
eiwit kg/m kg/jaar/m Kg m teeltopp./cel teeltopp./cel
2 274 1.0 1.0
10 1372 4.0 2.0
0,
0.1% 0.001 0.0073 200 27440 69.0 28.0
1000 137198 343.0 138.0
2 27 1.0 1.0
10 137 1.0 1.0
0,
1.0% 0.010 0.0729 200 2744 70 30
1000 13720 35.0 14.0

Tabel 6. Globale schatting van het aantal bedrijven dat betrokken zou kunnen zijn bij de productie van
recombinante eiwitten in genetisch gemodificeerde champignons.

Bij een gehalte aan recombinant eiwit van 0.1% van het totaal eiwit en een behoefte van 200 kg

recombinant eiwit per jaar kan met 28 tot 69 cellen in de jaarlijkse behoefte voorzien worden. Snijbedrijven
in Nederland varieren in teeltopperviak tussen 400 en 1000 m? per teeltcel. Er zijn meerdere teeltcellen op
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een bedrijf aanwezig, waardoor een vrij constante productie in de tijd kan worden geleverd. Zelfs bij een
behoefte aan 200 kg recombinant eiwit per jaar en een gehalte aan recombinant eiwit van 0.1% van het
totale eiwit, zouden 4 bedrijven met elk 7 cellen van 1000 m? in de behoefte kunnen voorzien of 10
bedrijven met elk 7 cellen van 400 m?. Of bij een teelt waarbij gestuurd wordt op het gehalte aan
recombinant eiwit nog steeds opbrengsten van 350 kg per ton substraat gehaald worden is overigens de
vraag.

Indien meerdere recombinante eiwitten gelijktijdig geproduceerd moeten worden kan een beperkt aantal
bedrijven in de behoefte voorzien.

9.2 Bij gebruik van oesterzwam als productieplatform

Bij het berekenen van het aantal bedrijven dat mogelijk betrokken kan zijn bij het produceren van
recombinante eiwitten in genetisch gemodificeerde oesterzwammen zijn we er van uitgegaan dat de
oesterzwammen in pakketten van 18 kg gepasteuriseerd stro-substraat geteeld worden en daarna met de
hand geoogst worden. In ons rekenmodel gaan we verder uit van een opbrengst van 150 kg per ton
substraat en een eiwitgehalte van 1.95% van het versgewicht (Manzi et a/, 2001; Mattila et a/, 2002; Yildiz
et al, 1998). Als gemiddeld bedrijf stellen we ons voor dat 6 teelten per cel per jaar worden uitgevoerd en
dat het bedrijf 6 cellen heeft. Een de teeltruimten bevatten in ons rekenvoorbeeld 600 pakketten per cel. De
behoefte aan oesterzwamteeltruimte wordt weergegeven in Tabel 7.

Benodigde
Gehalte Productie jaarproductie
. : ! Substraat aantal cellen
recombinant recombinant recombinant aantal " aantal
L - - behoefte (bij 6 teelten ..
eiwit eiwit/ton eiwit (ton) pakketten er jaar) bedrijven
(% van het (kg) (kg) ber
totaal eiwit)
2 684 37987 10.6 2
10 3419 189934 52.8 9
0,
0.10% 0.00293 200 68376 3798670 1055.2 176
1000 341880 18993352 5275.9 880
2 68 3799 1.1 1
10 342 18993 5.3 1
0,
1.00% 0.02925 200 6838 379867 105.5 18
1000 34188 1899335 527.6 88

Tabel 7. Globale schatting van het aantal bedrijven dat betrokken zou kunnen zijn bij de productie van
recombinante eiwitten in genetisch gemodificeerde oesterzwammen.

Bij gebruik van gepasteuriseerd stro in het in Nederland gebruikelijke teeltsysteem voor oesterzwammen
zouden capaciteitsproblemen kunnen optreden. Indien het gehalte aan recombinant eiwit slechts 0.1% van
het totaal eiwit in de oesterzwam zou zijn en de behoefte aan recombinant eiwit 200 kg per jaar, dan
zouden er alleen al voor de productie van dit ene recombinante eiwit meer bedrijven nodig zijn dan er
momenteel in Nederland bestaan.

Wil de oesterzwam een aantrekkelijk productieplatform voor grote hoeveelheden recombinante eiwitten
worden, dan moet het gehalte aan recombinant eiwit minstens 1% van het totale eiwit zijn. Daarnaast zal
getracht moeten worden om een efficiénter teeltsysteem te ontwikkelen.
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Bijlage 1. Ontwikkeling van een genetisch gemodificeerde
stammen van paddestoelproducerende schimmels

Om farmaceutische eiwitten in paddestoelen te kunnen produceren moet aan een aantal randvoorwaarden
zijn voldaan:

e Er moet een systeem zijn ontwikkeld waarmee functionele farmaceutische eiwitten in
basidiomyceten tot een niveau van minimaal 100 mg/kg versgewicht tot expressie kunnen worden
gebracht.

e Er moet een farmaceutisch bedrijf zijn dat interesse toont in de ontwikkeling van geneesmiddelen
uit farma-paddestoelen

e Er moet een teeltsysteem zijn ontwikkeld waarin de farma-paddestoelen met hoge opbrengst en
lage kosten geproduceerd kunnen worden.

o Er moet een gespecialiseerd broedbedrijf ontwikkeld worden (ofwel zelfstandig ofwel als onderdeel
van het farmaceutisch bedrijf dat de paddestoelen verwerkt)

o Er moeten voldoende teeltbedrijven zijn. Deze moeten zodanig zijn aangepast dat teelt van farma-
paddestoelen mogelijk wordt (gelet op de bestaande wetgeving, gelet op de eisen die het
farmaceutische bedrijf stelt aan het product).

Ontwikkeling van de techniek.

Een systeem waarmee functionele farmaceutische eiwitten in basidiomyceten tot expressie kunnen worden
gebracht.

De afgelopen twee decennia is onderzoek verricht naar de mogelijkheid om specifieke eiwitten in grote
hoeveelheden door paddestoelvormende schimmels (basidiomyceten) te laten produceren. Hierbij heeft men
geprobeerd stukken DNA die coderen voor het gewenste eiwit in te bouwen in de chromosomen van de
schimmels. Hierbij zijn ruwweg twee benaderingen gevolgd; introductie van een gen dat al in de schimmel
aanwezig en introductie van soort-vreemd DNA.

Bij introductie van een gen dat al in de schimmel aanwezig was het de bedoeling om meerdere kopieén van
het gen in het erfelijk materiaal te introduceren. Met de introductie van meerdere kopieén hoopte men een
hogere productie van het gewenste eiwit te verkrijgen.

Met de introductie van soortvreemd DNA probeerde men om de schimmel eiwitten te laten produceren, die
hij van nature niet kan produceren. Deze benadering is nodig als met functionele farmaceutische eiwitten
door schimmels wil laten produceren.

Een overzicht van de gerapporteerde succesvolle pogingen om paddestoelsoorten genetisch te
transformeren, wordt gegeven in Tabel .... Voor een groot gedeelte van deze paddestoelsoorten bestaat de
mogelijkheid om ze om commerciéle basis te telen (champignon (Agaricus bisporus), oesterzwam
(Pleurotus ostreatus), shiitake (Lentinula edodes), fluweelpootje (Flammulina velutipes), rijststropaddestoel
(Volvariella volvacea), inktzwam (Coprinus cinereus), populierenleemhoed (Agrocybe aegerita)).

Het onderzoek naar de genetische transformatie van paddestoelen vindt slechts plaats in een paar landen.
Onderzoek naar genetische transformatie van champignon vindt bijna uitsluitend plaats in Nederland,
Engeland en de Verenigde Staten. Genetische transformatie van shii-take vindt vrijwel alleen plaats bij
diverse onderzoeksgroepen in Japan, terwijl genetische transformatie van oesterzwam plaats vindt bij
onderzoeksgroepen in Japan, China en Zuid-Korea.

Hoewel genetische transformatie van paddestoelvormende schimmels blijkens de vele publicaties mogelijk
is, worden echter geen hoge niveau’s van eiwitproductie gehaald. Nadat het “lichaamsvreemde” DNA in de
schimmelcellen is geintroduceerd, wordt het blijkbaar niet bijzonder effectief door de cel gebruikt om het
gewenste eiwit te produceren. Daar kunnen verschillende redenen voor zijn. Soms herkent de schimmelcel
het lichaamsvreemde DNA niet als een stukje DNA waar eiwit van gemaakt moet worden (slechte promotor,
Godio et al., 2004, Schuren & Wessels, 1994). Soms heeft de schimmelcel moeite om het lichaams-
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Soort

Transformatie-methode

Efficiéntie

(transformanten
per pug vector)

Referentie

PEG/EDTA-transformatie van
tryptofaan-auxotrofe protoplasten

Ogawa et al., 1998
Kikuchi et al., 1999
Kikuchi et al., 2004
Burns et al., 2005

Coprinus Lithium acetaat/PEG 300 Binninger et al., 1987
cinereus transformatie van tryptofaan-
auxotrofe protoplasten
REMI-mediated PEG-transformatie 100-800 Granado et al., 1997
van para-aminobenzoézuur-
auxotrofe protoplasten
PEG-transformatie van tryptofaan- 2 tot 30 Munoz-Rivas et al., 1986
auxotrofe protoplasten
PEG-cotransformatie van Mooibroek et al., 1990
Schizophylum tryptofaan-auxqtrofe protoplasten
commune met hygromycine .
PEG/Ca**transformatie van 10000 Schuren & Wessels, 1994
tryptofaan-protoplasten
PEG/Ca**transformatie van 2000 Specht et al. 1988
tryptofaan-protoplasten
Agaricus Agrobacterium tumefaciens De Groot et al., 1998,
bisporus transformatie met hygromycine Chen et al., 2000
resistentie als selectiemarker Mikosch et al., 2001
Burns et al., 2005
PEG transformatie met
hygromycine resistentie als
selectiemarker
PEG-transformatie van uracil-of 30 Li et al., 2001
adenine-auxotrofe protoplasten Alic et al., 1990
Phanerochaete PEG-transformatie van Ma et al., 2003
chrySOSpOrim pro_toplasten met bla_laphos
resistentie als selectiemarker
(bialaphos = glyfosinaat =
phosphonithricine)
PEG/EDTA-transformatie van 1-5 Honda et al., 2000
protoplasten met carboxine 200 (ssDNA-carrier) | Irie et al., 2001a
resistentie als selectiemarker 0.1 (no REMI-0.8 Irie et al., 2001b
(REMI)
Particle bombardment van uracil 1 Sunagawa & Magae, 2002
auxotroof mycelium
Pleurotus PEG/Ca**transformatie van 2 Yanai et al., 1996
ostreatus protoplasten met bialaphos
resistentie als selectiemarker
PEG/Ca**transformatie van 5 Jiaetal., 1998
protoplasten met 5-fluoroindole
resistentie als selectiemarker
PEG/Ca**transformatie van uracil- 30 Kim et al., 1999

auxotrofe protoplasten

Tabel 8. Overzicht van paddestoelvormende schimmels waarbij in de afgelopen twee decennia succesvol
genetische transformaties zijn uitgevoerd.
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Agrocybe Electroporatie van protoplasten 1-3 Noél et al., 1995
aegerita met neomycine resistentie als
selectiemarker
REMI mediated PEG transformatie 6 Sato et al., 1998
van protoplasten met 1-16 Hirano et al., 2000
Lentinla hygror_nycine resistentie als
edodes selectiemarker. . . .
PEG transformatie van 1 Murata & Miyazaki, 2004
protoplasten met hygromycine
resistentie als selectiemarker
Volvariella PEG/Ca**transformatie van 4 Jiaetal., 1998
volvacea protoplasten met 5-fluoroindole
resistentie als selectiemarker
PEG-transformatie van 13 Kajita et al. 2004
protoplasten met hygromycine
resistentie als selectiemarker
Cori REMI mediated PEG transformatie 25-50 Kim et al., 2002
oriolis toplasten met
(Trametes) xan protopiasten .
versicolor ygromycine resistentie als
selectiemarker.
PEG-transformatie van 4-7 Bartholomew et al 2001
protoplasten met phleomycine
resistentie als selectiemarker
Flammulina Electroporatie van protoplasten 560 Kuo et al., 2004
velutipes met hygromycine resistentie als
selectiemarker
Ganoderma REMI mediated PEG transformatie 4-17 Kim et al., 2004
lucidum van protoplasten met geneticine
resistentie als selectiemarker.
Electroporatie van protoplasten 15 Sun et al., 2002
met hygromycine resistentie als
selectiemarker
Pleurotus Electroporatie van protoplasten 120 Sun et al., 2002
citrinopileatus | met hygromycine resistentie als
selectiemarker
Coprinus REMI mediated PEG transformatie 550 Leem et al., 1999
congregarus van protoplasten met
phosphinothricine resistentie als
selectiemarker
Pycnoporus PEG-transformatie van 6-10 Alves et al., 2004
cinnabarinus protoplasten met phleomycine of
hygromycine resistentie als
selectiemarker
Coriolus PEG/Ca**transformatie van 1000-10000 Tsukamoto et al., 2003
hirsutus arginine-auxotrofe protoplasten

Tabel 8 (vervolg) Overzicht van paddestoelvormende schimmels waarbij in de afgelopen twee decennia
succesvol genetische transformaties zijn uitgevoerd.

vreemde DNA af te lezen omdat de codering van de aminozuren in het DNA te sterk verschilt van de eigen
codering (AT rijk DNA, Scholtmeijer et al., 2001, Schuren & Wessels, 1998). In sommige gevallen bleken
speciale DNA-fragmentjes (intronen) in het lichaamsvreemde DNA belangrijke signalen te bevatten voor de
verdere verwerking van de in het DNA opgeslagen informatie voor de bouw van een lichaamsvreemd eiwit
(Lugones et al., 1999; Scholtmeijer et al., 2001, Burns et al., 2005).
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Figuur 4. Paddestoelproductie op steriel substraat (Sorhum broed). A: Pleurotus eryngii; B: Een sporenloze
oesterzwam (P, ostreatus); C: Een sporenloze, niet eetbare, inktzwam (Coprinus cinereus).

Samenvattend kan men zeggen dat de verschillende onderzoeksgroepen wel in staat zijn om het DNA dat
nodig is voor de productie van farmaceutische eiwitten in schimmelcellen te introduceren, maar dat het
laten lezen van het DNA en het tot hoge concentraties produceren van eiwit nog niet lukt. Op dit punt is nog
veel onderzoek nodig.

Er bestaan twee typen farmaceutische eiwitten; geglycosyleerde eiwitten en niet-geglycosyleerde eiwitten.
Glycosylering houdt in dat als het eiwit gemaakt is, er in de cel “antennes” op gemaakt worden. Deze
antennes bestaan uit ketens van suikermolekulen. Deze antennes zijn heel belangrijk voor een correcte
fysiologische werking. Sommige eiwitten zoals bepaalde hormonen hebben deze antennes nodig. Zonder
deze antennes zijn kan het lichaam het hormoon niet herkennen.

Er zijn echter verschillen in de manier waarop verschillende organismen deze antennes bouwen. Bacterién
bouwen helemaal geen antennes aan hun eiwitten. Schimmels maken wel suikerantennes op eiwitten,
gebruiken iets andere suikers dan zoogdieren. Dat heeft tot gevolg dat een eiwit van humane oorsprong dat
in een schimmel gemaakt wordt, niet dezelfde fysiologische werking hoeft te hebben als hetzelfde eiwit dat
in een menselijke cel gemaakt wordt. Een andere mogelijkheid is dat “afwijkend geglycosyleerd” eiwit
sneller uit de bloedbaan wordt verwijderd en dus minder lang werkzaam is.

Niet geglycosyleerde eiwitten omvatten momenteel ongeveer 40% van de markt voor farmaceutische
eiwitten en deze markt groeit jaarlijks ong. 12%. (Insuline is een voorbeeld van een niet-geglycosyleerd
farmaceutisch eiwit). Geglycosyleerde eiwitten omvatten 60% van de markt en kennen een jaarlijkse groei
van ong. 26% (Gerngross, 2004)

Om de hele markt aan farmaceutische eiwitten te kunnen bedienen is het belangrijk om onderzoek te
verrichten naar de mogelijkheden om de correcte suiker-antennes aan de farmaceutische eiwitten te
bouwen.

Een niveau van minimaal 100 mg farmaceutisch eiwit/kg versgewicht is nodig wil een industriéle toepassing
aantrekkelijk worden (Evangelista et al., 1998). Daarnaast is de kwaliteit van het eindproduct in termen van
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functionaliteit en homogeniteit heel belangrijk. De farmaceutische eiwitten moeten functioneel, homogeen,
stabiel, non-immunogeen en vrij van verontreinigingen zijn.

Als een eiwit eenmaal gemaakt is door de schimmelcel, moet zoveel mogelijk vermeden worden dat het
eiwit beschadigd raakt doordat het door proteases wordt afgebroken. Eiwitafbraak is niet alleen belangrijk
voor de hoeveelheid eindproduct, maar ook voor de kwaliteit aangezien inactieve eiwitmoleculen in de
zuiveringsprocedure moeilijk te scheiden zijn van intacte antilichamen.

Enerzijds kan men eiwitafbraak proberen te beperken door de geproduceerde eiwitmoleculen in
celcompartimenten van de schimmelcel op te laten slaan, buiten bereik van proteases. Daarnaast is het
belangrijk om de paddestoelen van een schimmel op het juiste moment te oogsten. Naarmate de
paddestoelen langer blijven staan, neemt de activiteit van proteasen toe. Ook als paddestoelen na de oogst
te lang blijven liggen neemt de protease activiteit toe (Burton et al., 1994; 1997; Kingsnorth et al., 2001).
Het farmaceutisch eiwit moet bij voorkeur alleen in de paddestoelen worden geproduceerd en niet in het
vegetatieve mycelium. Als het farmaceutisch eiwit niet in het vegetatieve mycelium wordt geproduceerd,
kan voorkomen worden dat het farmaceutisch eiwit in hoge concentratie in het substraat aanwezig is. Dat
kan veel verschil maken voor de manier waarop het substraat na de teelt verwerkt dient te worden.

Transformatie door PPO

PPO heeft de techniek van transformatie van paddestoelvormende schimmels in huis. Het Agrobacterium
systeem is gebruikt om met succes champignon mycelium te transformeren. De PEG-transformatie van
protoplasten van de oesterzwam is nu geoptimaliseerd en kan routinematig worden uitgevoerd. Ook is
getest dat het transgene gen dat in het mycelium is gezet ook nog steeds werkt in de paddestoelen. Naast
het onderhavige project is samengewerkt met PRI en een onderzoeksgroep aan de Universiteit van Utrecht
in een ander verwant project. Daaruit is gebleken dat basidiomycete schimmels in staat zijn om vaccins te
produceren (niet geglycosyleerde eiwitten) na transformatie met het betreffende gen.
PPO heeft in dit project getest of een aantal paddestoelsoorten geproduceerd kunnen worden op
gestenhseerde substraten. Sporenloze oesterzwamrassen (FPleurotus ostreatus) blijken erg geschikt te zijn:
er is een transformatiesysteem voor oesterzwammen
we beschikken over sporenloze rassen waardoor een inperking tijdens de teelt goed te handhaven
is
met de sporenloze rassen kunnen we paddestoelen produceren op steriel substraat (broed, zie
Figuur 4.)

Wanneer dit soort rassen in een gesloten systeem gebruikt worden (productie en winning binnen één
gesloten bedrijf) dan kan dit tot een productieplatvorm ontwikkeld worden.

Aangezien de overheid aanbeveelt om gewassen te gebruiken die niet in de voedselketen zitten is ook
gekeken naar de inktzwam Coprinus cinereus. Deze soort wordt niet geteeld en geconsumeerd. De soort
wordt veel in laboratoria gebruikt om de vorming van paddestoelen te onderzoeken. Er is een sporenloos
ras van deze soort voorhanden (ATCC collectie) en PPO heeft deze lijn in huis. Uit een recente test hebben
we kunnen contateren dat dit ras ook paddestoelen produceert op steriel substraat. Bovendien is er een
efficiént transformatiesysteem voorhanden van deze soort.

Tot slot blijkt de kruisdistel oesterzwam ook uitstekend op steriel substraat geteeld te kunnen worden.
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